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RESUMEN. 

Las aguas residuales son productos de desecho tanto doméstico, como de procesos 

industriales, las cuales contienen contaminantes que pueden tener un grave efecto 

sobre el ambiente al cual son descargadas, o sobre la salud de animales y humanos 

(Amman, 1998). Entre los principales contaminantes de las aguas residuales se 

encuentran los compuestos inorgánicos de nitrógeno como  amonio, nitrato y  nitrito 

(Cervantes, 2000). 

La nitrificación biológica es la oxidación del amonio a nitrito y posteriormente a nitrato 

por medio del metabolismo de dos grupos de bacterias conocidas como; oxidantes 

de amonio y oxidantes de nitrito (Kowalchuk, 1999). Este proceso a sido 

ampliamente utilizado para tratar aguas residuales con altas concentraciones de 

amonio. La desnitrificación es el proceso por el cual el nitrato es reducido a nitrógeno 

molecular por bacterias desnitrificantes, proceso que también ha sido aprovechado 

para tratar aguas residuales (Bothe, 2000).  

El estudio de las dinámicas de las poblaciones bacterianas dentro de reactores de 

tratamiento de aguas se  realizó hasta hace una década y media, por medio de 

microbiología clásica, lo cual a la luz de nuevas técnicas desarrolladas muestran que 

estas pueden tener sesgos ya que no mostraban el total de las bacterias presentes 

en este tipo de ambientes (Wagner, 1993). Las técnicas de biología molecular han 

ampliado el conocimiento que tenemos sobre la composición, la estructura y la 

dinámica de las comunidades bacterianas de medios complejos como son los lodos 

activados (Amman, 1998). 

En el presente trabajo fueron estudiados los cambios en composición y estructura de 

las comunidades bacterianas presentes en dos reactores de tratamiento de aguas 

trabajando en serie, uno nitrificante y otro desnitrificante. Dichos cambios estuvieron 

relacionados a las condiciones de operación en, y se documentaron en base la 

técnica conocida como DGGE (Muyzer, 1993). Así mismo, se investigó la importancia 

de algunos aislados desnitrificantes, dentro de su comunidad.  

Fue posible aislar seis cepas diferentes de bacterias desnitrificantes las cuales 

fueron identificadas por galerías API como: Chryseomonas luteola, Alcaligenes 



 

xylosoxidans, Burkholderia cepacia, Sphingomonas paucimobilisy Acinetobacter 

johnsonii. Una de ellas no pudo ser identificada y fue nombrada cepa Dsn1. Los 

aislados tuvieron una velocidad de crecimiento similar en medio desnitrificante, pero 

la cepa de C. luteola mostró un consumo de nitrato mayor que el resto. 

Las comunidades bacterianas de ambos reactores mostraron ser muy estables 

durante el tiempo mientras las condiciones de operación fueron constantes y con 

cargas de amonio o nitrato moderadas. El rector nitrificante presentó cambios en los 

perfiles de su comunidad bacteriana, relacionados al aumento de la concentración de 

amonio.  Como la eficiencia del reactor era baja (25%), se efectuaron cambios en la 

operación, aumentando la aireación y después de un periodo de adaptación se 

observó un aumento en la eficiencia (95%), que estuvo acompañado por un cambio 

en la estructura de la comunidad bacteriana. El reactor desnitrificante también 

presentó cambio en los perfiles de su comunidad bacteriana una vez que la 

concentración de nitrato aumentó, así mismo presentaba una baja eficiencia de 

remoción de nitrato (30%), después de los ajustes realizados al sistema de reactores 

se observó  paulatinamente una mejora en la eficiencia del reactor hasta alcanzar un 

75% al final de este estudio. Sin embargo, el perfil de la comunidad permaneció sin 

cambios con respecto al inicio de la carga alta de nitrato, lo que aporta evidencia al 

hecho de que puede existir una adaptación paulatina de la comunidad a las 

condiciones y un aumento de la biomasa total presente en el reactor, sin que exista 

un cambio en la estructura de la comunidad. 

De las seis cepas desnitrificantes aisladas sólo Dsn1 mostró una coincidencia con 

una banda importante del perfil de la comunidad desnitrificante, durante el periodo en 

que el reactor manejaba  concentraciones  medias de nitrato, sin embargo esta 

banda desapareció del perfil una vez que se aumentó la concentración de nitrato, 

pero entre las bandas que aumentaron su tamaño en estas condiciones se encontró 

una que coincidía con la banda obtenida para la cepa Alcaligenes xylosoxidans  

indicando que probablemente esta cepa en condiciones de concentraciones altas de 

nitrato tiene una presencia importante, lo cual la hace probablemente una de las 

cepas responsables de la desnitrificación dentro del reactor.  



 

ABSTRACT 

Wastewater treatment is one of the most importantant enviromental issues for this 

century, ammonia and nitrate are among the most common water contaminants. 

Nitrification and denitrification are biological processes done by bacteria that oxidaze 

ammonia to nitrate and nitrate to molecular nitrogen on different sources (soil, fresh 

and marine water) and have been used in wastewater treatment reactors to eliminate 

these compounds. 

In this work  we followed microbial community changes in time and at different 

ammonium and nitrate concentrations in two wastewater treatment reactors (nitrificant 

and denitrificant) by PCR based Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

and the correlation between community profiles and the eficiency of the reactors, also 

we observed the importance of six denitrificant isolated strains within their community 

by the same technique. 

On both reactors there was no change on the community profiles while they work at 

low amonium charge and nitrate (around 50 ppm) but when the charge incresed 

(around 100 ppm) there were important changes on community profiles. Nitrificant 

reactor at  the beggining of high loads of ammonium had a poor eficiency (25%) and it 

was correlated to a define community profile, when more air was pumped to the 

reactor eficiency increased to good remotion rates (95%) and a change on the 

community profile was observed. Denitrificant reactor eficiency was low at initial high 

nitrate charges (30%) but this eficiency incresed in time to reach 75%, changes on 

community profiles were no detected, this is the firs report where a change on 

eficiency is not correlated to a change on community profile. 

Only one no identifided isolated strain (named Dsn1) appear as a relevant band on 

denitrificant reactor community profiles at nitrate 50 ppm but when concentration 

increased and community had changed this band desappear and a new relevant 

band showed a correspondence with a Alcaligenes xilosoxidanns isolated strain 

making it interesting for bioaugmentation studies. 

 

Key words: Nitrification, denitrification, DGGE. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 AGUAS RESIDUALES. 

El incremento en la utilización  de los recursos naturales, relacionado con el aumento 

de la población mundial y su necesidad de obtener satisfactores, ha obligado a 

buscar la manera de aprovechar mejor los recursos y de ser posible reutilizarlos. La 

capacidad para manejar los desechos y reaprovecharlos, así como controlar la 

contaminación causada por las actividades humanas será, a la larga, crucial para el 

desarrollo de la humanidad, en donde el mejor manejo del agua es uno de los de los 

mayores problemas a resolver. 

Las aguas residuales son aguas sucias producidas una vez que se ha utilizado agua 

para cualquier proceso. Las industrias, así como los hogares, producen aguas 

residuales derivadas de diferentes procesos y con diferencias en sus características, 

por lo cual se clasifican  por su origen, en aguas residuales industriales y domésticas. 

Algunas aguas residuales están contaminadas con compuestos químicos cuya 

presencia puede tener un grave efecto sobre el ambiente  donde son descargadas o 

sobre la salud del hombre y los animales. El tratamiento de aguas residuales es el 

proceso utilizado para la eliminación de contaminantes en el agua (Amann, 1998).  

Dentro de los principales compuestos contaminantes del agua se encuentran los 

compuestos orgánicos como hidrocarburos, compuestos inorgánicos altamente 

tóxicos, como los metales pesados y compuestos inorgánicos medianamente tóxicos 

como los compuestos de nitrógeno. Sobre estos últimos se estima que en los últimos 

100 años, la actividad humana  ha duplicado la cantidad  de compuestos de 

nitrógeno como nitratos y amonio en el globo terrestre, debido principalmente a las 

industrias química y agroquímica (Breemen, 2002). En consecuencia, el nitrógeno en 

sus distintas formas ha contribuido a la contaminación atmosférica,  de suelos y  de 

cuerpos de agua.     

1.2 ELIMINACIÓN DE COMPUESTOS DE NITRÓGENO DE AGUAS RESIDUALES.  

1.2.1 Ciclo del nitrógeno. 

El nitrógeno está presente en la naturaleza en numerosos estados de oxidación, la 

interconversión entre estos estados es predominantemente biológica.  De manera 



 

general, el ciclo de este elemento (Figura 1.1) empieza con el proceso de fijación de 

nitrógeno molecular y es regresado a la atmósfera mediante la desnitrificación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.1 Esquema del ciclo del nitrógeno (Prescott, 1999). 
 

La fijación de nitrógeno molecular es  realizada por procariotas aerobios y anaerobios 

y no tiene lugar en los eucariotas (Madigan, 1998). Aunque en menor grado, también 

puede ocurrir  químicamente en la atmósfera a través de descargas eléctricas o  

puede ser fijado industrialmente por el hombre para la producción de fertilizantes 

nitrogenados, mediante el denominado proceso de Haber-Bosch (Dickson, 1980). 

 El amoniaco, producto de la fijación del nitrógeno, es incorporado a la materia 

orgánica en forma de amina, esto es realizado por plantas principalmente. La 

descomposición de la materia orgánica conduce a la formación de amonio por el 

proceso de amonificación.  
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El amonio a su vez, puede retornar a formas orgánicas o puede ser oxidado por 

microorganismos aerobios para formar nitrato (nitrificación) que a su vez, puede ser 

asimilado por los microorganismos o ser reducido mediante dos formas 

desasimilativas. Una vía ocurre mediante la reducción desasimilativa del nitrato a 

amonio y la otra, que es realizada por bacterias desnitrificantes, implica la reducción 

de nitrato hasta nitrógeno molecular, cerrando de esta forma el ciclo (Prescott, 1999). 

Se puede observar que mediante este ciclo, los microorganismos establecen el 

equilibrio de los distintos compuestos nitrogenados  presentes en el ambiente y  a su 

vez obtienen la energía necesaria para llevar a cabo sus necesidades metabólicas. 

Sin embargo, la alteración del ciclo puede provocar la acumulación de distintos 

intermediarios nitrogenados que traen como resultado, efectos nocivos para la salud 

y el ambiente.  

 

1.2.2 Métodos fisicoquímicos utilizados para la eliminación de amonio y nitrato. 

Los principales procesos fisicoquímicos usados para la eliminación de amonio y 

nitrato del agua son el arrastre con aire, el rompimiento por cloración y el intercambio 

selectivo de iones (Weston, 1984). Sin embargo, su uso está limitado por los altos 

costos, y por los problemas de manejo y operación que se llegan a presentar, 

además, estos protocolos no resuelven el problema real que es la existencia del 

contaminante ya que sólo trasladan el contaminante de un lugar a otro. A 

continuación se describen brevemente, cada uno de ellos: 

Arrastre con aire: 

Mediante este proceso, el amonio es removido por la volatilización del gas amoniaco. 

El sistema es simple pero tiene algunas desventajas, la eficiencia del proceso de 

remoción depende de valores altos de pH (10.5 a 11.5) y además resulta costoso por 

el manejo y operación que implica la inyección de aire (Metcalf, 1991).  

Rompimiento por cloración: 

Este proceso implica la adición de cloro a las aguas residuales para oxidar el 

nitrógeno disuelto en forma de amonio hasta nitrógeno molecular. Un problema que 



 

se puede presentar con este proceso es la alta concentración de cloro en las aguas 

residuales que resulta tóxico para los organismos acuáticos (Weston, 1984).  

Intercambio de iones:  

 Este proceso se basa en la utilización de resinas sintéticas o naturales como la 

zeolita, las cuales contienen iones unidos a sitios específicos que en presencia de 

otro ion por el que tengan más afinidad los intercambian. Cuando los sitios de 

intercambio han sido ocupados por el ion que se pretende capturar, la resina debe 

regenerarse por la adición de algunos productos químicos, por ejemplo el hidróxido 

de sodio. El intercambio iónico tiene una aplicación limitada debido principalmente a 

la vida media de la resina de intercambio y al complejo sistema de regeneración del 

mismo lo cual lo hace un sistema caro y que requiere de la utilización de grandes 

cantidades de agua (Metcalf , 1991).   

1.2.3 Métodos biológicos de eliminación de amonio y nitrato.  

Los sistemas biológicos de eliminación de nitrógeno de las aguas residuales 

involucran dos procesos: la nitrificación, donde se lleva a cabo la oxidación de 

amonio a nitrato efectuada por microorganismos aerobios y  la desnitrificación, 

realizada predominantemente por bacterias anóxicas que catalizan la reducción de 

nitrato hasta nitrógeno molecular.  A continuación se revisan diversos aspectos 

bioquímicos, microbiológicos y fisiológicos de ambos. 

1.2.3.1 Nitrificación. 

La nitrificación  definida como la oxidación biológica del amonio a nitrato es un tanto 

limitante, puesto que algunos microorganismos heterotróficos pueden producir nitrato 

a partir de otras formas reducidas de nitrógeno, además del amonio. Por está razón 

se ha propuesto que la nitrificación  debe ser definida  de una forma general como la 

conversión biológica del nitrógeno en compuestos orgánicos o inorgánicos  de una 

forma reducida a una más oxidada (Alexander, 1977). 

Aunque se conoce que algunos heterótrofos pueden producir nitrato y nitrito  bajo 

condiciones apropiadas de cultivo, se sabe también que no contribuyen 

significativamente al flujo de estos compuestos en la naturaleza. Generalmente se ha 



 

aceptado que los microorganismos autótrofos son, por mucho, los principales 

responsables de la nitrificación en los ecosistemas naturales. 

Mucho de nuestro conocimiento básico sobre la nitrificación  fue descubierto por 

Winogradsky y su grupo  en la década de 1890. Su trabajo  los llevó al 

reconocimiento y aislamiento  de un grupo de bacterias quimioautótrofas que 

oxidaban el amonio a nitrito  (Nitrosomonas) y otro grupo que oxidaba el nitrito a 

nitrato (Nitrobacter). La mayoría de los investigadores coinciden en la creencia de 

que las especies de Nitrosomonas y Nitrobacter son la responsables casi 

enteramente de la nitrificación en suelos. 

La oxidación  del amonio a nitrito efectuada por Nitrosomonas, se puede representar 

conforme a la siguiente ecuación: 

NH4
+ +1.5 O2        

6e-    NO2
- +H2O +2H+ 

Mientras que las bacterias del género Nitrobacter, son capaces de realizar la 

oxidación subsecuente, de nitrito a nitrato, como se ilustra a continuación: 

NO2
- +0.5 O2     

2e-       NO3
- 

Existe evidencia de que se producen dos o más intermediarios durante la oxidación  

del amonio a nitrito, siendo la hidroxilamina el primer intermediario en estas 

reacciones. Los compuestos postulados como intermediarios  en la oxidación de la 

hidroxilamina a nitrito incluyen al dihidroxiamonio, nitrohidroxilamina, el ion nitrosilo y 

el óxido nítrico (Klotz, 1997). Debido a la reactividad de los intermediarios 

involucrados en la oxidación del nitrito en nitrato es difícil que estas reacciones están 

mediadas por enzimas (Robertson, 1998). 

Las conversiones de amonio a nitrito y  de nitrito a nitrato, son reacciones 

exotérmicas que requieren de oxígeno molecular. El rendimiento energético en la 

oxidación del amonio a nitrito está cerca de –65 Kcal/mol de amonio y en la oxidación 

de nitrito a nitrato el rendimiento de energía debe rondar los –18 Kcal/mol de nitrito. 

Taxonomía y distribución de las bacterias nitrificantes. 

Las bacterias nitrificantes están presentes en suelos, aguas dulces y aguas marinas, 

incluso han sido aisladas de ambientes extremos, como hielos antárticos, arenas de 

desierto, en asociación con esponjas marinas y salidas calientes de aguas marinas 



 

(Arrigo, 1995; Diaz, 1997; Sorokin, 1998). Estas bacterias son un objeto de estudio 

ideal y fascinante, en parte porque la mayoría de ellas tiene un mismo origen 

filogenético y un metabolismo único. Muchas de las enzimas involucradas en la 

nitrificación han sido encontradas sólo en este grupo de bacterias (Horz, 2000). 

Desde su descubrimiento por Winogradsky en 1897 este grupo bacteriano nunca 

había recibido tanta atención como en los últimos 10 años. Incluso, solamente unos 

pocos investigadores son capaces de aislar cultivos puros y mantenerlos 

indefinidamente (Koops, 1992). 

Cómo se mencionó antes la nitrificación es un proceso de dos pasos que involucra 

dos grupos de bacterias, que por cuestiones prácticas se han denominado bacterias 

oxidantes de amonio (AOB por sus siglas en inglés) y las bacterias oxidantes de 

nitrito (NOB por sus siglas en inglés). Hasta ahora, no se ha encontrado bacterias 

autótrofas capaces de oxidar el amonio a nitrato directamente. Tradicionalmente las 

AOB fueron clasificadas por su morfología celular en cinco diferentes géneros: 

Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio y Nitrosolobus (Koops, 

1992). Recientemente, estudios basados en secuenciación y análisis del 16S rRNA, 

han propuesto que los géneros Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosovibrio sean 

agrupados en un solo género llamado Nitrosospira. Con excepción del género 

Nitrosococcus, todos los otros géneros se encuentran clasificados en  la subclase β 

Proteobacteria (Taske, 1994).  El género Nitrosococcus no es homogéneo 

filogenéticamente, mientras que Nitrosococcus mobilis pertenece a la subclase β 

Proteobacteria, Nitrosococcus oceani es de la subclase γ Proteobacteria. Hasta 

ahora, sólo muy pocas especies de la subclase γ Proteobacteria han sido aisladas de 

habitats marinos, y ninguna de aguas dulces o suelos. En general, las AOB son 

obligatoriamente quimiolitoautótrofos, aunque algunos de ellos pueden utilizar 

compuestos orgánicos como acetato o piruvato para crecimiento mixotrófico. 

Algunas bacterias heterótrofas y ciertos hongos también pueden oxidar el amonio o 

nitrógeno orgánico reducido a hidroxilamina, nitrito y nitrato, pero mientras que la 

oxidación de amonio es un proceso del cual obtienen energía las bacterias 

autótrofas, la nitrificación en organismos heterótrofos no contribuye 



 

significativamente en la obtención de energía. Una característica interesante de estos 

organismos heterótrofos es su capacidad de poder nitrificar y desnitrificar a la vez 

(Robertson, 1998). Recientemente se reportó que los autótrofos Nitrosomonas 

europaea y Nitrosomonas eutropha que normalmente pueden nitrificar, son capaces 

de desnitrificar cuando crecen bajo condiciones limitantes de oxígeno (Bock, 1995).  

 

 

Aspectos fisiológicos de la oxidación de amonio. 

Hasta hace poco, la oxidación de amonio se pensaba que era un proceso 

estrictamente aerobio que requería oxígeno molecular. Usualmente, las AOB pueden 

funcionar mejor con bajas concentraciones de oxígeno que con bajas 

concentraciones de amonio. En un quimiostato alimentado con aguas residuales 

altamente eutróficas, se observó nitrificación incluso a concentraciones de oxígeno 

menores de 0.05 mg/L. (Abeliovich, 1992). 

Bajo condiciones anóxicas N. eutropha y N. europaea pueden oxidar amonio en 

presencia de piruvato y nitrito como aceptor de electrones. Además, muchos 

nitrificantes han sido observados en condiciones anóxicas, como las encontradas en 

sedimentos marinos. En suelos y sedimentos de aguas dulces eutróficas con zonas 

de concentraciones de oxígeno muy bajas, las AOB’s quimiolitoautótrofas 

probablemente se adaptan para nitrificar bajo condiciones microóxicas. Esto puede 

deberse más a adaptaciones fisiológicas, como por ejemplo, la producción de 

enzimas con mayor afinidad por el oxígeno, o una alternancia en los aceptores de 

electrones, que a un cambio en la composición de la comunidad nitrificante (Semrau, 

1995). 

Enzimas involucradas en la oxidación de amonio. 

En los organismos autótrofos oxidantes de amonio, dos enzimas clave son 

necesarias para la conservación de energía durante el proceso de oxidación, la 

Amoniaco monoxigenasa (AMO) y la Hidroxilamina oxidoreductasa (HAO). In vivo las 

dos enzimas son codependientes una de la otra; AMO cataliza la oxigenación del 

amoniaco a hidroxilamina: 



 

NH3 +O2 +2H+ +2e-              NH2OH +H2O 

Los dos electrones requeridos en este proceso se derivan de la oxidación de la 

hidroxilamina a nitrito por la HAO 

NH2OH +H2O               NO2- +5H+ +4e- 

Uno de los átomos de oxígeno en  el nitrito deriva del oxígeno molecular, el otro del 

agua, dos de los cuatro electrones generados por la HAO son trasferidos vía el 

citocromo tetra-heme C544 a AMO, o derivados a la cadena transportadora de 

electrones, donde muchos de los transportadores involucrados y de los 

intermediarios no han sido  completamente caracterizados. Como estas reacciones 

han sido estudiadas principalmente en N. europaea, pueden ser descubiertas 

alternativas a este patrón si se estudia en una variedad más amplia de organismos 

de diversos habitats (Moir, 1996). 

Amonio monoxigenasa. 

Evidencia indirecta sugiere que la enzima AMO en N. europaea, y probablemente en 

otras AOB autótrofas de las subclases β y γ Proteobacteria, tiene tres subunidades, 

AMO-A, AMO-B y AMO-C, con tamaños, estructuras y arreglos diferentes, 

localizadas entre la membrana  y el espacio periplásmico de las células. La enzima 

cataliza la oxidación de un amplio rango  de sustratos, debido a su función esencial 

en el metabolismo energético de las AOB, la enzima es probablemente constitutiva. 

Sólo se ha podido aislar una AMO funcional la cual fue purificada a partir de la 

bacteria nitrificante Paracoccus denitrificans. Está enzima consiste de sólo dos 

subunidades y tiene características en común no sólo con las AMO de otras 

especies, sino también con la metano monoxigenasa particulada (pMMO) de los 

metanotrófos. Se ha secuenciado una región de DNA de Pseudomonas putida, otra 

nitrificante autótrofa, la cual mostró una homología parcial con el gen amoA de N. 

europaea y existen  señales de que AMO también se expresa en este organismo  

(Daum, 1998) 

Las tres subunidades de la AMO de los AOB autótrofos son codificadas por los 

genes amoC, amoA y amoB del operón amo. Los genes amo de varias AOB han sido 

clonados y secuenciados (Rotthauwe, 1997). Se han diseñado oligonucleótidos 



 

dirigidos a amoA, basados en secuencias obtenidas de microorganismos presentes 

en diversos ambientes. El gen amoA codifica la subunidad que contiene el sitio activo 

de la enzima, dentro de él la región que codifica para el COOH terminal parece ser el 

blanco adecuado para  sondas y oliginucleótidos que permiten distinguir entre AOB 

de las subclases β y γ de las Proteobacteria, así como entre oxidantes de amonio y 

metano de la subclase γ de las Proteobacteria (Horz, 2000). 

Por la función básica de AMO en el metabolismo energético de esta bacteria, los tres 

genes que codifican para las respectivas subunidades deben estar bajo una fuerte 

presión funcional, mientras que los espacios intergénicos proveen una región 

selectiva neutral. Los espacios intergénicos entre los genes amo son de tamaño 

variable en las distintas especies de AOB y pueden utilizarse para distinguir o 

agrupar cepas. Esta característica puede ser utilizada para determinar la presencia 

de una cepa o para describir por DGGE la dinámica de una población particular en 

muestras ambientales (Limburg, 2000).  

 

Homología de AMO y pMMO. 

Las enzimas AMO de las bacterias nitrificantes y pMMO de las bacterias 

metanotróficas son similares y comparten muchas características. Las organización 

de los genes en sus operones es casi idéntica. La alta similitud en la secuencia 

primaria de los genes suguiere un origen evolutivo común. Las similitudes en la 

secuencia tanto del DNA como de los aminoácidos entre amo/AMO y pmmo/pMMO 

de la subclase γ de las proteobacterias son mayores que las existentes entre los 

genes amo/AMO de las AOB pertenecientes a las subclases γ y β Proteobacteria. 

Existe evidencia de que las AMO de las AOB pertenecientes a proteobacterias de 

subclase γ y β y las pMMO de las bacterias metanoxidantes de la subclase γ 

Proteobacteria tuvieron un origen común y después se separaron en tres líneas 

diferentes en la evolución temprana del gremio (Holmes, 1995). 

Las bacterias metanotróficas pueden oxidar amonio a nitrito por la acción combinada 

de pMMO y una HAO única, que es diferente de la enzima presente en AOB. Las 

bacterias metanotróficas y las amonioxidantes ocupan nichos similares en suelos y 



 

ambientes acuáticos, a gradientes contrarios de oxígeno y metano o amonio, 

respectivamente. Sus interacciones son complejas y pobremente entendidas hasta 

ahora (Zahn, 1994). 

Hidroxilaminareductasa. 

HAO es una enzima inusual con una estructura altamente compleja, se localiza 

anclada en la membrana celular en su dominio hidrofóbico y su dominio hidrofílico se 

encuentra del lado del espacio periplásmico. Cada unidad de enzima trimérica 

contiene, como probables componentes del sitio activo siete grupos heme del tipo c y 

un residuo heme inusual P460. Las HAO solubles de las bacterias heterótrofas 

nitrificantes P. denitrificans y Pseudomonas PB16,  no contienen grupos heme, lo 

que las hace  muy diferentes de las HAO de las AOB autótrofas y pueden ser 

responsables de la incapacidad de estos heterótrofos para crecer autotróficamente 

por nitrificación (Moir, 1996). 

Genética de AMO.  

Muchos de los genes involucrados en la oxidación de amonio presentan múltiples 

copias por genoma. Se ha sugerido que  el número de copias de diferentes genes 

pueden ser responsables de mantener un cierto número de productos de estos 

genes. Se han observado entre dos y cuatro copias del gen amo en las AOB de la 

subclase β de las proteobacterias y a veces existen copias adicionales de amoC  

afuera del operón que codifica para la enzima, sin embargo N. oceani (ATCC 19707) 

que pertenece a las γ Proteobacteria, y otra cepa sin nombre (C113) sólo tienen una 

copia del operón (Alzerreca, 1999).  Todas las copias múltiples descritas hasta ahora 

son muy similares, y no está claro si presentan funciones diferentes.  Estudios con 

mutantes por inserción  de N. europaea que tiene dos genes ligeramente diferentes, 

en la que sólo una de cada copia de amoA fue inactivada, mostró que ambas copias 

son expresadas. La inactivación de sólo una copia resultó en un crecimiento más 

lento, menos RNAm de tamaño completo y actividad reducida de AMO. Como la 

mayoría de las copias de los genes son casi idénticas y existe mucho menos similitud 

entre los genes amo de diferentes especies, es poco probable que estás se 

originaron de una transferencia horizontal de genes, probablemente estos surgieron 



 

de un evento de duplicación genética que sucedió relativamente temprano en la 

evolución de este linaje. Es de particular interés para la ecología evolutiva que la más 

alta multiplicidad de genes amo se encuentra en organismos del grupo 

Nitrosospira/Nitrosolobus, mientras que las dos AOB investigadas hasta ahora, de la 

subclase γ sólo tienen una copia (Rotthauwe, 1997). 

Regulación de la función enzimática. 

El amonio regula la actividad de AMO a nivel transcripcional, traduccional y post-

traduccional. Productos de los tres genes amo fueron detectados en el mismo 

trascrito mediante RT-PCR, indicando que amoC es parte del operón amo. En N. 

europaea, la trascripción de los genes amo así como los de HAO fue inducida por 

amonio y bajó la producción de RNAm de estos genes después de 8 horas en que 

las células estuvieron en condiciones de falta de amonio. 

Sin embargo, al parecer, se mantienen cantidades basales altas de estas enzimas en 

las células ya que son claves para el metabolismo. En N. europaea, la HAO de 

células que no han sido suplementadas con amonio permaneció estable por más de 

72 horas, como lo mostró un estudio por Western blot y mediciones de la actividad 

enzimática (Stein, 1998).  

La limitación de amonio causó inhibición específica de la actividad enzimática de 

AMO pero no de HAO en 24 h, mientras se observó un ligero cambio en la oxidación 

de amonio en un medio sin amonio. Bajo condiciones de falta de amonio por largos 

periodos (342 días), N. europaea mantiene una actividad enzimática estable de AMO 

y HAO, y las células conservan un nivel alto de estas enzimas. Después de la adición 

de amonio o hidroxilamina, hubo una respuesta inmediata, medida como producción 

de nitrito,  sin síntesis de nuevas enzimas, si no más bien debido al incremento de la 

actividad específica de las enzimas ya sintetizadas (Wilhelm, 1998). 

1.2.3.2    Desnitrificación 

La desnitrificación constituye una de las importantes secciones del ciclo del nitrógeno 

a nivel mundial, que es llevado a cabo por bacterias. El ciclo manifiesta la química de 

óxido reducción inherente a los principales compuestos inorgánicos involucrados 

como lo son el nitrógeno molecular, el amonio y el nitrato. 



 

El nitrógeno es introducido en la biosfera por fijación ya sea biológica o química del 

nitrógeno molecular (N2) y es removido por la desnitrificación que cataliza 

sucesivamente la formación de enlace N-N a partir de los intermediarios óxido nítrico 

(NO) y óxido nitroso (N2O). El proceso es casi exclusivamente facultativo, su 

expresión es disparada en la célula por los parámetros ambientales como la baja 

presencia de oxígeno y la disponibilidad de un óxido de nitrógeno. 

La desnitrificación es parte del aparato bioenergético de la célula bacteriana, dónde 

los oxianiones de N como el nitrato y nitrito y los óxidos gaseosos de N como el NO y 

N2O son utilizados en lugar del oxígeno (O2) como aceptores del transporte de 

electrones de la fosforilación.  

Entre los procariontes la distribución taxonómica de la capacidad de desnitrificar  no 

sigue ningún patrón conocido. La reacción es llevada a cabo por gran variedad de 

bacterias que pertenecen a varias subclases de las proteobacterias. La 

desnitrificación se extiende también a las arqueas, donde se ha encontrado en 

halófilos e hipertermófilos, lo cual probablemente tiene un significado evolutivo. 

También el reciente descubrimiento de un grupo de enzimas de desnitrificación en 

las mitocondrias de algunos hongos es intrigante y genera nuevas preguntas  

(Kobayashi, 1996). 

La nitrito reductasa es la enzima clave de la desnitrificación ya que cataliza la 

reacción que involucra a un intermediario gaseoso. Para que el proceso de 

desnitrificación llegue  a la formación de nitrógeno molecular, la reacción de la nitrito 

reductasa es complementada por la actividad de dos metaloenzimas distintas, las 

cuales utilizan NO y N2O como sustratos. El proceso abarca importantes problemas 

biológicos de la estructura y la función de la bioenergética microbiana y requiere ser 

abordado interdisciplinariamente para su estudio (Ferguson, 1998). 

Desarrollo histórico. 

Margulis y Lovelock (Margulis, 1974) postularon que las bacterias generaron casi 

todo el nitrógeno de la atmósfera terrestre y que ahora mantienen dicho nivel por 

desnitrificación continua. Regresando en el tiempo geológico, el volumen de 

nitrógeno constantemente removido del suelo y el agua por desnitrificación debe de 



 

ser enorme. La acción es ahora reconocida, pero nadie conocía, o aún sospechaba 

su existencia hasta finales del siglo diecinueve.  

Este desconocimiento puede ser comprendido si consideramos que un proceso tan 

antiguo como la desnitrificación tuvo que esperar el desarrollo de la química y la 

microbiología.  

La identificación de los elementos nitrógeno y oxígeno, y la demostración de su 

existencia como componentes principales del aire sucedieron en las últimas tres 

décadas del siglo dieciocho. De está manera, fue hasta mediados del siglo 

diecinueve que se contó con los métodos analíticos para poder revelar la 

desnitrificación, pero la microbiología en esa época era una ciencia en ciernes. 

Para la segunda mitad del siglo diecinueve los métodos de aislamiento, cultivo y 

descripción de microorganismos, así como el desarrollo de análisis de su actividad 

química ayudaron a establecer las capacidades de desnitrificación de algunas 

bacterias (Smith, 1897).  

El nitrato, era bien reconocido como un fertilizante para las plantas, y por lo tanto un 

proceso que resultaba en su pérdida llamó la atención de los científicos del suelo.  

Mesuel (Mesuel, 1875) sugirió que las bacterias eran las responsables de la 

destrucción del nitrato y conjeturó que servía como oxidante que ayudaba en la 

degradación de la celulosa.  

En 1882 Gayon y Dupetit (Gayon, 1882) introdujeron el  término desnitrificación para 

describir la producción de gas por bacterias por la degradación de nitrato en 

condiciones anaerobias, a partir de observaciones realizadas en laboratorio en donde 

bacterias crecidas en  lodos sólo asimilaban una cantidad muy baja del nitrógeno 

suministrado en el sistema experimental para la formación de biomasa. También 

fueron estos investigadores quienes por primera vez abandonaron los medios de 

cultivo complejos derivados de plantas o animales al cambiarlos por compuestos de 

carbono más simples que funcionaran como donadores de electrones para la 

desnitrificación. 

En 1886 (Gayon, 1886) aisló a partir de lodo dos cultivos puros de cepas 

desnitrificantes. Los aislados fueron llamados Bacterium denitrificans alfa y beta. 



 

Estos investigadores notaron que la desnitrificación no es una fermentación sino más 

bien un tipo de respiración del nitrato utilizando material orgánico como el citrato o 

asparagina como donadores de electrones. 

Diversos grupos determinaron y publicaron las diferencias fisiológicas que 

observaron entre algunos de los desnitrificantes mejor conocidos como; 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas flourcens y Pseudomonas stutzeri 

(Aminuddin, 1974).  

Con el desarrollo de las técnicas moleculares y su aplicación en microbiología se ha 

podido estudiar más precisamente la fisiología, ecología y taxonomía de los 

organismos desnitrificantes, lo cual ha llevado a una mayor comprensión de este 

fenómeno y un mejor manejo para su aplicación en procesos de biorremediación 

(Michalski, 1985; Abmus, 1997; Braker, 1998; Kloos, 1998). 

Diversidad de las bacterias desnitrificantes. 

Las bacterias con capacidad desnitrificante pertenecen a una amplia variedad de 

grupos taxonómicos. Los desnitrificantes son más comunes dentro de las clases α y 

β Proteobacteria, aunque no existe ningún patrón de distribución distinguible. Es 

notable la ausencia de la desnitrificación entre las  enterobacterias las cuales 

reducen el nitrato a nitrito al cual posteriormente reducen a amonio (Einsle, 2004). 

La hipertermofilia (Huber 1992; Völkl 1993) y la alcalofilia (Berendes and Tindall 

1996) son características recientemente identificadas entre algunos otros 

desnitrificantes.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 
Diversidad metabólica de especies desnitrificantes 

Arqueas Bacterias (Gram-negativas) 
    Organotróficas     Diazotróficas 
           Halophilicas            Aquaspirillum 

                  Halurcula            Azospirillum 

                  Halobacterium            Azoacoccus 

                  Haloferax            Bacillus 

           Hipertermofílicas            Bradyrhizobium 

                  Pyrobaculum            Pseudomonas 

Bacterias (Gram-positivas)            Rhodobacter 

    Organotróficas            Rhodopseudomonas 

           Formadoras de  esporas            Sinorhizobium 

                  Bacillus     Termofílicas 
           No formadoras de esporas            Aquifex 

                  Jonesia            Bacillus 

Bacterias (Gram-negativas)            Thermothrix 

    Fototróficas     Psicrofílicos 
           Rhodobacter            Aquaspirillum 

           Rhodopseudomonas            Halomonas 

           Rhodoplanes     Formadoras de pigmentos 
    Litotróficas            Chromobacterium 

           Oxidantes de azufre            Flavobacterium 

                  Beggiatoa            Pseudomonas 

                  Thiobacillus     Magnetotácticas 
                  Thioploca              Magnetospirillum 

           Oxidantes de Hidrógeno     Patógenas 
                  Ralstonia            Achromobacter 

                  Paracoccus            Alcaligenes 

                  Pseudomonas             Agrobacterium 

           Oxidantes de nitrito o amonio            Compylobacter 

                  Nitrobacter            Eikenella 

                  Nitrosomonas            Flavobacterium 

    Organotróficas            Kingella 

           Carboxidotróficas            Moraxella 

                  Pseudomonas            Morococcus 

                  Zavarzinia            Neisseria 

           Oligocarbofílicas            Ochrobactrum 

                  Aquaspirillum            Oligella 

                  Hyphomicrobium            Pseudomonas 

           Fermentadoras            Sphingobacterium 

                  Empedobacter            Tsukamurella 

                  Azospirillum  
           Anaerobias facultativas  
                  Alteromonas  
                  Pseudomonas   
           Aerobias  
                  Paracoccus  
                  Alcaligenes  
Tabla 1.2 Diversidad metabólica y taxonómica de géneros bacterianos con especies 
desnitrificantes 
 



 

La Tabla 1.2 enlista los géneros de especies desnitrificantes agrupadas de acuerdo a 

su modo principal de crecimiento o ya sea por algunas característica fisiológicas 

dominantes. 

La mayoría de los desnitrificantes son organismos aerobios heterotrófos que 

transfieren equivalentes redox de la oxidación de una fuente de carbono a un óxido 

de nitrógeno bajo condiciones anaerobias. Los desnitrificantes autotróficos utilizan 

compuestos inorgánicos de azufre, hidrógeno, amonio o nitrato.  

Recientemente  se ha encontrado que la oxidación de Fe (II) está también acoplada 

a un proceso de desnitrificación completo (Straub, 1996). La reacción  es llevada a 

cabo por desnitrificantes bien conocidos así como por bacterias Gram negativas.  

Entre las bacterias carbonotrofas, sólo Pseudomonas carboxydohydrogena crece 

autotróficamente bajo condiciones desnitrificantes con hidrógeno molecular como 

donador de electrones y dioxido de carbono como fuente de carbono (Frunzke, 

1990).  

La oxidación de CO no está acoplada al crecimiento desnitrificante en ninguna 

bacteria conocida. La desnitrificación  y la amonificación han sido descritas para 

Pseudomonas putrefaciens (Samuelsson, 1985). 

El proceso de desnitrificación. 

La desnitrificación consiste en una serie de reacciones secuenciales en donde 

primeramente el nitrato es reducido a nitrito seguido por la reducción del nitrito a 

óxido nítrico, el cual es transformado a óxido nitroso  y finalmente éste es reducido a 

nitrógeno elemental en estado gaseoso que es liberado a la atmósfera. Cada una de 

estas etapas son catalizadas por distintas enzimas (Knowles, 1982),conforme a lo 

que se observa en la Figura 1.3.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Etapas y enzimas involucradas en la la desnitrificación y  enzimas involucradas en 
cada una de éstas. 
 
El primer paso de desnitrificación es la reducción de nitrato a nitrito por la  enzima 

nitrato reductasa (Nar). La reacción se representaría de la siguiente manera donde 

UQH2 y UQ son las formas reducida y oxidada respectivamente de la ubiquinona 

(Jetten, 1997). 

NO3
-  +  UQH2      →     NO2

-   +  UQ  +  H2O 

 

En Pseudomonas denitrificans se han observado dos diferentes  enzimas de nitrato 

reductasa. Una de ellas está unida a la membrana y utiliza a la ubiquinona como 

sustrato (donador de electrones) y el molibdeno es un cofactor necesario para que 

realice la reacción, esta enzima está constituida por tres subunidades con peso 

molecular de 120, 60 y 20 kDa. La otra enzima identificada, se encuentra en el 

periplasma y se desconoce su donador de electrones, consta de dos subunidades de 

peso molecular de 94 y 19 kDa respectivamente (Bell, 1990). La enzima unida a  

membrana sólo es expresada bajo condiciones anóxicas, mientras que la enzima 

periplásmica puede ser sintetizada y activada en presencia de oxígeno (Siddiqui 

1993).  
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La reducción de nitrito a óxido nítrico, se lleva a cabo por la enzima nitrito reductasa 

(Nir). La ecuación de la reacción es la siguiente: 

NO2
-  +  Cu1+ + 2H+   →  NO  +  H2O   +  Cu2+ Nir-Cu 

                                                           Nir 

NO2
- +  c2+  +  2H+  →   NO + H2O  + c3+         Nir-cd1 

                                                         Nir 

Se conocen dos tipos de estas enzimas, una contiene cobre (Nir-Cu)  y la otra 

contiene un citocromo hemo (Nir-cd1). La primera está constituida por un 

homotrímero, con subunidades de 36 kDa de peso molecular, y  dos átomos de 

cobre por monómero. La otra contiene un citocromo cd1, que consiste de un 

homodímero de 64 kDa por subunidad, donde cada monómero  contiene un hemo c y  

un hemo d1. Las dos enzimas son funcional y fisiológicamente similares (Glockner 

1993).  

La tercera etapa, es catalizada por la enzima óxido nítrico reductasa (Nor) y consiste 

en la reducción del óxido nítrico al óxido nitroso, la reacción se lleva a cabo como se 

presenta a continuación: 

2NO  + 2c2  + 2H+ →    N2O + H2O  + 2 c3+ 

 

En Paracoccus denitrificans, se ha observado que la   Nor  es una enzima unida a 

membrana,  que consta de dos subunidades. Una subunidad (16 kDa), contiene un 

hemo c y la otra de 53 kDa, contiene un hemo b. Dentro del proceso de 

desnitrificación esta etapa es relativamente rápida, en estudios con Thiosphaera 

pantotropha, se observó que esta reacción fue diez veces más rápida que la 

reducción del óxido nitroso (Kroneck, 1992), esto debido probablemente a la presión 

selectiva que puede existir debida a la alta toxicidad del óxido nítrico para las 

bacterias, hongos, virus e incluso para las propias bacterias desnitrificantes (Braun, 

1991).  

La última etapa del proceso respiratorio desnitrificante consiste en la reducción del 

óxido nitroso a nitrógeno molecular, catalizada por la óxido nitroso reductasa (Nos). 

Ésta se esquematiza en la siguiente ecuación. 



 

N2O  +  2 c2+ + 2H+  →   N2 + H2O + 2c3+ 

Se ha encontrado que esta etapa puede ser considerada como un proceso 

respiratorio por sí mismo, ya que muchas bacterias desnitrificantes son capaces de 

usar el óxido nitroso como único aceptor de electrones durante la oxidación de la 

materia orgánica (Zumft, 1997). 

Se ha podido purificar Nos de diferentes microorganismos, se sabe que se encuentra 

en el periplasma, pero no ha sido posible cristalizarla, esto debido principalmente a 

que esta enzima es lábil al oxígeno (Ferguson, 1998). 

La enzima purificada  es un homodímero de aproximadamente 70 KDa, cada 

subunidad contiene 4 átomos de cobre, los cuales están organizados en dos 

diferentes centros dinucleares conocidos como CuA y CuZ. El centro CuA, es el sitio 

de entrada de electrones, mientras que el centro CuZ, se piensa que es el sitio de 

reducción del óxido nitroso, aunque no hay evidencia directa que así lo demuestre 

(Jetten, 1997).  

Condiciones y factores involucrados en el proceso de desnitrificación. 

Como se ha mencionado el proceso de desnitrificación es complejo e involucra varias 

etapas mediadas por enzimas y cada etapa es fuertemente regulada por la presencia 

de oxígeno y la cantidad de sustrato en el medio.  

Existen otros factores como el pH, la relación C/N, la fuente de energía y la 

temperatura que influyen en la desnitrificación, aunque no todos los desnitrificantes 

responden a todos estos factores, algunas especies sí son sensibles a todos ellos. 

La expresión de las enzimas desnitrificantes está fuertemente influenciada por el 

compuesto nitrogenado que tenga por sustrato la bacteria y la concentración de éste.  

La expresión de la nitrito reductasa en Pseudomonas aeruginosa está en función de 

la concentración de nitrato (Zennaro,. 1993). En el mismo trabajo se reporta que 

hubo niveles bajos de expresión de la enzima nitrito reductasa en ausencia de 

nitrato, ya fuera en condiciones aerobias o anaerobias. Sin embargo,  se presentaron 

niveles altos de producción de esta enzima  en presencia de nitrato, aún bajo 

condiciones aerobias.   



 

La mayoría de las enzimas involucradas en la desnitrificación son inhibidas por el 

oxígeno, aunque este efecto en la mayoría de los casos es reversible. Al parecer el 

mecanismo por el cual el oxígeno inhibe estas enzimas es debido a una competencia 

entre la enzima y el oxígeno por captar electrones más que por una inactivación de la 

enzima, por lo cual una vez que no hay presencia de oxígeno la enzima sigue siendo 

completamente funcional. Cabe mencionar que las enzimas que se encuentran al 

final de la cadena respiratoria desnitrificante son más sensibles a la presencia de 

oxígeno que las que se encuentran al principio. Diversos estudios mostraron que a 

bajas concentraciones de oxígeno, se observa una notable fracción molar de óxido 

nitroso (Knowles, 1982). Aunque estos resultados contrastan  con otros estudios 

realizados en Flexibacter canadensis, donde se observó que la enzima nitrito 

reductasa es más sensible al oxígeno que otras enzimas,  como la óxido nítrico y la 

óxido nitroso reductasa (Knowles, 1994).  

Un factor de suma importancia que puede convertir la desnitrificación en un proceso 

de desasimilación es la relación Carbono/Nitrógeno (C/N). Se ha observado que esta 

variable está relacionada con la acumulación de los compuestos involucrados en la 

desnitrificación, e incluso puede encausar hacia la desasimilación reductiva de nitrato 

a amonio En términos generales, el establecimiento experimental  del valor de la 

C/N, radica en su valor estequiométrico. Considerando lo anterior se pueden 

distinguir tres zonas: 1) C/N menor a la estequiométrica, que genera una 

desnitrificación incompleta; 2) C/N estequiométrica donde la desnitrificación es 

completa y 3) C/N mayor a la estequimétrica que implica una desnitrificación 

completa y materia orgánica residual (Cuervo, 1999).  

El pH ha mostrado ser otro parámetro importante en el proceso de desnitrificación, se 

ha observado que esta variable afecta la velocidad de reacción de las enzimas 

desnitrificantes. Existen estudios con Paracoccus denitrificans que señalan 

diferencias muy marcadas entre  valores de pH ácidos y básicos (Thomsen, 1994).  

En dicho trabajo se observó que a un pH de 5.5, la velocidad de reacción de las 

enzimas desnitrificantes disminuye, observándose una acumulación transitoria de 

intermediarios como el nitrito y el óxido nitroso. Sin embargo, a un pH de 8.5, la 



 

presencia de tales intermediarios no fue pronunciada, encontrándose nitrógeno 

molecular inmediatamente después que el nitrato empezó a consumirse. Por su parte 

Pérez (Perez, 1998), trabajando con reactores desnitrificantes en régimen continuo 

(alimentados con acetato, lactato y etanol), encontró que a valores de pH  entre 6 y 9 

se lograron rendimientos desnitrificantes de 0.95, sin observar intermediarios 

nitrogenados. Sin embargo, a pH de 5 la desnitrificación se inhibió. 

La fuente de electrones también parece influir en la acumulación de algunos 

intermediarios nitrogenados como el nitrito, debido a cierta competencia  por la 

fuente de energía que parece existir entre las enzimas nitrato y nitrito reductasas. 

Estudios realizados por Van Rijn (1996) con Pseudomonas stutzeri, mostraron mayor 

acumulación de nitrito cuando se empleó acetato como fuente de energía, que 

cuando se usó butirato. Ellos también observaron que el butirato fue consumido más 

lentamente que el acetato, por lo que arguyen que en presencia de nitrato y nitrito, 

los electrones del acetato fluyen preferentemente hacia la nitrato reductasa, mientras 

que los electrones generados por el butirato reducen más rápidamente la nitrito 

reductasa que la nitrato reductasa. 

Respecto a la temperatura, se han observado velocidades de desnitrificación muy 

bajas y constantes a 5º C, mientras que a 20º C las velocidades son constantes y 

mayores. Las temperaturas recomendables para mantener velocidades 

desnitrificantes adecuadas, oscilan entre 20 y 35º C (Cuervo, 1999). 

2. MONITOREO DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS EN PLANTAS DE 

TRATAMIENTO DE AGUAS. 

2.1 Técnicas clásicas para el estudio de comunidades microbianas en plantas 

de tratamiento de aguas. 

Smith (1943) publicó uno de los primeros reportes en el cual  se relacionan 

problemas debidos a la estructura de los lodos de una planta de tratamiento de agua,  

con la presencia de un alto número de bacterias filamentosas. En ese trabajo se 

utilizó la microscopia de luz como una herramienta para visualizar la causa de un 

problema particular. Desde entonces el principio no ha cambiado, aunque si se ha 

refinado considerablemente. Esto ha permitido estudios comparativos basados en la 



 

presencia o ausencia  de filamentos específicos con respecto a la composición del 

lodo o la operación de la planta. Sin embargo, hay que recordar que la morfología de 

todas las bacterias (incluyendo a las filamentosas) es una característica bastante 

inestable y no es un buen principio para la identificación, además de que una gran 

cantidad de géneros comparten las mismas características morfológicas.  

Cabe hacer notar que los métodos basados en la simple microscopia óptica no 

permiten el monitoreo de los grupos bacterianos que son responsables de los 

procesos de nitrificación y desnitrificación, puesto que estas bacterias presentan 

pocos tipos morfológicos, sin embargo, en estos días es todavía una técnica de 

monitoreo estándar en muchas plantas (Baumann, 1996). 

Otra técnica clásica está basada en el aislamiento de cultivos puros de bacterias, 

seguida por la identificación y si es necesario, la caracterización fisiológica de los 

aislados. Se ha determinado que aún con el uso de un medio “no selectivo”, no se 

puede obtener un panorama razonablemente completo de la estructura de la 

comunidad (Prakasam, 1967). Los lodos activados contienen una diversidad 

tremenda de bacterias que van desde las que crecen extremadamente lento (por ej. 

las nitrificantes quimiolitoautótrofas), hasta aquellas que tienen un tiempo de 

generación menor a los 30 min. (por ej. Aeromonas spp.) también se encuentran en 

estas comunidades desde aerobios estrictos así como anaerobios facultativos y 

anaerobios estrictos. Estos mismos estudios aún en medios optimizados, siempre 

muestran menos del 20%, y generalmente sólo entre el 1% y 10% de las bacterias 

visualizadas por métodos microscópicos (Pike, 1971; Wagner,. 1993). Esto se debe 

en parte al uso del medio inadecuado y las condiciones de cultivo y en parte al 

empaquetamiento de las células en los flóculos de los lodos activados. Todavía en 

nuestros días no existen técnicas adecuadas para poder obtener suspensiones de 

células a partir de los flóculos de los lodos activados y poder pasar esta suspensión a 

cajas Petri para su crecimiento. De ahí que se considere que los métodos basados 

en cultivo no son adecuados para la cuantificación exacta de poblaciones 

bacterianas involucradas en el tratamiento de aguas residuales (Wagner,. 1993).  



 

Los científicos interesados en la cuantificación todavía utilizan  métodos directos 

independientes de cultivo como la inmunofluorescencia. Estos métodos directos 

tienen el potencial de evitar uno de los problemas principales en el análisis 

cuantitativo de poblaciones de lodos activados. Este problema es la identificación 

definitiva de un número estadísticamente significativo de colonias, lo cual es muy 

laborioso. Los estudios antiguos por cultivo han mostrado que aún cuando los 

científicos aislaban la bacteria correcta e importante para una planta dada, 

comúnmente tenían problemas con la clasificación. Esto fue en la época de la 

clasificación artificial no basada en relaciones filogenéticas (Wagner, 1993).  

2.2 Técnicas quimiotaxonómicas de monitoreo.  

En la década de los ochentas se realizaron muchos intentos para analizar por 

métodos quimiotaxonómicos directos, las estructuras de las comunidades 

bacterianas de lodos activados utilizando perfiles de quinonas respiratorias, patrones 

de poliaminas y patrones de fosfolípidos (Hairaishi,. 1989; Auling, 1991; Findlay, 

1996). Sin embargo, la utilización de estos componentes celulares cuya presencia o 

concentración están influenciadas por el ambiente, o etapa del ciclo de vida, 

representa una desventaja para el monitoreo directo de comunidades. Además de 

que, relacionar la  concentración de tales compuestos con el número de células, 

resulta poco confiable. Aunque cabe mencionar que este tipo de monitoreo es rápido, 

barato y aplicable a un gran número de muestras y puede ser una buena herramienta 

para rastrear poblaciones microbianas en ambientes que son bien comprendidos en 

términos de la diversidad total presente en el mismo (Auling,. 1991).  

2.3 Identificación de bacterias por inmunofluorescencia  

Los principales intentos  para la identificación in situ  de células microbianas 

específicas en plantas de tratamiento de aguas residuales han estado basados en 

inmunofluorescencia, esta técnica ha sido exitosamente utilizada en varias plantas de 

tratamiento de aguas, incluso en estudios de bacterias oxidantes de amonio (Volsch, 

1990). La detección de este grupo de bacterias de crecimiento lento en medios de 

cultivo estándar requiere de tiempos de incubación de por lo menos un mes. La 

detección y enumeración de dos serotipos de Nitrosomonas spp. por marcaje 



 

inmunofluorescente seguido por análisis de citometría de flujo requiere unas cuantas 

horas, sin embargo, aunque esta técnica puede ser aplicada directamente a la 

muestra compleja, todavía se requiere del aislamiento previo del organismo de 

interés para producir los anticuerpos. Otros problemas son la difusión limitada de los 

anticuerpos y potencial de variación antigénica de los grupos de interés. 

2.4 Técnicas de monitoreo basadas en ácidos nucleicos. 

Estás técnicas toman  como marcadores moleculares los ácidos nucleicos presentes 

en todas las células. Las moléculas de DNA y RNA permiten establecer relaciones 

filogenéticas por técnicas muy poderosas y confiables. Son muchas las técnicas 

basadas en ácidos nucleicos, debido a la versatilidad  que presentan estas moléculas 

y la cantidad de información que puede obtenerse de ellos, en la actualidad la 

mayoría de las técnicas utilizadas están basadas la PCR, ya que está técnica permite 

obtener grandes cantidades  de regiones específicas de una molécula de ácido 

nucleico. Las técnicas de clonación, secuenciación, TGGE y DGGE han sido las más 

ampliamente utilizadas para el monitoreo de comunidades bacterianas (Ramírez-

Saad, 1998; Ramírez-Saad,. 1999; Goregues, 2005). 

El esquema general de la estrategias para el estudio de comunidades bacterianas 

basadas en ácidos nucleicos se resume en la Figura 1.4. 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
Figura 1.4. Estrategias para el monitoreo de comunidades bacterianas por técnicas basadas en 
ácidos nucleicos. 
 

La utilización del rRNA como marcador molecular para analizar la estructura de las 

comunidades microbianas, de una forma independiente de cultivo, ha producido 

resultados interesantes. Al respecto, existen varios tipos de estudios basados en 

rRNA; la utilización de sondas de oligonucleótidos más o menos específicas, en 

combinación con la hibridación in situ y la recuperación directa de fragmentos de 

rRNA seguida de clonación y secuenciación o por medio de RT-PCR seguido por 

DGGE y TGGE. 

La técnica de FISH (Fluorescent in situ Hybridization) consiste en la utilización de 

sondas de DNA unidas a un marcador fluorescente las cuales, bajo las condiciones 

adecuadas, hibridizan con el mRNA para el cual fueron diseñadas, son observadas y 

fotografiadas en un microscopio de fluorescencia. Esta técnica permite distinguir a 

las poblaciones que sean metabólicamente activas en la comunidad, ya que las 

sondas generalmente están diseñadas para hibridar con mRNA de genes 
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relacionados con funciones metabólicas específicas que distinguen a unas 

poblaciones de otras (Manz,. 1994). 

El aislamiento de rRNA (generalmente del fragmento 16S), su clonación y su 

posterior secuenciación nos dan una visión más general de la comunidad ya que 

permite por medio de la utilización de bancos de datos, la identificación de las 

poblaciones que están presentes aunque también incluyen aquellas que no realizan 

el proceso de interés. Entre las desventajas de esta técnica están su laboriosidad y 

su alto costo (Amman, 1995). 

La técnica de RT-PCR esta basada en el aislamiento del mRNA, utilizándolo como 

molde para sintetizar el DNA correspondiente, y posteriormente amplificarlo, la 

técnica puede ser cuantitativa si se utiliza una variación de la técnica conocida como 

PCR en tiempo real. 

 

Se han utilizado sondas de oligonucléotidos  dirigidos al rRNA y sus genes 

respectivos, específicas de grupo y género para analizar por hibridación in situ la 

estructura de la comunidad bacteriana de lodos activados (Wagner, 1993). 

Generalmente más del 75% de las bacterias teñidas con DAPI (un colorante de DNA) 

también hibrida con la sonda bacteriana. Esto también prueba un alto contenido de 

rRNA celular, lo cual sugiere fuertemente la actividad de la mayoría de las células 

presentes en los lodos (Wagner, 1993). 

Otros científicos han utilizado la secuenciación del rRNA y el subsecuente análisis 

comparativo de los datos de las bibliotecas de clonación del 16S rDNA para analizar 

la diversidad microbiana presente en los lodos activados (Bond, 1995). Sin embargo 

esta técnica presenta la desventaja de no ser cuantitativa; por lo que se sugiere 

generalmente la combinación de las dos diferentes técnicas basadas en rRNA, 

análisis de la secuencia del rRNA seguida por la hibridación con sondas basadas en 

las secuencias obtenidas. Sin embargo esto es laborioso y lleva mucho tiempo 

caracterizar con una resolución alta la estructura de la comunidad de los lodos 

activados. 



 

La técnica de hibridación Dot blot para la cuantificación de secuencias pequeñas de 

rRNA es otra técnica molecular que se ha aplicado para el monitoreo de poblaciones 

metanogénicas involucradas en el tratamiento anaerobio de aguas residuales 

(Raskin,. 1994). En esta técnica oligonucléotidos marcados radiactivamente y 

dirigidos hacia regiones específicas del rRNA son aplicados para cuantificar  la 

abundancia relativa de un rRNA particular comparado con el rRNA total cuantificado 

con una sonda universal. Dentro de las ventajas que presenta esta técnica es que 

permite un examen rápido de múltiples muestras en un periodo corto de tiempo, sin 

embargo el contenido de rRNA celular es poco estable y por lo tanto es difícil 

extrapolar de las fracciones relativas al número absoluto de células. 

2.5 Monitoreo de la diversidad microbiana  por  análisis de DGGE 

(Electroforésis en gel con gradiente de desnaturalización) del 16S rDNA.  

El análisis por DGGE de fragmentos de 16S rDNA ha sido usado para estudiar la 

diversidad genética de las comunidades microbianas en diferentes ambientes, 

incluyendo biorreactores experimentales y  sedimentos de lodos.  

En el DGGE, fragmentos de DNA amplificados por PCR pueden ser separados con 

base a su secuencia. La separación en DGGE esta basada en la movilidad 

electroforética de DNA de doble cadena parcialmente desnaturalizado en geles de 

poliacrilamida, la cual decrece comparada con la movilidad de la forma 

completamente helicoidal de la molécula. La desnaturalización de los fragmentos se 

da por medio de dominios de fusión: pequeñas secuencias de bases con  un mismo 

punto de desnaturalización. 

Una vez que el dominio de fusión con el punto más bajo de desnaturalización migra a 

un nivel en el gel donde la concentración de desnaturalizantes alcanza este punto, se 

da una transición de una molécula helicoidal a una parcialmente desnaturalizada, y la 

migración de la molécula prácticamente se detiene. La variación de la secuencia 

dentro de estos dominios causa que su punto de desnaturalización sea diferente. Por 

lo tanto variaciones en la secuencia de fragmentos particulares detienen la migración 

en diferentes posiciones del gradiente desnaturalizante y así pueden ser separados 

efectivamente por DGGE (Muyzer,. 1993). 



 

 

Figura 1.5. Esquema del principio en el cual se basan el  DGGE y TGGE. En el caso del DGGE 
se utiliza una temperatura fija (≈60°C) y se utiliza un gradiente de compuestos 
desnaturalizantes del DNA. En el TGGE, la concentración de desnaturalizantes es fija y se 
utiliza un gradiente de temperatura a lo largo del gel. 
 
El análisis por DGGE de fragmentos de 16S rDNA amplificado por PCR de diferentes 

comunidades microbianas demuestran la presencia de varias bandas distinguibles en 

el patrón de separación, que probablemente se derivan de las especies 

predominantes dentro de esas comunidades (Logemann, 1998). 



 

 

Figura 1.6. Configuración de la molécula 16S rRNA. En esta figura se muestra la configuración que 
toma la molécula del 16S rRNA formado anillos dentro de ella misma por complementaridad de sus 
bases, en color más obscuro se remarcan las regiones conservadas y en color claro las regiones 
variables y almente variables. 
3. TIPIFICACIÓN DE BACTERIAS POR ANÁLISIS DEL ESPACIO INTERGÉNICO 

TRANSCRITO (ITS) 

En las bacterias, muchos genes con funciones relacionadas están acomodados en 

clusters con espaciadores intergénicos (IGS) de longitudes variables. Los IGS del 

operón ribosomal son transcritos, y por esta razón son generalmente llamados 

espacios intergénicos transcritos (ITS). Se asume que las regiones IGS e ITS están 

menos sujetas a la presión selectiva y pueden acumular más mutaciones que los 

genes flanqueantes; por lo tanto son buenos candidatos para ser utilizados como 

herramientas moleculares que permiten discriminar entre cepas cercanamente 

relacionadas, además de que están presentes en todas las bacterias y la 

conservación de la secuencia de los genes funcionales permitie la amplificación por 

PCR utilizando oligonucleótidos “universales” sin tener que realizar un estudio 

preliminar de la genética de un nuevo microorganismo. A pesar de que los espacios 

existentes entre otros genes han sido estudiados para ser aplicados de la misma 



 

forma (entre los genes nifH y nifD, y los genes nifD y nifK en Frankia) , el término ITS 

se refiere casi exclusivamente a los genes ribosomales.  

En bacterias el orden común de los genes del operón rRNA es 16S-espaciador-23S-

espaciador-5S. Los dos espaciadores internos transcritos tienen longitudes variables. 

                     16S       ITS 1                 23S                 ITS 2    5S                 

                Primer                       Primer 

Figura 1.7.  Disposición del operón de los genes ribosomales en bacterias. 

El ITS 1 (localizado entre 16S y 23S)  es el más grande y varía de longitud entre 169 

y 1200 pb. o más dependiendo del género o grupo filogenético del que se trate. Este 

polimorfismo puede ser utilizado para tipificar bacterias sobre todo si son utilizadas 

conjuntamente las técnicas de PCR y RFLP (Polimorfismo de Longitud de los 

Fragmentos de Restricción). 

La tipificación se lleva a cabo amplificando por PCR el ITS utilizando primers que 

flanquean el espacio intergénico aprovechando las regiones conservadas  de los 

genes 16S y 23S; al someter a electroforesis los productos obtenidos del PCR se 

pueden observar diferencias en el tamaño de los espacios intergénicos provenientes 

de diferentes cepas, cuando esto no es suficiente y se observan espacios 

intergénicos de tamaños similares se pueden digerir los productos de PCR con 

enzimas de restricción  y los productos ser separados por electroforésis, lo cual dará 

como resultado patrones de bandas  diferentes para cada cepa, esto hace la 

combinación de estas dos técnicas una herramienta poderosa de tipificación. 

4. APLICACIÓN DE LA BIOLOGÍA MOLECULAR PARA EL ESTUDIO DE LA 

DESNITRIFICACIÓN EN AGUAS.  

Existe una gran cantidad de información y trabajos sobre microorganismos 

desnitrificantes en ambientes acuáticos naturales y plantas de tratamiento de aguas, 

en los cuales se ha explorado la conformación de las comunidades presentes y los 

factores que producen cambios en  ellas (Ward,. 1993; Etchebere,. 2001). 

La existencia de microelectrodos capaces de detectar los cambios en las 

concentraciones de oxígeno, nitrato, amonio y otros compuestos han facilitado una 

gran cantidad de experimentos en donde es posible monitorear las condiciones en 



 

medios naturales y esto poderlo correlacionar la dinámica de las poblaciones 

desnitrificantes, por ejemplo la amplificación por PCR de genes o regiones 

específicas  de genes ha mostrado que la presencia de Alcaligenes xylosoxidans  se 

ve afectada por los cambios en las condiciones en lagos de agua dulce (Braker, 

1998). 

Las técnicas mas utilizadas para el estudio molecular de la desnitrificación son las 

basadas en PCR (DGGE) y las basadas en hibridación con sondas para genes 

desnitrificantes (marcaje radioactivo, FISH), lo cual ha aumentado el conocimiento de 

la distribución de esta capacidad en ambientes naturales (Bothe, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. JUSTIFICACIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. JUSTIFICACIÓN  

El estudio de la composición de las comunidades microbianas en medios naturales, 

se realizó en el pasado mediante la aplicación de técnicas microbiológicas clásicas, 

tales como el aislamiento en cultivos puros o enriquecimiento selectivo de los 

microorganismos de interés. Sin embargo, actualmente diversos estudios han 

establecido que dichas técnicas presentan varias desventajas y sesgos en cuanto a 

los resultados obtenidos (Stams, 1989), ya que en la actualidad se sabe que sólo es 

posible cultivar una fracción muy pequeña, entre el 1 y 10% de los microorganismos 

presentes en ambientes naturales (Wagner,. 1993).  

 

La Ecología Microbiana Molecular ha expandido considerablemente el conocimiento 

de la diversidad microbiana en los ambientes naturales revelando la existencia de 

una cantidad insospechada de bacterias no cultivadas (Ramírez-Saad,. 1999).  

 

Esta metodología puede resultar de gran valor para evaluar los cambios en 

estructura y composición que ocurren en las comunidades microbianas involucradas 

en diversos procesos biotecnológicos, tales como la nitrificación y desnitrificación de 

aguas residuales en reactores. Además, este nuevo enfoque permite la posibilidad 

de detectar grupos microbianos específicos presentes en ambientes complejos, sin 

necesidad de emplear las técnicas tradicionales de aislamiento y cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. OBJETIVOS 

 

Objetivo General. 

 

Ampliar el conocimiento sobre las características y el comportamiento de las 

comunidades microbianas presentes en ambientes complejos, como lo son los 

reactores de nitrificación y desnitrificación para el tratamiento de aguas residuales, lo 

que puede ser utilizado para eficientar estos procesos.  

 

Objetivos específicos. 

1. Aislar cepas con capacidad desnitrificante a partir de los lodos activados del 

reactor desnitrificante y caracterizarlas. 

2. Establecer mediante DGGE el perfil de bandas de las comunidades microbianas 

que intervienen en los procesos de nitrificación y desnitrificación en reactores para el  

tratamiento de aguas residuales. 

3. Determinar los cambios en composición y estructura de la comunidad microbiana 

que ocurren en los reactores en función del tiempo y de los cambios en las 

concentraciones de compuestos nitrogenados en las aguas a tratar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. MATERIALES Y MÉTODOS. 

4.1 Operación de los reactores. 

En la planta piloto de tratamiento de aguas residuales de la UAM-Iztapalapa se 

encuentran trabajando en serie tres reactores para el tratamiento de las aguas 

residuales producidas por la misma universidad, son un reactor metanogénico de 3.6 

litros de capacidad, un reactor nitrificante que tiene una capacidad de  2.4 litros y el 

desnitrificante de 1.28 litros.  

El agua es tratada primeramente por un reactor metanogénico cuya principal función 

es la descomposición de la mayoría de la materia orgánica presente, este reactor se 

encuentra en condiciones anaerobias.  

El eflujo del reactor metanogénico sirve para alimentar un reactor desnitrificante 

operado en condiciones anóxicas, el cual también tiene un influjo proveniente  de un 

reactor nitrificante. El motivo por el cual este reactor se encuentra inmediatamente 

después del reactor metanogénico es que opera bajo condiciones anóxicas, además 

de que se consume la escasa materia orgánica remante del proceso metanogénico, 

ya que para que se lleve a cabo la nitrificación es requerida la ausencia de materia 

orgánica. 

Una vez que el agua sale del reactor desnitrificante pasa al reactor nitrificante que 

opera en condiciones aerobias y en el cual el amonio es biotransformado en nitrato, 

una parte del agua que ha pasado por este reactor es bombeada hacia el rector 

desnitrificante, mientras que otra parte va hacia la salida final del sistema (Figura 

2.1).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Sistema de reactores para el tratamiento de aguas residuales de la Universidad 
Autónoma Metropolitana- Iztapalapa. 
 

4.2 Toma de muestras. 

Se tomaron muestras de lodo del reactor nitrificante y del desnitrificante a diferentes 

periodos de tiempos durante 14 meses, tratando de que éstas fueran lo más 

homogéneas posible y representativas de todas las zonas del reactor. Se determinó 

la concentración de amonio y nitratos presentes en los diversos  influentes y 

efluentes de los reactores nitrificante y desnitrificante.  

4.3 Aislamiento de cepas desnitrificantes. 

De la primer muestra de lodo desnitrificante se colocaron 3 ml en 5 botellas 

serológicas que contenían 50 ml de medio de cultivo para aislamiento de bacterias 

desnitrificantes (para un litro: KH2PO4 0.075g, Na2MoO4-2H2O 0.0025g, MgSO4-7H2O 

0.015g, CuSO4-5H2O 0.00375g, CH3COONa-3H2O 4.06g, FeSO4-7H2O 

0.00425g,MnCl-4H2O 0.00125g, CaCl2-2H2O 0.018775g, NaNO3 1.5g). Las botellas 

fueron selladas y colocadas en una estufa a 30°C,  se mantuvieron así por seis días 

para después realizar diluciones decimales con solución salina al 0.85% y 
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sembrarlas otra vez en medio desnitrificante con 1.5% de agar en cajas Petri y dejar 

crecer por tres días y una vez transcurridos se aislaron aquellas colonias que a nivel 

macroscópico presentaban características diferentes. 

4.4 Extracción de DNA de la cepas desnitrificantes.  

Las cepas aisladas fueron sembradas en caldo de soya tripticaseína, cultivadas 48 

horas a 30 °C la biomasa obtenida se utilizó para extraer DNA utilizando el Kit Wizard 

Genomic DNA (Promega Inc, Madisson) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 

4.5 Tipificación de los aislados por amplificación del espacio intergénico 16S-

23S  y su digestión con enzimas de restricción (ITS-REA). 

Del DNA extraído a las cepas aisladas se amplificó por PCR el espacio intergénico 

16S-23S utilizando los primers pHr con secuencia 5’ TGCGGCTGGATCACCTCCTT 

y p23SR01 con la secuencia 5’ GGCTGCTTCTAAGCCAAC, calentado la mezcla de 

reactivos a 94°C por dos minutos seguido por un minuto más a la misma 

temperatura, la temperatura de anillamiento fue de 50°C por 30 seg y 72°C por 45 

seg para la síntesis, esto repetido por 35 ciclos. Por último se puso por 6 minutos a 

72°C para una síntesis completa.  

Una vez amplificado el ITS fue digerido con las enzimas de restricción HhaI y HaeII 

utilizadas de acuerdo a las recomendaciones del fabricante y los productos de la 

digestión fueron separados en un gel de agarosa al 2%. 

 

4.6 Identificación de los aislados. 

Las cepas desnitrificantes fueron identificas por métodos bioquímicos mediante la 

utilización de la Galería API20 NE (Natural Enviroment), ya que este kit es el más 

adecuado para identificar cepas desnitrificantes, se siguieron a las instrucciones del 

fabricante y se utilizó el software de identificación de la compañía API versión 5.3. 

4.7 Extracción del DNA de las muestras de lodo de los reactores. 

La extracción de DNA del lodo de los reactores se llevó a cabo por la técnica de 

“bead-beating” que consiste en el rompimiento mecánico de las células por perlas de 

vidrio en agitación constante y severa, seguida de extracciones químicas con fenol y 



 

solventes orgánicos. Brevemente: se centrifugan 10 mL de lodo a 15000 RPM por 15 

minutos, el “pellet” fue resuspendido en 400 µL de buffer TE estéril y se agregaron 

300 µL de perlas de vidrio de 0.11 mm de diámetro y 200 µL de fenol saturado con 

buffer TRIS HCL a pH 8, la mezcla se agitó a 5000 RPM durante 1 minuto en el 

“bead-beater”, se dejó enfriar 1 minuto en hielo y esto se repitió 4 veces más, se 

centrifugó 10 min a 9000 RPM, posteriormente se extrajo la fase acuosa con una 

mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 25:24:1primero y después con una 

mezcla de cloroformo/alcohol isoamílico 24:1, una vez realizado esto se ajustó el 

volumen a 0.5 mL y se precipitó el DNA con 1 mL de etanol 96% y 50 µL de acetato 

de sodio 3M pH 5.2, a –70°C de 30-60min. Se centrifugó a 10000 RPM por 15min, se 

lavó el “pellet” con etanol al 70% y se dejó secar y finalmente se disolvió el “pellet” en 

100 o 50 µL de amortiguador TE. La integridad del DNA extraído se determinó por 

electroforésis en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 

4.8 Amplificación del gen 16S y del fragmento de la región V6 a la región V8. 

La amplificación del gen 16S se realizó por PCR para asegurar de la integridad de la 

muestras de DNA de los lodos y de las cepas aisladas utilizando los oligonucleotidos 

8f con secuencia 5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG y 1492r con la secuencia   

5’ TACGGYTACCTTGTTACGACTT el programa en el termociclador comprendió los 

pasos de desnaturalización a 94°C por 5 minutos, seguidos por otros 30 seg de 

desnaturalización, anillamiento a 50°C por 20 seg y síntesis por un minuto y medio a 

68°C, a partir del segundo paso hasta el cuarto se repiten por 35 ciclos y finalmente 

se dió un tiempo de 7 minutos para una síntesis total a 68°C. 

La amplificación de la región V6-V8 del gen del 16S rDNA se realizó para su 

posterior análisis por DGGE y fue amplificada por PCR utilizando los oligonucleótidos 

968GCfor con una secuencia rica en guaninas y citosinas para formar el “clamp” :   

5’CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGACGCAAGAACC

TTACC y el UNI1401rev con secuencia 5’GCGTGTGTACAAGACCC y programando 

en el termociclador los pasos: 94°C 5 min, 94°C 30 seg., 56°C 20 seg., 68°C 40 seg 

repetido 35 veces y finalmente 68°C por 7 min.   

 



 

4.9 Separación de los amplicones V6-V8 de las cepas desnitrificantes aisladas 

y de las comunidades bacterianas de los reactores nitrificante y desnitrificante 

por DGGE. 

Para obtener una huella genómica de las comunidades presentes en los reactores a 

diferentes tiempos, los amplicones V6-V8 obtenidos por PCR fueron separados por 

DGGE en geles con un gradiente lineal desnaturalizante 44%-54% (en los cuales 

también fueron cargados los amplicones obtenidos de las cepas aisladas del reactor 

desnitrificante para determinar su importancia dentro de la comunidad de este 

reactor) (Muyzer, 1993). 

Una vez preparado y montado el gel en el aparato DCode Universal Mutation 

Detection System (BioRad, Hercules Calif.) se cargaron los productos V6-V8 

mezclados con regulador de carga en relación 6:1, el volumen cargado varió de 

acuerdo con la concentración de DNA presente en la muestra y el origen de ésta 

(cepa o comunidad bacteriana) esto con la intención de colocar cantidades similares 

de DNA y se aplicó un voltaje de 200V por 5 minutos a 60°C para introducir e igualar 

las muestras en el la parte del gel concentrador, posteriormente los geles fueron 

corridos por 16 horas a un voltaje constante de 85V a una temperatura de 60°C. 

Una vez pasadas las 16 horas los geles fueron revelados con plata siguiendo la 

técnica que se basa en la precipitación de la plata por la presencia de un agente 

reductor (Bromohidruro de sodio) en medio ácido. 

4.10 Determinación de Amonio. 

Se midió la concentración de amonio en  los influentes y  efluentes de los reactores 

utilizando un potenciómetro con un electrodo con membrana específica para el ion 

amonio y utilizando una curva estándar previamente obtenida (manual del usuario 

Cole-Parker). 

4.11 Determinación de Nitrato. 

La concentración de nitrato en el influente y el efluente del reactor desnitrificante se 

determinó en un equipo de electroforésis capilar de iones (Waters, Capilar Ion 

Electrophoresis) en base a una curva estándar previamente obtenida. 

 



 

4.12 Determinación del crecimiento microbiano de los aislados desnitrificante 

en condiciones de laboratorio. 

El crecimiento microbiano se obtuvo determinando proteína total en el medio de 

crecimiento a diferentes tiempo por 3 días utilizando el micro método de Bradford con 

el “kit” para la determinación de proteínas totales de BioRad siguiendo las 

indicaciones del fabricante. 

 

4.13 Análisis estadístico. 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias entre las 

capacidades de desnitrificación de las cepas aisladas utilizando el programa 

estadístico NCSS versión 6.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

5.1 Aislamiento,  caracterización e identificación de cepas desnitrificantes. 

Se aislaron cepas desnitrificantes con la intención de determinar su relevancia dentro 

del reactor desnitrificante, así como caracterizarlas e identificarlas. Con la utilización 

del medio de cultivo para desnitrificantes fue posible aislar seis cepas bacterianas 

con base en su morfología colonial (Cuadro 5.1) fueron consideradas como 

diferentes.  

 

Aislado Forma Elevación Textura Borde Color Tamaño 

1 Circular Elevada Húmeda Irregular Café 
translúcido 

4 mm ø 

2 Circular Elevada Mucosa Regular Beige 
brillante 

5 mm ø 

3 Circular Elevada Húmeda Irregular Beige 
opaco 

2 mm ø 

4 Puntiforme Cóncava Seca Regular Café 
opaco 

<1 mm ø 

5 Puntiforme Elevada Seca Regular Rojo 
 opaco 

1 mm ø 

6 Puntiforme Elevada Húmeda Regular Crema 
translúcido 

1mm ø 

Cuadro 5.1. Morfología colonial de los seis aislados desnitrificantes obtenidos crecidos en agar 
sota tripticaseína. 
 
Con la aplicación de técnicas moleculares a muestras de lodo y agua marina se ha 

encontrado que la cantidad de genes que codifican para funciones desnitrificantes es 

muy alto, lo cual indica que en la naturaleza existen muchas más especies 

desnitrificantes de las que se han podido aislar hasta el momento (Ward, 1993). 

Bundy (2002) hace referencia a diversos trabajos en donde se han obtenido aislados 

desnitrificantes a partir de ambientes naturales como suelo y agua marina en donde 

el número de aislados obtenidos es de 4 a 12 a pesar del uso de diferentes medios 

de aislamiento que difieren principalmente en las proporciones de los elementos 

minerales que los componen (Bund, 2002) y tomando en cuenta que Wagner (1993) 

calcula que sólo del 1% al 10% de las bacterias en ambientes naturales son 

cultivables era esperado por nosotros obtener un número de aislados que se 



 

encontrara en el rango de 4 a 12. En nuestro caso es probable que se aislaran más 

desnitrificantes (por ejemplo si se hubieran hecho un número mayor de intentos de 

aislamiento) pero con el criterio de diferenciación que podía ser utilizado hasta este 

punto no era posible determinarlo. 

Dado que la morfología colonial no es un criterio estricto para poder considerar 

nuestros seis aislados como cepas diferentes, era necesario tipificarlas con un 

método mas confiable, por lo tanto se utilizó la técnica ITS-REA con la cual es 

posible diferenciar cepas filogenéticamente muy cercanas. 

La digestión de los amplicones del ITS de los aislados se llevó a cabo con las 

enzimas HhaI y HaeII las cuales reconocen secuencias de cuatro pares de bases 

para realizar cortes. Los patrones de digestión obtenidos con ambas enzimas para 

cada cepa fueron diferentes ya que los fragmentos obtenidos mostraron tener pesos 

diferentes (Figura 5.2), lo cual corroboró que los aislados son diferentes no sólo a 

nivel macroscópico sino también molecular. Bajo este punto de vista, se procedió a 

identificar y caracterizar todos los aislados. 

La identificación se realizó en base a las capacidades bioquímicas de los aislados 

(utilización de fuentes de carbono, capacidades respiratorias) y su comparación con 

una base de datos con la información de cepas conocidas, tomándose como una 

identificación confiable cuando se obtienen un porcentaje de identificación mayor a 

95% y como una buena referencia identidades de 75%. Lo anterior se realizó 

utilizando la galería API 20NE. 

Tres cepas fueron identificadas con un porcentaje de identidad mayor al 98%, dos 

fueron identificadas con un porcentaje mayor de 75% y una presentó una 

identificación menor al 30% y fue considerada como no identificada y fue nombrada 

Dsn 1 (Tabla 5.3), cabe mencionar que incluso en casos los casos en los que se 

obtuvieron altos porcentajes de identificación los resultados fenotípicos deben ser 

confirmados por la secuenciación del gen 16S rDNA esto es especialmente 

necesario en cepas que provienen de medios complejos como lo son los reactores 

de tratamiento de aguas. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.2. Productos de digestión del ITS de los aislados desnitrificantes digeridos con las 
enzimas de restricción II. Carriles: 1. y 14. Marcador molecular, 2. –7. ITS de los aislados 
digeridos con HhaI, 8. -13. ITS de los aislados digerido con HaeII. 
 
 
Cuadro 5.3. Identificación de los seis aislados desnitrificantes por medio de la galería API20NE. 

Cepa Porcentaje de identificación 
Dsn1 < 30%  

Acinetobacter johnsonii 78.5% 
Chryseomonas luteola 98.4% 

Alcaligenes xylosoxidans 98.4% 
Burkholderia cepacia 99.4% 

Sphingomonas paucimobilis 75.9% 

 
Como era de esperarse todas las cepas mostraron ser capaces de utilizar el nitrato 

como aceptor de electrones y las cepas identificadas resultaron ser especies 

desnitrificantes comúnmente conocidas (Chryseomonas luteola, Alcaligenes 

xylosoxidans, Burkholderia cepacia, Sphingomonas paucimobilis, Acinetobacter 

johnsonii) (Zumft, 1997)   
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5.2 Crecimiento de las cepas desnitrificantes. 

El crecimiento de las cepas en medio desnitrificante fue determinado midiendo la 

concentración de proteína celular en el medio utilizando un método 

espectrofotométrico, debido al bajo metabolismo que presentan este tipo de 

microorganismos en medios de cultivo tan pobres, el crecimiento de estas bacterias 

es lento. Existen reportes que indican que generalmente las cepas con mejor 

crecimiento en condiciones de laboratorio no lo son en ambientes naturales (Wagner, 

1994), está información es de utilidad sobre todo si se está buscando una cepa que 

se pueda utilizar como modelo. 

La cinética de crecimiento de las seis cepas fue muy similar (Figura 5.4), a pesar de 

que Acinetobacter johnsonii presentó mayor crecimiento a las 78 horas, 

estadísticamente no existe diferencia significativa en los valores de crecimiento 

determinado como mg de nitrato consumidos por mg proteína celular de las seis 

cepas a una α de 0.05.  
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Figura 5.4. Crecimiento de las cepas desnitrificantes a las 78 horas de cultivo en  medio 
desnitrificante. 
 
5.3 Capacidad de consumo de nitrato de las cepas obtenidas. 

El consumo de nitrato de las cepas se determinó a las 48 horas de cultivo, las 

pruebas se realizaron por triplicado y se utilizó un análisis de varianza como prueba 

estadística para determinar la existencia de una diferencia en la capacidades de 

consumo de nitrato (Tabla 5.5).   

Se encontró que efectivamente existía una diferencia entre las capacidades de 

consumo de nitratos, por lo cual se aplicó una prueba de Tukey-Kramer, la cual 

arrojó como resultado que estadísticamente existe una diferencia significativa entre 

las capacidades de consumo de nitrato de Chryseomonas luteola  y  Sphingomonas 

paucimobilis siendo esta última menor con una significancia <0.05,  a pesar de que 

se observa una capacidad alta de la cepa de Alcaligenes xylosoxidans ésta no fue 

estadísticamente diferente.  Se debe mencionar que al realizar las pruebas 

estadísticas, previamente se aplicó a los datos la prueba de bondad de ajuste de 

Omnibus para determinar que éstos fueran homocedásticos y normales, condiciones 

necesarias para poder realizar las pruebas estadísticas seleccionadas. Todas las 



 

pruebas estadísticas fueron realizadas con  la ayuda del software NCSS (el reporte 

de los datos se presenta en el anexo 1). 

 

Tabla 5.5. Capacidad de consumo de nitrato de los aislados a las 48 horas de crecimiento. 
Diferencias significativas entre ab-ac según la prueba de Tukey-Kramer. sig.< 0.05 n=3. 
 
Es reconocido que las cepas desnitrificantes tienen una velocidad de crecimiento 

baja (Rolston, 1976) y es raro que presentan diferencias importantes en la velocidad 

de su crecimiento debido al bajo metabolismo que emplean en condiciones 

desnitrificantes. Sin embargo, al determinar la capacidad de consumo de nitratos dos 

cepas mostraron tener diferencia entre sí, indicando que Chryseomonas luteola  

puede ser de interés para estudios de bioaumentación debido a su mayor capacidad 

desnitrificante. Sin embargo, se debe determinar su importancia dentro de la 

comunidad, ya que no siempre se puede extrapolar al comportamiento de las cepas 

bajo condiciones de laboratorio a su comportamiento en las condiciones ambientales 

(Wagner, 1994). 

 

5.4 Estructura de las comunidades bacterianas de los reactores y sus cambios 

en función del tiempo y las condiciones de operación. 

 

5.4.1 Reactor nitrificante. Con la finalidad de determinar la eficiencia en la remoción 

de amonio del reactor nitrificante se midió la concentración de amonio en el agua de 

entrada y de salida como se describe en materiales y métodos (sección 4.1).  

Cepa Promedio de la capacidad de consumo de 
nitrato.  

(mg de nitrato consumido/ mg de proteína) 

Dsn1 0.126ª 

Acinetobacter  johnsonii 0.117ª 

Chryseomonas luteola 0.176ab 

Alcaligenes xylosoxidans 0.151ª 

Burkholderia cepacia 0.063ª 

Sphingomonas paucimobilis 0.075ac 



 

El reactor nitrificante tuvo un periodo de adaptación previo a la alimentación con 

amonio,  este periodo consistió en el proceso de alimentación con agua residual 

producida en la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, la cual ya 

contiene amonio. Las mediciones de la eficiencia del reactor se realizaron sólo 

después de la alimentación extra de amonio, lo cual es el tiempo cero en la Figura 

5.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.6. Comportamiento del consumo de amonio dentro del reactor nitrificante a través del 
tiempo a partir de la alimentación extra de amonio (tiempo 0). Los números y las flechas 
señalan el carril de  la figura 5.8 de la comunidad bacteriana que corresponde con ese 
momento de la operación del reactor.  
 

En los primeros días, la eficiencia del rector se encontraba  en el rango de 15% a 

20%, lo cual era muy bajo para este tipo de sistemas, se esperaba que existiera un 

periodo de adaptación a la nueva carga de amonio y que progresivamente 

aumentaría la eficiencia con el paso del tiempo, pero esto no se observó. Después 

de un período en donde fue necesario detener la operación del reactor para realizar 

ajustes y en donde se dejó también un periodo de readaptación (días 90-117) y se 
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volvió a medir la eficiencia del reactor con condiciones de una mayor aireación en 

donde se observó que la eficiencia rondaba el 90%. 

También se determinó la estructura de la comunidad bacteriana presente en los 

lodos del reactor nitrificante a diferentes tiempos y tratando de documentar los 

cambios que sufrió en el tiempo y por las condiciones duración (Figura 5.7). 

                                    1      2       3         4      5        6       7       8 
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Figura 5.7. Separación por DGGE de amplicones de la región V6-V8 del gen 16S rDNA de la 
comunidad bacteriana del reactor nitrificante a través del tiempo. Carriles 1 y 2 perfiles de la 
comunidad bacteriana a los 150 y 0 días previos a la alimentación con amonio. Carriles 3-5 
perfiles de la comunidad a los 20, 30 y 60 días posteriores a la alimentación con amonio. 
Carriles 6-8 perfiles de la comunidad bacteriana a los 120, 150 y 180 días posteriores a la 
alimenticio con amonio.  
 
La comunidad bacteriana presentó un perfil característico y muy estable antes de la 

carga de amonio extra, lo cual muestra a una comunidad bacteriana bastante 

definida y adaptada a esas condiciones.   

A partir de la alimentación con amonio extra (Fig 5.7, carril 3), se observó un cambio 

en la estructura de la huella genómica de la comunidad presente en el reactor, ya a 

partir de los 30 días pues se observaron poblaciones que prácticamente pierden su 

presencia dentro de la comunidad (triángulo), mientras que otras, cuyas bandas no 

  



 

destacaban en los perfiles del periodo de adaptación, en los perfiles obtenidos 

posteriores a la alimentación con amonio  se observan como poblaciones 

importantes dentro de la comunidad (triángulo invertido). El perfil de la comunidad se 

modificó cuando se volvieron a cambiar las condiciones de operación y que fue el 

momento en que aumentó la eficiencia del reactor, lo que se nota en los carriles que 

pertenecen a la comunidad después de los 120 días en donde hay bandas no 

observadas anteriormente (rombo).  

Existen algunos reportes de estudios en comunidades bacterianas de reactores que 

detectaron cambios en la estructura de estas una vez que se cambian las 

condiciones de operación, ya sea la carga de COD (Calli,. 2003), el material de 

soporte (Tanaka,. 2003), o agentes químicos (Boon, 2003). De acuerdo a lo anterior, 

también observan un cambio en la eficiencia de remoción de contaminantes, lo cual 

se relaciona con un perfil determinado de la comunidad. Lo anterior fue observado en 

este trabajo, confirmando el hecho de que la eficiencia no está relacionada al 

comportamiento o cantidad de una sola especie, sino más bien al conjunto de 

poblaciones diferentes que conforman una comunidad bacteriana y que guardan una 

proporción  específica respecto a su número  dentro de esta comunidad (perfil de la 

comunidad) (Rowan, 2002; Kreutzinger, 2003; Zhang, 2004). También hay que 

mencionar que una diversidad microbiana mayor no significa necesariamente una 

oxidación mayor de amonio, por lo cual es necesario combinar el análisis molecular 

con las determinaciones químicas (Xia, 2005).  

5.4.2 Reactor Desnitrificante. Se obtuvieron las eficiencias de remoción de  nitrato 

para el reactor desnitrificante midiendo la concentración de nitrato a la entrada y a la 

salida del reactor (materiales y métodos), para determinar las condiciones adecuadas 

de operación e identificar la comunidad bacteriana relacionada con los momentos de 

mayor eficiencia. 

Al igual que el reactor nitrificante, el reactor desnitrificante tuvo un periodo de 

adaptación previo a la carga extra de nitrato, durante este periodo de adaptación fue 

alimentado con agua residual producida en la Universidad Autónoma Metropolitana 

Unidad Iztapalapa.  



 

Posterior a este periodo de adaptación, el reactor se alimentó con la misma agua 

residual además de una carga extra de nitrato a partir del cual se comenzó a medir la 

eficiencia de remoción y que fue tomado como el tiempo cero (Figura 5.8). 

Los primeros días la remoción de nitrato fue casi nula y aumentó paulatinamente 

hasta alcanzar valores de 30% alrededor del día 87, en que fue necesario detener su 

operación debido al ajuste de todo el sistema de reactores. Después de un periodo 

de readaptación, se continuó la medición de la eficiencia en donde se observó que 

aumentó hasta llegar aproximadamente al 75% de eficiencia de remoción el día 175 

en el cual se dejó de determinar. 

Reactor Desnitrificante 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.8 Comportamiento del consumo de nitrato dentro del reactor desnitrificante a través 
del tiempo a partir de la alimentación extra de nitrato (tiempo 0). Los números y las flechas 
señalan el carril de la figura 5.10 de la comunidad bacteriana que corresponde con ese 
momento de la operación del reactor. 
 

La comunidad bacteriana  del reactor desnitrificante tuvo un comportamiento similar a 

la del reactor nitrificante, en el periodo anterior a la carga extra de nitrato (-150 días). 

Es decir, los perfiles de DGGE de la comunidad bacteriana presente en este reactor 
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son muy similares en los diferentes tiempos (Figura 5.9). Así mismo, las mediciones  

de las variables del reactor durante este periodo no variaron, indicando la estabilidad 

del sistema (Figura 5.8).  A los 45 días de la carga extra de nitrato ya se observó un 

cambio en el perfil de la comunidad bacteriana, el cual se mantuvo hasta el final del 

estudio, demostrando ser muy estable. 

Se observaron poblaciones dentro de la comunidad que fueron de importancia 

durante el periodo de adaptación y que desaparecieron del perfil una vez que se 

comenzó a poner una carga extra de nitrato (triángulo), mientras que también se 

observó el fenómeno contrario en donde las poblaciones que aparecían en los 

perfiles de los tiempos de adaptación mostraron ser relevantes una vez que la carga 

de nitrato aumentó (triángulo invertido) lo cual las hace de interés para investigarlas 

ya que parecen aprovechar las condiciones cuando la concentración de nitrato es 

alta. 

Yoshie (2002) reporta para la comunidad de un reactor desnitrificante, que el cambio 

de las condiciones de operación, como la concentración de nitrato, la temperatura y 

la fuerza iónica tienen efecto sobre la estructura de la comunidad bacteriana 

presente, lo cual es observado en este trabajo. Sin embargo, no se ha encontrado 

ningún reporte en donde se observe un aumento en la eficiencia de remoción y en 

donde la comunidad no se vea alterada, como fue el caso de este trabajo. Este 

fenómeno llama poderosamente la atención ya que aporta evidencia al hecho de que 

puede existir una adaptación paulatina de la comunidad a las condiciones y un 

aumento de la biomasa total presente en el reactor, sin que exista un cambio en la 

estructura de la comunidad. 
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Figura 5.9. Perfiles de la comunidad bacteriana del reactor desnitrificante a diferentes tiempos. 
Carriles 1-3. comunidad bacteriana desnitrificante a los 150, 45, y 0 previos a la alimentación 
con nitrato. Carriles 4-6. Comunidad bacteriana a los 45 , 120 y 150 días posteriores a la 
alimentación con nitrato.  
 

5.5 Identificación de los aislados desnitrificantes dentro de la comunidad 

bacteriana del reactor. 

Con el propósito de establecer si la huella genómica de algunos de los seis aislados 

desnitrificantes obtenidos, correspondían con bandas de poblaciones prominentes en 

los perfiles de DGGE de la comunidad bacteriana del reactor desnitrificante,  se 

corrió un gel con amplicones tanto de los aislados como de los perfiles del reactor a 

diferentes tiempos (Figura 5.10).  
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Figura 5.10. Presencia de los aislados desnitrificantes dentro de comunidad bacteriana del reactor a 
diferentes tiempos. Carriles 1-3. Cepas Dsn1, Aci. Johnsonii, Chryseomonas luteola, Carriles 4-6. 
Comunidad bacteriana desnitrificante a los 150, 45 y 0 días previos a la alimentación con nitrato. 
Carriles 7-9. Comunidad bacteriana desnitrificante a los 45, 120 y 150 días posteriores a la 
alimentación con nitrato.  Carriles 10-12 cepas Alcaligenes xylosoxidans, Burkholderia cepacia, 
Sphingomonas paucimobilis. 

 

Se puede notar que la cepa nombrada Dsn1 presentó correspondencia con una 

banda importante (triángulos), dentro de los perfiles de la comunidad antes de que el 

reactor fuera alimentado con nitrato, mientras que todas las demás cepas no 

presentaron ninguna correspondencia con alguna banda observable dentro de estos 

perfiles. Sin embargo una vez que el reactor fue alimentado con nitrato, los perfiles 

de la comunidad cambiaron, desapareciendo la banda correspondiente con Dsn1, y 

apareciendo una banda que correspondió con la cepa A. xylosoxidans (triángulo 



 

invertido), indicando que probablemente esta cepa en condiciones de 

concentraciones altas de nitrato y en condiciones de “operación normal” de un 

reactor de tratamiento de aguas tiene una presencia importante, lo cual la hace 

probablemente una de las cepas responsables de la desnitrificación dentro de este 

reactor, aun cuando este es el primer reporte de esta cepa como de importancia en 

la comunidad de un reactor. Es importante destacar que no siempre se cuenta con 

una cepa capaz de crecer y ser aislada en condiciones de laboratorio y que tenga 

una importancia dentro de la comunidad a la que pertenece y la cual es relevante en 

la biotransformación  en plantas de tratamiento de aguas, sin embargo también hay 

que mencionar que los datos aquí obtenidos son apenas un primer acercamiento y 

que es requerido realizar más estudios, ya que la comparación de la movilidad 

relativa tiene limitaciones ya que se puede deber a otros factores y no sólo a una 

identidad entre los amplicones, lo cual puede inducir a errores, por lo cual en un 

trabajo a futuro será recomendable la secuenciación de las bandas para confirmar la 

identidad de las bandas con las cepas.  

Por lo tanto la cepa de Alcaligenes xylosoxidans aislada en este trabajo, es de 

interés potencial para futuros estudios de bioaumentación, ya que ésta cepa tiene la 

capacidad de crecer en las condiciones del reactor y no sólo de laboratorio, el cual es 

uno de los principales problemas de aumentación, ya que las cepas que crecen bien, 

o que presentan altas capacidades de transformación en condiciones de laboratorio, 

no siempre tienen la capacidad de adaptarse y tener una importancia relevante 

dentro de las comunidades a las que son integradas (Boon, 2003), por otro lado 

también se debe mencionar que puede existir una población que se encuentre en un 

número bajo pero que puede ser muy activa y responsable del mayor porcentaje de 

biotransformación, mientras que una población que se encuentre en abundancia no 

implica que esté relacionada en la biotransformación de interés. Por lo anterior sería 

recomendable realizar un estudio in situ para determinar el nivel de actividad 

desnitrificante por la técnica FISH con sondas diseñadas para hibridar con mRNA del 

gen Nir. Si el caso fuera esudiar la actividad en el lodo nitrificante se podría utilizar la 

misma técnica utilizando una sonda para el gen amoA. 



 

Las demás cepas desnitrificantes analizadas (incluida Dsn1) no tienen poblaciones 

de importancia dentro de los perfiles de la comunidade después de que el reactor fue 

alimentado con nitrato, esto corrobora la idea de que las bacterias capaces de crecer 

en condiciones de laboratorio no siempre tienen presencia importante dentro de la 

comunidad a la que pertenecen o juegan un papel importante en la biotransformación 

de compuestos contaminantes (Wagner, 1993). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. Conclusiones 

 

 

 

 



 

6. CONCLUSIONES. 

La eficiencia del reactor nitrificante fue pobre hasta que se aumentó la aireación, con 

lo cual se obtuvo una eficiencia de 95%. 

El perfil de la comunidad bacteriana del reactor nitrificante cambió una vez que se 

aumentó la concentración  de amonio así como cuando se aumentó la aireación, 

indicando una relación entre los cambios de condiciones de operación y la estructura 

de la comunidad. 

El reactor desnitrificante tuvo bajos niveles de eficiencia de eliminación de nitrato 

hasta el ajuste en el reactor nitrificante, lo cual hizo que paulatinamente aumentara la 

eficiencia hasta 75% al final del estudio. 

El perfil de la comunidad desnitrificante sólo cambió cuando se aumentó la 

concentración de nitrato, mientras que se mantuvo igual a pesar del aumento de la 

eficiencia, lo cual aporta evidencia al hecho de que puede existir una adaptación y tal 

vez un aumento de biomasa  de una comunidad sin que se vea afectada su 

estructura. 

Se aislaron seis cepas desnitrificantes a partir del lodo activado de un reactor 

desnitrificante, se tipificaron por métodos moleculares y se identificaron por medio de 

galerias API. 

La cepa Dsn1 al parecer tenía una presencia importante dentro de la comunidad del 

reactor desnitrificante mientras este operaba bajo condiciones moderadas de nitrato 

y se vio a afectada por el aumento de la concentración de este, mientras que 

Alcaligenes xylosoxidans  al parecer aumenta su importancia dentro de la comunidad 

a concentraciones altas de nitrato. 

La cepa Alcaligenes xylosoxidans aislada en este trabajo puede ser de importancia 

para estudios de bioaumentación  ya que mostró tener una presencia importante a 

concentraciones altas de nitrato. 

La cepa Chryseomonas luteola presentó un consumo de nitrato alto en condiciones 

de laboratorio, aunque no mostró tener una presencia importante dentro de la 

comunidad bacteriana de la que fue aislada. 
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 Analysis of Variance Report 
Page/Date/Time 1    23/04/03 05:02:47 p.m. 
Database C:\Mis documentos\José\hoja cepas.S0 
Response C2 
 
Tests of Assumptions Section 
 Test Prob Decision 
Assumption Value Level (0.05) 
Skewness Normality of Residuals 0.7466 0.455311 Accept 
Kurtosis Normality of Residuals 1.1886 0.234582 Accept 
Omnibus Normality of Residuals 1.9703 0.373391 Accept 
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.5300 0.749827 Accept 
 
Box Plot Section 
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Expected Mean Squares Section 
Source  Term Denominator Expected 
Term DF Fixed? Term Mean Square 
A: C1 5 Yes S(A) S+sA 
S(A) 12 No  S(A) 
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case. 
 
Analysis of Variance Table 
Source  Sum of Mean  Prob Power 
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05) 
A: C1 5 2.826581E-02 5.653161E-03 4.05 0.021870* 0.806777 
S(A) 12 1.674073E-02 1.395061E-03 
Total (Adjusted) 17 4.500654E-02 
Total 18 
* Term significant at alpha = 0.05 
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Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks 
Hypotheses 
Ho: All medians are equal. 
Ha: At least two medians are different. 
 
Test Results 
  Chi-Square Prob 
Method DF (H) Level Decision(0.05) 
Not Corrected for Ties 5 11.10526 0.049332 Reject Ho 
Corrected for Ties 5 11.10526 0.049332 Reject Ho 
 
Number Sets of Ties 0 
Multiplicity Factor 0 
 
Group Detail 
  Sum of Mean 
Group Count Ranks Rank Z-Value Median 
1 3 28.00 9.33 -0.0592 9.099272E-02 
2 3 29.00 9.67 0.0592 0.1171807 
3 3 47.00 15.67 2.1917 0.1815789 
4 3 40.00 13.33 1.3624 0.1461788 
5 3 10.00 3.33 -2.1917 6.006136E-02 
6 3 17.00 5.67 -1.3624 9.725276E-02 
 
Means and Effects Section 
   Standard  
Term Count Mean Error Effect 
All 18 0.1179697  3.932324E-02 
A: C1 
1 3 0.1254789 2.156433E-02 8.615564E-02 
2 3 0.1173093 2.156433E-02 7.798606E-02 
3 3 0.1760872 2.156433E-02 0.1367639 
4 3 0.1511167 2.156433E-02 0.1117935 
5 3 6.276292E-02 2.156433E-02 2.343968E-02 
6 3 7.506331E-02 2.156433E-02 3.574007E-02 
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Plots of Means Section 
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Bonferroni (All-Pairwise) Multiple Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 Critical Value=3.648889 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02 3 
6 3 7.506331E-02  
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167  
3 3 0.1760872 5 
 
 
Bonferroni (With Control) Multiple-Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 Critical Value=3.05454 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02 3 
6 3 7.506331E-02 3 
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167  
3 3 0.1760872 5, 6 
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Duncan's Multiple-Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02 3 
6 3 7.506331E-02 3 
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167  
3 3 0.1760872 5, 6 
 
 
Fisher's LSD Multiple-Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 Critical Value=2.178813 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02 4, 3 
6 3 7.506331E-02 4, 3 
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167 5, 6 
3 3 0.1760872 5, 6 
 
 
Newman-Keuls Multiple-Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02 3 
6 3 7.506331E-02 3 
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167  



 

3 3 0.1760872 5, 6 
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Scheffe's Multiple-Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 Critical Value=3.940733 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02  
6 3 7.506331E-02  
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167  
3 3 0.1760872  
 
 
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test 
 
Response: C2 
Term A: C1 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=12  MSE=1.395061E-03 Critical Value=4.75026 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
5 3 6.276292E-02 3 
6 3 7.506331E-02  
2 3 0.1173093  
1 3 0.1254789  
4 3 0.1511167  
3 3 0.1760872 5 
 
 
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test 
 
C2 1 2 3 4 5 
1 0.0000 0.0765 1.4530 0.9177 1.3765 
2 0.0765 0.0000 1.3765 0.8412 1.4530 
3 1.4530 1.3765 0.0000 0.5353 2.8295 
4 0.9177 0.8412 0.5353 0.0000 2.2942 
5 1.3765 1.4530 2.8295 2.2942 0.0000 
6 0.8412 0.9177 2.2942 1.7589 0.5353 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 2.9352 
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Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test 
 
C2 6 
1 0.8412 
2 0.9177 
3 2.2942 
4 1.7589 
5 0.5353 
6 0.0000 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 2.9352 
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