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RESUMEN 
 

 
Los consorcios microbianos que proliferan en reactores de lecho de lodos de flujo 
ascendente (RALLFA) a tres diferentes temperaturas 45, 55, 65ºC, empleando como medio 
de cultivo vinazas de ingenios azucareros-alcoholeros diluidas a un 50% con agua de la 
llave fueron caracterizados para determinar la presencia de grupos de bacterias 
metanogénicas y sulfato-reductoras y corroborar si poseen características y cantidades 
diferentes de ellas en los tres sistemas. Para ello, se calculó el número más probable de 
Bacterias Metanogénicas (BM) y Bacterias sulfato-reductoras (BSR). Se encontró que, a la 
temperatura de 55ºC, proliferan mayor cantidad de BM con 1500000 bacterias/mL, 
aproximadamente. Para las BSR, el RALLFA a 65ºC tenía un mayor número de bacterias 
sulfato-reductoras, con 11000 bacterias/mL. A partir de estos dos grupos, se realizó una 
siembra con medios de cultivo selectivos a las tres diferentes temperaturas en estudio, 45, 
55, 65°C, en los cuales proliferaron cuatro especies de bacterias Methanobacterium. 

formicicum ,Methanobacterium ivanov, Methanobacterium wolfeii y Desulfotomaculum 

nigrificans. Debido a que la temperatura es un factor importante en su desarrollo, la especie 
Methanobacterium. formicicum no presentó desarrollo a 65ºC. A 55ºC, fue mayor la 
proliferación bacteriana que a 45ºC, con un desarrollo de 21100 y 7100bacterias/mL, 
respectivamente. M. wolfei fue la única especie que se desarrolló a las tres temperaturas. A 
45ºC, con 8500 bacterias/mL; a 55ºC, con 20800bacterias/mL, presenta la mayor cantidad 
y, por último, a 65ºC, con 19100 bacterias/mL. La especie M. ivanov sólo se desarrolló a 
45ºC, con la mayor cantidad de bacterias/mL (37800) y la especie D. nigrificans, que 
pertenece al grupo de las sulfato-reductoras, a 55ºC tuvo 19100 bacterias/mL y a 65ºC tuvo 
15900 bacterias/mL. Estos resultados indican que las bacterias pertenecientes al grupo de 
las metanogénicas obtienen una mayor proliferación a temperaturas menores de 65ºC y, 
para las bacterias que pertenecen al grupo de las sulfato-reductoras, se obtiene una mayor 
proliferación a partir de 65ºC. Con estos datos puede decirse que los reactores a 45 y 55ºC, 
producen una mayor cantidad de metano, ya que las bacterias proliferan mejor a dichas 
temperaturas.  
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CAPITULO 1 
 

PROBLEMA 
 

 

1.1 Introducción 
 
Los procesos anaerobios han ganado popularidad en el tratamiento de aguas residuales 
industriales durante las últimas décadas. Cerca de 1000 reactores a escala industrial se han 
reportado en el año 2000 (Lens et al., 2000). Asimismo, el interés en el tratamiento de las 
aguas residuales de la industria de las bebidas alcohólicas y de la producción de bioetanol 
como fuente de energía, empleando sistemas que generen metano como fuente secundaria 
de energía se ha incrementado en los últimos 20 años (Durán et al., 1988; 1994a, b; Durán-
de-Bazúa et al., 1994a, b). 
 
Las aguas residuales que contienen materia orgánica y sulfatos son generados por muchos 
procesos industriales que emplean acido sulfúrico (por ejemplo, industrias procesadoras de 
mariscos). La presencia de sulfatos ha causado problemas en el tratamiento anaerobio 
metanogénico de estas aguas residuales industriales y de otras, incluyendo las corrientes de 
las aguas residuales de la industria alcoholera. Para la obtención de alcohol etílico en un 
ingeniero azucarero, las melazas incristalizables se fermentan con Saccharomyces 

cerevisiae, a un pH acido alcanzando por la adición de acido sulfúrico para evitar 
competencia de otras especies por los azucares. El mosto fermentado es después destilado 
para obtener alcohol y otros productos. De este proceso de destilación, se obtiene un 
subproducto denominado vinazas, aguas residuales que son descargadas directamente a 
suelos o cuerpos acuíferos con un promedio de 6,000 a 20,000 mg L-1 de iones sulfatos y 
materia orgánica medida como demanda química de oxigeno total (DQOT) de 40,000 a 
150,000 mg L-1 (Durán-de-Bazúa, 1994; Durán et al., 1988; 1994a, b; Klomp et al., 1995). 
 
En México, por cada litro de alcohol etílico producido se generan 12 litros de vinazas. Así, 
se estima que de la producción de 70,000 m3 año-1 de etanol se generan 840,000 m3 año-1 de 
vinazas (Jiménez-Ambriz et al., 1995). La composición química de las vinazas provoca 
serios problemas ambientales manifestados principales por su descarga a cuerpos receptores 
como suelos o cuerpos de agua, como los ríos. Las vinazas incrementan la temperatura del 
cuerpo receptor (agua o suelo) y disminuyen la cantidad de oxigeno disuelto disponible. 
También su acidez disminuye el pH, lo cual puede disolver algunos metales y volverlos 
biodisponibles (Bautista-Zúñiga et al., 2000a, b).  
 
La turbidez de los sólidos suspendidos restringe la penetración de la luz. Los sólidos 
suspendidos presentes en las vinazas disminuyen la permeabilidad del suelo o el lecho del 
río, obstruyendo su infiltración y provocando un proceso de degradación anaerobia dando 
como resultado olores desagradables (por la generación de metano y ácido sulfhídrico). En 
resumen, los efectos ambientales de las vinazas pueden cesar la capacidad de purificación 
natural de los cuerpos receptores acuíferos o alterar la composición de los suelos (Bautista-
Zuñiga et al., 2000a, b; García et al., 1997) 
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Las vinazas pueden ser tratadas mediante reactores anaerobios de lecho de lodos de flujo 
ascendente (RALLFA). En ellos, la materia orgánica que constituye los compuestos 
disueltos en las vinazas es degradada por la acción de consorcios microbianos, que pueden 
sustentar sus necesidades metabólicas a través del rompimiento enzimático de las 
moléculas orgánicas. Globalmente, se estudian como cuatro reacciones globales de 
degradación, las cuales son hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. En ellas 
se lleva a cabo la formación de biogás (metano en su mayoría), que es el principal 
subproducto del proceso biológico anaerobio (Castro-González y Durán-de-Bazúa, 2002; 
Hulshoff Pol et al., 1998). Este tratamiento biológico, mediante estos reactores, conocidos 
como RALLFA o UASB reactors en inglés, trabajan a nivel comercial a temperaturas 
mesofílicas, de 25 a 35ºC, con eficiencias de conversión de los compuestos carbonosos a 
biogás de alrededor de 63% (Fang et al., 1996; Rivera et al., 1993). Recientemente se ha 
mostrado que los RALLFA pueden trabajar en condiciones termofílicas, aunque no hay 
estudios sobre temperaturas mayores a 65ºC y tampoco sobre la identificación de los 
consorcios microbianos a dichas temperaturas (Bello-Cabrera et al., 2008; Minami et al., 
1991; Rincón-Acelas et al., 2008; Rintala et al., 1991). 
 
Debido a que las vinazas son descargadas a una temperatura cercana a los 80-90ºC, fue 
necesario realizar un estudio sobre los consorcios microbianos que se desarrollan a 
temperaturas termofílicas, por lo cual el objetivo de esta investigación es identificar las 
bacterias del grupo de las sulfato-reductoras y metanogénicas que se encuentran en los 
reactores tipo RALLFA a tres diferentes temperaturas, 45, 55 y 65ºC.  
 
1.2 Marco Teórico 
 
A través del tiempo, la agricultura ha sido una actividad de gran importancia estratégica 
para la autosuficiencia y riqueza de una nación. La agricultura industrial es aquélla que por 
las magnitudes de producción provee de cantidades suficientes para obtener beneficios por 
encima de las cantidades mínimas necesarias para la subsistencia de una región o grupo de 
personas. Tal es el caso de la caña de azúcar que poco a poco ha llegado a convertirse en 
bastión fundamental para países con economías emergentes. (CEPAL, 1998). 
 
La caña de azúcar es originaria de la India, especialmente del territorio conocido con el 
nombre de Bengala, situado entre la parte sur de los montes del Himalaya y al norte del 
golfo de Bengala en la desembocadura del Ganges. (CEPAL, 1998). 
 
La actividad azucarera participa de manera importante en el Producto Agrícola Bruto 
(PAB) de cada país de América Latina y el Caribe. En Costa Rica por ejemplo, la caña de 
azúcar aporta el 4.3 por ciento del PIB (Producto Interno Bruto) agropecuario. En El 
Salvador alrededor del 3 por ciento, en Guatemala más del 8.5 por ciento, en Nicaragua 
alrededor del 8 por ciento, en tanto que en Cuba, República Dominicana y Brasil la cifra se 
ubica en alrededor del 10 por ciento. En México, la caña de azúcar aporta el 7.3 por ciento 
del PAB (CEPAL, 1998).  
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En América Latina y el Caribe constituyen la principal región azucarera del mundo, con 
más del 30 por ciento de la producción de azúcar y el 45 por ciento de las exportaciones 
mundiales de ese producto. En la región se destinan 7.4 millones de hectáreas a la 
producción de caña de azúcar y se cuenta con una capacidad instalada de aproximadamente 
2 millones de toneladas métricas de caña por día. 
 
La agroindustria azucarera regional genera más de dos y medio millones de empleos y las 
exportaciones por más de 13 millones de toneladas al año, que generan ingresos superiores 
a los 3 mil millones de dólares (CEPAL, 1998). 
 
Mas de cien países, producen azúcar a nivel mundial, 74% de la cual es hecha a partir de 
caña de azúcar, principalmente en zonas tropicales, con un creciente aumento de la 
producción a partir de remolacha (CEPAL, 1998). 
 
A la par de la producción de azúcar se generan otros productos como las melazas que 
contienen una gran cantidad de azucares invertidos (glucosa y fructosa) y que son utilizados 
para la producción de etanol y CO2 en un proceso que genera grandes cantidades de aguas 
residuales, conocidas como vinazas, como ya se mencionó párrafos arriba (Manuelita, 
2008). 
 
Plinio Nastari, director de la consultora internacional Datagro de Brasil señala que, en la 
actualidad, el 46% del etanol que se elabora en el mundo se obtiene del azúcar y el 54% 
restante de granos, como el maíz. La cifra estimada de la producción mundial de etanol 
para el presente año ronda los 49700 millones de litros y, de acuerdo con datos de las 
consultoras internacionales Datagro y Fo-Licht (Datagro, 2006), los principales productores 
son Estados Unidos con el 35.6%; Brasil con el 36.3%; China el 8.5% e India que ronda los 
3.8%, siendo Brasil el mayor productor y explotador mundial de etanol elaborado a base de 
caña de azúcar. 
 
A continuación se presenta una descripción de los procesos productivos del azúcar y del 
etanol, la cual conducirá a encontrar el entorno en el que se presenta la generación de las 
vinazas como aguas residuales, entendiendo su impacto ambiental y la necesidad de buscar 
usos para ella que permitan obtener productos reutilizables en cualquier ámbito (Jiménez-
Ambriz et al., 1995).  
 
1.2.1 Procesos de producción de azúcar a partir de la caña de azúcar 
 
La caña de azúcar es una Gramínea perenne con fácil adaptación a climas tropicales y 
temperaturas superiores a 20ºC, dependiendo de la variedad. La planta puede llegar a medir 
entre 3 y 5 m de altura y de cada siembra inicial se puede llegar a obtener 6 cosechas. El 
procesamiento de la caña de azúcar en los ingenieros permite obtener diversos productos, 
bagazo, cachaza, jarabe, miel fina, azúcar crudo, blanco y refinado como se muestra en la 
Figura 1 (Rincón-Acelas et al., 2008). 
 
1.2.2 Procesos de producción de azúcar cruda 
 
a) Preparación de suelos, cosechas y recolección  
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En esta primera parte, llevada a cabo fuera de los ingenieros, el primer factor a tener en 
cuenta es la preparación del suelo en el cual se realiza la siembra, tratando de utilizar suelos 
franco arcillosos de buen drenaje. El control integrado de las plagas y un óptimo tiempo de 
maduración llevado a cabo con el control de grados Brix del jugo al interior de los tallos de 
la caña, conducen a resultados favorables en cuanto a rendimiento y productividad se 
refiere. Una ves cortada la caña es trasportada a los ingenieros para su procesamiento, dicho 
procesamiento se muestra en la Figura 2 (Incauca, 2006). 
 

 
Figura 1. Productos obtenidos del procesamiento de la caña de azúcar 

(Espinel, 2005) 
 
b) Proceso productivo del azúcar 
 
Después del corte, la caña es llevada al ingenio, donde se limpia y pasa a las picadoras. A 
continuación, pasa por los molinos, en donde se extrae el jugo de caña.  
 
Este jugo también es denominado miel virgen o guarapo, el cual, además de emplearse en 
la elaboración de azúcar, se puede usar para producir alcoholes (potables y no potables). 
El jugo de caña obtenido en la molienda pasa al proceso de clarificación, en donde se le 
adiciona cal para reducir la acidez y evitar la inversión de la sacarosa. El jugo “alcalizado” 
resultante se calienta y se le adiciona un agente floculante para que en el clarificador se 
sedimenten y decanten los sólidos. Estos últimos pasan a los filtros rotatorios, los cuales 
separan el jugo de la torta de sólidos, conocida como cachaza, la cual es empleada como 
abono en las plantaciones o como alimento para animales. (Incauca, 2006). 
 
Los jugos clarificados pasan a los evaporadores, en los cuales se extrae el 75% del 
contenido de agua del jugo, para obtener el jarabe o meladura. El paso siguiente consiste en 
la cristalización de la sacarosa del jarabe, lo cual se realiza en tachos al vacío.  
 
Este proceso general, de acuerdo con variantes en sus operaciones unitarias, produce, 
azúcar crudo o mascabado o para refinación, azúcar blanco o azúcar estándar, entre otros. 
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El azúcar crudo se utiliza para la elaboración de azúcar refinada o se vende para mercados 
especiales. El azúcar blanco y el estándar se dirigen al consumo directo o como insumo en 
la producción de alimentos y bebidas para consumo humano y en otras industrias. 
 

 
Figura 2. Generación de subproductos y principales derivados de la 

agroindustria de la caña de azúcar (Jiménez-Ambriz et al., 1995) 
 

A continuación, los cristales de azúcar pasan a las centrífugas donde se separan la miel 
incristalizable de los cristales de azúcar. Esta operación unitaria tiene varias etapas a las 
que genéricamente se les denomina A, B y C. A los evaporadores donde se procesan estas 
mieles se les conoce como tachos.  
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La miel obtenida de la primera etapa, miel A, pasa por un segundo tacho para repetir el 
proceso de cristalización y forma la masa B, la cual se vuelve a separar en las centrifugas. 
La miel obtenida en esta segunda separación, denominada miel B, pasa a un tercer tacho y 
se forma la masa C, la cual se vuelve a pasar por las centrifugas, obteniendo los cristales C 
y la miel final o melaza o miel incristalizable. Esta última se emplea como fuente de 
carbono para las levaduras que producen alcohol etílico o en alimentación animal o como 
insumo de la industria sucroquímica y biotecnológica. 
 
Los cristales de azúcar cruda obtenidos de la centrifugación, se disuelven en agua caliente y 
se envían a la refinería, en donde se remueven las impurezas y colorantes que tiene el licor, 
obteniendo el azúcar refinada. Esta última es empacada y vendida en el mercado nacional e 
internacional. Como se puede ver, la caña y los productos derivados del proceso productivo 
del azúcar se emplean como insumos de diversas industrias, entre ellas las de bebidas y 
alimentos para humanos, alimentos para animales, abonos, sector energético, sucroquímica, 
papel, aglomerados, producción de alcoholes, entre otros (Jiménez-Ambriz et al., 1995). 
 
En la actualidad, en México se cuenta con 58 ingenios azucareros con presencia en 15 
estados del territorio nacional, como son: Campeche, Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacán, 
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosí, Sinaloa, Tabasco, 
Tamaulipas y Veracruz, siendo este último el de mayor importancia con 22 ingenios. 
Dichos estados se observan en la Figura 3. Durante la Zafra 2005/2006 el total de caña 
molida en el país fue de 47.3 millones de toneladas, lo cual generó una producción de 
azúcar total de 5.3 millones de toneladas y 1.8 toneladas métricas de melaza cuyo destino 
principal es la producción de alcohol en distintas ciudades (Unión Nacional de Cañeros, 
2006).  
 

 
Figura 3. Ubicación geográfica de la agroindustria cañera de México 

(Manual Azucarero Mexicano, 2008) 
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CAPITULO 2 
 

ANTECEDENTES 
 
2.1 Clasificación de los seres vivos  
 
Para clasificar a los seres vivos taxonómicamente existen varias teorías, una de ellas es la 
clasificación clásica que considera dos grupos: animales y vegetales. Haeckel en (1866), 
acabó con esta dicotonomía al reconocer que los protistas, tienen formas celulares sencillas 
y no tenían lugar dentro de estas dos agrupaciones. En 1938, Chatton dividió los seres vivos 
en dos categorías primarias: procariotas (organismos carentes de núcleo celular) y 
eucariotas (organismos con núcleo celular) (Chatton, 1938). Ese mismo año, 1938, 
Copeland, propuso la creación de un nuevo reino para acomodar a las bacterias y, más 
tarde, Whittaker creó un quinto reino para los hongos (Whittaker y Margulis, 1978). De 
esta manera, hasta principios de 1990, todo ser vivo tenía su lugar dentro del esquema de 
los cinco reinos propuestos por Whittaker, siendo estos: 1. Monera, 2. Protista, 3. Animalia, 
4. Plantae y 5. Fungi. 
 
A mediados del siglo veinte, la clasificación de las bacterias seguía siendo un problema sin 
solución para los microbiólogos, llegando a considerarse que las bacterias no podrían ser 
filogenéticamente ordenadas (Stanier y Van Niel, 1962; Stanier, 1970). Esta idea se veía 
además reforzada por la incapacidad y dificultad de obtener cultivos selectivos puros de 
muchos microorganismos. Carl Woese de la Universidad de Illinois, propuso una nueva 
técnica para analizar la biodiversidad microbiana mediante el estudio de los ácidos 
nucleicos, especialmente el acido ribonucleico ribosómico (ARNr) 16S, que es un marcador 
molecular que se utilizo y que se sigue empleado en los estudios de filogenia y taxonomía 
bacteriana (Olsen y Woese, 1993). Los estudios de Woese originaron la división de las 
procariotas en dos grupos o reinos: Archaea y Bacteria. Posteriormente, Woese introdujo el 
término dominio para sustituir al reino como categoría taxonómica de rango superior y 
distribuyó a los organismos celulares en tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya. Este 
último engloba a todos los seres eucarióticos como animales, plantas, etc. (Woese, 1987). 
Dicha filogenia se observa en la Figura 4.  
 

 

Figura 4. Filogenia molecular que muestra los tres dominios encontrados 
mediante comparación de secuencias de ARNr (Woese et al., 1977) 
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Desde entonces, el análisis del ARNr 16S se ha utilizando ampliamente para establecer las 
relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota, causando un profundo impacto en 
nuestra visión de la evolución y, como consecuencia, en la clasificación e identificación 
bacteriana. 
 
A partir de que Woese cambiara la clasificación taxonómica, surgió una forma nueva para 
clasificar a los seres vivos. Para realizar este proceso, se debe tener en cuenta que la 
organización que establece la taxonomía tiene una estructura arbórea en la que las ramas se 
dividen en otras y éstas, a su vez, están subdivididas en ramificaciones menores. A todas 
estas divisiones se les denomina "Taxón". 
 
La taxonomía tiene como objetivo agrupar a los seres vivos que presentan semejanzas entre 
sí o diferencias con otros. Actualmente, se componen por ocho categorías jerárquicas, que 
se posicionan de mayor a menor y éstas son: Dominio, Reino, Phyla o Phylum, Clase, 
Orden, familia, género y especie (Pace, 1997) 
 
2.2 Dominio Eucarya 
 
Los eucariontes o eucariotas pertenecen al dominio Eucarya, en este dominio se incluyen 
los 4 reinos que se presentan en la Figura 5 y son:  
 
1) Hongos (moho, levadura, champiñones, etc.)  
2) Protistas (algas verde azules, diatomeas, algas pardas, etc.) 
3) Plantas 
4) Animales 

 

 

Figura 5. Esquema de los 4 reinos y sus relaciones evolutivas: Reino Animalia 
(animales) Reino Plantae (plantas), Reino Fungi (hongo), Reino Protoctistas 

(protísta) (Pace 1997) 
 
Este grupo de organismos posee un aparato mitótico, que son estructuras celulares que 
participan de un tipo de división nuclear denominada mitosis, la célula eucariota es 
típicamente mayor y estructuralmente más compleja que la célula procariota. Es decir, las 
células de estos reinos tienen el ácido desoxirribonucleico (ADN) confirmado por una 
doble membrana biológica llamada envoltura nuclear.  
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Además, las células eucarionte tienen en general varios compartimientos en donde se 
realizan diversas funciones. Ejemplos de estos compartimientos son los organelos como el 
núcleo, la mitocondria, el cloroplasto, el retículo endoplasmático, el aparato de Golgi, los 
lisosomas y los peroxisomas. También presentan otros componentes muy organizados 
como el citoesqueleto. Además, las células eucariontes, en general, se divide por medio de 
mitosis, un proceso diferente al de la bipartición de procariontes, aunque las células 
eucariontes no tienen plásmido como las bacterias, sí presentan ADN fuera del núcleo en 
las mitocondrias y en los cloroplastos. Este ADN, sin embargo, presenta características 
similares a las del ADN de los procariontes. (Jiménez, 2006). 

 
2.3 Dominio Bacteria  
 
Las bacterias son procariontes o procariotas, debido a que son unicelulares y no poseen 
núcleo celular diferenciado, es decir, su ADN y ARN no están confinados en el interior de 
un núcleo, sino libremente en el citoplasma. Carecen, además, de membrana nuclear, 
mitocondria, aparato respiratorio organizado y cloroplastos, por lo que no se reproducen 
por mitosis sino por división binaria transversal (escisiparidad). Cada bacteria está rodeada 
por una pared rígida que delimita su forma. El tamaño de las bacterias es variable y su 
límite inferior es de 0.2 µm y el superior está en los 50 µm. Estos microorganismos son 
seres vivos que nacen, crecen, se reproducen y mueren y, además, están presentes en aire, 
polvo, tierra, suelo, agua, piel, plumas, pelo, boca, nariz, garganta, tracto intestinal, etc. 
(Aron y Grasse, 1969). 
 
Aunque las más conocidas son las bacterias patógenas, éstas son sólo una pequeña parte del 
universo bacteriano. En general, son las responsables de la fermentación y la putrefacción. 
Con estos procesos, transforman la materia orgánica en gases y sustancias inertes, por lo 
que su papel es importante en la naturaleza. En el Dominio Bacteria existen varias de ellas 
con intensa actividad enzimática. Por este motivo, algunas son aprovechadas por la 
industria de las biorreacciones1 y, además, se localizan en los estómagos de algunos 
mamíferos para ayudar, durante el proceso de digestión de sus alimentos (Aron y Grasse, 
1969). 
 
En el 2001 surgió una nueva clasificación del Dominio Bacteria, como se muestra en la 
Figura 6, en la cual se encuentran sólo los Phyla mayores y en la Tabla A1 del Anexo A, se 
encuentra la clasificación completa de las bacterias (Bergey´s Manual of Determinative 
Bacteriology, 2005), aunque hay que tener en cuenta que sólo se presentan las bacterias que 
se han podido aislar para realizar su clasificación taxonómica. 
 
Cada bacteria tiene una forma y dimensión característica que sirven para su clasificación e 
identificación. Las formas predominantes son: esféricas (cocos), alargadas (bacilos) y en 
forma de coma (vibrios). Principalmente estas estructuras aparecen aisladas, agrupadas o en 
cadenas. En el caso de los cocos se observan características en forma de cadenas llamadas 
estreptococos.  

                                                 
1 Fermentación fue el nombre que Louis Pasteur dio a la biorreacción de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae con la glucosa en condiciones anaerobias produciendo alcohol etílico y dióxido de carbono. Todas 
las demás reacciones bioquímicas NO son fermentaciones, aunque muchos biólogos y microbiólogos usen 
este término de manera errónea, incluso en libros de texto y artículos científico-tecnológicos 
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También pueden estar agrupadas en racimos bajo el nombre de estafilococos, mientras que 
los bacilos tienen formas alargadas, rectas o ligeramente encorvadas, con extremos 
redondeados o rectos, pueden aparecer aisladas o en cadena. Por último, los vibrios 
muestran forma de vírgula o coma. (Aron y Grasse, 1969) 
 

 
Figura 6. Árbol filogenético moléculas de los grupos mayores del Dominio Bacteria. Las 
ramas en color negro corresponden a los 12 Phylum originales descritas por Woese (1987). 
Las partes en color blanco corresponden a las 14 divisiones con los representantes de cultivos 
reconocidos, desde 1987. En el color gris están representados los 26 Phylum no cultivados 
representativamente. Este árbol fue construido a partir de 600 secuencias de 16S rRNA por el 
método de matrices de distancia utilizando el software de ARB (Rappé y Giovannoni, 2000) 

 
Por tanto, la clasificación de las Bacterias es algo compleja, debido a su carácter polimorfo 
y a la relativa falta de estudios sobre ellas.  
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Se clasifican por su morfología, por la capacidad de formar o no esporas (esporógenas y no 
esporógenas), por la estructura de su pared celular, identificada mediante una tinción 
específica (Gram positivas o Gram negativas), por su metabolismo (aerobia, anaerobia, 
anóxica o facultativa, etc.) y según las reacciones que lleva a cabo para obtener su energía 
como son las sulfobacterias a través de la oxidación del ácido sulfhídrico (SH2), las 
ferrobacterias de la oxidación de carbonatos y sulfatos de hierro, y las bacterias sulfato 
reductoras (BSR) la obtienen de la oxidación de sustratos orgánicos, estas bacterias son las 
que nos interesan para esta investigación y se explica con más detalle en el siguientes 
puntos. (Aron y Grasse, 1969) 
 
2.3.1 Bacterias sulfato reductoras (BSR) (Campos, 2001) 
 
Las bacterias sulfato reductoras son anaerobias estrictas, Gram negativas. Obtienen energía 
para su proliferación a través de la oxidación de sustratos orgánicos empleando a los 
sulfatos como aceptores externos de electrones y, como resultado de esto, los sulfatos se 
reducen a H2S. Asimismo, emplean iones sulfatos para oxidar los productos de la hidrólisis 
o acetogénesis. Como sustratos usan compuestos de baja masa molecular2 como lactato, 
hidrógeno, ácidos grasos lineales de cadena corta, ácidos grasos de cadena larga, 
ramificados, metanol, etanol, butanol, ácidos dicarboxílicos, compuestos aromáticos, ácidos 
orgánicos cíclicos saturados, colina, aminoácidos, azúcares y glicerol. Muchas BSR 
degradan a los ácidos propiónico y butírico, algunas oxidan estos ácidos grasos 
completamente a CO2 y otras los trasforman simplemente a ácido acético. (Campos, 2001) 
 
Otros compuestos que pueden ser completamente degradados por las BSR son los 
compuestos de cadenas divididas y ácidos grasos de cadena larga, alcoholes, ácidos 
orgánicos (ácido láctico, succínico, málico) y compuestos aromáticos como ácido benzoico, 
catecol, fenoles y anilina. Aún compuestos sin un grupo funcional, tales como el tolueno, 
pueden degradarse por las BSR. Los metales pesados presentes se precipitan como sulfuros 
y, por lo tanto, se reduce su efecto tóxico para las BSR. Dichas bacterias pueden 
metabolizar inhibidores orgánicos como compuestos aromáticos (tolueno y etilbenceno), 
alcanos, compuestos clorados (cloroformo), etc. (Widdel, 1998). Las reacciones llevadas a 
cabo por las BRS se presentan en la Tabla 1. 
 
El pH óptimo de las BRS está en el intervalo de 7.3 a 7.6 y son inhibidas a valores de pH de 
6 y 9, además por la cantidad de sulfuros totales (H2S, HS- etc.) y por la presencia de H2S 
no disociado (Hilton y Oleszkiewichz, 1998). Éstas también llegan a generar competencia 
con las bacterias metanogénicas (BM) a un pH de 7.7 (Visser, 1995). 
                                                 
2 La masa molecular es el término actualmente empleado en vez de peso molecular ya que masa y peso NO 
son sinónimos. El peso, en física, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la masa de un cuerpo. 
Normalmente, se considera respecto de la fuerza de gravedad terrestre. El peso depende de la intensidad del 
campo gravitatorio, de la posición relativa de los cuerpos y de la masa de los mismos. La masa es una 
propiedad característica de los cuerpos: la cantidad de materia, y no depende de la intensidad del campo 
gravitatorio, ni de su posición en el espacio. Por ejemplo, una persona de 60 kg de masa, pesa 60 kg-fuerza 
en la superficie de la Tierra; pero, la misma persona, en la superficie de la Luna pesaría sólo unos 10 kg-
fuerza; sin embargo, su masa seguirá siendo de 60 kg. Las unidades de peso y masa tienen una larga historia 
compartida, en parte porque su diferencia no fue bien entendida cuando dichas unidades comenzaron a 
utilizarse. Cotidianamente, el término "peso" se utiliza a menudo erróneamente como sinónimo de masa. La 
unidad de masa del SI es el kiloGramo, kg 
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Actualmente se cree que la principal distinción taxonómica de las sulfato-reductoras, debe 
situarse entre aquellas que pueden oxidar acetato y las que lo acumulan como resultado de 
la oxidación parcial de otros sustratos orgánicos. (Campos, 2001) 
 

Tabla 1. Reacciones llevadas a cabo por las BSR (Lens et al., 2000) 
Reacción ∆G (kJ mol-1) 
Ácido láctico a acido acético y sulfuro  
2CH3CHOHCOO+SO4

-2 2CH3COO-+2HCO3
-+HS-+H+ -160.8 

2CH3CHOHCOO+3SO4
-2 6HCO3

-+3HS-+H+ -255.3 
Ácido acético  
CH3COO+SO4

-2 2HCO3
-+HS- -47.6 

Ácido propiónico  
CH3CH2COO-+3H2O CH3COO-+HCO3

-+H++3H2 76 
CH3CH2COO-+0.75SO4

-2 CH3COO-+HCO3
-+0.75HS-+0.25H+ -37.7 

CH3CH2COO-+1.75SO4
-2 3HCO3

-+1.75HS-+0.5H++0.25OH- -88.9 
Ácido butírico y otros  
CH3(CH2)2nCOO-+n/2SO4

-2 (n+1)CH3COO-+n/2HS-+n/2H+ ND 
CH3(CH2)2n+1COO-+n/2SO4

-2 nCH3COO-+CH3CO2COO+n/2HS-+n/2H+ ND 
Metanol  
4CH3OH 3CH4+HCO3

-+H2O+H+ -314.6 
4CH3OH+3SO4

-2 4HCO3
-+3HS-+4H2O+H+ -364.4 

ND= no determinados 
 
Las fuentes de carbono sobre las que se desarrollan las BSR pueden ser el CO2, cierto 
número de compuestos orgánicos, incluyendo el benzoato pero excluyendo azúcares e 
hidrocarburos y ácidos orgánicos desde el acetato al estearato.  
 
La clasificación de las BSR, se basa principalmente en características nutricionales y 
morfológicas, así como el contenido de ARNr y la presencia de algunos pigmentos 
particulares llamados citocromos, que son proteínas que desempeñan una función vital en el 
transporte de energía química. De acuerdo con sus capacidades metabólicas, las BSR han 
sido divididas en dos grandes categorías: 
 
Grupo I: pueden utilizar algunos de los ácidos grasos volátiles, ácido benzoico o aún 
desarrollarse químioautótrofamente con H2 o ácido fórmico como donadores de electrones 
y CO2 como única fuente de carbono. Los géneros representativos de este grupo son 
Desulfobacter, Desulfococcus y Desulfosarcina. 
 
Grupo II: proliferan en presencia de lactato pero no pueden emplear acido acético, 
propiónico o butírico como únicos donadores de electrones y fuente de carbono. En dicho 
grupo resaltan los géneros Desulfomonas, Desulfovibrio, y Desulfotomaculum (Castro, 
2004), este último pertenece a la bacterias de interés en este trabajo, del cual se hablará en 
el siguiente punto.  
 
Las bacterias sulfato-reductoras pertenecen al Phyla o Phylum Firmicutes, que se divide en 
la Clase Clostridia, que se subdividen en el Orden Clostridiales, conformada por la Familia 
Peptococcaceae, ramificada en el género Desulfotomaculum que posee una pared celular 
delgada. (Campbell et al., 1957; Postgate y Campbell, 1963 

http://es.wikipedia.org/wiki/Peptococcaceae
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Por este motivo se tiñe como cocos Gram positivo. Son anaerobios obligados, proliferan en 
presencia de lactato pero no pueden emplear ácido acético, propiónico o butírico como 
únicos donadores de electrones y fuente de carbono. Se pueden encontrar en alimentos mal 
procesados, lagos y suelos (Campbell et al., 1957; Postgate y Campbell, 1963). Dentro de 
dicho género se encuentra la especie de estudio descrita en el siguiente punto.  
 
2.3.1.1 Desulfotomaculum nigrificans (Campbell y Postgate, 1965; Werkman y Weaver, 
1927) 
 
Las bacterias Desulfotomaculum nigrificans, son células de forma ovalada cuyas 
dimensiones aproximadas son 0.3 a 0.5  m de ancho y de largo de 3 a 6  m. Además, su 
estructura externa adquiere forma denticulada. Esto se observa en la Figura 7. Dicha 
bacteria posee movimientos lentos debido a que contiene en sus extremo una estructura 
llamada flagelo peritricoso que le ayuda a trasportarse. Este movimiento que realiza, lo 
hace en línea recta, el porcentaje en mol de la guanina y citosina en el ARN es de 45%. 
Crecen en un medio especializado, que contenga lactato o piruvato. Su desarrollo puede ser 
inhibido al utilizar formiato de sodio o acetato de sodio. La temperatura óptima de 
proliferación es de 55ºC, pero puede desarrollarse a temperaturas de 65 o 70ºC y 
temperaturas inferiores de 37 a 30ºC, aunque su proliferación disminuye a esta temperatura. 
Su hábitat puede estar en el suelo, en pilas de “composta”, alimento en mal estado o en el 
fondo del mar a temperaturas altas (Campbell et al., 1957; Postgate y Campbell, 1963).  
 
Esta bacteria no produce ninguna patología en el hombre, las esporas que se producen a 
partir de las bacterias antes mencionadas son de forma ovalada, manchan como Gram 
negativo debido a que las especies del género Desulfotomaculum tienen pared celular. Las 
colonias que se generan en agar a partir de dichas esporas son de color negro, debido a la 
oxidación de sulfato ferroso a diferentes sales. En 1965 se descubrió la especie 
Desulfotomaculum nigrificans, la primera bacteria descrita que pertenece al género 
Desulfotomaculum. Alrededor de 20 especies diferentes del género Desulfotomaculum han 
sido identificadas en una variedad de entornos, en el suelo, agua, regiones geotermales y en 
el contenido del rumen de los animales. 
 

 
Figura 7. Desulfotomaculum nigrificans 

(Campbell y Postgate, 1965) 

http://es.wikipedia.org/wiki/Anaerobia
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2.4 Dominio Archaea 
 
Las Archaeas fueron descubiertas y clasificadas por Carl Woese et al (1987). Éstas 
representan un Dominio distinto al de las Bacteria y Eucarya. Las Archaea se considera 
como el último en evolucionar en comparación con los demás Dominios.  
Los estudios sobre su estructura del ARNr, indican que es similar en tamaño a la de las 
Bacteria; sin embargo, la mayoría de las proteínas contenidas en dichas Archaea, tienen 
características del Dominio Eucarya, lo que indica una estrecha relación durante el 
trascurso de la evolución. Esto quiere decir que las Archaea y las Eucarya, probablemente 
tuvieron un ancestro común. Por lo tanto, éste dio origen a toda la vida existente, debido a 
que seguía evolucionando cuando la Tierra era mucho más caliente de lo que es en la 
actualidad (Woese, 1978; Woese et al., 1990).  
 
El dominio Archaea está formado por un grupo heterogéneo de microorganismos entre sus 
características generales distintivas destacan las siguientes (Woese, 1990) 
 

a) Carecen en todos los casos del ácido murámico (peptidoglicano) como constituyente 
de la pared celular 

b) Presentan una morfología que no se ha encontrado en ninguno de los 
microorganismos que componen el Dominio Bacteria, como por ejemplo, las formas 
poligonales que tienen algunas arqueas halófilas o los cocos extremadamente 
irregulares que presentan algunas hipertermófilas 

c) No catabolizan la glucosa mediante glicólisis, sino que emplean una vía metabólica 
de oxidación simple 

d) Su maquinaria fundamental de transcripción es muy similar a la que poseen los 
organismos pertenecientes al dominio Eucarya 

e) Manchan como Gram positivo. Esto se basa debido a la presencia de pseudomureína 
en la pared celular  

f) Sus principales grupos fisiológicos son: Archaea halofílicas, Archaea termofílicas y 
Archaea metanogénica, esta última es de importancia para esta investigación y de la 
cual se hablará en el siguiente punto.  
 

2.4.1 Bacterias metanogénicas (BM) (Campos, 2001) 
 
La bacterias metanogénicas o Archaeas metanogénicas, pertenecen al Phylum 
Euryarchaeota (Maidak, et al 1996). Dicho Phylum ocupa ambientes anaerobios. 
Generalmente se reproducen por fisión, como la mayoría de las bacterias y su único modo 
de obtener energía es mediante la formación de CH4 (Forterre y Pouliquen, 2002). 
Fenotípicamente, son muy semejantes a las BSR, ya que miden entre 0.5 a 8µm de largo y 
presentan características morfológicas parecidas, como barras alargadas o cortas, cocos, 
cocos lanceolados, con una apariencia de discos, triangulares, cuadrados o en espiral.  
 
Las bacterias metanogénicas son anaerobias estrictas (aquéllas que no requieren oxígeno y 
la presencia de éste las inhibe), producen metano como principal producto del mecanismo 
energético. Se dividen principalmente de acuerdo con el tipo de metanogénesis llevada a 
cabo, en acetoclásticas e hidrogenofílicas. Las primeras son las más importantes dentro de 
este proceso y se encargan de convertir el ácido acético en metano y dióxido de carbono. 
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Tienen un desarrollo lento en su proliferación (de aproximadamente 2 a 3 días), poseen 
gran influencia en los cambios de pH, debido a la eliminación de ácido acético, ya que a 
menor acidez en el pH, mayor producción de metano. Las hidrogenofílicas controlan el 
potencial de oxidación-reducción (redox) del proceso, al igual que la formación de ácidos 
grasos volátiles. Asimismo, consumen hidrógeno y ácido fórmico para la formación de 
metano (Rincón-Acelas, 2008). 
 
Las bacterias metanogénicas utilizan compuestos simples para la formación de metano. La 
mayoría de sus sustratos contienen un solo átomo de carbono o son de baja masa molecular. 
En la Tabla 2 se muestran las reacciones llevadas a cabo por las BM. Para obtener su 
energía, se trasporta el protón a la membrana celular y éste se emplea para la síntesis de 
trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en inglés). Además, dicha reacción redox 
genera la síntesis de carbono. La cantidad de ATP existente se utiliza para biosíntesis y esta 
cantidad empleada depende de las rutas de fijación del carbono en la composición celular 
(Lens et al., 1998).  
 
Las BM proliferan en un intervalo de pH óptimo de 6.7 a 7.8 y poseen la propiedad de 
producción de metano a partir de compuestos con un número limitado de carbones. 
 

Tabla 2. Reacciones llevadas a cabo por las BM (Lens y Hulshoff Pol, 2000) 
Reacción G kJ/mol CH4 

4H2+CO2 
 CH4+2H2O -130.4 

4HCOO+4H+  CH4+3CO2 +2H2O -119.5 
4CO+2H2O  CH4+3CO2 -185.5 
4CH3OH  3CH4+CO2+2H2O -103 
4CH3NH3

++2H2O  3CH4+CO2+2NH4
+ -74 

2(CH3)2NH2
++2H2O  3CH4+CO2+2NH4

+ -74 
4(CH3)3NH++6H2O  9CH4+3CO2+4NH4 -74 
CH3COO-+H+  CH4+CO2 -32.5 

 
Como se mencionó, las BM pertenecen al Phylum Euryarchaeota. Dentro de éste, se abarca 
un amplio rango ecológico, como se observa en la Tabla 3. Por este motivo, solamente se 
nombrará la taxonomía de las especies de estudio. Dentro de dicho Phylum, se encuentra la 
Clase Metanobacteria, dividida dentro del Orden Methanobacteriales que, a su vez, está 
subdividida en la Familia llamada Methanobacteriaceae. Ésta se ramifica y comprende al 
género Methanobacterium. Dicho género obtiene su energía a través de substratos mono-
carbonosos, como el acetato de sodio, H2, CO2, formiato de sodio, metanol y algunas 
metilaminas. A partir de la oxidación de dichos compuestos se generan gases, la mayoría 
metano. Es por este motivo que a estos microorganismos se le denomina con el nombre de 
Archaea Metanogénica o Bacteria Metanogénica (BM). Dentro de este género se 
encuentran diversas especies, tales como: bryantii, alcaliphilum, espanolense, 
subterraneum, uliginosum, formicicum, wolfeii, e ivanov (Bergey, 2005), siendo estas tres 
últimas las de mayor importancia para esta investigación, las cuales se presentan a 
continuación. 
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2.4.1.1 Methanobacterium formicicum (Belyaev et al., 1983) 
 
Las Archaea o Bacteria Methanobacterium formicicum posee una morfología en forma de 
bacilo con apariencia de varilla larga, torcida y delgada, con una punta redondeada, a 
menudo formando cadenas o filamentos llamados estreptobacilos. Además, tiene un tamaño 
de 0.4 a 0.8 m  de ancho por 2 a 15 m  de largo, como se observa en la Figura 8. El 
porcentaje en mol de la guanina y citosína en el DNA (ADN) es de 41:42.  

 
Tabla 3. Taxonomía de las Archaeas metanogénicas (Bergey's, 2005) 

 
 

Este valor se determinó por la densidad de flotación (Bd). Esto significa que a un mayor 
contenido en G+C el ADN posee mayor densidad, teniendo menor capacidad de flotación. 
Las características se pueden observar a detalle en la Tabla 4. 
 
Algunas cepas que se forman de la proliferación de consorcios de bacterias son autótrofas. 
Esto significa que, para nutrirse, elaboran su propia materia orgánica a partir de sustancias 
inorgánicas. En este caso, el acetato y la cisteína son estimulantes para su desarrollo, 
obteniendo la máxima tasa de proliferación (“crecimiento específico”) que es 
aproximadamente de 0.053 cel h-1, así como la máxima tasa de absorción de H2 de 0.13 mol 
h-1 g-1 (Magingo y Stumm, 1991). 
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Dicha Archaea pueden encontrarse en sedimentos anaerobios, en digestores o biorreactores 
anaerobios o también pueden estar presentes, aunque no tan abundantes en el rumen del 
ganado (Van Bruggen et al., 1984).  
 

Tabla 4. Características de las especies del género Methanobacterium 

formicicum (Belyaev et al., 1983; Boone et al., 1986; Bryant et al., 1978; Bryant et al., 1971; Bryant et 

al., 1967); Methanobacterium ivanov (Jain et al., 1987; Kneifel et al., 1986; Konig, 1984; Patel et 

al., 1990; Worakit et al., 1986); Methanobacterium wolfeii (Winter y Zellner; 1987; Zellner et al., 
1989) 

especies 
                                                              Methanobacterium 

Propiedades formicicum ivanov wolfeii 
Morfología varilla Varilla varilla 
Ancho de la célula( m ) 0.4-0.8 0.5-0.8 0.4- 
Largo de la célula( m ) 2-15 1.2 2.4-2.7 
Filamentos ( m ) Si tiene 2-15 Si tiene 
Mancha de Gram + + + 
pH, rango óptimo 6.6-7.8 7.0-7.4 7.0-7.5 
T (ºC), rango óptimo 35-45 45 55-65 
Sustrato H2, for. (iP, iB) H2 H2 
Autótrofas + + + 
Factores de crecimiento [ac, cys] [ac] [El] 
% mol G + C 41-42(Bd) 37(Tm) 61(Tm) 
Tipo de cepa DSM 1535 DSM 2611 DSM2970 

Sustrato que necesitan para la metanogénesis: H2=gas hidrógeno; for= formiato; iP=isopropanol; iB= 
isobutanol; ( ): indican actividad en las cepas hacia estos sustratos. Factores de crecimiento: Ac=acetato; 
Cys= cisteína; El= Extracto de levadura;[ ]: los factores son estimulantes, pero no necesaria para el 
crecimiento. El % mol Guanina + Citosina: Bd = determinada por la densidad de flotación; Tm = determinado 
por el punto de fusión. Colección de cultivos: DSM, Colección Alemana de Microorganismos 
(Braunschweig, Alemania, 1994). 

 

 
Figura 8. Methanobacterium Formicicum 

(Balch et al., 1979) 
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Las colonias que se forman a partir de la Archaea antes mencionada son planas, de color 
blanco a gris, además de ser filamentosas, viscosas, en forma de esfera. Después de 3 a 5 
días, llega alcanzar un diámetro de hasta 5 mm. El medio de cultivo selectivo de Balch et al 
(1979), en el que se encuentra las Methanobacterium formicicum puede llegar a infectarse, 
creando bacterias patógenas de otra especie.  
Por este motivo, se deben tomar en cuenta estas características para evitar una 
contaminación; su color es café oscuro y tiene apariencia turbia, muestra granulación 
uniforme en el medio líquido que no se rompe o deshace, incluso con una vigorosa 
agitación. Si dicho medio se encuentra saludable, debe tomar un color amarrillo claro 
homogéneo, sin gránulos, ni objetos extraños. La descripción general de dicha especie se 
presenta en la Tabla 4 también. 
 

2.4.1.2 Methanobacterium ivanov (Jain et al., 1987). 
 
El nombre de la Archaea ivanov se dio debido al científico ruso Mikhail Vladimirovich 
Ivanov, quien fue pionero en la bioquímica ambiental y metanogénesis microbiana en 
ambientes subterráneos. El material original fue complementado por la investigación de 
Belyaev et al., en 1983 y 1987, así como por Bhatnagar et al., en 1984 y, en dicha bacteria, 
se observa una morfología en forma de bacilo ligeramente curvo con el extremo 
redondeado. Mide aproximadamente entre 0.2 y 0.5 de ancho, entre 1 y 15 m de largo. 
Dichas bacterias se pueden encontrar solas o en cadenas cortas, manchan como Gram 
positivo y no poseen estructuras externas. Debido a esto se encuentran inmóviles y se 
presentan en la Figura 9. 
 

 
Figura 9. Methanobacterium ivanov 

(Belyaev et al., 1987) 
 
Las colonias de esta especie presentan en la superficie un color amarillo verdoso y su forma 
es redonda. Después de 14 días de incubación, el diámetro de una colonia es 
aproximadamente de 3 a 6 mm, crecen y se desarrollan preferentemente con amoniaco o 
nitrógeno (Magot et al., 1986; Souillard y Silbold, 1986). Su principal fuente de nitrógeno y 
azufre es el sulfuro, cisteína y la metionina, en el momento en que se aísla la bacterias se le 
nombra cepa, es por este motivo que la primera cepa que se logro aislar se nombro como 
cepa 31 DSMZ 2611, OCM140 (Belyaev et al., 1987) o cepa ivanov (Belyaev et al., 1987; 
Jain et al., 1987).  
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Su porcentaje en mol de la guanina y citosina en el DNA (ADN) es de es 37 TM. Dicho 
porcentaje se determina por el punto de fusión de las bacterias (TM). Se determinó en la 
investigación de Belyaev et al en 1987.  
 
La composición y descripción de dicha especie se muestra en la Tabla 4. 
 
2.4.1.3 Methanobacterium wolfeii (Winter et al., 1985) 
 
Las bacterias Methanobacterium wolfeii presenta una estructura morfológica de bacilos, 
con aspecto de barras delgadas y cilíndricas. Cuentan con una longitud 2±5 m y de ancho 
0±35±0±5 m. Se producen en cadenas largas, en parejas o en solitario, manchan como 
Gram-positivo, lo que significa que poseen una pared celular rígida. Además, no tienen 
movilidad, ya que no contienen cilios ni flagelos, no forman endosporas (estructura creada 
dentro de la bacteria para soportar ciertas condiciones ambientales) y se presentan en la 
Figura 10. A las poblaciones de células que se forman se les llaman colonias. Éstas se 
producen en agar, tienen un diámetro de 1±2 mm de color amarillento y su forma es 
convexa. El desarrollo de estas colonias es rápido si se utiliza un medio mineral a base de 
NH3, como única fuente de nitrógeno, sulfuro de azufre como fuente de azufre e H2/CO2 o 
formiato como fuente de carbono que, asimismo, le sirve como fuente de energía.  
 

 
Figura 10. Methanobacterium wolfeii 

(Winter et al., 1985) 
 
Al identificar y aislar la especie Methanobacterium wolfeii de otras se le denomina cepa. 
Dicha cepa está desprovista de elementos extracromosómicos (plásmidos) que son los que 
codifican la información genética imprescindible o necesaria para la supervivencia del 
microorganismo en ambientes naturales. Asimismo, su hábitat se produce por la 
descomposición anaerobia o en los lodos de los digestores o biorreactores anaerobios. El 
porcentaje en mol de la guanina y citosina en el ADN es de 61% determinado por 
desnaturalización térmica. El tipo de cepa de dicha bacteria es llamado DSM 2970T 
(AYCC 43096T) y fue aislada por medio de un inóculo de la mezcla de lodos de una planta 
depuradora de aguas residuales y por sedimentos de ríos en 1982 (Winter et al., 1985). 
 
La comparación de las tres bacterias que se nombraron, pertenecientes al género 
Methanobacterium, se muestran en la misma Tabla 4.  
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2.5 Degradación anaerobia  
 
La digestión o degradación anaerobia es un proceso de transformación de la materia 
orgánica, en el cual no hay presencia de oxígeno molecular como agente oxidante. La 
capacidad de transferencia de electrones de la materia orgánica permanece intacta en el 
metano producido. Este proceso se debe al consorcio de bacterias que son sensibles o 
completamente inhibidas por el oxígeno. En la digestión o degradación anaerobia más del 
90% de la energía disponible por oxidación directa se trasforma en metano, consumiéndose 
sólo un 10% de la energía en proliferación microbiana (Muñoz-Valero et al., 1987). En las 
reacciones bioquímicas que ocurren en la digestión o degradación anaerobia, sólo una 
pequeña parte de la energía es liberada, mientras que la mayor parte de esa energía 
permanece como energía química en el metano producido. 
 
La primera descripción sobre la producción de metano en la naturaleza fue hecha por Volta 
en 1776, quien lo definió como “el gas de los pantanos”. Un siglo después, se demostró la 
producción de este gas en el estómago de los rumiantes (Zehnder, 1988).  
 
En 1868, Béchamp a través de la realización de experimentos con heces de conejo, observó 
que la producción de metano es debida a la acción de microorganismos. A finales del siglo 
XIX, Popoff, Van Senus y Omelianski realizaron estudios detallados sobre la producción 
microbiológica de metano, encontrando que la metanogénesis es un proceso derivado del 
rompimiento de materiales poliméricos, dependiente de la temperatura (McCarty, 1982).  
 
Los microorganismos que pertenecen a dicho proceso se nombrarán en el siguiente punto. 
 
2.5.1 Microbiología en la degradación anaerobia 
 
Los microorganismos anaerobios juegan un papel importante en el ciclo global del carbono 
por la remineralización de grandes cantidades de materia orgánica en condiciones anóxicas, 
tanto en el mar como en ambientes de agua dulce. El metano y el CO2 son los productos 
finales de la descomposición anaerobia la cual se presenta en una diversidad de hábitat 
(Ferry, 1992). 
 
Los sulfatos disueltos en las vinazas no son considerados una amenaza directa para los 
ecosistemas, pues es un compuesto químicamente inerte, no volátil y no tóxico en 
condiciones aerobias (Shin et al., 1995). Sin embargo, existe un gran interés acerca de la 
aplicación del tratamiento biológico anaerobio para este tipo de aguas residuales, debido a 
que en condiciones anaerobias, la presencia de iones sulfato en agua residuales incrementan 
considerablemente la complejidad de las rutas de biodegradación anaerobia de un sustrato 
complejo con presencia de sulfatos. Comúnmente, el 70% del ácido acético generado es 
empleado por las bacterias metanogénicas acetrotróficas y el 30% del H2 y CO2 producidos 
es utilizado por las bacterias metanogénicas hidrogenotróficas para la obtención de metano 
y CO2, como resultado de la metanogénesis. Pero, cuando existe presencia de sulfatos, se 
genera una vía de degradación, que es la sulfato-reducción. Dentro de dicha degradación se 
presentan las BSR hidrogenotróficas que compiten con las BM hidrogenotróficas por los 
sustratos H2 y CO2 (Omil et al., 1996).  



Laboratorio de Ingeniería Química Ambiental y Química Ambiental                                                       UNAM 

22 
 

Esto permite corroborar que las BSR hidrogenotróficas ganan más energía debido al 
hidrógeno molecular y poseen una mayor afinidad que las BM hidrogenotróficas haciendo 
que descienda la concentración de hidrógeno por debajo del valor inicial para las BM 
hidrogenotróficas (Oude et al., 1994). Esto podría explicar la rápida inhibición de las BM 
hidrogenotróficas cuando se alimentan iones sulfato a un reactor anaerobio. Las BSR 
acetotróficas compiten con las BM acetotróficas por el ácido acético (Castro, 2004). Se ha 
reportado que las BSR pueden competir por el hidrógeno y formiato de sodio que se 
encuentra en el proceso intermedio de la degradación anaerobia, con las BM y las bacterias 
acetogénicas sintróficas (Isa et al., 1986), al igual que también pueden competir por el 
ácido acético (Isa et al., 1986; Parkin et al., 1990), ácido propiónico (Parkin et al., 1990; 
Visser et al., 1993) y ácido butírico (Visser et al., 1993) 
 
Puesto que las BSR tienen más afinidad por el sustrato de las BM, es común pensar que, en 
condiciones de presencia de iones sulfatos, las BSR pueden competir con las BM por el 
hidrógeno y el ácido acético (Castro-González et al., 2004). 
 
Todos estos mecanismos de competencia reducen el sustrato disponible para las BM. El 
resultado de esta competencia es importante para determinar los niveles de producción final 
como metano y ácido sulfidrico. El efecto de los iones sulfato se explica si la 
metanogenesis y la sulfato-reducción se consideran como una alternativa a las reacciones 
de degradación que compiten por sustratos comunes (Castro-González et al., 2004). 
 
Dentro de la competencia de las BSR y las BM existe otro factor aparte de la composición 
de la materia orgánica, que es la temperatura. Este factor se ha estudiado someramente por 
Visser et al (1992). Dichos factores se encuentran en la Tabla 5. 
 

Tabla 5. Factores que determinen la competencia entre las BSR y las BM en 
reactores anaerobios (Lens y Hulshoff Pol, 2000) 

Factor 
Composición del inóculo 
 

Composición del influente 
 

Condiciones operacionales 
 

 Tipo de inóculo 
 Composición bacteriana 
 Propiedades de adhesión de 

las bacterias 
 Tiempo de las corridas 

experimentales 
 Inoculación con una nueva 

especie bacteriana 
 

 Tipo de DQO 
 Concentración de ácido 

acético 
 Concentración de iones 

sulfato 
 Concentración de sulfuros 
 Concentración Ca+2 y Mg+2 
 

 pH, licor mezclado 
 Temperatura 

 
Las investigaciones en este campo se han enfocado sobre la competencia entre las BM y 
BSR en condiciones termofílicas (55ºC), empleando ácido acético y sulfatos como sustratos 
en un reactor anaerobio obteniendo predominio de las BSR sobre las BM. Dentro de los 
reactores anaerobios a condiciones mesofílicas se han identificado 32 especies de BSR 
contra 33 especies de las BM mesofilicas, mientras que se han reportado 3 especies de BSR 
termofílicas contra 14 de las BM termófilas. Principalmente, son los géneros 
Methanobacterium, Methanothrix y Methanosarcina (Ahring, 1994; Griffin et al., 1998; 
Shigeki y Harada, 1993).  
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Independientemente de la competencia de las BSR con las BM, el tratamiento anaerobio 
termofílico (45 a 65ºC) de cualquier agua residual, permite la degradación de materia 
orgánica más eficientemente con una mayor eliminación de organismos patógenos (Fang y 
Chung, 1996). Otras ventajas y desventajas con respecto a las condiciones mesofilicas se 
muestran en la Tabla 6. 
 

Tabla 6. Ventajas y desventajas de la metanogénesis en condiciones mesófilas 
y termófilas (Castro, 2004) 

Metanogénesis mesofílica 20 a 40ºC Metanogénesis termofíca 45ºC a 65ºC 
 Menos vapor de agua en el gas 
 Mayor población metanogénica 
 Menos CO2 en el gas 
 Balance energético más favorable* 
 Mayor experiencia en su aplicación 

 Mayor actividad (incremento de la velocidad de 
reacción) 

 Menor THR y menor volumen del reactor 
 Menor formación de lodos 
 Eliminación de microorganismos patógenos 
 Equilibrio microbiano frágil 
 Mayor actividad metanogénicas de la biomasa 
 Baja viscosidad, para el lavado de bacterias 

menos densas 
 Mayor requerimiento de energía para el 

incremento de la temperatura* 
* A menos que el medio de cultivo (agua residual en el caso de plantas de tratamiento de aguas) venga a esas temperaturas 

relativamente elevadas 
 
Aunado a que los reportes sobre el efecto de la temperatura sobre las BSR son limitados, 
existen miles de plantas a escala industrial que se han instalado en le década pasada para el 
tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales pero todas en condiciones mesofilicas. 
Su aplicación al tratamiento de aguas residuales generadas a alta temperatura de diversas 
industrias es aún limitada. El proceso se ha investigado para tratamiento termofílicos de 
aguas residuales a nivel de laboratorio (Castro, 2004; Rincón-Acelas, 2008; Shi y Forster, 
1993; Van Lier et al., 1993; Wiegant, 1985), como también en reactores a escala piloto 
(Ohtsuki et al., 1994; Souza et al., 1992). 
 
Omil et al (1997) probaron el efecto de la temperatura sobre las BSR y las BM elevando la 
temperatura por choques térmicos en una biomasa mesofílica. Utilizaron sustratos como 
ácido acético, ácido propiónico y ácido butírico, obteniendo aumentos en la actividad 
sulfato-reductora y disminución de la actividad metanogénica. Concluyeron que las BM 
requieren de un mayor tiempo de adaptación para obtener una conclusión fiel sobre el 
efecto de la temperatura en la competencia entre las dos especies microbianas y poder 
entender mejor la competencia entre las BM y BSR. Se deben tener en cuenta los 
microorganismos que intervienen en dicho proceso. Esto se muestra en la Figura 11 y se 
describen en el siguiente punto. 
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Figura 11. Diagrama del equilibrio del proceso anaerobio (Castro-González et al., 2004) 

 
2.5.1.1 Bacterias “fermentativas” o hidrolíticas 
 
La materia orgánica polimérica no puede ser utilizada directamente por los 
microorganismos a menos que se hidrolicen en compuestos solubles que pueden atravesar 
la membrana celular. La hidrólisis es el primer paso necesaria para la degradación 
anaerobia de sustratos orgánicos complejos. Ésta es llevada a cabo por enzimas 
extracelulares excretadas por las bacterias hidrolíticas. Como resultado, se producen 
compuestos solubles que serán metabolizados por las bacterias anaerobias (Pavlostathis y 
Giraldo, 1991). Las bacterias que llevan a cabo estas reacciones son miembros de la familia 
Enterobacteriaceae, además de los géneros: Bacilus, Peptostreotococcus, 

Propionibacterium, Bacteroides, Micrococcus y Clostridium (Díaz et al., 2002). 
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2.5.1.2 Bacterias acidogénicas (formadoras de ácido) 
 
El segundo proceso para la degradación de la materia orgánica es elaborado por este tipo de 
bacterias que utilizan la glucosa para generar una mezcla de ácidos propiónico, acético y 
butírico, además de hidrógeno y CO2. Tienen tasas de reproducción altas con velocidades 
de duplicación de 30 minutos. Algunos de los microorganismos presentes en estas etapas 
son del género Clostridium y Propionibacterium (Pavlostathis y Giraldo, 1991). 
 
2.5.1.3 Bacterias acetogénicas 
 
Son las encargadas de convertir los ácidos propiónico y butírico en acético, además de 
hidrógeno y CO2. Éste es el tercer proceso llevado a cabo para dicha degradación. Su 
proliferación es relativamente lenta (tiempo de duplicación de 1.5 a 4 días). Representantes 
de los microorganismos acetogénicos son Syntrophomonas wolfei, Syntrophomonas 

sapovarans, Syntrophospora bryantii, Syntrophus buswellii y Syntrophobacter wolinii. 
Todos pertenecen filogenéticamente al grupo denominado organismos acetógenos 
productores obligados de hidrógeno (OHPA, por sus siglas en inglés). De la misma forma, 
se encuentran las bacterias homo-acetogénicas las cuales son anaerobias obligadas y 
utilizan el CO2 como aceptor final de electrones y tienen al acetato como único producto 
final de la degradación (Díaz et al., 2002). 
 
2.6 Cinética de proliferación (“crecimiento”)  
 
Como se había planteado en los puntos anteriores, la temperatura es probablemente el 
factor más importante para esta investigación, ya que dependiendo de ella, las bacterias se 
desarrollan adecuadamente o se ve inhibida su reproducción y proliferación, causando con 
esto la defunción de los microorganismos. Por este motivo, se investiga la temperatura 
idónea para las 4 especies de interés ya que con esto se podrá obtener la cinética de 
proliferación (“crecimiento”) que tienen dichas bacterias. 
 
En el desarrollo microbiano es posible observar su proliferación a temperaturas de 
alrededor de -8 hasta +90ºC. El intervalo de temperaturas en que los microorganismos se 
desarrollan adecuadamente, es alrededor de 30ºC, aunque algunas especies se pueden 
desarrollar, benéficamente en temperaturas mayores o menores, como las especies en 
estudio. 
 
Dentro de este intervalo, la temperatura afecta algunas características de los 
microorganismos como: velocidad o tasa de proliferación (“crecimiento”), número final de 
células, necesidades nutritivas, composición química y enzimática de las células. Cualquier 
temperaturas por encima de la máxima tasa de proliferación (“crecimiento”) de un 
determinado microorganismo resulta letal para el mismo y cuanto más elevada sea la 
temperatura en cuestión, tanto mas rápida será la pérdida de viabilidad. Sin embargo, la 
letalidad de cualquier exposición a una determinada temperatura por encima de la máxima 
tasa de proliferación (“crecimiento”) depende de la termoresistencia.  
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Ésta es, fundamentalmente, una característica de los microorganismos considerados. Para 
poder medir la cinética de dicha proliferación, se divide en 4 fases: (1) La fase de latencia 
en la que el microorganismo se adapta a las nuevas condiciones y pone en marcha su 
maquinaria metabólica para poder reproducirse activamente. La duración de esta fase es 
variable y, en general, es mayor cuanto más grande sea el cambio en las condiciones en las 
que se encuentra el microorganismo. (2) La fase exponencial es en la que se lleva a cabo el 
mayor desarrollo. (3) La fase estacionaria es aquélla en la que no hay aumento del número 
de microorganismos, debido a que la proliferación (“crecimiento”) de unos se equilibra con 
la muerte de otros. (4) La fase de muerte es en la que el número de microorganismos 
disminuye debido a que el sustrato se agota o a que la población muta o “envejece”. En la 
Figura 12 puede apreciarse un gráfico referente a las fases mencionadas (Arias, 2006). 
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Figura12 Fases de crecimiento (Arias, 2006) 
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2.7.  Planteamiento del problema 

 
Las vinazas contienen materia orgánica abundante, especialmente de compuestos 
carbonosos, que incluyen una cantidad considerable de fenoles y polímeros naturales. Su 
empleo se ha diversificado tratando de encontrar la mejor opción para minimizar su 
impacto ambiental, ya que incrementan la temperatura de los cuerpos receptores (agua o 
suelo) y disminuye la cantidad de oxigeno disuelto disponible. Tambien su acidez 
disminuye el pH, lo cual puede disolver algunos metales y voelverlos biodisponibles debido 
a este motivo se ha tratado de utilizar como fertilizante ó como alimento para cerdos de 
engorda o ganado pero su empleo solamente puede ser en cantidades relativamente 
pequeñas en comparación con los grandes volúmenes que se producen diariamente. Es por 
esto que se han llevado a cabo pruebas de degradación anaerobia de las vinazas con el fin 
de obtener biogás rico en metano (Castro-González y Durán-de-Bazúa, 2001a; Rintala et 
al., 1991). El biogás pueda ser utilizado como fuente de energía para producir vapor de 
agua para la fase de destilación, logrando así un ahorro significativo de combustible y, de 
esta manera, disminuir el impacto ambiental en ambos casos (Widdel, 1998).  
 
2.8 Justificación del trabajo 
 
Debido a que las temperaturas de generación de las vinazas son entre 55 y 88ºC, 
aproximadamente, se considera que las bacterias metanogénicas y sulfato-reductoras no 
resisten estas temperaturas. Por lo tanto, se plantea en esta investigación el estudio de los 
consorcios microbianos que proliferan3 a temperaturas termofílicas en donde se ha 
reportado la existencia de algunos microorganismos metanogénicos y sulfato-reductores 
(Ravot et al., 1995; Rincón-Acelas, 2008; Shin et al., 1995). 
 
2.9 Objetivos 
 
Objetivo general 
 

 Identificar y cuantificar bacterias metanogénicas y sulfato-reductoras que se 
encuentran en reactores tipo RALLFA a 45, 55 y 65ºC alimentados con vinazas de 
caña de azúcar 

 
Objetivos particulares 
 

 Establecer el medio de cultivo general, específico y selectivo para el desarrollo de 
las bacterias metanogénicas y sulfato-reductoras que se encuentran en los RALLFA 

 Determinar el tipo de bacterias metanogénicas y sulfato-reductoras, mediante un 
examen de frotis teñido por coloración Gram 

                                                 
3 EL término inglés growth puede traducirse al español como proliferar, crecer o desarrollarse. En la biología 
ha dado en traducirse como “crecer” más que como proliferar o desarrollarse. Pareciera que las bacterias 
“crecen” (como árboles o animales) y no que “proliferan”, se “reproducen” o se “desarrollan”. En este 
documento se ha optado por no usar el verbo “crecer” sino las otras acepciones de “to grow” o del sustantivo 
“growth” traducido como “proliferación” o “desarrollo” y no como “crecimiento” 
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 Aislar a las bacterias metanogénicas y sulfato reductoras que se encuentran en los 
RALLFA a 45, 55 y 65ºC 

 Identificar taxonómicamente las bacterias metanogénicas y sulfato reductoras hasta 
llegar a género o especie que se encuentran en los RALLFA a 45, 55 y 65ºC 

 
 
En el siguiente capítulo se presenta la metodología seguida en esta investigación. 
 



Laboratorio de Ingeniería Química Ambiental y Química Ambiental                                                       UNAM 

29 
 

CAPITULO 3 
 

METODOLOGÍA 
 
3.1 Vinazas 
 
El trabajo consistió en alimentar los reactores con un residuo industrial del proceso de la 
destilación alcohólica (vinazas), que posee características físicas y químicas que las 
convierten en un agente muy contaminante del medio ambiente. En la Tabla 7 se presentan 
las características físicas y químicas de vinazas similares a las utilizadas en esta 
investigación. 
 

Tabla 7. Características de vinazas de la India y México (Rincón-Acelas, 2008) 
Características Promedio (Nimbalkar, 

2005) 
Promedio (Rincón-Acelas, 
2008) 

Temperatura 78.0-82.0 - 
Valor de pH 3.7-4.5 4.3 
Sólidos totales 9-12%p/p 85000-91000 mg/L 
Sólidos disueltos volátiles - 70000-79000 mg/L 
Sólidos disueltos fijos - 5000-7000 mg/L 
Sólidos suspendidos totales - 9000 mg/L 
DQO, mg/L 80000-120000 100000-116000 
DBO5, mg/L 45000-50000 67000-98000 
Cloruros, mg/L 5000-6000 4700-5200 
Sulfatos, mg/L 4000-8000 7000-8200 
Sulfuros, mg/L 4000-8000 24-69 
Sodio, mg/L 400-600 700-2150 
Potasio, mg/L 8000-1200 8350-9940 
Nitrógeno total 1000-1200 mg/L 5.35-6.1% 
Fósforo, mg/L 200-300 - 
Calcio, mg/L 2000-3500 2000-2080 

 
3.2 Reactores RALLFA 
 
Los reactores empleados están construidos de vidrio (Fig. 13). Cuentan con recirculación 
interna de agua caliente para mantener las tres temperaturas de operación, 45, 55 y 65°C. 
Para mantener la temperatura de los RALLFA están enchaquetados con fibra de vidrio (Fig. 
14) y ésta está recubierta con una lámina de aluminio (Fig. 15). El volumen de trabajo es de 
2.4 L. Tienen una altura de 65 cm, un diámetro interno de 3.7 cm y uno externo de 7.3 cm. 
Consisten de una zona de reacción en la parte inferior con una alta concentración de lodos 
de alta tasa de sedimentación (lecho de lodos granulados), como se presenta en la Figura 
13. En la parte intermedia se tienen lodos más ligeros (lecho de lodos floculados). Los 
lodos de inoculación provienen de una empresa petroquímica mexicana ubicada en la zona 
de Tamaulipas, con consistencia granular y de color negro. Este inóculo se adaptó desde un 
10 hasta un 50% de vinaza (Rincón-Acelas, 2008). En la zona superior se encuentra un 
separador de fases gas-sólido-líquido que ayuda a la retención de los sólidos en el reactor, a 
la salida del agua tratada clarificada y a la salida del biogás por arriba. Tiene la forma de un 
embudo invertido. Los reactores tienen un extremo inferior cónico por donde se lleva a 
cabo la alimentación y la purga de los lodos excedentes (Castro-González y Durán-de-
Bazúa, 2001b; Rincón-Acelas, 2008). 
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Fig. 13. Inoculación del 
RALLFA (Rincón-Acelas, 

2008) 

Fig. 14. RALLFA 
enchaquetado con fibra de 

vidrio (Rincón-Acelas, 2008) 

Fig. 15. RALLFA con lámina 
de aluminio inoxidable 
(Rincón-Acelas, 2008) 

 
3.2.1 Funcionamiento de un reactor anaerobio 
 
Los reactores anaerobios pueden ser utilizados para tratar efluentes domésticos o 
industriales con altas cargas orgánicas. Como se mencionó arriba, estos reactores constan 
de tres partes esenciales:  
 
1) Sistema hidráulico. En este proceso el agua residual entra a los digestores por el 

fondo. La alimentación de los reactores anaerobios de lecho de lodos de flujo 
ascendente (RALLFA), consta de 1 g de bicarbonato de sodio, 16.6 mL de sulfato 
ferroso 0.1 N, 50% de vinaza y 50% de agua de la llave, con un pH entre 4.5 y 5.5. 
Ésta fluye hacia arriba a través de un lecho de lodos granulares relativamente denso y 
de un manto de partículas de lodo floculado. Dentro de esta zona se efectúa la 
conversión de materia orgánica a metano y dióxido de carbono, principalmente, 

 
2) Lecho de lodos, que es la parte bioquímicamente activa del reactor y 
 
3) Una cámara superior de acumulación de gas (Díaz et al., 2002). 
 

3.3 Experimentos 

 
La estrategia de trabajo para esta investigación tendiente a alcanzar el objetivo propuesto se 
explicará a detalle en este capítulo, de acuerdo con las condiciones experimentales. Se 
aplicó el diagrama experimental de la Figura 16. 
 
3.4 Medios de cultivo  
 
3.4.1 Medio de cultivo general (Bryant et al., 1971) 
 
Para obtener el medio de cultivo general es necesario preparar las siguientes soluciones: 
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Figura 16. Diagrama del experimento 

Preparar el medio de cultivo general de Bryant y col., 
(1971) 

Preparar el medio general para la 
actividad metanogénica específica 
(Balch y col., 1979; Flaherty y col., 

1998; Soto y col., 1993) 
 

Prepara el medio general para la 
actividad sulfato-reductora específica 
(Balch y col., 1979; Flaherty y col., 

1998; Soto y col., 1993) 
 
 

Observar la estructura interna, con la tinción de Gram por medio de un 
microscopio óptico de campo claro Olympus BH-2 (Ramírez, 2006) 

Observar la morfología de las bacterias, mediante microscopio electrónico de barrido 
MEB JEOL modelo JSM-5800 y de las estructura externas, con tinción de fluoresceína 

a través del microscopio confocal FluoView&Trade1000 OLIMPUS 

Cuantificar los microorganismos por el método del número 
más probable (NMP) (Girard y Rougieux, 1964) 

 

Preparar el medio selectivo para M. formicicum, M. ivanov, M. wolfeii, D nigrificans 
(Balch y col., 1979; Belyaev y col., 1983; Boone y col., 1986; Bryant y Wolin., 1975; 
Bryant y col., 1971; 1967; Jain y col., 1987; Kneifel y col., 1986; Konig, 1984; Patel y 

col., 1990; Winter y Zellner; 1987; Worakit y col., 1986; Zellner y col., 1989) 

Metodología del 
experimento 

 

Cuantificar los microorganismos por el método de 
recuentro directo en placa, a través de un microscopio 
estereoscópico modelo BH2-RFC (Arias y col., 2005) 

Aplicar la ecuación de la cinética de proliferación 
(“crecimiento”) de cada una de las bacterias 
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a) Agua anóxica: en un matraz Erlermeyer adicionar el agua desionizada, tapar el matraz 

con papel aluminio haciendo dos orificios para permitir la salida del vapor, colocar en 
una parrilla hasta ebullición. Retirar el matraz de la parrilla y dejar enfriar con un 
burbujeo de N2, para mantener las condiciones anóxicas, la preparación de dicha agua 
se realiza en una cámara anaerobia de guante, cuya atmósfera es de N2, esta campana 
se muestra en la Figura 17.  

b) Solución mineral 1, mineral 2, mineral 3 y traza de minerales, cuya composición se 
presenta en la Tabla 8A, todas ellas preparadas con agua anóxica a temperatura 
ambiente. 

c) Las soluciones antes mencionadas se mezclan y adicionan NaCl, NH4Cl, 
FeSO4.7H2O, Fe (NH4)2(SO4)2.7H2O, NaHCO3, acetato de sodio, formiato de sodio, 
extracto de levadura, tripticasa, cisteína y Na2S.9H2O, en las concentraciones 
establecidas en la Tabla 8A. Posteriormente, se esteriliza en una autoclave vertical de 
3 calores, fabricación Nacional ARTES03017, modelo CV-250, por 20 minutos a 
121ºC (15 lbf/pulg2 o psig). Finalmente, se adicionan a la solución previamente 
esterilizada por filtración trazas de vitaminas, aforando todo a 1L con agua anóxica. 

 

 
Figura 17. Cámara anaerobia de guante (Atlas y 

Bartha, 2002) 
 

3.4.2 Medio de cultivo específico para la actividad metanogénica y sulfato-reductora 
(Balch et al., 1979; Flaherty et al., 1998; Soto et al., 1993) 

 
a) El medio específico para las bacterias metanogénicas se prepara realizando la mezcla 

de la solución mineral 1, mineral 2, traza de minerales, FeSO4 7H2O (2%), NiCl2 (5 
mg/10 mL), rezarsurina (0.1%), extracto de levadura, bicarbonato de sodio, peptona 
de caseína, en las cantidades especificadas en la Tabla 8B. La mezcla se esteriliza por 
20 minutos a 121ºC (15 lbf/pulg2 o psig). Posteriormente, se adicionan a la solución 
previamente esterilizada por filtración trazas de vitaminas, aforando todo a 1L con 
agua anóxica. 
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Tabla 8. Medios de cultivo 

Tabla 8A. Medio general, incubación durante 5 
días(Bryant et al., 1971) 

Tabla 8B. Medio específico para la 
actividad metanogénica y sulfato-

reductora durante 30 días (Balch et al., 
1979; Flaherty et al., 1998; Soto et al., 

1993) 

Tabla 8C. Medio selectivo 
durante 15 días para M f medio 

1. M w medio 2. M i medio 3 
(Balch et al. 1979). D n medio 4 

(Widdel, 1998). 
Soluciones para ser 
agregadas a 1L de 

vol. final 

Cant. 
(mL) 

Contenido en g/L 
de agua destilada 

Medio de 
cultivo 

general BM 

Cant 
(mL) 

Medio de 
cultivo 

general BSR 
 

Cant. 
(mL) 

 

Solución mineral 1 50 mL 6g-K2HPO4 
Solución 
Mineral 1 10 mL Solución 

Mineral 1 50 mL 

Solución mineral 2 50 mL 6g-KH2PO4 Solución 
Mineral 2 

50 mL Solución 
Mineral 2 

50 mL 
6g-(NH4)2SO4 
12g-NaCl 
2.6g-MgSO4.7H2O 
0.16g-CaCl2.2H2O 

Solución mineral 3 500 ml 0.67g-KCl Solución de 
oligo-
elementos 

10mL Resarzurina 
(0.1%) 

1m/L 
5.5g-MgCl2.2H2O 
6.9g-MgSO4.7H2O 
0.5g-NH4Cl 
0.28g-CaCl2.2H2O 
0.28g-K2HPO4 

NaCl 
NH4Cl 

18g 
1.25g 

 Solución de 
vitaminas 

10 mL   

Trazas de minerales 
 

10 mL 1.5g de ácido 
nitrilotriacético 

Solución 
FeSO4. 7H2O 
(2 %) 

1 mL Solución 
FeSO4. 7H2O 
(2%) 

0.5 
mL/L 

3g-MgSO4.7H2O 
0.5g-MnSO4.2H2O 
0.1g-NaCl 
0.1g-FeSO4.7H2O Solución de 

NiCl2(5mg/ 
100mL) 

50 mL 
 0.1g-CoSO4 o  

CoCl2 
0.1g-CaCl2 . 2H2O 
0.1g-ZnSO4 
0.001g-CuSO4.5H2O Resarzurina 

(0.1%) 
1mL 

0.01g-AlK(SO4)2 
0.01g-H3BO3 
0.01g-
Na2MoO4.2H2O 

Solución de oligo-
elementos 
 

10 mL 0.002g-Biotina Extracto de 
levadura 

1g /L Cisteína 0.5g/L 
0.002g-ácido fólico 
0.010g-piridixina 
0.005g-tiamina 
0.005g-riboflavina 
0.005g-ácido 
nicotínico 
0.005g- pantotenato 
de calcio 
0.00001g- vitamina 
B12 
0.005g-ácido para-
amino benzoico 
0.005g-ácido lipoico 

FeSO4.7H2O 0.002g  Bicarbonato 
de sodio 

3g/L 
 

Ácido 
bromoetanol 
sulfónico 

75mM 
Fe(NH4)2(SO4)2.7H2
O 

0.02g 
 NaHCO3 7.5g 

Acetato de sodio 2.5g Peptona de 
caseína 

1g/L Solución de 
ácido láctico 
neutralizado 

8.5ml 
/L Formato de sodio 2.5g 

Extracto de levadura 2.0g 
 Tripticasa 2.0g 

Cisteína 0.6g 
Na2S.9H2O 0.6g
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b) El medio específico de las bacterias sulfato-reductoras se prepara realizando la 
mezcla de las solución mineral 1, mineral 2, rezarsurina al 0.1%, FeSO4 .7H2O (2%), 
ácido láctico, cisteína, ácido bromoetanol sulfónico, en las cantidades descritas en la 
Tabla 8B. Aforar a 1L con agua anóxica. La mezcla se esteriliza, por 20 minutos a 
121ºC (15 lbf/pulg2 o psig). 

 
3.4.3 Medio de cultivo selectivo para cada una de las bacterias seleccionadas, para 

esta investigación 
 
3.4.3.1 Methanobacterium formicicum (Balch et al., 1979) 
 
a) Prepararar la solución mineral 1, mineral 2, traza de minerales, reasarzurina, FeSO4 

7H2O, NaHCO3, acetato de sodio, formato de sodio, extracto de levadura, tripticasa, 
cisteina, Na2S.9H2O, La mezcla se esteriliza, por 20 minutos a 121ºC (15 lbf/pulg2 o 
psig), Posteriormente, se adicionan a la solución previamente esterilizada por 
filtración trazas de vitaminas, aforando todo a 1L con agua anóxica. 

 
3.4.3.2 Methanobacterium ivanov (Belyaev et al., 1983) 
 
a) Preparar la solución mineral 1, traza de minerales, rezarsurína, FeSO4.7H2O, cisteína 

hidrocloruro, NaHPO4.7H2O, MgCl2.6H2O y penicilina G. La mezcla se esteriliza, 
por 20 minutos a 121ºC (15 lbf/pulg2 o psig), Posteriormente, se adicionan a la 
solución previamente esterilizada por filtración trazas de vitaminas, aforando todo a 
1L con agua anóxica. 

 
3.4.3.3 Methanobacterium wolfeii (Winter, 1985) 
 
a) Preparar la solución mineral 2, traza de minerales, rezarsurína, FeSO4.7H2O, 

NaHCO3, acetato de sodio, formato de sodio, extracto de levadura, tripticasa, cisteína, 
Na2S.9H2O, La mezcla esterilizarla, por 20 minutos a 121ºC (15 lbf/pulg2 o psig), 
Posteriormente, se adicionan a la solución previamente esterilizada por filtración 
trazas de vitaminas, aforando todo a 1L con agua anóxica. 

 
3.4.3.4 Desulfotomaculum nigrificans (Klemps et al., 1985) 
 
a) Preparar la solución mineral 2, traza de minerales, NaHCO3, NaS.9H2O y rezarsurína 

al 0.2%. La mezcla se esteriliza, por 20 minutos a 121ºC (15 lbf/pulg2 o psig). 
Posteriormente, se adicionan a la solución previamente esterilizada por filtración 
trazas de vitaminas, aforando todo a 1L con agua anóxica. 

 
3.5 Cuantificación de microorganismos, numero más probable (NMP) 
 
3.5.1 Número más probable (NMP)  
 
La cuantificación de las BM y de las BSR, se lleva a cabo utilizando la técnica del número 
más probable descrita por Girard y Rougieux, 1964. 
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a) Para la cuantificación de las bacterias metanogénicas se prepara el medio específico 
como se indica en el punto 3.4.2a y el procedimiento se realiza en una cámara 
anaerobia de guante 

b) Tomar 1 mL de lodo y sembrarlo en el medio de cultivo específico, realizando 15 
diluciones: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12, 10-13, 10-

14, 10-15, cada una con tres repeticiones 
c) Colocar una campana de Durham en cada tubo, cerrar herméticamente e incubar por 

30 días a las temperaturas seleccionadas 
d) En el caso de las bacterias sulfato-reductoras, se prepara el medio específico como se 

indica en el punto 3.4.2b y se repiten los pasos desde el inciso (b). 
e) En el día 30 se cuentan los tubos positivos de cada dilución y temperatura, 

comparando los resultados con la Tabla B1, del Anexo B. Se obtiene un índice del 
NMP, el cual es multiplicado por el volumen de la muestra y dividido por la dilución 
que corresponde al primer tubo positivo, como resultado, obtener el número de 
células/ mL de muestra. 

 
3.6 Recuento directo en placa  
 
La cuantificación de las especies Methanobacterium formicicum, Methanobacterium 

wolfeii, Methanobacterium ivanov, Desulfotomaculum nigrificans se lleva a cabo utilizando 
la técnica de recuento directo en placa, descrita por Arias et al. (2005). 
 
a) Preparar los medios de cultivo selectivo para las bacterias como lo indica el punto 

3.4.3. 
b) Hacer una solución de agar bacteriológico general BD BIOXON que consiste en 

suspender 46 g del agar en 1 L de agua desionizada, mezclar perfectamente, calentar 
con agitación frecuente y hervir durante 1 a 2 minutos, esterilizar a 120ºC durante 
15 minutos 

c) Mezclar el medio selectivo y agar en proporciones de 50/50, verter la mezcla en 
cajas Petri estériles de 60 x 15 mm 

d) Tomar 1 mL de lodo, sembrarlo en el medio de cultivo específico para obtener una 
dilución de 10-2, medir 0.1 mL de esta dilución y sembrarla en la caja Petri por 
triplicado para cada medio de cultivo selectivo seleccionado y por cada día de 
incubación 

e) Incubar por 15 días a la temperatura deseada. Diariamente retirar las cajas de cada 
medio de cultivo selectivo y observar en el estereoscopio BH2-RFC. Contabilizar 
las colonias más visibles en la caja (debido a razones estadísticas, las placas deben 
contener entre 30 y 300 colonias, para realizar un conteo confiable).  

 
3.7 Cinética de proliferación (“crecimiento”) para el medio de cultivo selectivo 
 
La ecuación de la cinética de proliferación, se obtiene del conteo de las colonias 
desarrolladas en el medio de cultivo selectivo para las 4 bacterias, mediante los siguientes 
pasos: 
 
a) Contabilizar las colonias como se indica en el punto 3.6e  
b) Anotar el numero de colonias diariamente  
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c) Sustituir en la ecuación (1), el número de colonias  
 
Número de bacterias (Bacterias/mL)= Número de colonias * concentración del medio específico........... (1) 
 
d) Al obtener el número de bacterias, se resuelve la ecuación (6), que describen el tiempo 

de proliferación exponencial de una bacteria en el medio de cultivo selectivo (Brock y 
Madigan, 1993; Peral, 1993), para realiza esto se aplica primero la ecuación (5), que 
describe el número de generaciones, la cual es la velocidad que tarda una población en 
duplicarse: 

 
y = 2n x       (2) 

 

donde  
x = Número de bacterias al tiempo 0 
y = Número de bacterias al tiempo t 
t = Tiempo de proliferación (“crecimiento”) exponencial 
 
Al tiempo 0, y = x 
 
Resolviendo la ecuación (2) para n, se tiene la ecuación (3): 
 

log y = log x + n log 2    (3) 
 
Sustituyendo la ecuación (3) se tiene que el número de generaciones es 
 

n=log y-log x/log2    (4) 
 
Si se sustituye en la ecuación (4), el valor de log 2 por 0.3010, se tiene que 1/0.3010 = 3.3. 
Puede calcularse el número de generaciones, siempre que se conozca la población inicial x, 
y la población y después del tiempo t. 

 
n = 3.3 log y/x     (5) 

 
El tiempo de generación G es igual a t (tiempo transcurrido en fase exponencial para llegar 
de x a y) dividido por el número de generaciones n, o sea: 
 

G= t/n      (6) 
 

3.8 Preparación de muestras para observar al microscopio  
 
3.8.1 Microscopio electrónico de barrido (Patrón-Soberano, 2010) 
 
Se utiliza la microscopía de barrido, para obtener imágenes de la morfología de la célula en 
alta resolución, el procedimiento para preparar la muestra y realizar estas observaciones es: 
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a) Seleccionar la colonia del medio de cultivo selectivo que se ha desarrollado en la caja 
Petri. Dicha colonia se toma por medio de un “azada” (aza, coloquialmente), 
previamente esterilizada y se coloca en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. A este tubo se 
adiciona 1 mL de solución de fosfatos (0.35 g Na2HPO4.H2O, 0.17 g de KH2PO4.H2O 
en un litro de agua) 

b) Homogenizar la muestra anterior, dejar reposar 10 minutos y centrifugar, tirar el 
sobrenadante dejando el precipitado del microorganismo 

c) Agregar a dicha muestra glutaraldehído al 3 % y repetir el inciso (b) 
d) Adicionar 0.1 mL de la solución de Os2O5 1N, agitar vigorosamente y dejar reposar 

durante 2 horas y realizar el inciso (b)  
e) Agregar al precipitado una solución de alcohol al 30, 50, 70 y 100%, después de cada 

adición repetir el inciso (b) 
f) Adherir cuidadosamente el precipitado en un porta objetos redondo dentro del equipo 

(SPI # 13218-AB Modelo CPD7501), para secar hasta el punto “crítico” durante 30 
minutos 

g) Montar el porta-objeto con la muestra a un disco de acero de 10 mm de diámetro y 
recubrirla con una capa de oro de 20 nm, el procedimiento para recubrir el 
portaobjetos con dicha muestra es mediante evaporación, utilizando un metalizador 
Balzers (SCD 004) 

h) Recubierta la muestra, realizar observaciones de la morfología en un microscopio 
electrónico de barrido JEOL mod. JSM-5800, con un sistema de microanálisis 
OXFORD mod. ISIS 486. 

 
3.8.2 Microscopio confocal 
 
La tinción con fluoresceína permite observar estructuras celulares sobresalientes, como 
cilios, flagelos, pilis, fimbrias, etc. El procedimiento para esta tinción es el siguiente: 
 
a) Pesar 12 mg de fluoresceína y disolver en 12 mL de solución de fosfatos, esta 

preparación se conserva en un vial de color ámbar en refrigeración y protegida de la 
luz. 

b) Recolectar de la caja Petri la colonia del medio de cultivo selectivo después de 15 
días de haber sembrado, por medio de una aza previamente esterilizada y colocar en 
el tubo eppendorf, el proceso se realiza para cada especie y temperatura de trabajo  

c) Añadir la solución de fosfatos, homogeneizar la muestra, dejar reposar 10 minutos y 
centrifugar, tirar el sobrenadante dejando el precipitado del microorganismo,  

d) Agregar 1 mL de la solución de fluoresceína, agitar vigorosamente e incubar el tubo, 
a la temperatura de trabajo por 1 hora, centrifugar y tirar el sobrenadante 

e) Repetir el inciso (c) cinco veces, para obtener el precipitado del microorganismo 
f) Añadir 100-200 µL del precipitado en cada porta objetos y distribuir el volumen en 

toda la superficie, previamente limpia con etanol al 70% 
g) Dejar secar los porta objetos protegidos de la luz 
h) Adicionar una gota de solución glicerol: agua al 50% al porta objetos y montar el 

cubre objetos, deja secar las preparaciones protegidas de la luz, envolver en papel 
aluminio y mantener en refrigeración, hasta su análisis 

i) Observar en un Microscopio Confocal FluoView&trade1000 OLYMPUS las 
estructuras celulares. 
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3.8.3 Microscopio óptico de campo claro 
 
Tinción de Gram 
 
a. Seleccionar el microorganismo desarrollado en los diferentes medios de cultivo ya 

sea sólido o líquido por medio de un “aza” previamente esterilizada, y colocar al 
microorganismo en un porta objetos 

b. Fijar a la llama la muestra (sin quemar la muestra) 
c. Añadir a la muestra fijada, una gota de cristal violeta, (disolver 0.5 g de cristal violeta 

o violeta de Genciana en 100 mL de agua desionizada, formar una solución 
homogénea), durante 1 a 2 minutos.  

d. Lavar la muestra con agua desionizada estéril (colocar en un matraz Erlenmeyer, 1 L 
de agua, tapar y esterilizar, por 20 minutos a 121ºC), para retirar el exceso de 
colorante 

e. Colocar una gota de lugol (disolver 0.3 g de yodo y 0.6 g de yoduro de potasio en 100 
mL de agua desionizada estéril), en la muestra, durante 1 minuto y repetir el inciso 
(d)  

f. Adicionar etanol al 95% para decolorar la muestra durante 20 segundos y repetir el 
inciso (d)  

g. Añadir safranina (0,25 g Safranina en 100 m de agua desionizada estéril), a la 
muestra y esperar 1 minuto, repetir el inciso (d) 

h. Secar la muestra al aire libre  
i. Observar la muestra al microscopio óptico de campo claro Olympus BH-2 con 

objetivo 40X  
j. Anotar las observaciones de la forma, tinción Gram según Ramírez (2006). 
 
3.9  Diseño experimental 
 
3.9.1 Primer experimento: selección de la dilución de trabajo 
 
a) Tomar 1 mL lodo de cada RALLFA y 9 mL de medio de cultivo general, realizando 9 

diluciones: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8, 10-9, en tubos de cultivo. Todo el 
procedimiento se realiza en la cámara anaerobia 

b) Incubar por 5 días a las temperaturas correspondientes 
c) Al cabo de los 5 días, tomar una muestra por medio de un “aza” estéril haciendo un 

frotis en el porta objetos de cada dilución del medio de cultivo líquido  
d) Realizar una tinción de Gram 
e) Observar las nueve muestras de cada temperatura al microscopio 
f) Seleccionar la dilución en la cual las bacterias se encuentres separadas o aisladas y 

con características físicas definidas. Con los resultados obtenidos, se procede a 
realizar el segundo experimento. 
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3.9.2 Segundo experimento 
 
Para aislar las bacterias metanogénicas y sulfato-reductoras e identificar sus características 
de proliferación (“crecimiento”) se seleccionan tres factores: Tipo de medio (A), 
temperatura (B) y tiempo (C).  
Una vez seleccionados los factores, el siguiente paso es determinar los niveles para cada 
uno de los factores, obteniendo como resultado los niveles que se muestran en la Tabla 9, lo 
que permite definir un diseño factorial de 21x31x301. Para cada una de las corridas 
presentadas, se realizan tres réplicas, con el fin de facilitar el análisis y mejorar la 
estimación del error experimental. El medio se expone durante 30 días. 
 

Tabla 9. Segundo experimento 

 
c) Para realizar el segundo experimento, colocar 1 mL del medio de cultivo general a la 

dilución seleccionada y a la temperatura de trabajo correspondientes de 45, 55 y 
65ºC, en 30 tubos de cultivo, adicionar 9 mL del medio específico para las bacterias 
metanogénicas, realizar el procedimiento por triplicado en una cámara anaerobia de 
guante, dando un total de 90 tubos que se cierran herméticamente 

d) El mismo procedimiento se lleva a cabo para el medio de cultivo específico de las 
BSR 

e) Los 180 tubos se incuban por 30 días a la temperatura correspondiente de 45, 55 y 
65ºC. Diariamente se retira un tubo de cada temperatura y de cada medio específico. 
Se realiza un frotis en un porta objetos, al cual se le aplica una tinción de Gram. Ésta 
es observada en un microscopio Olympus BH-2 a 40X. Todos los porta objetos deben 
estar rotulados inequívocamente para próximas observaciones. 

 
3.9.4 Tercer experimento  
 
Para realizar la cuantificación de las BM y BSR por medio del método del NMP, se 
seleccionan cinco factores: Tipo de medio (A), temperatura (B), (c) tiempo, (D) dilución, 
(E) repetición. Una vez seleccionados los factores, el siguiente paso es determinar los 
niveles para cada uno de los factores, obteniendo como resultado los niveles que se 
muestran en la Tabla 10, lo que permite definir un diseño factorial de 11*21*32*151. Para 
cada una de las corridas presentadas, se realizan tres réplicas, con el fin de facilitar el 
análisis y mejorar la estimación del error experimental. 
 
 

                           Nivel  

 

Factores 

1 2 3 30 

A: Medio de cultivo Medio específico 

(BM) 
Medio específico 

(BSR) 
  

B: Temperatura, °C 45 55 65  

C: Tiempo, días 1 2 3 30 
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Tabla 10. Tercer experimento 
                     Nivel  

 

Factores 

1 2 3 15 

A: Medio de 
cultivo específico 

Medio específico 
BM 

Medio específico 
BSR 

  

B: Temperatura 45 55 65  

C:Tiempo, días 30    

D:Dilucion 1   15 

E: Repeticion 1 2 3  

 
a) Tomar 1 mL de lodo de cada RALLFA y 9 mL de medio de cultivo específico, 

realizar 15 diluciones, con tres repeticiones cuyas concentraciones de dilución son: 
10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12, 10-13, 10-14, 10-15, en 
tubos de cultivo dando un total de 45 tubos por cada temperatura 45, 55 y 65ºC 

b) Para las bacterias metanogénicas, preparar el medio de cultivo específico como se 
indica en el punto en el punto 3.4.2a, colocar una campana de Durham en los 135 
tubos y realizar las diluciones del inciso a. Se cierran herméticamente los tubos y se 
incuban por 30 días a las temperaturas correspondientes 

c) En el caso de las bacterias sulfato-reductoras se prepara el medio específico como 
se indica en el punto 3.4.2b y se repiten los pasos desde el inciso b 

d) Al día 30 se cuentan los tubos positivos de cada dilución y temperatura, 
comparando los resultados con las Tablas B1 del Anexo B, se obtiene un índice del 
NMP, el cual es multiplicado por la dilución que corresponde al último tubo 
positivo, como resultado se tiene el número de células/ mL de muestra. 

 
3.9.3 Cuarto experimento  
 
Para la determinación de las especies de bacterias Methanobacterium formicicum (Mf), 
Methanobacterium wolfeii (Mw), Methanobacterium ivanov (Mi) y Desulfotomaculum 

nigrificans (Dn) se seleccionan dos factores: Tipo de medio (A), temperatura (B), tiempo 
(C) Una vez seleccionados los factores, el siguiente paso es determinar los niveles para 
cada uno de los factores, obteniendo como resultado los niveles que se muestran en la Tabla 
11, lo que permite definir un diseño factorial de 41x32. Para cada una de las corridas 
presentadas, se realizan tres réplicas, con el fin de facilitar el análisis y mejorar la 
estimación del error experimental. Los medios se exponen durante 15 días. 
 

Tabla 11. Cuarto experimento 3 

 

Nivel  

 

Factores 

1 2 3 4 

A: Medio de cultivo 
general 

Methanobacterium 

formicicum 

Methanobacterium 

wolfeii 

Methanobacterium 

ivanov 

Desulfotomaculum 

nigrificans  

B: Temperatura °C 45 55 65  

C: Tiempo 0 15   
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a) La resiembra consiste en tomar 0.1 mL del medio específico para la actividad 
metanogénica de cada temperatura 45, 55 y 65ºC y colocar este volumen por 
triplicado en 45 cajas Petri, las cuales se mantienen en incubación por 15 días. 

b) Diariamente se retira una caja de cada temperatura y se observa directamente en el 
estereoscopio BH2-RFC el desarrollo de las colonias, realizando una cuantificación 
durante todo el experimento 

c) En el día 15 se seleccionan dos colonias, una de ellas se aísla y se fija mediante una 
solución de glutahaldehído al 3%, para observar la morfología de la muestra en un 
microscopio electrónico de barrido JEOL mod. JSM-5800 Sistema de Microanálisis 
OXFORD Mod. ISIS 486el. Se debe preparar ésta como se indica en el punto 3.7.1. 
La otra colonia se aísla en una solución salina amortiguada de fosfatos y se prepara 
la muestra como se indica en el punto 3.7.2, para observar si cuenta con estructuras 
externas (cilios o flagelos) en un microscopio OLIMPUS FLUOVIEW ver. 17c 
viewer. 
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CAPITULO 4 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Primer experimento, medio de cultivo general a tres temperaturas  
 
En el primer experimento se selecciona la dilución en la que las estructuras bacterianas 
presentan características distintivas. De las quince diluciones preparadas se observó que la 
concentración 101 no es la ideal para esta investigación debido a que se observan 
estructuras agrupadas, no definidas, lo cual se presenta en la Figura 18. Además, se debe 
tener en cuenta que las bacterias anaerobias no tienen una amplia proliferación, ya que en 
promedio son bacterias que tardan en desarrollarse en comparación con las bacterias 
aerobias (Atlas y Bartha, 2002). En cuanto a la dilución de 102, presenta estructuras 
morfológicas claras definidas, su desarrollo se aprecia adecuadamente, teniendo 
microorganismos separados, aislados y sin aglomeración. Esto se puede apreciar en la 
Figura 19, mientras que para la dilución de 103, se observa un desarrollo insuficiente de 
bacterias, por este motivo no se percibía bien sus estructuras externas, como se muestra en 
la Figura 20. En el resto de las diluciones no se percibió ningún microorganismo. 
Finalmente, se utilizó la dilución 102, en el medio de cultivo general. 
 

Figura 18.Dilucion 101 Figura 19. Dilución 102 Figura 20. Dilución 103 
   

 
Dicha dilución se incuba en le medio de cultivo general propuesto por Bryant et al., 1978, 
el cual es óptimo para el fortalecimiento y proliferación de las BM y BSR, a las tres 
temperaturas de trabajo seleccionadas de 45, 55 y 65ºC, durante 5 días. Debido a que las 
propiedades morfológicas que se presentaron en el medio general son semejantes a las 
características descritas por el autor: bacilos alargados y cocos regulares Gram negativos y 
cocos irregulares Gram positivos, se presume que las BM y BSR se desarrollaron 
favorablemente. 
 
A continuación se mencionan las características morfológicas, que presenta el medio de 
cultivo general a las tres temperaturas, encontradas en esta investigación  
 
1) La morfología regular y bien definida de los cocos 
2) Estructura interna de los cocos que se tiñe como Gram positivo  
3) Bacilos en forma de varillas 
 
Las características restante se observaban en la Tabla 12, donde se muestran las diferencias 
entre cada temperatura al quinto día. 
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Tabla 12. Características del medio de cultivo general a las tres temperaturas, al 
quinto día 

Temperatura 45ºC 55ºC 65ºC 

    
Descripción  Cocos regulares 

Gram negativo y 
bacilos alargados 
en forma de 
varillas alargadas, 
Gram negativo  

Cocos regulares 
Gram positivos y 
Gram negativo 
bacilos alargados 
en forma de 
varillas Gram 
positivos  

Cocos regulares 
Gram negativos y 
bacilos cortos en 
forma de varillas 
Gram positivo  

Agrupación  Cocos aislados, 
sin agrupación, en 
poca cantidad, y 
bacilos agrupados 
en gran cantidad 

Cocos agrupados 
en gran cantidad, 
al igual que los 
bacilos que se 
encuentran 
aislados 

Cocos, aislados, 
muy bien 
definidos sin 
agrupación en 
gran cantidad, y 
bacilos aislados 
sin agrupación, en 
menor cantidad, 
no muy bien 
definidos  

 
4.2 Segundo experimento, medio de cultivo específico para la actividad 
metanogénica y sulfato-reductora 
 
a) El medio de cultivo específico óptimo para el desarrollo y proliferación de las BM 

durante 30días, fue el propuesto por Balch et al. (1979). Las BM que se desarrollaron 
en este medio, presentan las características descritas por el autor, es decir una 
morfología de bacilos alargados Gram positivos y bacilos en forma de varilla, esto 
comprueba que el desarrollo de las BM fue óptimo. Las características que presentan 
las BM a las tres temperaturas son las siguientes: 

 
1) Tinción de color violeta, indicando Gram positivo en la estructura interna de los 

cocos y bacilos 
2) Morfología de los bacilos en forma de varilla alargadas y curvas 
 
Existen diferencias entre sus características como son la cantidad de cocos Gram 
positivos y negativos según la temperatura. A 45ºC hay una mayor población y 
agrupación de cocos Gram positivos, mientras que a 55 y 65ºC, la población de estos es 
escasa. 
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Las características a detalle durante los 30 días se presentan en la Tabla C1 del Anexo C, 
mientras que las observaciones al final del experimento (día 30), se muestran en la Tabla 
13. 
 

Tabla 13.Características del medio de cultivo específico para las BM a las tres 
temperaturas; en el día 30 

Temperatura  45ºC 55ºC 65ºC 

   

 

Descripción Bacilos Gram 
positivos en 
formas de 
varillas cortas y 
alargadas 
curvadas y cocos 
Gram positivos 

Bacilos Gram 
positivas en 
forma de varillas 
cortas, alargadas 
curvadas, Y 
cocos Gram 
positivos y 
negativos. 

Bacilos Gram 
positivos en 
forma de varillas 
alargas, rectas y 
algunas curvas. 
Cocos Gram 
positivos y 
negativos 

Agrupación Bacilos sin 
agrupación, bien 
definidos, en 
gran cantidad y 
cocos agrupados, 
bien definidos en 
gran cantidad  

Bacilos 
agrupados, bien 
definidos, en 
gran cantidad y 
cocos en poca 
cantidad, bien 
definidos 

Bacilos 
agrupados bien 
definidos, en 
gran cantidad y 
cocos en poca 
cantidad aislados 
bien definidos 

 
b) El medio de cultivo específico para la BSR presenta las siguientes características 
 

1) Los bacilos en su estructura interna se tiñen como Gram positivo  
2) En la estructura interna de los cocos, se tiñen de color rojizo, presentándose como 

Gram negativo, en gran cantidad. 
 

La morfología de las BSR está de acuerdo con lo reportado por Flaherty et al. (1998), 
esto indica que el medio de cultivo para el desarrollo y proliferación de las bacterias a las 
tres temperaturas es el ideal. Las características a detalle durante los 30 días se presentan 
en la Tabla C2 del Anexo C, mientras que las observaciones al final del experimento (día 
30), se muestran en la Tabla 14. 

 
 
4.3 Tercer experimento, cuantificación de las BM y BSR por el método del NMP 
 
Para cuantificar las BM en el medio especifico, se prepararon 15 diluciones por triplicado 
las cuales fueron observadas diariamente durante los 30 días del experimento. 
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Tabla 14.Características del medio de cultivo especifico para las BSR en el día 30 
Temperatura ºC 45ºC 55ºC 65ºC 

    

Descripción  Bacilos Gram 
positivos, en 
forma de barras 
cortas bien 
definidas, y 
cocos Gram 
negativos.  

Bacilos Gram 
positivos, en 
forma de barras 
cortas y cocos 
Gram negativos  

Bacilos Gram 
positivos en 
forma de varillas 
y cocos Gram 
negativos 

Agrupación Bacilos aislados 
en poca cantidad 
y cocos aislados 
en gran cantidad 
sin agrupacion  

Bacilos aislados 
en poca cantidad 
y cocos en gran 
cantidad aislados, 
bien definidos 

Bacilos no muy 
bien definidos, y 
cocos en gran 
cantidad, con 
agrupación 

 
Se identifican como tubos positivos aquellos donde se presenta un desplazamiento de la 
campana de Durham debido a la generación de metano y como tubos negativos cuando no 
existe desplazamiento de la campana. La clasificación se presenta en Tabla D1,D3 y D5 del 
Anexo D. En la Figura 21 se presenta un tubo positivo. En el caso de las BSR, el tiempo y 
las diluciones fueron los mismos que para las BM y se tomó como tubo positivo aquél que 
presenta un precipitado de color negro, debido a la formación de FeS, como se observa en 
la Figura 22. Los tubos negativos no contienen precipitado. La clasificación se presenta en 
las Tablas D2, D4 y D6 del Anexo D. 
 

  

Fig. 21. Cuantificaciones de las BM Fig. 22. Cuantificaciones de las BSR 

 
Los tubos positivos se comparan con la Tabla B1 del Anexo B, y se aplica la ecuación 7  
 

Número de células/ml de muestra = factor de dilución*NMP (tabla)    (7) 
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Como resultado final se obtiene la cantidad de BM y BSR a las tres temperaturas (45,55 y 
65ºC), que se presentan en la Tabla 15. 
 

Tabla 15. Resultados del NMP de BM y BSR a 45, 55 y 65ºC, durante 30 días 
Temp.ºC 45ºC 55ºC 65ºC 

BM 150000bacterias/mL 15000000bacterias/mL 4600 bacterias/mL 

BSR 200 bacterias/mL 12000 bacterias/mL 11000 bacterias/mL 
 
En la temperatura de 45ºC, se presenta 99.9% de BM y 0.01% de BSR por mililitro. Con 
estos datos se comprueba que la BSR tienen un bajo desarrollo a la temperatura 
mencionada, por lo cual no compiten con las BM por el sustrato. Para la temperatura de 
55ºC, se presenta la mayor cantidad de BM con 99.996% y sólo 0.004% de las BSR. Por 
último, a 65ºC, se obtiene un 58% de BSR y 42% de BM. Esto permite concluir que el 
desarrollo de las BSR es mejor a temperaturas mayores de 55ºC mientras que para las BM 
su desarrollo es ideal a temperaturas debajo de 55ºC, como ya ha sido mencionado y 
estudiado por Campbell y Postgate (1965). También ha sido reportado por Bergey’s (2005), 
que la mayoría de las especies metanogénicas no alcanzan temperaturas mayores a 70ºC, es 
decir que la mayoría de las especies metanogénicas son mesofílicas o termofilicas. 
 
4.4 Cuarto experimento, medios de cultivos selectivos para Methanobacterium 

formicicum (Belyaev et al., 1983; Boone et al., 1986; Bryant et al., 1978; Bryant et al., 
1971; Bryant et al., 1967); Methanobacterium ivanov (Jain et al., 1987; Kneifel et al., 
1986; Konig, 1984; Patel et al., 1990; Worakit et al., 1986); Methanobacterium wolfeii 

(Winter y Zellner; 1987; Zellner et al., 1989) y Desulfotomaculum nigrificans (Campbell 
y Postgate, 1965) 
 
Al aislar las especies del género Methanobacterium y Desulfotomaculum se compararon las 
características que encontraron los autores, con las características morfológicas 
experimentales, de cada especie de estudio.  
 
4.4.1 Methanobacterium formicicum 

 
Según la bibliografía de Belyaev et al., 1983; Boone et al., 1989; Boone et al., 1986; Bryant 
y Wolin (1975); Bryant et al. (1971); Bryant et al. (1967), indican que su temperatura 
óptima de proliferación se encuentra entre 35 y 45ºC. La morfología que presenta son 
bacilos en forma de varillas alargadas con un tamaño de 0.4 a 0.8 µm de ancho y de largo 2 
a 15µm. No poseen estructuras externas, lo que indica que su movimiento es nulo. La 
morfología observada en este estudio a 45ºC y 55ºC son bacilos en forma de varilla, sin 
agrupación, teñidas como Gram positiva. Esto significa que su pared celular posee una capa 
gruesa de peptidoglucano o mureína, que es la que determina la forma de la especie. Por 
este motivo sólo se tiñe con el primer colorante, su capa no se decolora, ni se vuelve a teñir 
por las demás soluciones que se utilizan en este procedimiento. Asimismo, se realiza una 
tinción con fluoresceína, que muestra la estructura externa, comprobando que no posee 
movilidad, mide aproximadamente 3µm de largo y 0.3µm de ancho, esto se observó 
utilizando la técnica de barrido y se presentan las características de la especie de interés a 
45ºC y a 55ºC, respectivamente, en las Tablas 16 y 17.  
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Debido a las características morfológicas, obtenidas en este estudio y por los autores 
citados, se comprueba que la especie en estudio es la Methanobacterium formicicum. 

 

 
Tabla 16. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Methanobacterium 

formicicum 45ºC 
Microscopía Methanobacterium formicicum Características 

Tinción de 
Gram 100X 

 
Bacilo en forma de 
varilla delgadas y 
cortas, con las puntas 
redondeadas, se tiñen 
como Gram positivos, 
sin agrupación, en 
poca cantidad 

Tinción con 
fluoresceína 
600x 

 

Bacilo en forma de 
varilla corta, irregular, 
no se perciben 
estructuras externas, 
como cilios o flagelos 
 

Microscopía 
de barrido 
15,000x 

 
Bacilos en forma de 
varillas delgadas, con 
extremos cilíndricos, e 
irregulares, el tamaño 
aproximado es de 3µm 
de largo y de ancho de 
0.3µm 
 

 
 
Sin embargo, se comprobó que esta bacteria tolera temperaturas hasta 55ºC, teniendo una 
proliferación mayor que a 45ºC, ya que posee un tamaño aproximado de 7µm.  
 
Esto se observa en la Tabla 17. Dichos resultados no concuerdan con los reportados por 
Belyaev et al. (1987); Boone (1986); Boone et al. (1989); Bryant y Wolin (1975); Bryant et 

al., (1971); Bryant et al. (1967), quienes afirman que la especie Methanobacterium 

formicicum, no prolifera a 55ºC. 
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Tabla 17. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Methanobacterium 

formicicum 55ºC 
Microscopía Methanobacterium formicicum Características 

Tinción de 
Gram 
100x 

 

Bacilos en forma de 
varillas alargadas, con 
los extremos 
irregulares, se tiñen 
como Gram positivo, 
en poca cantidad sin 
agrupaciones  

Tinción con 
fluoresceína 
600x 

 

Bacilo en forma de 
varilla alargada, con 
un extremo redondo y 
el otro extremo 
cuadrado 

Microscopíia 
de barrido 
15,000x 

 
Bacilos en forma de 
varilla larga, recta y 
delgada, con los 
extremos cuadrados, 
mide 7µm de largo y 
0.5µm de ancho 
 

 

4.4.2 Methanobacterium ivanov 
 
La especie Methanobacterium ivanov, se describe detalladamente en la bibliografía 
consultada de los autores Jain et al. (1987); Kneifel et al. (1986) y König (1984), quienes 
mencionan que la temperatura óptima de proliferación para dicha bacteria es de 45ºC. Su 
morfología presenta: bacilos en forma de barras cortas, Gram positivo, miden 
aproximadamente 0.2 µm a 0.5 µm de ancho y de largo 1 a 15 µm, sin movilidad. Con estas 
características que se observan, se realiza una comparación con las características 
experimentales de esta investigación, que son: bacilos en forma de barra, Gram positivas, 
no cuentan con estructuras externas, lo que significa que no poseen movilidad, mide 4 µm 
de largo y de ancho 0.2 µm. En este estudio se encontró que sólo se desarrolla a 45ºC. A la 
temperatura de 55 y 65ºC existe un desarrollo nulo. Esto se puede observar con mayor 
detalle en la Tabla 18. 
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Tabla 18. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Methanobacterium 

ivanov a 45ºC 
Microscopía Methanobacterium ivanov Características 

Tinción de 
Gram 
100X 

 

Bacilos en forma de 
barra corta, Gram 

positivos, agrupados 
en gran cantidad 

Tinción con 
fluoresceína 

600x 

 

Bacilo en forma de 
barras cortas, sin 

ninguna estructura 
interna 

Microscopía 
de barrido 
15,000x 

 

Bacilos en forma de 
barras cortas, y curvas, 

con los extremos 
redondeados, 

agrupados entre si, su 
tamaño aproximando 
es de 4 µm de largo y 
de ancho de 0.2µm 

 

 
4.4.3 Methanobacterium wolfeii 
 
La especie Methanobacterium wolfeii presenta las siguientes características morfológicas, 
citadas por los autores Winter et al. (1987); Zellner et al. (1989): bacilo en forma de varilla 
alargadas, Gram positivo, con una altura de 2.4 a 2.7 µm, de ancho de 0.4 a 1 µm, sin 
estructuras externas. Por este motivo no tienen movilidad, su temperatura óptima de 
desarrollo es de 55 y 65ºC. En este estudio se comprobó que esta especie puede presentarse 
a temperaturas menores, como a 45ºC, con las siguientes características morfológicas: 
bacilos en forma de varillas cortas, largas y algunas con las puntas encorvadas o 
redondeadas, se tiñe como Gram positivo, no presentan estructuras externas y miden 
aproximadamente de 0.9 µm de largo y 0.3 µm de ancho. Se debe tener en cuenta que, a 
45ºC, la especie se desarrolla adecuadamente.  
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Esto se observa en la Tabla 19, pero con un tamaño menor, en comparación con las demás 
temperaturas de estudio. A 55ºC, la especie obtuvo un mayor desarrollo y proliferación, en 
sus características morfológicas que son bacilos alargados con un tamaño aproximado de 
1.5 µm de largo y 0.5 µm de ancho. Esto se muestra en la Tabla 20. En el caso de 65ºC, la 
especie Methanobacterium wolfeii, forma bacilos rectos cortos, con una tamaño 
aproximado de 7 µm de largo y 0.3 µm de ancho. Sus características morfológicas se 
presentan con más detalle en la Tabla 21 
 

Tabla 19. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Methanobacterium 

wolfeii a 45ºC 

Microscopía Methanobacterium wolfeii Características 

Tinción de 
Gram 100x 

 

Bacilo en forma de 
varilla corta 
encorvado, Gram 
positivo, agrupados, 
en poca cantidad. 

Tinción con 
fluoresceína 
600x 

 

Bacilo encorvado, no 
cuenta con 
estructuras externas 
 

Microscopía de 
barrido 
15,000x 

 

Bacilos encorvado en 
sus extremos, mide 
1nm de largo y de 
ancho 0.1nm 
 

 
Es la única especie que proliferó a las tres temperaturas. Además, por sus características 
morfológicas, obtenidas en este estudio y por los autores citados, se comprueba que la 
especie en estudio es Methanobacterium wolfeii. 
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Tabla 20. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Methanobacterium 

wolfeii a 55ºC 

Microscopía Methanobacterium wolfeii Características 

Tinción de 
Gram 100X 

 

Bacilos Gram 
positivos en forma de 
varillas alargadas, sin 
agrupación, en poca 

cantidad 

Tinción con 
fluoresceína. 

600x 
 
 

 

Bacilo alargado, sin 
estructuras externas, 
por este motivo no 
presenta movilidad  

Microscopía de 
barrido 
15,000x 

 

 

Bacilo en forma de 
varilla alargada, con 

sus extremos 
redondos, mide de 

largo 7nm y de 
ancho 0.3nm 
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Tabla 21. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Methanobacterium 

wolfeii, 65ºC 

Microscopía Methanobacterium wolfei Características 

Tinción de 
Gram a 100X 

 

Bacilo en forma de 
varillas cortas Gram 

positivas, sin 
agrupación 

Tinción con 
fluoresceína. 

600x 

 

 
Bacilo alargado en 
forma de varilla, no 

cuenta con 
estructuras externas 

 

Microscopía de 
barrido 
15,000x 

 

 

Bacilo en forma de 
barra larga delgadas, 
rectas y redondas en 

sus extremidades, 
mide de largo 1.5nm 

y de ancho 0.3nm 

 

4.4.4 Desulfotomaculum nigrificans 
 
La especie sulfato reductora Desulfotomaculum nigrificans se caracteriza por su morfología 
como lo muestra la bibliografía citada por Flaherty et al. (1998), ya que son cocos 
irregulares Gram negativos, se mueven, con dimensiones aproximadas son 0.3 a 0.5  m de 
ancho y de largo de 3 a 6  m. La temperatura óptima de crecimiento es a partir de 65ºC.  
 
Dichas características se comparan con este estudio y se obtiene que, a 55ºC, muestra cocos 
Gram negativos. Esto significa que contiene una capa delgada de peptidoglucano o 
mureína, que pude teñirse y decolorarse fácilmente, tomando el color final de la técnica, 
que es la safranina, convirtiéndose en Gram negativo.  
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Fue posible desarrollar esta especie aunque presenta un tamaño menor a lo reportado, de 1 
µm de largo y 0.4 µm de ancho. Además, poseen movilidad debido a que contiene una 
estructura externa, llamada flagelo peritricoso. Esta estructura se observa de manera 
limitada, debido a que no se logró pigmentar adecuadamente, como se muestra en la Tabla 
22.  
 
 

Tabla 22. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Desulfotomaculum 

nigrificans a 65ºC 

Microscopía  Desulfotomaculum nigrificans Características 

Tinción de 
Gram 100x 

 

Cocos Gram 
negativos, en gran 

cantidad, agrupados. 

Tinción con 
fluoresceína. 

600x 

 

Bacilo en cadena, sin 
estructura externa 

Microscopía de 
barrido 
15,000x 

 

 

Bacilos cortos en 
cadenas. Mide 1.5µm 
de largo y de ancho 

0.4µm 

 
 
A 65ºC también presenta las mismas características que a 55ºC pero su tamaño es mayor de 
3 µm de largo y 0.4 µm de ancho, como se puede observar en la Tabla 23. 
 
Como conclusión se tiene que esta especie prolifera mejor a temperaturas mayores, como a 
65ºC, como es reportado por los autores, aunque puede encontrarse a una temperatura de 
55°C, con un desarrollo disminuido. 
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Tabla 23. Microscopía de barrido y con tinción de fluoresceína. Desulfotomaculum 

nigrificans a 55ºC 

Microscopía  Desulfotomaculum nigrificans Características 

Tinción de 
Gram 100x 

 

Cocos Gram 
negativos en gran 

cantidad, agrupados 

Tinción con 
fluoresceína. 

600x 

 

Bacilo en forma de 
barra corta, cuanta 
con una estructura 
externa en la parte 

delgada de la célula 

Microscopía de 
barrido 
15,000x 

 

 
Bacilos en forma de 

gota, con una 
extremidad mas 

grande que la otra, 
mide 

aproximadamente 
1µm de largo y de 

ancho 0.4µm 

 
 
 
4.4.4.1 Recuento directo en placa para el medio de cultivo selectivo 
 
El recuento en placa se contabilizó diariamente durante los 15 días. Mediante este conteo se 
fue observando el desarrollo de las colonias de cada especie y de cada temperatura. 
 
Los resultados al día 15 se muestran en la Tabla 24. Mediante dicha tabla se observa el 
tamaño de la colonia, las estructuras externas, la forma de proliferación y con estos datos se 
obtiene la cinética de “crecimiento” para cada especie y temperatura. 
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Tabla 24. Placas del medio cultivo selectivo a las tres temperaturas, en el día 15 

   

Figura 23. Methanobacterium 

formicicum 45ºC 

Figura 24 Methanobacterium 

formicicum 55ºC 

Figura 25. Methanobacterium 

formicicum 65ºC 

   

Figura 26. Methanobacterium 

ivanov a 45ºC 

Figura 27. Methanobacterium 

ivanov a 55ºC 

Figura 28. Methanobacterium 

ivanov a 65ºC 

   

Figura 29. Methanobacterium 

wolfeii 45ºC 

Figura 30. Methanobacterium 

wolfeii 55ºC  

Figura 31. Methanobacterium 

wolfeii 65ºC 

   

Figura 32. Desulfotomaculum 

nigrificans 45ºC 

Figura 33. Desulfotomaculum 

nigrificans 55ºC 

Figura 34. Desulfotomaculum 

nigrificans 65ºC  
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a) Methanobacterium formicicum 
 

La especie Methanobacterium formicicum prolifera únicamente a dos temperaturas, 
45 y 55ºC. A 45ºC, presenta las siguientes características físicas: colonias con un 
tamaño de 0.3 cm diámetro, con apariencia esférica, de color blanco, se desarrollan 
en la parte superior del agar, muestran pocas agrupaciones bien definidas. Esto se 
observa en la Figura 23. Mientras que las colonias a 55ºC miden 0.5 cm de 
diámetro, color blanco, su desarrollo se llevó a cabo en la superficie del agar. Están 
en formas aisladas y dispersas, bien definidas. Lo antes mencionado se presenta en 
la Figura 24. Por último, no hay desarrollo de colonias a 65 ºC, lo cual se observa en 
la Figura 25. Estos resultados indican que, a 55ºC, las bacterias obtienen su máxima 
proliferación y desarrollo. Esto se comprueba debido a la presencia de especies con 
mayor diámetro. 

 
b) Methanobacterium ivanov 

 
La colonias que forman la especie Methanobacterium ivanov, presentan un tamaño 
aproximado de 0.05 cm de diámetro, apariencia plana en forma redonda, poseen un 
color amarillo claro, consistencia pegajosa. Su desarrollo se lleva a cabo en la 
profundidad del agar. Estos significan que dicha colonia se introducen para seguir 
desarrollándose. La especie sólo se encuentra a 45ºC, como se muestra en la Figura 
26. A las temperaturas de 55 y 65ºC, no se observó proliferación, debido a que 
dicha especie no resiste temperaturas superiores a 45ºC, según lo reportado, 
observado y comprobado en esta investigación (Figuras 27 y 28, respectivamente). 

 
c) Methanobacterium wolfeii 

 
Las colonias de la Methanobacterium wolfeii se desarrollan a las tres temperaturas y 
comparten las siguientes características físicas: color amarrillo intenso, miden 0.2 
cm de diámetro, apariencia en forma de esfera, se desarrollan en la parte superior 
del agar. A la temperatura de trabajo de 45ºC, las colonias se presentan aisladas, sin 
aglomeración, bien definidas, lo cual se puede observar en la Figura 29. En cuanto a 
las colonia a 55ºC, se desarrollan en mayor cantidad, bien definidas, aisladas. Esto 
se muestra claramente en la Figura 30. Por último, a 65ºC, las colonias se 
encuentran distribuidas uniformemente, sin agrupación, aisladas, bien definidas, se 
observan en la Figura 31. Con lo antes mencionado se concluye que, a 55ºC, las 
colonias presentan un mayor desarrollo, pero el diámetro a las tres temperaturas es 
semejante infiriendo que la temperatura no interfiere este parámetro, sólo influye en 
la población de las bacterias. 

 
d) Desulfotomaculum nigrificans 

 
La última especie Desulfotomaculum nigrificans, pertenece a las sulfato-reductoras. 
Esta especie es la única que no prolifera a 45ºC, como se muestra en la Figura 32. A 
las temperaturas de 55 y 65ºC, la especie presenta colonias con las mismas 
características físicas: son de color café claro y se desarrollan en la superficie del 
agar. Sus características morfológicas cambian según la temperatura.  
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A 55ºC, el tamaño de la colonia es de 0.2 cm y se desarrollan en forma aislada, 
mientras que, a 65ºC, las colonias presentan un tamaño de 0.5 cm de diámetro, 
proliferan aisladas distribuidas uniformemente y sin agrupación. Esto se observa en 
las Figs. 33 y 34. Con los resultados anteriores se concluye que la temperatura 
óptima de desarrollo de dicha especie es de 65ºC. 

 
4.4.4.2 Cinética de proliferación (“crecimiento) de las especies  
 

a) Methanobacterium formicicum 
 

La especie Methanobacterium formicicum a 45ºC, presenta una fase de latencia, que 
contiene 100 bacterias/mL. Dicha fase tiene un duración de 4 días. Al término de 
ésta, las bacterias empiezan a proliferar presentando la fase exponencial, la cual está 
formada por periodos. En cada uno de ellos se forma una nueva generación. En este 
caso se obtuvo un total de 6.08 generaciones. Cada generación se desarrolla en un 
tiempo de 27.6 h-1. Para el día 9, aparece la fase estacionaria, con un total de 7100 
bacterias/mL. Debido a que la siguiente cuantificación se realizó después de 4 días, 
no se observa detalladamente dicho periodo, obteniendo solamente un máximo. Al 
finalizar la fase estacionaria, desciende rápidamente la población bacteriana en un 
59.15%, obteniendo para la fase endógena o de muerte un total de 4200 
bacterias/mL, al día 15. Los valores cuantificados para cada día del experimento, así 
como el periodo y la generación, se presentan en las Tablas 26, 27 y 28. Estos 
resultados también se graficaron y se aprecian en la Gráfica 1.  

 
La especie Methanobacterium formicicum, a 55ºC, tiene un periodo de latencia de 2 
días de duración. Dicha fase contiene 100 bacterias/mL. En el día 2 comienza la 
fase exponencial, que termina en el día 10. Durante esta fase, el total de organismos 
es de 21000 bacterias/mL, las cuales se desarrollaron durante 7.66 generaciones. 
Cada generación tardó en desarrollarse 34.46 h-1. Esto se puede observar en la Tabla 
27. Posteriormente, en el día 11 se presenta la fase estacionaria, con un total de 
21100 bacterias/mL. La siguiente cuantificación se realizó en el día 14, 
descendiendo la población y así presentando la fase de muerte. En ésta existe una 
disminución de organismos del 33% con respecto a la fase estacionaria. La Gráfica 
2 genera de los resultados que se presentan en la Tabla 26, mientras que las fases y 
generaciones se presentan en las Tablas 27 y 28.  

 
b) Methanobacterium ivanov 

 
La especie Methanobacterium ivanov sólo se desarrolló a 45ºC, debido a que la 
temperatura es un factor limitante en su proliferación. Dicha especie presenta una 
fase de latencia con una duración de 4 días, la cual contiene 100 bacterias/mL. En el 
día 4 empiezan a desarrollarse formando la fase exponencial, la cual termina en el 
día 13, obteniendo un valor de 37700 bacterias/mL. En esta fase se reproducen un 
total de 8.50 generaciones. Cada generación tardó en desarrollarse 33.88 h-1. 
Posteriormente, en el día 14 se obtuvo la fase estacionaria, que contiene 37800 
bacterias/mL y, finalmente, durante el día 15 se observa una rápida disminución, 
presentando así la fase de muerte, en la cual existe una disminución de los 
organismos del 77.2%. Dichos datos se pueden consultar en las Tablas 26, 27, 28, al 
igual que en la Gráfica 3. 
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c) Methanobacterium wolfeii 

 
Las colonias pertenecientes a la especie Methanobacterium wolfeii, a 45ºC, 
presentan su fase de latencia durante los días 1 y 2, en los cuales existen 100 
bacterias/mL. La fase exponencial comienza al segundo día y termina su desarrollo 
en el día 9. Durante este periodo se reproducen 6.35 generaciones, en las cuales 
aparecen 8400 bacterias /mL. Por lo tanto, el tiempo que tarda cada generación para 
reproducirse y formar una nueva es de 41.57h.-1. La fase estacionaria inicia el día 
10, con un total de 8500 bacterias/mL. Al siguiente día se observó una decaída del 
65%, iniciando la fase de muerte. Dicha fase tiene una duración de 5 días. Esto se 
observa en la Gráfica 4 y en la Tabla 27. Esta especie es la única que se encuentra a 
las tres temperaturas, siendo la de 45ºC la que contienen menor cantidad de 
bacterias/mL, con un 17 % con respecto a las de 55 y 65ºC. Lo antes mencionado se 
representa en la Tabla 26. 

 
Methanobacterium wolfeii a 55ºC, presenta un periodo de latencia de 2 días, con un 
total de 100 bacterias/mL. La fase exponencial inicia en el día 2 y finaliza en el día 
11. Durante este tiempo existen 7.65 generaciones, que se reproducen a una 
velocidad de 31.41h-1, dando un total de 20700 bacterias/mL. Posteriormente, en el 
día 10 inicia la etapa estacionaria con un total de 21800bacterias/mL. Dicha fase no 
tiene un periodo largo, ya que al siguiente día desciende en un 55.2%, llegando a la 
última fase, la cual tiene una duración de 5 días. Los resultados presentados se 
pueden verificar en las Tablas 26, 27 y 28.  

 
La última especie, perteneciente al género Methanobacterium wolfeii a 65ºC, tiene 
una fase de latencia de 3 días, en la cual se presentan 100 bacterias/mL. La fase 
exponencial empieza en el día 2 hasta el día 5. Durante este tiempo se formaron 
7.51 generaciones y cada una de éstas se reprodujo en 15.9 h-1, lo cual significa que 
al término de dichas generaciones se formaron 19900 bacterias/mL. En esta especie 
se observó que, a mayor temperatura, el tiempo de generación era más rápido, 
obteniendo una mayor cantidad de bacterias. Para el día 5 comienza la fase 
estacionaria que contiene 19100 bacterias/mililitro. El tiempo de esta fase es muy 
corto, obteniéndose un máximo que se puede ver en la Gráfica 6. Las bacterias 
empiezan a morir al siguiente día con un descenso del 15% y, al llegar al séptimo 
día, se había perdido un 31% de la población cuantificada en la fase estacionaria, 
quedando solamente con 6000 bacterias /mL, tal como se observa en la Tabla 26. Se 
deber tener en cuenta que la última fase sólo duró 2 días, debido a que el medio de 
cultivo fue afectado por dos factores limitantes, la temperatura y el sustrato, 
presentando una deshidratación como resultado del primero y una disminución de 
las bacterias por la falta de sustrato. 
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d) Desulfotomaculum nigrificans  

 

La especie perteneciente a la sulfato reductoras Desulfotomaculum nigrificans a 
45ºC tiene una duración de la fase de latencia de solamente 1 día, ya que al segundo 
día comienza la fase exponencial en la que prolifera hasta el día 11. Durante ese 
periodo se presentan 6.76 generaciones, las cuales tiene un tiempo para reproducirse 
de 42.60h-1, dando un total de 11200 bacterias /mL. Al término de esta fase se 
observa un estancamiento, al cual se le llama fase estacionaria, que empieza en el 
día 11con un total de 11300 bacterias/mililitro. Dicho proceso no se percibe 
adecuadamente en la Gráfica 7, ya que esta fase se desarrolla en un tiempo menor 
que el cuantificado, haciendo notar rápidamente la fase de muerte, ya que al 
siguiente día se presenta un declinamiento rápido del 66.3 %. Se encuentran los 
datos de esta investigación en el Tabla 26. La temperatura óptima de proliferación 
para esta especie está entre 55 y 65ºC, teniendo en cuenta que el desarrollo óptimo 
de la especie de interés Desulfotomaculum nigrificans, obtienen un mayor 
desarrollo en dichas temperaturas. Esto se describirá en el siguiente párrafo.  

 
Esta bacteria Desulfotomaculum nigrificans presenta a 65ºC un desarrollo acelerado 
como se observa en el Gráfica 8, debido a la temperatura en la que se encuentra. 
Durante 2 días se establece fase de latencia, en la cual se tienen 100bacterias /mL. 
Después de esta fase se adquiere un acelerado desarrollo, en la llamada fase 
exponencial, en la cual se forman 7.25 generaciones. Cada una de éstas se 
reproducen los organismos en un tiempo de 19.86 h-1, dando un total de 15800 
bacterias/mL, en el día 5. La fase estacionara tiene una duración de 1 día, comienza 
el día 6 y el día 7 termina con 15900 bacterias/mL. Esto se observa en la Gráfica 8. 
Inmediatamente se produce un decaimiento de la población al siguiente día con el 
70.45%. Por lo tanto, dicha especie tienen un periodo de vida corto. Dicha especie 
tuvo a 55 y 65°C una proliferación mayor que a 45°C pero, debido al desarrollo de 
las bacterias, el medio de cultivo se fue agotando más rápidamente, consumiendo el 
alimento y, por lo tanto, terminando con el tiempo de vida de ellas. Además, la 
temperatura influyó para que el agar se deshidratara, finalizando en el día 7. 
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Tabla 25. Desarrollo de las especies del medio de cultivo selectivo 

n.c.= No cuantificadas debido a que el agar fue consumido, por las bacterias y secado debido a la temperatura; 
n.r = No registrada; Mf = Methanobacterium formicicum; Mi= Methanobacterium ivanov; Mw= 

Methanobacterium wolfeii; Dn= Desulfotomaculum nigrificams 
 

 
Tabla 26. Cinética de proliferación (“crecimiento”) 

Mf = Methanobacterium formicicum; Mi= Methanobacterium ivanov; Mw= Methanobacterium wolfeii; Dn= 

Desulfotomaculum nigrificams 
 

Tabla 27. Tiempo de generación en la fase exponencial 

n= Numero de generaciones durante la fase exponencial; G= Tiempo para que una generación crezca 

Temperatura 45ºC 55ºC 65ºC 
 bacterias /mL bacterias /mL bacterias /mL 
Día Mf Mi Mw Mf Mw Dn Mw Dn 

0 100 100 100 100 100 100 100 100 
1 100 100 200 100 100 400 100 100 
2 100 100 1000 n.c 600 n.r 800 1300 
3 100 100 2500 1000 n.r 1500 1700 3500 
4 800 500 4200 5700 1500 3700 5900 9200 
5 2100 2000 4500 7600 5300 4000 19100 11200 
6 2700 n.r n.r n.r 9800 n.r 16200 15900 
7 3600 n.r n.r n.r n.r n.r 6000 11200 
8 6000 7200 5600 10300 n.r 6100 n.c n.c 
9 7100 13100 7200 10000 13600 6300 n.c n.c 
10 n.r 14600 8500 14900 20800 7700 n.c n.c 
11 n.r n.r 7100 21100 19400 11300 n.c n.c 
12 n.r n.r n.r n.r 13600 7500 n.c n.c 
13 n.r 22700 n.r n.r n.r n.c n.c n.c 
14 5000 37800 5000 12000 n.r n.c n.c n.c 
15 2900 29200 2900 6900 9300 n.c n.c n.c 

Temperatura 45ºC 55ºC 65ºC 
 bacterias /mL bacterias /mL bacterias /mL 
Fase Mf Mi Mw Mf Mw Dn Mw Dn 

latencia 100 100 100 100 100 100 100 100 
Exponencial 7000 37700 8400 21000 20700 11200 19000 15800 
Estacionaria 7100 37800 8500 21100 20800 11300 19100 15900 
Muerte 4200 8600 5600 14200 11500 3800 13100 4700 

Temp. 45ºC 55ºC 65ºC 
 Mf Mi Mw Mf Mw Dn Mw Dn 

n 6.08 8.50 6.35 7.66 7.64 6.76 7.51 7.25 
G 27.6 h-1 33.88 h-1 41.57 h-1 34.46 h-1 31.41 h-1 42.60 h-1 15.9 h-1 19.86 h-1 
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Tabla 28 Gráficas del medio de cultivo selectivo, durante 15 a 17 días 

 

 

Gráfica 1. Methanobacterium formicicum a 45ºC Gráfica 2. Methanobacterium formicicum a 55ºC 
 

 

Gráfica 3. Methanobacterium ivanov a 45ºC Gráfica 4. Methanobacterium wolfeii .45ºC 
 

 

Gráfica 5. Methanobacterium wolfeii 55ºC Gráfica 6. Methanobacterium wolfeii 

 

 

Gráfica 7. Desufotomaculum nigrificans 55ºC Gráfica 8. Desulfotomaculum nigrificans 65ºC 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 
 
5.1 Conclusiones 
 
De acuerdo con el objetivo planteado, de identificar y cuantificar bacterias metanogénicas y 
sulfato-reductoras que se encuentran en reactores tipo RALLFA a 45, 55 y 65ºC 
alimentados con vinazas de caña de azúcar, se puede concluir lo siguiente: 
 
El medio de cultivo general citado por Bryant et al. (1978), es el óptimo para obtener un 
desarrollo de las BM y BSR, a partir de la inoculación de 1 mL de lodo proveniente de cada 
RALLFA a las tres temperaturas de trabajo 45, 55 y 65ºC. 
 
De las diluciones realizadas para obtener características morfológicas definidas aisladas y 
sin agrupaciones de lodo del RALLFA a 45ºC, las características deseadas se obtuvieron en 
la dilución 10-2. 
 
Al obtener la dilución deseada e inocular nuevamente con el mismo fin del punto anterior, a 
las tres temperaturas de trabajo, para los grupos metanogénicos y sulfato-reductores 
propuestos por Balch et al. (1979) y Flaherty et al. (1998), respectivamente, se presentaron 
desarrollos adecuados para las BM y las BSR a las tres temperaturas con un periodo de 
incubación de 30 días, presentando caracteriasticas para cada uno de los grupos que 
corresponden a lo citado por los autores señalados anteriormente y que estudiaron a las 
BSR y BM. 
 
La cuantificación de las BM y BSR, que se calculó mediante el NMP de Girard y Rougieux 
(1964), empleando medios de cultivo específicos a las tres temperaturas de trabajo, durante 
30 días, permitieron cuantificar 150000 BM/mL a 45ºC, mientras que de las BSR, 
solamente se cuantificaron 200 bacterias/mL. A 55ºC, las BM contadas fueron 15000000 
bacterias/mL, en comparación de las BSR de las que se obtuvieron 12000 bacterias/mL. 
Esto estableció que en ambas temperaturas, había un mayor número de BM que de BSR. En 
el RALLFA a 65ºC había 4600 BM/mL y 11000 BSR /mL. Por lo tanto, a 65ºC, las BM 
presentan un descenso en su población, debido a que la temperatura inhibe su crecimiento y 
las BSR comienzan a reproducirse ya que se desarrollan a temperaturas mayores de 55ºC. 
Esto resulta muy interesante ya que en estudios anteriores, realizados con el mismo tipo de 
vinazas, pero solamente a 35, 45 y 55°C, se planteaba la idea de trabajar a temperaturas 
más elevadas para tener una mayor productividad de metano (Castro-González et al., 
2005). Los resultado obtenidos en esta investigación y respaldados por otros investigadores 
hacen patente que, si el propósito final de estos reactores es la producción de metano, no 
debe excederse la temperatura de proceso de 55°C. 
 
El aislamiento de las especies en estudio: Methanobacterium formicicum, 

Methanobacterium ivanov, Methanobacterium wolfeii Desulfotomaculum nigrificans se 
llevó a cabo mediante cultivos selectivos para cada especie en placa, usando medios de 
cultivo específicos para BM y BSR. 
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La especie Methanobacterium formicicum, citada por los autores Belyaev et al. (1983); 
Boone (1989); Boone et al. (1986); Bryant y Wolis (1975) y Bryant et al. (1971, 1967), 
presenta características similares a lo referido en esta investigación, a 45 y 55ºC. Debido a 
las características morfológicas obtenidas en este estudio y por los autores citados se 
presume que la especie es justamente Methanobacterium formicicum. A 65ºC no presentó 
desarrollo. 
 
La Methanobacterium ivanov, mencionada por los autores Jain et al. (1987); Kneifel et al. 

(1986) y Konig (1984), solamente se desarrolló a 45ºC, obteniendo con esto las 
características propias de la especie en estudio. Esto confirmó su identificación. A 55ºC y 
65ºC no se observó desarrollo.  
 
La especie Methanobacterium wolfeii descrita por los autores Winter et al. (1987) y Zellner 
et al. (1989), la cual fue la única que apareció a las tres temperaturas. Las características 
observadas y citadas bibliográficamente son similares y, por este motivo, se presume que es 
la especie en estudio. 
 
Y, por último, la Desulfotomaculum nigrificans posee características distintivas como lo 
reafirma la referencia bibliográfica de Flaherty et al. (1998); siendo éstas, las formas 
propias de las bacterias encontradas en esta investigación, lo que confirma la presencia de 
Desulfotomaculum nigrificans. 
 
En el caso de la caracterización por colonias, las Methanobacterium formicicum que 
aparecen únicamente a dos temperaturas, 45 y 55ºC tienen características similares, y a 65 
ºC, no hay crecimiento. Para la Methanobacterium ivanov, sólo se encuentra a 45ºC. La 
especie Methanobacterium wolfeii, fue la única que estuvo presente a las tres temperaturas, 
obteniendo colonias con las mismas características. Y, por último, la Desulfotomaculum 

nigrificans solamente se desarrolló a 55 y 65ºC, con características físicas similares. Lo 
antes mencionado permite concluir que, a 45y 55ºC, las colonias pertenecientes al género 
de las Methanobacterium presentan un mayor desarrollo y que, para las BSR, su 
proliferación se obtiene a partir de 65ºC, lo que indica que la temperatura sí tiene un rol 
importante en la población específica de estas bacterias.  
 
Los resultados de la cinética de proliferación (“crecimiento”) de cada una de las especies en 
estudio cuando alcanzaron la fase exponencial y tuvieron la mayor abundancia permiten 
concluir que la especie Methanobacterium formicicum tiene su valor máximo a 55°C (21100 
bacterias/mL), mientras que la especie Methanobacterium ivanov solamente aparece a 45°C 
con (37800) y la especie Methanobacterium wolfeii puede soportar las tres temperaturas en 
estudio, teniendo el valor más elevado a 55°C (20800 bacterias/mL). Sin embargo, como la 
única especie estudiada Desulfotomaculum nigrificans del grupo de las sulfato reductoras 
encontradas, prolifera a partir de 55°C (11300 bacterias/mL) y con mayor abundancia a 
65°C (15800 bacterias/mL), puede concluirse que, para promover la producción de metano, 
la temperatura máxima a la que debe operarse un reactor anaerobio debería ser 55°C. 
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5.2 Recomendaciones 
 
Con objeto de identificar plenamente estas especies, se sugiere continuar los estudios, 
realizando identificaciones bioquímicas empleando el ADN de las bacterias. 
 
Asimismo, será importante continuar con la identificación y cuantificación de otras 
especies metanogénicas y sulfato-reductoras. 
 
Finalmente y, uno de los puntos más importantes desde el punto de vista tecnológico, es el 
de cuantificar la cantidad de metano que cada una de estas especies produce con objeto de 
ratificar fehacientemente, cuáles serían las mejores condiciones de operación de los 
reactores anaerobios de lecho de lodos de flujo ascendente a escala industrial. 
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GLOSARIO 

 
 
16S Es un marcador molecular más ampliamente utilizada en 

estudios de filogenia y taxonomía bacteriana 

Ac acetato 

Ambiente aerobio Que posee oxígeno disponible para las reacciones 
bioquímicas 

Ambiente anaerobio Que no posee oxígeno molecular para las reacciones 
bioquímicas 

Ambiente anóxico Que no tiene oxígeno molecular para las reacciones 
bioquímicas pero sí en forma de compuestos químicos 
(nitritos, nitratos, etc.) 
 

ARNr Ácido ribonucleico ribosomal 

Bd Densidad de flotación 

BM Bacterias metanogénicas 

BSR Bacterias sulfato reductoras o sulfatorreductoras 

Cys Cisteina 

Dn Desulfotomaculum nigrificans 

DQOT Demanda química de oxígeno total 

DQO Demanda química de oxígeno 

DSM Colección Alemana de Microorganismos por sus siglas en 
alemán 

El extracto de levadura 

for formato 
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H2 Hidrógeno molecular 

iB Isobutano 

iP Isopropano 

Mf Methanobacterium formicicum 

Mi Methanobacterium ivanov 

Mw Methanobacterium wolfeii 

NH3 amoniaco 

OHPA Siglas en inglés para las bacterias acetogénicas productoras 
obligadas de hidrógeno (obligate hydrogen-producing 
acetogens) 

PAB Producto agrícola bruto 

PIB Producto interno bruto 

RALLFA Reactores anaerobios de lechos de lodos de flujo ascendente 

Tm Punto de fusión por sus siglas en inglés 

To Temperatura óptima 

 

Letras griegas 

µ Tasa de proliferación específica (dia-1) 

 

Prefijo 

k kilo 
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Anexos 

 
Anexo A. Clasificación de las bacterias según Bergey’s (2005) 

 
Tabla A. 1 Clasificación actual del Dominio Bacteria del Phylum Firmicutes (Bergey´s 

Manual of Determinative Bacteriology, 2005) 
Phylum XIII. Firmicutes 

Class I. “Bacilli” 
Order I. Bacillales 

Family I. Bacillaceae 

Genus I. Bacillus 

Genus II. Alkalibacillus 

Genus III. Amphibacillus 

Genus IV. Anoxybacillus 

Genus V. Cerasibacillus 

Genus VI. Filobacillus 

Genus VII. Geobacillus 

Genus VIII. Gracilibacillus 

Genus IX. Halobacillus 

Genus X. Halolactibacillus 

Genus XI. Lentibacillus 

Genus XII. Marinococcus 

Genus XIII. Oceanobacillus 

Genus XIV. Paraliobacillus 

Genus XV. Pontibacillus 

Genus XVI. Saccharococcus 

Genus XVII.Tenuibacillus 

Genus XVIII. Thalassobacillus 

Genus XIX. Virgibacillus 

Family II. “Alicyclobacillaceae 

Genus I. Alicyclobacillus 

Family III. “Listeriaceae” 
Genus I. ListeriaAL  

Genus II. Brochothrix 

Family IV. “Paenibacillaceae” 
Genus I. PaenibacillusVP  

Genus II. Ammoniphilus 

Genus III. Aneurinibacillus 

 Genus IV. Brevibacillus 

Genus V. Cohnella 

Genus VI. Oxalophagus 

Genus VII. Thermobacillus 

Family V. Pasteuriaceae 

Genus I. PasteuriaAL 

Family VI. Planococcaceae 
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Genus I. PlanococcusAL  

Genus II. Caryophanon 

Genus III. Filibacter 

Genus IV. Jeotgalibacillus 

Genus V. Kurthia 

Genus VI. Marinibacillus 

Genus VII. Planomicrobium 

Genus VIII. Sporosarcina 

Genus IX. Ureibacillus 

Family VII. “Sporolactobacillaceae” 
Genus I. SporolactobacillusAL  

Family VIII. “Staphylococcaceae” 
Genus I. StaphylococcusAL  

Genus II. Jeotgalicoccus 

Genus III. Macrococcus 

Genus IV. Salinicoccus 

Family IX. “Thermoactinomycetaceae” 
Genus I. Thermoactinomyces 

Genus II. Laceyella 

Genus III. Mechercharimyces 

Genus IV. Planifilum 

Genus V. Seinonella 

Genus VI. Shimazuella 

Genus VII. Thermoflavimicrobium 

Family X. Incertae Sedis 

Genus I. Thermicanus 

Family XI. Incertae Sedis 

Genus I. Gemella 

Family XII. Incertae Sedis 

Genus I. Exiguobacterium 

Order II. “Lactobacillales” 
Family I. Lactobacillaceae 

Genus I. LactobacillusAL  

Genus II. Paralactobacillus 

Genus III. Pediococcus 

Family II. “Aerococcaceae” 
Genus I. AerococcusAL  

Genus II. Abiotrophia 

Genus III. Dolosicoccus 

Genus IV. Eremococcus 

Genus V. Facklamia 

Genus VI. Globicatella 

Genus VII. Ignavigranum 

Family III. “Carnobacteriaceae” 
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Genus I. Carnobacterium 

Genus II. Alkalibacterium 

Genus III. Allofustis 

Genus IV. Alloiococcus 

Genus V. Atopobacter 

Genus VI. Atopococcus 

Genus VII. Atopostipes 

Genus VIII. Desemzia 

Genus IX. Dolosigranulum 

Genus X. Granulicatella 

Genus XI. Isobaculum 

Genus XII. Marinilactibacillus 

Genus XIII. Trichococcus 

Family IV. “Enterococcaceae” 
Genus I. EnterococcusVP  

Genus II. Melissococcus 

Genus III. Tetragenococcus 

Genus IV. Vagococcus 

Family V. “Leuconostocaceae” 
Genus I. LeuconostocAL  

Genus II. Oenococcus 

Genus III. Weissella 

Family VI. Streptococcaceae 

Genus I. Streptococcus 

Genus II. Lactococcu 

Genus III. Lactovum 

Class II. “Clostridia” 
Order I. Clostridiales 

Family I. Clostridiaceae 

Genus I. Clostridium 

Genus II. Alkaliphilus 

Genus III. Anaerobacter 

Genus IV. Anoxynatronum 

Genus V. Caloramator 

Genus VI. Caloranaerobacter 

Genus VII. Caminicella 

Genus VIII. Natronincola 

Genus IX. Oxobacter 

Genus X. Sarcina 

Genus XI. Thermobrachium 

Genus XII. Thermohalobacter 

Genus XIII. Tindallia 

Family II. “Eubacteriaceae” 
Genus I. Eubacterium 
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Genus II. Acetobacterium 

Genus III. Alkalibacter 

Genus IV. Anaerofustis 

Genus V. Garciella 

Genus VI. Pseudoramibacter 

Family III. “Gracilibacteraceae” 
Genus I. Gracilibacter 

Family IV. “Heliobacteriaceae” 
Genus I. Heliobacterium 

Genus II. Heliobacillus 

Genus III. Heliophilum 

Genus IV. Heliorestis 

Family V. “Lachnospiraceae” 
Genus I. Lachnospira 

Genus II. Acetitomaculum 

Genus III. Anaerostipes 

Genus IV. Bryantella 

Genus V. Butyrivibrio 

Genus VI. Catonella 

Genus VII. Coprococcus 

Genus VIII. Dorea 

Genus IX. Hespellia 

Genus X. Johnsonella 

Genus XI. Lachnobacterium 

Genus XII. Moryella 

Genus XIII. Oribacterium 

Genus XIV. Parasporobacterium 

Genus XV. Pseudobutyrivibrio 

Genus XVI. Roseburia 

Genus XVII. Shuttleworthia 

Genus XVIII. Sporobacterium 

Genus XIX. Syntrophococcus 

Family VI. Peptococcaceae 

Genus I. Peptococcus 

Genus II. Cryptanaerobacter 

Genus III. Dehalobacter 

Genus IV. Desulfitobacterium 

Genus V. Desulfonispora 

Genus VI. Desulfosporosinus 

Genus VII. Desulfotomaculum 

Genus VIII. Pelotomaculum 

Genus IX. Sporotomaculum 

Genus X. Syntrophobotulus 

Genus XI. Thermincola 

Family VII. “Peptostreptococcaceae” 
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Genus I. Peptostreptococcus 

Genus II. Filifactor 

Genus III. Tepidibacter 

Family VIII. “Ruminococcaceae” 
Genus I. Ruminococcus 

Genus II. Acetanaerobacterium 

Genus III. Acetivibrio  

Genus IV. Anaerofilum 

Genus V. Anaerotruncus 

Genus VI. Faecalibacterium 

Genus VII. Fastidiosipila 

Genus VIII. Oscillospir 

Genus IX. Papillibacter 

Genus X. Sporobacter 

Genus XI. Subdoligranulum 

Family IX. Syntrophomonadaceae 

Genus I. Syntrophomonas 

Genus II. Pelospora 

Genus III. Syntrophospora 

Genus IV. Syntrophothermus 

Genus V. Thermosyntropha 

Family X. Veillonellaceae 

Genus I. Veillonella 

Genus II. Acetonema 

Genus III. Acidaminococcus 

Genus IV. Allisonella 

Genus V. Anaeroarcus 

Genus VI. Anaeroglobus 

Genus VII. Anaeromusa 

Genus VIII. Anaerosinus 

Genus IX. Anaerovibrio 

Genus X. Centipeda 

Genus XI. Dendrosporobacter 

Genus XII. Dialister 

Genus XIII. Megasphaera 

Genus XIV. Mitsuokella 

Genus XV. Pectinatus 

Genus XVI. Phascolarctobacterium 

Genus XVII. Propionispira 

Genus XVIII. Propionispora 

Genus XIX. Quinella 

Genus XX. Schwartzia 

Genus XXI. Selenomonas 

Genus XXII. Sporomusa 

Genus XXIII. Succiniclasticum 

Genus XXIV. Succinispira 
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Family XI. Incertae Sedis 

Genus I. Anaerococcus 

Genus II. Finegoldia 

Genus III. Gallicola 

Genus IV. Helcococcus 

Genus V. Parvimonas 

Genus VI. Peptoniphilus 

Genus VII. Sedimentibacter 

Genus VIII. Soehngenia 

Genus IX. Sporanaerobacter 

Genus X. Tissierella 

Family XII. Incertae Sedis 

Genus I. Acidaminobacter 

Genus II. Fusibacter 

Genus III. Guggenheimella 

Family XIII. Incertae Sedis 

Genus I. Anaerovorax 

Genus II. Mogibacterium 

Family XIV. Incertae Sedis 

Genus I. Anaerobranca 

Family XV. Incertae Sedis 

Genus I. Aminobacterium 

Genus II. Aminomonas 

Genus III. Anaerobaculum 

Genus IV. Dethiosulfovibrio 

Genus V. Thermanaerovibrio 

Family XVI. Incertae Sedis 

Genus I. Carboxydocella 

Family XVII. Incertae Sedis 

Genus I. Sulfobacillus 

Genus II. Thermaerobacter 

Family XVIII. Incertae Sedis 

Genus I. Symbiobacterium 

Family XIX. Incertae Sedis 

Genus I. Acetoanaerobium 

Order II. Halanaerobiales 

Family I. Halanaerobiaceae 

Genus I. Halanaerobium 

Genus II. Halocella 

Genus III. Halothermothrix 

Family II. Halobacteroidaceae 
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Genus I. Halobacteroides 

Genus II. Acetohalobium 

Genus III. Halanaerobacter 

Genus IV. Halonatronum 

Genus V. Natroniella 

Genus VI. Orenia 

Genus VII. Selenihalanaerobacter 

Genus VIII. Sporohalobacter 

Order III. “Thermoanaerobacterales” 
Family I. “Thermoanaerobacteraceae” 

Genus I. Thermoanaerobacter 

Genus II. Ammonifex 

Genus III. Caldanaerobacter 

Genus IV. Carboxydothermus 

Genus V. Gelria 

Genus VI. Moorella 

Genus VII. Thermacetogenium 

Genus VIII. Thermanaeromonas 

Family II. Thermodesulfobiaceae 

Genus I. Thermodesulfobium 

Genus II. Coprothermobacter  

Family III. Incertae Sedis 

Genus I. Caldicellulosiruptor 

Genus II. Thermoanaerobacterium 

Genus III. Thermosediminibacter 

Genus IV. Thermovenabulum 

Family IV. Incertae Sedis 

Genus I. Mahella 

Class III. “Erysipelotrichi” 
Order I. “Erysipelotrichales” 

Family I. Erysipelotrichaceae 

Genus I. Erysipelothrix 

Genus II. Allobaculum 

Genus III. Bulleidia 

Genus IV. Catenibacterium 

Genus V. Coprobacillus 

Genus VI. Holdemania 

Genus VII. Solobacterium 

Genus VIII. Turicibacter 
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Anexo B 
 

Tablas de números más probables de bacterias 
 
Tabla B.1 Índice del NMP y limite confiable de 95% para varias combinaciones de 
resultados positivos cuando son usados varios números de tubos (Diluciones 10, 1 y 
0.1g 

 
Referido de NMX-AA-42-1987 
 



Laboratorio de Ingeniería Química Ambiental y Química Ambiental                                                       UNAM 

83 
 

Anexo C 
 

Características de los medios de cultivo a las tres temperaturas 
 

Tabla C.1. Medio de cultivo para la actividad metanogénica y sulfato-reductora durante 
30 días 

TempºC Bacteria Día Descripción Agrupación Fotografía 

45ºC BM 1 
Cocos y bacilos 

rectos Gram 
negativos. 

Cocos aislados, sin 
agrupacion.y bacilos 

aislados. 
 

45ºC BRS 1 Cocos Gram 
negativos 

Poca proliferación de 
cocos 

 

45ºC BM 2 
Cocos Gram 

negativos, y bacilos 
Gram positivos 

Cocos en poca cantidad, y 
gran proliferación de 

bacilos asilados. 
 

45ºC BSR 2 

Cocos Gram 
positivos, y bacilos 

alargados Gram 
negativos 

Cocos en gran cantidad y 
poca proliferación de 

bacilos sin agrupación, 
aislados. 

 

45ºC BM 4 

Cocos Gram 
positivos, y bacilos 

alargados Gram 
positivos  

Cocos aislados sin 
agrupación y bacilos 

agrupados, bien definidos  
 

45ºC BSR 4 

Cocos Gram 
positivos y bacilos 

cortos Gram 
negativos 

Cocos en gran cantidad, 
aislados bien definidos, y 
poca cantidad de bacilos, 

aislados 
 

45ºC BM 5 

Cocos Gram 
negativos y bacilos 

cortos Gram 
positivos 

Poca proliferación de 
cocos y bacilos en mayor 

cantidad, agrupados. 
 

45ºC BSR 5 Cocos Gram 
negativos 

Gran proliferación de 
cocos, aislados bien 

definidos. 
 

45ºC BM 6 
Bacilos rectos, cortos 

y curvos Gram 
negativos. 

Bacilos dispersos y 
aislados, proliferación 

abundante 
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45ºC BSR 6 Cocos Gram 
negativos 

Cocos aislados poco 
abundantes 

 

45ºC BM 7 
Bacilos curvos Gram 

positivos y Cocos 
Gram positivos 

Proliferación abundante 
de bacilos y poco 

desarrollo de cocos. 
 

45ºC BSR 7 
Cocos Gram 

negativos, y bacilos 
Gram negativos. 

Gran cantidad de cocos, 
agrupados, bien definidos 
y poca cantidad de bacilos 

aislados. 
 

45ºC BM 8 Cocos y bacilos 
Gram positivos  

Cocos abundantes, y 
bacilos aislados, sin 

agrupaciones 
 

45ºC BSR 8 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos abundantes 
aislados. 

 

45ºC BM 11 

Bacilos rectos y 
curvos Gram 

positivos y cocos 
Gram positivos 

Bacilos aislados con gran 
proliferación y cocos sin 

agrupación en poca 
cantidad 

 

45ºC BSR 11 Cocos Gram 
negativos 

Cocos agrupados en gran 
cantidad. 

 

45ºC BM 12 Cocos y bacilos 
Gram positivos  

Cocos sin agrupación, 
Bacilos abundante 

crecimiento sin 
agrupación 

 

45ºC BSR 12 Cocos Gram 
negativos, 

Cocos sin agrupación en 
gran cantidad 

 

45ºC BM 13 

Cocos Gram 
positivos y bacilos 
Gram positivos en 

cadena, 

Cocos aislados y bacilos 
con gran proliferación, 

aislados, bien definidos. 
 

45ºC BSR 13 

Cocos Gram 
negativos y bacilos 

cortos Gram 
negativos 

Gran proliferación de 
cocos, agrupados, y poca 
proliferación de bacilos, 

bien definidos 
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45ºC BM 14 
Bacilos largos rectos, 

Gram positivos y 
cocos Gram positivos 

Bacilos aislados, gran 
cantidad, y cocos aislados 

con poco desarrollo. 
 

45ºC BSR 14 Cocos Gram 
negativos 

Gran cantidad de cocos, 
bien definidos. 

 

45ºC BM 15 

Cocos Gram 
positivos y bacilos 
largos rectos, Gram 

positivos. 

Gran proliferación, de 
bacilos, aislados, y cocos, 
aislados, sin agrupaciones 

 

45ºC BSR 15 
Bacilos cortos, Gram 

negativos y cocos 
Gram negativos. 

Gran cantidad de cocos, 
agrupados, y bacilos 
aislados en menor 

cantidad. 
 

45ºC BM 18 

Bacilos largos rectos, 
Gram positivos y 

cocos Gram 
negativos 

Bacilos agrupados en gran 
cantidad, bien definidos y 
cocos aislados en menor 

cantidad  
 

45 ºC BSR 18 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos, aislados, en gran 
cantidad. 

 

45ºC BM 19 
Bacilos Gram 

positivos, en forma 
de vaina, alargada 

Bacilos agrupados en 
Filamentos, abundantes, 

bien definidos, agrupados. 
 

45ºC BSR 19 
Cocos Gram 

positivos y Gram 
negativos 

Cocos aislados bien 
definidos, en gran 

cantidad 
 

45ºC BM 20 

Cocos Gram 
negativos y bacilos 

cortos Gram 
negativos 

Cocos aislados, poco 
crecimiento. Bacilos bien 

definidos, poco 
crecimiento. 

 

45ºC BSR 20 

Bacilos largos rectos, 
Gram positivos. 

Cocos Gram 
positivos 

Bacilos aislados, gran 
crecimiento. Y cocos poco 

crecimiento. 
 

45ºC BM 21 Cocos Gram 
negativos 

Cantidades muy pequeñas 
casi no  existen. 
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45ºC BSR 21 

Cocos Gram 
positivos y bacilos 
largos rectos, Gram 

positivos. 

Cocos, crecimiento 
abundante aislados estos 
se encuentran en mayor 
cantidad que los bacilos 

 

45ºC BM 22 
Bacilos cortos Gram 

negativos y cocos 
Gram negativos. 

Bacilos abundante 
crecimiento, aislados. Y 
cocos aislados en menor 

cantidad. 
 

45ºC BSR 22 

Bacilos largos rectos, 
Gram positivos,  

Cocos Gram 
negativos 

Bacilos agrupados en 
Filamentos, no muy 

abundantes, bien 
definidos. Cocos en 

abundancia en agrupación.  

45ºC BM 25 Cocos Gram 
negativos. 

Aislados, poco 
crecimiento. 

 

45ºC BSR 25 
Bacilos Gram 

positivos, en forma 
de vaina, alargada 

Bacilos agrupados en 
Filamentos, abundantes, 

bien definidos, agrupados. 
 

45ºC BM 26 
Cocos Gram 

positivos y Gram 
negativos 

Cocos aislados bien 
definidos, en gran 

cantidad 
 

45ºC BSR 26 

Cocos Gram 
negativos y bacilos 

cortos Gram 
negativos 

Cocos aislados, poco 
crecimientoy bacilos bien 

definidos, poco 
crecimiento. 

 

45ºC BM 27 

Bacilos largos rectos, 
Gram positivos. 

Cocos Gram 
positivos 

Bacilos aislados, gran 
crecimiento. Y cocos poco 

crecimiento. 
 

45ºC BSR 27 Cocos Gram 
negativos 

Cantidades muy pequeñas 
casi no  existen. 

 

45ºC BM 28 

Cocos Gram 
positivos. Bacilos 

largos rectos, Gram 
positivos. 

Bacilos, crecimiento 
abundante aislados estos 
se encuentran en mayor 
cantidad que los cocos 

 

45ºC BSR 28 
Bacilos cortos, Gram 

negativos. Cocos 
Gram negativos. 

Bacilos abundante 
crecimiento, aislados. Y 
cocos aislados en menor 

cantidad. 
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45ºC BM 29 

Bacilos largos rectos, 
Gram positivos, y 

cocos Gram 
negativos 

Bacilos agrupados en 
Filamentos, no muy 

abundantes, bien 
definidos. Cocos en 

abundancia en agrupación.  

45ºC BSR 29 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos aislados, poco 
crecimiento. 

 

45ºC BM 30 
Bacilos Gram 

positivos, en forma 
de vaina, alargada 

Bacilos agrupados en 
Filamentos, abundantes, 

bien definidos, agrupados. 
 

45ºC  30 
Cocos Gram 

positivos y Gram 
negativos 

Cocos aislados bien 
definidos, en gran 

cantidad 
 

 
 

Tabla C.2. Medio de cultivo para la actividad metanogénica y sulfato-reductora durante 
30 días 

Tempº
C 

Bacteri
a Día Descripción Agrupación Fotografía 

55 BM 1 Cocos y bacilos Gram 
negativos. 

Poca cantidad cocos, y 
bacilos aislados,. 

 

55 BSR 1 
Cocos Gram negativos y 
bacilos Gram positivos y 

Gram negativos 

Poca cantidad de bacilos y 
cocos, aislados 

 

55 BM 2 Bacilos Gram positivos 
Bacilos cortos, en forma de 
varillas, en gran cantidad 

agrupadas 
 

55 BSR 2 
Cocos Gram positivos y 
Gram negativos, bacilos 

Gram positivos 

Gran cantidad de cocos, 
aislados, y bacilos en menor 

cantidad aislados. 
 

55 BM 4 Bacilos Gram positivos 
Bacilos en forma de varillas 

cortas y largas en gran 
cantidad. agrupadas 
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55 BSR 4 Cocos Gram negativos Cocos aislados, bien 
definidos 

 

55 BM 5 Bacilos Gram positivos 
Bacilos aislados bien 
definidos en forma de 

varillas 

 

55 BSR 5 Cocos Gram negativos. Cocos en gran cantidad, 
agrupados, bien definidos 

 

55 BM 6 Cocos Gram negativos y 
bacilos Gram positivos 

Cocos agrupados aislados y 
Bacilos en forma de varillas 
alargadas, aislados ,bien 
definidos, en gran cantidad 

 

55 BSR 7 Cocos gran negativos Cocos en gran cantidad 
aslados 

 

55 BM 7 
Cocos Gram positivos, y 
bacilos alargados Gram 

positivos 

Poca cantidad de cocos 
Gram positivos, y bacilos en 

gran cantidad alargados, 
bien definidos 

 

55 BSR 10 Cocos Gram negativos Cocos en gran cantidad 
agrupados 

 

55 BM 10 Cocos y bacilos Gram 
positivos 

Cocos aislados y en poca 
cantidad. Bacilos en forma 
de varrillas alargadas, bien 
definidos, en gran cantidad. 

 

55 BSR 11 Cocos Gram negativos Gran cantidad de cocos, 
agrupados. 

 

55 BM 11 Bacilos Gram positivos 
Bacilos en forma de 

filamentos alargados, bien 
definidos. En gran cantidad. 

 

55 BSR 12 Cocos Gram positivos y 
Gram negativos 

Cocos Gram negativos en 
gran cantidad, agrupados y 
Gram positivos aislados en 

menor cantidad 
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55 BM 12 
 

Bacilos y cocos Gram 
positivos 

Cocos bien definidos, 
aislados. Bacilos en forma 

de varrillas largas y en 
agrupaciones, en gran 

cantidad..  

55 BSR 13 Bacilos y cocos Gram 
positivos 

Cocos Gram negativos en 
gran cantidad, agrupados y 

cocos Gram positivos 
aislados en menor cantidad. 
Bacilos cortos, aislados en 

poca cantidad  

55 BM 13 Cocos y bacilos Gram 
positivos 

Cocos aislados y bien 
definidos. Bacilos en forma 

de varillas alargadas, en 
agrupaciones en gran 

cantidad  

55 BSR 14 Cocos Gram positivos y 
negativos 

Cocos Gram negativos en 
gran cantidad agrupados y 

cocos Gram positivos 
aislados en menor cantidad 

 

55 BM 14 Cocos y bacilos Gram 
positivos 

Cocos agrupados. Bacilos 
en forma de varrillas 
alargadas muy bien 
definidas aisladas. 

 

55 BSR 15 Cocos Gram positivos y 
negativos 

Cocos Gram negativos en 
gran cantidad agrupados y 

cocos Gram positivos 
aislados en menor cantidad 

 

55 BM 15 Cocos y bacilos Gram 
positivos 

Cocos aislados bien 
definidos. Bacilos en gran 

cantidad en forma de 
varrillas alargadas, en 

agrupaciones.  

55 BSR 18 Cocos Gram positivos y 
Gram negativos 

Cocos Gram positivos en 
forma de gota, en poca 

cantidad aislados 
 

55 BM 18 Cocos y bacilos Gram 
positivos 

Cocos agrupados. Bacilos 
en forma de varillas 

aisladas, bien definidas 
 

55 BSR 19 Cocos Gram negativo aislados bien definidos 
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55 BM 19 Bacilos Gram positivos Bacilos en forma de varillas 
alargadas, en gran cantidad 

 

55 BSR 20 Cocos Gram positivos y 
Gram negativos 

Cocos Gram positivos en 
forma de gota, en poca 

cantidad aislados 
 

55 BM 20 Bacilos Gram positivos 
Bacilos en gran cantidad en 
forma de varillas cortas y 
alargadas, bien definidas 

 

55 BSR 21 Cocos y Bacilos Gram 
positivos. 

Cocos aislado, en poca 
cantidad, Bacilos en forma 

de varrillas alargadas y 
cortas aisladas bien 

definidas  

55 BM 21 Bacilos Gram positivos 
Bacilos en gran cantidad en 
forma de varrillas alargadas, 

bien definidas 
 

55 BSR 22 Cocos Gram positivos Aislados, bien definidos , en 
gran cantidad 

 

55 BM 22 Bacilos Gram positivos 
Bacilos en gran cantidad en 
forma de varillas alargadas 

en gran cantidad 
 

55 BSR 25 Cocos Gram negativos Cocos agrupados, bien 
definidos, en gran cantidad. 

 

55 BM 25 Bacilos Gram positivos y 
negativos 

Bacilos en forma de varillas 
alargadas en grandes 

cantidades aisladas, bien 
definidas. 

 

55 BSR 26 Cocos Gram negativos Cocos sin agrupación, en 
gran cantidad. 

 

55 BM 26 Bacilos y cocos Gram 
positivos, 

Bacilos en forma de varillas 
alargas, muy bien definidas 
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55 BSR 27 Cocos Gram positivos y 
negativos. 

Cocos agrupados, en gran 
cantidad, 

 

55 BM 27 Bacilos y cocos Gram 
positivos, 

Bacilos en forma de varillas 
alargas, muy bien definidas 

 

55 BSR 28 Cocos Gram positivos y 
negativos 

Cocos con agrupaciones 
bien definidos. 

 

55 BM 28 Bacilos Gram positivos y 
negativos 

Bacilos en gran cantidad en 
forma de varillas largas y 

cortas bien definidas 
 

55 BSR 30 Cocos Gram negativos Cocos aislados, muy bien 
definidos, en gran cantidad. 

 

55 BM 30 Bacilos Gram positivos 

Gran cantidad de bacilos 
agrupados, bien definidos 

en forma de varillas largas y 
cortas. 

 
 
 

Tabla C3. Medio específico para la actividad metanogénica y sulfato-reductora a 
65ºC, durante 30 días 

 
Tempº

C. 
Bacteria Día Descripción Agrupación Fotografía 

65 BM 1 Cocos Gram negativo Poca cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BSR 1 Cocos Gram positivos Poca cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BM 2 Cocos Gram negativos Poca cantidad de 
cocos, aislados 
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65 BSR 2 Cocos Gram positivos Poca cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BM 4 Cocos, Gram positivos Cocos en gran 
cantidad 

 

65 BSR 4 Cocos Gram negativos Gran cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BM 5 Cocos Gram positivos Poca cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BSR 5 
Cocos Gram 

negativos, y bacilos 
Gram positivos 

Poca cantidad de 
bacilos y gran cantidad 

de cocos 
 

65 BM 6 Bacilos Gram 
positivos 

Bacilos cortos 
aislados, en pequeñas 

cantidades, bien 
definidos  

65 BSR 7 Cocos Gram negativos Gran cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BM 7 Bacilos Gram 
positivos 

Bacilos cortos 
aislados, en pequeñas 

cantidades, bien 
definidos  

65 BSR 10 Cocos Gram negativos Gran cantidad de 
cocos, aislados 

 

65 BM 10 
Bacilos Gram 

positivos y bacilos 
cortos Gram negativo 

Bacilos cortos en gran 
cantidad , agrupados y 

Bacilos largos en 
forma de varillas, 

cortas, sin agrupación  

65 BSR 11 Cocos y bacilos Gram 
negativo 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 
bacilos en forma de 

varillas cortas, aislada 
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65 BM 11 
Bacilos Gram 

positivos y bacilos 
cortos Gram negativo 

Bacilos cortos en gran 
cantidad , agrupados y 

Bacilos largos en 
forma de varillas, 

cortas, sin agrupación  

65 BSR 12 Cocos y bacilos Gram 
negativo 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 
bacilos en forma de 

varillas cortas, aislada  

65 BM 12 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 
varillas alargadas 

 

65 BSR 13 Cocos y bacilos Gram 
negativos 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 
bacilos en forma de 

varillas cortas, aislada  

65 BM 13 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 
varillas alargadas, y 
bacilos en forma de 

varillas cortas en 
pequeñas cantidades  

65 BSR 14 Cocos y bacilos Gram 
negativos 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 
bacilos en forma de 

varillas cortas, aislada  

65 BM 14 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 
varillas alargadas, y 
bacilos en forma de 

varillas cortas en 
pequeñas cantidades  

65 BSR 15 Cocos y bacilos Gram 
negativos 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 
bacilos en forma de 

varillas cortas, aislada  

65 BM 15 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, con 
agrupaciones  

65 BSR 18 Cocos Gram negativos Cocos en gran 
cantidad, aislados 
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65 BM 18 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, con 
agrupaciones  

65 BSR 19 Cocos Gram negativos Cocos en gran 
cantidad, agrupados 

 

65 BM 19 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, con 
agrupaciones  

65 BSR 20 Cocos Gram negativos  
y positivos 

Cocos Gram en gran 
cantidad, asilados y 

cocos Gram positivos 
en menor cantidad 

aislados , bien 
definidos  

65 BM 20 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 
varillas alargadas y 

cortas con 
agrupaciones.  

65 BSR 21 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos en gran 
cantidad, asilados 

 

65 BM 21 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 
varillas alargadas y 

cortas con 
agrupaciones.  

65 BSR 22 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos en gran 
cantidad, asilados 

 

65 BM 22 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 
varillas alargadas. 

 

65 BSR 25 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 

bien definidos 
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65 BM 25 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, en 
agrupación, bien 

definidas  

65 BSR 26 Cocos Gram 
negativos. 

Cocos en gran 
cantidad, agrupados, 

bien definidos 
 

65 BM 26 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, en 
agrupación, bien 

definidas  

65 BSR 27 Cocos Gram negativos 
Gran cantidad de 

cocos, agrupados, bien 
definidos 

 

65 BM 27 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, en 
agrupación, bien 

definidas  

65 BSR 28 Cocos Gram negativos 
Gran cantidad de 

cocos, agrupados, bien 
definidos 

 

65 BM 28 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, en 
agrupación, bien 

definidas  

65 BSR 30 Cocos Gram negativos 
Gran cantidad de 

cocos, agrupados, bien 
definidos 

 

65 BM 30 Bacilos Gram 
positivos 

Gran cantidad de 
bacilos en forma de 

varillas alargadas, en 
agrupación, bien 

definidas  
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Anexo D 
 

Cuantificación de las bacterias en estudio usando NMP 
 

Tabla D1 Resultados del NMP durante 30 días del medio general para la actividad metanogénica a 45ºC 
Tubo 10 

(-1)
10 

(-2)
10 

(-3)
10 

(-4)
10 

(-5)
10 

(-6)
10 

(-7)
10 

(-8)
10 

(-9)
10 

(-10)
10 

(-11)
10 

(-12)

1 18/08/2009 22/08/2009 24/08/2009 24/08/2009 30/08/2009 30/08/2009 30/08/2009

2 18/08/2009 22/08/2009 24/08/2009 30/08/2009 30/08/2009 30/08/2009

3 18/08/2009 22/08/2009 24/08/2009 30/08/2009 30/08/2009

Positivo 3 2 1  
 

Tabla D2 Resultados del NMP durante 30 días del medio general para la actividad sulfato-reductora a 45ºC 
Tubo 10 

(-1)
10 

(-2)
10 

(-3)
10 

(-4)
10 

(-5)
10 

(-6)
10 

(-7)
10 

(-8)
10 

(-9)
10 

(-10)
10 

(-11)
10 

(-12)

1 14/08/2009 17/08/2009 30/08/2009

2 14/08/2009 17/08/2009

3 14/08/2009 30/08/2009

Positivo 2 1 1  
 

Tabla D3. Resultados del NMP durante 30 días del medio general para la actividad metanogénica a 55ºC 
Tubo 10 

(-1)
10 

(-2)
10 

(-3)
10 

(-4)
10 

(-5)
10 

(-6)
10 

(-7)
10 

(-8)
10 

(-9)
10 

(-10)
10 

(-11)
10 

(-12)

1 10/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 22/08/2009

2 10/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 22/08/2009 27/08/2009

3 17/08/2009 17/08/2009 17/08/2009 18/08/2009 22/08/2009 22/08/2009 27/08/2009 22/08/2009 22/08/2009

Positivo 3 2 1  
 

Tabla D4 Resultados del NMP durante 30 días del medio general para la actividad sulfato-reductora a 55ºC 
Tubo 10 

(-1)
10 

(-2)
10 

(-3)
10 

(-4)
10 

(-5)
10 

(-6)
10 

(-7)
10 

(-8)
10 

(-9)
10 

(-10)
10 

(-11)

1 10/08/2009 10/08/2009 12/08/2009 12/08/2009

2 10/08/2009 12/08/2009 12/08/2009 12/08/2009 12/08/2009 24/08/2009

3 10/08/2009 12/08/2009 12/08/2009 12/08/2009 12/08/2009

Positivo 3 2 1  
 

Tabla D5. Resultados del NMP durante 30 días del medio general para la actividad metanogénica a 65ºC 
Tubo 10 

(-1)
10 

(-2)
10 

(-3)
10 

(-4)
10 

(-5)
10 

(-6)
10 

(-7)
10 

(-8)
10 

(-9)
10 

(-10)
10 

(-11)

1 11/09/2009 18/09/2009 18/09/2009 18/09/2009 18/09/2009

2 11/09/2009 11/09/2009 18/09/2009 18/09/2009

3 11/09/2009 18/09/2009 18/09/2009 18/09/2009

Positivo 3 3 1  
 

Tabla D6. Resultados del NMP durante 30 días del medio general para la actividad sulfato-reductora a 65ºC 
Tubo 10 

(-1)
10 

(-2)
10 

(-3)
10 

(-4)
10 

(-5)
10 

(-6)
10 

(-7)
10 

(-8)
10 

(-9)
10 

(-10)
10 

(-11)

1 14/09/2009 14/09/2009 11/09/2009 18/09/2009

2 14/09/2009 11/09/2009 11/09/2009 21/09/2009 21/09/2009

3 14/09/2009 14/09/2009 11/09/2009 18/09/2009 21/09/2009

Positivo 3 3 2  
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