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ABSTRACT 
 

In this work a methodology was proposed to identify bacterium groups present in 

wastewater treatment system. This methodology is about the study of Cellular Fatty 

Acid (CFA) profiles. A bibliographic research of bacteria in wastewater treatment 

systems was performed. Afterwards, the CFA chromatocraphic profiles of each 

bacterium were researched and statistical analyzed, (Principal Component Analysis 

PCA) was carried out to constuct a database with CFA biomarkers for aerobic, 

facultative aerobic and anaerobic bacteria. Also this CFA biomarker methodology was 

validated, to which biomarker presence in 16 different bacteria was confirmed and two 

unknown bacterium mixtures were identified. This study allowed to obtain CFA 

biomarkers of aerobic (2OH12:0 and 2OH12:0), facultative aerobic (2OH14:0 and 

3OH14:0) and anaerobic bacteria (i17:0).  

  

Two factors were studied that could have influence on the CFA biomarker 

methodology, the sample amount and starvation (without food) to be studied. Because 

these factors could have influence on the quantity and CFA type, and consequently in 

the bacterium group identification. With respect to the sample amount, the results 

showed the appropiate sample amount that must be obtained from the extract to inject 

to the chromatograph profile of Pseudomonas aeruginosa ATCC 1014 to 0, 1, 2, 3 and 

5 starvation days were determined. The results showed the CFA biomarkers decreased 

their quantity but they did not disapeear. The trans/cis ratio of the 16-carbon and 18-

carbon acids was affected by the starvation. So, the trans/cis ratio increased 0.23 to 

1.47 for the acid 16:1w9 and 0.14 to 0.71 for the acid 18:1w9 from zero to five 

starvation days respectively. In order to conclude, starvation did not have influence 

during the identification of bacterium gruops by means of the CFA biomarkers 

methodology. 

 

The methodology application proposed for CFA biomarkers was determined the 

identification of bacterium groups in samples from wastewater treatment plants 

(aerobic and anaerobic) and SBR systems fed with synthetic effluents were identified. 

The acclimation in SBR systems fed with p-nitrophenol and in a SBR system fed with 

phenol mixture with attached and suspenden biomass, were researched. The resuslts 

showed the CFA-biomarker methodology allowed to observe the bacterium community 

structure in different wastewater treatment plants, since the CFA bacterial are relation 

with their electron aceptors. Also, it permitted to observe the variation in the bacterium 



community by the acclimation of the SBR system fed with p-nitrophenol, thus it was 

possible to observe the amount of aerobic and aerobic facultative bacteria decreased 

while the amount of anaerobic bacteria increased. With respect to the SBR system fed 

with phenols mixture. This methodology allowed to relate the bacterial CFA with the 

colonization of the support. The methodology permited to observe the way that aerobic, 

aerobic facultative and anaerobic bacteria can adhere in the support by acclimation to 

the toxicant (phenol mixture). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



RESUMEN 
 

En el presente trabajo se propone una metodología para la identificación de grupos de 

bacterias presentes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. La 

metodología se basa en el estudio del perfil cromatográfico de Ácidos Grasos 

Celulares  (AGC). Para lo anterior, se realizó una búsqueda bibliográfica de las 

bacterias presentes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

Posteriormente, se buscaron los perfiles cromatográficos de AGC de cada bacteria y 

se realizó un análisis estadístico (ACP, Análsis de Componentes Principales) para 

construir una base de datos con  AGC biomarcadores de bacterias aerobias, aerobias 

facultativas y anaerobias. También, se validó la metodología propuesta de los AGC 

biomarcadores, para lo cual se confirmó en el laboratorio la presencia de los 

biomarcadores en 16 bacterias y se identificaron 2 mezclas desconocidas de bacterias 

(doble ciego). El estudio anterior permitió reconocer los AGC biomarcadores de 

bacterias aerobias (2OH12:0 y 3OH12:0) y facultativas (2OH14:0 y 3OH14:0) y 

anerobias (i17:0). Sin embargo, en el caso de bacterias anaerobias, se tienen AGC 

que comparten con bacterias facultativas y con el género Streptomyces, al cual se le 

considera bacteria aerobia. 

 

Se estudiaron dos factores que podrían influir en la metodología de los AGC 

biomarcadores, la cantidad de muestra a tratar y el ayuno (falta de alimento). Esto 

debido a que son factores que podrían influir en la cantidad y tipo de AGC y por 

consiguiente en la identificación de los grupos de bacterias.  Con respecto a la 

cantidad de muestra, los resultados mostraron que  la cantidad adecuada de muestra 

que se debe obtener el extracto a inyectar al cromatógrafo se encuentra en un 

intervalo de 50 a 60 mg. Con respecto a la influencia del ayuno, se determinó el perfil 

cromatográfico de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145  a 0, 1, 2, 3 y 5 días de 

ayuno. Los resultados mostraron que la cantidad de  AGC biomarcadores disminuye 

pero que no desaparecen los AGC. La relación trans/cis de los ácidos de 16 y 18 

carbonos se ve afectada por el ayuno de modo que la relación aumentó de 0.23 a 1.47 

para el ácido 16:1ω9 y de 0.14 a 0.71 para el ácido 18:1ω9 de cero a cinco días de 

ayuno respectivamente. Con los resultados obtenidos se pudo concluir que el ayuno 

no influye durante la identificación de grupos de bacterias por medio de la metodología 

de los AGC biomarcadores. 

 



Se determinó la aplicación de la metodología propuesta de los AGC biomarcadores, 

para lo cual se identificaron los grupos de bacterias en muestras de plantas de 

tratamiento de aguas residuales (planta aerobia, anaerobia) y sistemas SBR 

alimentados con efluentes sintéticos. Se investigó la aclimatación en un sistema SBR 

alimentado con paranitrofenol y en la biomasa fija y suspendida en los empaques de 

un sistema SBR alimentado con una mezcla de fenoles. Los resultados mostraron que 

la metodología de los AGC biomarcadores permitió observar la composición de las 

comunidades de bacterias en las diferentes plantas de tratamiento. También permitió 

observar la variación en las comunidades de bacterias durante la aclimatación del 

sistema SBR alimentado con paranitrofenol, de tal modo que fue posible observar que 

la cantidad de bacterias aerobias y aerobias facultativas disminuyó durante el periodo 

de aclimatación del reactor, mientras que la cantidad de bacterias anaerobias 

aumentó.  Con respecto al sistema alimentado con mezcla de fenoles, la metodología 

de los AGC biomarcadores permitió relacionar los AGC de las bacterias con la 

colonización del empaque del sistema. La metodología permitió observar la forma en 

que las bacterias aerobias, aerobias facultativas y anaerobias se adhieren al empaque 

durante la aclimatación a un tóxico (mezcla de fenoles).   

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 
 

Los sistemas de tratamiento biológico de aguas residuales están constituidas por 

comunidades de microorganismos. Dichos microorganismos degradan los 

contaminantes del agua residual para incorporarlos en su metabolismo y generar 

energía. Muchos investigadores se dedican al estudio de esos microorganismos. Sin 

embargo, una de sus inquietudes más grandes es la identificación de las bacterias 

presentes en dichos sistemas de tratamiento, ya que esto permitiría el arranque más 

rápido y fácil de las plantas de tratamiento, además serviría como una herramienta 

para conocer las rutas metabólicas que realizan las bacterias para eliminar muchos 

compuestos tóxicos. 

 

En el Instituto de Ingeniería de la UNAM se han realizado algunos estudios de 

degradación de compuestos tóxicos como el 4 clorofenol (Soto, 1999), paranitrofenol 

(Melgoza et al., 2000), 2, 4 dinitrofenol (Juárez, 2000) y colorantes azo (Cruz y Buitrón, 

2000; Quezada et al., 2000). Las eficiencias de degradación son buenas (75-100%). 

Sin embargo, se desconocen muchas de las bacterias que realizan los procesos de 

degradación. 

 

Para la identificación de bacterias se utilizan técnicas convencionales que incluyen 

métodos morfológicos microscópicos, tinción Gram y pruebas bioquímicas, entre otras. 

Dichas técnicas convencionales para identificar microorganismos y algunas que se 

utilizan para determinar actividad y viabilidad, se realizan con cepas puras. Es decir, 

es necesario un previo cultivo y aislamiento de los microorganismos. Sin embargo, 

dichas técnicas únicamente revelan la presencia de los microorganismos que pueden 

ser cultivados (Vestal y White, 1989) y se ha reportado que únicamente del 0.01 al 12 

% de los microorganismos presentes en una muestra ambiental pueden ser cultivados 

en el laboratorio (Madigan, 1997). 

 

Como resultado de los avances tecnológicos y científicos, se han propuesto otras 

técnicas para la identificación de microorganismos; tal es el caso del estudio de 

algunas moléculas como los carbohidratos, lipopolisacáridos, proteínas, ácidos 

nucleicos y lípidos. Algunos autores como Böttger (1996)  consideran que el estudio de 

las secuencias de los ácidos nucleicos y el análisis de los ácidos grasos son dos de 

los métodos más prometedores y versátiles. 

 



El estudio del perfil de AGC  (estructura básica de los lípidos) se ha utilizado para 

cuantificar biomasa microbiana  (Zelles et al., 1994; Bååth et al., 1992 y Werker y Hall, 

1998) y determinar la estructura (distribución) de las comunidades de microorganismos 

en muestras ambientales como suelos contaminados con cloroformo, sedimentos 

marinos y biofiltros para aire (White et al, 1997; Sundh et al., 1997 y Werker y Hall, 

1998).  Sin embargo, en los sistemas de tratamiento biológico de aguas residuales son 

escasos los estudios. 

 

Un ejemplo de los estudios realizados en sistemas para tratamiento de aguas 

residuales es el  de Werker y Hall (1998), quienes  realizaron un estudio en dos 

sistemas empacados para tratar un efluente de una industria de papel. Analizaron el 

perfil de Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) de la biomasa en suspensión y de la que 

se encontraba formando una biopelícula en el empaque. Los resultados mostraron que 

ambas comunidades fueron diferentes con un 85 % de variabilidad entre los dos 

grupos de microorganismos. Sin embargo, esta técnica del estudio del perfil de AGF 

únicamente permitió observar la presencia de bacterias Gram positivas y negativas. 

 

La identificación de las bacterias se ha efectuado con la ayuda de las técnicas 

convencionales, por ejemplo Buitrón et al.,  (1998), al estudiar la degradación de una 

mezcla de fenoles, pudieron aislar e identificar bacterias del género Mycobacterium y 

algunas bacterias que son aerobias pero que no son actinomicetos.  En este caso, el 

crecimiento de algunos actinomicetos (como las micobacterias), es muy lento por lo 

que las técnicas convencionales implican mucho tiempo. Quezada et al., 2000 

estudiaron la degradación de colorantes azo en un biofiltro empacado con tezontle. 

Ellos lograron identificar bacterias de los géneros Pseudomonas, Alcalígenes y 

Flavobacterium, entre otras.  Sin embargo, como se dijo anteriormente las técnicas 

convencionales no permiten la identificación de la totalidad de bacterias presentes.  

 

Debido a las desventajas que presentan las técnicas convencionales y a las ventajas 

de las técnicas modernas, como la de los AGC, se proponen los siguientes objetivos 

para el presente trabajo. 

 

 

 
 
 



 

OBJETIVOS 
 

Objetivo general 

 

Evidenciar la aplicabilidad del perfil cromatográfico de ácidos grasos celulares para 

caracterizar el tipo de comunidad bacteriana presente en sistemas de tratamiento de 

aguas residuales. 

 

Objetivos específicos: 

 

1) Identificar los ácidos grasos celulares biomarcadores de bacterias (aerobias, 

aerobias facultativas y anaerobias)  presentes en sistemas de tratamiento de 

aguas residuales 

 

2) Evaluar el efecto del ayuno en P. aeruginosa sobre el perfil cromatográfico de 

ácidos grasos celulares  

 

3) Evaluar la aplicación de la metodología propuesta, basada en los 

biomarcadores, para la identificación de comunidades en sistemas de 

tratamiento de aguas residuales  

 

HIPÓTESIS 
 
Existe un grupo de ácidos grasos celulares obtenidos a partir de un perfil 

cromatográfico que pueden utilizarse como biomarcadores para la identificación de 

bacterias aerobias, aerobias facultativas y anaerobias presentes en sistemas para 

tratamiento de aguas residuales 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



CAPÍTULO I 
 

MARCO TEÓRICO 
 
1.1 Lípidos en la célula bacteriana 
 
Los lípidos simples consisten de ácidos grasos unidos al alcohol glicerol. También son 

llamados triglicéridos porque 3 moléculas de ácidos grasos están unidos a una 

molécula de glicerol (Madigan et al., 1997; Lehninger, 1985). 

 

Los lípidos compuestos son lípidos 

simples que contienen adicionalmente 

elementos como el fosfato, nitrógeno 

o sulfuro o compuestos como azúcar, 

etanolamina, serina o colina (Figura 1-

1). Los lípidos compuestos se 

presentan en todos los 

microorganismos y son más 

abundantes en las membranas de las 

bacterias.  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.1 Ácidos Grasos en la célula bacteriana 
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Figura 1-1. Lípido presente en una membrana 
celular  



 

Los principales lípidos que forman las membranas son los fosfolípidos, los cuales 

tienen una región hidrofóbica y una hidrofílica (Figura 1-2). La región hidrofílica es el 

grupo fosfato y el glicerol mientras que la región hidrofóbica es la representada por los 

ácidos grasos (Caldwell, 1995). 

 

 

Figura 1-2. Estructura de la membrana celular 
 

El contenido de ácidos grasos de la mayoría de las especies de bacterias se encuentra 

distribuido en la pared celular, membrana celular e inclusiones citoplasmáticas, se 

sintetizan por separado y luego son esterificados para formar lípidos más complejos. 

Se han encontrado muchas clases de ácidos grasos en las bacterias: pueden contener 

un número diferente de átomos de carbono, tener cadena lineal o cadena ramificada, 

tener o no dobles enlaces, contener o no grupos OH, contener o no anillos de 

ciclopropano (Stainer et al., 1986). Pueden ser saturados o no saturados y el precursor 

de dichos ácidos grasos es la acetil coenzima A (Gottschalk, 1986). 

 

 

1.1.2 Nomenclatura de los Ácidos Grasos Celulares (AGC) 

 

Los ácidos grasos (AG) son designados por el número de átomos de carbono; el grado 



de instauración se indica por un número separado por dos puntos (Figura 1-3).  

 

Ácido graso   Estructura   Tipo de ácido graso 

 

12:0   CH3 (CH2)10 CO.OH   Saturado 

 

16:1ω7  CH3 (CH2)5CH=CH (CH2)7CO.OH             Insaturado 

 

i15:0   CH3 CH2 (CH2)10 CO.OH  Ramificado (con grupo Iso) 

            

                 CH3 

3OH10:0  CH3 CH2 CH (CH) 6CO.OH  Hidroxi   

 

                     OH 

10ME16:0  CH3 (CH2)8 CH (CH)5 CO.OH Ramificado (con grupo 

metilo) 

      

              CH3 

15:0cy   CH3 CH   CH (CH2)10 CO.OH Ciclopropano 

      

       CH2 

H      H 

 

16:1ω7c  CH3(CH2)C=C(CH2)7CO.OH Forma cis 

    H 

 

16:1ω7t  CH3(CH2)C=C(CH2)7CO.OH Forma trans 

 

                     H 

Figura 1-3 Estructuras de ácidos grasos 

 

 

El grado de insaturación es seguido por un número que indica la posición del doble 

enlace más cercano al carboxilo final (∆), o en pocos casos el más cerca del alifático 

final (ω). Los prefijos a, i, cy y d se refieren a ácidos grasos con ramificaciones anteiso, 

iso, ciclopropil y dicarboxílicos respectivamente. Las letras br indican que el tipo de 



ramificación es desconocida, mientras que un número seguido de ME indica la 

posición de un grupo metilo. Los prefijos α y ß indican que el grupo OH se localiza en 

la posición 2 y 3 respectivamente. Una letra “c” indica un ácido graso en forma cis y 

una “t” indica una forma trans (Welch, 1991; Zelles, 1999). 

 

1.2 Técnicas utilizadas para la identificación de microorganismos 
 

1.2.1 Pruebas Bioquímicas Tradicionales 

 

Estas pruebas utilizan las características metabólicas de las bacterias para su 

identificación. En las pruebas bioquímicas se determina la capacidad de los 

microorganismos para utilizar diferentes sustratos, sus características oxidativas y/o 

fermentativas, así como su capacidad para producir metabolitos específicos. Para ello 

se emplean diferentes sustratos y se determina cualitativamente la desaparición del 

sustrato o la aparición de productos. Esta determinación se hace por observación 

directa o mediante la adición de algún compuesto químico o revelador.  

 

La entrada y salida de las sustancias químicas, son procesos comunes a todas las 

células, pero los distintos tipos de células y microorganismos difieren en los tipos de 

metabolitos que generan y los productos de desecho que liberan. Estas diferencias 

son el resultado de los distintos sistemas enzimáticos que posee cada 

microorganismo. Algunas de las pruebas utilizadas para la identificación de 

microorganismos son: la prueba de la oxidasa, catalasa, coagulasa, motilidad indol 

ornitina, triple azúcar hierro, citrato, indol, urea, rojo de metilo y voges-proskawer, 

entre otras (Ramírez-Gama et al., 1996). En la Figura 1-4 se pueden observar algunos 

ejemplos de estas pruebas 

 

 

 

 

 

 

  ¿Pueden fermentar la lactosa? 

 



   NO      SI 

 ¿Pueden utilizar ácido cítrico   ¿Pueden utilizar ácido cítrico 

 como única fuente de carbono?  como única fuente de carbono? 

 

 NO          SI           NO       SI 

Shigella            Salmonella     Escherichia        Produce 

acetoína 

Produce Lisina       Generalmente 

Descarboxilasa       produce H2S        NO              

SI 

             Citrobacter     
Enterobacter 

 

Figura 1-4 Ejemplo de caracterízación metabólica de bacterias (Tortora et al., 1998). 

 

Número Más Probable (NMP): Es un método que se utiliza para la detección y 

enumeración, en agua, de organismos coliformes totales, organismos coliformes 

fecales (termotolerantes) y Escherichia coli presuntiva mediante el cultivo en un medio 

líquido en tubos múltiples y el cálculo de sus números más probables en la muestra. 

Este método es aplicable para todo tipo de agua, incluyendo aquellos que contienen 

una cantidad apreciable de materia en suspensión. El método se basa en la 

inoculación de alícuotas de la muestra, diluida o sin diluir, en una serie de tubos de un 

medio de cultivo líquido conteniendo lactosa. Los tubos se examinan a las 24 y 48 

horas de incubación ya sea a 308 ó 310K (35 ó 37°C). Cada uno de los que muestran 

turbidez con producción de gas se resiembra en un medio confirmativo más selectivo 

y, cuando se busca E. coli presuntiva, en un medio en el que se pueda demostrar la 

producción de indol. Se lleva a cabo la incubación de estos medios confirmativos hasta 

por 48 horas ya sea a 308 ó 310K (35 ó 37°C) para la detección de organismos 

coliformes y a 317 °K (44°C) para organismos coliformes termotolerantes y E. coli. 

Mediante tablas estadísticas, se lleva a cabo el cálculo del número más probable 

(NMP) de organismos coliformes, organismos coliformes termotolerantes y E. coli que 

pueda estar presente en 100 cm3 de muestra, a partir de los números de los tubos que 

dan resultados confirmativos positivos (Madigan, 1997). 



La técnica de NMP también se utiliza para identificar grupos de bacterias 

fermentativas, hidrogenofílicas, acetoclásticas, OHPA butirótrofas, OHPA 

propionótrofas y sulfatorreductoras. 

Para su determinación se inocula la muestra en medio reducido especial para 

bacterias anaerobias (en una cámara anaerobia) y se preparan múltiples series de 

diluciones decrecientes. Las bacterias OHPAb, OHPAp, acetoclásticas e 

hidrogenofílicas se incuban a 35-37°C durante 45 días y las fermentativas y 

sulfatorreductoras durante 7 días. Se procede a determinar si cada tubo es positivo 

(crecimiento bacteriano) o negativo (no presentan crecimiento bacteriano). La lectura 

positiva significa que al menos un microorganismo estaba presente en la alícuota 

utilizada para la inoculación. Considerando la teoría de la probabilidad y resolviendo 

una ecuación matemática, el número más probable de bacterias se localiza en una 

tabla llamada de McGrady (Hungate, 1969). La técnica es muy laboriosa y necesita 

periodos de incubación de 24 a 48 horas. Además, en ocasiones no es muy exacta. 

Sin embargo, se pueden identificar grupos de bacterias que con otras técnicas no se 

puede. 

 

En suelos también se utiliza la técnica del NMP para identificación de bacterias 

nitrificantes. La técnica consiste en poner 10 g de suelo húmedo en medio para NMP 

que contiene algunos elementos como K, Na, Mg, Ca, F, Mo, Mn, Zn, Cu y Co. Se 

pone en agitación por 24 horas a 20 °C. Posteriormente, se toman 0.25 ml de la 

suspensión y se adicionan a una caja con 2.25 ml de medio con amonio o nitrato y se 

ponen a incubar  a 25 °C durante dos meses. La oxidación del amonio se revisa 

utilizando un indicador azul de bromotimol y la oxidación del nitrato se determinó 

utilizando reactivos de Griess Ilosvay (Boll et. al., 2002). 

 
1.2.2 Pruebas Bioquímicas Comerciales 
 
Sistema API  (Analytical Profile Index): En el mercado se encuentran algunas pruebas 

bioquímicas para la identificación rápida de bacterias, como un ejemplo se tiene el 

Sistema API. El cual es un sistema que sirve para la identificación de enterobacterias y 

otras bacterias Gram negativas principalmente, aunque también es aplicable para 

bacterias Gram positivas (API 20 E, 1990). 

 
La técnica se basa en el metabolismo de las bacterias y consta de 21 pruebas 

bioquímicas, 20 son miniaturizadas y estandarizadas; la otra prueba (oxidasa) se 



realiza de manera separada adicionanado un reactivo para determinar la presencia de 

la enzima oxidasa. Cada prueba se realiza en microtubos que contienen medios 

específicos deshidratados, estos medios son reconstituidos adicionando una 

suspensión celular. El sistema consta de 20 pruebas sobre los siguientes sustratos 

(incluidos en los microtubos del sistema API): ONPG (o-nitrofenol-β-D-galactósido), 

ADH (arginina), LDC (lisina), ODC (ornitina), CIT (citrato sódico), H2S (tiosulfato 

sódico), URE (urea), TDA (triptofano), IND (indol), VP (piruvato sódico), GEL (gelatina 

de Kohn), GLU (glucosa), MAN (manitol), INO (inositol), SOR (sorbitol), RHA 

(ramnosa), SAC (sacarosa), MEL (melobiosa), AMY (amigdalina), ARA (arabinosa). El 

sistema tiene una prueba adicional que se realiza por separado, llamada oxidasa; esta 

prueba se lleva a cabo adicionando el reactivo de Kovac. Si la muestra aparece de un 

color púrpura oscuro se considera oxidasa positiva. Según las instrucciones que 

acompañan al producto, con las 21 pruebas se forman siete grupos ordenados de tres. 

Al final se obtiene un código que proviene de la condensación de piezas binarias de 

información (+ o -) dentro de un perfil numérico. Para hacer esto, las pruebas son 

divididas en grupos de tres y para cada reacción positiva se le da un valor igual a 1, 2 

o 4 de acuerdo a la posición de la prueba en su respectivo grupo: primero, segundo o 

tercero. La suma de estos tres valores (cero para reacciones negativas) da el 

correspondiente dígito con un valor entre 0 y 7.  Los códigos obtenidos se comparan 

con los que se encuentran en el Manual Bio Mérieux API para determinar el tipo de 

microorganismo presente (API 20 E, 1990). 

 
Algunas variantes del sistema API  son: El sistema Micro Scan y BBL entre otros. 

Estos se utiliza para identificar bacterias aerobias y facultativas y el fundamento es el 

mismo  que el del sistema API. El sistema BBL cristal  (Becton, Dickinson and 

Company, 2000) es unaprueba que ya se encuentra de forma comercial, consta de 

placas  con medios deshidratados que se incuban durante 18-24 hora a 35-37 °C. 

Después de la incubación las placas se leen con luz blanca y ultravioleta. Se obtiene 

un número de 10 dígitos (número de perfil) que se introduce a una base de datos (libro 

electrónico de códigos para el sistema BBL cristal) para la identificación. Este sistema 

se utilizó para identificar cepas anaerobias como la de Bacillus (Becton, Dickinson and 

Company, 2000). 

 

Prueba Biolog: Es un sistema automatizado para la identificación de microorganismos. 

La técnica se basa en el patrón de utilización de sustratos (actividad metabólica 



aerobia) (Ibekwe y  Kennedy, 1998; Garland, 1996; Zack et al., 1994; Fang et al., 

2001).  

 

Las cajas contienen 95 fuentes de carbono y un blanco sin sustrato, cada sustrato 

tiene un colorante el cual es susceptible de ser reducido por el NADH producido en las 

rutas respiratorias de las bacterias. Se incuban las cajas a 25 °C y se lee la 

absorbancia a 405 nm. 

El sistema Biolog no se puede utilizar para cuantificar biomasa pero puede detectar 

variaciones considerables de la capacidad para metabolizar los diferentes sustratos y 

se puedo identificar bacterias Gram negativas y positivas. Sin embargo, se menciona 

que la técnica únicamente refleja la actividad de una cierta porción de la comunidad 

(Ibekwe y Kennedy, 1998; Garland, 1996; Zack et al., 1994; Fang et al., 2001). 

 
1.2.3 Perfiles de proteínas y secuenciación de aminoácidos 
 

Todas las proteínas son moléculas que tienen secuencias específicas de aminoácidos 

y tienen una forma particular con una variedad de cargas en la superficie, lo cual 

permite diferenciar células u organismos. Sin embargo, las variaciones en la cantidad 

de proteínas en células hace que esta técnica sea difícil de aplicar en organismos 

multicelulares (Black, 1996). Las células de cada especie sintetizan un arreglo único 

de proteínas (como una huella). Por lo que el análisis de los perfiles de una o más 

proteínas de diferentes especies de bacterias permiten realizar comparaciones entre 

ellas (Black, 1996). 

 

Las muestras de proteína se obtienen de las células que son lisadas con detergente. 

Una vez obtenidas las proteínas se colocan en una placa con gel de poliacrilamida, 

que se inserta en una cámara llena de buffer y una corriente es pasada a través del 

gel por un determinado periodo. En el gel se separan las proteínas de acuerdo con su 

peso molecular (Black, 1996). 

 

También la determinación de la secuencia de aminoácidos permite obtener similitudes 

y diferencias entre los microorganismos. Por ejemplo las proteínas como los 

citocromos, que intervienen en el metabolismo oxidativo, son comúnmente utilizados 

para estudiar secuencias de aminoácidos en microorganismos (Black, 1996). 

1.2.4 Pruebas moleculares 



 

Actualmente la aplicación de la biología molecular permite la identificación de 

microorganismos patógenos como bacterias (Noordhoek et al., 1996; Toze, 1999), así 

como la determinación de la diversidad de microorganismos presentes en muestras 

ambientales ( Raskin et al., 1994; Lee et al., 1996; Godon et al., 1997; Wintzingerode 

et al., 1997; Manz et al., 1998; Amann et al., 1997; Spring et al., 2000; McDonal y 

Brözel, 2000). La ventaja de utilizar dichas técnicas es que permiten el estudio de los 

microorganismos sin previo cultivo y aislamiento (Wintzingerode et al., 1997; Amann et 

al., 1995; Godon et al., 1997; Milcic-Terzic y Saval, 2000; Lee et al., 1999). 

 

a) Contenido de Guanina –Citosina (G-C) 

Es una técnica ampliamente utilizada por los taxónomos porque permite observar 

relaciones entre especies. La composición de bases es usualmente expresada como 

el porcentaje de Guanina más Citosina (G-C). Se ha encontrado que el contenido de 

G-C en bacterias varía de 23-75 % (Tortora et al., 1998; Black, 1996). 

 
También se ha observado que ciertas especies de bacterias como Clostridium tetani y 

Staphylococcus aureus tienen una composición G-C muy similar pero que P. 

aeruginosa tiene una composición muy diferente. Así que, C. tetani y S. aureus 

probablemente están estrechamente relacionadas (Black, 1996).  

 

Se ha observado que la mayoría del ADN extraído de un suelo cultivado presenta un 

porcentaje G-C de 55-73%, que incluye géneros como Alcaligenes (G-C= 59-64 %), 

Arthrobacter (G-C= 63-69 %) y Pseudomonas (G-C= 58-66%). 

 

b) Secuenciación del ARNr 16S 

La técnica molecular en la que se estudia el Ácido Ribonucleico (ARN) de la subunidad 

pequeña (16S) de los ribosomas, permite el análisis completo de la diversidad 

microbiana, esto debido a que son estructuras que presentan regiones con secuencias 

altamente conservadas y otras con alta variabilidad e hipervariabilidad. Para 

propósitos de  identificación se utilizan las regiones hipervariables por la relativamente 

alta diferencia entre especies pero relativamente baja variabilidad dentro de una 

misma especie (Böttger, 1996). En la mayoría de las bacterias, la longitud del ácido, 

en la subunidad pequeña de los ribosomas, es de alrededor de 1,500 nucleótidos y a 

esta subunidad se le llama 16S (basado en su velocidad de sedimentación) (Tortora et 

al., 1998). 



 

c) Clonación al azar y secuenciación 

Con este método se puede determinar la diversidad microbiana en suelo, agua y lodo 

(Godon et al., 1997). También se pueden determinar grupos de poblaciones por medio 

de primers específicos. La clonación es el aislamiento e incorporación de un fragmento 

de ADN dentro de un vector (Madigan et al., 1999). Tradicionalmente se utilizan 

vectores como plásmidos o bacteriófagos de E. coli para realizar el clonaje  

(Wintzingerode et al., 1997). Cada secuencia correspondiente a un clon se compara 

con las secuencias disponibles en la base de datos que se encuentra en internet. 

 

Actualmente se usan dos estrategias para aislar genes de RNAr del total de los ácidos 

nucleicos para conocer la diversidad de las comunidades en muestras ambientales 

(Figura 1-5). Una de ellas consiste en clonar fragmentos al azar de ADN de la muestra 

ambiental y analizar aquellos que contienen genes de ARNr. La otra estrategia para 

estudiar el ARNr se lleva a cabo por medio de  una extracción directa del ARNr para 

posteriormente transcribirlo a ADN por medio de una transcriptasa reversa. Como la 

cantidad de Ácido Desoxirribonucleico (ADN) clonado que contiene genes de ARNr es 

pequeña, el segundo paso, casi obligado, es la utilización de la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction, PCR) para 

amplificar este ARNr. Como el ARNr está altamente conservado en la naturaleza, se 

utilizan primers universales para los tres dominios de organismos (eucariotas, 

bacterias y arqueas).  

 

Una vez que el ADN de muestras ambientales se amplifica por PCR, los diferentes 

grupos amplificados deben ser separados para distinguir cada uno de ellos. Existen 

diferentes técnicas para realizar la separación de los grupos amplificados (Figura 1-5), 

entre ellas están la electroforesis en gel por gradiente desnaturalizante o térmico 

(Denaturing/Thermal Gradient Gel Electrophoresis, DGGE, TGGE), Polimorfismo de 

Longitud de Fragmentos de Restricción (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, 

RFLP), Polimorfismo de Conformación de Hebra Simple (Single Strand Conformation 

Polimorphism, SSCP),  Análisis del Espacio Intergénico Ribosomal (Ribosomal 

Intergenic Spacer Analysis, RISA) y  ADN Polimórfico Amplificado al Azar (Random 

Amplified Polymorphism DNA, RAPD). 
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Figura 1-5. Técnicas utilizadas en biología molecular  para determinar estructura de las 

comunidades 

d) Electroforesis en gel por gradiente desnaturalizante o térmico (DGGE y TGGE) 

Es la separación por electroforesis en un gradiente de gel desnaturalizante o térmico. 

En los dos métodos se realiza una separación de los fragmentos de ADN amplificados. 

Dicha separación se realiza por los cambios conformacionales de las moléculas de 



ADN, que se dan por un gradiente lineal de desnaturalizante (DGGE) o de temperatura 

(TGGE). De tal modo que los fragmentes de ADN disminuyen su movilidad 

electroforética y detienen su migración a diferentes posiciones en el gel (Giraffa y 

Neviani, 2001; Ranjard et al., 2000). 

 

e) Polimorfismo de Conformación de Hebra Simple (SSCP) 

Es el método llamado de Polimorfismo de Conformación de Hebra Simple, en la cual 

se amplifica la región variable del gen ADNr 16S por lo que se estudia una hebra. La 

técnica esta basada en la diferencia de movilidad de los fragmentos de ADN de 

acuerdo con su tamaño y estructura secundaria. Dicha conformación y estructura 

secundaria depende del fenómeno de plegado de la hebra simple de la molécula de 

ADN. El análisis requiere una electroforesis uniforme a baja temperatura y sin 

gradiente desnaturalizante (Giraffa y Neviani, 2001). 

 

El método SSCP tiene algunas aplicaciones como por ejemplo, se ha utilizado para 

monitorear la evolución de las comunidades microbianas dentro de un reactor utilizado 

para elevar su capacidad de remoción de fósforo (Giraffa y Neviani, 2001) y para 

estudiar la diferencia entre poblaciones bacterianas de un lago oligotrófico y de una 

laguna eutrófica (Lee et al., 1996). Además, permite la identificación de poblaciones 

específicas dentro de una comunidad (Ranjar et al., 2000). 

 

f) Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP) 

El RFLP se realiza a partir de cualquier gen amplificado para producir secuencias de 

diferentes tamaños. Se aisla el ADN y se utilizan enzimas de restricción que cortan el 

ADN en multiples fragmentos de diferentes logitudes. Puesto que muchos de esos 

fragmentos no corresponden a la región que se pretende estudiar, generalmente se 

utiliza una sonda para que se lleve a cabo una hibridación. Cada fragmento es 

separado en geles de agarosa o poliacrilamida (Ranjard et al., 2000; Giraffa y Neviani, 

2001). 

 

Existen algunas variaciones del RFLP como el Análisis de Restricción de ADN 

Ribosómico Amplificado (Amplified ARDRA Ribosomal DNA Restriction Analysis) y el 

Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos de Restricción por Temperatura (Termal – 

restriction fragment length polymorphis T-RFLP), en el cual se utiliza un primer 

fluorescente en el extremo 5’ durante la PCR (Giraffa y Neviani, 2001; Ranjard et al., 

2000). 



La técnica se ha utilizado para demostrar cambios en la estructura genética de 

comunidades de bacterias que son expuestas a cambios ambientales o a compuestos 

tóxicos (Giraffa y Neviani, 2001). 

 

g) ADN Polimórfico Amplificado al Azar (RAPD).  

En este método se amplifica por PCR una región de ADN escogido de manera 

arbitraria mediante un primer pequeño (generalmente de 10 nucleótidos). En una 

misma molécula de ADN, el primer se puede fijar en multiples sitios, ya que la sonda 

es corta. Por lo tanto, los fragmentos de ADN amplificados presentan diferentes 

longitudes (polimorfismo de longitud).  Los diferentes fragmentos de ADN se separan 

en gel de agarosa o acrilamida (Giraffa y Neviani, 2001; Ranjar et al., 2000). 

 

h) Análisis del Espacio Intergénico Ribosomal (RISA) 

 En este método se analiza el espacio que se encuentra entre la subunidad 16S y 23S 
de los          ribosomas, la cual varía de 50  pb a más de 1.5 kb dependiendo de la 
especie.  
 
      g) Hibridación In Situ Fluorescente (Fluorescence In Situ Hybridization, FISH). 

En el FISH se fija la muestra ambiental en paraformaldehído y posteriormente se 

inmovilizan las células (generalmente con teflón). Después se hace una hibridación in 

situ con una sonda fluorescente. Las muestras se observan en un microscopio de 

epifluorescencia (Poulsen et al., 1993) o en un microscopio láser de barrido confocal 

(Lee et. al, 1999; McDonald y Brözel, 2000), el cual permite realizar observaciones en 

tres dimensiones. También se puede utilizar otro tipo de microscopia como la 

citometría de flujo, la cual permite observar características morfológicas y fisiológicas 

de los microorganismos (Amann et al., 1990).  

 
El FISH se ha utilizado para analizar la abundancia y organización espacial de 

bacterias sulfatorreductoras en lodos activados (Manz et al., 1998), la estructura de 

biopelículas de sistemas de tratamiento de aguas residuales (McDonald y Brözel, 

2000) y  la actividad de las biopelículas (Poulsen et al., 1993). 

 

Algunas técnicas modernas como las pruebas de ácidos nucleicos con el blanco RNAr 

marcado con fluorescencia han permitido el estudio de microorganismos en su hábitat 

natural (Amann et al., 1997; Spring et al., 2000; Rabus et al., 1996; Poulsen et al., 



1993; Lee et al., 1999), en especial bacterias en biopelículas  (McDonald y Brözel, 

2000) y bacterias metanogénicas (Raskin et al., 1994). 

 

1.2.5 Perfil cromatográfico de Ácidos Grasos Celulares  

 

La determinación del perfil cromatográfico de Ácidos Grasos Celulares (AGC) permite 

la identificación de microorganismos en cultivos puros o en muestras ambientales. El 

método comercial llamado Sherlock Microbial Identification System (sistema MIDI) es 

un sistema analítico automatizado que puede identificar bacterias en base a su perfil 

único de AGC (Sasser, 2001). Únicamente se utiliza para identificar cepas puras y los 

pasos que se deben realizar son los siguientes: se cultivan los microorganismos en un 

medio adecuado para su crecimiento. Se incuban durante 24h (bacterias aerobias) o 

48h (bacterias anaerobias). Posteriormente, se realiza una saponificación, metilación y 

extracción. La muestra se pasa a un cromatógrafo de gases y se obtiene su perfil 

cromatográfico de AGC. Los picos de cada ácido graso se comparan con una base de 

datos (Sasser, 2001). 

 

Aun cuando éste método permite la identificación de muchas bacterias, es necesario 

su cultivo y su aislamiento. Sin embargo, se han realizado algunos estudios en los que 

se analizan las muestras in situ (sin previo cultivo y aislamiento) y se han observado 

algunas diferencias en el perfil cromatográfico de AGC (Bossio et al., 1998). 

 

La técnica del perfil cromatográfico de Ácidos Grasos Celulares presenta algunas 

ventajas: 

a) Los Ácidos Grasos (AG) son moléculas que se encuentran en todas las 

membranas celulares de las bacterias (Tortora et al., 1998). 

b) Los AG se encuentran en cantidades constantes. Por lo tanto, si existen 

cambios en estas cantidades se puede determinar viabilidad y actividad de los 

microorganismos (Vestal y White, 1989). 

c) La presencia y cantidad de los AG son constantes para cada especie particular 

de bacterias (Böttger, 1996). 

d) Es una técnica que no necesita cultivos puros, es sencilla y de alta sensibilidad.  

e) En pocos días se pueden tener datos cualitativos y cuantitativos (McNair, 

1981). En contraste con la técnica de secuenciación de RNAr, en la cual se 

obtienen únicamente datos cualitativos (Böttger, 1996). 



f) La cromatografía de gases (CG) es ampliamente utilizada debido a la 

sensibilidad obtenida por equipo. El detector de conductividad térmica puede 

fácilmente detectar cantidades de  microgramos. El detector de ionización de 

flama detecta nanogramos (10–9 g), y los detectores más selectivos como el de 

captura de electrones y el detector fotométrico de flama alcanzan los 

picogramos (10-12g) (McNair, 1981; Tunlid y White, 1990).  Debido a esta 

sensibilidad, la CG es un método preferido para el análisis de trazas. Otra 

ventaja de esta extrema sensibilidad es que se requiere inyectar al 

cromatógrafo un volumen en el orden de microlitros (McNair, 1981). 

 

1.3 Viabilidad en bacterias 
 
1.3.1 Cuenta Heterótrofa en Placa (CHP) 
 
Una  célula viable se define como la que es capaz de dividirse para dar lugar a 

descendencia y la forma habitual de llevar una cuenta de células viables es 

determinando el número de células capaces de generar colonias sobre la superficie de 

un medio sólido. 

 

Hay dos maneras de llevar a cabo la cuenta en placa: por siembra en superficie o por 

vertido en placa. En la siembra en superficie, se toma 0.1 ml de la dilución apropiada 

de la muestra y se extiende en toda la superficie del medio utilizando una barra de 

vidrio doblada y estéril. La placa se incuba a 35 °C hasta que aparezcan las colonias 

(24-48 horas). 

 
En el método de vertido en placa se mide un volumen de muestra conocido  (0.1 – 1.0 

ml) en el medio de cultivo fundido previamente y enfriado hasta aproximadamente 40 

°C; después de mezclado se vierte rápidamente en una caja petri y se incuba a 35 °C 

durante 24-48 horas. El organismo que va a ser contado debe resistir temperaturas de 

40-45 °C (Madigan et al., 1997). 

 

En los dos métodos, el número de colonias que se desarrollen en las placas, no debe 

ser muy elevado para poder contar adecuadamente y por otra parte el número de 

colonias no debe ser muy bajo para que la cuenta tenga significado estadístico. La 

práctica habitual indica que el número de colonias debe oscilar entre 30 y 300 por 

placa (Madigan et al., 1997). Normalmente es necesario hacer más de una dilución 

para obtener un número de colonias apropiado.  



 
1.3.2 Citometría de flujo  
 

La Citometría de Flujo es una técnica de análisis celular multiparamétrico en la que se 

examinan las propiedades físicas y químicas de las céulas, microorganismos u otras 

partículas biológicas. Su fundamento se basa en hacer pasar una suspensión de 

partículas (geralmente células) alineadas y de una en una por delante de un haz de 

láser focalizado (Figura 1-6). El impacto de cada célula con el rayo de luz produce 

señales que corresponden a diferentes parámetros de la célula y que son recogidos 

por distintos detectores. Estos convierten dichas señales en señales electrónicas que 

posteriormente serán digitalizadas para permitir la medida simultánea de varios 

parámetros en una misma célula.  

En el momento en que una célula cae de la nariz del citómetro al pasar por el rayo 

láser, éste le imprime una carga positiva o negativa, luego al llegar a una serie de 

placas con cargas positivas o negativas, estas placas atraen a las células según su 

carga y provocan que las células caigan en recipientes diferentes según el desvío que 

sufren, las células que no reciben ninguna carga durante su paso por el rayo láser, son 

colocadas en un receptáculo para desechos. 

 

Al realizar las mediciones en el citómetro de flujo, las células pueden estar vivas o 

fijadas, pero obligadamente en suspensión celular y en forma de célula única. Al 

obligarlas a pasar alineadas una a una frente a un haz láser mediante un flujo 

continuo, cada célula, a la vez que dispersa la luz, emite luz fluorescente como 

consecuencia de la excitación láser a la que es sometida. Los parámetros que 

típicamente se miden de forma simultánea por cada célula son: 

1. Dispersión frontal de la luz a 2º (forward scatter), valor proporcional al 

tamaño celular.  

2. Dispersión de la luz ortogonal (side scatter), proporcional a la cantidad 

de estructuras granulares o complejidad de la célula.  

3. Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.  

Se puede obtener información sobre: análisis fenotípico, de ADN y cromosómico, 

estudios funcionales, receptores de superficie, actividad enzimática, permeabilidad de 

la membrana y flujo de calcio. 

 



El rayo de luz que ha pasado a través de las células es captado por una serie de 

sistemas ópticos, filtros, transductores electrónicos de señales y un equipo de cómputo 

que colecta la luz emitida a una longitud de onda específica, estos sensores se 

encuentran a diferentes ángulos conforme al origen de la fuente de luz (Radcliff y 

Jeroszeski, 1998). 

 

Los citómetros de flujo están formados por complejos sistemas fluídicos, óptica láser, 

detectores electrónicos, convertidores analógico-digitales y digitales, y ordenadores. 

Los sistemas ópticos permiten el enfoque láser en un haz con un diámetro reducido 

para impactar sobre el menor número de partículas posibles simultáneamente. El 

sistema fluídico permite un enfoque hidrodinámico del flujo celular hasta conseguir el 

alineamiento de las partículas o células, y en los separadores celulares o "cell sorters", 

se produce una rotura del flujo en gotas de tamaño uniforme para conseguir la 

separación de células individuales. El sistema electrónico se encarga de la 

cuantificación de los destellos de fluorescencia y de la luz dispersada y, bajo el control 

del ordenador, se consigue la carga electrónica de las gotas que contienen las células 

de interés para poder someterlas a deflección y recogerlas en tubos específicos para 

tal fin, o sobre pocillos de cultivo de tejidos. El ordenador permite almacenar datos de 

miles de células por cada muestra, y representar los resultados gráficamente. 

 

Los datos del Clitómetro de Flujo pueden adquirirse usando un amplificador lineal o 

logarítmico. El uso del amplificador logarítmico es el indicado para las cuestiones 

biológicas, donde las distribuciones están desviadas a la derecha. En este caso, el 

efecto de la amplificación logarítmica normaliza la distribución. El uso de una 

amplificación logarítmica requiere de un amplio rango de fluorescencia, que puede ser 

después comprimido, como en muchas otras distribuciones biológicas. La 

amplificación lineal se usa cuando no se está seguro de la amplitud del rango de los 

signos, por ejemplo, los análisis de DNA, flujo de calcio, etc. (Radcliff y Jeroszeski, 

1998). 

 

 

 

Rayos láser y fluorocromos 

Existen varios tipos de rayo láser que pueden ser utilizados en los sistemas de 

citometría de flujo, pero los tipos más comunes son los iones de argón, helio-neón, 

criptón y láser teñido. 



La selección del fluorocromo a utilizar es en función tanto de la aplicación que se le va 

a dar como de la longitud de onda a la que es excitado dicho fluorocromo. Algunos de 

los fluorocromos más utilizados son: el yoduro de dihexyloxacarbocyanina (DIOC),  

diacetato de fluoresceína (DAF) y yoduro de propidio (PI). 

 

 

 

Figura 1-6. Diagrama de un citómetro de flujo 

 

Yoduro de dihexyloxacarbocyanina (DIOC). El colorante carbocianina da una medición 

del potencial transmembranal por su distribución a través de la membrana celular. El 

potencial de membrana juega un papel crítico en la fisiología  de la bacteria. Está 

íntimamente relacionado en varios procesos tales como: Autólisis bacteriana, 

transporte de glucosa, quimiotaxis, supervivencia a pH bajo (Novo et al., 1999).  

 

El potencial de membrana es generado por las diferencias en la concentración de 

iones en lados opuestos de la membrana (fuera de la célula), y  son típicamente 

negativos del orden de –150 mv, con el interior de la célula eléctricamente negativo 

con respecto al exterior. El potencial de membrana se colapsa (se reduce a cero) 

cuando se elimina el gradiente de protones a través de la membrana (Tanner y 

Wellhausen, 1988). 

 



Los colorantes de cianina, son utilizados para la medición del potencial de membrana 

de las células por medio de un citómetro de flujo. Estos colorantes son lipofílicos con 

una carga positiva deslocalizada, contienen dos anillos heterocíclicos idénticos 

pegados por un enlace polymethine (Tanner y Wellhausen, 1988).  

 

Diacetato de fluoresceína: De acuerdo con el estado fisiológico de las células se 

pueden dividir en vivas y muertas. Las células vivas incluyen aquellas que están 

metabólicamente activas, las cuales pueden ser viables (con posibilidad de duplicarse) 

o no viables (pérdida de la viabilidad, es decir, ya no pueden duplicarse). Las células 

vivas son coloreadas por el diacetato de 5-clorometil fluoresceína (CMFDA) el cual 

mide la actividad de las esterasas por la hidrólisis de la CMFDA y es comúnmente 

usada para medir la actividad de la membrana de células intactas. 

 

Yoduro de propidio: El yoduro de propidio es un fluorocromo utilizado para contar 

células no viables. Es un colorante que entra a las células dañadas y se une a los 

ácidos nucleicos. Es un agente intercalante, es decir debido a su estructura aromática 

plana se favorece su inserción entre los pares de bases apareadas del ADN. El yoduro 

de propidio posee propiedades fluorescentes al ser excitado  con luz ultravioleta y 

emite una fluorescencia intensa de color rojo (Luque y Herráez, 2001). 

 

1.4 Sistemas biológicos de tratamiento de aguas 
 

Los principales objetivos del tratamiento biológico de aguas residuales son transformar 

los componentes disueltos o partículas biodegradables en productos finales menos 

complejos o incluso la mineralización de ellos, capturar o incorporar sólidos coloidales 

suspendidos o no sedimentables en un flóculo o en una biopelícula y, en algunos 

casos, remover trazas de compuestos orgánicos ( Tchobanoglous, 1991). 

  

Los tratamientos biológicos para el tratamiento de aguas residuales pueden ser de 

cuatro tipos: aerobios, anaerobios, anóxicos y facultativos. Los procesos aerobios son 

los que requieren oxígeno disuelto; en cambio, en los anaerobios hay ausencia de 

éste. Los anóxicos se llevan a cabo en presencia de oxígeno combinado (NO3-, SO4
2-, 

etc.). En los procesos facultativos existen poblaciones mixtas, además de que 

intervienen microorganismos, denominados facultativos, que pueden vivir en presencia 

o ausencia de oxígeno. 

 



Durante la biodegradación de los contaminantes una parte del sustrato es oxidada 

para la producción de la energía requerida por los microorganismos para desarrollar 

sus actividades vitales. La otra parte es sintetizada para formar nuevas células. Al 

escasear el sustrato la población microbiana entra en la fase de respiración endógena; 

resultan como productos finales: CO2, H2O, NH3 y sustancias no biodegradables. 

 

Los procesos biológicos se basan en la utilización, por los microorganismos, de la 

energía contenida en la materia orgánica contaminante medida como la Demanda 

Química de Oxígeno (DQO) o como Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO). Una 

bacteria anaerobia utiliza el 10 % de la energía contenida en su alimento o sustrato 

para funciones de reproducción, dando origen a nuevas células y el 90% restante lo 

dirige a la producción de gas metano. Por su parte una bacteria aerobia emplea de 

60% a 65% de la energía del sustrato en a síntesis de nuevas células, mientras la 

fracción restante se utiliza para realizar las funciones metabólicas (Jiménez, 2001). 

 

En función de la forma en que se encuentre la biomasa, los procesos biológicos se 

clasifican en: 

1) Sistemas con biomasa suspendida: en estos sistemas los microorganismos se 

encuentran libres dentro del tanque. Tienen la ventaja de que han sido muy 

aplicados por lo que fácilmente se encuentra información sobre ellos. El mayor 

inconveniente es que, frecuentemente, tiene problemas de decantación, por 

ello los microorganismos se escapan con el efluente. Además requieren de 

energía para realizar el mezclado del contenido del tanque. 

 

2) Sistemas con biomasa fija: en estos sistemas los microorganismos se 

encuentran adheridos en un soporte. Por regla general tienen menor volumen 

que los sistemas con biomasa suspendida y producen flóculos con alto grado 

de sedimentabilidad. Las versiones más modernas de estos procesos son poco 

aplicados en México (Jiménez, 2001). 

 

 

1.4.1 Reactores aerobios 

 

Existe buen número de procesos aerobios, los que, a su vez, se subdividen en 

variantes. En general, pueden agruparse en procesos de tipo extensivo (lagunas), 

procesos de biomasa en suspensión (lodos activados en sus diversas formas) y 

procesos de biopelícula (filtros percoladores y disco biológico rotatorio). 



 

Sistemas con biomasa suspendida 

Lodos activados. En este sistema se pone en contacto el agua residual con una masa 

biológica preexistente en un tanque de aeración. La materia orgánica biodegradable 

contenida en el agua residual es degradada en forma aerobia por microorganismos 

presentes en los flóculos en sustancias más simples e inocuas para el ambiente. 

 

El influente (agua residual que se va a tratar) entra en el tanque en donde tiene 

contacto con los microorganismos. El oxígeno necesario es introducido por inyección 

de aire a presión, o bien, por agitación mecánica, por esta razón a éste se le denomina 

tanque de aeración. Los objetivos que se buscan al introducir el aire son oxigenar la 

biomasa y mantenerla en suspensión. Transcurrido cierto tiempo, el líquido conocido 

como licor mezclado se pasa a un decantador donde la biomasa formada es separada 

del efluente tratado. 

 

Entre las variantes de lodos activados, las más empleadas son la convencional o de 

flujo pistón, la completamente mezclada y la aeración extendida. En menor medida se 

encuentra la estabilización por contacto, la aeración por etapas, la zanja de oxidación  

y la aeración con oxígeno puro. 

 

Los procesos aerobios por lodos activados están formados por bacterias, hongos, 

protozoos y nemátodos.  En los procesos de tratamiento aerobios las bacterias que 

actúan en la degradación incluyen miembros  de los géneros Pseudomonas, Zoogloea, 

Achromobacter, Flavobacterium, Nocardía, Bdellovibrio, Mycobacterium y nitrificantes 

como Nitrosomonas y Nitrobacter. Adicionalmente se pueden presentar formas 

filamentosas tales como Sphaerotilus, Beggiatoa, Thiothrix, Leptomitus, Leucothrix y 

Geotrichum. Las bacterias gram positivas reportadas en sistemas aerobios pertenecen 

a los géneros Bacillus y Micrococcus (Lewandowski, 1990). 

 

Por lo general las bacterias realizan la función de degradar el sustrato. Sin embargo, 

las actividades metabólicas de otros organismos son igualmente importantes; por 

ejemplo, los protozoos y rotíferos actúan como depuradores del efluente. Los 

protozoos actúan como predadores de bacterias dispersas que no han floculado y los 

rotíferos consumen cualquier partícula biológica que no ha sedimentado. Los hongos 

también pueden ser degradadores como por ejemplo los géneros Phanerochaete y 

Rhizopus. 

 



Sistemas con biomasa fija 

Disco biológico rotatorio. Es un tratamiento aerobio y con biomasa fija. Consiste en 

una serie de discos circulares de 2  a 3 m de diámetro, fabricados en poliestireno o 

cloruro de polivinilo desplegado o corrugado, de 10 a 20 mm de ancho, montados en 

un eje horizontal con espaciamiento de 20 mm entre los discos adyacentes. Los discos 

están sumergidos en 40% de susuperficie, de manera que al rotarlos, la biopelícula 

entra en  contacto con el agua residual y con el aire en forma alternada con velocidad 

de 2 a 6 rpm. De esta forma se realiza la aeración de los microorganismos.  

 

Filtro percolador. Es conocido como filtro rociador, biotorre y biofiltro, se clasifica 

dentro de los procesos con biomasa fija. Estos sistemas se caracterizan por tener un 

medio filtrante como la grava, escorias de hornos, madera de pino o plásticos. Una vez 

que el filtro se encuentra operando, la superficie del medio comienza a cubrirse con 

una película viscosa y gelatinosa que contiene bacterias y otro tipo de 

microorganismos. El efluente de la sedimentación primaria es distribuido 

uniformemente en el medio de soporte del filtro a través de un sistema distribuidor de 

flujo. El oxígeno necesario es suministrado por la circulación natural del aire a través 

de los intersticios entre el medio filtrante y, parcialmente por el oxígeno disuelto 

presente en el agua residual. Pasando cierto tiempo, comienza el desarrollo 

microbiano en la interfase anaerobia del medio filtrante, generando el crecimiento de 

organismos anaerobios y facultativos que, junto con los organismos aerobios, forman 

el mecanismo básico para la remoción de la materia orgánica. Durante la operación, la 

capa anaerobia pierde la habilidad de adherirse al medio y el paso del agua residual la 

desprende (lava) favoreciendo el crecimiento de una nueva película.  

 

1.4.2 Reactores anaerobios 

 

Los sistemas anaerobios involucran la descomposición de materia orgánica e 

inorgánica en ausencia de oxígeno. En estos sistemas se emplean bacterias 

heterótrofas y autótrofas que degradan la materia orgánica hasta metano. La 

degradación de dicha materia orgánica se lleva a cabo por tres grupos de bacterias, el  

primer grupo esta formado por bacterias hidrolíticas que transforman compuestos de 

alto peso molecular. El segundo grupo de bacterias (acidogénicas) fermentan los 

productos de la primera etapa hasta ácidos orgánicos. Algunas de las bacterias 

representativas de este grupo son Clostridium spp, Peptococcus anaerobus, 

Actinomyces, Staphylococcus y Escherichia coli. El tercer grupo de bacterias 

convierten el hidrógeno y ácido acético en metano y dióxido de carbono; a éste grupo 



de bacterias se les llama metanogénicas. Los principales géneros son 

Methanobacterium, Methanobacillus, Methanococcus y Methanosarcina 

(Tchobanoglous, 1991). La energía contenida en el metano producido puede ser 

utilizada como energía calorífica directamente o transformada en mecánica o eléctrica 

según las necesidades existentes en el sitio y, siempre y cuando, se produzca en 

grandes cantidades que hagan interesante, desde el punto de vista económico, la 

instalación requerida (Jiménez, 2001). 

 

La evolución de la tecnología anaerobia ha dado lugar a tres generaciones de 

reactores. La primera comprende aquellos procesos en donde la biomasa se 

encuentra en suspensión. Los reactores de la segunda generación tienen como 

característica fundamental que los microorganismos son retenidos en el reactor, ya 

sea por medio de un soporte en cual se adhieren en forma de biopelícula (filtro 

anaerobio), o bien, por las propiedades de sedimentación que posee (UASB, Upflow 

Anaerobic Sludge Blanket o reactores RAFA, reactor anaerobio de flujo ascendente). 

Los reactores de tercera generación tienen también los microorganismos en forma de 

biopelícula, pero el soporte se expande o fluidifica con altas velocidades de flujo, en 

ocasiones, estos sistemas son diseñados sin sedimentador secundario (Jiménez, 

2001). 

 

1.4.3 Rector discontinuo secuencial 

 

Uno de los procesos biológicos utilizados para el tratamiento de aguas industriales es 

el reactor discontinuo secuencial o Sequencing Batch Reactor (SBR por sus siglas en 

inglés). Este sistema está  constituido por un cultivo mixto de microorganismos en 

forma de biomasa suspendida o biopelícula, orientado en el tiempo y se basa en un 

sistema de llenado y vaciado (Fig. 1-7). Cada ciclo del proceso está conformado por 

cinco etapas en forma secuencial como son: llenado, reacción, sedimentación, vaciado 

y tiempo muerto (Irvine y Ketchum, 1989; Tchobanoglous, 1991).  

1.4.3.1 Etapas del sistema SBR   

 

-Llenado: Es una etapa durante la cual se adiciona el sustrato (agua residual o 

efluente primario). Típicamente el volumen alimentado es del 75 % del volumen total 

del reactor. El tiempo aproximado que se utiliza durante la etapa de llenado es del 25 

% de la duración total del ciclo. 

 



-Reacción: En ocasiones inicia desde el período de llenado. En esta etapa se lleva a 

cabo la degradación del material orgánico biodegradable y el tiempo aproximado que 

se emplea para esta operación es el 35 % del tiempo total del ciclo.  En esta etapa, 

según el tiempo de reacción, el sustrato fácilmente biodegradable comienza a 

agotarse y el empleo de otros compuestos comienza a seleccionar a los 

microorganismos deseados. 

 

-Sedimentación: En esta etapa se permite la separación del líquido de la biomasa de 

modo que el sobrenadante queda clarificado. Típicamente el tiempo empleado en ésta 

operación es de 0.5 a 1.5 horas. En un reactor de este tipo, la etapa de sedimentación 

suele ser más eficiente que en un reactor de flujo continuo debido a que el contenido 

del reactor está completamente en reposo. 

 

-Vaciado: Consiste en el desalojo del agua residual que ya fue tratada. El tiempo 

requerido para esta etapa es aproximadamente del 5 al 30 % del tiempo total del ciclo. 

 

-Tiempo muerto: Esta etapa se aplica en procesos de tratamiento llamados en serie o 

múltiples. Con el tiempo muerto se permite que cada uno de los reactores concluya 

adecuadamente su tiempo de llenado sin afectar a los demás. En algunos casos esta 

etapa se omite. 

 

La purga de lodos es otro paso importante en el funcionamiento de los sistemas SBR y 

puede afectar su rendimiento. La cantidad de lodo que se debe purgar y la frecuencia 

con la que se debe efectuar depende de las necesidades dictadas por los rendimientos 

(Tchobanoglous, 1991). 

 

 

 

 

1.4.3.2 Ventajas del sistema SBR 

 

El sistema SBR tiene algunas ventajas sobre los sistemas en continuo como es la de 

permitir  el desarrollo de un consorcio de microorganismos estable y con altos 

rendimientos. 

 

Otra de las ventajas es la flexibilidad en la conducción de su operación, es decir en 

estos procesos la degradación de los compuestos se realiza en función del tiempo. En 



caso de haber un choque de concentración (aporte puntual de un tóxico) se puede 

prolongar la duración del tratamiento de tal modo que se le permita a los 

microorganismos degradar totalmente el tóxico.  

 

Además, en este tipo de sistema un solo tanque sirve como tanque de reacción y 

como sedimentador por lo que puede proporcionar ventajas desde el punto de vista 

económico (Irvine y Ketchum, 1989). 

 

Por otra parte, una característica única de los sistemas SBR es el no necesitar una 

recirculación de lodos. Debido a que tanto la aireación como la decantación tienen 

lugar en el mismo tanque, por lo que no se pierden lodos en la fase de reacción.  Se 

obtienen lodos con excelentes características de sedimentabilidad debido a la 

actividad cíclica del reactor. Se controla el problema de esponjamiento de lodos ya que 

los microorganismos filamentosos son controlados por la alta variación en la 

concentración de sustrato; debido a su flexibilidad es posible la total automatización y 

aplicación de estrategias de control en el reactor. 

 

Para un reactor que opere de manera eficiente se deben controlar factores 

ambientales tales como temperatura, pH, concentración de oxígeno disuelto. Así 

mismo, las características del agua residual como la concentración de sustratos, co-

sustratos, compuestos inhibidores, salinidad o la carga orgánica y características 

propias del proceso que incluyen en tiempo de retención hidráulica, la edad de los 

lodos, la velocidad de llenado y vaciado, la transferencia del oxígeno al medio y la 

velocidad de agitación (Tchobanoglous, 1991). 
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Figura 1-7 Etapas que constituyen un ciclo del proceso SBR 

 

 

 
 
 
 



CAPÍTULO II 

ANTECEDENTES 
 

2.1 Perfil cromatográfico de AGC para la identificación de microorganismos 
 
2.1.1 Perfil de AGC para la identificación de cepas puras 

 

Los perfiles de Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) se han utilizado para la 

identificación de gran número de microorganismos (con previo cultivo y aislamiento). 

En algunos casos la identificación se realiza con fines taxonómicos y en otros casos se 

trata de bacterias que tienen importancia médica. Algunas de las bacterias 

identificadas para dichos fines son: Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Escherichia, 

Flavobacterium, Klebsiella, Leigionella, Micrococcus, Mycobacterium, Neisseria, 

Nocardia, Pseudomonas, Salmonella Staphylococcus y Vibrio entre otras (Heyrman et 

al., 1999; Haack et al., 1994; Ghanem et al., 1991). 

 

La descripción de las comunidades microbianas  en forma cuantitativa es uno de los 

principales problemas que tienen los ecólogos. Las pruebas clásicas de microbiología 

requieren de un aislamiento y un subsiguiente cultivo de los microorganismos. Sin 

embargo, esto no es adecuado para el análisis de muestras ambientales, ya que 

únicamente del 0.01 al 12 % de los microorganismos presentes en una muestra 

ambiental pueden ser cultivados en el laboratorio (Amann et al., 1995). Para solucionar 

este problema se han desarrollado métodos que involucran la detección y separación 

de componentes bioquímicos y genéticos para utilizarlos como biomarcadores. Estos 

métodos incluyen la determinación de las poblaciones microbianas por medio del 

análisis de RNA ribosomal o su correspondiente secuencia de ADN, el análisis de 

Ácidos Grasos Celulares (AGC) y el de Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) 

(Piotrowska-Seget y Mrozik, 2003).   

 

2.1.2 Perfil de AGC para identificación de comunidades de microorganismos 

 

Para la identificación de grupos de microorganismos se utilizan los perfiles de AGC y 

de AGF. Algunas de las comunidades de microorganismos encontradas en diferentes 

ambientes son: algas (Rezanka et al., 1983; Sasser, 2001), actinomicetos (Bååth et al, 

1992; McNabb et al., 1997; Sasser, 2001), hongos (Olsson et al., 1997; Sasser, 2001; 



Vestal y White, 1989 y Zelles et al., 1997), protozoarios (Mansour et al., 1999; Sasser, 

2001) y bacterias anaerobias, aerobias, facultativas y sulfatorreductoras (Taylor y 

Parkes, 1983; Dowling et al., 1986; Welch, 1991; Rajendran et al., 1992 y Rodríguez et 

al., 2000). Cada grupo de microorganismos presenta con frecuencia algunos AG. Un 

ejemplo es la presencia del ácido 10ME18:0, el cual es característico de los 

actinomicetos. En la Tabla 2-1 se pueden observar los ácidos grasos que se 

encuentran con frecuencia en los distintos grupos de microorganismos.   

 

Tabla 2-1. Ácidos Grasos encontrados con frecuencia en distintos grupos de 

microorganismos  

 

Ácidos Grasos Celulares  Grupo de          Referencias 

Biomarcadores   microorganismos 

 

16:1ω9c, 16:1ω7c, 16:1ω7t, 16:1ω5c Eubacterias (Gram-)        Sundh et al., 

(1997); 

18:1ω9c, 18:1ω7c, 18:1ω7t,            Vestal y White 

(1989); 

      Ritchie et al., 

(2000) 

i17:0, a17:0, i18:0, i16:0, i15:0, i14:0 Eubacterias (Gram+)      Sundh et al., 

(1997); 

               Vestal y White 

(1989) 

Las mismas de las eubacterias más  Cianobacterias       Sundh et al., 

(1997) 

20:0, 22:0, 18:2ω6, 18:3ω3 

i17:1ω7, 10ME16:0, 17:1ω6   Sulfatorreductoras      Dowling et al., 

(1986); 

                         Bossio y Scow, 

(1998); 

              Vestal y White 

(1989) 

Las mismas de las eubacterias más  Actinomicetos                  Kroppenstedt, 

(1985); 



10ME18:0             Bossio y Scow, 

(1998); 

              Ritchie et al., 

(2000) 

16:0, 18:1ω9, 18:2ω6, 18:3ω6, 18:3ω3 Hongos                      Vestal y White, 

(1989; 

              Bossio y Scow, 

(1998); 

              Ritchie et al., 

(2000) 

16:1ω8, 18:1ω8    Oxidadoras de metano   Nichols et al., 

(1985) 

18:2,9, 12; 20:3ω6; 20:4ω6   Protozoa       Vestal y White 

(1989); 

              Sasser (2001) 
 

 
Los perfiles de AGF se han utilizado para cuantificar biomasa microbiana  (Zelles et 

al., 1994; Bååth et al., 1992 y Werker y Hall, 1998) y determinar la estructura 

(distribución) de las comunidades de microorganismos en muestras ambientales como 

suelos contaminados con cloroformo, sedimentos marinos y biofiltros para aire (White 

et al., 1997; Sundh et al., 1997 y Werker y Hall, 1998). Los autores anteriores 

consideran como biomarcadores de bacterias Gram negativas a algunos ácidos grasos 

insaturados y para bacterias Gram positivas, algunos ácidos ramificados. 

 

Zelles et al., 1997 estudiaron la variación de las comunidades de microorganismos en 

suelos contaminados con cloroformo. Observaron que los ácidos grasos de cadena 

ramificada, indicadores de bacterias Gram +, fueron afectados significativamente un 

30 %. Mientras que los ácidos grasos monoinsaturados, característicos de bacterias 

Gram - fueron fuertemente afectados de un 60-70 %. Los polinsaturados, indicadores 

de eucariontes, disminuyeron de un 70-80 %. 

 

Por otro lado Webster et al., 1997 determinaron la estructura de las comunidades de 

microorganismos en cinco biofiltros, dos de ellos empacados con carbón activado y los 

otros tres con composta de residuos de jardín. Se encontraron bacterias Gram + y -, 

pero las predominantes fueron las Gram -, ya que predominaban los ácidos 



monoinsaturados. También, encontraron bacterias sulfatorreductoras, las cuales tienen 

como biomarcadores a los ácidos saturados de cadena ramificada.   

Sundh et al., 1997 determinaron la variación de microorganismos a diferentes 

profundidades de la tierra de turba después de un tratamiento de fumigación con 

cloroformo. Encontraron eubacterias principalmente Gram +, concluyen que los ácidos 

grasos terminalmente ramificados indicaban la presencia de bacterias anaerobias 

(ácidos grasos terminalmente ramificados) y aerobias (ácidos grasos 

monoinsaturados) más que la presencia de bacterias Gram positivas o negativas. 

 
Todos los estudios anteriores mencionan que el perfil de ácidos grasos es una 

herramienta útil para el estudio de comunidades bacterianas en muestras ambientales. 

Sin embargo, en sistemas de tratamiento biológico de aguas residuales son escasos 

los estudios en los que se ha utilizado el perfil de AG. Por ejemplo Werker y Hall, 

(1998) observaron que hay diferencias en los perfiles de AGF de muestras obtenidas 

de biomasa en suspensión y biomasa adherida al empaque en sistemas de 

tratamiento de aguas residuales y  lo anterior ha sugerido que se trata de dos 

comunidades de microorganismos distintos. La identificación de microorganismos en  

los sistemas de tratamiento de aguas residuales podría representar grandes ventajas, 

ya que ayudaría a seleccionar un inóculo adecuado y de este modo se disminuirían los 

tiempos de arranque de los sistemas de tratamiento. Además, la identificación de 

microorganismos por medio de AGC biomarcadores  permitiría asociar cambios en las 

comunidades de bacterias con las condiciones en las que se encuentran los sistemas 

de tratamiento de aguas residuales. Es necesario considerar que los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales están clasificados en aerobios, facultativos y 

anaerobios, por lo cual sería conveniente obtener AGC biomarcadores de bacterias de 

acuerdo con su tipo de respiración.  Sin embargo, en la actualidad no se cuenta con 

AG biomarcadores que permitan la identificación de las comunidades microbianas en 

dichos sistemas de tratamiento de aguas residuales.  

 
2.1.3 AGC biomarcadores de estrés por  ayuno 

 

Con el estudio de los AGC no únicamente se pueden identificar especies, géneros o 

comunidades de microorganismos, además se puede conocer el estado en el que se 

encuentran los microorganismos (Vestal y White, 1989). Algunos autores describieron 

que se producen cambios en los Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) dependiendo del 

estado metabólico en el que se encuentren los microorganismos y que tales cambios 



pueden utilizarse como biomarcadores. Es decir, se ha reportado que los AGF de los 

microorganismos cambian bajo la influencia de algún factor estresante como la falta de 

agua (desecación) (Kieft et al., 1994), cambios en la temperatura (Okuyama et al., 

1990; Monteoliva et al., 1988; Evans et al., 1998; Allen et al., 1999; Kropinski et al., 

1987; Abu-Shkara et al., 1998), presencia de metales pesados o compuestos 

aromáticos (Frostegård et al., 1993; Heipieper et al., 1992; Tsitko et al., 1999; Laura et 

al., 1996), condiciones ácidas o salinas (Monteoliva et al., 1988) y ayuno (Hood et al., 

1986; Kieft et al., 1994; Oliver y Stringer, 1984; Guckert et al., 1986). 

 

Con respecto al ayuno se ha reportado que las fosfolipasas de las células muertas o 

lisadas rompen la cabeza polar de los fosfolípidos de la membrana  y se forman 

diacilgliceroles (una molécula de glicerol combinada con 2 moléculas de ácido graso). 

Por lo tanto la presencia de diacilgliceroles indicará las células no viables (Ringelberg 

et al., 1997) y una relación diacilgliceroles/AGF indicará la relación de células no 

viables y las viables (Kieft et al., 1994; White et al., 1979). 

 

También, durante el ayuno se observó que los porcentajes molares de los AG 

saturados disminuyen y de los AG insaturados aumentan (Hood et al., 1986 y Guckert 

et al., 1986). La relación trans/cis aumenta, especialmente en los ácidos 

16:1ω7t/16:1ω7c y 18:1ω7t/18:1ω7c (Guckert et al., 1986 y Webster et al., 1997). 

Algunos autores mencionan que la relación Trans/Cis es una relación de estrés de 

lípidos o de ayuno, de tal modo que una relación < 0.1 se encuentra en la mayoría de 

los microorganismos de cultivos y muestras ambientales en condiciones normales. Sin 

embargo, en condiciones de estrés la relación aumenta.  

 

Guckert et al.  (1986) mencionan que en Vibrio  cholerae se obtuvo una relación de 0.2 

para una condición de cero días de ayuno, de 0.70 para un ayuno de 7 días y de 1.56 

para un ayuno de 30 días. Vestal y White (1989) encontraron valores más pequeños, 

de tal modo que una comunidad sana tuvo una relación cercana a 0.1 y una 

comunidad en estrés tuvo una relación entre 0.3 y 0.6. También Webster et al. (1997) 

midieron la relación  de estrés en 5 biofiltros que trataban aire. Tres reactores 

contenían carbón activado granular y dos contenían composta. Inicialmente, todas las 

comunidades microbianas presentaron estrés bajo. Conforme continuó el experimento, 

la tasa de estrés aumento. Esto debido al cambio de pH en los reactores.  Las 

relaciones variaron de 0.3 hasta 9.0 y encontraron que dichas relaciones se obtuvieron 

debido a una disminución en el pH, pero que pudo influir un estado de ayuno. 

 



Las determinaciones de la variación de AG y de la relación de estrés se han obtenido 

durante el ayuno de nutrientes, en cepas puras o en ambientes naturales como suelos 

y aire (Hood et al., 1986; Guckert et al., 1986; Vestal y White, 1989). Sin embargo, no 

se han realizado estudios sobre el ayuno de nutrientes o de una fuente de carbono en 

ambientes como aguas residuales, lo cual es muy importante porque los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales presentan períodos de ayuno. Esto provoca la 

disminución de la viabilidad de los microorganismos y por lo tanto la disminución de su 

actividad. Todo esto provoca que los contaminantes del agua no se degraden 

adecuadamente y que se tenga agua de mala calidad. Además, el estudio del ayuno 

es fundamental porque su influencia podría provocar desajustes en la composición de 

la membrana celular.  

 

 

 

 

 

2.2 Estudios realizados de la microbiología del tratamiento de aguas en el 
Instituto de Ingeniería de la UNAM 
 

2.2.1 Estudios relacionados con la identificación de bacterias 

 

En el Instituto de Ingeniería de la UNAM se han realizado algunos estudios  

relacionados con la microbiología de los sistemas de tratamiento de aguas residuales.  

 

Se han realizado algunos estudios en sistemas de tratamiento de aguas residuales y  

se encontró que en los sistemas SBR (en especial con biomasa fija) se han obtenido 

buenas eficiencias de degradación (75-100 %) de algunos compuestos tóxicos como 

4-clorofenol (Soto, 1999) p-nitrofenol (Melgoza et al., 2000), 2,4 dinitrofenol (Juárez, 

2000) y colorantes azo (Cruz y Buitrón, 2000; Quezada et al., 2000).  Sin embargo, se 

desconoce la actividad por separado de los microorganismos que se encuentran 

adheridos al empaque (biopelícula) y los que se encuentran en suspensión. En el 

Instituto de Ingeniería de la UNAM se han realizado algunos estudios de degradación 

de compuestos tóxicos como el 4-clorofenol (Soto, 1999), paranitrofenol (Melgoza et 

al., 2000), 2, 4-dinitrofenol (Juárez, 2000) y colorantes azo (Cruz y Buitrón, 2000; 

Quezada et al., 2000). Las eficiencias de degradación son buenas (75-100%). Sin 

embargo, se desconocen los microorganismos que se encuentran adheridos al 

empaque (biopelícula) y los que se encuentran en suspensión. La identificación de los 



microorganismos en los dos lugares permitiría conocer a los responsables de realizar 

la degradación.  

 

La identificación de las bacterias se ha efectuado con la ayuda de las técnicas 

convencionales, por ejemplo Buitrón et al., (1998), al estudiar la degradación de una 

mezcla de fenoles, pudieron aislar e identificar bacterias del género Micobacterium y 

algunas bacterias que son aerobias pero que no son actinomicetos.  En este caso la 

técnica implicó mucho tiempo, ya que los actinomicetos (como las micobacterias) 

necesitan por lo menos una semana para crecer. Una técnica alternativa como la de 

los AGC podría permitir la identificación de micobacterias en tan solo un par de horas. 

 

Quezada et al., (2000) identificaron bacterias de los géneros Pseudomonas, 

Alcaligenes y Flavobacterium, entre otros. En este caso una técnica como la de los 

AGC podría permitir la identificación de más bacterias. 

 

2.2.2 Estudios relacionados con el ayuno y viabilidad de las bacterias 

 

Se ha reportado que durante el tratamiento de aguas residuales disminuye la viabilidad 

y la capacidad de los microorganismos para degradar los compuestos tóxicos si se 

someten a un factor estresante como el ayuno (fuente de carbono). En biofiltros con 

biomasa en suspensión se observó que la viabilidad disminuye después de un periodo 

de ayuno de 4, 8, 12 y 24 horas, teniendo como fuente de carbono una mezcla de 

fenoles (Torres, 1998). Para el caso del 4- clorofenol el tiempo de degradación 

aumenta de 0.7 a 4.5 h con un periodo de ayuno de 24 horas y de 2 a 4 horas para el 

caso del 2,4,6 triclorofenol (Buitrón y  Ortiz, 1997). Para un sistema de lodos activados, 

el porcentaje de células activas disminuyó un 40 % en los dos primeros días de ayuno 

(materia orgánica) y hasta un 5 % después de 5 días de ayuno (Coello et al., 2001). 

 

El estudio de este factor (ayuno) es de gran importancia debido a que se ha observado 

que el ayuno disminuye la viabilidad de las bacterias y esto aumenta el tiempo de 

degradación de los compuestos y por lo tanto se tiene agua de mala calidad. Además, 

el ayuno es un factor que puede afectar el perfil de AGC y por lo tanto puede interferir 

en el presente estudio. 

 



 



CAPÍTULO II 

ANTECEDENTES 
 

2.1 Perfil cromatográfico de AGC para la identificación de microorganismos 
 
2.1.1 Perfil de AGC para la identificación de cepas puras 

 

Los perfiles de Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) se han utilizado para la 

identificación de gran número de microorganismos (con previo cultivo y aislamiento). 

En algunos casos la identificación se realiza con fines taxonómicos y en otros casos se 

trata de bacterias que tienen importancia médica. Algunas de las bacterias 

identificadas para dichos fines son: Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Escherichia, 

Flavobacterium, Klebsiella, Leigionella, Micrococcus, Mycobacterium, Neisseria, 

Nocardia, Pseudomonas, Salmonella Staphylococcus y Vibrio entre otras (Heyrman et 

al., 1999; Haack et al., 1994; Ghanem et al., 1991). 

 

La descripción de las comunidades microbianas  en forma cuantitativa es uno de los 

principales problemas que tienen los ecólogos. Las pruebas clásicas de microbiología 

requieren de un aislamiento y un subsiguiente cultivo de los microorganismos. Sin 

embargo, esto no es adecuado para el análisis de muestras ambientales, ya que 

únicamente del 0.01 al 12 % de los microorganismos presentes en una muestra 

ambiental pueden ser cultivados en el laboratorio (Amann et al., 1995). Para solucionar 

este problema se han desarrollado métodos que involucran la detección y separación 

de componentes bioquímicos y genéticos para utilizarlos como biomarcadores. Estos 

métodos incluyen la determinación de las poblaciones microbianas por medio del 

análisis de RNA ribosomal o su correspondiente secuencia de ADN, el análisis de 

Ácidos Grasos Celulares (AGC) y el de Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) 

(Piotrowska-Seget y Mrozik, 2003).   

 

2.1.2 Perfil de AGC para identificación de comunidades de microorganismos 

 

Para la identificación de grupos de microorganismos se utilizan los perfiles de AGC y 

de AGF. Algunas de las comunidades de microorganismos encontradas en diferentes 

ambientes son: algas (Rezanka et al., 1983; Sasser, 2001), actinomicetos (Bååth et al, 

1992; McNabb et al., 1997; Sasser, 2001), hongos (Olsson et al., 1997; Sasser, 2001; 



Vestal y White, 1989 y Zelles et al., 1997), protozoarios (Mansour et al., 1999; Sasser, 

2001) y bacterias anaerobias, aerobias, facultativas y sulfatorreductoras (Taylor y 

Parkes, 1983; Dowling et al., 1986; Welch, 1991; Rajendran et al., 1992 y Rodríguez et 

al., 2000). Cada grupo de microorganismos presenta con frecuencia algunos AG. Un 

ejemplo es la presencia del ácido 10ME18:0, el cual es característico de los 

actinomicetos. En la Tabla 2-1 se pueden observar los ácidos grasos que se 

encuentran con frecuencia en los distintos grupos de microorganismos.   

 

Tabla 2-1. Ácidos Grasos encontrados con frecuencia en distintos grupos de 

microorganismos  

 

Ácidos Grasos Celulares  Grupo de          Referencias 

Biomarcadores   microorganismos 

 

16:1ω9c, 16:1ω7c, 16:1ω7t, 16:1ω5c Eubacterias (Gram-)        Sundh et al., 

(1997); 

18:1ω9c, 18:1ω7c, 18:1ω7t,            Vestal y White 

(1989); 

      Ritchie et al., 

(2000) 

i17:0, a17:0, i18:0, i16:0, i15:0, i14:0 Eubacterias (Gram+)      Sundh et al., 

(1997); 

               Vestal y White 

(1989) 

Las mismas de las eubacterias más  Cianobacterias       Sundh et al., 

(1997) 

20:0, 22:0, 18:2ω6, 18:3ω3 

i17:1ω7, 10ME16:0, 17:1ω6   Sulfatorreductoras      Dowling et al., 

(1986); 

                         Bossio y Scow, 

(1998); 

              Vestal y White 

(1989) 

Las mismas de las eubacterias más  Actinomicetos                  Kroppenstedt, 

(1985); 



10ME18:0             Bossio y Scow, 

(1998); 

              Ritchie et al., 

(2000) 

16:0, 18:1ω9, 18:2ω6, 18:3ω6, 18:3ω3 Hongos                      Vestal y White, 

(1989; 

              Bossio y Scow, 

(1998); 

              Ritchie et al., 

(2000) 

16:1ω8, 18:1ω8    Oxidadoras de metano   Nichols et al., 

(1985) 

18:2,9, 12; 20:3ω6; 20:4ω6   Protozoa       Vestal y White 

(1989); 

              Sasser (2001) 
 

 
Los perfiles de AGF se han utilizado para cuantificar biomasa microbiana  (Zelles et 

al., 1994; Bååth et al., 1992 y Werker y Hall, 1998) y determinar la estructura 

(distribución) de las comunidades de microorganismos en muestras ambientales como 

suelos contaminados con cloroformo, sedimentos marinos y biofiltros para aire (White 

et al., 1997; Sundh et al., 1997 y Werker y Hall, 1998). Los autores anteriores 

consideran como biomarcadores de bacterias Gram negativas a algunos ácidos grasos 

insaturados y para bacterias Gram positivas, algunos ácidos ramificados. 

 

Zelles et al., 1997 estudiaron la variación de las comunidades de microorganismos en 

suelos contaminados con cloroformo. Observaron que los ácidos grasos de cadena 

ramificada, indicadores de bacterias Gram +, fueron afectados significativamente un 

30 %. Mientras que los ácidos grasos monoinsaturados, característicos de bacterias 

Gram - fueron fuertemente afectados de un 60-70 %. Los polinsaturados, indicadores 

de eucariontes, disminuyeron de un 70-80 %. 

 

Por otro lado Webster et al., 1997 determinaron la estructura de las comunidades de 

microorganismos en cinco biofiltros, dos de ellos empacados con carbón activado y los 

otros tres con composta de residuos de jardín. Se encontraron bacterias Gram + y -, 

pero las predominantes fueron las Gram -, ya que predominaban los ácidos 



monoinsaturados. También, encontraron bacterias sulfatorreductoras, las cuales tienen 

como biomarcadores a los ácidos saturados de cadena ramificada.   

Sundh et al., 1997 determinaron la variación de microorganismos a diferentes 

profundidades de la tierra de turba después de un tratamiento de fumigación con 

cloroformo. Encontraron eubacterias principalmente Gram +, concluyen que los ácidos 

grasos terminalmente ramificados indicaban la presencia de bacterias anaerobias 

(ácidos grasos terminalmente ramificados) y aerobias (ácidos grasos 

monoinsaturados) más que la presencia de bacterias Gram positivas o negativas. 

 

Todos los estudios anteriores mencionan que el perfil de ácidos grasos es una 

herramienta útil para el estudio de comunidades bacterianas en muestras ambientales. 

Sin embargo, en sistemas de tratamiento biológico de aguas residuales son escasos 

los estudios en los que se ha utilizado el perfil de AG. Por ejemplo Werker y Hall, 

(1998) observaron que hay diferencias en los perfiles de AGF de muestras obtenidas 

de biomasa en suspensión y biomasa adherida al empaque en sistemas de 

tratamiento de aguas residuales y  lo anterior ha sugerido que se trata de dos 

comunidades de microorganismos distintos. La identificación de microorganismos en  

los sistemas de tratamiento de aguas residuales podría representar grandes ventajas, 

ya que ayudaría a seleccionar un inóculo adecuado y de este modo se disminuirían los 

tiempos de arranque de los sistemas de tratamiento. Además, la identificación de 

microorganismos por medio de AGC biomarcadores  permitiría asociar cambios en las 

comunidades de bacterias con las condiciones en las que se encuentran los sistemas 

de tratamiento de aguas residuales. Es necesario considerar que los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales están clasificados en aerobios, facultativos y 

anaerobios, por lo cual sería conveniente obtener AGC biomarcadores de bacterias de 

acuerdo con su tipo de respiración.  Sin embargo, en la actualidad no se cuenta con 

AG biomarcadores que permitan la identificación de las comunidades microbianas en 

dichos sistemas de tratamiento de aguas residuales.  

 

2.1.3 AGC biomarcadores de estrés por  ayuno 

 

Con el estudio de los AGC no únicamente se pueden identificar especies, géneros o 

comunidades de microorganismos, además se puede conocer el estado en el que se 

encuentran los microorganismos (Vestal y White, 1989). Algunos autores describieron 

que se producen cambios en los Ácidos Grasos Fosfolipídicos (AGF) dependiendo del 

estado metabólico en el que se encuentren los microorganismos y que tales cambios 



pueden utilizarse como biomarcadores. Es decir, se ha reportado que los AGF de los 

microorganismos cambian bajo la influencia de algún factor estresante como la falta de 

agua (desecación) (Kieft et al., 1994), cambios en la temperatura (Okuyama et al., 

1990; Monteoliva et al., 1988; Evans et al., 1998; Allen et al., 1999; Kropinski et al., 

1987; Abu-Shkara et al., 1998), presencia de metales pesados o compuestos 

aromáticos (Frostegård et al., 1993; Heipieper et al., 1992; Tsitko et al., 1999; Laura et 

al., 1996), condiciones ácidas o salinas (Monteoliva et al., 1988) y ayuno (Hood et al., 

1986; Kieft et al., 1994; Oliver y Stringer, 1984; Guckert et al., 1986). 

 

Con respecto al ayuno se ha reportado que las fosfolipasas de las células muertas o 

lisadas rompen la cabeza polar de los fosfolípidos de la membrana  y se forman 

diacilgliceroles (una molécula de glicerol combinada con 2 moléculas de ácido graso). 

Por lo tanto la presencia de diacilgliceroles indicará las células no viables (Ringelberg 

et al., 1997) y una relación diacilgliceroles/AGF indicará la relación de células no 

viables y las viables (Kieft et al., 1994; White et al., 1979). 

 

También, durante el ayuno se observó que los porcentajes molares de los AG 

saturados disminuyen y de los AG insaturados aumentan (Hood et al., 1986 y Guckert 

et al., 1986). La relación trans/cis aumenta, especialmente en los ácidos 

16:1ω7t/16:1ω7c y 18:1ω7t/18:1ω7c (Guckert et al., 1986 y Webster et al., 1997). 

Algunos autores mencionan que la relación Trans/Cis es una relación de estrés de 

lípidos o de ayuno, de tal modo que una relación < 0.1 se encuentra en la mayoría de 

los microorganismos de cultivos y muestras ambientales en condiciones normales. Sin 

embargo, en condiciones de estrés la relación aumenta.  

 

Guckert et al.  (1986) mencionan que en Vibrio  cholerae se obtuvo una relación de 0.2 

para una condición de cero días de ayuno, de 0.70 para un ayuno de 7 días y de 1.56 

para un ayuno de 30 días. Vestal y White (1989) encontraron valores más pequeños, 

de tal modo que una comunidad sana tuvo una relación cercana a 0.1 y una 

comunidad en estrés tuvo una relación entre 0.3 y 0.6. También Webster et al. (1997) 

midieron la relación  de estrés en 5 biofiltros que trataban aire. Tres reactores 

contenían carbón activado granular y dos contenían composta. Inicialmente, todas las 

comunidades microbianas presentaron estrés bajo. Conforme continuó el experimento, 

la tasa de estrés aumento. Esto debido al cambio de pH en los reactores.  Las 

relaciones variaron de 0.3 hasta 9.0 y encontraron que dichas relaciones se obtuvieron 

debido a una disminución en el pH, pero que pudo influir un estado de ayuno. 

 



Las determinaciones de la variación de AG y de la relación de estrés se han obtenido 

durante el ayuno de nutrientes, en cepas puras o en ambientes naturales como suelos 

y aire (Hood et al., 1986; Guckert et al., 1986; Vestal y White, 1989). Sin embargo, no 

se han realizado estudios sobre el ayuno de nutrientes o de una fuente de carbono en 

ambientes como aguas residuales, lo cual es muy importante porque los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales presentan períodos de ayuno. Esto provoca la 

disminución de la viabilidad de los microorganismos y por lo tanto la disminución de su 

actividad. Todo esto provoca que los contaminantes del agua no se degraden 

adecuadamente y que se tenga agua de mala calidad. Además, el estudio del ayuno 

es fundamental porque su influencia podría provocar desajustes en la composición de 

la membrana celular.  

 

 

 

 

 

2.2 Estudios realizados de la microbiología del tratamiento de aguas en el 
Instituto de Ingeniería de la UNAM 
 

2.2.1 Estudios relacionados con la identificación de bacterias 

 

En el Instituto de Ingeniería de la UNAM se han realizado algunos estudios  

relacionados con la microbiología de los sistemas de tratamiento de aguas residuales.  

 

Se han realizado algunos estudios en sistemas de tratamiento de aguas residuales y  

se encontró que en los sistemas SBR (en especial con biomasa fija) se han obtenido 

buenas eficiencias de degradación (75-100 %) de algunos compuestos tóxicos como 

4-clorofenol (Soto, 1999) p-nitrofenol (Melgoza et al., 2000), 2,4 dinitrofenol (Juárez, 

2000) y colorantes azo (Cruz y Buitrón, 2000; Quezada et al., 2000).  Sin embargo, se 

desconoce la actividad por separado de los microorganismos que se encuentran 

adheridos al empaque (biopelícula) y los que se encuentran en suspensión. En el 

Instituto de Ingeniería de la UNAM se han realizado algunos estudios de degradación 

de compuestos tóxicos como el 4-clorofenol (Soto, 1999), paranitrofenol (Melgoza et 

al., 2000), 2, 4-dinitrofenol (Juárez, 2000) y colorantes azo (Cruz y Buitrón, 2000; 

Quezada et al., 2000). Las eficiencias de degradación son buenas (75-100%). Sin 

embargo, se desconocen los microorganismos que se encuentran adheridos al 

empaque (biopelícula) y los que se encuentran en suspensión. La identificación de los 



microorganismos en los dos lugares permitiría conocer a los responsables de realizar 

la degradación.  

 

La identificación de las bacterias se ha efectuado con la ayuda de las técnicas 

convencionales, por ejemplo Buitrón et al., (1998), al estudiar la degradación de una 

mezcla de fenoles, pudieron aislar e identificar bacterias del género Micobacterium y 

algunas bacterias que son aerobias pero que no son actinomicetos.  En este caso la 

técnica implicó mucho tiempo, ya que los actinomicetos (como las micobacterias) 

necesitan por lo menos una semana para crecer. Una técnica alternativa como la de 

los AGC podría permitir la identificación de micobacterias en tan solo un par de horas. 

 

Quezada et al., (2000) identificaron bacterias de los géneros Pseudomonas, 

Alcaligenes y Flavobacterium, entre otros. En este caso una técnica como la de los 

AGC podría permitir la identificación de más bacterias. 

 

2.2.2 Estudios relacionados con el ayuno y viabilidad de las bacterias 

 

Se ha reportado que durante el tratamiento de aguas residuales disminuye la viabilidad 

y la capacidad de los microorganismos para degradar los compuestos tóxicos si se 

someten a un factor estresante como el ayuno (fuente de carbono). En biofiltros con 

biomasa en suspensión se observó que la viabilidad disminuye después de un periodo 

de ayuno de 4, 8, 12 y 24 horas, teniendo como fuente de carbono una mezcla de 

fenoles (Torres, 1998). Para el caso del 4- clorofenol el tiempo de degradación 

aumenta de 0.7 a 4.5 h con un periodo de ayuno de 24 horas y de 2 a 4 horas para el 

caso del 2,4,6 triclorofenol (Buitrón y  Ortiz, 1997). Para un sistema de lodos activados, 

el porcentaje de células activas disminuyó un 40 % en los dos primeros días de ayuno 

(materia orgánica) y hasta un 5 % después de 5 días de ayuno (Coello et al., 2001). 

 

El estudio de este factor (ayuno) es de gran importancia debido a que se ha observado 

que el ayuno disminuye la viabilidad de las bacterias y esto aumenta el tiempo de 

degradación de los compuestos y por lo tanto se tiene agua de mala calidad. Además, 

el ayuno es un factor que puede afectar el perfil de AGC y por lo tanto puede interferir 

en el presente estudio. 

 

 



 

CAPÍTULO III 
METODOLOGÍA 

3.1 Estrategia experimental para obtener la metodología de los AGC biomarcadores 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-1 Diagrama de flujo de la estrategia experimental 
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3.2 Obtención de AGC biomarcadores 

3.2.1 Bacterias presentes en sistemas de tratamiento de aguas residuales (revisión 

bibliográfica) 

 

Se realizó una revisión bibliográfica para determinar las bacterias presentes en los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales. La revisión incluyó sistemas de tratamiento aerobios y 

anaerobios.  

 

3.2.2 Análisis cualitativo de los datos obtenidos 

Posteriormente, se realizó una revisión bibliográfica de los perfiles cromatográficos de Ácidos 

Grasos Celulares (AGC) de cada género o especie encontrado en la revisión anterior. Lo 

anterior se realizó basado en las siguientes publicaciones: Bøe y Gjerde, 1980: Laskin y 

Lechevalier, 1981; Taylor y Parkers, 1983; Dowgling et al., 1986; McNabb et al., 1997; Sundh et 

al., 1997; Ivanova et al., 2005) La revisión incluyó ácidos grasos saturados, insaturados, 

ramificados, ciclopentanos, con grupos hidroxilo (OH)  y metilo (ME). Se obtuvieron los AGC 

biomarcadores por grupo de bacterias de acuerdo con su sistema respiratorio (aerobias, 

facultativas y anaerobias). Es decir, se identificarón los AG que se presentan como únicos de 

cada grupo.  

 

3.2.3 Análisis cuantitativo (Análisis de Componentes Principales, ACP) 

Para analizar de forma cuantitativa la base de datos obtenida,  se realizó un análisis 

multivariado llamado Análisis de Componentes Principales  (ACP). Se consideraron 39 géneros 

o especies de bacterias y 58 ácidos grasos celulares. Se utilizó un paquete llamado Stat 

Graphics 5.0 (Manugistic, 2000). 

 

3.3 Técnicas para determinar AGC 
 

3.3.1 Técnica de Muñoz et al. (1997) 

 

Se tomó una muestra de biomasa del reactor biológico de 20 ml para obtener 40 mg de muestra 

(para la biomasa en suspensión) y para el caso de las muestras de biomasa fija se rasparon 40 

mg de la biopelícula. Las muestras se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 minutos y se 

pesaron 3 mg de la pastilla, para posteriormente realizar los pasos siguientes: 



 

a) Saponificación: Se colocó la muestra bajo reflujo con una solución de KOH al 5 %, preparada 

con una mezcla de metanol/benceno 8:2 (v/v). El reflujo se realizó a 60-79 °C durante 16 horas. 

Se evaporó el solvente en una campana de extracción con una corriente de aire y a 60 °C.   

 

b) Extracción: A cada muestra se le agregó 1 ml de HCl al 10 % más 1 ml de éter etílico. Se 

agitó con vortex. El sobrenadante orgánico (éter etílico) conteniendo los lípidos disueltos se 

recuperaron con una pipeta Pasteur y se colocó en un tubo nuevo. Se agregó más éter etílico a 

la fase acuosa. Se agitó con vortex y se tomó el sobrenadante para pasarlo al tubo nuevo. Se 

repitió el paso anterior una vez más. Se colocó 1 ml de agua destilada a la fase orgánica. Se 

agitó y la fase acuosa se retiró del tubo. Se repitió el paso anterior dos veces más. Las 

muestras se someterieron a una corriente de aire a 30 °C para evaporar el solvente. 

 

c) Esterificación: Los ácidos obtenidos en el paso anterior, se resuspendieron en 1 ml de éter 

etílico y 1 ml de solución de diazometano (ver preparación en el anexo 1). Se dejó reaccionar 

durante 15 minutos. Se evaporó el diazometano en un baño de agua a 60 °C.  

 

d) Análisis de los ésteres metílicos: Cada muestra conteniendo los ácidos grasos esterificados, 

antes de ser inyectados en el cromatógrafo se resuspendieron con dos gotas de éter de 

petróleo y de ésta suspensión se tomó con una jeringa Hamilton un volumen de 2 µl, el cual se 

inyectó en un cromatógrafo VARIAN STAR 3600 CXGC (Varian Associates, Inc.), equipado con 

una columna capilar de sílice HP-1, de 30 m de longitud, 0.32 mm de diámetro interno, 0.25 µm 

de grosor y un detector de ionización de flama. La temperatura de la columna fue programada a 

50-280 °C a 10 °C/min. y se mantuvo a 280 °C durante 10 minutos. 

 

Los resultados se obtuvieron en un Registrador/Integrador Varian 4400, acoplado al 

cromatógrafo. Los datos obtenidos y registrados en el integrador aparecen en un 

cromatograma, en el cual se muestran los porcentajes de área, los tiempos de retención y las 

áreas bajo la curva que son proporcionales a la cantidad de los ácidos grasos constituyentes de 

la célula bacteriana. Los cromatogramas fueron comparados con mezcla comercial estándar 

(47080-U, Supelco).  

 

 



 

Tiempos de retención 

Se realizaron tres inyecciones de cada estándar, de las cepas puras y de las muestra. 

Posteriormente se  calculó la media aritmética y la desviación estándar a los tiempos de 

retención. 

Porcentajes de áreas 

Se sumaron todas las áreas bajo la curva para obtener el 100 % y se calculó el porcentaje para 

cada pico sobre la base de éste total. Una vez obtenidos los porcentajes de las áreas, se 

calculó la media aritmética  y la desviación estándar de las tres inyecciones. 

 

3.3.2 Técnica MIDI Sherlock (Sasser, 2001) 

 

Para las muestras de los sistemas de tratamiento de aguas se pesaron 60mg de muestra, 

previamente centrifugados a 3000 rpm durante 10 min. en condiciones asépticas en tubos de 13 

x 100 mm previamente enjuagados con hexano. Posteriormente, las muestras se procesaron de 

acuerdo con lo propuesto por Sasser, 2001 (Ver Figura 3-2). Para las cepas puras se pesaron 

40 mg de muestra como lo indica la técnica MIDI. 

 

a) Saponificación: A cada tubo con muestra se le puso 1 ml del  reactivo 1 (ver anexo 1) y 

cerraron y sellaron con cinta de teflón. Se agitaron vigorosamente con un vortex durante 5 a 10 

segundos y se pusieron  en un baño de agua a 100 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se 

volvieron a agitar durante 5 a 10 segundos y se regresaron al baño de agua a 100 °C durante 

25 minutos. 

 

b) Metilación: Los tubos se dejaron enfriar y se les adiciona 2 ml del reactivo 2 (ver anexo). Se 

agitaron durante 5 a 10 segundos y pusieron a calentar por 10 +/- 1 minutos a 80  +/- 1°C (este 

paso es crítico en tiempo y temperatura). 

 

c) Extracción: Los tubos se dejaron enfriar y se les colocó 1.25 ml del reactivo 3 (ver anexo). Se 

pusieron en un rotador clínico por 10 minutos y posteriormente se desechó la fase acuosa. 

 

d) Lavado: Se adiciona 3 ml del reactivo a la fase orgánica y se colocaron en el rotador clínico 

durante 5 minutos. Posteriormente, se recuperaron 2/3 de la fase orgánica y se colocaron en 

viales para cromatografía.  



 

Análisis de los ésteres metílicos: Las muestras conteniendo los ácidos grasos esterificados, 

antes de ser inyectados en el cromatógrafo se evaporaron con una corriente de aire filtrado (0.2 

µm) y posteriormente se resuspendieron con 10 µl de hexano. Con una  jeringa Hamilton se 

tomó un volumen de 1 µl para inyectarlo a un cromatógrafo HP 6890 equipado con una columna 

HP-5MS al 5 % de metil fenil silicona (Cat. 10991s-433 Supelco). La columna era de 30 m de 

longitud, 0.25 mm de diámetro interno, 25 mm de grosor. El cromatógrafo tenía un detector 

selectivo de masas Agilent 5973. La elución se efectuó con helio como gas acarreador a un flujo 

de 1ml/min con un gradiente de temperatura de 170 a 280°C, a razón de 10°C/min. La 

temperatura del detector y del inyector fue de 280 °C y 260°C respectivamente. 

 

La señal electrónica del detector pasó a una computadora donde se lleva a cabo la integración 

de los picos por medio del programa ChemStation. La composición de los ésteres metílicos de 

los ácidos grasos es comparada con una base de datos (biblioteca) almacenada. 

Se inyectó un estándar comercial, el cual consistió de una mezcla de 26 ácidos grasos que se 

encontraban en forma de ésteres disueltos en metil caproato (10mg/ml concentración total) 

(Catálogo No. 47080-U de Supelco/Sigma-Aldrich Co, USA). Se adicionaron 3 ácidos grasos 

como estándar interno (ác. behénico, 22:0, ác. Lignocérico, 24:0 y Trans-9hexadecanoato, 

16:1ω9t), se resuspendieron en hexano y se mantuvieron en congelación (-20°C) para cada 

inyección. 

 

Análisis estadístico 

Se realizó un análisis cualitativo y cuantitativo de los resultados obtenidos. Para el análisis 

cualitativo se clasificaron las bacterias de acuerdo con su sistema respiratorio (anaerobio, 

facultativo y aerobio) y se separaron los ácidos grasos que se encontraban únicamente en uno 

de los tres tipos de respiración. Para el caso del análisis cuantitativo se realizó un análisis 

multivariado llamado Análisis de Componentes Principales (ACP) en el que se consideraron los 

porcentajes de área de cada ácido graso. Primero se efectuó el análisis de los AGC en función 

de las bacterias y después las bacterias en función de los AGC. Se obtuvieron los eigenvalores 

y se graficaron los datos. Este análisis se realizó de acuerdo con Pla  (1986), con el apoyo del 

paquete Stat Graphics Plus 5.0. 

 

 

 



 

3.4  Validación de la metodología de los AGC biomarcadores 
 

3.4.1 Confirmación de AGC biomarcadores en cepas puras 

 

Los resultados obtenidos del análisis cualitativo y cuantitativo para la búsqueda de AGC 

biomarcadores, se confirmaron en el laboratorio. Es decir, se confirmó la presencia de AGC 

biomarcadores de cada grupo de bacterias de acuerdo  con su tipo de respiración. Para lo 

anterior, se escogieron cepas puras representativas de cada grupo de respiración (6 aerobias, 5 

facultativas y 5 anaerobias) (Tabla 3-2). Se sembraron por estriados continuos  y se incubaron a 

37 °C durante 24 horas excepto Enterococcus y Clostridium que se incubaron en medio líquido 

durante 1 y  3 días respectivamente. Después del tiempo de incubación, se pesaron 60 mg de 

cada cepa en condiciones asépticas.  Posteriormente, se procesaron las muestras como se 

indica en el apartado 3.3.2. Las muestras se procesaron por triplicado y se pasaron al 

cromatógrafo. Una vez obtenido el perfil cromatográfico de AGC se localizaron los 

biomarcadores obtenidos por bibliografía. 

 

3.4.2 Confirmación de AGC biomarcadores en mezclas de bacterias “doble ciego” 

 

Se identificaron las bacterias presentes  en dos mezclas desconocidas (doble ciego). Se 

sembraron 16 cepas puras en los medios de cultivo que se observan en la Tabla 3-1. 

Posteriormente se prepararon 2 mezclas (doble ciego) que incluyeron algunas de las 16 

bacterias presentes, para lo cual se utilizaron los biomarcadores encontrados en la bibliografía y 

se confirmaron en el laboratorio.  

 

Todas las cepas se sembraron por estriado continuo  y se incubaron a 37 °C durante 24 horas 

excepto Clostridium que se incubó durante 3 días. Posteriormente, una persona ajena al estudio 

pero con conocimientos en microbiología formó 2 mezclas de bacterias como se muestra en la 

Tabla 3-2. Se tomaron 30 +/- 5 mg  de cada cepa y se resuspendieron en solución salina al 0.85 

%. Las muestras se procesaron como se indica en el apartado 3.3.2 por duplicado y se pasaron 

al cromatógrafo. Una vez obtenido el perfil cromatográfico de AGC se localizaron los 

biomarcadores y se determinaron las comunidades de bacterias. Al final se comparó lo obtenido 

con la Tabla 3-2. 

 

 



 

 
 

Figura 3-2. Diagrama de flujo de la técnica MIDI, Sherlock (Sasser, 2001) 
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Tabla 3-1. Cepas puras utilizadas en el presente estudio 

Tipo de 

respiración 

Bacteria Tipo de medio 

Aerobia Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 Agar nutritivo 

Aerobia Pseudomonas aeruginosa Agar nutritivo 

Aerobia Pseudomonas putida  Agar gelosa-

sangre 

Aerobia Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 Medio 

Lowenstein 

Jensen 

Aerobia Alcaligenes faecalis Agar gelosa-

sangre 

Aerobia Acinetobacter Agar nutritivo 

Facultativa Escherichia coli Agar nutritivo 

Facultativa Escherichia coli ATCC 9637 Agar nutritivo 

Facultativa Salmonella enteritidis Agar nutritivo 

Facultativa Klebsiella pneumoniae Agar nutritivo 

Facultativa Proteus mirabillis Agar nutritivo 

Anaerobia Enterococcus durans/hirae Caldo cerebro-

corazón ( BHI) 

Anaerobia Bacillus licheniformis ATCC 6633 Agar nutritivo 

Anaerobia Bacillus licheniformis ATCC 6051 Agar nutritivo 

Anaerobia Micrococcus luteus Agar nutritivo 

Anaerobia Clostridium Caldo cerebro-

corazón ( BHI) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 3-2. Mezclas de bacterias (doble ciego) 

Mezcla 1 Mezcla 2 Tipo de grupo 

bacteriano 

P. aeruginosa  Aerobia 

Acinetobacter  Aerobia 

Alcaligenes 
 Aerobia 

Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis ATCC 

6633 

Anaerobia 

Micrococcus luteus Micrococcus luteus Anaerobia 

Escherichia  coli ATCC 9637 Escherichia coli Facultativa 

 Proteus mirabillis Facultativa 

 

3.5 Factores a considerar en la metodología de los AGC biomarcadores 
   

3.5.1  Sensibilidad de la metodología de los AGC biomarcadores 
 

Para determinar la sensibilidad de la metodología propuesta de los AGC biomarcadores se 

realizaron los siguientes pasos: 

 

De  cada grupo de bacterias utilizadas en el proyecto (aerobias, facultativas y anaerobias) Tabla 

3-2 se escogieron las bacterias  que tuvieron biomarcadores con la abundancia más pequeña 

(550) al utilizar 60 mg de muestra y que al disminuir la cantidad de muestra tratada podrían 

desaparecer. Es decir, que no se detectaran AGC biomarcadores. Las cepas utilizadas fueron: 

Proteus mirabillis, Salmonella enteritidis, Acinetobacter, Clostridium y Micrococcus luteus.  

 

Ya seleccionadas las cepas se sembraron por estriado continuo en los medios ya establecidos 

y se incubaron a 37 °C durante 24 horas excepto Clostridium que se incubó durante 3 días. Se 

pesaron las diferentes cantidades de muestra (20, 30, 40, 50 y 60 mg) y se procesaron como se 

indica en la Sección 3.3.2. Posteriormente se buscaron los AGC biomarcadores en cada cepa. 

 

 



 

3.5.2 Influencia del ayuno en el perfil cromatográfico de AGC  de P. aeruginosa ATCC 10145 

 
3.5.2.1 Crecimiento de P. aeruginosa ATCC 10145 

La cepa de Pseudomonas aeruginosa fue sembrada en agar nutritivo y se incubó a 37°C 

durante 24 horas, con el fin de promover su crecimiento. Posteriormente, se tomó el tapete de 

colonias que crecieron en la placa y se puso a crecer en caldo nutritivo con una concentración 

inicial de 100 mg/L como Carbono Orgánico Total, a 25°C y aerado con un flujo de 0.8 ml/min 

(Figura 3-3). Una vez que tuvo la cantidad de SSV mayor a 300 mg/l (150 NTU como turbiedad), 

se siguió una cinética de consumo de sustrato y se tomó muestra para determinar Cuenta 

Heterótrofa en Placa. Posteriormente, la biomasa se centrifugó (300 mg/l de biomasa), a la 

pastilla se le agregó una solución salina isotónica (SSI, 0.85 % de NaCl) para resuspender a la 

biomasa, se centrífugó en las mismas condiciones como para el primer lavado y se desechó el 

sobrenadante; la operación se repitió una vez más.  

 

 

Figura 3-3.  Sistema de aeración utilizado para el crecimiento de P. aeruginosa 

 

3.5.2.2 Determinación del perfil  de AGC después del ayuno. 

La cepa se dividió en 4 matraces de 1L con volumen de reacción de 550 ml, y se dejó pasar 1, 

2 3 y 5 días sin alimentar. Se tomaron muestras para determinar AGC y Cuenta Heterótrofa en 

Placa (CHP). Terminado el periodo de ayuno se volvió a alimentar con la concentración de 100 

mg/l de COT y se siguieron las cinéticas de consumo. Todo el experimento anterior se repitió 

una vez más. 

 



 

3.5.2.3 Viabilidad de Pseudomonas aeruginosa por CHP y citometría de flujo 

Se tomaron muestras después del ayuno para determinar viabilidad. Para determinar células 

vivas se mezclaron 200 µl de muestra más 10 µl de Diacetato de fluoresceína (DAF). Para 

determinar células muertas se mezclaron 200 µl  de muestra más 50 µl de yoduro de propidio 

(IP) y para determinar permeabilidad en la membrana se mezclaron 200 µl de muestra más 5 µl 

de Dihexilaxacarbocianina (DIOC). Las muestras con DAF se incubaron durante 30 minutos a 

37 °C y las demás se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente. Las muestras se 

pasaron a un Citómetro de flujo EPICS ALTRA de Coulter equipado con un detector láser de 

argón. El número de eventos que se pasaron fue de 5000 por segundo. 

 

3.6 Aplicación de la metodología de los AGC biomarcadores  
 
3.6.1 Plantas de tratamiento aerobias 

 

Se tomaron muestras de plantas de tratamiento aerobias (Tabla 3-3). Se centrifugaron  9 ml de 

muestra a 35000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se pesaron 60 mg de la pastilla del 

centrifugado en tubos de 13x100 previamente enjuagados con hexano. Las muestras se 

procesaron por triplicado como indica la sección 3.3.2. para obtener el perfil de AGC. Las 

condiciones de las plantas de tratamiento en el momento de tomar las muestras se presentan 

en el siguiente cuadro. 

 

Tabla 3-3. Características de las plantas de tratamiento aerobias 

Lugar de 

procedencia de la 

muestra 

Tipo de agua que trata 

el sistema 

Concentración de 

Oxígeno (mg/l) 

% de remoción como 

DQO (mg/l) 

Lodos Activados, 

Planta “Cerro de la 

Estrella” 

Agua residual municipal 3.0 94.28 

Lodos Activados, 

Planta “Ciudad 

Universitaria” 

Agua residual municipal 3.0 92.0 

 

 



 

3.6.2 Plantas de tratamiento anaerobias 

 

Se tomaron muestras de plantas de tratamiento anaerobias (Tabla 3-4). Se centrifugaron  9 ml 

de muestra a 35000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se pesaron 60 mg de muestra en 

tubos de 13x100 previamente enjuagados con hexano. Las muestras se procesaron por 

triplicado como indica la sección 3.3.2. para obtener el perfil de AGC. Las condiciones de las 

plantas de tratamiento en el momento de tomar las muestras se presentan en el siguiente 

cuadro. 

 

Tabla 3-4. Características de las plantas de tratamiento anaerobias 

 

Lugar de procedencia 

de la muestra 

Tipo de agua que 

Trata el sistema 

Potencial de 

oxidorreducción 

 

Actividad metanogénica 

(g CH4 DQO/g SSV·d) 

Industria Química 

Coatzacoalcos, Veracruz 

Agua del proceso 

de ác. Tereftálico 

-232.1 0.48 

Cervecería  

Toluca, México 

Agua del proceso 

de cerveza 

-312.4 0.42 

 

 

 

3.6.3 Sistema SBR alimentado con paranitrofenol 

 

Se tomaron muestras de un sistema SBR alimentado con paranitrofenol en una concentración 

de 25 mg/l y con ácido propiónico (como cosustrato) en una relación 1:20 (Buitrón et al., 2005). 

El sistema se estuvo aerando y tenía un agitador Cole Parmer modelo Servodyne ® para lograr 

la homogeneización del sistema a 65-85 rpm, en la fase anaerobia. La temperatura se mantenía 

a 27 °C y el inóculo, obtenido de una planta de tratamiento de agua residual doméstica, se 

mantuvo como biomasa en suspensión. El reactor funcionó con una etapa anaerobia y una 

aerobia.  Durante el primer ciclo (aclimatación), la etapa anaerobia fue de 36 horas, para los 

siguientes ciclos dicha etapa se redujo a 5 horas. El reactor operó con la siguiente estrategia: 

fase de llenado (5 min.), fase anaerobia (variable), fase aerobia (3 horas), sedimentación (30 

min.) y descarga (10 min.). Las eficiencias de degradación del paranitrofenol fueron del 99 %. 

En el presente trabajo se tomaron muestras al día cero, 2, 6, 12 y 27 de operación del reactor 

para estudiar el perfil cromatográfico de AGC. Se tomaron 9 ml de muestra y se centrifugaron a 



 

3,500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se procesaron como lo indica el apartado 3.3.2 

para determinar las AGC. Las muestras se procesaron por duplicado.  

  

3.6.4 Sistema SBR alimentado con una mezcla de fenoles. 

Se tomaron muestras de la biomasa suspendida y adherida a los empaques de un reactor 

discontinuo de lecho móvil (Buitrón et al., 2006). El reactor tenía una capacidad de 12 litros y 

estaba empacado con cilindros de polietileno de alta densidad (BCN 009 plus, 2H Germany), 

Este sistema trataba un efluente sintético de una mezcla de fenoles (fenol, 4 clorofenol, 2,4 

diclorofenol y 2,4,6 triclorofenol), a una concentración de 200 mg/L (50 mg/l de cada uno). El 

reactor trabajó a temperatura de 20 +/-2 °C. La mezcla de fenoles fue degradada con eficiencias 

superiores al 98% como Fenol y superior al 95 % como Carbono Orgánico Disuelto. Se tomaron 

muestras al tiempo cero, 20 y  45 días de operación del reactor. 

Biomasa en suspensión: Se tomaron 9 ml de la biomasa en suspensión y se centrifugaron a 

3500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, la pastilla del centrifugado se procesó como se 

indica en la sección 3.2.2. Las muestras se procesaron por triplicado.  

Biomasa adherida: Los empaques se enjuagaron con solución salina al 0.85 % y se rasparon 

con un escobillón estéril para después centrifugar el líquido a 3,500 rpm durante 10 minutos. 

Posteriormente, se procesaron las muestras por triplicado como lo indica la sección 3.3.2. 

 

3.7 Técnicas analíticas 
 

3.7.1 Sólidos Suspendidos Volátiles (SSV) 

Se determinaron de acuerdo con APHA (1992) para obtener la concentración de biomasa 

presente en el estudio de la influencia de ayuno y en el estudio para determinar la cantidad de 

muestra adecuada para el estudio del perfil de AG.  

3.7.2 Carbono Orgánico Total (COT) 

Las muestras fueron filtradas y se acidificaron con ácido fosfórico 1:20. Posteriormente, se 

determinó la concentración (mg/l) de TOC en un analizador Shimadzu 5050. Esta determinación 

se realizó al caldo nutritivo (Bioxon, CAT-103-1) que se utilizó y a las muestras obtenidas de las 

cinéticas. 

 

 

 



 

3.7.3 Cuenta Heterótrofa en Placa (CHP)  
 

Es un método utilizado para estimar el número de colonias de bacterias que se han 

desarrollado en cajas petri con medios de cultivo. Con éste método se calcula el número de 

bacterias viables en un volumen conocido por medio de diluciones. Se realizó esta 

determinación con el fin de obtener la cantidad de unidades formadoras de colonias por mililitro 

de muestra (UFC/ml). Se utilizó el método de placa difusa, en agar Cuenta Heterótrofa en 

Placa, CHP (Bioxon, CAT-104) según APHA, 1992. 

 

3.7.4 Citometría de flujo 

 

Se tomaron muestras después de cada ayuno (1, 2, 3 y 5 días) para confirmar la  viabilidad de 

la bacteria. Para determinar células vivas se mezclaron 200 µl de muestra más 10 µl de 

Diacetato de fluoresceína (DAF). Para determinar células muertas se mezclaron 200 µl  de 

muestra más 50 µl de yoduro de propidio (IP) y para determinar permeabilidad en la membrana 

se mezclaron 200 µl de muestra más 5 µl de DIOC. Las muestras con DAF se incubaron 

durante 30 minutos a 37 °C y las demás se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente. 

Las muestras se pasaron a un Citómetro de flujo EPICS ALTRA de Coulter con un detector 

láser de argón. El número de eventos que se pasaron fue de 5000 por segundo. 

 

3.7.5 Turbiedad 

 

Se determinó la turbiedad mediante un espectrofotómetro DR/2000 para saber cuanta biomasa 

se tenía.  

 

3.7.6 Identificación de bacterias 

 

Se realizaron tinciones Gram a todas las bacterias para posteriormente realizar la identificación 

con los métodos, API 20 E, Micro Scan y BBL. En el caso de la cepa de Mycobacterium  se 

realizó una tinción de Ziehl-Neelsen y se puso a crecer en medio Lowenstein Jensen durante 

una semana. Para diferenciar entre  M. marinum y M. fortuitum, las cuales crecen en un tiempo 

no mayor a 7 días, la cepa se puso a crecer en un medio Mc Conkey, ya que únicamente 

crecen en este medio M. fortuitum y M. intracellulare. 



 

En el caso de Clostridium, se sembró en caldo tioglicolato a 37 °C durante 48 horas. Se realizó 

un frote y se tiñó de acuerdo con las técnicas de Gram y Shaeffer-Fulton. También se realizaron 

pruebas de catalasa y se observó la ubicación de las endosporas. 

Sistema API 20 E: Esta identificación se realizó a la cepa P. aeruginosa para confirmar  que se 

trataba de una cepa pura. El sistema API 20-E es utilizado para la identificación de bacterias de 

la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos.  

 

Sistema Micro Scan: Sistema Micro Scan: Es una prueba miniaturizada con reactivos 

deshidratados, los páneles se inoculan y rehidratan con una suspensión de microorganismos 

estandarizada. Se incuban a 35 °C por un mínimo de 16 horas. Las pruebas se leen en un 

lector automático que esta conectado a una computadora, la cual tiene una base de datos para 

la identificación de las muestras (Trademark of 3M Company, 1999). Con este sistema se 

identificaron bacterias aerobias y facultativas. Para todos los sistemas de identificación 

utilizados fue necesario crecer las cepas en medios adecuados, de tal modo que las bacterias 

facultativas crecieron en agar nutritivo, las aerobias en agar nutritivo y agar gelosa-sangre y 

para bacterias anaerobias se crecieron en agar nutritivo o en caldo cerebro-corazón en 

condiciones anaerobias. 

 
3.7.7 EspectroscopÍa de masas: 

En el espectrofotómetro de masas los componentes se convierten en iones gaseosos. A 

menudo el sistema de entrada contiene un medio para la volatilización de muestras sólidas y 

líquidas. La fuente de iones de un espectrómetro de masas convierte los componentes de una 

muestra en iones por bombardeo con electrones, iones, moléculas o fotones. Alternativamente, 

la ionización  se lleva a cabo por energía térmica o eléctrica. En muchos casos el sistema de 

entrada y la fuente de iones están combinadas en un único componente. En ambos casos, lo 

que se obtiene es un haz de iones positivos o negativos (frecuentemente positivos) que es 

entonces acelerado en el analizador de masas (Skoog and Leary, 1994). 

 

La función del analizador de masas es parecida a la de la rejilla de un espectrómetro óptico. En 

el primero, sin embargo, la dispersión está basada en las relaciones carga/masa de los iones 

del analito en vez de en la longitudde onda de los fotones. El espectrómetro de masas contiene 

un detector (para iones) que convierte el haz de iones en una señal eléctrica que puede ser 



 

entonces procesada, almacenada en la memoria de un ordenador y mostrada o registrada de 

varias maneras. 

 

La cromatografía de gases/espectrometría de masas (CG/MS) se ha convertido en una de las 

más poderasas herramientas al alcance de los químicos para el análisis de mezclas orgánicas y 

bioquímicas complejas (Skoog and Leary, 1994).  



 

CAPÍTULO IV 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1 Obtención de Ácidos Grasos Celulares Biomarcadores 
 

4.1.1 Revisión bibliográfica de las bacterias presentes en sistemas de tratamiento de aguas 

residuales  

 

Las bacterias encontradas en la bibliografía en los sistemas de tratamiento de aguas residuales 

se encuentran en la Tabla 1 del anexo 2. Posteriormente, se buscaron los perfiles 

cromatográficos de los ácidos grasos celulares que corresponden a algunas de las bacterias 

encontradas en sistemas aerobios y anaerobias (Tabla 4-1). El porcentaje de área fue obtenido 

respecto al total de AGC y se reportó como intervalo porque los datos se obtuvieron de 

diferentes fuentes. Cuando el ácido graso no se encontraba se incluyó el cero en el intervalo. 

Cabe mencionar que los perfiles cromatográficos de las demás bacterias no se pudieron 

obtener ya que no se tenían disponibles en la bibliografía. Por otra parte en los sistemas  de 

tratamiento anaerobio se tiene la presencia de bacterias metanogénicas, de las cuales no se 

pudo obtener el perfil de ácidos grasos celulares. Esto debido a que son el grupo más primitivo 

de procariontes (arqueas) y son diferentes a las eubacterias, en la constitución de su 

membrana. Los lípidos de las arqueobacterias están ligados al glicerol  por medio de un enlace 

éter (-CH2-O-CH2-) y no por una unión éster (-CH2-O-CO-CH2), como comúnmente se 

encuentran en las eubacterias (Ratledge, 1996). Debido a esta diferencia, no es posible 

identificar las arqueas con técnicas cromatográficas que detecten el perfil de AGC. 

 
4.1.1.1 Análisis cualitativo  

 

Una vez obtenido el perfil cromatográfico de AGC de cada bacteria, se dividieron en grupos de 

acuerdo con su tipo de aceptor final de electrones (aerobias, facultativas y anaerobias) y se 

obtuvieron los AG biomarcadores. Es decir, se separaron aquellos ácidos que fueran únicos de 

un grupo de bacterias de acuerdo con su tipo de aceptor final de electrones. Es interesante 

observar que algunos ácidos grasos saturados y algunos con grupo hidroxi (de 10, 12 y 18 

carbonos) son biomarcadores de bacterias aerobias, mientras que algunos ácidos ramificados  



 

y algunos hidroxi (de 14 carbonos) son biomarcadores de bacterias anaerobias.  En el caso de 

bacterias facultativas se tienen diversos ácidos grasos biomarcadores incluyendo algunos 

ácidos insaturados, ramificados, con grupo hidroxi y ciclopropanos.  

 

 

Tabla 4-1. AGC biomarcadores obtenidos del análisis de la literatura  

AGC 
biomarcadores 

Porcentaj
e de área 

Tipo de 
bacteria 

Ejemplo de 
bacterias 
(género o grupo)

Referencias 

3OH10:0 
2OH12:0 
3OH12:0 
15:1ω5c 
2OH18:0 
10ME18:0 
22:0 
24:0 
26:0 

14.6-20.3 
2.4-18.5 
4.6-35.2 
0-1.6 
0-3.8 
1.3-28.7 
3.0-4.0 
3.0-25.0 
0.7-7.2 

 
 
 
 
Aerobias 

 
 
Alcaligenes 
Pseudomonas 
Alteromonas 
(grupo) 
Actinomicetos 
(grupo) 
Nocardioformes 

Bøe and Gjerde (1980), 
Laskin y Lechevalier (1981), 
Vestal and White (1989), 
Welch (1991), Rajendran et 
al. (1992), McNabb et al. 
(1997),  Sundh et al. (1997), 
Bossio and Scow (1998), 
Tsitko et al. (1999), Gomez-
Gil et al. (2003), Ivanona et al. 
(2005), Jung et al. (2005). 
Banowetz et al. (2006). 

11:0 
2OH14:0 
3OH14:0 
15:0 cy 
18:1ω9,11 

a19:0 

0-1.1 
0-0.6 
3.6-7.9 
0-20.3 
0-18.5 
0-36.2 
 

 
 
 
Facultativas 
aerobia 

 
Salmonella 
E. coli 
Klebsiella 
Staphylococcus 

Laskin y Lechevalier (1981), 
Vestal and White (1989), 
Gomez-Gil et al. (2003) 

i12:0 
a14:0 
14:1ω7 
15:1ω6 
a16:0 
16:1ω5 
a17:1 
i17:0 
i17:1 
a18:0 
i18:1ω7c 
17:1ω6 
Oh18:0 
OH19:0 
 

0.1-0.6 
0-4.5 
0-2.7 
0-4.6 
0-5.3 
1.3-2 
0-4.6 
0-15.5 
1.9-40.72 
38.1-63.9 
0-3.8 
0-8.9 
0-10.9 
0-19.6 

 
 
 
 
 
 
 
Anaerobias 

 
 
 
Bacillus 
Cytophaga 
Sarcina 
Clostridium 
Pectinatus 
Macrococcus 
(grupo) Sulfato-
rreductoras 

Laskin y Lechevalier (1981), 
Dowling et al. (1986), Vestal 
and White (1989), Rajendran 
et al. (1992), Haack et al. 
(1994), Sundh et al. (1997), 
Yamamoto et al. (1998), 
Bossio and Scow (1998), 
Chihib et al. (1999). 
Mannerová et al. (2003), 
Scheldeman et al. (2004). 

 

El ácido 10ME18:0 se encuentra únicamente en bacterias aerobias y en el género 

Desulfobacter (bacteria anaerobia). Es decir, no se encuentra únicamente en un grupo. Sin 

embargo, en el género Desulfobacter  se presenta en un porcentaje pequeño (0-0.5%) en 



 

comparación con el porcentaje presente en actinomicetos (1.3% a 28.7%) con un valor 

promedio de 1.32+/- 3.2%. Por lo anterior se puede considerar biomarcador de bacterias 

aerobias.  Cabe mencionar que las bacterias aerobias que presentan dicho AGC son bacterias 

del grupo de las nocardioformes (como Rhodococcus y Nocardia) y  actinomicetos (como 

Mycobacterium).  

 

En el caso de Streptomyces que es un actinomiceto, no presenta el ácido 10ME18:0 y además 

presenta ácidos ramificados, los cuales se consideran típicos de bacterias anaerobias.  Por lo 

anterior se puede decir que Streptomyces es un caso excepcional. 

 

En el caso de los ácidos i15:0, a15:0 y a17:0 (Tabla 2, anexo2) se encuentran en bacterias 

facultativas y en el género Streptomyces, en éste último en porcentaje pequeño (1.2-3.3). Lo 

anterior indica que la ausencia de dichos ácidos puede ser una herramienta útil para descartar 

bacterias aerobias.  

 

Es posible encontrar algunos ácidos grasos como biomarcadores de grupos más específicos de 

bacterias como por ejemplo: en el caso de las bacterias aerobias se tienen los ácidos 10ME18:0 

y el 15:1ω5c que son biomarcadores del grupo de las nocardias y actinomicetos (Tabla 4-1), 

mientras que dentro del grupo de bacterias anaerobias se tiene el ácido biomarcador a18:0 que 

se encuentra únicamente en Sarcina lutea y Bacillus, en porcentajes considerables (38.7-

63.86). 

 

4.1.1.2 Análisis cuantitativo (ACP) 

Se realizó un Análisis multivariado llamado Análisis de Componentes Principales (ACP) para 

analizar los datos de forma cuantitativa. El propósito del ACP es obtener un número pequeño 

de combinaciones lineales a partir de muchas variables. En el presente trabajo se analizaron las 

bacterias y los AGC, es decir primero se analizaron los ácidos grasos y posteriormente se 

analizaron las bacterias (su posición y agrupación). 

a) Análisis de Ácidos Grasos Celulares. La prueba de ACP permitió la formación de cinco 

grupos (Figura 4-1). Se puede observar que en el  Grupo I se incluyen únicamente ácidos 

grasos ramificados y el insaturado 14:1ω7, que de acuerdo con el análisis cualitativo (Tabla 4-1) 

se trata de AG presentes en mayor proporción en bacterias anaerobias. En el caso del grupo II 

se encuentran incluidos la mayor parte de los ácidos insaturados, los cuales también se 



 

encuentran en mayor proporción en bacterias anaerobias. La mayoría de los ácidos grasos 

incluidos en el grupo III son hidroxi y saturados, lo que cualitativamente indica que son AGC 

biomarcadores de bacterias aerobias (Tabla 4-1). También se incluyen los ciclopropanos y 

pocos ramificados e insaturados que, de acuerdo con el análisis cualitativo, en su mayoría no 

son biomarcadores de ningún grupo de bacterias, excepto  el ácido 18:1ω9y11, a19:0 y 15:0cy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el grupo IV se incluyen AGC biomarcadores de bacterias facultativas como son el AG 

saturado 11:0 y ácidos grasos con grupo hidroxi de 14 carbonos (3OH14:0 y 2OH14:0). Es 

importante observar que los AGC con grupo hidroxi son biomarcadores de bacterias aerobias y 

facultativas, sin embargo para el caso de bacterias aerobias son AGC con grupo hidroxi de 10 , 

Figura 4-1.Grupos de AGC formados por el ACP.      ramificados,        Monoinsaturados,            
S        Saturados        con grupos metilo, +  con grupos hidroxi,    O ciclopropanos 



 

12 y 18 carbonos a diferencia de los biomarcadores de bacterias facultativas que son de 14 

carbonos.  
El grupo V incluye AGC insaturados y ramificados de  15 a 17 carbonos, los cuales son AGC 

biomarcadores de bacterias aerobias. En este último caso, de acuerdo con los datos utilizados 

en el ACP (Tabla 2 del Anexo 2), este grupo estaría  indicando, en especial AGB para bacterias 

aerobia del grupo de las nocardias,  actinomicetos y micobacterias. 

 

Si se observa la gráfica de los eigenvalores (Figura 4-2) se puede observar que se necesitan 17 

componentes para explicar la variabilidad de más del 80 % de los datos originales. Lo anterior 

no es muy alentador, ya que  el primero, segundo y tercer componentes principales 

comprendieron el 11.41, 10.49 y 8.95 % respectivamente de la varianza de las 53 variables 

iniciales. Por lo tanto, se tiene un porcentaje acumulado del 31.36 % para los tres primero 

componentes principales. Esto quiere decir que el ACP no pudo explicar un buen porcentaje de 

variabilidad de los datos originales con pocos componentes.  Por lo anterior, se decidió realizar 

el ACP de tal modo que se agruparan las bacterias. Es decir, agrupar las bacterias en función 

de los AGC. 

 

 b) Análisis de bacterias. Los resultados mostraron que se necesitan 8 componentes principales 

para explicar la variabilidad del 81.95% de los datos originales (Figura 4-3).  El primero, 

segundo y tercer componentes principales resumen el 38.04, 10.92 y 9.92 % respectivamente, 

lo cual indica que con los tres primeros componentes principales se tiene un porcentaje 

acumulado de 58.89 de los datos originales (39 especies de bacterias y 58 ácidos grasos.   

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4-2. Eigenvalores obtenidos por el ACP al analizar los AGC 

Figura 4-3. Eigenvalores  obtenidos por  el ACP al analizar las bacterias 
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Figura 4-4.  AGC presentes en cada grupo formado por el ACP. Bacterias aerobias ∆, 

facultativas □, anaerobias ● Grupo I: A1) Bacillus licheniformis A2) Sarcina lutea, A3) 

Amycolaptosis sp., A4) Corynebacterium sp., A5) Staphylococcus sp., A6) Streptomyces sp., 

A7) Desulfobacter spp., A8) Desulfovibrio desulfuricans.  Grupo II: B1) Flavobacterium sp., B2) 

Escherichia coli, B3) Achromobacter sp., B4) Coryneform sp., Grupo III: C1) Alcaligenes sp., 

C2) Micrococcus sp., C3) Pseudomonas aeruginosa, C4) Lactobacillus sp., C5) Aeromonas sp., 

Grupo IV: D1) Vibrio cholerae, D2) Bifidobacterium sp., D3) Streptococcus sp., D4) Clostridium 

spp., Grupo V: E1) Proteus vulgaris, E2) Pseudomonas aeruginosa, E3) Mycobacterium spp., 

E4) Pseudomonas spp., E5) Rhodococcus globerulus, E6) Gordona spp., E7) Mycobacterium 

fortuitum,  E8) Klebsiella sp., F1) Rhodococcus caprophylus, F2) Salmonella sp., F3) Nocardia 

asteroides, F4) Rhodococcus erythropolis, F5) Rhodococcus equi, F6) Rhodococcus 

rhodochrous, F7) Tsukamurella paurometabola, F8) Nocardia farcinica, F9) Nocardia  

otitidiscaviarum, G1) Bacteroides.  

 

Con el análisis de componentes principales se pudieron observar 5 grupos de bacterias (Figura 

4.4) constituidos de la siguiente manera:  Grupo I (Anaerobias Gram positivas o negativas y 

facultativas Gram positivas), Grupo II (Anaerobias Gram negativas y facultativas Gram 



 

negativas), Grupo III (Aerobias  Gram positivas o negativas y facultativas Gram positivas o 

negativas),  GrupoIV (Anaerobias Gram positivas o negativas y facultativas Gram negativas), 

Grupo V (Aerobias Gram positivas o negativas y  facultativas  Gram negativas).  

 

Es decir, el análisis permitió dividir las bacterias anaerobias de las aerobias claramente. Sin 

embargo, las bacterias facultativas están distribuidas en todos los grupos, lo cual podría indicar 

la afinidad de las bacterias facultativas hacia un tipo de respiración (aerobio o anaerobio). Por 

ejemplo Salmonella es una bacteria facultativa y se encuentra en el grupo de las bacterias 

aerobias. En el caso de Vibrio y Escherichia que son también facultativas se encuentran 

compartiendo el grupo con bacterias anaerobias. 

 

La bibliografía reporta que el género Streptomyces tiene respiración aerobia (Pelczar y Chan, 

1988). Sin embargo, el ACP lo agrupa con las bacterias anaerobias (indicado como A6). Esto se 

debe a que es un actinomiceto Gram positivo, que presenta ácidos grasos ramificados (i15:0, 

a15:0, i16:0, a16:0, i17:0 y a17:0) como la mayoría de las bacterias anaerobias encontradas en 

los sistemas de tratamiento de aguas residuales (Ver Tabla 2 en el anexo 2). Con respecto a 

Bacteroides, se trata de una bacteria anaerobia. Sin embargo, con el ACP se encuentra alejada 

de ese grupo. Esto se debe a que en la bibliografía se reporta que tiene pocos ácidos grasos 

ramificados (i14:0, i16:0) en comparación con otras bacterias anaerobias (Ver Tabla 2 en el 

anexo 2). 

 
En conclusión, el ACP permitió confirmar lo que se obtuvo con el análisis cualitativo. Además, 

como se pudo observar, los AGC están relacionados con el tipo de respiración de las bacterias. 

 
4.2 Técnicas para determinar AGC 
  

4.2.1 Técnica de Muñoz et al. (1997) 

  

Se ha reportado que en las plantas de tratamiento de aguas residuales se encuentran 

presentes bacterias del género Mycobacterium, especialmente en sistemas de lodos activados 

(Blackall and Burrell, 1999). También en los sistemas que degradan compuestos tóxicos como 

fenoles, se ha reportado la presencia de Mycobacterium, esto debido a que utilizan los lodos 

activados para el arranque de los sistemas que tratan dichos compuestos tóxicos. Las especies 



 

encontradas son Mycobacterium peregrinum y Mycobacterium fortuitum (Buitrón y González, 

1996). 

 

Buitrón y González, 1996 reportan que en sistemas que degradan mezclas de fenoles (2 

clorofenol, 2,4 diclorofenol y 2,.4,6 triclorofenol), se han aislado e identificado bacterias del 

género Mycobacterium. 

 

La técnica MIDI Sherlock (Sasser, 2001) es una de las más sencillas y comúnmente utilizadas 

para obtener el perfil de AGC de muchas bacterias. Sin embargo, en el caso de bacterias de 

género Mycobacterium no es fácil obtener su perfil cromatográfico de AGC, esto se debe a que 

su pared celular tiene una constitución especial y diferente a otras  bacterias. Las micobacterias 

presentan su pared celular con un alto contenido de lípidos (superior al 60 %) incluyendo ceras 

A, B, C y D, unidos a polisacáridos como las glucanas, mananas, arabinogalactanas y 

arabinomananas. Además, presentan glicolípidos, ácidos micólicos, micósidos C y proteínas.  

 

Ésta constitución de las micobacterias las hace resistentes a algunos  ácidos y alcoholes. En 

especial los ácidos micólicos con cadena de 22 a 26 carbonos no son liberados con el 

tratamiento MIDI  (Figura 4-5) y por lo tanto no es posible cuantificarlos (Müller et al., 1998). 

Estos autores proponen la utilización de la técnica MIDI modificada adicionando al tratamiento 

una pirrólisis con un hidróxido de trimetilsulfonio. Sin embargo, una técnica también utilizada es 

la de Muñoz et al., 1997, ya que utiliza hidróxido de potasio y una mezcla de metanol-benceno. 

Este último permite la extracción de los AGC de 22 a 26 carbonos.   

 

En la Figura 4-6 se puede observar el perfil de AGC de Mycobacterium fortuitum, obtenido con 

la técnica de Muñoz et al., 1997. La bacteria tiene  ácidos grasos saturados (13:0, 16:0 y 18:0), 

el ácido tuberculoesteárico (10ME18:0) y ácidos saturados de 22  y 24 carbonos (22:0 y 24:0). 

Como se puede observar, los ácidos 22:0 y 24:0 si se pueden extraer con la técnica de Muñoz 

et al., 1997. 

 

 

 

 

 

  



 

 
Figura 4-5. Perfil cromatográfico de AGC en Mycobacterium (MIDI, Sherlock 2001)  



 

CAPÍTULO IV 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1 Obtención de Ácidos Grasos Celulares Biomarcadores 
 

4.1.1 Revisión bibliográfica de las bacterias presentes en sistemas de tratamiento de aguas 

residuales  

 

Las bacterias encontradas en la bibliografía en los sistemas de tratamiento de aguas residuales 

se encuentran en la Tabla 1 del anexo 2. Posteriormente, se buscaron los perfiles 

cromatográficos de los ácidos grasos celulares que corresponden a algunas de las bacterias 

encontradas en sistemas aerobios y anaerobias (Tabla 4-1). El porcentaje de área fue obtenido 

respecto al total de AGC y se reportó como intervalo porque los datos se obtuvieron de 

diferentes fuentes. Cuando el ácido graso no se encontraba se incluyó el cero en el intervalo. 

Cabe mencionar que los perfiles cromatográficos de las demás bacterias no se pudieron 

obtener ya que no se tenían disponibles en la bibliografía. Por otra parte en los sistemas  de 

tratamiento anaerobio se tiene la presencia de bacterias metanogénicas, de las cuales no se 

pudo obtener el perfil de ácidos grasos celulares. Esto debido a que son el grupo más primitivo 

de procariontes (arqueas) y son diferentes a las eubacterias, en la constitución de su 

membrana. Los lípidos de las arqueobacterias están ligados al glicerol  por medio de un enlace 

éter (-CH2-O-CH2-) y no por una unión éster (-CH2-O-CO-CH2), como comúnmente se 

encuentran en las eubacterias (Ratledge, 1996). Debido a esta diferencia, no es posible 

identificar las arqueas con técnicas cromatográficas que detecten el perfil de AGC. 

 
4.1.1.1 Análisis cualitativo  

 

Una vez obtenido el perfil cromatográfico de AGC de cada bacteria, se dividieron en grupos de 

acuerdo con su tipo de aceptor final de electrones (aerobias, facultativas y anaerobias) y se 

obtuvieron los AG biomarcadores. Es decir, se separaron aquellos ácidos que fueran únicos de 

un grupo de bacterias de acuerdo con su tipo de aceptor final de electrones. Es interesante 

observar que algunos ácidos grasos saturados y algunos con grupo hidroxi (de 10, 12 y 18 

carbonos) son biomarcadores de bacterias aerobias, mientras que algunos ácidos ramificados  



 

y algunos hidroxi (de 14 carbonos) son biomarcadores de bacterias anaerobias.  En el caso de 

bacterias facultativas se tienen diversos ácidos grasos biomarcadores incluyendo algunos 

ácidos insaturados, ramificados, con grupo hidroxi y ciclopropanos.  

 

 

Tabla 4-1. AGC biomarcadores obtenidos del análisis de la literatura  

AGC 
biomarcadores 

Porcentaj
e de área 

Tipo de 
bacteria 

Ejemplo de 
bacterias 
(género o grupo)

Referencias 

3OH10:0 
2OH12:0 
3OH12:0 
15:1ω5c 
2OH18:0 
10ME18:0 
22:0 
24:0 
26:0 

14.6-20.3 
2.4-18.5 
4.6-35.2 
0-1.6 
0-3.8 
1.3-28.7 
3.0-4.0 
3.0-25.0 
0.7-7.2 

 
 
 
 
Aerobias 

 
 
Alcaligenes 
Pseudomonas 
Alteromonas 
(grupo) 
Actinomicetos 
(grupo) 
Nocardioformes 

Bøe and Gjerde (1980), 
Laskin y Lechevalier (1981), 
Vestal and White (1989), 
Welch (1991), Rajendran et 
al. (1992), McNabb et al. 
(1997),  Sundh et al. (1997), 
Bossio and Scow (1998), 
Tsitko et al. (1999), Gomez-
Gil et al. (2003), Ivanona et al. 
(2005), Jung et al. (2005). 
Banowetz et al. (2006). 

11:0 
2OH14:0 
3OH14:0 
15:0 cy 
18:1ω9,11 

a19:0 

0-1.1 
0-0.6 
3.6-7.9 
0-20.3 
0-18.5 
0-36.2 
 

 
 
 
Facultativas 
aerobia 

 
Salmonella 
E. coli 
Klebsiella 
Staphylococcus 

Laskin y Lechevalier (1981), 
Vestal and White (1989), 
Gomez-Gil et al. (2003) 

i12:0 
a14:0 
14:1ω7 
15:1ω6 
a16:0 
16:1ω5 
a17:1 
i17:0 
i17:1 
a18:0 
i18:1ω7c 
17:1ω6 
Oh18:0 
OH19:0 
 

0.1-0.6 
0-4.5 
0-2.7 
0-4.6 
0-5.3 
1.3-2 
0-4.6 
0-15.5 
1.9-40.72 
38.1-63.9 
0-3.8 
0-8.9 
0-10.9 
0-19.6 

 
 
 
 
 
 
 
Anaerobias 

 
 
 
Bacillus 
Cytophaga 
Sarcina 
Clostridium 
Pectinatus 
Macrococcus 
(grupo) Sulfato-
rreductoras 

Laskin y Lechevalier (1981), 
Dowling et al. (1986), Vestal 
and White (1989), Rajendran 
et al. (1992), Haack et al. 
(1994), Sundh et al. (1997), 
Yamamoto et al. (1998), 
Bossio and Scow (1998), 
Chihib et al. (1999). 
Mannerová et al. (2003), 
Scheldeman et al. (2004). 

 

El ácido 10ME18:0 se encuentra únicamente en bacterias aerobias y en el género 

Desulfobacter (bacteria anaerobia). Es decir, no se encuentra únicamente en un grupo. Sin 

embargo, en el género Desulfobacter  se presenta en un porcentaje pequeño (0-0.5%) en 



 

comparación con el porcentaje presente en actinomicetos (1.3% a 28.7%) con un valor 

promedio de 1.32+/- 3.2%. Por lo anterior se puede considerar biomarcador de bacterias 

aerobias.  Cabe mencionar que las bacterias aerobias que presentan dicho AGC son bacterias 

del grupo de las nocardioformes (como Rhodococcus y Nocardia) y  actinomicetos (como 

Mycobacterium).  

 

En el caso de Streptomyces que es un actinomiceto, no presenta el ácido 10ME18:0 y además 

presenta ácidos ramificados, los cuales se consideran típicos de bacterias anaerobias.  Por lo 

anterior se puede decir que Streptomyces es un caso excepcional. 

 

En el caso de los ácidos i15:0, a15:0 y a17:0 (Tabla 2, anexo2) se encuentran en bacterias 

facultativas y en el género Streptomyces, en éste último en porcentaje pequeño (1.2-3.3). Lo 

anterior indica que la ausencia de dichos ácidos puede ser una herramienta útil para descartar 

bacterias aerobias.  

 

Es posible encontrar algunos ácidos grasos como biomarcadores de grupos más específicos de 

bacterias como por ejemplo: en el caso de las bacterias aerobias se tienen los ácidos 10ME18:0 

y el 15:1ω5c que son biomarcadores del grupo de las nocardias y actinomicetos (Tabla 4-1), 

mientras que dentro del grupo de bacterias anaerobias se tiene el ácido biomarcador a18:0 que 

se encuentra únicamente en Sarcina lutea y Bacillus, en porcentajes considerables (38.7-

63.86). 

 

4.1.1.2 Análisis cuantitativo (ACP) 

Se realizó un Análisis multivariado llamado Análisis de Componentes Principales (ACP) para 

analizar los datos de forma cuantitativa. El propósito del ACP es obtener un número pequeño 

de combinaciones lineales a partir de muchas variables. En el presente trabajo se analizaron las 

bacterias y los AGC, es decir primero se analizaron los ácidos grasos y posteriormente se 

analizaron las bacterias (su posición y agrupación). 

a) Análisis de Ácidos Grasos Celulares. La prueba de ACP permitió la formación de cinco 

grupos (Figura 4-1). Se puede observar que en el  Grupo I se incluyen únicamente ácidos 

grasos ramificados y el insaturado 14:1ω7, que de acuerdo con el análisis cualitativo (Tabla 4-1) 

se trata de AG presentes en mayor proporción en bacterias anaerobias. En el caso del grupo II 

se encuentran incluidos la mayor parte de los ácidos insaturados, los cuales también se 



 

encuentran en mayor proporción en bacterias anaerobias. La mayoría de los ácidos grasos 

incluidos en el grupo III son hidroxi y saturados, lo que cualitativamente indica que son AGC 

biomarcadores de bacterias aerobias (Tabla 4-1). También se incluyen los ciclopropanos y 

pocos ramificados e insaturados que, de acuerdo con el análisis cualitativo, en su mayoría no 

son biomarcadores de ningún grupo de bacterias, excepto  el ácido 18:1ω9y11, a19:0 y 15:0cy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el grupo IV se incluyen AGC biomarcadores de bacterias facultativas como son el AG 

saturado 11:0 y ácidos grasos con grupo hidroxi de 14 carbonos (3OH14:0 y 2OH14:0). Es 

importante observar que los AGC con grupo hidroxi son biomarcadores de bacterias aerobias y 

facultativas, sin embargo para el caso de bacterias aerobias son AGC con grupo hidroxi de 10 , 

Figura 4-1.Grupos de AGC formados por el ACP.      ramificados,        Monoinsaturados,            
S        Saturados        con grupos metilo, +  con grupos hidroxi,    O ciclopropanos 



 

12 y 18 carbonos a diferencia de los biomarcadores de bacterias facultativas que son de 14 

carbonos.  
El grupo V incluye AGC insaturados y ramificados de  15 a 17 carbonos, los cuales son AGC 

biomarcadores de bacterias aerobias. En este último caso, de acuerdo con los datos utilizados 

en el ACP (Tabla 2 del Anexo 2), este grupo estaría  indicando, en especial AGB para bacterias 

aerobia del grupo de las nocardias,  actinomicetos y micobacterias. 

 

Si se observa la gráfica de los eigenvalores (Figura 4-2) se puede observar que se necesitan 17 

componentes para explicar la variabilidad de más del 80 % de los datos originales. Lo anterior 

no es muy alentador, ya que  el primero, segundo y tercer componentes principales 

comprendieron el 11.41, 10.49 y 8.95 % respectivamente de la varianza de las 53 variables 

iniciales. Por lo tanto, se tiene un porcentaje acumulado del 31.36 % para los tres primero 

componentes principales. Esto quiere decir que el ACP no pudo explicar un buen porcentaje de 

variabilidad de los datos originales con pocos componentes.  Por lo anterior, se decidió realizar 

el ACP de tal modo que se agruparan las bacterias. Es decir, agrupar las bacterias en función 

de los AGC. 

 

 b) Análisis de bacterias. Los resultados mostraron que se necesitan 8 componentes principales 

para explicar la variabilidad del 81.95% de los datos originales (Figura 4-3).  El primero, 

segundo y tercer componentes principales resumen el 38.04, 10.92 y 9.92 % respectivamente, 

lo cual indica que con los tres primeros componentes principales se tiene un porcentaje 

acumulado de 58.89 de los datos originales (39 especies de bacterias y 58 ácidos grasos.   

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4-2. Eigenvalores obtenidos por el ACP al analizar los AGC 

Figura 4-3. Eigenvalores  obtenidos por  el ACP al analizar las bacterias 
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Figura 4-4.  AGC presentes en cada grupo formado por el ACP. Bacterias aerobias ∆, 

facultativas □, anaerobias ● Grupo I: A1) Bacillus licheniformis A2) Sarcina lutea, A3) 

Amycolaptosis sp., A4) Corynebacterium sp., A5) Staphylococcus sp., A6) Streptomyces sp., 

A7) Desulfobacter spp., A8) Desulfovibrio desulfuricans.  Grupo II: B1) Flavobacterium sp., B2) 

Escherichia coli, B3) Achromobacter sp., B4) Coryneform sp., Grupo III: C1) Alcaligenes sp., 

C2) Micrococcus sp., C3) Pseudomonas aeruginosa, C4) Lactobacillus sp., C5) Aeromonas sp., 

Grupo IV: D1) Vibrio cholerae, D2) Bifidobacterium sp., D3) Streptococcus sp., D4) Clostridium 

spp., Grupo V: E1) Proteus vulgaris, E2) Pseudomonas aeruginosa, E3) Mycobacterium spp., 

E4) Pseudomonas spp., E5) Rhodococcus globerulus, E6) Gordona spp., E7) Mycobacterium 

fortuitum,  E8) Klebsiella sp., F1) Rhodococcus caprophylus, F2) Salmonella sp., F3) Nocardia 

asteroides, F4) Rhodococcus erythropolis, F5) Rhodococcus equi, F6) Rhodococcus 

rhodochrous, F7) Tsukamurella paurometabola, F8) Nocardia farcinica, F9) Nocardia  

otitidiscaviarum, G1) Bacteroides.  

 

Con el análisis de componentes principales se pudieron observar 5 grupos de bacterias (Figura 

4.4) constituidos de la siguiente manera:  Grupo I (Anaerobias Gram positivas o negativas y 

facultativas Gram positivas), Grupo II (Anaerobias Gram negativas y facultativas Gram 



 

negativas), Grupo III (Aerobias  Gram positivas o negativas y facultativas Gram positivas o 

negativas),  GrupoIV (Anaerobias Gram positivas o negativas y facultativas Gram negativas), 

Grupo V (Aerobias Gram positivas o negativas y  facultativas  Gram negativas).  

 

Es decir, el análisis permitió dividir las bacterias anaerobias de las aerobias claramente. Sin 

embargo, las bacterias facultativas están distribuidas en todos los grupos, lo cual podría indicar 

la afinidad de las bacterias facultativas hacia un tipo de respiración (aerobio o anaerobio). Por 

ejemplo Salmonella es una bacteria facultativa y se encuentra en el grupo de las bacterias 

aerobias. En el caso de Vibrio y Escherichia que son también facultativas se encuentran 

compartiendo el grupo con bacterias anaerobias. 

 

La bibliografía reporta que el género Streptomyces tiene respiración aerobia (Pelczar y Chan, 

1988). Sin embargo, el ACP lo agrupa con las bacterias anaerobias (indicado como A6). Esto se 

debe a que es un actinomiceto Gram positivo, que presenta ácidos grasos ramificados (i15:0, 

a15:0, i16:0, a16:0, i17:0 y a17:0) como la mayoría de las bacterias anaerobias encontradas en 

los sistemas de tratamiento de aguas residuales (Ver Tabla 2 en el anexo 2). Con respecto a 

Bacteroides, se trata de una bacteria anaerobia. Sin embargo, con el ACP se encuentra alejada 

de ese grupo. Esto se debe a que en la bibliografía se reporta que tiene pocos ácidos grasos 

ramificados (i14:0, i16:0) en comparación con otras bacterias anaerobias (Ver Tabla 2 en el 

anexo 2). 

 
En conclusión, el ACP permitió confirmar lo que se obtuvo con el análisis cualitativo. Además, 

como se pudo observar, los AGC están relacionados con el tipo de respiración de las bacterias. 

 
4.2 Técnicas para determinar AGC 
  

4.2.1 Técnica de Muñoz et al. (1997) 

  

Se ha reportado que en las plantas de tratamiento de aguas residuales se encuentran 

presentes bacterias del género Mycobacterium, especialmente en sistemas de lodos activados 

(Blackall and Burrell, 1999). También en los sistemas que degradan compuestos tóxicos como 

fenoles, se ha reportado la presencia de Mycobacterium, esto debido a que utilizan los lodos 

activados para el arranque de los sistemas que tratan dichos compuestos tóxicos. Las especies 



 

encontradas son Mycobacterium peregrinum y Mycobacterium fortuitum (Buitrón y González, 

1996). 

 

Buitrón y González, 1996 reportan que en sistemas que degradan mezclas de fenoles (2 

clorofenol, 2,4 diclorofenol y 2,.4,6 triclorofenol), se han aislado e identificado bacterias del 

género Mycobacterium. 

 

La técnica MIDI Sherlock (Sasser, 2001) es una de las más sencillas y comúnmente utilizadas 

para obtener el perfil de AGC de muchas bacterias. Sin embargo, en el caso de bacterias de 

género Mycobacterium no es fácil obtener su perfil cromatográfico de AGC, esto se debe a que 

su pared celular tiene una constitución especial y diferente a otras  bacterias. Las micobacterias 

presentan su pared celular con un alto contenido de lípidos (superior al 60 %) incluyendo ceras 

A, B, C y D, unidos a polisacáridos como las glucanas, mananas, arabinogalactanas y 

arabinomananas. Además, presentan glicolípidos, ácidos micólicos, micósidos C y proteínas.  

 

Ésta constitución de las micobacterias las hace resistentes a algunos  ácidos y alcoholes. En 

especial los ácidos micólicos con cadena de 22 a 26 carbonos no son liberados con el 

tratamiento MIDI  (Figura 4-5) y por lo tanto no es posible cuantificarlos (Müller et al., 1998). 

Estos autores proponen la utilización de la técnica MIDI modificada adicionando al tratamiento 

una pirrólisis con un hidróxido de trimetilsulfonio. Sin embargo, una técnica también utilizada es 

la de Muñoz et al., 1997, ya que utiliza hidróxido de potasio y una mezcla de metanol-benceno. 

Este último permite la extracción de los AGC de 22 a 26 carbonos.   

 

En la Figura 4-6 se puede observar el perfil de AGC de Mycobacterium fortuitum, obtenido con 

la técnica de Muñoz et al., 1997. La bacteria tiene  ácidos grasos saturados (13:0, 16:0 y 18:0), 

el ácido tuberculoesteárico (10ME18:0) y ácidos saturados de 22  y 24 carbonos (22:0 y 24:0). 

Como se puede observar, los ácidos 22:0 y 24:0 si se pueden extraer con la técnica de Muñoz 

et al., 1997. 

 

 

 

 

 

  



 

 
Figura 4-5. Perfil cromatográfico de AGC en Mycobacterium (MIDI, Sherlock 2001)  



CONCLUSIONES 
 

En este trabajo fue posible evidenciar que el perfil de AGC está relacionado con el tipo 

de aceptor terminal de electrones de las bacterias, por lo que fue factible obtener AGC 

biomarcadores y proponer una metodología para la identificación de grupos de 

bacterias presentes en sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

 

Por medio del perfil de AGC fue posible diferenciar bacterias aerobias, aerobias 

facultativas y anaerobias. Los AGC biomarcadores, para bacterias aerobias fueron 

ácidos con grupo hidroxi de 12 carbonos, ácidos saturados y un metilado  (2OH12:0, 

3OH12:0, 10ME18:0, 22:0 y 24:0). Para bacterias anaerobias los ácidos ramificados 

i17:0 y a17:0 y para aerobias facultativas los ácidos con grupo hidroxi de 14 carbonos 

2OH14:0 y 3OH14:0. 

 

La metodología de los AGC biomarcadores que se propone es confiable, ya que se 

detectaron en forma adecuada los AG biomarcadores de las mezclas doble ciego. 

Además, es lo suficientemente sensible para permitir detectar los biomarcadores 

propuestos si se utilizan  muestras de 50 a 60 mg. 

 

Se observó que el ayuno influye en el parfil cromatogàfico de AGC, de tal manera que 

la relación trans/cis de los ácidos 16:1ω9 y 18:1ω9 tiende a incrementarse conforme 

aumentan los días de ayuno  en P. aeruginosa. La relación aumenta de 0.23 a 1.47 y 

de 0.14 a 0.71 (de cero a cinco días de ayuno) para los ácidos de 16 y 18 carbonos 

respectivamdanete. Se obsevó que la  variación en al relación trans/cis de los Àcidos 

grasos de 16 y 18 carbonos, debida al ayuno, no afecta la metodología propuesta.  

 

El empleo de los AGC biomarcadores fue útil para diferenciar la estructura de las 

comunidades de bacterias en la biomasa en suspensión y adherida al empaque de un 

sistema SBR alimentado con la mezcla de fenoles. Fue posible relacionar los AGC de 

las bacterias con la colonización del empaque del sistema. La metodología permitió 

observar la forma en que las bacterias aerobias, aerobias facultativas y anaerobias se 

adhieren al empaque durante la aclimatación a un tóxico (mezcla de fenoles).   

 

Se encontró que con los AGC biomarcadores es posible seguir los cambios en las 

comunidades de bacterias durante la aclimatación de un sistema anaerobio-aerobio. 

Se evidenció que la cantidad de bacterias aerobias y aerobias facultativas disminuyó 



durante el periodo de aclimatación de un reactor alimentado con paranitrofenol, 

mientras que la cantidad de bacterias anaerobias aumentó. Durante la aclimatación al 

paranitrofenol no hubo diferencia significativa entre los valores obtenidos de la relación 

trans/cis del ácido 16:1ω9  mientras que para el ácido 18:1ω9, los valores de la 

relación trans/cis tuvieron diferencia significativa. Lo anterior indica que la variación de 

la relación trans/cis del ácido 18:1ω9 está relacionado con la adaptación de los 

microorganismos al paranitrofenol. 

 

La metodología de los AGC propuesta en este trabajo es una herramienta útil y 

sencilla que permite caracterizar las comunidades de bacterias presentes en los 

sistemas de agua residual. Es decir, permite observar el tipo de comunidades 

bacterianas presentes, así como la variación que hay en dichas comunidades como 

respuesta a algún factor externo como el ayuno o la presencia de un tóxico. 

   

 

 

RECOMENDACIONES 
 

El presente estudio permitió observar las diferencias en los grupos de las 

comunidades de bacterias en sistemas para tratamiento de aguas. Sin embargo, las 

bacterias anaerobias estrictas no se pueden detectar por lo que se recomienda que la 

metodología de los AGC se complemente con herramientas de biología molecular. 

 

La base de datos de los AGC,  que se logró recopilar deberá complementarse, de tal 

modo que se pudo determinar subgrupos de bacterias como las sulfatorreductoras y 

desnitrificantes, entre otras. 

 

Se recomienda realizar más estudios relacionados con el género Streptomyces, para 

poder separar u observar con claridad la diferencia entre bacterias anaerobias y dicho 

género. 
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ANEXO 1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

 

Técnica según Muñoz, 1997 

 

1) Solución etérea de diazometano 

Prepararla en una campana de extracción entre 0-4 °C y no utilizar material de vidrio 

esmerilado 

1) Medir en un matraz erlenmeyer (de 500 ml) 3 ml de una solución acuosa de KOH al 

40 % (W/V) y 15 ml de éter etílico. Dejar el matraz en hielo durante unos minutos 

2) Adicionar con precaución a la fase acuosa 1 gramo de nitrosometilurea (utilizar 

cubrebocas y guantes). El diazometano gaseoso se solubilizará en el éter. El 

recipiente conteniendo la nitrosometilurea puede ser enjuagado con un poco de éter 

etílico a 4 °C 

3) Decantar la fase etérea sobre otro matraz erlenmeyr previamente enfriado, el cual 

debe contener algunas lentejas de KOH para eliminar la humedad. Esta solución 

puede utilizarse quince minutos después de su preparación.  Para conservar la 

solución, tapar muy bien el matraz con un tapón de hule cubierto de papel aluminio. 

 

 

Técnica MIDI, Sherlock (Sasser, 2001) 

 
Reactivo 1. Saponificación:     Reactivo2.Metilación: 

 

45 g de NaOH      325 ml de HCl 6.0 N cerficado 

150 ml de metanol     275 ml de metanol 

150 ml de agua destilada     

 

Reactivo 3.Extracción:     Reactivo  4.Lavado: 

 

200 ml de hexano      10.8 g de NaOH 

200 ml de metil-terbutil-éter    900 ml de agua destilada 



 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2 
 

 



 

   
 Tabla 2. Ácidos grasos presentes en bacterias encontradas en sistemas de tratamiento de aguas residuales (AGC saturados)

ANAEROBIAS

10:0 11:0 12:0 13:0 14:0 15:0 16:0 17:0 18:0 19:0 20:0 22:0 24:0 26:0 Respiración Gram
Bifidobacterium 3.5 22.90 22.6 anaerobia positiva
Bacillus linchenformis 0.1-0.5 1.0-7 anaerobia positiva
Clostridium spp tr-3 tr-33 6.47-33 6.7-52.1 1.95-9 tr-8.00 anaerobia positiva
Sarcina l utea 0-8.1 0.14-8.1 0.9-6.45 0.1-10.1 0-5.7 anaerobia positiva
Bacteriodes 0-3.2 1.4 1.4-5.4 5.50 2.5-5.6 0.60 1.4-3.4 anaerobia negativa
Coryneform 3.1-42.1 0.7-2 anaerobia
Desulfobacter spp. 0-tr 2.4-31.4 0.4-23.7 7.4-32.7 tr-2.9 0.1-0.4 anaerobia negativa
Desulfovibrio desulfuricans 0.58-3.07 0.03-0.4 3.40-9.61 0.32-0.60 4.89-6.47 anaerobia negativa

FACULTATIVAS

10:0 11:0 12:0 13:0 14:0 15:0 16:0 17:0 18:0 19:0 20:0 22:0 24:0 26:0 Respiración Gram
Corynebacterium tr-2 1.0-3.0 3.0-15 1.0-3 1.0-16 facultativa positiva
Escherichia coli 3.8 1.2 43.8 tr 1.40 facultativa negativa
Aeromonas (salmonicida) 6.37-6.85 0.41-0.50 2.53-4.7 2.03-2.05 20.57-25.38 1.23-1.26 2.03-4.3 0.2-0.25 0.5-1.85 facultativa negativa
Salmonella 1.07 5.15 8.11 0.65 25.58 10.13 facultativa negativa
Proteus vulgaris 3.6 35.6 19.8 facultativa negativa
Vibrio cholerae 3.9 29.5 3.1 facultativa negativa
Klebsiella 0.73 4.65 1.18 38.97 1.31 1.19 facultativa negativa
Lactobacillus 0.7-4 7.0-37.0 1.0-5.0 facultativa positiva
Streptococcus 0.4-7.7 2.37-17.1 26.39-34.84 0.4-8.34 facultativa positiva
Staphylococcus tr tr-0.71 2.00 2.7-6 7.00 facultativa positiva

AEROBIAS

10:0 11:0 12:0 13:0 14:0 15:0 16:0 17:0 18:0 19:0 20:0 22:0 24:0 26:0 Respiración Gram
Pseudomonas (fluorecentes) 36.90 18.70 aerobia negativa
aeruginosa 11.8 1.00 7.8-37.0 2.00 aerobia negativa
Pseudomonas spp 2.6 3.5 49.5 8.60 aerobia negativa
Flavobacterium aquatile 17.6 15.00 29.2 aerobia negativa
Micrococcus 0.4 0-4.4 0.2-21 0-tr aerobia positiva
Alcaligenes 0.1-39.6 1-11.0 11.6-38.4 tr-7 aerobia negativa
Rhodococcus caprophilus 1.9-6.4 3.2-18.3 19.7-31.9 1.8-10.5 1.7-4.4 <0.5-2.7 aerobia positiva
 equi 3.3-9.9 1.3-1.6 26.4-30.0 0-9.8 0.9-1.1 0-1.9 aerobia positiva
erythropolis 6.9 3.5 25.2 1.8 0.8 7.4 3.60 aerobia positiva
globerulus 18.7 2.7 17.2 0.9 0.9 8.7 1.20 aerobia positiva
rhodochrous 0.9-3.8 1.6-5.1 22.4-30.4 1.2-13.7 0.6-12.4 0-2.7 0-3.9 aerobia positiva
Nocardia farcinica 1.4 29.5 1.2 6.4 aerobia positiva
                   asteroides 0-2.8 0-4.7 11.00 0-3.2 2.8-19.7 aerobia positiva
                  otitidiscaviarum 0.9-1.4 2.6-3.2 28-35.9 1.6-2.8 0-5.6 aerobia positiva
Streptomyces 0-4 1-5.1 1.4-9.6 0-1.1 aerobia positiva
Tsukamurella paurometabola 4.5-4.6 0.5-0.9 28-31.2 1.0-1.6 2.2-3.7 aerobia positiva
Gordona spp. 1.4-3.4 0-6.6 17.8-47.8 0.7-14.1 0-6 0-0.3 aerobia positiva
Mycobacterium spp. tr-3 19.8-34.1 0-2.5 2.6-9.8 *3-4 *3-20 0.4-7.2 aerobia positiva
                          fort uitum 5.4-8.8 0.4-0.9 33.3-34.0 0-0.7 0.9-3.0 3.00 4.00 25.00 aerobia positiva
Coryneform 3.1-42.1 0.7-2 aerobia

tr= Trazas (<0.01)

Saturados

Saturados

Saturados

 

 



 

Tabla 2 (continuación). Ácidos grasos presentes en bacterias encontradas en sistemas de tratamiento de aguas residuales (AGC monoinsaturados)

ANAEROBIAS

12:1 14:1 14:1w7 15:1w5c 15:1w6 16:1 16:1w5 16:1w7c 16:1w9 17:1w6 17:1w8c 18:1 18:1w9 18:1w7c 18:1w9y11 Respiración Gram
Bifidobacterium 4.9 33.4 anaerobia positiva
Bacillus linchenformis 4.2 4.7-23.6 tr-1.2 anaerobia positiva
Clostridium spp 16.7 0.89-16.6 1.0-11 0-3.9 2.1-6.6 2.0-11.7 anaerobia positiva
Sarcina l utea 1.3-2.7 0.22-3.6 anaerobia positiva
Bacteriodes 1.4-3.6 anaerobia negativa
Coryneform anaerobia
Desulfobacter spp. 0-0.4 0-4.6 1.3-2.0 1.1-7.1 0-1.4 0-8.9 0-2.0 tr-0.4 0-3.8 anaerobia negativa
Desulfovibrio desulfuricans 0.71-2.68 1.34-2.32 0-0.03 1.43-2.42 anaerobia negativa

FACULTATIVAS

12:1 14:1 14:1w7 15:1w5c 15:1w6 16:1 16:1w5 16:1w7c 16:1w9 17:1w6 17:1w8c 18:1 18:1w9 18:1w7c 18:1w9y11 Respiración Gram
Corynebacterium 1.0-2 1.0-2 facultativa positiva
Escherichia coli 2.1 7.2 facultativa negativa
Aeromonas (salmonicida) 43.14-43.20 8.23-10.40 facultativa negativa
Salmonella 18.47 20.28 facultativa negativa
Proteus vulgaris 3.6 11.2 facultativa negativa
Vibrio cholerae tr 34.2 22.9 facultativa negativa
Klebsiella 5.16 14.53 facultativa negativa
Lactobacillus 10.0-14 20-45 facultativa positiva
Streptococcus 0-1.15 2.3-18.05 4.8-34.87 facultativa positiva
Staphylococcus 0.41 0.38 0.49 facultativa positiva

AEROBIAS

12:1 14:1 14:1w7 15:1w5c 15:1w6 16:1 16:1w5 16:1w7c 16:1w9 17:1w6 17:1w8c 18:1 18:1w9 18:1w7c 18:1w9y11 Respiración Gram
Pseudomonas (fluorecentes) 9.1 aerobia negativa
aeruginosa 7-15.8 33-49.5 aerobia negativa
Pseudomonas spp 2.9 18.3 2.3 aerobia negativa
Flavobacterium aquatile 11 aerobia negativa
Micrococcus 0-24 0-52 aerobia positiva
Alcaligenes 8.9-10.5 2.7-15 23-82.8 aerobia negativa
Rhodococcus caprophilus 0.9-8.8 1.9-13.1 2.2-25.0 aerobia positiva
 equi 0-6.9 0-1.2 3.6-5.1 aerobia positiva
erythropolis 0.7 1.7 4.5 aerobia positiva
globerulus 0.8 2.12 aerobia positiva
rhodochrous 1.5-1.6 1.8-13.3 1.8-18.2 aerobia positiva
Nocardia farcinica 0.6 19.6 aerobia positiva
                   asteroides 0-0.6 0-5.2 0-0.5 0-4.9 7.5-29.1 aerobia positiva
                  otitidiscaviarum 0.4-0.5 1.9-3.8 10.4-20.8 aerobia positiva
Streptomyces 0-5.8 aerobia positiva
Tsukamurella paurometabola 0.4-0.8 0-0.5 22-31.1 aerobia positiva
Gordona spp. 0-1.5 17.8-47.8 0-0.5 0-12.9 7.8-29 aerobia positiva
Mycobacterium spp. 2.6-10.5 t-4 6.4-29.2 16-30 aerobia positiva
                          fort uitum 6.6 1.8-2.4 0.6-0.9 19.0 24-41.3 aerobia positiva
Coryneform aerobia

monoinsaturados

monoinsaturados

monoinsaturados

 

 



 

Tabla 2 (continuación). Ácidos grasos presentes en bacterias encontradas en sistemas de tratamiento de aguas residuales (AGC ciclopropanos y con grupo hidro

ANAEROBIAS

hidroxi
15:0cy 17:0cy 19:0cy 3-OH-C10 2OH14:0 3OH14:0 3-OH-C12 OH18:0 2OH18:0 OH19:0 2-OH-C12 Respiración Gram

Bifidobacterium 2.8 anaerobia positiva
Bacillus anaerobia positiva
Clostridium 10.9 19.6 anaerobia positiva
Sarcina l utea anaerobia positiva
Bacteriodes anaerobia negativa
Coryneform anaerobia
Desulfobacter spp. anaerobia negativa
Desulfovibrio desulfuricans anaerobia negativa

FACULTATIVAS

hidroxi
15:0cy 17:0cy 19:0cy 3-OH-C10 2OH14:0 3OH14:0 3-OH-C12 OH18:0 2OH18:0 OH19:0 2-OH-C12 Respiración Gram

Corynebacterium facultativa positiva
Escherichia coli 20.9 18.8 facultativa negativa
Aeromonas (salmonicida) 1.01-2.46 0.2-0.25 facultativa negativa
Salmonella 0.58 7.93 facultativa negativa
Proteus vulgaris facultativa negativa
Vibrio cholerae facultativa negativa
Klebsiella 26.58 2.08 3.61 facultativa negativa
Lactobacillus 19-49 facultativa positiva
Streptococcus 0-44.7 facultativa positiva
Staphylococcus facultativa positiva

AEROBIAS

hidroxi
15:0cy 17:0cy 19:0cy 3-OH-C10 2OH14:0 3OH14:0 3-OH-C12 OH18:0 2OH18:0 OH19:0 2-OH-C12 Respiración Gram

Pseudomonas (fluorecentes) aerobia negativa
     aeruginosa 5 14.6 35.2 18.5 aerobia negativa

aerobia negativa
Flavobacterium aquatile aerobia negativa
Micrococcus aerobia positiva
Alcaligenes 18.9-20.3 32.6-34.2 aerobia negativa
Rhodococcus caprophilus aerobia positiva
                            equi aerobia positiva
erythropolis aerobia positiva
globerulus aerobia positiva
rhodochrous aerobia positiva
Nocardia farcinica aerobia positiva
                   asteroides aerobia positiva
                  otitidiscaviarum aerobia positiva
Streptomyces 0-3.0 aerobia positiva
Tsukamurella paurometabola aerobia positiva
Gordona spp. aerobia positiva
Mycobacterium spp. 0-3.8 aerobia positiva
                          fort uitum aerobia positiva
Coryneform aerobia

Ciclopropano

Ciclopropano

Ciclopropano

 



 

Tabla 2 (continuación). Ácidos grasos presentes en bacterias encontradas en sistemas de tratamiento de aguas residuales (AGC ramificados)

ANAEROBIAS

Ramificados
iso-C12 i13:0 a13:0 i14:0 a14:0 a15:0 i15:0 i16:0 a16:0 a17:0 a17:1 i17:0 i17:1 i18:0 a18:0 a19:0 10ME17:0 10ME16:0 10ME18:0

Bifidobacterium 1.1
Bacillus tr-1.1 0.9-4.5 0.7 1,7-9 7.1-15.6 11.7-31,4 3.1-15.3 1.8-25 0.9-4.6 1-10.0 1.9-2.4 38.7-62
Clostridium
Sarcina l utea 0.09-0.59 0.75-1.13 2.27-4.63 3.45-6.49 80.2 5.97 2.84 10.88 63.86
Bacteriodes 7.3 4.8
Coryneform
Desulfobacter spp. tr-1.1 0-4.5 0.1-4.0 1.1-8.9 0.1-1.2 0-5.3 0-1.3 tr-1.4 0-2.4 6.3-24.7 0-0.5
Desulfovibrio desulfuricans 0.59-0.93 9.89-12.60 0.2-0.52 2.82-3.75 9.78-15.46 38.36-40.72

FACULTATIVAS

Ramificados
iso-C12 i13:0 a13:0 i14:0 a14:0 a15:0 i15:0 i16:0 a16:0 a17:0 a17:1 i17:0 i17:1 i18:0 a18:0 a19:0 10ME17:0 10ME16:0 10ME18:0

Corynebacterium 32-62 2.5 3 55
Escherichia coli
Aeromonas (salmonicida) 0.25-0.41 4.7-5.29
Salmonella 1.99
Proteus vulgaris
Vibrio cholerae 2
Klebsiella
Lactobacillus
Streptococcus
Staphylococcus 45 3.5 36.2

AEROBIAS

iso-C12 i13:0 a13:0 i14:0 a14:0 a15:0 i15:0 i16:0 amificad a17:0 a17:1 i17:0 i17:1 i18:0 a18:0 a19:0 10ME17:0 10ME16:0 10ME18:0
Pseudomonas (fluorecentes)
    aeruginosa

Flavobacterium aquatile
Micrococcus
Alcaligenes
Rhodococcus caprophilus 0.5-8.5 <0.5-3.2 1.3-18.5
                            equi 1.5-1.7 2.6-10.9 12.7-20.1
erythropolis 2.8 2.9 16.0
globerulus 1.1 12.7
rhodochrous 1.9-6.9 0.3-20.6 3.9-20.6
Nocardia farcinica 15.2
                   asteroides 0-0.9 0-3.0 6.5-22.7
                  otitidiscaviarum 9.7-21.7
Streptomyces 0-0.4 1.8-18.1 10.6-34.0 3.5-18.0 15.0-31.1 3.9-13.5 1.2-3.3 0-0.4 0-0.3
Tsukamurella paurometabola 10.1-12.4
Gordona spp. 0-5.4 6.8-28.7
Mycobacterium spp. 0-1.3 1.3-17.2
                          fort uitum 3.9-11.0
Coryneform  



 

 
 

   
Tabla 1. Bacterias presentes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales

Mc Kinney,1962 Blackall y Burrell, 1999 Bitton , 1994 White et. al. , 1997
Más comunes Bacillus Bacillus

Nocardia Nocardia
Pseudomonas Pseudomonas
Streptomyces Streptomyces

Flóculos Acinetobacter Acinetobacter
Achromobacter Achromobacter
Alcaligenes Alcaligenes
Bacillus Bacillus
Beggiatoa Beggiatoa
Brevibacterium Brevibacterium
Comomonas Comomonas
Corynebacterium Corynebacterium
Flavobacterium Flavobacterium
Pseudomonas Pseudomonas
Sphaerotilus Sphaerotilus
Vitreoscilla Vitreoscilla
Zoogloea Zoogloea

Lodos activados
Acinetobacter Acinetobcter 

Acinetobcter calcoaceticus Acinetobcter calcoaceticus
Achromob acter Achromob acter 
Achromob acter spp. Achromob acter spp.

Aeromonas Aeromonas 
Aeromonas punctata Aeromonas punctata

Alcaligenes Alcaligenes Alcaligenes
Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
Aureobacterium Aureobacterium

Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
Bacteroides Bacteroides
Beggiatoa Beggiatoa Beggiatoa

Comomonas Comomonas
Caulobacter Caulobacter

Coryneform Coryneform
Cytophaga Cytophaga

Flavobacter-Cytophaga Flavobacter-Cytophaga
Flavobacterium Flavobacterium Flavobacterium

Flexibacter Flexibacter
Haliscomenobacter hydrossis Haliscomenobacter hydrossis
Herpetosiphon spp. Herpetosiphon spp.
Hyphomicrobium Hypomicrobium Hyphomicrobium

Klebsiella Klebsiella
Micothrix parvicella Micothrix parvicella
Microlunatus phosphovorus Microlunatus phosphovorus
Microsphaera multipara Microsphaera multipara

Micrococcus Micrococcus
Moraxella Moraxella

Nitrobacter Nitrobacter Nitrobacter
Nitrococcus Nitrococcus
Nitrocystis Nitrocystis
Nitrosococcus Nitrosococcus

Nitrosomonas Nitrosomonas Nitrosomonas
Nitrosospira Nitrosospira
Nitrospira Nitrospira

Nocardia spp. Nocardia spp.
Nostocoida limicola Nostocoida limicola

Pasteurella Pasteurella
Proteus  spp. Proteus  spp.

Paracoccus Paracoccus
Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas

Pseudomonas (fluorecentes) Pseudomonas (fluorecentes)
Sphaerotilus natans Sphaerotilus natans
Thiothrix spp. Triothrix Thiothrix spp.

Zoogloea Zoogloea ramigera Zoogloea spp. Zoogloea ramigera
Filtro percolador

Achromobacter Achromobacter
Alcaligenes Alcaligenes

Bacillus Bacillus
Desulfovibrio Desulfovibrio

Flavobacterium Flavobacterium
Nitrobacter Nitrobacter
Nitrosomonas Nitrosomonas
Pseudomonas Pseudomonas
Sphaerotilus Sphaerotilus
Zoogloea Zoogloea  



 

Tabla 1(continuación). Bacterias presentes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales

Digestión anaMc Kinney,1962 Stronach, 1997 Bitton , 1994
Hidrólisis

Acetobacterium aceticum
Acetovibrio celluliticus Acetobacterium aceticum

Acetobacterium wieringae Acetovibrio celluliticus
Acetobacterium wodii Acetobacterium wieringae
Aerobacter Acetobacterium wodii
Alcaligenes Aerobacter

Bacteroides Bacteriodes Alcaligenes
Bacillus Bacillus

Bifidobacterium Bifidobacterium
Clostridium Clostridium Clostridium

Clostridium formicoaceticum Clostridium
Desulfobacter Desulfobacter
Desulforomonas Desulforomonas
Desulfovibrio Desulfovibrio
Escherichia Escherichia
Eubacter limosum Eubacter limosum

Flavobacterium Flavobacterium
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Micrococcus Micrococcus

Pelobacter Pelobacter
Peptococcus Peptococcus
Pseudomonas Pseudomonas
Proteus vulgaris Proteus vulgaris
Sarcina Sarcina
Selenomonas Selenomonas
Staphylococcus Staphylococcus
Streptococcus Streptococcus Streptococcus
Syntrobacter wolinii Syntrobacter wolinii
Syntrophomonas wolfei Syntrophomonas wolfei
Vellionella Vellionella
Vibrio Vibrio
Zymomonas mobilis Zymomonas mobilis

Syntrobacter wolinii Flavobacterium
Syntrophomonas wolfei Alcaligenes

Metanogénicas
Methanobacterium formicicum Methanobacterium formicicum
M. Bryanti M. Bryanti
M. Thermoautotrophicum M. Thermoautotrophicum
M. Ruminantium M. Ruminantium

Methanobrevibacter Methanobrevibacter arboriphilus Methanobrevibacter arboriphilus
M. Smighii M. Smighii
M. Vannielli M. Vannielli

Methanococcus Methanococcus voltae Methanococcus voltae
Methanogenium cariaci Methanogenium cariaci
M. Morisnigri M. Morisnigri
Methanospirillum hungatei Methanospirillum hungatei
M. Barkei M. Barkei

Methanosarcina Methanosarcina mazei Methanosarcina mazei
Methanotrix Methanotrix Methanotrix 
Methanomicrobium Methanomicrobium
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NOMENCLATURA 
 

a: Forma anteiso de un Ácido Graso  

ADH: arginina 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico  

ACP: Análisis de Componentes Principales 

AG: Ácidos Grasos 

AGC: Ácidos Grasos Celulares  

AGF: Ácidos Grasos Fosfolipídicos 

AMY: amigdalina  

ARA: arabinosa  

ARDRA: Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (Análisis de restricción de AND 

ribosomal amplificado) 

API: Analytical Profile Index 

ARNr: Ácido Ribonucleico Ribosómico  

BHI: Bread Heart Infution (Caldo infusión cerebro-corazón) 

BBL system: Sistema de Identificación para bacterias anaerobias  

c: Forma cis de un ácido graso  

CIT: Citrato sódico  

CHP: Cuenta Heterótrofa en Placa 

CDA: Convertidor Análogo Digital  

COT: Carbono Orgánico Total 

cy: Forma ciclopropánica de un ácido graso  

DAF: Diacetato de Fluoresceína 

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Electroforesis en gradiente de gel 

desnaturalizante) 

DIOC:Dihexilaxacarbocianina 

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization (Hibridación in situ fluorecente) 

FMP: Fotomultiplexor 
G-C: Guanina- Citosina 

GEL: Gelatina de Kohn 

GLU: Glucosa 

HCl: Ácido clorhídrico 

Ho: Hipótesis nula  



 II

H1: Hipótesis alterna 

H2S: Tiosulfato sódico  

i: Forma iso de un Ácido Graso 

IND: Indol 

INO: Inositol  

IP: Yoduro de Propidio 

LDC: Lisina  

MAN: Manitol  

ME: Grupo metilo en un ácido graso 

MEL: melobiosa  

µm: Micrómetros  

NaCl: Cloruro de Sodio 

NADH: Forma reducida de la nicotinamida 

nm: Nanómetro 

NMP: Número Más Probable 

NTU: Nephelometric Units (unidades nefelométricas) 

ODC: ornitina  

OH: Grupo hidroxi presente en un ácido graso 

OHPA: Bacterias acetogénicas productoras de hidrógeno 

OHPAb: Bacteria Acetoclástica Butirótrofas 

OHPAp: Bacteria Acetoclástica Propionótrofas 

ONPG: o-nitrofenol-b-D-galactósido 

OX : Oxidasa 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

RAPD: Random Amplified Polymorphism DNA (ADN Polimórfico Amplificado al Azar) 
 
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de 

Restricción) 

RHA: Ramnosa 

RISA: Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (Análisis del Espacio Intergénico Ribosomal) 

SAC: Sacarosa  

SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism (Polimorfismo de Conformación de Hebra 

Simple) 

SBR: Sequencing Batch Reactor (Reactor en lote) 

SSI: Sólución Salina Isotónica 



 III

SSV: Sólidos Suspendidos Volátiles 

t: Forma trans de un ácido graso 

TDA: Triptofano  

TGGE: Themperature Gradient Gel Electrophoresis (Electroforesis en gradiente de gel térmico) 

trans/cis: Relación de un ácido graso en su forma trans y  cis 

TRH: Tiempo de Retención Hidráulico 

T-FRLP: Terminal-restriction fragment length polymorphism (Polimorfismo de longitud del 

fragmento de restricción terminal) 

UFC: Unidades Formadoras de Colonias  

URE: Urea  

VP: Piruvato sódico 

w: Grupo alifático al final de un ácido graso 

∆: Carboxilo final de un ácido graso 
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Microbiol. Lett. 266. Págs. 75-82. 
 
 
Artículos en extenso en Congresos Internacionales 
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