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Resumen

Con el fin de estandarizar metodologias que permitan determinar la concentracién de bacterias nitrifican-
tes y denitrificantes en compost, se propuso evaluar el crecimiento de estas bacterias en dos concentracio-
nes diferentes del sustrato nitrogenado (MO, y KNO,), en presencia y ausencia de CaC& utilizo

la técnica de niumero més probable (NMP), revelando los tubos con reactivo de Griess (nitrito), reactivo
de Nessler (amonio), y el polvo de zinc (nitrato). Se aplicaron 4 tratamientos para bacterias nitrificantes
y denitrificantes respectivamente, trabajando a concentraciones de 0.5 o 0.33 g,J8GNH0.50 2 g

de KNO,, evaluados con respecto al mayor crecimiento de biomasa. No se encontraron diferencias
significativas en la biomasa de los dias 14, 15 y 16 para las bacterias nitrificantes, pero el dia con mayor
reporte fue el 15 con 115.88 NMP/g de compost, asimismo no se presentaron diferencias significativas
qgue para las bacterias denitrificantes el dia 15 y 16 arrojaron el mismo resultado con 31.42 NMP/g de
compost. El tratamiento 1 hasta el dia 15 (0.5 g de,){88, con 1 g de CaCgen nitrificantes y 0.5 g de
KNO,con 5 g de CaCQen denitrificantes) presenté mayor recuperacion con recuentos de bacterias
nitrificantes y denitrificantes con 112.67 NMP/g de compost y 27.53 NMP/g de compost respectivamen-
te, al dia 15. Se demostré gue el sustrato nitrogenado, y la adicién del carbonato de calcio son importantes
para mantener del pH en el medio, promoviendo las reacciones enziméticas asociadas.
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Abstract

In order to standardize methodologies that allow to determine the concentration of nitrifying and denitrifying
bacteria in compost, bacteria growth was evaluated at two different concentrations of nitrogen substrate
(NH,), SO, and KNQ), with and without calcium carbonate. Technique used was the most probable
number (MPN), revealing the tubes by means Griess reagent (nitrite), Nessler reagent (ammonium), and
the zinc powder (nitrate). Four treatments for nitrifying and denitrifying bacteria were applied respectively,
with concentrations of 0,5 or 0,33 g of (NtBO, and 0,5 or 2g of KNQ Biomass production was
evaluated. No significant differences were evidenced in biomass of da¥§14nd 16 for nitrifying
bacteria; however, ¥5day 115.88 MPN/g of compost was obtained for nitrifying bacteria, and 31.42
MPN/g for denitrifying bacteria. Treatment 1 (0.5g of (N8O, with 1g of CaCQ) in nitrifying and 0.5g

of KNO, with 5g of CaCQ in denitrifying group represent the best biomass condition: 112.67 MPN/g and
27.53 MPN/g of compost. 15 days were necessary for incubation because it is the time needed to activate
enzymes regulating pH with addition of the CaCO

Keywords: compost, denitrification, nitrification, most probable number (MPN).
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INTRODUCCION Sin embargo en matrices diferentes a suelo,
como el caso del compost, no se han repor-

El nitrégeno, uno de los macronutrientestado estudios con relacién a tiempo de
de mayor importancia en los procesos bio-INcubacion, concentraciones de sustrato y
l6gicos, y esta presente en diferentes forrequerimiento de CaCCiendo el nitro-

mas en la naturaleza, aunque no todas sof€NO necesario para la descomposicion de

asimilables y puede perderse con gran facila materia organica por pa_rte de los
lidad del sistema (Faueit al, 1999). microorganismos y se estableci6 como ob-

jetivo definir el efecto de la concentracion

Las bacterias nitrificantes oxidan el N del sustrato nitrogenado, la adicion de

formas mas asimilables como N@ara las CaCQy el tiempo de incubacion en el cre-

plantas, siendo grupos reconocidos oxidancimiento de bacterias nitrificantes y

tes de amonio comblitrosomonassp., y dfemtrlﬂcantes recplectadas a partir de una

oxidantes de nitritoNitrobacter sp Las ~ Pila de compostaje.

bacterias denitrificantes evitan las pérdi- i

das de nitrégeno por escorrentia y lixivia- MATERIALES Y METODOS

cion, al reducir formas oxidadas del nitr6-

geno reintegrandolo al ambiente. Algunas

bacterias de este grupo incluyen varias eSg| yrahajo realizado fue una investigacion

pecies dePseudomonas, Alcaligenes y ge tipo experimental teniendo como facto-

Bacillus (Myrold, 2005). res de disefio: requerimiento de CaCgn-
centracion de (NB,SO,y KNO,, y tiempo

La técnica del numero mas probable (NMP)de incubacion. Los tratamientos para bacte-

se utiliza para observar la densidad poblarias nitrificantes y denitrificantes se presen-

cional de un grupo determinado detan en las tablas 1y 2 respectivamente.
microorganismos de forma indirecta. Girard

y Rougieux desde 1964 describieron latgma de muestras
metodologia NMP para realizar recuento
de bacterias nitrificantes y denitrificantes El area de estudio esta localizada en las pi-
empleando suelo como matriz, con 0.5 glas de compostaje del cultivo de flores Cul-
de (NH),SO, como sustrato y adicionando tivos del Norte ubicado en el municipio de
CaCQ como estabilizador de pH. En 1991, Tocancipd, departamento de Cundinamar-
Verhagen y Laandbroek (1963), realizaronca. De la pila de compost de 13 semanas de
un recuento de bacterias nitrificantes maduracion se colectaron 10 submuestras
quimiolitotréfas y heterotrofas utilizando con el fin de obtener una muestra compues-
una concentracion de 2 g de KN@ara la  ta. Este procedimiento se repitié cinco ve-
misma técnica sin adicion de CaCO ces siguiendo la metodologia de (Pato
Hashimotoet al, en el 2005 modificaron al., 2000). Para la estandarizacion del tiem-
la técnica del NMP de Tiedje 1982, parapo de incubacion se recolectaron 11 mues-
enumerar bacterias denitrificantes copi6tro-tras durante 22 dias de modo que se obtu-
fas y oligétrofas de la superficie del suelo vieron una muestra preliminar y 10 muestras
en la region de Okinawa en el sur de Japonprueba. Para la estandarizacién de la con-
usando 0.5 g de (N SO, centracion de sales se recolectaron cinco
muestras por un periodo de 15 dias.

Disefio de la investigacion
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Variables de estudio zar el tiempo de incubacion. Dependiendo
de los resultados obtenidos se selecciond

La variable dependiente fue el NMP/g deg| dia en el que se encontré mayor nimero

muestra medido en variables independienye pjomasa para todas las muestras.

tes de concentracion de sales, requerimien-

to de CaCQ y tiempo de incubacion de Estandarizacién de (NH),SO, KNO, y
las muestras. Caco zm 8
3

Determinacion del pH del compost Para la matriz compost, la modificacion con
respecto a la técnica propuesta por Girard y
Se determino el pH preparando una soluRoygieux (1964), Verhagen and Laand-
cion acuosa de 10 g de compost con 25 Mhroek (1991) y Hashimotet al, 2005, se
de agua desmineralizada (Benavidesgcentrs en la evaluacion de dos concentra-

2004). ciones de (NH,SO, o KNQO,, y en la adi-
cioén o no de CaCgobre la recuperacion

Estandarizacion del tiempo de de la microbiota nitrificante y denitrifican-

incubacion te. Se probaron dos medios, amonio (0.5 6

0.33 g de (NB),SO,, 1 g o sin CaCQ y
Para estandarizar esta variable se tomé Uniitrato (2 6 0.5 g de KNQ5 g o sin CaCg).
camente el tratamiento 1 (tablas 1 y 2) para
los dos grupos. Cada muestra compuestdlimero mas probable bacterias
fue sembrada en caldo amonio (0.15 denijtrificantes y denitrificantes
(NH,),SO,, 1g de CaCQ 1 g de KHPQ,
0.3 g de MgsSQ*7H.0, 0.3 g de NaCl, 0.03 Se realizaron diluciones seriadas de la mues-
g de FeSQ y 950 ml de agua destilada) por tra hasta 18 para bacterias nitrificantes y
triplicado y en caldo nitrato (2 g de y KNO  denitrificantes. Luego se sembré 1 ml en 5
5g CaCQ, 10 g de glucosa, 50 ml de solu- tubos con caldo amonio y nitrato respecti-
cion salina y 950 ml de agua destilada) porvamente para cada una de las diluciones y
triplicado y la lectura se realiz6 los 12, 13, cada uno de estos fueron incubados a 28°C
14, 15, 16, 17 y 18 dias sugerido por Girarddurante dos semanas (Gomez y Nageswara,
y Rogieux (1964), con el fin de estandari- 1995). Se procedié a calcular el valor de

TaBLa 1. Medio amonio con componentes a diferentes concentraciones

[NH.::I: f‘i{h Calt0
Variable
(g) (g)
TI ' 0.5 ' 1
T2 (.5 [}]
T3 ' 0.33 ' 1
T4 0,33 ]
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TasLa 2. Medio nitrato con componentes a diferentes concentraciones

F M) CalC0y
Variahle
(2] (z)
I'l .5 5
r2 0.5 ]
I3 2 5
T4 2 ]

NMP a partir de la determinacién del na- 2000), por medio dedoftware estadistico
mero de tubos positivos, en cada dilucionStatistix 8.1.

para bacterias oxidantes de amonio y

reductoras de nitrato, respectivamente. SeResultados y discusion

adicionaron 2 gotas del reactivo Griess

(Valerie y Bardin, 1995) con el fin de reali- Las muestras de compost de flores recolec-
zar la deteccion de nitritos. Los datos fue-tadas en Cultivos del Norte, para la prueba
ron anotados segun el nimero de tubogle estandarizacion del tiempo de incuba-
positivos y negativos por dilucion. A los cion del NMP de bacterias nitrificantes y
tubos negativos se les adicioné polvo dedenitrificantes presentaron un promedio de
zinc (Girard y Rougieux, 1964) para detec-temperatura de 21°C con un rango minimo
tar la presencia de nitrato en el medio, losde 19°C y maximo de 24°C y pH entre 7.89
que no cambiaron fueron consideradosy 8.54.

como tubos negativos a los cuales se les

adicion6 reactivo de Nessler (Mariomt La importancia que tiene el periodo de
al., 1982), y asi se confirmé la presencia deincubacion de muestras (Belser, 1977) en
amonio y nitrato indicativo de que no ocu- general para todos los procesos y en este
rrié proceso de nitrificacion y desnitrifica- caso para los relacionados con el nitrége-
cion respectivamente. Luego se realizé elno, fue la razon por la cual se tomaron 11
recuento por medio de las tablas de Cochramuestras para la estandarizacién del tiem-
(1950), con el ajuste respectivo de las di-po y cinco para la estandarizacion de las
luciones tomadas para leer (Schmidt ysales, ya que con el seguimiento realizado
Belser 1982; Verhagen y Laandbroek 1991;durante siete dias fue posible reconocer la
Deni y Penninckx 1999). fluctuacion de los valores de NMP/g.

Andlisis estadistico Se tom6 compost de 13 semanas de madu-
rez, debido a que es suficientemente esta-

Se realiz6 una prueba de Shapiro Wilk, ypje por baja emisién de @ alta minera-

de Kruskal Wallis con ua=0.05 a las tres  |izacién (Costaet al. 1991) para ser usado

variables de estudio: tiempo, sustratocon propésitos agricolas sin ningun riesgo
nitrogenado y CaCQ(Sokal y Rohlf  narq |a cosecha.
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Se decidio estandarizar el tiempo para baceion maxima de bacterias nitrificantes se
terias nitrificantes y denitrificantes con el obtuvo el dia 15, con biomasa de 143 NMP/
T1 (0.5 g de (NH), SO, con 1 g de CaCQO g de compost, mientras la mas baja fue de
y 0.5 g de KNQcon 5 g de CaC@espec- 70 NMP/g de compost (figura 2). Las dife-
tivamente), debido a que en el Unico esturencias que se encontraron entre las mues-
dio que se ha aplicado NMP para bacte-tras se debieron a la alta variabilidad de la
rias nitrificantes y denitrificantes segun tabla del NMP ya que sus valores oscilan
Kowalchuk et al, 1999, fue en compost determinantemente dependiendo del niume-
procedente de desechos animadasdon- ro de tubos positivos, sin tener en cuenta la
de utilizaron las concentraciones usadas posimilitud de los resultados cualitativos arro-
Verhagen y Laanbroek, 1991. jados.

Con el fin de establecer el mejor dia paraVerhagen y Laanbroek 1991, indican que
hacer la lectura después de la incubacionl5 dias es el tiempo suficiente para que las
obteniendo mayor biomasa en caldobacterias amonio-oxidadoras pasen el
amonio, se calcularon las medias para cadamonio a nitrito, en condiciones 6ptimas,
una de las muestras registrando el mayoto que sugiere que se gastaria un mes para
crecimiento el dia 15 (figura 1). Dichos evidenciar la presencia de bacterias nitrito
datos no se distribuyeron normalmente se-oxidadoras, ya que en los Ultimos 15 dias
gun la prueba de Shapiro Wilk, por tanto sede incubacion ocurriria el paso de nitrito a
aplico la prueba de Kruskal-Wallis con un nitrato, si se parte de caldo amonio como
a=0,05, obteniendo un p &40,00001, con losustrato. Segun Yuart al., 2005 y
que se demostré6 nuevamente que el mayobegrange y Bardin, 1995, el color de los
indice de crecimiento fue del dia 15. tubos persiste luego de un mes de incuba-
cién a 28°C. Con este fendmeno se sugiere
Aunque no se presentaron diferencias siggue el NQpuede coexistir con el N@n el
nificativas entre la concentracion de bac-medio amonio del NMP y los reactivos no
terias de los dias 14, 15 y 16, la concentradiferencian entre NOy NO,. Belser y
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Ficura 1. Registro diario de las medias del NMP/g de bacterias nitrificantes con
desviacion estandar
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Ficura 2. Registro de las medias del NMP/g de bacterias nitrificantes el dia 15 de las
muestras recolectadas para la estandarizacién del tiempo de incubacion

Schmidt, 1978, afirman que el NMP es unbacterias denitrificantes en caldo nitrato del
acercamiento tradicional a estudiar la di-NMP, se calcularon las medias para cada
namica de poblacion de nitrificantes enuna de las muestras registrando el mayor
suelo, y por tanto esta técnica debe leerserecimiento los dias 15 y 16 (figura 3). Di-
cuando se observe la mayor cantidad dechos datos no se distribuyeron normalmente
tubos positivos, ya que por razones fisico-segun la prueba de Shapiro Wilk por tanto
quimicas, las poblaciones desaparecen ae aplicé la prueba de Kruskal-Wallis con
menudo con la incubacion. un a=0.05, obteniendo un p 40.00001, con
lo que se demostré nuevamente que el ma-
Por tanto cabe la posibilidad de que pasayor indice de crecimiento se evidencio los
dos 15 dias de incubacion con nitrito o ni-dias 15 y 16. Con la lectura del NMP para
trato formado puede suceder desnitrifica-bacterias denitrificantes se obtuvo una con-
cién incompleta que podria formar oxido centracion maxima de 39 NMP/g de
nitroso que se va a perder, por la cual loscompost, a partir de la muestra 4, mientras
resultados de biomasa del dia 16 en adeque la minima fue 23.3 NMP/g de compost
lante resultaron menores, al reaccionar di-obtenido de la muestra 3 (figura 4).
chos compuestos con el reactivo de Griess
(Valerie y Bardin, 1995) o el polvo de zinc. Aunque Belser 1977, indica que los expe-
También puede que se haya dado el ciclaimentos con bacterias denitrificantes re-
completo del nitrégeno en algunos micro- quieren tres semanas como tiempo de
sitios por presencia de bacterias capaces d@cubacién, en el presente estudio se evi-
reducir en bajas condiciones de oxigeno,denci6é que luego del aumento inicial de
llevando NQ a N, (Cadrin, 1997), o por biomasa seguido de una estabilizacion el
Gltimo realice una reduccién desasimilato-nimero de individuos disminuye en fun-
ria que lleve el nitrito o nitrato formado a cion del tiempo.
amonio nuevamente, razén por la cual los
tubos dieron resultados negativos a la re€n cuanto a la utilizacién del nitrato como
accion con el reactivo de Nessler. fuente de nitrbgeno Samuelsson y
Gustafsson 1988, describen mayor la acu-
Con el fin de establecer el dia de incuba-mulacién de oxido nitroso en la siembra
cién en que se obtuvo mayor biomasa decon caldo nitrito comparada con la produc-
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Ficura 4. Registro del NMP/g de bacterias denitrificantes de las muestras recolecta-
das para la estandarizacion del tiempo de incubacion

cién en medio con nitrato, posiblemente falsos negativos; este factor fue controlado
por la reduccién del nitrito, en respuesta acon la observacién diaria de la capacidad
la toxicidad del mismo (Kaspar, 1982). de reducir nitrato a nitrito (Valerie y Bardin,
1995).
Adicionalmente Samuelsson 1985, encon-
tr6 que la desnitrificacion puede llevarse aletey et al, 1980, indicaron que la enzima
cabo en caldo con medio nutritivo a las 12nitrato reductasa desasimilatoria tiene la
horas de incubacion, de modo que la reaceapacidad de desarrollarse rapidamente,
cién con el polvo de zinc pudo habersemientras que la enzima éxido nitroso
inactivado después del un periodo de alrteductasa desasimilatoria se desarrolla len-
macenamiento; por tanto, algunos de lostamente luego del inicio de las condicio-
tubos pudieron haber arrojado resultadosnes andxicas.
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La mayor biomasa en caldo amonio paraEl proceso de la nitrificacion en su mayo-
bacterias nitrificantes se obtuvo en T1, conria se presenta por la accion de bacterias
112 NMP/g de compost (figura 5), mien- autotréficas, aunque las bacterias hetero-
tras que T4 presento la menor biomasa. Cortréficas, muchas veces hacen parte este pro-
estos resultados se aplico la prueba deeso. El resultado es la inhibicion de la
Shapiro Wilk y Kruskal-Wallis con un nitrificacion por causa de la produccion de
a=0,05 obteniendo un p a0,00001, demosglucosa o compuestos organicos a partir de
trando diferencias significativas entre T1 y estas bacterias (Verhagehal., 1993). Asi-
los demas tratamientos. mismo, segun Verhagen y Laanbroek 1991,
la ausencia o bajos rangos en la formacién
Segun Whiteet al., 1977, un medio de cul- de nitrato se asocian con la supresion del
tivo de bacterias nitrificantes, asi como enproceso de nitrificacién por méas bacterias
el suelo, necesita roca fosférica, NaHQ@O heter6trofas competitivas. Estas bacterias
CaCQ con el fin de que evitar un proceso inmovilizan el nitrégeno mineral existen-
lento o inhibicién del mismo ocurrido por te, por lo cual el crecimiento de las bacte-
la acidificacion producto de la formacién rias en el tratamiento con 0,33 g de
de Acido nitrico en caldo amonio. Enzimas(NH,),SO, fue menor ya que al haber com-
como la amonio monooxigenasa (AMOQ), petencia por el sustrato se consumié mu-
la hidroxilamina oxidoreductasa (HAO), y cho mas rapido el amonio presente, defi-
la nitrito oxidoreductasa (NOR) pierden niendo mayor crecimiento en T1.
actividad a pH por debajo de 6. Segun
Julietteet al, (1993), la AMO mas que la Tortoso y Hutchinson 1990, Anderson y
HAO se inhibe a pH menor de 4.5 y mayor Levine, 1986 y Goreaet al., 1980, indi-
de 11, resultados que se evidenciaron eman por ejemplo, queNitrosomonas
T2 y T4, donde la reaccién con Griess yeuropaeatiene la capacidad de producir
polvo de zinc fue negativa cuando el me-NO y N,O proveniente de amonio e
dio no tenia CaCQ
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Ficura 5. Registro de las medias por tratamiento del NMP/g de bacterias nitrifican-
tes con desviacion estanda
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hidroxilamina, por tanto el nitrégeno se sentd en el medio. Segin Smethal., 1982,
estaria perdiendo sin comenzar un proces@sta acumulacién de nitrito puede tener
de nitrificacién, y en el caso del T3 seria efectos téxicos representados en la inhibi-
mas rapida la pérdida al tener menor cantiion en el sistema de reduccién enzimatico.
dad de amonio en el medio. No obstante algunas especies coRs®u-
domonas aeruginosaon capaces de redu-
En la estandarizacién de dos concentracioCir nitrato con acumulacién de nitrito en el
nes de KNQy la adiciéon de CaC{sobre la medio (Samuelsson, 1985). Es de aclarar
recuperacion de biomasa, actividad y con-que los niveles de nitrito acumulado de-
tribuciéon del mayor recuento de bacteriaspenden de la concentracion inicial de ni-
denitrificantes por la técnica del NMP fue- trato en el medio, ya que Blaszczgkal,
ron calculadas las medias para cada una d&985, afirma que en altas concentraciones
las muestras. T1 presenté mayor recuentgie NQ, la cantidad de nitrito acumulado
con 27,5 NMP/g de compost con diferen- podria llegar a ser casi 1 g de N por litro de
cias significativas frente a los demas trata-medio y que definitivamente la acumula-
mientos (figura 6). cion de nitrito durante la reduccion de ni-
trato depende del equilibrio apropiado y

Smith et al., 1982, demostraron que con la N0 apropiado de las fuentes de carbono y
baja concentracién de glucosa y nitrato elntrogeno.

producto predominante es nitrito eviden-

ciandose amonio. Igualmente SamuelssorPor otra parte, es posible que con la adi-
1985, plantea que cuand®seudomonas Cion de CaCQhaya sido posible la regula-
putrefaciensfue cultivado anaerébicamen- cion del pH del medio nitrato de modo que
te con glucosa como fuente de carbono yse facilito la recuperacion de bacterias
nitrato como aceptor de electrones, el condenitrificantes. McKeeney, 1985, encontr6
sumo de nitrato y la produccién de nitrito que en suelo que las condiciones suave-
presentan el mismo patrén reportado paranente acidas pueden llegar a inducir
Citrobacter sp. reduciendo el nitrito a autodescomposicion de acido nitroso, cons-
amonio tan pronto como el nitrato se pre-tituyendo uno de los principales mecanis-

Ficura 6. Registro de las medias por tratamiento del NMP/g de bacterias
denitrificantes con desviacion estandar
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mos de pérdida de nitrito (Van Cleemgtit duce en ciertas etapas. También se eviden-

al., 1976). Del mismo modo la descompo- ci6 la gran cantidad de bacterias nitrifican-

sicion de HNQ es dependiente de pH y es tes presentes, lo que es muy bueno para los

mas significativa con un pH menor a 5 procesos agricolas, al ser usado el compost

(Smith y Chalk 1980). como un insumo asegura de cierto modo el
ciclaje de nitrégeno en el suelo.

Asimismo, la adicién de cobre en la solu-

cion de oligoelementos presente en el callITERATURA CITADA

do nitrato, pudo haber estimulado la enzi-

ma oxido nitroso reductasa compensandd®NDERSON, I.y LEVINE, J., Relative rates

asi, la sensibilidad del dicha enzima por el ~ Of nitric oxide and nitrous oxide pro-

oxigeno. Es importante destacar que es duction by nitrifiers, denitrifiers, and

posible que numerosas especies bacterianas Nitrate respirersApplied and Environ-

puedan llevar a cabo procesos de denitrifi- ~ Mental Microbiology 1986, (51), 938-

cacion en medios de cultivo pero este he- 45.

cho no asegura que el organismo sea cap
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