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1. RESUMEN

El incremento de las actividades agropecuarias, forestales e industriales que tiene la
Décima region repercute en el aumento del uso de los recursos naturales y por ende en la calidad
del agua de sus cuerpos de agua dulce. En el presente estudio se determino, en cuatro épocas de
muestreos del agua del rié Llollelhue, la presencia de bacterias: organdtrofas mesofilas viables,
coliformes totales y fecales, relacionadas con el ciclo del Nitrogeno, solubilizadoras de fésforo
inorganico insoluble y resistente a antibioticos. Ademas las concentraciones de fosforo, nitratos,
nitritos y amonio del agua de este cuerpo de agua.

En el presente estudio se determino que el agua del rié Llollelhue, en lugares de muestreo
distribuidos a lo lago del cause del rio presentan un elevado nimero de bacterias organotrofas
mesdfilas viables (indices sobre 130 bacterias/mL), coliformes totales (indices sobre 350 de
bacterias/100 mL de agua), amonificantes (250.000 bacterias/mL en invierno, primavera y
verano), desnitrificantes (250.000 bacterias/mL en otofio)y proteoliticas (250.000 bacterias/mL
en otofio, invierno y primavera), una alta concentracion de fosforo (161.25 ug/L en otofio), NH4"
(304.25 ug/L en otoiio) y NOs ( 178.54 ug/L en invierno). Estas altas poblaciones bacterianas
indicarian una contaminacion que se traduce en algunos sectores del rio Llollelhue en
eutrificacion, que se podria deber a la contaminacién del sector agropecuario, descargas
constantes de las aguas domiciliarias sin tratamientos, desechos forestales e industriales y
liquidos que percolan desde vertederos, lo que hace que el agua este rio desde el punto de vista
microbioldgico no sean apta para el consumo humano y puede causar dafios a la salud humana

de la poblacién aledafia al rio.



2. INTRODUCCION

Las distintas actividades productivas que realiza el ser humano en mayor 0 menor medida
tienen repercusion en los ecosistemas naturales, denominadas actualmente “efectos ambientales”
(Magadza, 2003). Al respecto, cabe hacer notar que en la ultima década del siglo pasado el
crecimiento (urbano y economico) que ha tenido la X Regién de Chile ha repercutido en el
aumento del uso de los recursos naturales y por otra parte, en la calidad del agua de algunos
cuerpos de agua dulce, las cuales constantemente son contaminadas con desechos domiciliarios y

de las actividades agricolas, forestales e industriales (Leiva, 1996).

En la X Region de Chile se encuentra el rio Llollelhue que nace a partir de varios esteros,
los mas importantes, en cuanto a su caudal son estero Amancay, estero Dollinco y estero Pichi.
Su cause se extiende de E a O entre los paralelos 40° y 40.5° S aproximadamente (Instituto
Geografico Militar, 1985). Se desplaza por entre los campos de la Depresién Intermedia y es aqui
donde recibe el nombre Llollelhue, al pasar por el fundo del mismo nombre, el viaje de sus aguas
prosigue hacia el Oeste pasando por la localidad de Rapaco y la ciudad de La Unién, para
desembocar a unos pocos kilometros de ésta ciudad en el rio Bueno. En su paso por la ciudad de
La Unién recibe dos afluentes, no de gran tamarfio, pero si importantes desde el punto de vista de
la contaminacion, estos son el estero Sagyue y el rio Radimadi. (Sernatur La Unidn, 2004). Como
se sefiald el rio Llollelhue cruza la ciudad de La Union, en cuyas riveras se encuentra el Parque
Municipal que en época de verano se utiliza como balneario, al mismo tiempo el rio Llollelhue
desemboca en el rio Bueno que se utiliza para navegacion, regadio y como balneario, finalmente

este rio desemboca en el mar.
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En el contexto de la contaminacion y en forma especifica a las aguas del rio Llollelhue van
a parar, entre otros, los desechos liquidos que se percolan desde vertederos, aguas domésticas
de comunidades o asentamientos humanos que ain no cuentan con alcantarillado, residuos de
fertilizantes provenientes de la actividad agricola-forestal, excretas de la actividad ganadera y los
residuos de los mataderos (Gonzalez', 2004). En algunas zonas del rio Llollelhue, orillas del rio
aledanas a los puentes 21 de Mayo, Amancay y zonas al sur de la ciudad de La Union, se observa
un crecimiento exuberante de los vegetales, talvez por la eutroficacién de sus aguas (Garcia-
Tello, 1995). Ademas las aguas del rio Llollelhue son ocupadas para regadio y en lugares como
pequefias parcelas de pequefios agricultores a lo largo del cause del rio para el consumo animal y
humano (Gonzalez, 2004). El paso del rio Llollelhue por la ciudad esta relacionado con la
actividad industrial, destacan las empresas: Molino Carossi, la Cooperativa lechera COLUN, las
fabricas de géneros Linos La union y la planta productora de azicar IANSA Rapaco ubicada a 7
kildbmetros de la ciudad. A la fecha la empresa COLUN posee su propia planta de tratamiento de
aguas y se prevee que la ciudad de la Uniédn tendria a corto plazo su planta de tratamiento de aguas
residuales domeésticas, pues hasta hoy este tipo de agua es eliminado al rio sin ningln tipo de
tratamiento. Estudios previos realizados por el servicio Agricola Ganadero, sefialan que la calidad
quimica y microbiol6gica de las aguas del rio Llollelhue superan las normas establecidas (Servicio
Agricola Ganadero, 2004), determinandose que quimicamente se encuentran algunos elementos
como fésforo en una concentracion de 120 ug/L, nitritos 15.0 ug/L y nitratos 1.760 ug/L (Quiroz,

2004).

()*: Quiroz, E. (2004) comunicacion personal. Profesor Universidad Austral de Chile.

()*: Gonzalez, L. (2004) conversacion personal. Médico Veterinario Jefe servicio de salud de La Unién
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Estudios realizados al rié Trancura que desemboca en el lago Villarica, y desde el punto
de vista microbioldgico presentan un titulo de coliformes fecales de 180 — 3330 ufc/100mL de

agua (Brow & Zimmermann, 2000).

Por otra parte, las bacterias tienen gran importancia en los procesos de eutroficacion, ciclos
Biogeoquimicos y en el tratamiento de las aguas contaminadas. En los cuerpos de aguas se
encuentran bacterias propias de este habitat y también bacterias terrestres, pues entre las
bacterias de las aguas continentales y las del suelo existen ciertas conexiones si se trata de aguas
corrientes, por estar relacionadas con la contaminacion proveniente del suelo (Rheinhienmer,

1987. Garay, 2003).

Las poblaciones bacterianas organdtrofas y algunas quimiolitétrofas que habitan los rios
son las responsables de degradar, transformar o mineralizar los constituyentes orgénicos de los
vegetales y animales muertos que se depositan en los cursos de agua, restituyendo componentes
como N, P, C a los ciclos biogeoquimicos respectivos, también son las responsables de
transformar o mineralizar los constituyentes organicos de los residuos contaminantes cuando
estos sobrepasan un volumen critico (Garcia-Tello, 1985; Droop & Jannasch, 1977). De hecho, la
contaminacion que recibe un rio puede afectar la composicion de sus aguas (Tada et al, 2001), y
puede quedar tan enriquecida en nutrientes que tenga lugar una alta produccidon primaria

(Schlegel, 1997. Horner-Devire et al, 2003).

Las bacterias tienen gran importancia en los ciclos de la materia. Asi, en el ciclo del

Nitrogeno las Cianobacterias son las encargadas de fijar el N, ) a través de su metabolismo,
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transformandolo en aminoacidos (Schlegel, 1997). El ciclo del nitrégeno involucra también los
procesos de nitrificacion, desnitrificacion, amonizacion, proteolisis y fijacion de nitrdgeno (N
(@) en forma libre o simbidtica. La nitrificacion es una transformacion microbiologica donde el
amonio es oxidado a nitrato (NH;" - NOs) este proceso lo llevan a cabo bacterias como
Nitrosomonas y Nitrobacter. La amonificacion corresponde a la reduccion del NOs a NH,",
puede ser desasimilatoria o asimilatoria y es llevada a cabo por bacterias anaerobias facultativas.
La desnitrificacion la llevan a cabo bacterias anaerobias facultativas, que utilizan como aceptor
de H el NO; reduciéndolo a Ny que retorna a la atmosfera, durante este proceso se producen
reacciones que generan productos intermediarios como el 6xido nitrico (NO) y éxido nitroso
(N2O) que tienen importancia ecoldgica, pues el N,O destruye el ozono (O3) y contribuye con el
efecto invernadero (Droop & Jannasch, 1977. Firth &Edwards, 2000). Por altimo, la proteodlisis
corresponde a un proceso de mineralizacion del nitrogeno que forma parte de los aminoacidos,

péptido y proteinas este proceso culmina con la produccion de NH; (Madigan et al, 1998).

Los residuos contaminantes que ingresan a los cuerpos de agua continentales aportan una
gran cantidad de Fosforo y Nitrégeno que inducen a un excesivo crecimiento de los vegetales que
viven en estos habitat (Heard & Winterton, 2000. Kleeberg et al, 2000), siendo estos elementos
de gran importancia en el estado tréfico del agua (Kleeberg et al, 2001. Johnson & Chase, 2004),
este proceso trae como consecuencia una disminucion de la concentracion del oxigeno en el agua,
debido a que los vegetales utilizan casi por completo el oxigeno, esto a su vez provoca una
eutroficacion de las aguas. La eutroficacién se define como el proceso por el cual una masa de
agua pasa de una condicion oligotréfica a eutrofica (Harper, 1992), es un proceso de

desequilibrio o alteracion significativa de los ecosistemas naturales, provocado por la
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introduccién de elementos en concentraciones anormales, 1o que configura un caso particular de

polucién (Ryding & Rast, 1992).

El oxigeno es un factor de particular interés, especialmente en los rios que reciben mucha
materia organica procedente de aguas residuales y de la contaminacion industrial. Aunque las
aguas de un rio se mezclan debido al flujo del agua y a las turbulencias, si el aporte de materia es
muy elevado se puede producir un déficit de oxigeno (Madigan et al, 1998). Esta falta de
oxigeno también influye en el ciclo de Nitrdgeno, en especial en los procesos de desnitrificacion
y nitrificacion. En una masa de agua, la disminucion de la concentracion de oxigeno no es
conveniente, pues los animales necesitan oxigeno y en condiciones andxicas, aungque sea
temporal, no pueden sobrevivir, al igual que las bacterias nitrificantes (Barbieri & Simona, 2001).
Ademas, cuando el agua se vuelve andxica, empiezan a imponerse las poblaciones bacterianas
anaerdbicas que realizan una desnitrificacion y otras que producen compuestos odoriferos
(aminas, H,S, mercaptanos y acidos grasos) (Geshe. et al, 2003. Sugiera et al, 2004), algunos de
estos compuestos también son toxicos para los organismos superiores (Madigan et al, 1998.

Schlegel, 1997).

La contaminacion de los cuerpos de agua con excremento de origen humano y animal
contribuye al agua con las bacterias propias del tracto digestivo, alguna de las cuales pueden ser
patdgenas para el ser humano. Este grupo de bacterias es denominado coliforme, incluye a las
Enterobacterias de los géneros Klebsiella, y Escherichia, utilizdndose la especie Escherichia coli
como indicador de contaminacion fecal (Madigan et al, 1998. Canosa & Pinilla, 1999.Villanova

et al, 2002. Bordalo et al, 2002). Es por esto, que uno de los exdmenes mas importantes para
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determinar la calidad bacterioldgica del agua, es el examen bacteriologico de agua (APHA.
American Public Health Association, 1980), donde se investiga la presencia de un numero de
gérmenes saprofitos o bacterias procedentes del intestino humano como indicadores de

contaminacion fecal (Rheinheinmer, 1987).

En ambientes acuaticos como el rio Yarra ubicado en el sur este de Australia, cuyas aguas
se encuentran contaminadas por desechos domiciliarios o liquidos percolados desde vertederos,
se ha determinado un incremento de las bacterias sensibles a los antibidticos de uso comun
(Boon & Cattarach, 1999. Madigan et al, 1998), esto podria deberse a una seleccion de los
mutantes bacterianos y estaria dada  por los nutrientes que contienen las aguas
contaminadas (San Martin et al, 2002), pues las bacterias resistentes a antibidticos podrian
utilizar alguno de estos nutrientes e imponerse al resto de las poblaciones bacterianas que forman
parte del cuerpo de agua (Brow & Zimmermann, 2000). En el presente estudio se presume que la
contaminacion de las aguas del rio Llollelhue por parte de los liquidos percolados del basural
comunal influirian en las poblaciones bacterianas, seleccionando los mutantes naturales

resistentes antibidticos. Una forma de comprobar la presencia de cepas bacterianas resistentes a
distintos antibioticos es por medio de un antibiograma (Castagneto, 1980. Valenzuela, 2003.).

En estudios semejantes realizados en el sur este de Australia (Boon and Cattanach, 1999)
determinaron un incremento de las bacterias resistentes a los antibioticos ampicilina,
cloranfenicol, kanamicina y estreptomicina en el rié Yarra, segun este estudio el incremento de la
resistencia a antibidticos aparece en areas donde el consumo de antibiéticos por humanos es

extenso.
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En base a lo expuesto se plantea la siguiente hipdtesis de trabajo:

Las aguas del rio Llollelhue son un reservorio de bacterias entéricas y relacionadas con el proceso

de eutrificacion.

Para dar respuesta a la hipétesis planteada, los siguientes objetivos especificos

Determinar cuantitativamente las poblaciones bacterianas relacionadas con el ciclo del
nitrégeno (amonificantes, desnitrificantes, nitrificantes, proteoliticas) en muestras de agua
del rio Llollelhue.

Determinar cualitativa-cuantitativamente la calidad bacteriol6gica de muestras de aguas
del rio Llollelhue.

Pesquisar la presencia de cepas bacterianas resistentes a tres antibiéticos en muestras de
aguas del rio Llollelhue.

Determinar cualitativamente poblaciones bacterianas solubilizadoras de fésforo en
muestras de aguas del rio Llollelhue.

Determinar la concentracion quimica del fésforo y nitrégeno total presente en las

muestras de aguas, durante las estaciones del afio.
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3. MATERIALY METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Material bioldgico

Se utilizaron 400 cepas bacterianas aisladas desde muestras de agua recolectadas en el rio

Llollelhue de la X Regidn de Chile.

3.1.2. Reactivos utilizados

Los reactivos utilizados en la etapa experimental se presentan en orden alfabético y se
sefiala en paréntesis las abreviaturas usadas en el texto: acido ascérbico al 7%, &cido sulfarico
(H,SO,), , agar-agar, agar citrato Simmons, agar eosina azul de metileno (AEAM), agar Muller-
Hinton, agar noble, agar peptona al 1.2 y 2% (AP), alcohol al 70%, alcohol-acetona, antibidticos
(penicilina y estreptomicina), azul de bromotimol, caldo asparragina, caldo EC, caldo lactosado,
caldo nitrato, carbonato de calcio (CaCos), cloruro de sodio (NaCl), extracto de carne, fosfato de
Calcio (CaHPOQ,), fosfato de fierro (FePO,), fucsina de Gram, gelatina, glucosa, lactosa, lugol,
nitrato de amonio (NH4NOs3), peptona, reactivo d-fenilamina sulfirica, reactivo de Barrit,
reactivo de Kovac, reactivo de Nessler, reactivo oxidante (constituido por 5g de persulfato de
potasio, 3g de &cido borico, 100 mL de NaOH 0.375 molar), reactivo Rojo metilo, rojo alizarin,
safranina al 0.25% , solucion color 8.5%, solucidn de citrato al 25%, solucion de fenol 25%,
soluciéon de hipoclorito alcalino al 10%, solucion NO al 1.2%, solucién mixta al 25%

(constituida por &cido sulfurico 200mL, solucion heptomolibdato de amonio 45mL y solucidn
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tartrato de potasio y antimonio 5mL ), solucidn oxidante 10 % solucion salina estandar, sulfato de

amonio (NH;SQO,), violeta de genciana.

3.1.3. Equipo de laboratorio

Autoclave Orsa, balanza analitica Precisa 2200 C, balanza Sartorius 2462, camara de
cultivo Kotterman GMB Type S430, camara de cultivo Trilab, camara fria Eurofrigo,
espectrofotobmetro UV mini 1240 Shimadsu, microscopio optico Carl Zeiss G/427942, bafio

Maria Memmert, microondas LG, refrigerador Trotter.

3.1.4. Otros

Aceite de inmersidn, agua destilada estéril, algoddn, asa de siembra, botellas de vidrio de
500 mL, campanas Durham, cinta de papel, cocinilla a gas, embudo, filtros, gradillas, lapiz
marcador, mechero, microondas, muestra de agua del rio Llollelhue (total 20 muestras) olla a
presion, pipetas volumétricas de 1, 5 y 10 mL, pipetas Pasteur, placas Petri, portaobjetos,

probetas de 50, 500 y 2000 mL, tubos de ensayos, vasos precipitados de 100, 250 y 500 mL.

3.2. METODOS

3.2.1. Lugar de estudio

Las muestras de agua utilizadas en el presente estudio fueron recolectadas desde el rio

Llollelhue que se ubica en la X Region de Chile. Es un rio de origen pluvial, se extiende a través
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de la Depresion Intermedia, entre los Paralelos 40° y 40.5° de latitud S y los meridianos 73.5° y
72.9° de longitud O. El rio Llollelhue tiene una superficie de 710 Km? y una longitud de 95 Km,
posee poca profundidad, lo que no lo hace navegable. Durante el invierno su caudal aumenta a
raiz de las lluvias que llegan a los 1871.0 mm?, pudiendo dar origen a inundaciones de los terrenos
aledafios. En verano disminuye de forma significativa, pero mantienen una constante afluencia de
aguas ya que los terrenos aledafios se encuentran saturados de agua.. (Instituto Geografico
Militar, 2004). Las aguas del rio presentan una temperatura promedio, en invierno de 7.2 ° C y en
verano de 16.24 ° C. El pH de su agua varia entre 6.87 y 7.42 (Quiroz, 2004). En su curso el rié
Llollelhue atraviesa la ciudad de La Union y es aqui donde se retne su afluente con el del rio
Radimadi, esta union es la que da origen al nombre de la ciudad. Las riveras del rié son lugar de
asentamiento de industrias de importancia nacional como: Coldn, lansa, Molino Carossii y Linos

La Unidn.

3.2.2. Recoleccién de muestras de agua

Para la recoleccion de las muestras de agua se realizaron 4 muestreos en el rio Llollelhue.
Cada muestreo coincidio con el comienzo de las estaciones climaticas del afio 2004 (primer
muestro Marzo, segundo muestreo Junio, tercer muestreo Septiembre y cuarto muestreo
Diciembre). Se seleccionaron de norte a sur cinco estaciones de muestreo a lo largo del curso del
rio (Fig. 1), la primera estacién corresponde al estero Amancay ubicado (40° 87°35” Sy 72.5°
19’ 15" W), la segunda estacion se ubica al sur del puente Dollinco (40.1° 10* 23" Sy 72.8° 3’
31’" W), la tercera se ubica frente a las instalaciones de la empresa IANSA Rapaco (40.2° 57°62’’
Sy 73.0°25” 67" W), la cuarta estacion corresponde al paso del ri6 bajo el puente Arturo Pratt en

la ciudad de La unién (40.3° 02’ 64’” Sy 73.0° 85 37" W) y la quinta estacion esta ubicada en
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la vega del fundo EI Laurel (40.3° 17° 09> Sy 73.1° 05’ 45°” W). En cada estacion, en una
botella estéril se recolecto una muestra de agua de 500 mL, las muestras de agua se recolectaron

en la rivera Oeste del rio a 1 metro de la orillay a 20 cm de profundidad.
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Figura 1. Estaciones de muestreos en el rio Llollelhue: 1) primera estacion estero Amancay, 2)
segunda estacion al sur del puente Dollinco, 3) tercera estacion frente a las instalaciones de la
empresa IANSA Rapaco, 4) cuarta estacion bajo el puente Arturo Pratt en la ciudad de La Union y

5) quinta estacion esta ubicada en la vega del fundo EI Laurel.
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3.2.3. Determinacion de la calidad bacteriologica de muestras de agua del rio Llollelhue

Mediante ensayos bacterioldgicos de rutina se determinaron cuantitativamente las
poblaciones bacterianas organotrofas mesofilas viables y las coliformes totales, y en forma
cualitativa las coliformes fecales, especificamente Escherichia coli, bacteria indicadora de

contaminacion fecal.

3.2.3.1. Recuento de poblaciones bacterianas organotrofas mesofilas viables

Para el recuento de las poblaciones bacterianas organétrofas mesdfilas viables se utilizo la
técnica de recuento en placa, mediante siembra en superficie. Para realizar las diluciones
seriadas, cada muestra de agua se trato en forma individual. A partir de la muestra de agua
respectiva con una pipeta estéril se extrajo 1 mL de la muestra y se deposité en un tubo de
ensayo que contenia 9 mL de agua destilada estéril (obteniéndose una dilucion 10 , a partir de
este tubo previamente homogenizado se extrajo con una nueva pipeta estéril 1 mL de muestra y
se deposité en un nuevo tubo que contenia 9 mL de agua destilada estéril (obteniéndose una
dilucién 10°?), esta metodica se aplic hasta obtener una dilucién 10”. Cada una de las diluciones
obtenidas se sembré individualmente y por triplicado en placas que contenian AP al 2%.
Sembradas las placas se incubaron a 23 + 2° C por 24 horas. El recuento de las poblaciones
bacterianas se realiz6 en las placas que presentaban entre 30 a 300 colonias. La poblacion
bacteriana se expreso como el nimero de unidades formadoras de colonia por volumen de agua

(UFC/mL de agua).
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3.2.3.2. Determinacioén de coliformes totales

Para determinar cuantitativamente en las muestras de agua la presencia de bacterias
pertenecientes al grupo coliformes totales, representados por los géneros Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, se utilizd la técnica modificada de diluciones de tubos
multiples (NMP).

Cada muestra de agua se sembr¢ individualmente en tres series de 5 tubos de ensayo que
contenian caldo lactosado estéril mas azul de bromotimol como indicador de pH y en el interior
de cada tubo ademas se deposita una campana Durham, para detectar la produccion de gases. La
primea serie de 5 tubos, cada uno contiene 10 mL de caldo lactosado concentrado, se inocula en
forma independiente con 10 mL de la muestra de agua. La segunda serie de 5 tubos, cada uno de
ellos contiene 10 mL de caldo lactosado diluido, se inocula en forma independiente con 1 mL de
la muestra de agua y la tercera serie de 5 tubos, cada uno de ellos contiene 10 mL de caldo
lactosado diluido, se siembra en forma independiente con 0.1 mL de la muestra de agua. Una vez
sembrados los tubos se incuban a 37° C por 24 horas. Se toman como positivos los tubos que
presentan un cambio de color de azul a amarillo y que a la vez presenten gas en la campana
Durham. Terminado el periodo de incubacion se registran los tubos positivos de cada serie para
conformar una cifra de tres digitos, el cual se confronta con la tabla del nimero mas probable y se
determina asi el numero de coliformes totales que se encuentra por cada 100 mL de agua

analizada.
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3.2.3.3. Determinacioén de coliformes fecales

Como indicador de contaminacién fecal del agua se pesquisa la presencia de Escherichia
coli, para lo cual desde los tubos positivos de caldo lactosado se siembran en forma individual
alicuotas en tubos que contienen caldo EC con campana Durham. Los tubos sembrados se
incuban a 44.5° C por 24 horas. Se consideran positivos aquellos tubos que presentan a la vez
turbidez y gas en la campana Durham. A partir de los tubos positivos de caldo EC se siembra un
inoculo por estrias en placas Petri que contiene agar eosina azul de metileno (AEAM). Las placas

sembradas se incubaran a 37° C por 24 horas. Como se aprecia en la Figura 2.

Figura 2. Coliformes fecales. A) Tubo de caldo E.C. sin sembrar. B) Tubo de caldo E.C.

positivo. C) Placa de agar eosina azul de metileno (AEAM), con colonias de brillo metalico.

Tras el tiempo de incubacion las colonias que presenten brillo metélico seran
presumiblemente de E. coli, y a partir de ella se hacen subcultivos en tubos que contienen AP
inclinado al 2 %, los que se incuban a 37° C por 24 horas. A los cultivos obtenidos en AP, se les
realiza una tincion de Gram y si se determina la presencia de bacilos Gram negativos no

esporulados se realiza la siembra de una bateria bioquimica tipo IMVIC, constituida por
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las pruebas: Indol, Rojo metilo, Voges Proskauer y Citrato. Sembrada la bateria bioquimica se
incuba a 37° C por 24 horas, tras lo cual se le agregan a los tubos que lo requieran los reactivos
correspondientes. Para la prueba del Indol se utiliza el reactivo de Kovac, para la prueba del Rojo
metilo el reactivo Rojo metilo, para la prueba de Voges Proskauer el reactivo de Barrit

compuesto por dos solucion Ay B.

A B C D

Figura 3. Bateria bioquimica IMViC. A) Prueba del Indol positiva, B) Prueba Rojo metilo

positiva, C) Prueba VVoges Proskauer negativa, D) Prueba Agar Citrato negativa.

Si las pruebas de Indol y Rojo metilo son positivas y las pruebas de VVoges Proskauer y
Citrato son negativas, el ensayo se sefiala como positivo, indicando la presencia de coliformes

fecales en el agua. (Figura 3).
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3.2.4. Determinacion de poblaciones bacterianas relacionadas con los ciclos

biogeoquimicos del nitrégeno y fésforo.

Como indicadores microbioldgicos de una posible eutrificacion de las aguas del rio
Llollelhue se realizo una determinacion cuantitativa de las poblaciones bacterianas amonificantes,
desnitrificantes, nitrificantes y proteoliticas que estan relacionadas con el ciclo del nitrégeno, y
cualitativamente se determino la presencia de bacterias solubilizadoras de compuestos insolubles

inorganicos de fésforo, que estan relacionadas con este ciclo biogeoquimico.

3.2.4.1. Poblaciones bacterianas amonificantes

En tubos que contienen 3 mL de caldo Asparragina se siembra en forma independiente y
por triplicado 1 mL de dilucién respectiva (10" a 10°) y 1 mL de la muestra concentrada de
agua en estudio. Sembrados los tubos se incuban a 23 + 2° C por 15 dias. Para determinar el
proceso de amonificacion, a partir de los tubos incubados se extrae 1 mL de la muestra
respectiva y se deposita en un tubo de Kahm y luego se le agregan 0.2 mL del reactivo de
Nessler. Una reaccion positiva se refleja por una coloracién amarillo-naranja del contenido del
tubo. La poblacion bacteriana amonificantes se determind de acuerdo a la tabla de Mc Grady, que

aparece indicada en Pochon y Tardieaux (1965).

3.2.4.2. Poblaciones bacterianas desnitrificantes

En tubos que contienen 3 mL de caldo nitrato se siembra en forma independiente y por
triplicado de 1 mL de la dilucién respectiva (10" a 10°) y 1 mL de la muestra concentrada de agua
en estudio. Los tubos sembrados se incubaron a 23 + 2° C por 15 dias. Para determinar las

poblaciones desnitrificantes, tras el periodo de incubacion, de cada tubo en forma individual se
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extraen 0.5 mL y se deposita en un tubo Kahn, luego se le adiciona 50 mg de urea, 0.5 mL de
H,SO, y 0.5 mL del reactivo d-fenilamina sulfirica. Si el contenido de los tubos permanece
incoloro indican la presencia de bacterias desnitrificantes. La poblacion bacteriana
desnitrificantes se determind de acuerdo a la tabla de Mc Grady, que aparece indicada en Pochon

y Tardieaux (1965).

3.2.4.3. Poblaciones bacterianas nitrificantes

En tubos que contienen 3 mL de caldo nitrato de sodio se siembran en forma
independiente y por triplicado 1mL de la dilucién respectiva (10" a 10®) y 1 mL de la muestra
concentrada de agua en estudio. Sembrados los tubos se incuban a 23 + 2° C por 15 dias. Para
determinar las poblaciones de bacterias nitrificantes a cada tubo se le agregaron 50 mg de urea,
0.5 mL de H,SO,4 y 0.5 mL del reactivo d-fenilamina sulfarica, Una reaccién positiva se refleja
por una coloracién azul del contenido del tubo. La poblacion bacteriana nitrificante se determino

de acuerdo a la tabla de Mc Grady, que aparece indicada en Pochon y Tardieaux (1965).

3.2.4.4. Poblaciones bacterianas proteoliticas

En tubos que contienen 3 mL de gelatina al 12 %se siembran en forma individual y por
triplicado 1 mL de la dilucién respectiva (10 a 10°) y 1 mL de la muestra concentrada de agua
en estudio. Sembrados los tubos se incuban a 23 + 2° C por 5 dias. La reaccion es positiva

cuando el 50% o méas del contenido de los tubos se licuan. La poblacion bacteriana proteoliticas
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se determind de acuerdo a la tabla de Mc Grady, que aparece indicada en Pochon y Tardieaux

(1965).

3.2.4.5. Solubilizacion de fésforo inorganico insoluble por cepas bacterianas

Cada una de las 400 cepas bacterianas obtenidas en cultivo puro fue sembrada
independiente y por triplicado mediante picadura en tubos que contenian 5 mL de AP al 1.2 %
adicionados de 0.4 g de fosfato de calcio (CaHPO,) y 2 mL de rojo alizarin al 1% por cada 200
mL de medio de cultivo. De igual manera cada cepa se sembr6 por picadura en tubos que
contienen 5 mL del medio de cultivo antes citado, pero adicionado de 0.4 g de fosfato de fierro
(FePO,4). Sembrados los tubos se incubaron a 23 + 2° C por 7 dias. Se considera que las cepas
bacterianas son solubilizadoras de los compuestos fosforados si los medios de cultivo se tornan

incoloros, como se puede apreciar en la Figura 4.

A B C D
Figura 4. Test de solubilizacion de fosforo A) Tubo sin sembrar con medio adicionado con

FePO,;B) Tubo positivo para la solubilizacion de fosfato de fierro. C) Tubo sin
sembrar con medio adicionado de CaHPQ,; D) Tubo positivo para la solubilizacion

de fosfato de calcio
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3.2.5. Caracterizaciébn morfologica y tintoriales de cepas bacterianas y pesquisa de

bacterias resistentes a antibioticos

Para determinar que tipos bacterianos morfoldgicos y tintoriales predominan en las
muestras de agua analizadas del rio Llollelhue se realizo una tincion de Gram y para comprobar

la presencia de bacterias resistentes a antibidticos un antibiograma.

3.2.5.1. Caracterizacion morfoldgica y tintorial de cepas bacterianas

Cada una de las 400 cepas bacterianas obtenidas en cultivo puro fue sembrada en AP al
2 %, tras 24 h de incubacidn se les realizo una tincién de Gram que permitié determinar la forma

bacteriana, su agrupacion y reaccion a la tincion de Gram.

3.2.5.2. Pesquisa de bacterias resistentes a antibioticos

Para pesquisar en las muestras de agua la presencia de cepas bacterianas resistentes a
antibidticos, cada una de las 400 cepas aisladas fue sembrada individualmente y por triplicado en
placas Petri que contenian agar Muller-Hinton adicionado de penicilina o estreptomicina. Ambos
antibidticos fueron utilizados a la concentracion de 0.1g por cada 200 mL de agar Mdller-Hinton,
el antibidtico es previamente diluido en agua destilada estéril. Sembradas las placas se incubaron
a 23 + 2° C por 12 horas, tras este periodo se midieron los halos de inhibicion de las colonias

bacterianas.
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3.2.6. Determinacion de parametros quimicos

Para establecer una relacién entre las poblaciones bacterianas y su presencia en las
muestras de agua, se determinaron cuantitativamente en las muestras de agua distintas formas de

nitrégeno y el fésforo total mediante analisis quimicos.

3.2.6.1. Determinacién de amonio

Para determinar la concentracion de amonio presente en las muestras de agua se
extrajeron 25 mL de la muestra de agua respectiva, se depositaron en un matraz y se le agrego
1 mL de solucién de fenol al 25%, 1mL de solucion de citrato trisodico al 25% y 1mL de
solucién de hipoclorito alcalino 10%. Luego la mezcla obtenida se dejo reposar por 12 horas en
oscuridad. A partir de esta mezcla se extrajeron 15 mL que se depositaron en una cubeta y luego
se ley6 en un espectrofotdmetro la absorbancia a 630 nm. La concentracion de amonio se obtuvo
utilizando la formula:

C (problema) = A (problema)
C (estandar) A (estandar)

Donde: C (problema) = concentracion desconocida de amonio. C (estdndar) = corresponde a la
concentracion de amonio conocida, 10 ug/mL. A (problema) = absorbancia desconocida y A

(estandar) = es la absorbancia conocida 0.047 de la solucién patrén de amonio 10 ug/mL.

3.2.6.2. Determinacioén de nitritos

Para medir la concentracion de nitritos, en un matraz se depositan 25 mL de la muestra de

agua y se les agregan 2 mL de reactivo de color, la mezcla obtenida se homogeniza y luego se lee
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la absorbancia a 543nm en un espectrofotometro, en cubeta de 5 cm. La concentracion de nitritos
se determina a través de la siguiente formula:

C (problema) = A (problema)
C (estandar) A (estandar)

Donde: C (problema) = concentracion desconocida de nitritos C (estandar) = corresponde a la
concentracion de nitritos conocida, 10 ug/mL. A (problema) = absorbancia desconocida y A

(estandar) = es la absorbancia conocida 0.078 de la solucion patrén de nitrito 10 ug/mL

3.2.6.3. Determinacién de nitratos

Para obtener la concentracion de nitratos presentes en las muestras de agua se siguié el
siguiente procedimiento. Se extrajeron 50 mL de la muestra de agua en estudio y se depositaron
en un matraz, se le adiciono 1mL de solucién madre (NO7 al 1.2%), la mezcla obtenida se dejo
decantar en una columna de cadmio, para transformar los nitratos a nitritos. Luego a los 50 mL
de la muestra decantada se le agregaron 2 mL de solucién de color al 8.5 %. Por ultimo, se le
midié la absorbancia a 543 nm en un espectrofotdbmetro. Se utilizo como blanco agua
adicionada de 2 mL de solucién color
Para obtener la concentracion se utilizo la siguiente formula:

C (problema) = A (problema)
C (estandar) A (estandar)

Donde: C (problema) = concentracidén desconocida de nitratos C (estandar) = corresponde a la
concentracion de nitratos conocida, 10 ug/mL. A (problema) = absorbancia desconocida y A

(estandar) = es la absorbancia conocida 0.123 de la solucion patron de nitrato 10 ug/mL
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Una vez que se obtiene la concentracion de nitritos (como se sefiala en el punto 3.2.6.3) se
le resta la concentracion de nitritos inicial (obtenida el punto 3.2.6.2) de la muestra y ese

resultado es la concentracion de nitratos totales que posee la muestra de agua.

3.2.6.4. Determinacién de fésforo

Para la determinacién de la concentracidn de fosforo de las muestras de agua se utilizo el
siguiente procedimiento. Se depositaron 50 mL de la muestra de agua en un matraz y se le
agregaron 5 mL de solucion oxidante 10%, luego el matraz conteniendo la mezcla se cerro
hermeticamente y se deposité en un autoclave a 121 °C por 30 minutos. Terminado el periodo de
autoclavado se dejo enfriar y a continuacion se le adicionaron 3 mL de acido ascérbico al 7 %
méas 3 mL de solucion mixta al 25%. La mezcla se dejo reposar por 15 a 20 minutos y luego se
leyd la absorbancia en un espectrofotémetro a 890 nm.

Para obtener la concentracion de fosforo total se ocupo la siguiente formula:

C (problema) = A (problema)
C (estandar) A (estandar)

Donde: C (problema) = concentracion desconocida de fosforo C (estandar) = corresponde a la
concentracion de fésforo conocida, 10 ug/mL. A (problema) = absorbancia desconocida y A

(estandar) = es la absorbancia conocida 0.032 de la solucion patron de fosforo10 ug/mL
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Calidad bacterioldgica de muestras de agua del rio Llollelhue
En la Figura 5, se presenta el log;o de las poblaciones bacterianas organotrofas mesofilas
viables, determinadas en muestras de agua recolectadas en el rio Llollelhue (X Region de Chile)

en la época de otofio, invierno, primavera y verano del afio 2004.
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Figura 5. Poblaciones bacterianas organotrofas mesofilas viables.

Como se observa en la Figura 5, la mayor poblacion bacteriana organétrofa meséfila
viable (80.000 ufc/mL de agua = logio 4.9) se determind en la muestra de agua de la quinta
estacion de muestreo (rivera oeste del fundo EIl Laurel) durante el otofio. Por su parte, la menor
poblaciéon de bacterias organotrofas mesofilas viables (200 ufc/mL de agua = logip 2.3) se
determino en la muestra de agua recolectada en la cuarta estacion de muestreo (bajo el puente

Arturo Prat) en invierno. (Ver Anexo, Tabla 7)
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Si se analizan los resultados de la calidad bacteriologica de las aguas, independiente de la
muestra de agua y época de muestro, en todas las muestras de agua se determinaron bacterias
organotrofas mesdfilas viables. Segun Silva (2002) para determina el estado tréfico del agua, el
recuento de bacterias organdtrofas no debe pasar de 130 ufc/mL para aguas oligotroficas.
Basandose en lo indicado por Silva (2002) se puede decir que el estado del agua del rio
Llollelhue es de caracter eutrofico, pues las ufc/mL sobrepasan las esperadas (130 ufc/mL),
siendo el menor numero (200 ufc/mL de agua) determinado en invierno, superando los
indicadores. Una posible explicacion para este fendbmeno estaria relacionada por una parte con las
grandes descargas de material organico que recibe las aguas del rio Llollelhue en su curso. En el
curso del rio Llollelhue se encuentran en sus riveras grandes empresas, también existe una gran
actividad agricola y talvez el punto mas importante son las aguas domiciliarias que hasta la fecha

no son tratadas y son vertidas al rio.

El mayor numero de bacterias organétrofas mesoéfilas viables se determino siempre en la
quinta estacion de muestreo, ubicada en la rivera oeste del rio, esto podria deberse a que a pocos
metros mas arriba de la ubicacion de la estacion de muestreo vierte sus aguas el estero Sagyue, el
cual arrastra los liquidos que percolan desde el basural de la ciudad de La Union. La temperatura
(10.84 a 16.24° C) también juega un rol importante en el elevado recuento bacteriano, ya que los
aumentos de la temperatura permiten que las reacciones quimicas y enzimaticas de los
microorganismos se produzcan a un ritmo mas rapido y el crecimiento por lo tanto se acelere
(Madigan et al, 1998). Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con los
obtenidos por Tada et al (2001) en sus estudio indican que las distintas taxas de bacterias son las

gestoras de una actividad oligotrofica o eutréfica del agua.
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4.1.1. Caracterizacion morfoldgica y tintoriales de cepas bacterianas

En la Tabla 1, se presenta la morfologia, Gram y agrupacion de las 400 cepas
bacterianas organétrofas mesofilas viables, aisladas desde las muestras de agua recolectadas en el

ri6 Llollelhue (X Regidn Chile), en la época de otofio, invierno, primavera y verano del afio 2004.

Tabla 1. Morfologia, Gram y agrupacién de cepas organétrofas mesdfilas viables en muestras de

agua del rio Llollelhue.

Morfologia, Gram y agrupacion de cepas bacterianas

a b c d e f g h i j k I Total
VGMAB

Estacion de
Muestreo
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Invierno

12

7
11
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10
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7
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Total de
cepas

a
©
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a) Bacilos Gram positivos simples; b) bacilos Gram negativos simples; ¢) cocos Gram negativos simples;
d) cocos Gram positivos simples; €) cocos Gram positivos en estafilo; f) bacilos Gram positivos en
cadena; g) bacilos Gram negativos en cadena; h) bacilos Gram positivos en empalizada; i) cocos Gram
positivos de a par; j) cocos Gram positivos en cadena; k) cocos Gram positivos en tétrada; 1) cocos Gram
positivos de a par. VGMAB: Variedad de grupos morfoldgicos y agrupaciones bacterianas.
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Como se observa en la Tabla 1, las cepas de bacterias organétrofas mesofilas viables
aisladas desde las muestras de agua correspondieron a cocos Yy bacilos Gram positivos y
negativos con algunas agrupaciones caracteristicas o sin ellas. Por otra parte, el mayor nimero de
cepas (188) corresponde a bacilos Gram negativos sin agrupacion definida y el menor nimero de
cepas (2) corresponden a bacilos Gram positivos agrupados en empalizada y a cocos Gram

positivos agrupados en cadena.

Por su parte, la mayor variedad de grupos morfolGgicos y agrupaciones bacterianas (8) se
determino en la muestra de agua recolectadas en la estacion de muestreo 2 (puente
Dollinco), 3 (puente Rapaco) y 5 (fundo EI Laurel) durante el otofio y la menor variedad de
grupos morfolégicos y agrupaciones bacterianas (3) se determino en la muestra de agua

recolectada en la estacion 5 (fundo El Laurel) del muestreo de verano.

Como se aprecia en la Tabla 1, predominaron los bacilos Gram negativos sin agrupacion,
los bacilos Gram negativo en cadena y los bacilos Gram positivos sin agrupacion. En total se
determinaron 13 grupos morfoldgicos y agrupaciones bacterianas para las 400 cepas ensayadas,
rescatadas desde las muestras de aguas recolectadas durante el afio 2004. Rheinheimmer (1987) y
Garcia-Tello (1985) indican que en los cuerpos de agua dulce predominan las formas bacilares y
cocoides Gram negativa no esporulados y con menores frecuencias las formas Gram positivas.
Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con lo descrito por estos autores. El
mayor nimero de grupos morfoldgicos y agrupaciones bacterianas se determino en la época de
otofio, el nimero méximo de bacterias de agua dulce coincide con la época de mayor produccion

de principios nutritivos, es decir, en primavera 0 comienzos de otofio. Si bien las otras estaciones



35

del afio presentan un numero no despreciable de bacterias/mL de agua habria que determinar la
cantidad de materia organica que recibio el ri6 para saber si hay relacion directa con este
pardmetro y la poblacion bacteriana organdtrofa mesofila viable. Dentro de los generos
bacterianos descritos para agua dulce se pueden encontrar, de acuerdo con Garcia-Tello (1985) y
Silva (2002): organismos Gram positivos: Staphylococcus y Corynebacteium; organismos Gram
negativos: Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Flexibacter y Alcaligenes. Lo mas probable
que estas taxas se encuentren dentro de los grupos morfoldgicos y agrupaciones bacterianas

determinados en las aguas del ri6 Llollelhue

4.2. Coliformes Totales
En la Figura 6, se presenta el logiy del nimero mas probable (NMP) de bacterias
coliformes totales, determinadas desde las muestras de aguas recolectadas en el rio Llollelhue (X

Region Chile) durante la época de otofio, invierno, primavera y verano del afio 2004.

4
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Figura 6. Bacterias coliformes totales. NUmero més probable (NMP) de bacterias/100 mL de

agua en muestras de agua del rio Llollelhue.
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Como se observa en la Figura 6, el mayor niumero de coliformes totales (1.800 coliformes
totales/ 100 mL de agua = logso 3.25) se determino en la muestra de agua recolectada en la cuarta
estacion de muestreo (puente Arturo Pratt) del muestreo de verano. Por su parte, el menor nimero
de coliformes totales (350 coliformes totales/ 100 mL de agua = logip 2.54) se determino en la
muestra de agua recolectada en la tercera estacién de muestreo (puente Rapaco) del muestreo de

primavera. (Ver Anexo, Tabla 7).

Cabe destacar que en el muestreo realizado en invierno el nimero de bacterias coliformes
totales se mantuvo practicamente invariable (entre 1.600 a 1.800 bacterias coniformes totales/100
mL de agua) entre las estaciones de muestreos. También se puede apreciar que la quinta estacién
de muestreo siempre presento el mayor nimero de coliformes totales (1.800 bacterias/100 mL de

agua = logio 3.25).

El nimero de coliformes totales permitidos depende del huso que se le da al agua, por
ejemplo, para el agua de beber y de regadio se aceptan 100 coliformes totales/L de agua, el agua
para piscicultura 500 a 1000 coliformes totales/L. (Servicio Agricola y Ganadero SAG, 2000).
En el presente estudio se determina que las muestras de agua de invierno registraron los valores
mas altos. Una explicacion para este fendmeno podria deberse a que esta es la época del afio
donde hay un aumento en la ganaderia, y las lluvias arrastran los desechos de origen fecal el
cuerpo de agua mas cercano. Cabe destacar que la primera y Gltima estacién de muestreo son las
que presentaron los valores méas elevados de coliformes totales. Para la primera estacion de
muestreo se podria explicar por la actividad ganadera, ya que esta estacion se encuentra ubicada

cerca de grandes lecherias y para la quinta estacion de muestreo por las aguas domiciliarias sin
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tratamiento que son vertidas durante todo el afio. Los resultados obtenidos en el presente estudio
superan los indicadores de calidad del agua. Indicando que las aguas del rio Llollelhue no son

aptas para ninguna de las actividades nombradas anteriormente.

En lo que respecta a los coliformes fecales, cuyo indicador en el presente estudio
correspondié a Escherichia coli, este microorganismo se determino en todas las muestras de agua
analizadas independiente de la estacion y época de muestreo. Segin Villanova et al (2002) la
contaminacion fecal de las aguas puede afectar a las poblaciones tipicas de los cuerpo de agua
dulce, produciendo un desbalance entre poblaciones organotrofas y fecales, aumentando estas
ultimas.

Segun el manual de monitoreo de calidad de aguas del Servicio Agricola y Ganadero
(2002), ningun tipo de agua que se utilice para huso humano, animal y con fines agricolas debe
presentar coliformes fecales. Esto demuestra el grado de peligrosidad del agua del rio Llollelhue,

ya que se utilizan en la agricultura y ganaderia (Gonzalez ", 2004).

En cuanto al indicador de contaminacion fecal utilizado en este estudio, Escherichia coli,
presenta una morfologia bacilar, Gram negativo y no presenta formacion de endosporas (Cossart
et al, 2000). Este patron concuerda con el que predomino en las cepas aisladas desde las muestras

de agua del rio Llollelhue.

()*: Gonzalez, L. (2004) conversacion personal. Medico Veterinario Jefe servicio de salud de La unién
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4.3. Determinacion de poblaciones bacterianas relacionadas con el ciclo biogeoquimicos
del nitrégeno
Como bioindicadores de una posible eutrificacién de las aguas del ri6 Llollelhue se

determinaron las poblaciones bacterianas relacionadas con el ciclo del nitrogeno.

En la figura 7A a 7D se presenta el logio de las poblaciones bacterianas relacionadas con

el ciclo del nitrogeno determinadas en las distintas estaciones del afio 2004.

En lo que respecta a las bacterias amonificantes la mayor poblacion (250.000
Bacterias/mL = logip 5.39) se determino durante el invierno, primavera y verano en todas las
estaciones de muestreo (Figura 7B, 7C, 7D) y la menor poblacion (3.000 bacterias/mL = logio

3.47) se determino durante el otofio en la estacion de muestreo 4 (Figura 7A).

Por su parte, la mayor poblacion bacteriana nitrificante (9.5 bacterias/mL = log;o 0.97) se
determino durante la primavera en la estacion de muestreo 5 (Figura 7C) y el menor numero de
bacterias nitrificantes (1 bacteria/mL = log;o 0) se determino en el muestreo de invierno en la

estacion de muestreo 1, 2, 3 (Figura 7B).

En cuanto a las poblaciones desnitrificantes, su mayor poblacion (250.000 bacterias/mL =
logio 5.39) se determino en el muestro de otofio en la estacion 1 (Figura 7 A) y la menor (2
bacterias/mL =log;o 0.30) se determino en el muestro realizado en primavera en la estacion de
muestreo 1 (Figura 7C). Por su parte, la mayor poblacion de bacterias proteoliticas (250.000

bacterias/mL = logio 5.39) se determino en el muestreo de invierno y primavera en todas las
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estaciones de muestreo (Figura 7B y 7C), y la menor poblacion (25 bacterias/mL = logig 1.39) se
determino en el muestro realizado en verano en la estacion de muestreo 2 (Figura 7D).

Durante los muestreos las poblaciones bacterianas amonificantes se presentaron siempre
en mayor nimero que las poblaciones desnitrificantes, nitrificantes y proteoliticas y las bacterias
nitrificantes se presentaron siempre en menor un ndmero que las deméas poblaciones en todo el
periodo de muestreo. La mayor variacion entre muestreos se observo en las poblaciones
bacterianas desnitrificantes (250.000 a 1 bacteria/mL = logi, 5.39 — 0) por su parte las
poblaciones bacterianas amonificantes no presentaron variacion ente los muestreos de las épocas

de invierno, primavera y verano (250.000 bacterias/mL = logio 5.39).

El ciclo del nitrogeno posee cinco pasos estos son: fijacion de nitrogeno, proteolisis,
nitrificacion, amonificacion y desnitrificacion.

Segun Madigan et al, (1998) muchas bacterias anaerobias facultativas como Eschierichia
coli, Enterobacter aerogenes, que anaerobicamente pueden crecer por realizar una respiracion
anaerobia, pueden resultar beneficiadas por la presencia de nitrato, ya que pueden transferirle los
electrones del sustrato y producir nitrito. Este fendmeno se aprecia en las épocas de otofio y
primavera, donde hay un aumento en el ingreso de materia organica a los cuerpos de agua. Las
bacterias amonificantes y desnitrificantes son bacterias anaerobias facultativas, que utilizan el
nitrato para su metabolismo, cuando escasea el oxigeno en el agua y es precisamente en estas dos
épocas de muestreo (otofio y primavera) donde se determinaron el mayor nimero de bacterias
amonificantes y desnitrificantes. Por otra parte, los microorganismos utilizan el NH; o NH,4 para
la sintesis de aminoacidos y nucleétidos que forman partes e las proteinas, acidos nucleicos

respectivamente, estructuras que necesitan y liberan el exceso de nitrogeno como amoniaco 0
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amonio. Los resultados obtenidos indican que las bacterias proteoliticas se encuentran en gran
numero en las épocas de otofio, invierno y primavera. Segun Schlegel (1997), el elevado numero
de bacterias proteoliticas en otofio y primavera es esperable, pues es en estas épocas del afio
donde aumenta la produccion de principios nutritivos por parte del fitoplancton y otras bacterias,
en el presente estudio se registro un aumento de las bacterias proteoliticas en el agua en las dos
épocas anteriormente nombradas. Por otra parte, el aumento de las bacterias proteoliticas en la
época de invierno podria explicarse por un aumento en el ingreso de materia organica al agua.
Habria que medir la cantidad de materia organica disponible que se encontré en el agua en la
época de invierno para saber si esta relacionado el incremento de las bacterias proteoliticas. Las
bacterias nitrificantes son aerobias estrictas, la importancia de los microorganismos nitrificantes
se basa en gran parte en su capacidad para producir nitrato, que es la principal fuente de
nitrogeno para la asimilacion por parte del fitoplancton (Silva, 2002). En el presente estudio se
determinaron bajos numeros de bacterias nitrificantes, a pesar de la gran concentracion de
amonio en el agua del rio Llollelhue. Una razon para este bajo conteo de bacterias nitrificantes
pondria ser la escasa concentracion de oxigeno del agua en la época de otofio y primavera y las

bajas temperaturas determinadas en las épocas de invierno. (Ver Anexo, Tablas 9, 10, 11, 12)
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4.4. Solubilizacion de fésforo inorganico insoluble por cepas bacterianas
En lo referente al ciclo del fosforo se determino cualitativamente la capacidad que
presentaron las bacterias para solubilizar el CaHPO, y FePO..

Tabla 2. Numero de cepas solubilizadoras de CaHPO, y FePO, en muestra de agua del rio

Llollehue.
N° de CaHPO, FePO,
Estacion cepas Porcentaje de Porcentaje de
de muestreo | ensayadas N° de cepas cepas N° de cepas cepas
solubilizadoras | solubilizadoras | solubilizadoras solubilizadoras
1 20 2 0.50 % 2 0.50 %
2 2 20 5 1.25% 4 1.00 %
IS 3 20 6 1.50 % 7 1.75%
O 4 20 7 1.75 % 9 2.25 %
5 20 8 2.00 % 4 100 %
1 20 10 2.50 % 9 2.25 %
2 2 20 8 200 % 7 1.75 %
.g 3 20 9 2.25 % 8 200 %
c 4 20 8 2.00 % 9 2.25 %
5 20 11 2.75 % 14 3.50 %
- 1 20 10 2.50 % 2 0.50 %
§ 2 20 11 2.75 % 10 2.50 %
g 3 20 11 2.75 % 5 1.25%
'QC_ 4 20 10 2.50 % 3 0.75 %
5 20 4 1.00 % 0 0.00 %
1 20 3 0.75 % 6 1.50 %
2 20 3 0.75 % 4 100 %
o 3 20 2 0.50 % 4 1.00 %
3 4 20 3 0.75% 1 0.25%
3 5 20 6 1.50 % 2 0.50 %
Total 400 137 34.3 % 110 27.5%
de
cepas

En la Tabla 2, se indican el namero de cepas y el porcentaje de ellos referidos al total de

cepas ensayadas de solubilizar CaHPO, y FePO, en muestras de agua de rio Llillelhue.
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Como se observa en la Tabla 2, del total de cepas ensayadas (400 cepas) 137 de ellas
(34.3 %) solubilizaron el fésforo inorganico a partir de CaHPO,4 y 110 cepas (27.5%) a partir de
FePO..

Si se analiza los datos obtenidos en relacion a la estacion del afio, se observa que el
mayor numero de cepas capaces de solubilizar CaHPO,4 se determino en la época de invierno
y primavera con igual numero de cepas (46 cepas = 11.5 %). Por su parte, el mayor
numero de cepas capaces de solubilizar FePO, se determino en la época de invierno (47 cepas =
11.75 %) y como se aprecia en la Tabla 1, el menor nimero de cepas capaces de

solubilizar tanto CaHPO, y FePO, se determino en la época de varano (17 cepas = 4.25 %).

Si se analizan los datos de acuerdo a la estacion de muestreo, se observa que el mayor
numero de cepas solubilizadoras de CaHPO, (11 cepas = 2.75 %) se determino en la segunda,
tercera y quinta estacion de muestreo y el menor nimero de cepas capaces de solubilizar CaHPO,
(2 cepas = 0.5 %) en la primera y tercera estacion de muestreo. En cuanto a las cepas
solubilizadoras de FePO,4 el mayor nimero (14 cepas = 3.5 %) se determino en la quinta estacion
de muestreo y el menor nimero (0 = 0 %) se determino en primavera en la quinta estacion de

muestreo.

El ciclo del fosforo posee desbalance, ya que el suelo ha perdido fésforo y ha aumentado
en los cuerpos de agua. Los detergentes poseen fosforo y se ha incrementado el fdsforo
inorgdnico como fertilizante. Las bacterias requieren del fdésforo para la formacion de
macromoléculas, es por esto que las bacterias capaces de solubilizar compuestos fosforados

tienen gran importancia en los cueros de agua. Las bacterias que pueden solubilizar fésforo
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inorganico insoluble lo realizan por medio de acidos organicos e inorganicos, aqui destacan, entre
otros, los géneros bacterianos Clostridium, Tiobacillus y Bacillus. El fésforo disuelto (PO,) es la
fraccién mas importante desde el punto de vista de la calidad de agua, ya que esta disponible en
forma directa para las algas y microorganismos (Mena, 1997). El alto nimero de cepas
bacterianas solubilizadoras de fosforo (137 (34.25 %) CaHPO, y 110 (27.5 %) FePQ,), permiten
que el fosfato quede soluble y esto conduce a una eutrificacion de las aguas, sobre todo

favoreciendo a las cianobacterias fijadoras de nitrogeno (Madigan et al, 1998).

4.5. Cepas bacterianas resistentes a antibidtico
En la Tabla 3, se presenta el nimero de cepas bacterianas determinadas en muestras de
agua del ri6 Llollelhue (X Region de Chile) resistentes a los antibidtico, penicilina y

estreptomicina.
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Tabla 3. Cepas bacterianas resistentes a los antibioticos penicilina y estreptomicina.

Numero de cepa resistentes a antibidtico
Penicilina Estreptomicina

Estacion de | N° de cepas Porcentaje de Porcentaje de

muestreo ensayadas N° de cepas cepas N° de cepas cepas
resistentes resistentes resistentes resistentes
1 20 4 100 % 1 0.25 %
o 2 20 6 1.50 % 4 1.00 %
S 3 20 6 1.5 0% 6 1.50 %
O 4 20 3 0.75 % 3 0.75 %
5 20 2 0.50 % 7 1.75 %
1 20 2 0.50 % 7 1.75 %
2 2 20 1 0.25 % 6 1.50 %
GSJ 3 20 2 0.50 % 7 1.75 %
= 4 20 3 0.75 % 5 1.25 %
5 20 4 100 % 3 0.75 %
- 1 20 2 0.50 % 9 2.25 %
3 2 20 3 0.75 % 5 1.25 %
g 3 20 2 0.50 % 9 2.25 %
‘= 4 20 0 0.00 % 4 1.00 %
a 5 20 0 0.00 % 4 1.00 %
1 20 1 0.25 % 5 1.25 %
o 2 20 7 1.75 % 5 1.25 %
g 3 20 2 0.50 % 10 2.50 %
> 4 20 6 1.50 % 9 2.25 %
5 20 1 0.25 % 3 0.75 %
Total de 400 57 14.25 % 112 28.0 %
cepas

Como se observa en la Tabla 3, del total de cepas analizadas (400 cepas), 57 (14.25
%) de ellas fueron resistentes a penicilina'y 112 cepas (28 %) fueron resistentes a estreptomicina.
Con respecto a las cepas bacterianas resistentes a penicilina, el mayor nimero de ellas (21
cepas) se determino entre las cepas que fueron obtenidas desde las muestras de agua recolectadas
en otofio y el menor nimero de cepas (7 = 1.75 %) de aquellas obtenidas desde las muestras

de agua recolectadas durante primavera. En lo que respecta a las cepas bacterianas resistentes a
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estreptomicina, el mayor nimero (32 cepas = 8 %) se determino entre las cepas obtenidas
desde las muestras de agua recolectadas en verano y el menor nimero (21 = 5.25 %) de
entre aquellas obtenidas desde las muestras de agua recolectadas durante el otofio. Si se analizan
las cepas bacterianas resistentes a penicilina de acuerdo a la estacién de muestreo, el mayor
numero de cepas (7 cepas = 1.75 %) corresponden a aquellas que fueron obtenidas desde los
muestreos de agua de la estacion 2 (puente Dollinco durante el verano) y el menor nimero de
cepas (1 cepa) fueron obtenidas desde la muestra de agua de la estacion 1 y 5 del muestreo de
verano y otra cepas obtenida desde la estacion 2 del muestreo de invierno. En lo que respecta a
las cepas resistentes a estreptomicina el mayor nimero de cepas (10 cepas) se determino desde
las muestras de agua recolectada en la estacion 3 de muestreo en verano y el menor nimero en

la estacion 1 (estero Amancay, muestreo de otofio).

Segun Schlegel (1997) y Alcamo (2000) la resistencia bacteriana frente a
antibidticos puede deber a la presencia de genes codificadores en el cromosoma bacteriano, un
ejemplo es lo que ocurre con la estreptomicina, la resistencia frente a este antibiético determinada
cromosOmicamente se basa en la modificacion de la subunidad 30S de los ribosomas. Por el
contrario, la resistencia debido a un plasmido de resistencia se fundamenta en la modificacion
enzimatica del antibidtico que se inactiva por adenilacion. Asi como la penicilina se inactiva por

la accion de una penicilinasa.

En el presente estudio se determino que un 14.25 % de las cepas estudiadas son
resistentes a la penicilina y un 28% resistente a estreptomicina, talvez los antibioticos mas

utilizados por la poblacion, esto puede deberse a que las agua de la ciudad no tienen tratamiento y
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los residuos de antibioticos llegan al agua del rié Llollelhue directamente, trayendo como
resultado una seleccidén positiva para la supervivencia de las bacterias resistentes a estos
antibioticos. Los resultados obtenidos concuerdan con Boon & Cattarach (1999) que indica que la
aparicion de resistencia a antibidticos entre las bacterias es por causas de el contacto que

presentan las bacterias en los cuerpos de agua con el respectivo antibiotico.

4.6. Parametros Quimicos y Fisicos de Muestras de agua
En la Figura 8, se presentan los valores de los parametros quimicos (fosforo total, nitritos,
nitratos y amonio en pg/L) determinados en muestras de aguas extraidas desde el ri6 Llollelhue X

Region Chile, en la época de otofio, invierno, primavera y verano durante el afio 2004.
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En la figura 8, se observa que el valor de fosforo en otofio registro la mayor concentracion
(158 ug/L), determinandose una disminucion de estos valores en la época de invierno, primavera
y verano (75 — 64 pg/L En cuanto al amonio este presento su mayor concentracion (301 pg/L) en
el muestro de otofio y la menor concentracion (109 pg/L) en verano. Por su parte los nitratos
se presentaron en mayor concentracion (170 pg/L) en las aguas recolectadas en el muestreo de
invierno, y la menor concentracién (109 pg/L) se determino en las aguas recolectadas en el
muestreo de otofio. Los nitritos que se presentaron en menor concentracion que los parametros
quimicos anteriores, presentaron su mayor concentracion (8 ug/L) en el agua recolectada en el
muestreo de primavera, y la menor concentracion (5 pg/L) se determino en el muestreo realizado

en otofio.

El fésforo determinado en las muestras de aguas se encuentra en alta concentracion,
estudios realizados por Brown y Zimmerman (2000) a los rios Aleman, Lucas, Molco, Suizo y
Trancura, indican que estos presentan elevados concentraciones de fosforo, Ilegando a los 104
ug/L, en los resultados obtenidos desde las muestras de aguas del ri6 Llollelhue se observan
mayores concentraciones de fésforo. Estudios fisico-quimicos realizados al ri6 Damas (Donoso et
al, 2000) con caracteristicas ambientales muy similares a las que posee el rié Llollelhue,
muestran que los pardmetros quimicos medidos estan intimamente relacionados a las actividad
agricola-ganadera, industrial y la actividad propia del hombre. La concentracién de amonio en el
agua del ri6 Llollelhue concuerda con lo expuesto por Silva (2002) que sefiala que las altas
concentraciones de este sustrato indicaria que el proceso de amonificacion se esta llevando acabo.
La alta concentracion de nitratos y nitritos podrian indicar que en la época de invierno y verano

esta ingresando una alta cantidad de sustrato al agua. Esta situacion tiene efectos sobre la salud
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de la poblacion aledafia, producto de la formacion de compuestos toxicos volatiles (NH4, CO, y

CHy,), que terminan no solamente contaminando el agua, sino también la atmosfera.

Por otra parte, segin el cuadro comparativo de normas de agua Yy riles de Servicio
Agricola y Ganadero (2002) la concentracion de fosforo total, amonio total, nitratos y nitritos
determinados en el agua del rio Llollelhue son superiores a las permitidas en el agua de clase de
excepcion (excelente calidad, forma parte del patrimonio ambiental de la republica, adecuadas
para comunidades acuaticas y los demas usos definidos en las demas clases), clase 1 (agua apta
para la proteccion y conservacion de las comunidades acuaticas, para riego irrestringido), Clase 2
(buena calidad, apta para el desarrollo de acuicultura y pesca deportiva), Clase 3 (regular calidad,

agua adecuada para bebida de animales y riego restringido.

En la Tabla 4, se muestran los valores de pH y temperatura determinados en las muestras

de agua del rio Llollelhue.

Tabla 4. pH y temperatura de muestras de agua del rié Llollelhue de acuerdo a la época del afio.

MUESTRAS DE AGUA
EPOCA DEL ANO pH TEMPERATURA (°C)
Otoiio 5.9 14.08
Invierno 5.5 10.84
Primavera 5.7 13.94
verano 5.7 16.24

Como se observa en la Tabla 4, pH y temperatura mas bajo se determino en las muestras
de agua recolectadas en invierno. El mas bajo pH determinado en invierno podria deberse a que

las lluvias propias de esta estacién del afio pueden acarrear desde el suelo y la atmosfera
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compuestos acidos que finalmente se depositan en el rid Llollelhue, al respecto Godoy et al,
(2002) han sefialado una depositacion humeda de compuestos nitrogenados a nivel de la

depresion intermedia durante la época de invierno.

Por otra parte, en la tabla 4 se observa en las muestras de agua de rio Llollelhue que en
otofio se determino el mayor pH (5.9) y la mayor temperatura (16.24° C) en verano. Este mayor
pH podria deberse a que durante el otofio en las muestras de agua del ri6 se deposita una gran
cantidad de restos de vegetales (hojas, ramas, tallos, etc.) lo que incrementa la actividad
microbiana que mayoritariamente transforma o mineraliza los constituyentes metabdlicos de los
residuos vegetales (proteinas, azucares simples, acidos nucleicos, etc.) liberando metabolitos
como NHA4+, bases puricas y pirimidicas, péptidos que podrian ser los que determinan un

aumento del pH del agua del ri6 Llollelhue.

En cuanto al pH del agua podemos decir que varia entre: 5.9 y 5.5, siendo este apto para
la vida de los organismos y microorganismos de agua dulce. El pH de las muestras de agua
mostraron una tendencia un poco bajo por lo permitido por la normativa chilena, la cual permite

un pH ente 6.0 y 9.0 para aguas dulces y 6.5 y 8.3 para aguas de recreacion con contacto directo.

La temperatura vario entre: 14.1 °C a 10.8 °C, Permitiendo el desarrollo de bacterias

psicrofilas (0° a 30° C, con un optimo de 15° C)
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4.7. Relacion entre parametros quimicos y poblaciones bacterianas del ciclo del nitrégeno
En la Figura 9, 10, 11y 12 se presentan las relaciones entre poblaciones bacterianas del

ciclo del nitrégeno (amonificantes, desnitrificantes, nitrificantes y proteoliticas) y las

concentraciones de los compuestos inorganicos nitrogenados (amonio, nitrato y nitrito)

determinados en las muestras de agua del rio Llollelhue recolectadas el afio 2004.

En la Figura 9, se observa que el menor nimero de bacterias amonificantes (42.864
bacterias/mL de agua = logio 4.632) se determino en otofio al igual que la menor concentracion de
nitrato (109 pg/L de agua). En invierno, primavera y verano el nimero de bacterias fue el mismo
(250.000 bacterias/mL de agua = log10 5.398) y las concentraciones de nitrato fueron mayores
que la determinada en otofio. En la Figura 10, se observa que la menor concentracion de nitratos
(109 ug/L de agua) se determino en otofio y el menor nimero de bacterias desnitrificantes (2,128
bacterias/mL de agua = logio 0.328) en primavera. La mayor concentracion de nitratos se
determino en la época de invierno (170 pg/L de agua) y el mayor nimero de bacterias

desnitrificantes se determino en otofio (51.286 bacterias/mL de agua = logso 4.710).

En lo que respecta a las bacterias nitrificantes en la Figura 11, se aprecia que en el agua
del rié Llollelhue la menor concentracion de amonio (24 pg/L de agua) se determino en verano y
el menor numero de bacterias nitrificantes se registro en invierno (1 bacteria/mL de agua = logig
0). La mayor concentracion de amonio (301 pg/L de agua) se determino en otofio y el mayor
nimero de bacterias nitrificantes (2.128 bacterias/mL de agua = logip 0.328) en primavera.
También en la Figura 11, se aprecia que la menor concentracion de nitritos (5 pg/L de agua) y el

menor ndmero de bacterias nitrificantes (1 bacterias/mL de agua = log;o 0) se determinaron en la
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época de invierno, por su parte, la mayor concentracion de nitritos (8 pg/L de agua) y el mayor
numero de bacterias nitrificantes (2,013 bacterias/mL de agua = log;o 0.304) se determinaron en
la época de primavera. Por ultimo en la Figura 12, se observa que el menor numero de bacterias
proteoliticas (165.576 bacterias proteoliticas/mL de agua =logip 2.219 y la menor concentracion
de amonio (24 pg/L de agua) se determinaron en la época de verano, en tanto que, la mayor
concentracion de amonio (301 pg/L de agua) se determino en la época de otofio y el mayor
numero de bacterias proteoliticas (250.000 bacterias proteoliticas/mL de agua = logio 5.398) se

determino en la época de invierno y primavera.

En todo ecosistema, en lo referente al ciclo del Nitrdgeno se distinguen las siguientes
etapas: (1) fijacion de nitrégeno que es realizada exclusivamente por bacterias de vida libre o
simbidtica y que finaliza con la produccion de NHs. (2) Proteolisis llevado a cabo por bacterias y
hongos, y culmina con la formacién de NH3 y CO,. (3) Nitroamonificacién o amonificacion,
proceso realizado por bacterias y hongos anaerobios facultativos que culmina con la formacion de
NH;. (4) Desnitrificacion proceso llevado a cabo mayoritariamente por bacterias anaerobias
facultativos que finaliza con la formacion de Npg). (5) Nitrificacion proceso realizado por
bacterias litétrofas que transforman mediante oxidacion los compuestos reducidos del nitrato

(entre otros NH3 y NO;) a NOs.
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En el presente trabajo de los procesos enunciados del ciclo del nitrégeno se determinaron
la nitroamonificacion (amonificacion), desnitrificacion, nitrificacion y proteolisis, como se
observa en la Figura 9 a la 12, en mayor o menor medida estos procesos ocurren en las aguas del
rio Llollelhue, destacando los procesos de amonificacion, desnitrificacion y proteolisis por sobre
el proceso de nitrificacion.

Con el objetivo de poder comparar los parametros quimicos (NH4, NOz y NOy) del ciclo
del Nitrogeno determinados en el presente estudio con aquellos que aparecen normados o
consignados para cuerpos de agua dulce de Chile y USA, se elaboro la Tabla 5. Que se presenta

a continuacion.
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Tabla 5. Concentraciones de NH4, NO3, NO, y N-Organico en cuerpos de agua dulce y segln

normas chilenas.

Lugaresy AMONIO NITRATO NITRITO N- ORGANICO
Normas (ng/L de H,0) (ng/L de H,0) (ug/L de H,0) (ug/L de H,0)
Presente estudio 24 - 301 109 -170 5-8
(verano/otofio) (otofio/invierno) | (invierno/primavera)
'Cuenca ri6 8.25 - 14.25
Valdivia
“Lago Puyehue 0.1-0.1
“Rio Chanlelfd 20.3-72.2
“Rio Gol - Gol 22.6 -67.7
°Rio Aleman 111 - 266
*Rio Lucas 48 — 522
°Rio Molco 22 — 205
°Rio Suizo 11.3-33.7
*Rio Trancura 12 - 37
*Campell 50 - 100 (S.)
100 - 1000 (F.)

*Lago Mendota 70- 200 (S.) 10- 50 (S.)
USA 200 - 700 (F.) 10-100 (F.)
*Estandares
Nacionales de 10.000 1000
Calidad
Ambiental
®Calidad de agua. | 250 (bebida animal)” 10.000 1000
Gobierno de <1000 (Clase 1)~ 10.000 (riego) 60"
Chile 1500 (Clase 1) >60""

2500 (Clase 111)™ >60""

1 = Little (2005). 2 = Campos et al., (1989). 3 = Brouwn and Zimmermann (2000). 4 = Campell (1987). 5
= Estandares Nacionales de Calidad Ambiental http://lauca.usach..cl/ima/apendc.htm (31/11 2005). 6 =

Servicio Agricola y Ganadero. Departamento de Recursos naturales (2002). S = superficie. F = fondo

Como se observa en la Tabla 5, las concentraciones de NH; (24 — 301 pg/L de H;0)
determinadas en el presente estudio son superiores a las sefialadas por Little (2005) para la
cuenca del rio Valdivia y la concentracion mayor de NH, (301 pg/L de H,0) del presente estudio
cae dentro del rango sefialado por Campell (1987) para las aguas de fondo o sedimentos de
cuerpos de agua dulce de USA. Por su parte y de acuerdo a la concentracion de NH, determinada

en el rio Llollelhue la calidad del agua se clasifica como Clase 1. En lo que se refiere a la
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concentracion de NOjz la determinada en el presente estudio (109 — 170 ug/L de H,O) supera
largamente a las sefialadas por Little (2005); Campos et al., (1989) y Campell (1987) para
cuerpos de agua dulce nacionales e internacional respectivamente y semejan mas a los
determinados por Brown and Zimmermann (2000) para N-organico determinados en los rios Gol —
Gol, Aleméan y Lucas. Por su parte y de acuerdo a la concentracion de NO3z determinada en el rio
Llollelhue cumple con los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (2005) y de acuerdo a su
calidad, el agua se clasifica como apta para ser bebida por animales y regadio. Por ultimo para las
concentraciones de NO, determinadas en el presente estudio (5 — 8 ug/L de H,0) en la literatura
consultada no se encontraron datos comparativos referidos a agua dulce, pero el agua del rio
Llollelhue cumple con los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (2005) y de acuerdo a su

calidad, el agua se clasifica como apta para ser bebida por animales y regadio.

Campbell (1987) al respecto sefiala que en los cuerpos de agua los niveles de nitrogeno
mineral varian de una estacion del afio a otra y dependen en su mayoria del escurrimiento del
suelo, asi como de la cantidad contenida en el agua de lluvia. Este mismo autor sefiala que en las
aguas superficiales de los lagos hay poco NH," (por lo general entre 50 a 100 nug L), a menos
que exista una alta contaminacion con materia organica, donde el NH," se acumula en las capas
inferiores mal aireadas y su contenido varia entre 100 a 1000 ug L™, principalmente como
resultado de la descomposicion de la materia organica que hay en los sedimentos. El nivel de
nitrato NOs en las capas superiores del cuerpo de agua es bajo, porque lo usa el fitoplancton, pero
pueden aumentar con la profundidad, también el NO; se pierde por desnitrificacion en

condiciones anoxicas.
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En lo que respecta cuantitativamente a las poblaciones bacterianas relacionadas con el
ciclo del Nitrogeno (amonificantes, desnitrificantes, nitrificantes y proteoliticas), en la Tabla 6 se
muestran las determinaciones realizadas en cuerpos de agua dulce chilenos y se comparan con las

del presente estudio.

Tabla 6. Poblaciones bacterianas relacionadas con el ciclo del Nitrégeno

Autor Poblaciones Bacterianas (bacterias/mL de H0)
Amonificantes | Desnitrificantes | Nitrificantes Proteoliticas
Solis 1x10° - 1x10° 10 - 1x10° 0-0
Garay 0 - 140x10° 0-250 0 — 140x10° 0 — 140x10°
"25x10° - 2x10° | "0 - 14x10* 9-25 "25 - 140x10°
Von Jhonn 42.864 - 25x10" | 2.128 —51.286 1-2.128 165.576 — 25x10"

Solis (2002) Lago Budi. Garay (2003) fiordos y canales de la X1 Region de Chile.
von Johnn (2005) rio Llollelhue (trabajo actual de tesis). * = Poblaciones bacterianas de

sedimentos (bacterias/g de sedimento) de fiordos y canales de la X1 Region de Chile.

Las poblaciones bacterianas del presente estudio relacionadas con el ciclo del Nitrégeno,
en lo que respecta a amonificantes y desnitrificantes son similares a las determinadas por Garay
(2003) desde sedimentos de fiordos y canales de la XI Regién de Chile y mayores a las
registradas por Solis (2002) para el Lago Budi, que segun los estudios de este autor se encuentra
eutrificado. En lo que respecta a las bacterias nitrificantes, las poblaciones determinadas en el
presente estudio son similares a las determinadas por Garay (2003) para el agua de fiordos y
canales de la XI Regién de Chile. Por altimo, las poblaciones proteoliticas determinadas en el
presente estudio son mayores a las sefialadas por Garay (2003) para sedimentos de fiordos y

canales de la Xl Regién de Chile. Campbell (1987) al respecto indica que altas poblaciones
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proteoliticas en los cuerpos de agua, son un claro indicio de posible contaminacion del cuerpo de
agua con nutrientes organicos provenientes del suelo o por compuestos organicos producto de la
actividad industrial o contaminacion antropica, ademéas como se sefialo en parrafos anteriores en
los cuerpos de agua con una alta contaminacion con materia organica el NH," se acumula en las
capas inferiores mal aireadas y su contenido varia entre 100 a 1000 ug L™, aspecto que se

determind en el presente estudio.

En consecuencia, se podria indicar que el agua del rio Llollelhue de acuerdo a las
concentraciones de algunos de los compuestos nitrogenados Yy poblaciones bacterianas
relacionadas con este ciclo que fueron determinadas, indicaria una alta contaminacién con

materia organica y por ende este cuerpo de agua tiende a la eutrificacion.
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5. CONCLUSION

En todas las muestras de agua recolectadas en el rio Llollelhue predominaron las bacterias
bacilares Gram negativas sin agrupacion y se obtuvo un alto nimero de bacterias organotrofas
mesofilas viables (sobre 130 bacterias/mL de H,0), indicando que el agua del ri6 presenta una

alta actividad bacteriana.

En todas las muestras de agua recolectadas en el ri6 Llollelhue se aislaron coliformes

totales y fecales, indicando que el agua del ri6 presenta una contaminacion fecal.

En todas las muestras de agua recolectadas desde el ri6 Llollelhue se determinaron

bacterias relacionadas con el ciclo del Nitrogeno, predominado en nimero las amonificantes.

Se registré un mayor nimero de cepas bacterianas obtenidas desde las muestras de agua

del rié Llollelhue para solubilizar CaHPQO, (137 cepas) que para solubilizar FePO, (110 cepas).

Un alto nimero de cepas bacterianas obtenidas desde las muestras de agua del ri6

Llollelhue presentan resistencia a penicilina (57 cepas) y estreptomicina (112 cepas).

El agua del ri6 Llollelhue presentan altas concentraciones de fésforo (161.25 ug/L), NO3
(178.54 ug/L) y NH4" (304.25 ug/L) que superan las permitidas por el Servicio Agricola y

Ganadera (SAG) para algunos usos del agua.
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7. ANEXO
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Tabla 7. Determinacion de poblaciones bacterianas organétrofas mesofilas viables, coliformes

totales.
Estaciones de Poblaciones bacterianas
muestreo
N° NMP bacterias/100ml de UFC /mL de agua
agua
1 1800 1800
= 2 430 3000
5 3 1800 430
[<B]
>
S 4 430 7000
5 1800 80000
1 1600 2000
N 2 1800 6000
5 3 1800 530
[<B]
>
S 4 1800 200
5 1600 1000
1 540 600
™ 2 540 300
D
g 3 350 5000
[<B]
>
S 4 1800 310
5 1800 31000
1 1800 10000
g 2 1600 400
5 3 920 22000
[<B]
>
S 4 1800 11000
5 1800 13000




Tabla 8. Determinacion de poblaciones bacterianas relacionadas con el ciclo del nitrogeno y
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Estacion de Poblaciones bacterianas
muestreo
N©° Amonizacién B/mL Desnié;ifilciacién Nitrificacion B/mL | Proteolisis B/mL
m

1 95000 250000 0 250000
o 2 45000 30000 0 150
5 3 250000 2000 0 95000
é 4 3000 95000 3 95000

5 45000 250000 15 250000

1 250000 950 0.4 250000
S 2 250000 75 0 250000
5 3 250000 75 0 250000
é 4 250000 15000 0.4 250000

5 250000 250000 0.9 250000

1 250000 11 0.4 250000
e 2 250000 3 1.4 250000
5 3 250000 2 0 250000
§ 4 250000 6 25 250000

5 250000 11 95 250000

1 250000 3 0 200
< 2 250000 450 0 25
g 3 250000 30 0 250
g 4 250000 250 25 250

5 250000 900 75 400




Tabla 9. Determinacidn de parametros quimicos muestreo de otofio.

Fdsforo total ug/L | Nitratos ug/L | Nitritos ug/L | Amonio ug/L
M1 157,5 123,58 572 304,25
M1 161,25 107,97 5,79 298,29
M1 155,625 0 0 0
Blanco 48,43 1,382 1,13 14,68
Blanco 47,1875 1,463 1,07 14,89
Tabla 10. Determinacion de pardmetros quimicos muestreo de invierno.
Fosforo total ug/L | Nitratos ug/L | Nitritos ug/L | Amonio ug/L
M2 64,06 176,26 5,22 64,68
M2 64,375 178,54 5,22 64,47
M2 64,6875 0 0 0
Blanco 48,43 1,382 1,13 14,68
Blanco 47,1875 1,463 1,07 14,89
Tabla 11. Determinacion de pardmetros quimicos muestreo de primavera.
Fosforo total ug/L | Nitratos ug/L | Nitritos ug/L | Amonio ug/L
M3 73,75 152,94 8,36 127,87
M3 69,375 151,21 9,3 127,87
M3 75,9375 0 0 0
Blanco 48,43 1,382 1,13 14,68
Blanco 47,1875 1,463 1,07 14,89
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Tabla 12. Determinacion de parametros quimicos muestreo de verano.

Fdsforo total ug/L | Nitratos ug/L | Nitritos ug/L | Amonio ug/L
M4 75,9375 159,02 5,79 24,68
M4 75 158,54 5,72 23,4
M4 74,6875 0 0 0
Blanco 48,43 1,382 1,13 14,68
Blanco 47,1875 1,463 1,07 14,89
Preparacion de reactivos
Determinacion de fosforo total.
Reactivos:
1.- Acido sulfdrico:
-4cido sulfurico concentrado..................... 250 mL
-agua destilada...... 750 mL
2.- Solucion heptomolibdato de amonio:
-heptomolibdato de amonio...... ................. 3.25¢
-agua destilada...... . 100 mL

3.- Solucién de tartrato de potasio y antimonio:

-tartrato de potasio y antimonio

-;aguadestilada ..o 100 mL
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4 .-Reactivo mixto:

-4Cido SUITUNICO....cvve i, 200 mL
-polucion de heptomolibdato de amonio............ 45 mL
-solucion de tartrato de potasio y antimonio........ 5mL

5.- Reactivo oxidante

-persulfato de potasio...........ccevveiveineinninnnnn. 59
-4Cido bOriCO....cevvi e 30
-NaOH 0.375 mol./dm.........ccoovviiieie e, 100 mL

6.- Acido bérico:
-4Cido bOrICO....ov v T

-aguadestilada ........oooiii 100 mL

Procedimiento: tomar 50 mL de muestra y agregar 5mL solucién oxidante, luego autoclavar a

121° C/30 minuto. Dejar enfriar y adicionar 3mL de 4cido ascorbico y 3mL de solucion mixta.

Determinacion de amonio total

1.-Solucién de NaOH 0.8N:

-Agua destilada.....................oo il 100 ML



2.- Solucion fenol:

(2100
—etANOl ...

-agua destilada..........c.oooiiiiiiii

3.- Solucion citrato trisédico:
-citrato trisodico........oooveviiiiia,
-agua desionizada ..........oevie i

-NaOH 0.8N....c.viiii e

4.- hipoclorito alcalino:

-hipoclorito alcalino......................

-NaOH 0.8N....cveiei e

5.- Solucion madre NH4CI

NHACLL

-Agua desionizada...........cooeviiiiiii i,

95¢
100 mL

250 mL

1209
250 mL

.SmL

.0.3819g

...1000 mL
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Procedimiento: 25 mL de muestra agregar 1 mL de solucion fenol, 1 mL de solucion citrato

trisddico y 1 mL de solucion de hipoclorito alcalino.



Determinacion de nitritos

1.-Solucién madre NO™

-NaNOg.. e 102320
-Aguadestilada ..o 100 mL

S @1 (0] ¢0] (0] 11110 FHTTTE 1mL

2.- Solucion intermedia
~solucion madre NO....ovn e, 50 mL

-aguadestilada ..o 250 mL

3.- Solucién de trabajo de nitrito:
-solucidn intermedia....................oceeeeenen... 50 ML

-agua exenta de NItrit0..........oovvveiiiiiieenane, 500 mL
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Procedimiento: pasar 100 mL de muestra por la columna reductora, descartar los primeros 50 mL

de muestra a los 50 mL restantes agregar 2 mL del reactivo de color.

1.-Reactivo colorante:

-H3PO485% ..o 100mL
-sulfanilamida ... 109

-N-(1-naftil) etilendiamina........................... 19
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-;aguadestilada .........ccooeiiiii i 900 mL

Medio para solubilizacion de fosfatos:

1.-Medio &cido:

-agar peptona 1.2%...........cceeieiii e e, 200 ML
-FePOg..viei 20440
-Rojo alizarin...............cocceiiieii 0.2 mL
2.- Medio bésico:

-agar peptona 1,2%...........cceeieiieiieeeeenn ... 200mL
-CaHPO4...vvvviii . 049

-Rojo alizarin...............coocivii .02 ML

Medio para antibiograma:

-agar Muller- Hinton........cccoovveevenienicc e 200 mL

-antibiotico..........occeii i 019

Procedimiento: licuar el agar Miller-Hinton a 50° C, adicionar el antibiético, luego agitar

cuidadosamente el agar y verter en las placas perti.
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