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I. INTRODUCCION

I . 1. EL CICLO DEL NITROGENO

El nitrógeno es un elemento abundante en la naturaleza, 

que constituye aproximadamente el 79% de la atmósfera. Es también 

uno de los el ementes principales en la composición química de to­

dos los seres vivos junto con el carbono, hidrógeno y oxígeno.

La molécula de nitrógeno elemental (N^), por ser quími­

camente inerte, no representa un recurso disponible de este ele­

mento para la mayoría de las formas vivas. Sólo escapan a esta ríe 

gla, algunas algas unicelulares y algunos grupos de bacterias, p^ 

ro prácticamente todos los animales, plantas superiores y microor 

ganismos, dependen para su nutrición, de formas combinadas de ni­

trógeno. Stanier (54).

Las plantas verdes, productores primarios, utilizan com 

puestos simples de nitrógeno inorgánico para elaborar sus elemen­

tos constituyentes que, a su vez, son la fuente, directa o indi­

recta, de nitrógeno para los demás integrantes de la comunidad 

(consumí dores).

Por esto se deduce fácilmente, que la provisión de ni­

trógeno para la comunidad viva de un ambiente determinado, depen­

de de la cantidad de nitrógeno inorgánico que se halle disponible 

en el mismo. De aquí la importancia de la existencia en la natura^ 

leza, de procesos biológicos de recuperación del nitrógeno ya uti_ 

lizado, el que es extraído de las moléculas orgánicas complejas y 

devuelto al ambiente en forma de moléculas inorgánicas simples, 

para su reutilización.

Esta serie de transformaciones conforman el denominado 

ciclo del nitrógeno. El Esquema 1 representa sus principales pa­

sos y los compuestos involucrados.

-1-



Esquema 1: El ciclo del Nitrógeno
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Todas las transformaciones son efectuadas por microorga^

n i smos.

Las plantas asimilan el amonio o los nitratos para la pro 

ducción de sus compuestos orgánicos nitrogenados. Wetzel (60); 

Stanier (54). Si bien los nitratos deben ser reducidos a amonio para 

su utilización en la célula, es este el recurso que provee mejor 

rendimiento para el crecimiento vegetal. Wetzel (60). Durante el 

metabolismo vegetal no hay excreción importante de compuestos de 

nitrógeno. Stanier (54).

El nitrógeno orgánico producido por las plantas es uti­

lizado por los animales para conformar sus propias proteínas. Es­

tos sí excretan grandes cantidades de nitrógeno en forma de molé­

culas simples como amoníaco, en el caso de los invertebrados; áci_ 

do úrico, los reptiles y las aves; y urea, los mamíferos. Estos 

dos últimos productos del metabolismo animal, son rápidamente 

transformados en dióxido de carbono y amonio en los ambientes na­

tural es. Stanier (54).

Cuando una planta o animal muere, el nitrógeno de sus 

compuestos es liberado mediante una serie de procesos, comunmente 

llamados putrefacción, mi ñera 1 ización o amonificación , llevados a 

cabo por numerosos grupos de bacterias heterotróficas y hongos. 

Lo mismo ocurre con sus productos de excreción. Kuznetsov (34); 

Rheinheimer (48).

El primer paso de dichos procesos es la hidrólisis de 

proteínas y ácidos nucleicos con liberación de amino ácidos y ba­

ses nitrogenadas. Luego, por decarbox ilación o desami nación, se­

gún la reacción (pH) del medio, las aminas terminales de los ami­

no ácidos son liberadas como amonio. Kuznetsov (34). Estas trans­

formaciones ocurren en aerobiosis y en anaerobiosis, principalmen 

te en los sedimentos del fondo, en caso de ambientes acuáticos, 

aunque también en el agua libre en menor proporción.
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En el primer caso, sedimentos, el amonio liberado se 

acumula en el agua intersticial y se liga a las partículas del S£ 

dimento por enlaces iónicos. A medida que se produce, se difunde 

lentamente al agua libre y así, al ambiente. De esta forma puede 

ser utilizado nuevamente por las plantas o las bacterias para su 

nutrición.

Por otra parte, el amonio en presencia de oxígeno, pue­

de ser oxidado a nitratos por acción de las baterías nitrifican- 

tes, en el proceso denominado n i tr i fi cac i ón. Este consta de dos 

fases. La primera, también llamada nitritación, consiste en la 

oxidación de amonio a nitritos, realizada principalmente por bac­

terias del género NlVioAomonaA y algunas otras de menor importan­

cia. La ecuación general que representa esta fase es:

NH^ + 1 1/2 O2 -------- NO2 + H2O + 2 H+ + Energía. Rheinheimer (48).

En la segunda, llamada de nitratación, los nitritos son oxidados 

a nitratos, principalmente por bacterias del género NlViobacteJi. 

La ecuación general es:

NO2 + 1/2 O2 -------- NOg + Energía. Rheinheimer (48).

La energía producida en estas reacciones es utilizada 

por los microorganismos implicados en el proceso para reducir di­

óxido de carbono y elaborar sus carbohidratos. Estos microorganis 

mos conforman dos grupos de bacterias muy especializadas, quimio- 

autotróficas, aeróbicas obligadas. Estas necesitan amonio, oxíge­

no y dióxido de carbono para su metabolismo, pero la nitrifica- 

ción no se detiene, aún en concentraciones de oxígeno tan peque­

ñas como 0,3 mg/1, pudiendo además, sobrevivir dichas baterías du 

rante largos períodos en ambientes anóxicos. Wetzel (60).
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Los nitratos producidos en el proceso de nitrifi cae ión 

se difunden en el medio ambiente y pueden ser utilizados en dis­

tintas formas. Una de ellas es la reducción asimilativa, en la 

cual los nitratos, previamente reducidos a amonio, son incorpora­

dos a las células, tanto de plantas como de bacterias. Otra forma 

es la reducción no asimilativa, en la cual los nitratos son utili­

zados por algunas bacterias como aceptor alternativo de electro­

nes, en lugar del oxígeno, para la oxidación de materia orgánica 

y obtención de energía. Así los nitratos son reducidos a nitritos, 

reacción catalizada por la enzima de membrana nitrato reductasa. 

Fenchel (14). Muchas bacterias heterotróficas poseen esta capaci­

dad recibiendo la denominación de “bacterias reductoras de nitra­

tos “ .

Los nitritos producidos se acumulan en el medio y en 

presencia de oxígeno pueden ser oxidados nuevamente a nitratos 

por las bacterias nitrifi cantes . En anaerobiosis los nitritos pue 

den sufrir una serie de reducciones sucesivas liberándose nitróge­

no molecular como producto final. Este fenómeno se llama denitri- 

ficación y sólo algunas especies de bacterias reductoras de nitra­

tos poseen el sistema enzimático para realizarlo, conformando el 

subgrupo de las bacterias den itrificantes. Stanier (54); Fenchel 

(14).

Jones (30) menciona, al igual que otros autores, la po­

sibilidad de que, en determinadas circunstancias, la reducción de 

nitratos pueda continuar hasta producir amonio.

Muchos autores, como Knowles (45), sugieren que la ni- 

trificación y la den itrifi cae i ón , aunque son reacciones opuestas 

y se realizan en condiciones de óxi do-reducci ón totalmente dife­

rentes, coexisten en el mismo ambiente. Ello se explica por 1 a for 

mación de mi ero-habi ta ts anóxicos en el seno de partículas orgá­

nicas dispersas en un ambiente oxigenado.
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El nitrógeno gaseoso, producto final de la den i tr i f i ca- 

ción, abandona el sistema en forma de burbujas y se pierde en la 

atmósfera. Existe un sistema inverso que permite la incorporación 

de nitrógeno atmosférico al ciclo y se llama fijación de nitróge­

no molecular.

Los organismos capaces de fijar nitrógeno molecular son 

bacterias simbióticas y asimbióticas y algas verde-azuladas.

En los ambientes acuáticos existen numerosas bacterias 

capaces de fijar el nitrógeno molecular en forma asimbiótica.

Representantes de los géneros AzotobaeteA y CtoitudZum, 

principalmente, y en condiciones especiales, algunas bacterias fo^ 

tosintéticas fijan el nitrógeno atmosférico. Wetzel (60); Stanier 

(54). Frente a la fijación realizada por las algas verde azuladas 

(Cyanophyta), la actividad bacteriana es habitualmente desprecia­

ble. Rheinheimer (48).

En general se asume que las pérdidas de nitrógeno mole­

cular por den itrifi cae ión y su ingreso por fijación, se compensan 

en forma aproximada, si bien, existen casos particulares en que 

esto no se cumple. Stanier (54).

1.2. PLAN DE TRABAJO

Esta breve reseña sobre los aspectos más importantes del 

ciclo del nitrógeno en aguas naturales nos permite comprender el 

papel fundamental que desempeñan las bacterias en los distintos 

procesos que lo componen.

Durante la realización de este trabajo, y para cumplir 

lo más ampliamente posible con los objetivos prefijados, se estu­

diaron seis grupos de bacterias fisiológicamente diferentes. Ellos 

son: bacterias heterotrófi cas aeróbicas totales, bacterias amoni-
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ficantes, bacterias reductoras de nitratos, bacterias denitrifi- 

cantes y bacterias nitri ficantes (nitritadoras y ni tratadoras) , 

cuyas funciones en el ciclo del nitrógeno ya fueron explicadas. 

Sólo se dejó de lado el grupo de las bacterias fijadoras de nitro 

geno molecular contemplando que su actividad suele ser de escasa 

importancia y que para su estudio hubiese sido necesario incorpo­

rar una metodología diferente a la de los restantes grupos fisio­

lógicos.

Se analizó la distribución y concentración de los com­

puestos inorgánicos de nitrógeno más importantes como amonio, ni­

tritos y nitratos y algunas caraeterísticas físico-químicas de 

los ambientes donde aquellos se producen y que pudieran influen­

ciar en los procesos involucrados. Se realizaron mediciones de 

temperatura, oxígeno disuelto, pH, conductividad eléctrica, alca­

linidad, entre otras.

Finalmente se realizaron ensayos biológicos con muestras 

inalteradas con el fin de establecer la magnitud de las distintas 

actividades bacterianas como demanda bioquímica de oxígeno, nitri_ 

ficación, reduceión de nitratos y los factores ambientales que las 

i n f 1 u e n c i a n .

I.3. EL embalse de RIO III

El embalse del Río Tercero es un lago artificial ubica­

do en la provincia de Córdoba a 32°11' latitud Sur y 64 ° 13' longi_ 

tud Oeste, cuyo represamiento se concluyó en 1930. Tiene una su­

perficie, a nivel del vertedero, de 5.426 Has, un volumen de 560 

Hm3 y una profundidad máxima de 42,5 m.

Está dividido en dos grandes lóbulos, uno más pequeño 

al Norte con el punto de mayor profundidad cerca del muro de con-
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tención, y otro mayor al Sur, más playo, que recibe a los tres 

principales afluentes del sistema. Ambos lóbulos se hallan unidos 

por una garganta estrecha y corta. (Fig. 1).

A orillas de este cuerpo de agua, la Comisión Nacional 

de Energía Atómica construyó una central de energía termo eléctri­

ca (Centro Nuclear Embalse) accionada por un reactor de fisión nu 

clear, que se pondrá en funcionamiento en 1983 y utilizara el agua 

del lago para fines de refrigeración. Esta situación puede traer 

aparejadas una serie de modificaciones ambientales que, aún no 

siendo catastróficas, pueden producir alteraciones en el actual 

funcionamiento del ecosistema. Entre esos cambios pueden hallarse 

involucrados algunos aspectos del ciclo del nitrógeno. Descartan­

do cualquier tipo de accidente, se debe tener en cuenta que un in 

cremento en la temperatura del efluente del sistema de enfriamien 

to, producirá un incremento en el metabolismo de los organismos 

en contacto con el mismo.

Por otro lado, es probable que a su paso por el sistema, 

parte del plancton del agua muera por agresiones mecánicas y tér­

micas, lo que llevaría a una acumulación de materia orgánica en 

la zona de salida con el consiguiente aumento de la putrefacción 

(amonificación), consumo de oxígeno y liberación de nutrientes de 

nitrógeno, especialmente amonio. Esto a su vez, puede alterar 

otros fenómenos encadenados como la tasa de productividad prima­

ria, producción de biornasa algal, etc.

Desde el año 1977, por un convenio realizado entre la 

Comisión Nacional de Energía Atómica (CNEA) y el Consejo Nacional 

de Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET), personal del 

Instituto de Limnología "Dr. Raúl A. Ringuelet" de la ciudad de 

La Plata se halla abocado al estudio de este ecosistema, con el 

fin de establecer sus características físico-químicas y biológi­

cas y poder así evidenciar los posibles cambios, sí éstos ocurriie 

ran, en años venideros.
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Figura 1: El embalse del Río Tercero, sus principales 
afluentes y las estaciones de rnuestreo.
L = litoral; P = profunda; G = garganta.
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Es en este contexto que surge la necesidad de llevar a 

cabo el presente trabajo, teniendo en cuenta que no existen precie 

dentes de obras similares en nuestro país y que sus resultados pue 

den ofrecer algún aporte para el conocimiento de los complejossis 

temas ecológicos y de los efectos de su alteración.
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II. OBJETIVOS

Con este trabajo se pretende contribuir al conocimiento 

de las bacterias que intervienen en el ciclo del nitrogé no y su can 

tidad y distribución temporal y espacial en un ambiente acuático 

continental representativo de nuestro país. Además, mediante el 

estudio físico-químico de dicho ambiente y de los procesos bioló­

gicos involucrados, interpretar los efectos del metabolismo délos 

microorganismos sobre el medio y los factores del mismo que afec­

tan a las poblaciones de bacterias en estudio.
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III. MATERIALES Y METODOS

III. 1. ESTACIONES DE MUESTREO

Durante la realización del presente trabajo se tomaron 

muestras periódicas mensuales en algunos casos y cada dos meses 

en otros, de agua y sedimentos en distintos lugares del lago. De­

bido al gran volumen de material necesario para su procesado, no 

todas las estaciones fueron estudiadas simultáneamente.

Con el fin de poner a punto las técnicas de recuento de 

las bacterias de los diferentes grupos y para los estudios inicia^ 

les en muestras de agua, se fijó una estación en la región cen­

tral, denominada garganta (G), por considerarse representativa de 

todo el lago. (Fig. 1). En esta estación, de aproximadamente 20 m 

de profundidad, se llevó a cabo la primera parte del trabajo. Se 

analizaron muestras tomadas en la superficie y cerca del fondo,lo 

que permitió reconocer las caracteristicas del agua a distintas 

profundidades y observar diferencias que harían necesarios otros 

tipos de muéstreos. Es por ello, que en el desarrollo de este tra_ 

bajo se encontrarán resultados referentes a muestras de "fondo", 

y otros referentes a muestras de la interfase agua-sedimento. Las 

primeras son muestras tomadas con el muestreador de agua a una dis^ 

tancia de 1 m aproximadamente por encima del fondo, mientras que 

las últimas son aquellas extraídas a muy pocos centímetros sobre 

el sedimento, con el aparato diseñado para esos fines.

Cuando se presentó la necesidad de estudiar las caracte 

rísticas físico-químicas y las poblaciones bacterianas de la in­

terfase agua-sedimento y de los sedimentos de zonas bajas bien 

oxigenadas y zonas profundas con oxigenación deficiente, fue nece­

sario buscar nuevas estaciones de muestreo. En algunas zonas de 

poca profundidad se encontraron muchas dificultades para la ex-
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tracción de muestras, por presentar el fondo consistencia de tos­

ca o de tierra muy compactada, debiéndose situar otros lugares 

que permitieran la obtención de gran cantidad de muestras homogé­

neas, con relativa facilidad y seguridad. Se fijaron entonces, 

dos estaciones más, una litoral de 8-10 m de profundidad y una 

profunda de 18-20 m de profundidad, en cada lóbulo del lago (Fig. 

1). Las estaciones de 20 m fueron tomadas como representativas de 

la zona profunda del lago, teniendo en cuenta que, si bien la pro 

fundidad máxima es de 42,5 m, el área de fondo que se encuentra 

por debajo de la cota de 30 m sólo representa algo más del 5% del 

área total de los sedimentos. Gran parte del trabajo con sedimen­

tos se realizó en las estaciones del lóbulo Norte, utilizando las 

del lóbulo Sur sólo para fines comparativos.

III.2 . METODOS DE OBTENCION DE MUESTRAS

III.2.1. Métodos de obtención de muestras de agua

Las muestras de agua de distintas profundidades se obti¿ 

vieron con una botella de tipo Van Dorn (Fig. 2). Consiste en un 

cilindro de Plexiglas abierto en ambos extremos y dos tapas de go 

ma rebatibles unidas por una banda elástica que pasa por dentro 

del cilindro. El aparato abierto se introduce en el agua colgado 

de una cuerda, y se lo deja hundir hasta la profundidad deseada. 

Una vez allí se deja deslizar por la soga un mensajero consisten­

te en un cilindro de bronce que, cuando llega al aparato, acciona 

un mecanismo que libera las tapas y éstas cierran los extremos de 

la botella herméticamente. Luego, se sube hasta la embarcación y 

por medio de un robinete se toman submuestras.

Las submuestras se colectaron en botellas de vidrio de
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Figura 2. Aparato tipo Van Dorn para la extracción de muestras de agua y 
detalles de su funcionamiento.
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250 ml de capacidad, con tapón esmerilado. En el caso de tratarse 

de muestras para análisis bacteriológicos, las botellas fueron pre 

viamente esterilizadas por calor húmedo. En los casos de muestras 

para análisis físicos o químicos, las botellas fueron lavadas en 

el laboratorio y enjuagadas varias veces con el agua de la mues­

tra, antes de ser llenadas definitivamente.

Las muestras así tomadas fueron transportadas al labora 

torio en oscuridad y refrigeradas en los casos en que la tempera­

tura reinante lo hizo necesario. Se procesaron dentro de las seis 

horas de extraídas.

III.2.2. Método de obtención de muestras de la interfa­
se agua-sedimento.

Para la obtención de muestras de estratos específicos 

en la interfase agua - sed i mentó, se diseñó un aparato como el que 

se indica en la Figura 3. Consiste básicamente en un trípode en 

cuyo centro si st lene una varilla con perforaciones a intervalos 

de 1 cm, en número de 100. El aparato consta además de varios tu­

bos de material plástico, uno de cuyos extremos se fija a la per­

foración de la varilla central que indica la profundidad a que se 

extraerá la muestra.

El aparato con los tubos así dispuestos se sumerge len­

tamente en el agua (a fin de evitar turbulencia) suspendido de su 

parte superior por una soga, y manteniendo los extremos libres de 

los tubos a bordo. Una vez en el fondo se apoya sobre sus tres pa_ 

tas las que se introducen en el fango, haciendo los discos de to­

pe en casos de sedimentos muy blandos y manteniendo el extremo in_ 

ferior de la varilla central a ras del fondo. A continuación y lúe 

go de unos minutos para que se reestablezca la estratifi cae ión, se
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Figura 3: Aparato utilizado para tornar muestras de la interfase agua-sedimento 
y detalles de su construcción.
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procede a succionar desde la embarcación a través de distintos tu 

bos marcados debidamente con la profundidad correspondí ente. La 

extracción se realiza con una pequeña bomba peristáltica manual.

Las muestras asi obtenidas se trataron en la misma for­

ma que las demás muestras de agua.

III.2.3. Métodos de obtención de muestras de sedimentos.

Para la obtención de muestras inalteradas de sedimento 

se construyó un aparato tipo Kajak (Fig. 4). Consta de un cuerpo 

metálico con una perforación central de 5 cm de diámetro y una ta_ 

pa desplazable, hacia arriba y hacia abajo, a lo largo de dos ejes 

también metálicos. En el agujero central y hacia abajo, se le ado 

sa un tubo de material acrílico (Plexiglas) de 5 cm de diámetro y 

largo variable (aproximadamente 40 cm).

Para extraer el material deseado, se suspende el apara­

to por la parte superior con una cuerda, se introduce en el agua 

con la tapa levantada y se deja hundir a una velocidad moderada y 

constante. Al llegar al fondo, el tubo plástico se introduce en 

el sedimento sin alterar su estratificación y, por la misma iner­

cia, se libera la tapa que se desplaza hacia abajo y obtura hermé 

ticamente la boca superior del tubo. Al retirarlo, jalando de la 

cuerda, el tubo trae en su interior un cilindro de sedimento de 

10-20 cm de longitud y el agua que está inmediatamente sobre él.

Antes de sacarlo del agua se obtura la boca inferior del tubo con

un tapón de goma y luego, ya sobre la embarcación, se retira el

tubo del aparato, se tapa la boca superior con otro tapón de goma

y se acondiciona para el traslado al laboratorio.

Los tubos poseen perforaciones cada 1 cm dispuestas en 

una hilera lateral, que en el momento del muestreo se hallan tapa_
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Figura 4. Aparato tipo kajak utilizado para la extracción de muestras de sedi­
mentos y detalles de su construcción y funcionamiento.
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das con cinta plástica adhesiva, a través de las cuales es posi­

ble extraer submuestras de agua cercana al sedimento mediante je­

ringas descartadles estériles. Algunos autores sugieren que las 

submuestras de sedimento sean tomadas en la misma forma. Jones (28). 

En muchas oportunidades, esto no fue posible debido a la consis­

tencia del sedimento, especialmente en las estaciones de baja pro 

fundidad. En estos casos se adoptó la siguiente metodología de ru 

tina. Se fijó el tubo mediante abrazaderas a un pie universal . Lúe 

go se reemplazó el tapón inferior por un émbolo que ajusta exacta_ 

mente en el interior del tubo. Se retiró el tapón superior y se 

desplazó el cilindro de sedimento hacia arriba hasta que afloró 

en la boca superior. Hecho esto, sobre esta boca del tubo, se co­

locó una sección de 1 cm de longitud del mismo tubo de acrílico, 

empujando luego con el émbolo 1 cm más el sedimento. Cuando su su 

perficie igualó el borde del suplemento, se introdujo entre éste 

y el tubo, una hoja fina de material plástico, cortando así, una 

rodaja de sedimento de 1 cm de longitud por el diámetro del tubo.

Estas submuestras fueron procesadas en forma apropiada 

según se utilizaran para estudios químicos o bacteriológicos, cu­

yos métodos se describen en las secciones correspondientes.

III.3 . METODOS DE DETERMINACIONES FISICO-QUIMICAS

III.3.1. Temperatura .

Se midió en el campo en el momento de la extracción de

las muestras con termómetro de mercurio.
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III.3.2. Oxígeno disuelto.

Se utilizó el clásico método de Winkler modificado por 

Alsterberg, tal como está descripto en Standard Methods (53).

III.3.3. pH.

Se determinó con peachímetro electrónico ORION modelo

701 A, siguiendo las instrucciones del manual del instrumento.

III.3.4. Alcalinidad total.

Se determinó titrimétricamente de acuerdo a Standard

Methods (53).

III.3.5. Amonio, nitritos y nitratos.

Para las determinaciones en muestras de agua, se filtra

ron 50 mi de muestra a través de filtros de fibra de vidrio What­

man GF/F.

Con muestras de sedimentos se procedió de la siguiente

manera: se centrifugaron 15 cc durante 30' a 3.500 rpm; luego se 

recogió y diluyó el volumen de agua sobrenadante hasta 30 cc con 

agua destilada y deionizada y se filtró como en el caso anterior

30 cc
Factor de dilución = --------------------------------------------------------------------

Volumen extraído de sobrenadante

Las determinaciones químicas fueron realizadas inmedia­

tamente después de la filtración. En caso contrario, las muestras 

fueron conservadas en congelador a aproximadamente -15°C, durante 

3 días como máximo.
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El método utilizado para la determinación de concentra­

ciones de amonio se basa en la formación del colorante azul de iin 

dofenol, cuya densidad óptica es medida a 660 nm. A 5 mi de mues­

tra filtrada se agrega 1 mi de solución de salicilato de sodio 

20% p/v, seguidamente 1 mi de una solución de ferrocianuro de po­

tasio 2% p/v y citrato trisódico 10% p/v en hidróxido de sodio 

0,1 N. Finalmente, se adiciona 1 mi de solución de hipoclorito de 

sodio 1,93% p/v en hidróxido de sodio 0,1 N. El color desarrolla 

totalmente luego de 2 hs a 27°C. La preparación de los reactivos, 

blancos y soluciones patrones, requiere el uso de agua reciente­

mente deionizada por columna con resina de intercambio iónico Am­

berlite IR-120. Las soluciones patrones se realizaron con sulfato 

de amonio.

Los nitritos presentes en las muestras reaccionan con 

la sul fani 1 ami da y N-(l-naft i 1 )-eti 1 endiami na formando un colorante 

azoico cuya intensidad de color es medida en espectrofotómetro a 

543 nm.- 5 mi de muestra filtrada son mezclados con 2 mi de una 

solución buffer de cloruro de amonio 2,6% p/v y tetraborato de so 

dio 2,1% p/v. Se agregan 0,5 mi de una solución de sulfani1 ami da 

1% p/v en ácido clorhídrico 10% v/v. Luego de 5 i 1 minutos se 

adicionan 0,5 ml de N-(1-nafti 1)-eti1endiamina 0,1% p/v. Después 

de transcurridos 10' se determina la absorvancia utilizando cel­

das de 1 cm de paso de luz. La curva de calibración se realizó 

con soluciones patrones de nitrito de sodio.

Los nitratos son reducidos cuantitativamente a nitritos 

a través de una columna de cadmio cobreado, determinándose luego 

los nitritos resultantes según el método descripto anteriormente. 

Para construir la columna reductora se siguieron las instruccio­

nes de Standard Methods (53) modificando las dimensiones de la 

misma y el flujo de pasaje en razón del pequeño volumen de mues­

tra utilizado. Se mezclan 10 mi de muestra filtrada con 0,4 mi de
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una solución de cloruro de amonio 18% p/v y EDTA 2,3%, y se pasan 

a través de la columna. Se descartan los primeros 4-4,5 mi y se 

recogen los siguientes 5 mi, determinando los nitritos obtenidos

por reducción de los nitratos presentes en la muestra. La estanda 

rización del método se llevó a cabo utilizando soluciones patro­

nes de nitrato de potasio.

III.4. METODOS DE CULTIVO Y CUANTIFICACION DE BACTERIAS

Algunos grupos de bacterias, como las bacterias nitrify 

cantes, por su calidad de microorganismos a utotrófi eos , presentan 

dificultades para crecer en medios de cultivo sólidos. Para unifi 

car criterios, se decidió trabajar con medios de cultivo líquidos 

para todos los grupos de bacterias estudiados, y utilizar como 

sistema de recuento la técnica de las diluciones múltiples o Núme 

ro Más Probable (NMP). Esta consiste en sembrar alícuotas de dilu 

clones realizadas a partir de la muestra, en series de tubos que 

contienen caldo de cultivo estéril. La mayor desventaja de este 

método reside en que los resultados obtenidos son estimaciones 

probabi1ísticas con un porcentaje alto de error. Sorokin y Kadota 

(52). Este error se puede reducir aumentando el número de tubos 

sembrados por dilución, o reduciendo los intervalos entre las di­

luciones. En ambos casos aumenta la cantidad de material utilizado.

En el presente trabajo se realizaron diluciones de 1:10 

y se sembraron tres tubos por dilución, esquema que presenta un 

error standard en las estimaciones del 69%. Aumentando el número 

de tubos sembrados a cinco por dilución, la cantidad de materia­

les necesarios aumentaría en un 66,6%, mientras que el error stand 

ard se reduciría del 69% al 53% solamente. Lo mismo ocurriría en 

el caso de reducir el rango de dilución. En vista de ello se adop 

tó el mencionado esquema.
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Las diluciones decimales de las muestras se realizaron

en tubos conteniendo 9 mi de agua de lago esterilizada por calor 

húmedo. Con alícuotas de las mismas, se inocularon series de tubos 

conteniendo los caldos de cultivo estériles adecuados para cada 

grupo fisiológico. En todos los casos se sembraron tres tubos con 

cada dilución de una batería de cinco diluciones consecutivas. En 

algunos casos excepcionales se sembraron seis diluciones consecu­

tivas para cubrir un rango más amplio (bacterias den itrificantes). 

En el caso de las bacterias nitrificantes , que presentan números 

muy bajos en muestras de agua, se sembraron tubos con un milili­

tro de muestra sin diluir, y en algunos casos se prepararon tubos 

especiales con 10 mi de caldo de doble concentración, que se sem­

braron con 10 mi de muestra.

Las diluciones y siembras se realizaron con pipetas de 

vidrio estériles. En todos los casos se dejaron algunos tubos de 

medio de cultivo sin sembrar, para ser utilizados como testigos 

negativos en el momento de las lecturas.

Para el análisis bacteriológico de las muestras de sedi­

mentos se procedió de la siguiente manera: Mediante una pipeta de 

vidrio de 10 cc cortada y con un émbolo plástico que ajusta en su 

interior, se tomó 1 cc de sedimento, se colocó en un tubo de ensa­

yo y se llevó a 20 rnl con agua destilada estéril. Así se obtuvo 

una dilución previa 1:20 que fue homogene izada para lograr una 

suspensión, a partir de la cual se realizaron las diluciones nece 

sarias para los recuentos.

Los medios de cultivo se prepararon según las fórmulas 

detalladas más abajo, ajustando su pH con una solución de OHNa 

0,1 N. Se distribuyeron en tubos de ensayo pequeños a razón de 

3-4 mi por tubo y se ester i 1 izaron en autoclave a 115°C durante 

15 minutos.
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III.4.1. Bacterias heterotróficas totales.

El medio de cultivo utilizado fue el OZ (Zobell modifi­

cado) cuya fórmula contiene:

Peptona 5 9

Extracto de levadura i g

P04Fe 0,01 g

Agua destilada csp 1000 mi

pH 6 ,8-7,0

Las diluciones utilizadas para los recuentos en mues­

tras de agua libre fueron IO"2, IO"3, IU 1, 10 J y 10 6. En mues- 

- 3 -4 -5 -6tras de interfase agua-sedimento fueron 10 , 10 , 10 , 10 y 

10 , al igual que para las muestras de sedimento a partir de la 

dilución previa 1:20 del mismo.

Los tubos inoculados y los testigos se incubaron 10 

días a 20°C. Al cabo de ese período se hicieron las lecturas, con 

Siderandose positivos, los tubos que presentaban turbidez y nega­

tivos, los que se mantenían semejantes a los testigos.

III.4.2. Bacterias amonificantes.

En la primera etapa de este trabajo se utilizó el medio 

recomendado para este grupo bacteriano en CCIW Manual (40), cuya 

composición es:

POzlHK9 0,2 g

PO4H2K 0,1 g

SO71Mg 0,25 g

Cl3Fe 0,001 g
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Glucosa 0,5 g

Peptona 2 g

Agua destilada csp 1000 mi

PH 6,8

Las diluciones utilizadas para las distintas muestras 

fueron las mismas que en la técnica anterior y el tiempo y tempe­

ratura de incubación, similares. La determinación de tubos positi_ 

vos y negativos se realizó por el agregado de reactivo de Nessler, 

cuya fórmula es:

Goma arábiga 1,75 g

IK 2 g

I2Hg 2 g

H^O cps 1000 mi.

Los cultivos que contienen amonio en solución adquieren, en con­

tacto con dicho reactivo, una coloración amar i 11 o-naranja intensa. 

Los negativos permanecen inalterados o toman un ligero color ama­

rillo, al igual que los testigos.

* Luego de varias pruebas se observó que los resultados 

positivos de turbidez y contenido de amonio en este medio de cul­

tivo y en el OZ modificado eran muy semejantes, no mostrando nun­

ca diferencias significativas. Es por eso que se decidió continuar 

con el OZ como único medio para ambas pruebas.

III.4.3. Bacterias denitrificantes .

Como en el caso anterior se adoptó en un primer momento 

el método propuesto en CCIW Manual (40), cuya composición es:
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POz1HK9 0,5 g

POziH9K4 c. 0,4 g

SO4Mg 0,25 g

C1 3 Fe 0,001 g

Cl 2Ca 0,2 g

NO9K i g

Glucosa 10 g

Agua destilada csp 1000 mi

Una vez preparado, se fraccionó en tubos de ensayo y se 

introdujo en cada uno de ellos una campana de Durham invertida, 

para atrapar el gas nitrógeno que pudiera producirse. A continua­

ción fueron esterilizados. Antes de proceder a su siembra, se pur 

garon para extraer el oxigeno disuelto, colocándolos en baño de 

María, enfriándolos luego rápidamente. Después de sembrados, se 

les agregó una capa de 1 cm de vaselina líquida estéril para evi­

tar la difusión de oxígeno en el caldo. Estos tubos sembrados y 

los testigos se incubaron 14 días a 20°C. Transcurrido este perío 

do, se procedió a la lectura, tomándose como positivos aquellos 

que presentaban gas en la campana de Durham, y como negativos, 

los que no lo presenta ban, aunque mostraran desarrollo evidente.

Este caldo de cultivo arrojó resultados poco Satisfacto 

rios, ya que se encontraron frecuentemente tubos positivos en di­

luciones altas y tubos negativos en diluciones bajas de una misma 

serie, lo que dificultó establecer los números más probables de 

bacterias.

Por esta razón se decidió cambiar por el medio propues­

to en Stanier (55), cuya composición es:

-26-



Solución buffer PO^HNa2 + POziH2K (pH 6,8) 40 mi

5 gExtracto de levadura

Solución de trazas de elementos 1 mi

Gl i cero 1 5 9

Glucosa 5 g

N03K 10 g

Agua destilada csp 1000 mi

Agar 3 g

Se decidió utilizarlo sin el agregado de agar para man­

tener el medio líquido. Como en el anterior medio de cultivo, se 

agregó a cada tubo la campana de Durham y se lo purgó antes de la 

siembra, después de la cual, fue cubierto con vaselina estéril.

Se sembró 1 mi de agua sin diluir y alícuotas de las d£ 
-3 -4Iuciones 10 ,10 ,10 , y 10 de las muestras de la columna 

de agua; alícuotas de las diluciones 10 , 10 , 10 ,10 , 10 

y 10* de las muestras de interfase agua-sedimento (aquí se sem­

braron 6 diluciones para asegurar la obtención de tubos positivos 
2 3 4 - 5y negat i vos), al ícuotas de las diluciones 10“ , 10" , 10" , 10" y 

10" preparadas a partir de las diluciones 1:20 de las muestras 

de sedimento.

La incubación y las lecturas se realizaron de la misma 

forma que con el medio anterior.

III.4.4. Bacterias reductoras de nitratos.

El medio de cultivo utilizado para los recuentos de las 

bacterias de este grupo es el comunmente recomendado en bacterio­

logía clínica y su composición es:
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Peptona 5 g

Extracto de carne 3 g

NOqK 10 9

Agua destilada csp 1000 mi

Las diluciones sembradas fueron 10 ,10 ,10 , 10 

y 10' para muestras de agua libre; 10 ,10 ,10 ,10 , 10 
< -2-3

y 10' para muestras de la interfase agua - sedimento; 10 ,10 ,
4 6

10" , 10’ y 10’ para muestras de sedimento previa dilución 1:20. 

Los tubos sembrados y los testigos fueron incubados por

14 días a 20°C. La determinación de tubos positivos y negativos 

se realizó por el agregado de reactivo N-(l-naftil) eti 1 end i am i na y 

de polvo de cinc.

El primer reactivo contiene:

HCl conc. 105 mi

Sul fan i 1 amida 5 g

N-(l-naf t i 1) et i lend i amina dicloruro .0,5 g

Acetato de sodio 136 g

Agua destilada csp 500 mi

A cada tubo se agregaron 2 o 3 gotas de dicho reactivo, 

el que en presencia de nitritos forma un compuesto de color rojo 

intenso, en cuyo caso los cultivos fueron considerados como posi­

tivos. En aquellos que no desarrol1aron color, se agregó además, 

una pizca de polvo de cinc para evidenciar si los nitratos del me 

dio de cultivo permanecían como tales o bien habían sido reduci­

dos a nitritos y poster iormente a algún otro compuesto de nitróge^ 

no. El polvo de cinc actúa reduciendo los nitratos a nitritos. En 

los tubos que desarrol1aron color en estas condiciones, los nitra 

tos permanecían como tal, por lo que fueron tomados como negati-
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vos, y en los que no lo hicieron fue totalmente reducido, tomando^ 

los también como positivos.

111.4,5. Bacterias nitrificantes.

Para los recuentos de bacterias nitrificantes también 

se utilizó el medio propuesto en CCIW Manual (40). Su composición 

química es:

A esta solución mineral se agregó 2 g de sulfato de amo 

nio por litro para realizar el recuento de bacterias nitritadoras 

en un caso, y 2 g de nitrito de sodio por litro para el recuento 

de bacterias nitratadoras , en el otro.

Dada la poca cantidad de este tipo de bacterias en el 

agua libre, se prepararon tubos con 10 mi de caldo de doble con­

centración, además de aquellos con las cantidades habituales.

Se sembraron 10 mi de muestra, 1 mi de muestra y alícuo
-1 - 2 - 3tas de las diluciones 10 , 10 y 10 para muestras de agua Ii-

-1 -2bre; 1 mi de muestra y alícuotas de las diluciones 10 ,10 ,
-3-410 y 10 para muestras de la interfase agua-sedimento; alícuo­

tas de las diluciones 10~\ 10"?, 10~\ 10“^ y 10'^ hechas a par­

tir de la dilución 1:20 de muestras de sedimento.

PO4HK2 2 g

SO4Mg i g

Cl 2Ca 0,2 g

Cl Na 1 9

Solución de trazas de elementos; 1 mi

Solución de vitaminas 1 mi

Agua destilada esp 1OOO mi
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Los tubos para recuento de bacterias nitritadoras se in

cubaron entre 30 y 45 días a 20°C. Matulewich (38). La evaluación 

de los resultados se realizó tomando alícuotas individuales de 

los tubos con pipetas Pasteur estériles y colocándolas en una pie_ 

dra de toque, donde se les agregó una gota del reactivo N-(l-naf 

ti 1)-etilend i ami na. Aquéllas que desarrol1aron coloración rosada 

o roja, indicadora de presencia de nitritos, se registraron como 

positivas. Mediante este sistema, los tubos negativos podían se­

guir por algún tiempo en incubación.

Los tubos para recuento de bacterias nitratadoras se in 

cubaron entre 90 y 100 días a 20°C. Matulewich (38). La lectura 

de los tubos positivos y negativos se realizó adaptando una técn£ 

ca propuesta en Rodina (49). Consiste, como en el caso anterior, 

en tomar alícuotas de los caldos sembrados y colocarlas en una 

piedra de toque. Luego se les agrega igual cantidad de una solu­

ción de ácido amidosulfónico al 5% dejando pasar diez minutos pa­

ra dar lugar a la reacción. En ésta los nitritos son destruidos 

liberándose nitrógeno molecular. A conti nuacióru se agregan gotas 

de una solución de difenilamina al 0,017%en ácido sulfúrico al 

85%, que reacciona con los nitratos formando un anillo de color 
♦ 

azul intenso en la interfase del medio de cultivo y la solución 

de ácido sulfúrico. Las pruebas realizadas permitieron establecer 

relaciones óptimas que son las siguientes: 1 gota de medio de cul_ 

tivo + 1 gota de solución de ácido amidosulfónico y, luego de diez 

minutos, 3 gotas de solución de difenilamina en ácido sulfúrico. 

Con este método se pudieron detectar concentraciones de 20 mg 

N-NO^ /I en más.
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III.5. METODOS DE AISLAMIENTO Y CLASIFICACION DE BACTERIAS

III.5.1. Bacterias reductoras de nitratos.

Con un ansa en anillo se tomaron alícuotas de caldo de

los tubos con reacción positiva y se sembraron en superficie pla­

cas de Petri con agar nutritivo (Oxoid), cuya composición es la

siguiente:

Extracto de carne

Extracto de Levaduras

1 9

2 9

Peptona 5 g

Cl Na 5 g

Agar 15 g

H2O dest.csp IOOO mi

Estas placas fueron incubadas durante una semana a 20°C 

y luego se aislaron colonias, representativas de los distintos ti_ 

pos desarrollados, las que fueron purificadas por sucesivos pasa­

jes por agar nutritivo y luego almacenadas en medio de conserva­

ción ENA (Difco) , que contiene: ♦

Extracto de carne

Proteosa Peptona

3 g

5 g

Triptona i g

Agar 4 g

H2O dest.csp 1000 mi

Cuando se acumularon cepas suficientes, se procedió a 

efectuar las siguientes pruebas: morfología, coloración de Gram, 

movilidad, posición de flagelos, producción de pigmento, produc­

ción de oxidasa, ataque a la glucosa en medio de Hugh y Leifson,
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reducción de nitratos a nitritos y reducción de nitratos a nitró­

geno molecular. Estas pruebas permitieron la clasificación siste­

mática en base a una clave de perfiles numéricos elaborada en la 

Sección Bacteriología del Instituto de Limnología "Dr. Raúl A.Rin 

gue1et". Di Siervi (12).

III.5.2. Bacterias denitrificantes .

Estas bacterias aeróbicas-anaeróbicas facultativas, de­

sarrollan su sistema enzimático, para respirar nitratos en anaero 

biosis, muy lentamente, y lo pierden rápidamente cuando crecen en 

presencia de oxígeno.

Los primeros intentos de aislamiento fueron realizados 

en forma similar al grupo anterior, pero se encontraron muchas di 

ficultades para evidenciar la capacidad denitrifi cante en cepas 

desarrolladas en presencia de oxígeno. Por este motivo se decidió 

efectuar los aislamientos por pasajes sucesivos en condiciones 

anaeróbicas. Para ello, partiendo de los tubos de recuento con 

reacción positiva, se tomaron alícuotas con pipetas Pasteur esté­

riles y se inocularon, por una parte, tubos con medio líquido co­

mo el utilizado en los recuentos y, por la otra, tubos con el me­

dio propuesto por Stanier (55), sellándolos con agar 2% estéril. 

Estos últimos dieron mejores resultados. Las cepas así aisladas 

se conservaron en medio ENA para su identificación y clasifica­

ción, las cuales se realizaron en igual forma que el grupo ante- 

r i o r .
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III.5.3. Bacterias nitrificantes.

A partir de cultivos positivos de ambos grupos, ni trita 

dores y ni tratadores, se realizaron diluciones seriadas en losres^ 

pectivos medios de cultivo, se incubaron a 20°C y fueron analiza­

das cada semana con las técnicas ya descriptas, hasta obtener nue 

vamente reacción positiva. A partir de estos últimos tubos con re 

sultado positivo se sembraron en superficie placas de Petri con 

agar nutritivo para evidenciar la posible presencia de bacterias 

heterotróficas. Aquellos que dieron reacción positiva y no demos­

traron contener bacterias heterotróf icas, se tomaron como base pa_ 

ra realizar enriquecimientos.

IIII.6. METODOS DE ENSAYOS BIOLOGICOS

III.6.1. Demanda bioquímica de oxígeno.

Las pruebas de DBO del agua se realizaron tomando varias 

muestras de la profundidad a estudiar, en la forma ya descripta 

en 1 a Secc i ón 111.2.

Una de ellas se analizó inmediatamente para establecer 

la concentración inicial de oxígeno y las botellas restantes se 

incubaron en oscuridad a la temperatura ambiente. A intervalos fi_ 

jos se fueron analizando una a una. El método utilizado fue men­

cionado anter i ormente en la Sección III.3.2, Los resultados se e_x 

presaron en mg 0^ .1 ~^.d~.

En el estudio de DBO para muestras de sedimentos se tra 

bajó con los tubos de acrílico tal cual se tomaron en el campo. 

Sin alterar su estratificación, se quitó el tapón de la boca supe 

rior y sobre el agua se vertieron 10 mi de vaselina líquida esté­

ril. Luego, realizando sifón con un tubo de vidrio acodado y una
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manguera de látex, se tomó una muestra en una botella de vidrio 

de 60 mi con tapón esmerilado y se analizó el contenido de oxíge­

no. El dato se tomó como oxígeno inicial. Los tubos se incubaron 

en oscuridad a la temperatura del lago en un baño de agua proce­

dente del mismo. Muestras tomadas a intervalos de 6-8 hs permitie 

ron observar el consumo por diferencia en la concentración de ox£ 

geno.

Se ensayaron distintos métodos de incubación de las mues_ 

tras. Algunos con agitación constante del agua para evitar que se 

formasen gradientes de concentración de oxígeno, otros homogenei- 

zando la columna de agua antes de extraer cada muestra y otros 

sin ninguna de estas precauciones, aunque, en todos los casos, 

con los tubos sellados con vaselina líquida para evitar la difu­

sión de oxígeno de la atmósfera al agua.

Los resultados mostraron algunas diferencias pero ningu 

na importante, por lo que se decidió incubar las muestras sin nin 

gún tipo de agitación por razones prácticas.
-2 -1Los resultados fueron expresados en mg O^.m .d

En los casos en que el agua sobrenadante fue escasa,par 

te del sedimento fue descartado desalojando el tapón inferior y 

dejando descender la columna de barro por dentro del tubo. Cuando 

ésta quedó reducida a una longitud de 10-15 cm, se volvió a colo­

car el tapón inferior y el volumen desplazado se reemplazó con 

agua del lago cuidando, al agregarla, de no alterar la superficie 

del sedimento. Luego se procedió a cubrir el agua con vaselina, 

se tomó la muestra inicial y se pusieron los tubos a incubar.
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III.6.2. Nitrificación .

Se realizaron ensayos para cuantificar el proceso de ni 

trificación en muestras de agua y sedimentos. Para ello se utili­

zó un inhibidor específico de ese proceso, Ally1 th i ourea, cuya 

eficacia fue probada por Hall (20).

Para las pruebas con muestras de agua se procedió del 

siguiente modo: se tomaron tres muestras en botellas de 250 mi de 

cada lugar a estudiar. En una de ellas se determinaron las concejo 

traciones de amonio, nitritos y nitratos, datos considerados como 

valores iniciales de la experiencia. Una de las dos restantes se 

inoculó con 5 mi de una solución de Allylthiourea 0,3 g/1 lograr^

do una concentración final de 6 mg/1. Ambas se incubaron en oscu­

ridad, a temperatura ambiente durante 24 hs. Transcurrido este 

lapso de tiempo se determinaron las concentraciones de los dife­

rentes compuestos de nitrógeno en ambas.

En las experiencias con muestras de sedimentos se proce 

dio en forma semejante, pero con muestras por duplicado. Como en 

los ensayos de DBO, se trabajó con las muestras intactas en los 

tubos de acrílico. Se tornaron 6 muestras de cada lugar a estudiar 

y se analizaron dos para observar las concentraciones de nutrien­

tes iniciales. Dos de los cuatro tubos restantes se inocularon 

con la misma solución de Allylthiourea hasta lograr una concentra 

ción final de 20 mg/1 en el sedimento y 5 mg/1 en el agua sobreña 

dante. Hall (20). El inhibidor fue incorporado a los tubos, centí 

metro a centímetro, a través de las perforaci ones laterales median 

te el uso de jeringas descartables de 1 cc. Todos los tubos se in 

cubaron entre 12 y 24 hs en oscuridad a temperatura ambiente, lúe 

go de lo cual se procedió a su análisis.
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III.6.3. Reducción de nitratos

Las experiencias de consumo de nitratos en los sedimen­

tos se realizaron en los tubos acrilicos de muestreo. Se tomaron 

muestras en cada una de las diferentes estaciones a estudiar, en 

numero variable de acuerdo a la cantidad de réplicas deseadas y 

al tipo de experiencia a realizar. Una vez en el laboratorio cada 

muestra fue inoculada con una solución de nitrato de potasio has­

ta una concentración final aproximada de 10 mg N-NO^ 1 ^ en el se 

dimento. La inoculación se realizó centímetro a centímetro con j£ 

ringa estéril a través de las perforaciones de los tubos.

En caso de realizar experiencias a temperaturas distin­

tas de la ambiental las muestras fueron colocadas unas horas a la 

temperatura elegida y luego inoculadas. Hecho ésto, se pusieron 

en incubación a la temperatura adecuada y en oscuridad, y un par 

de ellas fue analizado inmediatamente para establecer las concen­

traciones iniciales de las distintas formas de nitrógeno. Luego, 

cada 1 ó 2 horas se analizó un par de las mismas para observar la 

evolución de estos nutrientes.
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IV.  RESULTADOS

IV.1. PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS

En la Figura 5, están representadas las temperaturas me 

didas a distintas profundidades a lo largo del año. Las máximas va_ 

rían entre 24°C y 27°C en la superficie, y 20°C y 23°C en el fon­

do durante el verano (enero-febrero) , y las mínimas entre 8°C y 

10°C desde la superficie hasta el fondo en invierno (julio-agos­

to). Al iniciarse la primavera y aumentar la radiación solar, las 

capas de agua superficiales aumentan su temperatura, efecto que 

se prolonga hasta fines del verano produciendo un gradiente térm£ 

co de 5-6°C de diferencia entre la superficie y el fondo. Ese gra 

diente es continuo sin que se note una termoclina marcada.

Con los primeros vientos fríos, las aguas superficiales 

pierden temperatura, se hunden en las que están inmediatamente de 

bajo y así se homogeneíza toda la columna. Esta situación de en­

friamiento y mezcla, continúa hasta el final del invierno.

Se puede decir entonces que el Embalse del Río Tercero 

se comporta como un lago monomíctico, con un período de estratifi_ 

cación aunque no muy marcada en verano, y un período de circula­

ción en invierno.

En la Figura 6, se puede observar la distribución anual 

del oxígeno disuelto en las distintas profundidades. Las zonas 

próximas a la superficie se mantienen durante todo el año con con 

centraciones próximas al límite de saturación, íntimamente ligado 

a la temperatura, sobrepasándolo en algunas ocasiones en las zo­

nas de mayor productividad primaria. Mariazzi et al. (37). Duran­

te el invierno la concentración de oxígeno disuelto en la columna 

de agua se mantiene uniforme debido a que el lago circula y el 

oxígeno producido en la zona fótica, tiene acceso a los estratos 

más profundos no productivos. Además el consumo de oxígeno en el
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Figura 5: Distribución anual de la temperatura. Los 
. números indican profundidad en metros.

F = fondo.
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Figura 6: Distribución anual del oxígeno disuelto. Los 
números indican profundidad en metros.
F = fondo.

-39-



agua y en los sedimentos es mínimo en ese período del año. (Sec­

ción IV.4,1.). En esta época, hallamos concentraciones de 7 a 9 
i

mg 0^.1 en todas las profundidades, valores que pueden disminuir 

levemente en muestras tomadas muy cerca del fondo.

Con los primeros calores, la circulación se interrumpe 

y comienza a notarse déficit de oxígeno en las zonas más profun­

das, situación que se agudiza con el avance del verano por falta 

de aporte de las zonas productivas y porque con el aumento de la 

temperatura el consumo de oxígeno por las poblaciones bacterianas 

se incrementa notablemente. (Sección IV.4.1.). En verano es común 
_ 1

hallar concentraciones de 8-9 mg 0^.1 en superficie, y 0-1 mg 

0^.1~^ cerca del fondo en zonas profundas. Esta situación se re­

vierte con el final del verano al mezclarse nuevamente el lago.

La temperatura y el oxígeno disuelto son dos variables 

de gran importancia en los fenómenos biológicos estudiados en el 

presente trabajo. La temperatura influye di rectamente sobre la velo 

cidad de reacción de los procesos biológicos, mientras que la pre 

sencia de oxígeno es imprescindible para algunos de esos procesos 

(nitrificación) y perjudicial para otros (denitrificación). Cuan­

do el objeto de estudio fueron muestras de sedimentos, se debió 

prestar especial atención a estos aspectos, sobre todo a las con­

centraciones de oxígeno disuelto. En la Figura 6, se puede apre­

ciar que durante el período de estratificación, mientras el sedi­

mento en una zona del lago con 20 m de profundidad puede estar ex.
-1puesto a condiciones de 0 mg 0^.1 , el de una zona litoral con

10 m de profundidad puede hallarse en presencia de 5 o más mg O2. 

1~ L Estas diferencias en las condiciones ambientales podrían aca 

rrear diferencias en las poblaciones bacterianas o en su activi­

dad, es por eso que se decidió estudiar muestras de sedimentos de 

zonas litorales y de zonas profundas, a fin de evaluar esa posibi_ 

lidad. Además, respecto de las concentraciones del oxígeno disue]_
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to, se observó que en la interfase agua-sedimento siempre existe 

un tenor de oxígeno inferior que en el agua libre de la misma pro 

fundidad. Estas diferencias son pequeñas en los meses invernales 

pero pueden ser marcadas en el verano, especialmente en zonas de 

poca profundidad. Como ejemplo de ello se puede mencionar que en 

febrero de 1983, mientras que en el agua libre a 10 m de profundj_ 

dad había 5,24 mg 02.l~1, a 1 cm sobre el sedimento en una zona 

-1 con algo menos de 10 m de profundidad se detectaron 3,88 mg 0^.1 

En junio del mismo año, los valores para idénticas muestras fue­

ron de 7,87 mg O^.T1 y 7,65 mg O^.l"1 respectivamente. Este fenó 

meno no parece ser tan importante en las zonas profundas donde 

las concentraciones de oxígeno son escasas de por sí en la época 

estival.

El pH en general es ligeramente alcalino y su distribu­

ción obedece a un esquema semejante a los de temperatura y oxíge­

no disuelto. En el verano se observa un gradiente con valores en­

tre 6,0 y 6,2 en las proximidades del fondo carente de oxígeno, y 

entre 8,3 y 8,5 en las zonas de mayor productividad primaria, cer 

ca de la superficie. Luego de la época de mezcla, su distribución 

es homogénea con valores entre 7,0 y 7,5. Lo mismo ocurre con la 

conductividad eléctrica y las concentraciones de carbonatos y bi­

carbonatos. Estas variables se hallan íntimamente relacionadas al 

pH, a la temperatura y a las concentraciones de aniones y catio­

nes en el agua y pese a sus variaciones anuales, no muestran val£ 

res que representen un condicionamiento para el normal desarrollo 

de las poblaciones bacterianas y de los procesos que éstas reali­

zan.

En aguas libres las concentraciones de amonio y nitra­

tos fueron muy fluctuantes, oscilando el amonio entre 0 y 200 pg 

N-NH^.r y los nitratos entre 0 y 100 pg N-NO~.1~ . Los picos m£ 

ximos de ambos compuestos se observaron en mayo durante la época
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de mezcla. Las concentraciones de nitritos fueron generalmente in 

detectables en muestras de aguas libres.

En las Figuras 7a y 7b, están representadas las cantid^ 

des de los distintos compuestos de nitrógeno encontrados a lo lar. 

go del año en la interfase agua-sedimento en estaciones litorales 

y estaciones profundas. El amonio presenta concentraciones entre 

100 y 300 pg N-NHt.l"1 durante casi todo el año con excepción del 

período de mezcla en que cae por debajo de esos límites llegando 

a cantidades apenas detectables en algunas ocasiones. En esa épo­

ca se presenta un pico exagerado en las concentraciones de los n£ 

tratos con valores de 220-260 pg N-NO^.l"1, mientras que durante 

el resto del año se encuentra en concentrac i ones entre 0 y 50 pg 

N-NO*. r1.

Los nitritos rara vez superan los 20 pg N-NO^.l ^.

En los sedimentos se presenta un esquema similar, si 

bien las concentraciones halladas son considerablemente mayores 

(Figs. 8a y 8b). Se observa una gran acumulación de amonio duran­

te gran parte del año, con concentraciones que superan en algunos 
+ -1casos los 10 mg N-NH^.l , y un descenso brusco a niveles a veces 

no detectables en la época de mezcla. Como en el caso anterior, 

en esta época se observan las mayores concentraciones de nitratos 

ascendiendo a más de 2 mg N-NO^.l’^ en muestras de la zona profun 

-1da, y a más de 5 mg N-NO^.l en muestras de la zona litoral. Du­

rante el resto del año se encuentran concentraciones entre 0 y 

0,5 mg N-NOr 1"^.

Las concentraciones de amonio siempre son mayores en 

las muestras de zonas profundas que en las de zonas litorales mien 

tras que lo inverso ocurre con las concentraciones de nitratos.

Las concentraciones de nitritos también fueron siempre 

bajas.
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IV.2. BACTERIAS

En la Figura 9, están representadas las cantidades de 

bacterias heterotróficas totales, amonificantes , reductoras de ni_ 

tratos, y denitrifi cantes , contadas en distintas épocas del año 

en aguas superficiales. En ella se puede observar que la distribu 

ción temporal de los tres primeros grupos es semejante, presentar^ 

do todos sus números máximos de individuos durante la primavera 

(setiembre-noviembre) y los mínimos en invierno (jun i o-juli o). Las 

curvas resultantes de unir los recuentos de cada grupo son seme­

jantes a la curva anual de temperatura (Fig. 5) que parece ser el 

factor principal en el control de esas poblaciones. Las bacterias 

denitri ficantes presentan una distribución algo diferente, ya que 

los recuentos más elevados no fueron los de la primavera sino los 

de la época de mezcla del lago (marzo-mayo) que corresponde con 

la época de mayor concentración de nitratos en el agua (Sección 

IV.1). A su vez el recuento más pobre se realizó en noviembre, 

época de muy baja concentración de nitratos, aunque también fue­

ron bajos los de invierno (juni o-ju1 i o ) .

Los valores máximos y mínimos encontrados para cada gru 

po fueron:
4

- Bacterias heterotróficas totales: más de 10 bact./ml 
en setiembre-noviembre, y 2 x 10 bact./ml en julio.

3
- Bacterias amonifi cantes: 7 x 10 bact./ml en noviem- 

bre, y 7 x 10 bact./ml en julio.

3
- Bacterias reductoras de nitratos: 4 x 10 bact./ml en 

2 noviembre, y 2 x 10 bact./ml en julio.

- Bacterias deni tr i ficantes :2 x 10^ bact./ml en marzo-abril, 

y 4 x 10° bact./ml en noviembre.

Los recuentos de los mismos grupos en muestras de agua 

del fondo son en general más elevados que los anteriores y sus va_
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Figura 9: Distribución anual de varios grupos de 
bacterias heterotróficas en muestras de 
aguas superficiales (bact./ml).
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Figura 10: Distribución anual de varios grupos de bacterias 
Keterotrofleas en muestras de agua próximas al 
fondo (bact./ml).
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Naciones anuales no son tan marcadas (Fig. 10). Los picos máxi­

mos siguen siendo en primavera (setiembre) con excepción de las 

bacterias amoni ficantes que presentan los mayores números en vera_ 

no (enero). Los mínimos varían en los distintos grupos hallándose 

recuentos bajos en invierno y en noviembre en todos.

Las bacterias denitri ficantes tienen una distribución 

mucho más uniforme que en la superficie y también presentan sus 

concentraciones más elevadas en setiembre.

Los números máximos y mínimos hallados fueron:

- Bacterias heterotróficas totales: 4,3 x 10^ bact./ml 
3 en setiembre, y 2 x 10 bact./ml en noviembre.

- Bacterias amonificantes : 9 x 10 bact./ml en verano, 
2 y 9 x 10 bact./ml en invierno.

3
- Bacterias reductoras de nitratos: 6 x 10 bact./ml en 

2 
setiembre, y 4 x 10 bact./ml en otoño.

2
- Bacterias den itrificantes : 2 x 10 bact./ml en setiem 

i 
bre, y 5 x 10 bact./ml en agosto.

Las bacterias nitrifi cantes se encuentran en concentra­

ciones muy bajas en las muestras de agua, tanto en superficie co­

mo en el fondo. Los valores máximos se hallaron en los meses de 

setiembre y noviembre con recuentos de 50 bact./ml y los mínimos 

en julio con recuentos de 20-30 bacterias cada 100 mi de muestra.

La distribución de los distintos grupos en muestras de 

la interfase agua-sedimento es mucho menos uniforme que en las 

muestras de agua libre. Recuentos realizados en la misma época en 

años consecutivos, o en el mismo año con días o semanas de d i f e - 

rencia, arrojaron resultados muy dispares.

Si observamos los recuentos de bacterias heterotróficas 

totales y amoni ficantes (Fig. 11) vemos que los valores más altos 

encontrados en cada mes obedecen al mismo esquema que los recuen­

tos de aguas libres. Los números de bacterias por mililitro son

-48-



Figura 11: Distribución anual de varios grupos de bacterias 
heterotróficas en muestras de lá interfase 
agua-sedimento (bact./ml).
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más altos que en las muestras de fondo, siendo los máximos de 

5 x 10 bact./mi en noviembre y los mínimos de 3-4 x 10 bact./mi 

en verano, presentando ambos grupos también números bajos en el 

invierno (julio). Las bacterias reductoras de nitratos presenta­

ron valores máximos de 1-2 x 10^ bact./mi en verano y mínimos de 

2 x 101 bact./mi en invierno (Fig. 11). En este grupo se observa­

ron algunas diferencias entre las muestras de zonas litorales y 

profundas. En las zonas litorales las concentraciones de bacterias 

fueron en general algo mayores, y en las zonas profundas fueron 

más parejas a lo largo del año con excepción de las muestras toma_ 

das en invierno.

En los recuentos de bacterias denitrifi cantes esas dife 

rencias se hallan más exageradas. Los números de bacterias oscila_ 

ron entre 4 x 10 y 0 bact./mi. La concentración más elevada en 

muestras de zona profunda se encontró en marzo y la más baja en 

invierno y diciembre con 9,1 bact./mi. En la zona litoral las má­

ximas fueron en julio y setiembre y la mínima en diciembre con 0 

bact./mi.

Las bacterias nitrificantes cuyos recuentos se grafica- 

ron en la Figura 12, presentan sus valores más elevados en prima- 
2 3vera y verano con 5 x 10 y 10 bact./mi para las bacterias nitrj

1 1tadoras, y 10 -6 x 10’ para las bacterias nitratadoras.

Lamentablemente no existen datos correspondientes a la 

época de mezcla (marzo-abri 1 ) en que se encuentran las concentra­

ciones más elevadas de nitritos y nitratos (Sección IV,1,), y de 

nitrificación (Sección IV,4,2,).

La distribución anual de las bacterias en sedimentos es 

bastante diferente de las poblaciones bacterianas en aguas. Las 

cantidades de bacterias por mililitro de sedimento se mantienen 

más constantes durante el año y todos los grupos presentan sus va 

lores máximos en la época de mezcla (marzo-abri 1 ) . No se encontra
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Figura 12 a: Distribución anual de bacterias nitratadoras 
en muestras de aguas libres y de la interfase 
agua-sedimento.
B = zona baja o litoral; P = zona profunda.
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Figura 12 b: Distribución anual de bacterias nitratadoras 
en muestras de aguas libres y de la interfase 
agua-sedimento.
B = zona baja o litoral; P = zona profunda.
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ron diferencias significativas entre los recuentos de zonas lito­

rales y zonas profundas.

Las bacterias heterotróficas totales se hallan en canti_ 
7 - 7dades de 10 bact./mi durante todo el año con un máximo de 6 x 10 

bact./mi. (Fig. 13). Las bacterias amon i fi cantes presentan una dis 

tribución y cantidades semejantes, (Fig. 14), ya que en muchos ríe 

cuentos sumaron el cien por ciento de las heterotrófi cas.

Las bacterias reducto ras de nitratos y las denitrifican. 

tes (Figs. 15 y 16), muestran un esquema similar con recuentos pa_ 

rejos durante el año pero el pico máximo de marzo-abril se desta­

ca más claramente que en los casos anteriores. Este pico coincide 

como en el caso de las muestras de inter fase con las máximas con­

centraciones de nitritos y nitratos (Sección IV.1.), y las máxi­

mas tasas de nitrificación (Sección IV.4,2,). Los valores más ele_ 
6 vados encontrados fueron de 9,2 x 10 bact. reductoras de nitra- 

6 tos/ml y 4,8 x 10 bact. denitrificantes/ml , en la época de mez- 
2 

cía, y los mínimos de 7 x 10 bact./mi para ambos grupos en julio 

aunque los promedios en esa época superaron generalmente las 103 

bact./mi .

La distribución de las bacterias nitrifi cantes no están 

pareja como para los grupos anteriores (Fig. 17). Estas presentan 

su máximo en abril-mayo, una disminución en invierno y luego au­

mentan nuevamente en setiembre mostrando los recuentos más pobres 

en la época de verano (diciembre-febrero). Los máximos oscilan al_ 
6 rededor de 3 x 10 bact./mi y coinciden con las concentraciones 

máximas de nitratos (Sección IV.1.), con las tasas máximas de n i_ 

trificación (Sección IV.4.2.), y con la época de mezcla que es 

cuando el oxígeno accede a los sedimentos. Los recuentos mínimos 

se registraron en verano con cantidades de 3 x 10 bact./mi en di_ 
3 ciembre y 7 x 10 bact./mi en enero.

No se hallaron diferencias significativas entre muestras
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Figura 13: Distribución anual de bacterias heterotróficas 
totales en muestras de sedimentos. Los números 
indican profundidad en centímetros en el sedi­
mento.
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Figura 14: Distribución anual de bacterias amonificantes 
en muestras de sedimentos. Los números indican 
profundidad en centímetros en el sedimento.



Figura 15: Distribución anual de bacterias reductoras de 
nitratos en muestras de sedimentos. Los números 
indican profundidad en centímetros en el sedi­
mento.
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Figura 16: Distribución de bacterias denitri ficantes en 
muestras de sedimentos. Los números indican 
profundidad en centímetros en el sedimento.
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Figura 17: Distribución anual de bacterias nitrificantes 
en muestras de sedimentos. Los números indican 
profundidad en centímetros en el sedimento.
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de zonas litorales y zonas profundas, aunque sí, entre las pobla­

ciones de bacterias nitritadoras y nitratadoras siendo los recuein 

tos de estas últimas generalmente inferiores y en algunas ocasio­

nes hasta diez veces menores.

IV.3. Clasificación de las Bacterias.

En estudios previos realizados en la Sección Bacteriolo 

gía del Instituto de Limnología "Dr. Raúl A. Ringuelet" con mues­

tras de agua del Embalse del Río Tercero se aislaron, purificaron 

y tipificaron numerosas cepas de bacterias he terotróficas , Gram 

negativas. Parte de los resultados de dichos trabajos sobre un to 

tal de más de 650 cepas se hallan graficados en la Figura 18. Se 

puede observar que el género mejor representado es F£avobacíeA.Zum, 

que constituye más del 35% de los aislamientos tanto de muestras 

superficiales c'omo de fondo. Le siguen en importancia ^cZmZobacteA, 

Mon.axcZZat Cytophaga, Picudomondé y Xliantomond¿ , con, aproximada­

mente, el 10% de los aislamientos cada uno, y en menor proporción 

individuos de los grupos enterobac ter i a s , Ae4omona¿-Víbuo, 5% ca_ 

da uno, y de los géneros Ch^omobacterium y kZcaZZgcncA, 0,5% cada 

uno. Los mismos géneros se pueden considerar como representantes 

de las bacterias amoni ficantes si se tiene en cuenta que en muchos 

recuentos, especialmente en muestras de sedimentos, las bacterias 

amoni ficantes resultaron ser el cien por ciento de las heterotró- 

ficas totales. Por otro lado ambos grupos fueron cultivados en 

caldos proteicos, principalmente con base de peptona lo que indi­

ca su capacidad para metabolizar esa fuente de materia orgánica.

Para el estudio sistemático de las bacterias reductoras 

de nitratos y denitrificantes se hicieron 115 aislamientos a par­

tir de tubos de recuento de esos grupos con resultados positivos.
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Figura 18: Cantidad de bacterias de diversos géneros expresados como 
porcentaje del total de los aislamientos para los distintos 
grupos. F = CtavobcicteAtum; Cy = Cytopluiga; Ac = AcZrieXobaeteA; 
M = MoAzixeCZa; X = Xhciiitomoncu; P = Rseudomoiicui; AV = grupo 
Keaomona^-Ctbato; E = enterobacterias; Ch = ChAomobadteAtam; 
Al = AZcaZZgerie^.
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Sólo 92 resultaron ser cepas de bacterias Gram negativas con capa 

cidad para reducir nitratos a nitritos y entre éstas sólo 34 ce­

pas mostraron capacidad para producir nitrógeno molecular a par­

tir de nitratos.

De las 85 cepas reductoras de nitratos tipificadas (Fig. 

18), las cantidades y porcentajes fueron: 32 ( 37,6%) ?¿e.u.domo ncu; 

19 (22,4%) Flavo bactd^um; 18 (21,1%) en terobacteri as ; 11 (13%) 

Ae4or)iüna¿-l/íb.uo ; 3 (3,5%) Atcattgene^; y 2 (2,4%) Moaaze.Ha,

Se lograron identificar 32 cepas de bacterias denitrify 

cantes y estas fueron: 15 (46,9%) Póeudomoaaó; 9 (28,1%) entero- 

bacterias; 7 (21,9%) Flavo bacterium’, y 1 (3,1%) AZcatígeneó. Lamen_ 

tablemente, no se logró concretar la clasificación sistemática de 

las bacterias nitrificantes. Esta se realiza exclusivamente en ba 

se a características morfológicas. Bergey's Manual (5). Debido a 

su condición de bacterias autotróficas sólo crecen en medios mine 

rales y lo hacen muy lentamente, Matulewich et al. (38), por lo 

que resulta muy dificultoso mantener cultivos puros y lograr den­

sidades altas de bacterias para realizar los estudios taxonómicos.

De cualquier manera, como se dijo antes (Sección III,5. 

3.), se lograron cultivos que demostraron capacidad para oxidar 

amonio a nitritos, y nitritos a nitratos, y en los que no se pudo 

demo strar presencia de bacterias heterotrófi cas cuando se sembra­

ron con ellos caldos ricos en materia orgánica. Según Lees (35), 

esta evidencia es suficiente para comprobar la presencia de bacte 

r i a s n i t r i f i c a n t e s .
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IV.4. ENSAYOS BIOLOGICOS

IV.4.1. Demanda bioquímica de oxígeno.

Las experiencias realizadas demostraron que la DBO tan­

to de muestras de agua como de sedimento presentan una marcada de 

pendencia de la temperatura. En muestras de agua de la interfase 

agua-sedimento incubadas a 24°C se observó un consumo de 0,5-0,6 

mg O2.l .d mientras que muestras semejantes incubadas a 19°C 

consumieron 0,10-0,15 mg 02.l"1.d‘1. Lo mismo se observó cuando 

se estudiaron muestras de sedimento. En la Figura 19, se presentan 

las rectas de regresión correspondientes al consumo de oxígeno en 

función de la temperatura, para una serie de muestras de sedimen­

to tomadas en una estación litoral y una estación profunda en dis_ 

tintas épocas del año e incubadas a la temperatura ambiental de 

ese momento. Se observa que los sedimentos de ambas profundidades 
-2 -1se comportan en forma semejante consumiendo 100-150 mg 02.m .d 

a 11°C, y 550-600 rng 02.m~^.d”^ a 23°C. Experiencias realizadas 

con muestras semejantes, tomadas en el mismo momento, e incubadas 

a las temperaturas mencionadas arrojaron como resultados: muestras 

litorales 130 mg 09.m .d a 11°C y 680 mg O2.m .d a 23°C; 
-2-1 -2-1muestras profundas 150 mg O2.m .d a 11°C y 520 mg O^.m .d a 

23°C.

En la Figura 20, se representa el contenido de oxígeno 

disuelto en el agua sobre el sedimento en función del tiempo en 

muestras de la estación litoral (L) y la estación profunda (P) to 

madas en el mismo momento e incubadas a distinta temperatura. Aquí 

nuevamente se puede apreciar la semejanza en el consumo de oxíge­

no por ambos tipos de muestras y la diferencia de consumo de las 

mismas al variar la temperatura. Esa paridad en el consumo de oxí 

geno es coincidente con los recuentos bacterianos realizados, cu­

yas cifras no difieren en valores significativos entre las mués -
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Figura 19: Curvas de regresión trazadas en base a experiencias 
de consumo de oxígeno por muestras de sedimento rea 
Tizadas a distintas temperaturas,
B = zona baja o litoral; P = zona profunda.
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Figura 20: Curvas de consumo de oxígeno por muestras de sedi­
mento Idénticas Incubadas a distintas temperaturas. 
B = zona baja o litoral; - P = zona profunda.
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tras de zonas litorales y profundas. Por otro lado las diferencias 

de consumo dependientes de la temperatura nos permiten explicar 

las deficiencias de oxígeno halladas en las zonas profundas du­

rante el verano y de los gradientes de concentración de dicho ele 

mentó encontrados en las proximidades del fondo.

IV.4.2 . Nitrificación.

La nitrificación medida en muestras de agua alcanzó va­

lores entre 0,01 y 0,09 mg N.l^.d-1. Estas cantidades se halla­

ron en el agua libre en setiembre a las profundidades de 5 y 10 m. 

En enero sólo las muestras próximas al fondo evidenciaron nitrifi_ 

cación. En muestras de la estación litoral el valor más elevado 

fue de 0,028 mg N.I .d a 10 cm sobre el fondo y en muestras de 

la estación profunda 0,088 mg N.I \d ^ a 25 cm del fondo. Las di_ 

ferencias entre ambas estaciones podrían estar vinculadas con las 

concentraciones de oxígeno que son generalmente bajas en esa épo­

ca del año.

La tasa de nitrificación en sedimentos más elevada se 

observó en mayo, (fig. 21), coincidiendo con las máximas concen­

traciones de nitratos encontradas (Sección IV.1.), con los recuen­

tos más altos de bacterias nitrifi can tes (Sección IV.2,) y con la 

época de aporte de oxígeno a los sedimentos (Sección IV.1.). En 
-2 -1ese momento los valores fueron de 94 mg N.m .d en el primereen 
- 2 -1timetro de la estación litoral y 32,2 mg N.m .d en el primer 

centímetro de la estación profunda, correspondiendo a una tempera^ 

tura de incubación de 15°C.

En junio se realizaron experiencias incubando muestras 

de ambas profundidades a diferentes temperaturas. Las tasas de ni_ 

trificación en el primer centímetro de muestras de zonas litorales
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Figura 21: Resultados de diferentes experiencias de nitrificación con 
muestras de sedimentos, a = en distintas épocas del año a 
la temperatura ambiente; b = en un mismo momento incubando 
muestras idénticas a distintas temperaturas.
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-2-1 -2-1y zonas profundas fueron de 16,2 mg N.m .d y 10,8 mg N.m .d 

respectivamente a 11°C y para los mismos tipos de muestras de 5,28 

mg N.m'^.d y 5,4 mg N.m ^. d- a 23°C.

En las experiencias de julio realizadas a 8,5°C se ni- 

trificaron 5,7 mg N.m .d en el primer centímetro de muestras 

de la zona litoral tanto como de la zona profunda.

IV.4.3. Reducción de nitratos.

En las Figuras 22 y 23 se hallan representados los re­

sultados de una experiencia de reducción de nitratos realizada con 

muestras de las estaciones litoral y profunda. Muestras de ambas 

estaciones por duplicado fueron incubadas a 11°C y a 23°C.

En ellas se puede observar que, en todas las muestras e 

independientemente de la temperatura, hay un rápido descenso en 

la concentración de nitratos y un incremento marcado en la concejo 

tración de nitritos. Las concentraciones de amonio descienden le­

vemente en las muestras de la zona litoral mientras que aumentan 

considerablemente en las muestras de la zona profunda. Si bien la 

temperatura contribuye a que los fenómenos mencionados se vean rno 

doradamente aumentados en las muestras incubadas a 23°C, es obvio 

que las diferencias halladas se deben a diferencias intrínsecas 

entre muestras de distintas zonas.

Estos resultados concuerdan con los expuestos en Jones 

(30), donde se explica que los principales productos de la reduc­

ción de nitratos son amonio en la zona profunda y nitrógeno en la 

zona litoral, independientemente de los números de bacterias re- 

ductoras de nitratos y den itri ficantes que se encuentren. Las zo­

nas profundas parecerían tener un mayor potencial para reducir 

los nitratos a amonio y el mismo estaría ligado a las mayores con
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Figura 22: Resultados de experiencias de reducción de nitratos 
realizadas con muestras de sedimentos de la zona 
litoral incubadas a distintas temperaturas.
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Figura 23: Resultados de experiencias de reducción de nitratos 
realizadas con muestras de sedimentos de la zona 
profunda incubadas a distintas temperaturas.
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centraciones de materia orgánica que en ellas se hallan. En las 

zonas con menor concentración de nutrientes, como son las litora­

les, el principal producto sería el nitrógeno molecular. En ambos 

casos el nitrito aparece como un producto intermedio. La diferen­

cia radicaría en que, aunque en ambas zonas se produjeran cantida_ 

des iguales de nitrógeno molecular y amonio, este último sería rá 

pidamente reciclado en la zona litoral donde el proceso de nitri­

ficación (NH^ -------- NO^) es más activo, y el nitrato producido se

volvería a reducir dada la gran avidez de los sedimentos por ese 

compuesto. Si se tiene en cuenta que en cada una de estas reduc­

ciones alguna porción del nitrógeno involucrado se pierde como ni_ 

trógeno elemental, es lógico esperar mayores cantidades de esta 

forma en zonas litorales, y mayores concentraciones de amonio en 

zonas profundas donde la nitrificación es generalmente menor.
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V. RESUMEN

Por medio de un maestreo bimensual se pudieron conocer 

algunos aspectos del Embalse del Río Tercero, par ticulármente en 

lo que se refiere al ciclo del Nitrógeno. Con una botella de tipo 

Van Dorn se tomaron muestras de agua de distintas profundidades, 

con un aparato diseñado "ad hoc" se muestrearon estratos específi_ 

eos de la interfase agua-sedimento y con un muestreador tipo Kajak 

se tomaron muestras del sedimento. Las estaciones de muestreo se 

ubicaron en lugares representativos del embalse en zonas litora­

les, poco profundas y con aguas bien oxigenadas durante todo el 

año, y zonas profundas que presentan déficit de oxígeno en la pro^ 

ximidad de los sedimentos en verano.

En las muestras de agua se determinó la temperatura, la 

concentración de oxígeno disuelto, el pH, la alcalinidad total, 

la conductividad eléctrica y las concentraciones de nutrientes de 

nitrógeno como amonio, nitritos y nitratos. Se realizaron también 

recuentos de bacterias he terotróficas totales, amoni ficantes , re­

ductoras de nitratos, denitrifi cantes y nitrificantes (nitritado- 

ras y nitratadoras). En las muestras de sedimentos se analizaron 

las concentraciones de nutrientes de nitrógeno y se cuantifi carón 

los grupos bacterianos mencionados. En el laboratorio se realiza­

ron aislamientos, purificación y tipificación de cepas, a partir 

de los tubos de recuento con resultados positivos, de los distin­

tos grupos fisiológicos de bacterias. Finalmente, se realizaron 

experimentos destinados a cuantificar algunos procesos bioquímicos 

bacterianos, como la demanda bioquímica de oxígeno, la nitrifica­

ción y la reducción de nitratos que son aspectos fundamenta 1 es del 

ciclo del nitrógeno.
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La temperatura determina una época de estratificación

no muy pronunciada en verano, con 24—27°C en la superficie que 

disminuye gradualmente en 5-6°C hasta el fondo, y una época de 

mezcla (mayo) y circulación durante el invierno con 7-8°C en toda 

la columna de agua. Ello explica que el oxígeno que se produce 

por fotosíntesis en la zona fótica, se distribuya en forma homog£ 
-1

nea (7-9 mg 0^.1" ) entre la superficie y el fondo durante la ep£ 

ca de circulación y que en el verano sea común hallar altas con­

centraciones de oxígeno en la superficie (8-9 mg 0^.1 ^) y concern 

traciones muy bajas o nulas en zonas profundas, debido a que las 

capas de agua de distinta densidad no se mezclan. Lo mismo ocurre 

con la distribución de los otros parámetros químicos estudiados. 

Los nutrientes en cambio presentan concentraciones de 0-200 pg 

N-NH^.l"1 y 0-100 pg N-N07.1“^ durante todo el año y sus picos 

más altos se observaron en la época de mezcla al romperse la es­

tratificación. Los nitritos siempre se hallan en concentraciones 

apenas detectables. Las bacterias presentan en general sus concen 

traciones máximas en setiembre y las mínimas en invierno. Los re­

cuentos obtenidos en muestras superficiales fueron: bacterias he- 
4 2terotróficas totales/ml 10 en setiembre y 2 x 10 en julio; bac- 

3 1terias amonificantes/ml 7 x 10 en noviembre y 7 x 10 en julio;
3 2bacterias reductoras de nitratos/ml 4 x 10 en noviembre y 2 x 10 

en julio; bacterias denitrificantes/ml 2 x 10 en marzo-abril y 

4 x 10° en noviembre. Como se puede observar, los valores máximos 

de este último grupo coinciden con la época de mayor concentra­

ción de nutrientes. En las muestras próximas al fondo las concen­

traciones de bacterias son algo más elevadas y las variaciones es^ 

tacionales menos notorias. Las bacterias nitrifi cantes se encuen­

tran en cantidades muy bajas en las muestras de agua.
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En las muestras de la interfase agua-sedimento se obser 

vó muchas veces un gradiente en la concentración de oxígeno, debi_ 

do seguramente al elevado consumo de ese elemento por parte del 

fondo. Las concentraciones de nutrientes son más altas que en el 

agua libre, hallándose 100-300 yg N-NH^.l durante casi todo el 

año y siendo apenas detectable en la época de mezcla. Los nitra- 
-1 tos presentaron inversamente un pico de 220-260 yg N-NO^.l en

la época de mezcla y concentraciones de 0-50 yg N-NO^.l * el res­

to del año. Las concentraciones de amonio fueron mayores en mues­

tras de la zona profunda, y los picos de los nitratos en las mues­

tras de las zonas litorales. Las bacterias presentan concentrado 

nes en orden de magnitud mayores que las halladas en las muestras 

de aguas profundas, siendo las proporciones entre los distintos 

grupos, semejantes. Las bacterias nitrifi cantes se encuentran me- 

jor representadas con máximos de 10 bact. nitritantes/ml y 6 x 

10^ bact. nitratantes/ml.

En los sedimentos los nutrientes mostraron un comporta­

miento similar al de la interfase agua-sedimento pero las concen­

traciones fueron notablemente mayores. El amonio presentó concen­

traciones de varios miligramos por litro, superando en algunos ca 
+ -1sos los 10 mg N-NH..1 y los picos de nitratos en la época de 

mezcla fueron de 2 mg N-NO^.l”^ en la zona profunda y de 5 mg N- 

N0^.1~^ en la zona litoral. Las bacterias presentan en los sedi­

mentos, una distribución anual mucho más pareja que en el agua, 

siendo las cantidades de microorganismos mil veces superiores.

Los números máximos de todos los grupos se encontraron en la épo­

ca de mezcla y fueron: bact. heterotróf i cas totales y bact. amoni_ 

ficantes, 6 x 10 por mi; bact. reductoras de nitratos, 9,2 x 10 

por ml; bact. denitrifi cantes, 4,8 x 10 por mi; bact. nitrifican 
6tes, 3 x 10 . No se hallaron diferencias significativas entre las 

cantidades de bacterias en muestras de zonas litorales y de zonas 

profundas.
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Como resultado de los aislamientos de bacterias hetero- 

tróficas realizados se observó que el género ttavobacteAtum nu- 

clea el 35% de las cepas purificadas y le siguen en importancia 

AcZneío bacíe/L, Mo^ax^tta., Cytophaga, PóQ.udamonan y Xantomonaó con 

el 10% aproximadamente cada uno. Entre las bacterias reductoras 

de nitratos y denitrifi can tes los géneros más importantes fueron 

P^cadomoncu, P£aA>obaatQA.¿am y enterobacteri as .

La demanda bioquímica de oxigeno depende íntimamente de 

la temperatura habiéndose establecido que las muestras de sedimen 

to tanto de zonas litorales como de zonas profundas consumen 100- 

150 mg O^.m .d a las temperaturas del invierno y 550-600 mg 

O^.m .d a las de verano lo que contribuye notablemente al defi 

cit de oxígeno observado en esta época en las zonas profundas.

Las tasas más elevadas de nitrificación se observaron 

en los sedimentos en la época de mezcla, momento en que el oxíge­

no tiene acceso al fondo del lago luego del verano. Los valores 
- 2 -1hallados fueron de 94 mg N.m .d en muestras de sedimento de la 

- 2 -1zona litoral, y 32,2 mg N.m .d en muestras semejantes de la Z£ 

na profunda a una temperatura de 15°C. Por otra parte se observó 

que la nitrificación es más intensa en los sedimentos de la zona 

litoral, relacionado probablemente con las concentraciones de ox¿ 

geno disponibles y de materia orgánica en los sedimentos. También 

se encontraron mayores tasas de nitrificación a temperaturas modie 

radas que a las temperaturas del verano debido probablemente a 

una competencia por el oxígeno entre las bacterias nitrifi can tes 

y las bacterias he terotróficas. Los nitratos son reducidos en los 

sedimentos rápidamente, independientemente de la temperatura y 

tanto en la zona litoral como en la profunda. Mientras en esta úl 

tima la reducción de nitratos resulta en un marcado incremento en 

las concentraciones de amonio, no ocurre lo mismo en la zona lito 

ral en la que se supone que los nitratos son reducidos principal­

mente a nitrógeno molecular.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El embalse del Río Tercero presenta un ciclo térmico 

anual que determina movimientos de las masas de agua que básica­

mente consisten en un período de circulación entre la superficie 

y el fondo durante el invierno y un período de estancamiento o 

estratificación durante el verano. Este fenómeno influye a su vez 

en forma importante en la distribución del oxígeno disuelto en el 

agua. La temperatura incrementa la velocidad de los procesos bio­

lógicos aumentando en primavera y verano la cantidad de producto­

res primarios y la materia orgánica particulada, Mariazzi et al. 

(36), pero también las poblaciones bacterianas que se nutren de 

ésta y que consumen oxígeno (Sección IV.4.4.). Además, al aumen­

tar la temperatura, la capacidad del agua de contener oxígeno en 

solución disminuye. Ello determina que en verano, sumando la fal­

ta de aporte de oxígeno de las zonas productivas al aumento de ac 

tividad bacteriana, las zonas profundas del lago presenten un dé­

ficit de oxigeno, algunas veces marcado. Los sedimentos de zonas 

profundas expuestos a carencia de oxígeno durante una parte del 

año, presentan diferencias con los sedimentos de zonas litorales 

que se hallan todo el año en contacto con agua bien oxigenada. 

Los primeros presentan color oscuro y consistencia limosa, mien­

tras que los últimos, color pardo claro y predominancia arenosa. 

Los fenómenos que en ellos ocurren son también diferentes en algu 

nos casos. Si bien la degradación de la materia orgánica y las 

transformaciones de los compuestos de nitrógeno se producen tam­

bién en el agua libre, es en los sedimentos donde estos procesos 

ocurren con mayor intensidad. Prueba de ello son las concentracio­

nes halladas en los distintos niveles (Sección IV.1.), y, como se 

explica más adelante, también en este aspecto hay diferencias en­

tre sedimentos profundos y litorales.
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Las bacterias heterotrófi cas están bien representadas 

en el agua libre. Su distribución en las muestras superficiales 

guarda cierta semejanza con la variación térmica si bien existen

muchos otros factores que pueden regularla, especialmente la can­

tidad de materia orgánica particulada que también aumenta con la 

temperatura. La presencia de altos números de bacterias reducto- 

ras de nitratos no condice con las concentraciones de esa forma 

de nitrógeno halladas en aguas libres, pero debe tenerse en cuen­

ta que estos microorgani smos son heterotróf i eos y no deben obliga^ 

damente obtener su energía de ese recurso salvo cuando las condi­

ciones ambientales así lo exigen. Las bacterias den itrificantes 

forman el grupo menos representado entre las heterotrófi cas y su 

distribución presenta los recuentos más elevados en la época de 

mezcla. Ello coincide con el momento de mayor producción de nitra_ 

tos y otros autores que hallaron resultados similares, Fischer 

(15), lo asocian con la época en que gran parte de la biomasa 

planctónica muere dando lugar a la mi neral ización y a la forma­

ción de microambientes anaeróbicos en el seno de partículas orgá­

nicas dispersas en el agua. Las poblaciones de bacterias halladas 

en muestras de fondo (próximas a 20 m) fueron en general más volu 

miñosas y su distribución más pareja en las distintas épocas del 

año. Para explicarlo debe tenerse en cuenta que los cambios térmi­

cos son más moderados en las profunidades, y fundamentalmente que 

existe un constante aporte de materia orgánica particulada prove­

niente de las zonas superficiales por sedimentación y de nutrien­

tes en solución provenientes del fondo. Las bacterias nitrifican- 

tes son muy escasas en aguas libres seguramente debido a las ba­

jas concentraciones de sustrato presentes. Las concentraciones 

apenas detectables de nitritos en aguas y aún en sedimentos, se 

deben a que la oxidación de nitritos a nitratos procede mucho más 

rápido que la oxidación de amonio a nitritos y las bacterias ni-
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tratadoras, si bien se encuentran en concentraciones menores que 

las nitritadoras , oxidan inmediatamente todos los nitritos produ­

cidos, Fenchel (14). Además, en presencia de oxígeno, la concen­

tración de amonio disponible es el factor limitante de la nitrify, 

c a c i ó n .

Los mismos argumentos expresados para explicar el incre­

mento en las poblaciones bacterianas en las muestras de fondo son 

aplicables a las muestras de la interfase agua-sedimento. En las 

Figuras 7a y 7b se puede observar la mayor concentración de nu­

trientes en esa zona. Debe tenerse en cuenta por otra parte, que 

al ser tomadas este tipo de muestras tan cerca del fondo (1 cm), 

cualquier alteración del mismo podría producir turbulencias con 

la consiguiente resuspensión de gran número de partículas y bact£ 

r i a s .

En los sedimentos hubo una distribución anual de las po 

blaciones bacterianas más uniforme que en aguas libres. Todos los 

grupos presentan sus números máximos de bacterias aproximadamente 

en la época de mezcla, formando un pico que sobresale de los re­

cuentos realizados en otras épocas del año (Figs. 13, 14, 15, 16 

y 17). Ese pico no es tan importante en los casos de bacterias h^ 

terotróficas totales y amonificantes, pero sí lo es para las bac­

terias reductoras de nitratos y, más todavía, para las bacterias 

denitrificantes, al menos en los sedimentos de zonas profundas. 

Las bacterias nitrificantes también presentan sus números máximos 

en esta época, pero los recuentos del resto del año no son tan 

constantes como para los otros grupos.

El hecho de hallar poblaciones estables de bacterias he 

terotróficas a lo largo de todo el año se puede deber a que los 

sedimentos conforman un ambiente más estable que el agua libre. 

Además los procesos de putrefacción o mi ñera 1 ización se llevan a 

cabo tanto en forma aeróbica como anaeróbica, lo que explica que
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no haya diferencias notables entre las poblaciones de estos gru­

pos de bacterias en sedimentos de zonas litorales y profundas. Al_ 

gunas diferencias se notaron entre las poblaciones de bacterias 

den itrificantes de estas dos zonas. Las bacterias nitrifi can tes 

mostraron los recuentos más altos entre el otoño (máximo) y la 

primavera. Ello se debe a que en la época de mezcla el agua bien 

oxigenada que se enfria en la superficie, accede al fondo que con 

tiene gran cantidad de amonio acumulado permitiendo la nitrifica- 

ción. Esta situación se mantiene hasta la primavera en que cornier^ 

za a faltar el oxigeno nuevamente. Si recordamos que las bacterias 

nitrificantes son microorganismos aeróbicos obligados es lógico 

esperar los recuentos más bajos en verano como efectivamente ocu­

rre .

Según Sorokin y Kadota (52) el consumo de oxigeno es un 

índice directo de la mi ñera 1 ización de materia orgánica. Los re­

sultados de las experiencias de DBO (Fig. 19) muestran que, las 

muestras de zonas litorales y profundas consumen aproximadamente 

lo mismo a igual temperatura. Teniendo en cuenta que no existe 

gran diferencia entre las poblaciones bacterianas heterotróficas 

de ambas zonas y que la mi ñera 1 ización no depende del tenor de 

oxigeno, se puede decir que este proceso ocurre de igual forma du 

rante todo el año en uno y otro lugar. La intensidad, como lo de­

muestra la DBO, dependerá de la temperatura. Ello debería resul­

tar en una acumulación de amonio constante en los sedimentos de 

todo el lago, pero esto no ocurre así debido al proceso de nitri- 

ficación, al menos en parte.

Los resultados de las experiencias realizadas para cuar^ 

tificar la nitrifi cae i ón , señalan que este proceso ocurre con ma­

yor intensidad en los sedimentos de las zonas litorales que se en 

cuentran todo el año en contacto con agua de elevado contenido de 

oxígeno. Además, aunque el incremento de la temperatura estimula
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el metabolismo de las bacterias nitrifi cantes, se observa que las 

tasas de nitrificación mas bajas son las encontradas en las expe­

riencias realizadas con temperaturas propias del verano. Fenchel 

(14), explica resultados similares diciendo que al incrementarse 

la temperatura, se incrementa la competencia por el oxígeno por 

parte de las bacterias heterotrófi cas, por lo que desciende la 

cantidad de amonio oxidado. El consumo excesivo en verano puede 

reducir la penetración del oxígeno en los sedimentos a unos pocos 

milímetros, Hargrave (22), pero siempre los sedimentos de la zona 

litoral reciben mayor aporte de este elemento presentando mejores 

condiciones que los de la zona profunda para que se realice la 

oxidación del amonio. Así se explica que se encuentren concentra­

ciones más elevadas de esa forma de nitrógeno en las muestras de 

zonas profundas que en las de zonas litorales. Por otro lado se 

pudo comprobar con las experiencias de reducción de nitratos que 

este producto de la nitrificación es rápidamente reducido en am­

bos tipos de muestras a medida que es producido. La vía de reduc­

ción es

no; -------  no; -------- -  N, ---------NH*
3 2 2 4

si bien existen otros productos intermedios muy poco estables y 

de difícil detección. Ahora bien, según Jones (30) el principal 

producto de esa reducción en las zonas litorales sería el nitróge_ 

no molecular mientras que en las zonas profundas, el amonio. Esto 

constituye un elemento más para explicar las diferencias halladas 

entre zonas litorales y profundas.

No existe seguridad respecto a que se produzca más amo­

nio en las zonas profundas que en las litorales como producto de 

la reducción de nitratos. Lo que sí se sabe es que existe mayor 

acumulación. La explicación dada consiste en suponer que, al ser
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la nitrificación más activa en la zona litoral, el amonio producá 

do puede ser reoxidado y vuelto a reducir perdiéndose en estos pa 

sajes una proporción de nitrógeno en forma de nitrógeno molecular, 

fenómeno que no ocurriría o lo haría en mucho menor escala, en la 

zona profunda.
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