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MICROBIOTA ASOCIADA A UN BIORREACTOR ANAEROBIO 

DE MEMBRANA SUMERGIDA (BRAMS) 

 

 

 
RESUMEN 
 

El uso de procesos anaerobios para el tratamiento de aguas residuales ofrece importantes ventajas 

con respecto a los aerobios como son: menor generación de biomasa, menor gasto energético y 

producción de biogás aprovechable. Ahora bien, la tecnología de los biorreactores de membrana ha 

permitido que al acoplar membranas de micro o ultrafiltración, se mejore aun más el proceso, 

usando sistemas más compactos (ya que no se requiere un sedimentador secundario como post-

tratamiento), y genere un efluente ya filtrado de mejor calidad (libre de sólidos, turbidez y 

microorganismos). Sin embargo, el principal inconveniente de estos sistemas es el inevitable 

taponamiento de las membranas, lo cual eleva los costos de operación y mantenimiento. Este 

taponamiento ha sido investigado con el fin de determinar cuáles son los principales componentes 

que ocasionan este efecto adverso, y proponer nuevas y mejores estrategias de control. 

 

El objetivo de este trabajo fue por lo tanto, identificar los componentes microbianos de la capa 

taponante que se desarrolla en una membrana sumergida de un reactor anaerobio (UASB) a 

diferentes condiciones de operación (tiempo de retención hidráulico y dos métodos de limpieza: 

retrolavado y burbujeo de N2). La metodología empleada para identificar lo que ocasionó el 

taponamiento fue: para los microorganismos, técnicas independientes de cultivo (PCR-DGGE) y la 

interpretación de sus resultados por medio del nuevo concepto introducido por Marzorati et al. 

(2008) de la gestión de recursos microbianos. El uso de técnicas independientes del cultivo permitió 

identificar algunos microorganismos de los dominios de Archaea y Bacteria, presentes en la capa 

taponante (65% de un total de bandas presentes en los geles de poliacrilamida). De los 

microorganismos identificados para Bacteria, los géneros Chloroflexi y Leptonema, sólo se 

encontraron en las muestras de biopelícula. Sin embargo, esto fue probablemente por su mayor 

abundancia en las muestras de biopelícula a diferencia de las muestras del lodo anaerobio, debido a 

que al tratarse de un reactor alimentado con agua residual sintética,  la fuente de toda la microbiota 

en la biopelícula es el lecho de lodos y sus gránulos anaerobios. Trichococcus sp. fue el 

microorganismo que se presentó mayormente en todos los tratamientos (tanto filtración continua 

como filtración intermitente, con y sin burbujeo de nitrógeno). Para el dominio Archaea se 

identificaron especies pertenecientes a los géneros Methanobacterium y Methanosaeta. Las 

comunidades de Bacteria presentaron una mayor diversidad, medida como índice de riqueza, en las 

muestras de biopelícula, y por su parte las de Archaea, una mayor diversidad en los gránulos 

anaerobios. Ambas poblaciones fueron determinadas como estables y con funciones altamente 

especializadas debido a los altos valores del índice de Fo obtenidos (entre 50 y 60%). Las muestras 

analizadas por la técnica de SEM-EDX permitieron identificar cristales de sustancias inorgánicas 

como cobre, hierro, cromo, calcio, entre otros, que junto con los componentes orgánicos de la 

biopelícula, forman la matriz compleja que es la capa taponante.  
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Actualmente, el tratamiento de las aguas residuales se ha vuelto indispensable en nuestra sociedad. 

La escasez del recurso hídrico ha llevado a desarrollar diferentes tecnologías que permitan reutilizar 

este preciado recurso. Frente a los altos costos del proceso de tratamiento de aguas residuales, 

específicamente de tipo municipal, los sistemas anaerobios proveen ventajas extras que lo hacen 

más atractivo frente a los más comúnmente utilizados que son los aerobios. Su operación es más 

económica con respecto a los costos energéticos debido a que no requiere de aireación, tampoco 

genera los gastos de tratamiento de lodos, ya que los microorganismos anaerobios destinan la 

energía derivada del consumo de sustrato a la producción de metano (alrededor del 85 - 90%,) y 

solo un 10 - 15% a la síntesis de biomasa. Además el biogás producido, rico en metano, puede ser 

aprovechado para la generación de energía. Una de las principales tecnologías anaerobias es el 

reactor UASB (Reactor anaerobio de flujo ascendente) desarrollado por Lettinga y colaboradores en 

la década de 1970-1980. 

 

Según datos de CONAGUA, en el 2010 se generaron 235.08 m
3
/s de aguas residuales en México, 

de las cuáles se colectaron 209.07 m
3
/s (88.9%) y únicamente 93.60 m

3
/s (39.8%) recibieron algún 

tipo de tratamiento. En México para el 2010 se encontraban instaladas 152 plantas de tratamiento 

(11% del total que están instaladas) que incluían en sus procesos reactores UASB, de las cuales 133 

contaban solamente con esta tecnología y  19 se integraban con algún tipo de post-tratamiento. Para 

mejorar la calidad del efluente tratado así como minimizar las dificultades de requerimiento de 

espacio en las plantas de tratamiento, algunos países han comenzado a instalar sistemas de 

biorreactores acoplados a membranas de micro o ultrafiltración. Esta tecnología involucra 

membranas de distintos materiales (poliméricos, cerámicos, metálicos, etc.), configuraciones 

(externa o sumergida), tamaño de poro, entre otras características. Todo esto, con el fin de optimizar 

su uso y controlar en la medida de lo posible el taponamiento causado durante el proceso del 

tratamiento de las aguas residuales. El taponamiento es causado por varios factores y pueden 

dividirse principalmente en cuatro: las características del efluente, las características de la biomasa, 

las características de la membrana y las condiciones de operación. Para controlar este efecto 

adverso se han propuesto diferentes medidas, entre las que se destaca el retrolavado, que consiste en 

llevar a cabo una recirculación en sentido inverso del flujo de agua; la filtración intermitente, que 

permite establecer períodos de relajación (sin filtración) a la membrana y con esto permitir que los 

elementos pobremente adheridos puedan despegarse, además de que a esta medida puede sumarse el 

burbujeo de aire, biogás, etc. (dependiendo del tipo de proceso) para provocar el desprendimiento 

de la capa taponante.  

 

El estudio de todos los factores anteriormente mencionados, así como de los componentes que 

constituyen la capa taponante en un sistema de biorreactor de membranas, permitirá esclarecer los 

mecanismos de taponamiento y por consecuencia proponer estrategias de optimización de las 

membranas (con nuevos materiales anti-taponamiento) y mejorar las medidas de control de 

taponamiento, volviendo a estos sistemas una tecnología más eficiente y accesible a la población. 

 

Este trabajo está enfocado a investigar las comunidades microbianas en biorreactores anaerobios 

con membrana sumergida (BRAMS), principalmente en la biopelicula formada sobre la membrana, 

teniendo como antecedentes los estudios realizados en este grupo de trabajo sobre biorreactores 

anaerobios de membrana externa: Calderón (2009), Herrera-Robledo (2011) y Salazar-Peláez 

(2011).  
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MICROBIOTA ASOCIADA A UN BIORREACTOR 

ANAEROBIO DE MEMBRANA SUMERGIDA (BRAMS) 
 

 

 

1. MARCO TEÓRICO 

 
1.1 Tratamiento de aguas residuales 

 

El sistema anaerobio es un proceso biológico ampliamente utilizado en el tratamiento de aguas 

residuales debido a que presenta varias ventajas con respecto a los aerobios. Cuando el agua 

residual tiene una alta carga orgánica, el tratamiento anaerobio se presenta como única alternativa 

frente al que sería un costoso tratamiento aerobio, debido al suministro de oxígeno que requiere este 

último (Foresti, 2002; Hegazi et al., 2011). Los procesos anaerobios producen lodos en una cantidad 

significativamente más baja que la resultante de sistemas aerobios, además tienen la ventaja de 

producir metano, que puede ser utilizado en la generación de diversas formas de energía (Foresti, 

2001; Jeison y van Lier, 2006; Li et al., 2010). 

 

Entre los tratamientos anaerobios existe una gran variedad de tecnologías. El reactor anaerobio de 

flujo ascendente y manto de lodos, mejor conocido por sus siglas en inglés como UASB (upflow 

anaerobic sludge blanket), desarrollado por Lettinga y colaboradores en la década de los setenta, ha 

tenido gran auge en los últimos años aplicado principalmente para altas cargas orgánicas, 

correspondientes a aguas residuales industriales, aunque también en ciertos países se utiliza para 

bajas cargas orgánicas, entre las que se encuentran las aguas residuales de tipo municipal (de Sousa 

y Foresti, 1996; Chernicharo y dos Reis, 1999; Tandukar et al., 2007). El concepto principal del 

reactor UASB es retener la biomasa activa mediante la formación de lodos granulares. El flujo 

ascendente del agua residual en tratamiento provee las condiciones necesarias para desarrollar los 

gránulos (Batstone et al., 2004) que se componen de microorganismos que naturalmente tienden a 

formar aglomerados de 0.5 a 2 milímetros de diámetro con una alta velocidad de sedimentación. 

 

Ahora bien, aunque un proceso biológico resulta eficiente para la degradación de la materia 

orgánica y/o remoción de nutrientes, es necesario en varias ocasiones, en función de la calidad de 

descarga requerida, un tratamiento posterior que permita eliminar los microorganismos y sólidos 

que puedan quedar de este proceso. Como una alternativa de solución, se ha planteado la 

combinación de procesos (físicos, químicos y biológicos) en sistemas más compactos. Actualmente, 

los países desarrollados han iniciado el empleo de la tecnología de biorreactores que integran una 

membrana de micro o ultrafiltración en el proceso, con las ventajas que esto implica en la calidad 

del agua. Además, la incorporación de membranas en el reactor biológico ofrece la ventaja de 

mantener la biomasa dentro del reactor durante períodos de tiempos más largos (retención completa 

de la biomasa en el reactor), permitiendo que las bacterias de baja tasa de crecimiento (como son los 

organismos anaerobios y algunos organismos autótrofos nitrificantes) puedan desarrollarse 

adecuadamente y en condiciones favorables (Chiemchaisri y Yamamoto, 1993; Fan et al., 1996; 

Kishino et al., 1996; Nah et al., 2000; Lin et al., 2011a). Sin embargo también existen ciertas 

desventajas, como los costos de inversión y operación de los módulos de membranas, esto último 

debido al taponamiento de la membrana (fouling), que se convierte en el principal reto de este tipo 

de sistemas (Le Clech et al., 2006; Wang et al., 2009). 
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1.2 Módulos de filtración 

 

Una membrana es un material que permite el paso selectivo de sustancias (separación física). El 

flujo de estas sustancias puede estar determinado por diferentes "fuerzas impulsoras", 

principalmente: la presión, concentración y potencial eléctrico.  

 

En el tratamiento de aguas residuales es el tamaño de poro de la membrana lo que determina hasta 

qué punto son eliminados los sólidos suspendidos, los sólidos disueltos, y los microorganismos 

(Figura 1.1). Las sustancias de mayor tamaño que los poros de la membrana son retenidas 

totalmente. Las sustancias que son más pequeñas que los poros de la membrana son retenidas 

parcialmente, dependiendo de la construcción de una capa taponante en la membrana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 Representación del rango de separación de las membranas. 

(Adaptado de http://www.ultrafiltracion.com.mx/) 

 

 

1.3 Biorreactor de membranas (BRM) 

 

Este concepto fue introducido en la década de 1960-1970 justo cuando estuvieron disponibles los 

primeros módulos de membranas de micro y ultra-filtración comerciales (Le-Clech et al., 2006). Al 

inicio, el alto costo de las membranas fue el principal inconveniente, pero debido a mejoras en la 

operación de los biorreactores que permitieron alargar la vida de las membranas, así como al 

empleo de nuevos materiales sobre todo aquellos derivados de materiales plásticos, los costos se 

redujeron, permitiendo que estos biorreactores fueran una alternativa atractiva frente a sistemas 

convencionales como los lodos activados. 

 

Este tipo de tratamiento combina un proceso de depuración biológica con un proceso físico que es 

la filtración por medio de una membrana, la cual puede retener prácticamente la totalidad de los 

sólidos en suspensión y la biomasa, logrando de esta manera un efluente de gran calidad. Varios 

autores (Samer y James, 2004; Judd, 2006; Le-Clech et al., 2006)  sugieren que la tecnología BRM 

revolucionará el tratamiento de aguas residuales, debido a que éste sistema involucra dos procesos 

en uno: el reactor biológico y la separación de sólidos mediante un módulo de membranas.  

 

http://www.ultrafiltracion.com.mx/
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El BRM presenta muchas ventajas, entre las que se destaca que permite controlar el proceso 

biológico, pues tiene un mayor tiempo de retención de sólidos (TRS) que funciona de manera 

independiente del tiempo de retención hidráulica (TRH). El TRS se define como el tiempo que 

permanece la biomasa dentro del reactor. El TRH representa el tiempo que el sustrato (en este caso 

el agua residual) permanece en el reactor. Así mismo, elimina un alto porcentaje de los sólidos en 

suspensión y los microorganismos, tiene una elevada tasa de eliminación de la materia orgánica, 

menor producción de lodos debido al elevado tiempo de retención celular, su puesta en marcha es 

mucho más rápida, y además requiere una menor área constructiva (Hu and Stuckey, 2006; Jeison y 

van Lier, 2006; Huang et al., 2008; Jeong et al., 2010; Lin et al., 2010). 

 

El agua empleada en las plantas con tecnología BRM puede reutilizarse directamente (para fines de 

agua no potable) sin necesidad de emplear un sedimentador secundario posterior al tratamiento 

biológico ni un sistema de filtración, reduciendo así los pasos de post-tratamiento que requiere el 

agua (Lin et al., 2010; Ballesteros et al., 2011). 

 

Existen principalmente dos tipos de BRM según la ubicación de la membrana: 

 Biorreactor de membrana externa (BRME) y 

 Biorreactor de membrana sumergida (BRMS). 

 

En el primer caso, la configuración de BRME (Figura 1.2) implica que el agua es recirculada, 

mediante una bomba desde el biorreactor hasta la unidad de membrana que se dispone externamente 

a la unidad biológica. Una parte del agua se filtra (permeado) mientras que la otra (rechazo) se 

reenvía al reactor para que continúe la degradación de las partículas orgánicas, o bien si el flujo de 

permeado es lo suficiente, puede llevarse a cabo la filtración de todo el efluente (filtración “dead-

end”). La ventaja de la configuración externa es que permite un mayor control de las condiciones 

hidrodinámicas que influyen en el taponamiento, sin embargo, la energía requerida para mantener la 

presión de filtración en la membrana conocida como presión transmembrana, es elevada (Chang et 

al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

Figura 1.2. Biorreactor de membrana externa. 

 
En el caso de un BRMS (Figura 1.3), tecnología más reciente, la unidad de membrana que realiza la 

separación física está inmersa en el reactor biológico. La fuerza impulsora a través de la membrana 

es alcanzada presurizando el biorreactor (poco común) o creando presión negativa (vacío) en el lado 

del permeado. Las ventajas que presenta esta configuración con respecto a los BRME se basan en  

la reducción en costos energéticos y el estrés en la biomasa, ocasionado por la recirculación de agua 

necesaria en las membranas externas (Gander et al., 2000; Gao et al., 2011).  

 

Rechazo Agua Residual 
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Un parámetro importante en la evaluación del desempeño de los biorreactores de membrana es el 

flux. El flux es el volumen de agua tratada por unidad de área y por unidad de tiempo. 

La configuración de membrana sumergida por lo general opera a condiciones de flux y de presión 

transmembrana mucho más bajas que un BRME por lo cual también requiere de una mayor área de 

membrana para el filtrado (Chang et al., 2002). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Biorreactor de membrana sumergida. 

 

 

1.4 Taponamiento de las membranas en BRM 

 

El principal inconveniente de los BRM es el inevitable taponamiento del módulo de membranas, 

que eventualmente reduce la eficiencia del proceso y provoca que los costos de operación y 

mantenimiento se incrementen al tener que llevar a cabo procesos de limpieza o bien la reposición 

del módulo de membranas (Chang et al., 2001; Kim et al., 2001; Han  et al, 2005). El taponamiento 

es la consecuencia de las interacciones físico-químicas entre el efluente que se filtra y la membrana 

(Chang et al., 2002), y su efecto se mide generalmente con el incremento de la resistencia a la 

filtración, a través del aumento de la presión transmembrana (Lin et al., 2010). En el caso de los 

tratamientos biológicos, los elementos que suelen producir el taponamiento son materia inorgánica, 

materias coloidales y las sustancias poliméricas extracelulares (SPE) que son aquellas sustancias de 

alto peso molecular (principalmente carbohidratos y proteínas) y que pueden generarse a través del 

metabolismo microbiano, siendo excretados por la biomasa, misma que también es un factor 

fundamental en el taponamiento (Hee Yoon et al., 2006; Jinhua et al., 2006; Miura et al., 2007b), o 

bien, a partir de la lisis celular.   

 

Las consecuencias del taponamiento son muy importantes. La más fácilmente observable es una 

reducción en el caudal de permeado debido a la obstrucción de los poros, ya sea en el exterior 

(formación de torta) o en su interior (intra-poro). Como resultado de este hecho, se incrementa el 

gasto de energía, debido a que si se quiere mantener un caudal de permeado constante, se ha de 

aplicar un mayor diferencial de presión. Además, el taponamiento de las membranas también es 

responsable de incrementar la frecuencia de las limpiezas y eventual sustitución de la membrana 

con las repercusiones económicas y de tiempo que esto implica. 

 

El taponamiento se puede clasificar de dos maneras: 

1. De acuerdo a la naturaleza de los elementos taponantes, en taponamiento orgánico, 

inorgánico, formación de biopelícula o bien, 

2. En base al efecto del taponamiento, como reversible o irreversible (algunos investigadores 

prefieren llamarlo como removible o no removible). 
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Dependiendo del tipo de taponamiento, existen diversas medidas de control para minimizar o 

eliminar el taponamiento de la membrana. Estas medidas incluyen la manipulación de las 

condiciones del biorreactor como son, ajustar los parámetros hidrodinámicos y el flux, así como 

también la optimización en el diseño de los módulos de membranas, como son las diferentes 

configuraciones, distintos materiales, etc. (Le-Clech et al., 2006).  

 

En general, para la limpieza de las membranas se habla de métodos físicos y químicos. Usualmente 

los métodos físicos se utilizan cuando se cree que predomina el taponamiento reversible, que es 

cuando existe la formación de una capa taponante con sustancias por lo general, de mayor tamaño 

que los poros de la membrana (Chang et al., 2002). Los métodos físicos más empleados son la 

relajación (filtración intermitente), el retrolavado y la inyección de un gas (burbujas) para ocasionar 

un efecto de corte sobre la capa taponante de la membrana. A continuación se explican los 

mecanismos. 

 

 Para el caso de la filtración intermitente, los sistemas de filtración de membranas mantienen un 

ciclo de filtración repetido, el cual consta de un periodo de producción (filtración) seguido de 

una relajación donde se detiene la filtración (Gao et al., 2011). El taponamiento se reduce al 

combinar el periodo de relajación con inyección de burbujas de gas, como se menciona más 

adelante. 

 

 El retrolavado consiste en una inversión del flujo de permeado para eliminar las sustancias 

depositadas sobre la membrana, a través de expandir ligeramente los poros de la membrana. 

Este proceso colabora a reducir el taponamiento ya que dificulta la deposición de los sólidos 

sobre la membrana. Durante el modo de retrolavado, la filtración se detiene y las bombas de 

permeado utilizadas dan marcha atrás al permeado a través de las membranas para limpiar los 

poros y eliminar las partículas pobremente adheridas a la superficie.  

 

 Otro método físico empleado en los BRMS es la inyección de un gas justo en la parte baja del 

módulo filtrante (aire en el caso de reactores aerobios o biogás en el caso de reactores 

anaerobios)  para que las burbujas ejerzan una fuerza de corte sobre la biopelícula en la 

membrana (Lin et al., 2011b).  

 

Para el caso del taponamiento irreversible o no removible, el cual se observa principalmente cuando 

ocurre un taponamiento por partículas de menor tamaño que el poro (intra-poro), se suelen utilizar 

métodos de limpieza químicos mediante el lavado de la membrana con diversos agentes. Junto con 

el ciclo de filtración normal, una limpieza química regular es esencial para mantener el 

funcionamiento de la membrana, y ésta puede hacerse por ejemplo, con soluciones no muy 

concentradas de hipoclorito de sodio (Calderón et al., 2011). Habitualmente las membranas se 

sumergen en soluciones alcalinas u oxidantes como hipoclorito de sodio para la eliminación de los 

contaminantes orgánicos y soluciones ácidas para la eliminación de los contaminantes inorgánicos. 

Con este método se restituye casi completamente el flujo de permeado, pero un uso demasiado 

frecuente puede perjudicar a la membrana reduciendo su vida útil, además de que puede causar la 

contaminación del efluente con los reactivos químicos (Chee Meng, 2007).  

 

Contrario a lo que puede pensarse, estas medidas de control del taponamiento son limitadas, y la 

importancia de encontrar métodos más efectivos se centra en que estas estrategias son temporales y 

llegan a reducir la integridad de la membrana hasta el punto en que el reemplazo de la membrana se 

vuelve necesario. 
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1.4.1 Mecanismos de taponamiento en BRM 

 

Como ya se mencionó anteriormente, el taponamiento se refleja en el decremento del flux y el 

aumento de la presión transmembrana. Existen principalmente cuatro mecanismos de taponamiento 

en las membranas y son los que se muestran en la figura 1.4 (Le-Clech et al., 2006; Herrera-

Robledo, 2011): 

 

1. Bloqueo completo: en el cual ocurre el taponamiento de los poros por las partículas, pero 

sin que ocurra una sobreimposición de las mismas. 

2. Bloqueo estándar: aquí el taponamiento lo causan las partículas más pequeñas que el 

tamaño de poro (taponamiento interno). 

3. Bloqueo intermedio: involucra el taponamiento de los poros, a la vez que sobre la superficie 

de la membrana ocurre la sobreimposición de otras partículas. 

4. Formación de torta: es cuando se dice que se forma una capa taponante, formada por 

partículas de mayor tamaño que el poro, y se acumulan en la superficie de la membrana. 

 
 

Figura 1.4. Representación gráfica de los cuatro mecanismos de taponamiento.  

(a) Bloqueo de poro. (b) Bloqueo estándar. (c) Bloqueo intermedio. (d) Formación de torta. 

 (Tomado de Le-Clech et al., 2006) 

 
Tomando en cuenta las variables que afectan el grado y tipo de taponamiento de la membrana, se 

han desarrollado modelos que explican los mecanismos de taponamiento, y los dividen 

principalmente en tres etapas como se muestra en la Figura 1.5. 

 

Durante la etapa 1 o taponamiento inicial, se dice que muchas de las sustancias presentes en el 

efluente (SPE, productos microbianos solubles-PMS, agregados microbianos, entre otras)  

interaccionan  fuertemente con la membrana. Se dice entonces, que ocurre una "adsorción pasiva", y 

esto ha sido reportado incluso cuando el flux de la operación es nulo (Zhang et al., 2006a). Esta 

adsorción pasiva la describen los autores como la interacción entre las sustancias del efluente y la 

membrana, capaz de producir cambios en la superficie de la membrana (pasar de superficies 

hidrofóbicas a hidrofílicas) y provocar un descenso en la permeabilidad de la misma. Este último 

efecto depende del tamaño de poro de la membrana y las características del material, sobre todo de 

la hidrofobicidad (Ognier et al., 2002) y es conocido como “concentración-polarización”. En la 

segunda etapa, es más fácil para la biomasa fijarse a la membrana debido a los elementos ya 

presentes en ella, y de esta forma los microorganismos activos comienzan la etapa de colonización o 

formación de una biopelícula, pero sin que ésta afecte directamente la permeabilidad (no se 

observan cambios drásticos en el flux o PTM). De esta forma comenzarán a formarse zonas 

desiguales en cuanto al grado de taponamiento donde la biopelícula ha comenzado a desarrollarse, y 

conforme la filtración avance, el flux tenderá a disminuir. Por lo general, en los BRM se espera 

mantener un flux constante, si esto es así, el hecho de tratar de mantener el flux constante con un 

taponamiento más severo provocará que el flux de operación llegue a los niveles de flux crítico y la 

PTM sufra un drástico incremento, que es cuando llega a la etapa tres. 
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Figura 1.5. Mecanismos de taponamiento para BRM operados a flux constante. 

(Tomado de Le-Clech et al., 2006) 

 
Para el caso particular de los BRMS, se ha identificado que el principal mecanismo de 

taponamiento es la formación de una capa taponante o biopelícula (Bae y Tak, 2005; Cho et al., 

2005; Wang et al., 2005; Grelier et al., 2006). Es por esto que recientemente las investigaciones se 

han centrado también en la caracterización de las comunidades microbianas, especialmente aquellas 

relacionadas en la formación de la biopelícula sobre la superficie de la membrana y que están 

inevitablemente ligadas con las características del efluente y la biomasa involucrada en su 

degradación. Estas comunidades microbianas han sido estudiadas bajo diferentes condiciones de 

operación (Jinhua et al., 2006; Zhang et al., 2006b; Huang et al., 2008; Duan et al., 2009; Calderón 

et al., 2011; Wu et al., 2011), sin embargo en reactores anaerobios de membrana sumergida, los 

estudios aun siguen siendo limitados. 

 

 

1.4.2 Factores en el taponamiento de BRMS 

 

Existen diferentes investigaciones enfocadas en encontrar que es lo que ocasiona mayoritariamente 

el taponamiento en un BRM. El taponamiento en los BRMS es atribuido a diferentes factores, y 

aunque los mecanismos no son del todo claros se dice que en el efluente del biorreactor existen 

partículas que se incrustan en la membrana y van taponando los poros, así como también formando 

una biopelícula en la superficie de la misma, y que conforme avanza el proceso, esto se va 

convirtiendo en algo mucho más complicado de remover (ver Figura 1.4). Bae y Tak (2005) 

encontraron que los sólidos suspendidos en forma de agregados microbianos presentes en el 

efluente son los que ocasionaron la mayor contribución al proceso de taponamiento de la 

membrana, pero que sin embargo la contribución de todos los elementos taponantes varió al 

cambiar las características hidrodinámicas del proceso (diferentes tiempos de retención hidráulico 
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en su caso). Por otro lado existen investigaciones que aseguran que el mayor taponamiento es 

debido a la parte soluble y los coloides en el efluente (Wisniewski y Grasmick, 1998; Bouhabila et 

al., 2001; Chang y Kim, 2005). Le-Clech et al. (2006) indican que la mayoría de las investigaciones 

consideran como principales responsables del taponamiento a las sustancias poliméricas 

extracelulares (SPM), sin embargo, debe tomarse en cuenta que para cada biorreactor existen 

condiciones diferentes, y que también la biomasa tiene sus características particulares. Por lo tanto, 

las investigaciones apuntan a que se puede considerar que existen cuatro factores (Figura 1.6) que 

afectan fuertemente el desarrollo de esta capa taponante y son (Chang et al., 2002; Le-Clech et al., 

2006): 

 

 Las características del efluente,  

 las características de la biomasa,  

 las condiciones de operación y  

 las características del módulo de membranas 

 

Dentro de las características de la biomasa, son de especial interés las sustancias poliméricas 

extracelulares (SPE). Se dice que éstas sustancias pueden provenir de diferentes fuentes, pero todas 

a través de la actividad de los microorganismos presentes en el biorreactor (Wu et al., 2011). El 

estudio realizado en este trabajo se enfoca a elucidar la biomasa presente en el reactor, 

principalmente aquella asociada al taponamiento de una membrana sumergida en un reactor 

anaerobio, y como se discutirá más adelante, el conocimiento de microorganismos capaces de 

producir SPE es importante para esclarecer el metabolismo y posible comportamiento de la 

biopelícula generada a través del tratamiento de aguas residuales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Factores que afectan el taponamiento en un BRMS. 

(Tomado de Le-Clech et al., 2006).  
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1.5 Biopelículas en BRM 

 

El biotaponamiento, por lo general, provoca un taponamiento de tipo irreversible (Ng et al., 2006; 

Miura et al., 2007a; Xia et al., 2008; Kornboonraksa et al., 2009) razón por la cual es importante 

conocer su naturaleza y con esto establecer medidas de control eficientes. Las biopelículas son 

organizaciones microbianas compuestas por microorganismos que se adhieren a las superficies 

gracias a la secreción de sustancias poliméricas extracelulares. Estas conformaciones microbianas 

presentan características como heterogeneidad, diversidad de microambientes, resistencia a 

antimicrobianos y capacidad de comunicación intercelular que las convierten en complejos difíciles 

de erradicar de los ambientes donde se establecen. 

  
Las biopelículas desempeñan un papel muy importante en el tratamiento de agua residual, ya que 

forman la base de diversos tratamientos tanto aerobios como anaerobios y se caracterizan por su 

gran eficiencia y versatilidad (Fernández et al., 2007; Ho y Sung, 2010; Wu et al., 2011). Es bien 

sabido que la formación de una biopelícula en la superficie de la membrana es una de las 

principales causas del taponamiento (Chung-Hak et al., 2006; Hu y Stuckey, 2006; Jeison y van 

Lier, 2006; Lin et al., 2010). La estructura de la biopelícula llega a ser muy variable debido a las 

diferencias en las condiciones de operación, la microbiota ya presente en el reactor y la que 

proviene del influente, entre otros factores (Ng y Ng, 2010).  

 

Existen diferentes modelos que tratan de explicar como ocurre la formación de una biopelícula; a 

continuación se describe el más empleado (Figura 1.7). Este inicia al momento en que una bacteria 

se une a una superficie (en este caso la membrana) e inmediatamente varios microorganismos se 

adhieren también, los cuales comienzan a replicarse activamente y sus componentes extracelulares 

generados por la unión, interaccionan con moléculas orgánicas e inorgánicas del medio que los 

rodea, formando así una matriz compleja de muy diversos componentes (Yeon et al., 2006; Zhang 

et al., 2006b; Falk et al., 2009; Meng et al., 2009; Molina-Muñoz et al., 2009). El crecimiento de la 

biopelícula está influenciado por los nutrientes disponibles en el ambiente y la dispersión de estos 

por la población bacteriana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.7. Modelo de formación de una biopelícula. (Tomado de Harrison et al., 2006). 

 
Lin et al. (2011) proponen que el proceso de taponamiento comienza probablemente con la 

adhesión de pequeños agregados microbianos que van a colonizar la superficie de la membrana y 

favorecer la formación de la capa taponante, lo cual ocurre durante las primeras horas de filtración. 



 
22 

Éstos resultados coinciden con los encontrados por Li et al., (2012) en un reactor híbrido anóxico-

aerobio, quienes señalan que el desprendimiento de pequeños flóculos del lodo biológico en el 

efluente y su incorporación en la membrana, ocasionaron un cambio en la biopelícula debido al 

estrés de la biomasa, elevando las cantidades de SPE producidas por la comunidad microbiana, y 

ocasionando un taponamiento severo que se vio reflejado en un drástico incremento de la PTM 

durante las primeras horas de filtración. Por otro lado, los resultados de Herrera-Robledo et al. 

(2011) en un reactor anaerobio, apuntan a que aquellas SPE con  un menor tamaño que el del poro 

en la membrana, tienen un efecto significativo sobre el taponamiento pues son capaces de ser 

absorbidas por la capa taponante, o bien, de bloquear internamente los poros de la membrana. 

 

Las SPE constituyen una mezcla heterogénea de polímeros que median la biomineralización y la 

adherencia bacteriana, y estabilizan a la biopelícula (Herrera, 2011). Dentro de las SPE se incluyen 

a las macromoléculas tales como carbohidratos y proteínas (en mayor composición), ácidos 

nucleicos y ácidos húmicos (Laspidou y Rittman, 2002; Pan et al., 2010). Entre estas diferentes 

macromoléculas, hay controversia del papel de cada uno y su efecto en el taponamiento. Cerón-

Vivas et al. (2012) encontraron que en el caso de un reactor anaerobio alimentado con agua residual 

municipal sintética, la fracción de carbohidratos en las SPE tuvo el mayor efecto sobre el 

taponamiento de la membrana, que la fracción proteica y los compuestos aromáticos. La 

importancia de las SPE en la formación de la biopelícula radica en que estas macromoléculas que 

pueden provenir de distintas fuentes, ayudarán a formar una resistente matriz en la cual estarán 

embebidas tanto células como sustancias orgánicas e inorgánicas (Flemming et al., 2007). Estos 

polímeros se adhieren a la membrana del biorreactor y provocan el fortalecimiento de las 

comunidades microbianas en el soporte, además de que pueden adherirse a los poros y ocasionar la 

disminución del tamaño de los mismos (Gao et al., 2009). 

 

Las SPE pueden ser secretadas por las células adheridas a un material (soporte) como un 

mecanismo de defensa para fomentar la supervivencia de las comunidades, o bien, pueden provenir 

del medio (nutrientes o lisis celular). Debido a las distintas fuentes de donde pueden provenir esas 

moléculas, es necesario evaluar no sólo la composición de la biopelícula sino también el efluente 

del reactor y lodo biológico presente en el reactor (Kimura et al, 2009). No todas las especies de 

microorganismos son capaces de producir SPE, por lo que el estudio de la composición de la 

microbiota presente en el medio resulta de gran importancia para determinar las interacciones entre 

especies que favorecerán la secreción de estas sustancias (Andersson et al., 2009). 

 

La producción de SPE es influida por la calidad nutricional del medioambiente. Se ha observado 

que un incremento en la concentración de nutrientes está correlacionado con un aumento en el 

número de células bacterianas adheridas. Además, una disponibilidad excesiva de carbono y/o 

limitación de nitrógeno, potasio o fosfatos promueve la síntesis de SPE (Sutherland, 2001; Thomas 

y Nakaishi, 2006). 

 

Las investigaciones actuales se basan en el efecto de las SPE sobre el funcionamiento de los 

biorreactores de membrana, y cómo las condiciones de operación pueden influir tanto cuantitativa 

como cualitativamente en las SPE presentes en el lodo, en el efluente del reactor y en la biopelícula 

de la membrana (Huang et al, 2000; Rosenberger et al., 2006; Zhang et al., 2006b; Malamis y 

Andreadakis, 2009). Varios investigadores han reportado que las SPE tienen un efecto significativo 

en el taponamiento de la membrana (Drews et al., 2008; Andersson et al., 2009; Wang et al., 2009). 

El mayor taponamiento ocurre a bajos tiempos de retención de sólidos aunado al incremento en los 

niveles de SPE en el efluente (Rosenberger et al., 2006; Ahmed et al., 2007; Kimura et al., 2009; 

Meng et al., 2009). En ese sentido, los estudios de Salazar-Peláez et al. (2011) confirman lo 

anterior, puesto que encontraron que al disminuir el TRH en un biorreactor (12, 8 y 4 horas) 

aumenta el contenido de SPE en el efluente. Sin embargo, algunos investigadores encontraron que 
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no existe una relación clara entre el nivel de SPE y el taponamiento de la membrana (Dvořák et al., 

2011). Otros más, han encontrado que el impacto de los SPE sobre el taponamiento sólo ocurre a 

niveles específicos de los mismos (Lee et al., 2003; Yamato et al., 2006; Drews et al., 2008). 

 

El hecho de que exista una mayor o menor concentración de estas fracciones del efluente es 

atribuido principalmente a las propiedades de la membrana, las condiciones hidrodinámicas del 

biorreactor y las características fisiológicas de la biomasa presente, la cual está determinada a su 

vez también, por las condiciones de operación del reactor (Bouhabila et al., 2001; Bae y Tak, 2005; 

Meng et al., 2009). Por ejemplo, se ha reportado que los cambios en la composición del agua 

residual, como una mayor cantidad de materia orgánica degradable (altas cargas orgánicas) pueden 

provocar que los microorganismos presentes en el biorreactor produzcan una mayor cantidad de 

SPE (Judd, 2006; Kolter y Greenberg, 2006; Andersson et al., 2009). Uno los principales 

parámetros de operación que puede afectar la producción y la composición es el tiempo de 

retención de sólidos. Brookes et al. (2006) observaron que la cantidad total de SPE disminuyó al 

aumentar el TRS. Mientras que Lee et al. (2003) observaron un aumento en la concentración de 

proteínas en las SPE cuando el TRS se incrementó.  

 

Sin embargo, hasta este momento la mayoría de los estudios relacionados se han enfocado 

principalmente en el desempeño de los BRMS y el taponamiento de la membrana (aumento en la 

presión transmembrana, reducción del caudal de permeado) sin considerar la comunidad bacteriana 

involucrada y su metabolismo (secreción de SPE).  El estudio de las características de la biomasa 

presente en la biopelícula de la capa taponante de un biorreactor de membrana ha sido un tema que 

comienza a ser discutido en virtud de su importancia en la probable influencia en formar una matriz 

biológica, difícil de controlar, y que finalmente conlleva al taponamiento de las membranas (Drews 

et al., 2008; Stewart y Franklin, 2008). Aunque algunos investigadores han estudiado las 

comunidades bacterianas en los BRM, la información acerca de la estructura, diversidad y 

estabilidad en las comunidades de estos sistemas para el tratamiento de aguas residuales domésticas 

es en gran medida, limitada. 

 

 

1.6 Estudio de la diversidad microbiana 

 

La filogenia es el análisis de las secuencias de genes y proteínas para determinar la relación 

evolutiva (parentesco) entre los organismos vivos. En 1977, Carl Woese y George Fox dieron un 

giro a la información que se tenía acerca de la clasificación de los organismos, ampliando el 

conocimiento de la filogenia microbiana y proponiendo clasificar a los seres vivos en tres dominios: 

Bacteria, Archaea y Eukarya. Finalmente la comunidad científica estuvo de acuerdo, y esto fue 

posible en primer lugar, gracias a la aceptación de la evidencia de que algunas macromoléculas en 

los organismos se encuentran altamente conservadas, es decir, que presentan muy pocas variaciones 

en el proceso evolutivo, y sus secuencias fueron la clave para establecer las relaciones entre ellos. 

Un segundo motivo fue el desarrollo de las técnicas de secuenciación que permitieron que fuera 

más sencillo llevar a cabo los análisis del ARN ribosomal y otras macromoléculas (Staley et al., 

2007).  Muchas razones justifican el uso del ARN ribosomal como marcador evolutivo (Staley et 

al., 2007): 

 

1. Los ribosomas están presentes en todas las células de todos los organismos vivos. 

2. La función del ribosoma como el organelo responsable de la síntesis de proteínas es vital para 

cualquier clase de vida. 

3. Los ribosomas tienen secuencias altamente conservadas en el tiempo durante la evolución, y esto 

se debe a que tienen una estructura compleja y llevan a cabo una función específica. 
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Los ribosomas procariontes contienen tres tipos de ARN ribosomal: 5S, 16S y 23S (la S se refiere a 

la unidad Svedverg que relaciona la masa y la densidad de una molécula). Para el estudio de la 

filogenia en procariontes, el más comúnmente utilizado es el ARN de la subunidad pequeña del 

ribosoma: 16S, sobre todo por su longitud aproximada de 1500 bases, en comparación con las 120 

bases aproximadamente de la subunidad 5S que no es capaz de brindar la suficiente información, y 

la subunidad mayor 23S (>3000 bases) que resulta en una labor más complicada y costosa por el 

mayor número de bases para secuenciar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8.  Estructura secundaria de la molécula de ARN ribosomal 16S de Escherichia coli. Las 

bases están numeradas de la 1 en el extremo 5' a la 1542 en el extremo 3'.  

(Tomado de http://www.rna.icmb.utexas.edu/) 

 

 

http://www.rna.icmb.utexas.edu/
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A pesar de estar altamente conservado en su estructura y secuencia, el gen 16S presenta regiones 

variables que permiten hacer distinciones entre los organismos, tal como lo muestra la figura 1.9. 

Estas regiones variables son muy importantes al momento de elegir y diseñar los cebadores o 

sondas específicos para llevar a cabo la identificación de microorganismos como se explicará más 

adelante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. a) Regiones conservadas y regiones variables en la subunidad pequeña del ribosoma 

(16S para procariontes, 18S para eucariontes). b) Diferencias en la región marcada con la estrella; 

para 3 microorganismos diferentes; E. coli (Bacteria), M. vanielli (Archaea) y S. cerevisiae 

(Eukarya). (Tomado de http://www.rna.icmb.utexas.edu/) 

 

 

Ahora bien, para el presente trabajo es importante mencionar que el estudio realizado se enfocó al 

análisis de 2 dominios: Bacteria y Archaea, razón por la cual se describen brevemente a 

continuación. 

 

 

http://www.rna.icmb.utexas.edu/
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1.6.1 Bacteria 

 

El dominio Bacteria comprende una gran variedad de microorganismos, que incluyen organismos 

fotosintéticos, quimiautotróficos, heterotróficos, etc. Actualmente se han identificado más de 100 

grupos filogenéticos importantes en Bacteria, aunque únicamente se han logrado cultivar los 

representantes de 24 de ellos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10. Árbol filogenético de Bacteria basado en las secuencias de ADN ribosomal 16S para 

cepas puras y librerías de clonas obtenido a partir de muestras naturales.  

(Tomado de Staley et al., 2007). 

 
Entre ellos podemos destacar las características de algunos grupos importantes, como son: 

 

1. Proteobacteria. Este grupo incluye a un gran número de bacterias heterotróficas gram-negativas 

como Pseudomonas y bacterias entéricas como E. coli. También incluye microorganismos 

quimiolitotróficos como las bacterias nitrificantes y las sulfato reductoras (como Desulfovibrio). 

Además son miembros importantes, algunos géneros de bacterias que son organismos 

simbióticos tales como Agrobacterium, Rickettsia y Rhizobium. 
 

2. Firmicutes. Las bacterias de este grupo son Gram-positivas. Se caracterizan por ser organismos 

unicelulares con bajos contenidos de % de G + C. El grupo Bacillus son bacterias aerobias o 

facultativas, mientras que las especies de Clostridium son organismos fermentadores anaerobios. 

Algunos representantes también son sulfato reductores. 
 

3. Bacteroidetes. Este es un phylum muy diverso de microorganismos aerobios y anaerobios. 

Incluyen algunas especies de bajo contenido de % de G + C en su ADN.  
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1.6.2 Archaea 

 

Las arqueas son microorganismos considerados como extremófilos (termófilos, halófilos, etc.). Se 

consideran de gran importancia en varias áreas del conocimiento puesto que los científicos han 

tratado de explicar cómo las macromoléculas de estos microorganismos mantienen su estructura y 

actividad bajo condiciones de desnaturalización para la mayoría de los seres vivos. Un ejemplo de 

la aplicación de estos conocimientos es el uso y comercialización de enzimas termoestables muy 

útiles en los procesos que requieren altas temperaturas. Además, el estudio de Archaea ha llegado a 

representar una importante fuente de datos en la diversidad evolutiva.  

 

Actualmente este dominio está divido en cinco grupos filogenéticos como se muestra en la figura 

1.11 (Brochier-Armanet et al., 2011; Guy y Ettema, 2011; Gribaldo y Brochier-Armanet, 2012). A 

continuación se presentan algunas de sus características.  

 

1. Crenarchaeota (1990). Este phylum contiene a la mayoría de los organismos termófilos 

conocidos (incluso crecen a temperaturas > 100 °C). Por otro lado, también se incluyen aquí los 

que se han encontrado en ambientes extremos como el fondo marino, o incluso en los océanos 

polares (organismos psicrófilos). Varios de ellos basan su metabolismo en el azufre como fuente 

de energía o aceptor en su cadena de electrones para producir sulfuro de hidrógeno. Algunos 

otros son reductores de hierro o manganeso. 

 

2. Euryarchaeota (1990). Aquí se incluyen los metanógenos, algunos de ellos utilizan el dióxido 

de carbono e hidrógeno, mientras que otros producen metano a partir de metanol o ácido acético. 

Estas arqueas se consideran organismos anaerobios. Algunos de sus representantes son 

organismos hipertermófilos. Además, los que son capaces de crecer en ambientes salinos 

sobresaturados (halófilos), se consideran un importante subgrupo fenotípico. 

 

3. Korarcheota (1996). Los organismos pertenecientes a este phylum han sido encontrados en 

fuentes termales, sin embargo hasta el momento no se ha logrado el cultivo en condiciones de 

laboratorio, por lo que se sabe poco de sus propiedades fenotípicas. 

 

4. Thaumarchaeota (2008). Recientemente descrito, aún no se conocen muchos representantes de 

este phylum, sin embargo, presentan características muy distintivas que los diferencian de los 

otros phylums. Los genomas secuenciados son de microorganismos que tienen funciones como 

oxidadores del amonio, y juegan un papel muy importante en el ciclo del nitrógeno. 

 

5. Aigarchaeota (2011). Este phylum presenta características similares a Thaumarchaeota, y 

requiere de más secuencias que permitan esclarecer las diferencias con los otros grupos 

filogenéticos de Archaea. 

 

La secuenciación de genomas completos de organismos pertenecientes al dominio Archaea, 

permitió descubrir genes que nunca antes se habían encontrado en otro ser vivo (Staley et al., 2007).  

A su vez, ha creado cierta incertidumbre respecto a la información que se tenía, como es el caso del 

grupo Nanoarchaeota. Hasta hace pocos años este era considerado un phylum para el dominio 

Archaea. Sin embargo, investigaciones recientes en análisis de varios genes (y no solamente el 16S 

ARNr) han apuntado a que se trata de un linaje de Euryachaeota y la forma correcta de nombrar a 

este grupo sería como una clase o un orden (Brochier-Armanet et al., 2011).  
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Figura 1.11. Árbol filogenético de los grupos de Archaea basados en secuencias de proteínas 

ribosomales. Los autores sugieren estudios posteriores para la confirmación de la posición 

filogenética de todos los grupos en el árbol (Tomado de Brochier-Armanet et al., 2011). 
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1.6.3 Cálculo de diversidad microbiana 

 

La metodología "clásica" para calcular la biodiversidad de los microorganismos del suelo o de 

ambientes similares consiste en tomar una muestra y sembrarla en medios sólidos y líquidos 

selectivos y/o de enriquecimiento, luego microscópicamente se separan las colonias de acuerdo a la 

morfología, se aplican pruebas morfo-fisiológicas (pruebas bioquímicas) y finalmente se realizan 

los cálculos matemáticos adecuados al estudio (Jenkins et al., 1993; Bitton, 2005).  

 

La incorporación de novedosas técnicas moleculares que no requieren del cultivo previo de los 

microorganismos permite el estudio de la diversidad, estructura y dinámica de comunidades 

microbianas (Muyzer y Smalla, 1998; Sanz y Köchling, 2007). El uso de herramientas de biología 

molecular para estudiar la diversidad y la dinámica de las comunidades microbianas se ha 

incrementado notablemente. La rápida acumulación de los datos necesarios para la interpretación de 

los resultados obtenidos a partir de las técnicas moleculares, se ha convertido en una herramienta de 

alto valor práctico (Prosser et al., 2007; Talbot et al., 2008).  

 

En el caso particular del suelo, algunos autores estiman que sólo el 1% de los microorganismos del 

suelo crecen en medios de cultivo en el laboratorio (Øvreås y Torsvik, 1998; Marzorati et al., 2008). 

Por lo tanto, si se pretende valorar la diversidad total de microorganismos que existen en un 

ecosistema dado, no se pueden obtener conclusiones válidas contando con sólo el 1% de la 

población. Tratando de ampliar la muestra analizada se plantea otra alternativa: la muestra en 

cuestión no se siembra en medios de cultivo sino que se aplican directamente métodos moleculares. 

Estas técnicas se basan en el análisis de marcadores moleculares, como por ejemplo, los genes que 

codifican para el ARN ribosómico, y en especial del gen que codifica para la subunidad menor del 

ribosoma bacteriano, 16S ARNr (Baker et al., 2003). Este tipo de marcadores se extraen 

directamente de las muestras y permiten diferenciar distintos grupos de microorganismos. El paso 

clave para llevar a cabo estos análisis es entonces, la extracción del material genético (ADN o 

ARN) a partir de las células presentes en la muestra cruda (Talbot et al., 2008). Debido a la amplia 

variedad de organismos diferentes que podemos encontrar en las muestras ambientales, se cree que 

los métodos utilizados para la recuperación del material genético deben evitar, o por lo menos 

minimizar, el sesgo provocado por una deficiente lisis celular (Frostegard et al., 1999). Existen 

varias formas de lograr esta lisis, como son, la acción de una digestión enzimática, o bien una lisis 

mecánica por medio de la agitación de la muestra con perlas.  

 

Para medir la cantidad de ADN extraído, es posible hacerlo de dos formas. La primera es 

resuspendiendo los ácidos nucleicos en agua estéril o solución tampón TE 1X (solución de tampón 

de Tris-EDTA), y colocándolos en una cubeta. Las lecturas se hacen en un espectrofotómetro a 260 

nm (OD260), y el blanco que se usa es la sustancia que se eligió como disolvente. Por otro lado, 

también pueden correrse las muestras de ADN extraído en un gel de agarosa, junto con una muestra 

de marcadores de peso molecular, en una solución que contenga un agente revelador, para que 

después puedan observarse con luz ultravioleta (UV) y comparar las muestras con marcador de peso 

molecular (Sambrook y Russell, 2000).  

 

La relación de los valores obtenidos en la medición espectrofotométrica del ADN a 230 y 280 es 

indicativa de la pureza de los ácidos nucleicos. Esto se logra calculando las relaciones OD260/OD230 

y OD260/OD280. En el caso de las muestras ambientales, la co-extracción de ácidos húmicos puede 

ser el mayor problema para un ADN puro. Estos compuestos absorben a una longitud de onda de 

230 nm (al igual que otros compuestos como carbohidratos y compuestos aromáticos), mientras que 

el ADN lo hace a 260 nm y las proteínas a 280 nm. Es por eso que para conocer la pureza del ADN 

extraído fue necesario medir la relación de las absorbancias, OD260/280 y OD260/230. Este valor debe 

estar cercano a 1.8-2.0 para el caso de la relación 260/280 y entre 2.0-2.2 para la relación 260/230, 

http://www.nucleomilenio-emba.cl/index.php?option=com_content&view=article&id=50&Itemid=4#agares
http://www.nucleomilenio-emba.cl/index.php?option=com_content&view=article&id=50&Itemid=4#agares
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para que la pureza del ácido nucleico sea aceptable, de otra forma se corre el riesgo de obtener bajos 

rendimientos en reacciones subsecuentes, como amplificación por PCR, clonación, entre otras 

(Sambrook y Russell, 2000).  

 

Inceôglu et al. (2010) evaluaron cuatro métodos de extracción de ADN en tres tipos de suelos 

diferentes (dos arenosos y uno arcilloso). Los métodos que utilizaron fueron, dos métodos 

propuestos, el método CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) y el propuesto por 

Smalla et al. (1993), y 2 kits: Ultraclean y Powersoil de MoBio. Ellos encontraron que para cada 

tipo de suelo existe una eficiencia de extracción diferente, sin embargo, en todos los casos el kit 

comercial Power Soil resultó ser el mejor, demostrando un mayor rendimiento final de ADN y la 

más alta relación OD260/OD280.  

 

La biología molecular ha permitido reconocer la presencia de una gran diversidad microbiana que 

hasta la década de 1980 resultaba totalmente desconocida. La invención más destacada fue el 

desarrollo de la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) por Kary Mullis. Esta 

técnica se basa en la obtención de un gran número de fragmentos iguales de ADN a partir de un 

ADN molde utilizando una enzima, la ADN polimerasa. Para que esta reacción se lleve a cabo, se 

necesitan condiciones favorables de temperatura (ciclos repetitivos de altas temperaturas que 

permitan desnaturalizar la doble cadena de ADN, y luego temperaturas óptimas para que la enzima 

pueda llevar a cabo la replicación de la cadena de ADN), así como también la participación de 

varios elementos (Sambrook y Russell, 2000).  

 

Los reactivos a utilizarse en la reacción de PCR son (Walker y Rapley, 2008):  

 

 La cadena de ADN o molde a partir de la cual se harán las copias,  

 Una enzima ADN polimerasa, termoestable (la más usada es la Taq polimerasa), 

 Iones divalentes (el más usado es Mg
+2

 en su forma de MgCl2) que actúan como cofactores de la 

enzima, 

 Solución tampón (buffer) para mantener condiciones adecuadas de pH para la actividad de la 

enzima, 

 Los 4 diferentes desoxirribonucleótidos-trifosfatados (dATP, dTTP, dGTP y dCTP), a partir de 

los cuales se polimerizarán las copias de ADN, 

 Un par oligonucleótidos complementarios a la cadena de ADN molde, éstos sirven para definir 

el fragmento de la cadena de ADN que se replicará. 

 

El resultado de la reacción de PCR (figura 1.12) son fragmentos de ADN de tamaño definido por el 

par de oligonucleótidos, a partir de la cadena de ADN molde y se denominan "amplicones" (Walker 

y Rapley, 2008). 

 

El uso combinado de diferentes técnicas moleculares por ejemplo: métodos de huella molecular 

(fingerprinting) y FISH (fluorescence in situ hybridization), entre otras, se ha impuesto rápidamente 

debido a la relativa facilidad metodológica que implican estos análisis y a la gran cantidad de 

información que proporciona respecto a la diversidad y la composición de las comunidades 

microbianas, la estimación de la abundancia de microorganismos específicos, así como también 

respecto de sus interacciones y su funcionalidad en el ambiente natural (Marzorati et al., 2008). De 

esta forma se tiene un valor más real de la diversidad de un ecosistema dado y es posible hacer 

comparaciones entre muestras que pueden pertenecer a diferentes ambientes. 

 

http://www.nucleomilenio-emba.cl/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id=9&Itemid=23
http://www.nucleomilenio-emba.cl/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id=9&Itemid=23
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Figura 1.12. Reacción en cadena de la polimerasa. (Tomado de www.fitolab.com.mx) 

 
Las técnicas de huella molecular se usan para evaluar los cambios en la composición de una 

comunidad microbiana y han sido recientemente incorporadas en el estudio de la ecología 

microbiana de diversos ambientes. Estas técnicas se basan en el uso de cebadores universales o 

específicos para Bacteria o Archaea, a través de la diferencia en los amplicones. De acuerdo a las 

propiedades intrínsecas de cada secuencia, es posible observar un patrón diferente que refleja la 

diversidad de la comunidad microbiana (Talbot et al., 2008). En la tabla 1.1, se muestra la 

comparación de algunas de estas técnicas de fingerprinting y los métodos de 

clonación/secuenciación. 

 

Todos estos métodos (tabla 1.1) han sido desarrollados para observar los cambios en la composición 

de la microbiota de diferentes ambientes, y aunque no existe un método "universal" para el campo 

de la digestión anaerobia, la técnica de PCR-DGGE ha sido ampliamente utilizada en biorreactores 

de membranas (Choi et al., 2007; Duan et al., 2009; Ballesteros et al., 2010; Li et al., 2010b; Xia et 

al., 2010; Wan et al., 2011; Wu et al., 2011). 

 

En el año de 1993, Muyzer et al. describieron el uso de la técnica de amplificación de la reacción en 

cadena de la polimerasa, combinada con una electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante 

(PCR-DGGE por sus siglas en inglés). Esta técnica se describe (Figura 1.13) como la extracción del 

material genético (ADN/ARN) de toda la comunidad, seguida por una amplificación por PCR y una 

posterior evaluación mediante la DGGE, que resulta en la obtención de un número determinado de 

bandas que al ser analizadas brindan información útil acerca de la composición de esa comunidad.  

  

Una reacción de PCR = 2n, donde n = no. de ciclos 
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Tabla 1.1. Comparación de diferentes métodos de huella molecular (fingerprinting)  

y clonación/secuenciación para el análisis de comunidades microbianas.  

(Tomado de Talbot et al., 2008). 

 

Método Perfil basado en Ventajas Limitaciones 
Instrumen-

tación 

Demanda 

de tiempo 

Tamaño 

de la 

muestra 

Dot 

blotting 
Hibridación 

por sondas 

No hay sesgo 

por PCR. Existe 

una amplia 

gama de sondas 

para utilizar. 

Requiere gran cantidad 

de sondas específicas y 

una demanda de tiempo 

grande para encontrar las 

condiciones óptimas de 

temperatura. 

Equipo para 

hibridación 

y analizador 

de imágenes 

Alta Pequeña 

DGGE 

Secuencias 

diferentes de 

fragmentos del 

mismo tamaño 

Es posible obtener 

información por 

secuenciación a 

partir de las 

bandas escindidas 

en el gel. 

Se obtienen secuencias 

parciales de ADNr. 

Sensibilidad limitada. 

Pueden existir 

variaciones de gel a gel. 

Un sistema de 

gradiente 

(cámara de 
electroforesis 

especializada) 

y analizador 
de imágenes 

Media Media 

SSCP 

Diferencias 

conforma-

cionales 

Alta 

sensibilidad. No 

hay digestión 

por enzimas de 

restricción 

Puede haber más de una 

conformación estable u 

ocurrir un reannealing 

Secuenciador 

automático 
Baja Alta 

ARISA 

Diferencias en 

la región del 

espacio 

intergénico 

ribosomal 

(IRS) 

Alta 

sensibilidad. No 

hay digestión 

por enzimas de 

restricción 

Los fragmentos 

obtenidos son muy 

cortos. Pueden haber 

múltiples IRS en un 

genoma 

Secuenciador 

automático 
Baja Alta 

T-RFLP 
Diferencias en 

los sitios de 

restricción 

Alta sensibilidad. 

Es posible realizar 

simulaciones con 

las bases de datos 

registradas. 

Puede haber múltiples 

fragmentos  (algunos 

incompletos) 

ocasionados por los 

cortes de las enzimas de 

restricción. 

Secuenciador 

automático 
Media Alta 

Clona-

ción y 

secuen

ciación 

Diferentes 

secuencias 

Identificación 

filogenética por 

medio de la 

secuenciación. 

Permite el diseño 

de nuevos oligos 

o sondas. 

El paso de clonación 

demanda gran cantidad 

de tiempo. No es 

recomendable para el 

monitoreo de 

biorreactores. 

Secuenciador 

automático 
Alta Baja 

 

DGGE, electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante; SSCP, polimorfismo de conformación 

de cadena individual de ADN; ARISA, análisis automatizado del espacio intergénico ribosomal; T-

RFLP, polimorfismo de la longitud del fragmento de restricción terminal. 
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Figura 1.13. Esquema del procedimiento general de PCR-DGGE (Tomado de Muyzer, 2001). 

 
En la DGGE, los fragmentos de ADN de un tamaño muy similar (determinado por los cebadores), 

son separados por un gradiente de desnaturalizantes químicos (urea y formamida) con base en su 

composición (diferente grado de guanina-citosina G-C en su secuencia). Cada fragmento de 

diferente tamaño aparece como una banda sobre el gel de poliacrilamida y representa una unidad 

taxónomica operacional (OTU), que es una secuencia que puede ser asignada a un grupo 

filogenético.  

 

Esta técnica puede ser implementada en muchos de los laboratorios y permite la evaluación de 

varias muestras simultáneamente (Muyzer, 2001). Ha sido usada para evaluar diversidad de 

poblaciones en muestras complejas, como lo es el caso de un biorreactor anaerobio (Liu y Fang, 

2002; Roest et al., 2005; Connaughton et al., 2006; Miura et al., 2007b; Calderón et al., 2011). 
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Ahora bien, los patrones obtenidos a través de la técnica de PCR-DGGE pueden ser sometidos a 

diversos análisis de acuerdo al patrón de bandas en los geles de poliacrilamida como se muestra en 

la Figura 1.14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.14. Ejemplo de un análisis estadístico sobre el perfil de bandas  

obtenido por DGGE. (Tomado de Muyzer, 2001). 

 
Además de estos análisis, se encuentra el nuevo concepto conocido como gestión de recursos 

microbianos ó MRM por sus siglas en inglés (Microbial Resource Management), que incluyen el 

cálculo de varios índices que permiten conocer la diversidad de especies en una comunidad 

microbiana (índice de riqueza, Rr), el grado de especialización de la misma (índice de 

funcionalidad, Fo), etc., los cuales se describen más adelante en el apartado de metodología. 

 

La escisión de bandas a partir de los geles, también permite realizar análisis de secuenciación para 

obtener la filogenia de la microbiota. Sin embargo en muestras complejas, se ha reportado que a 

veces es necesario un paso intermedio de clonación debido a que puede ocurrir co-migración de las 

bandas, o bien, una inadecuada separación de las mismas (Avrhami y Conrad, 2003; Kisand y 

Wikner, 2003). Otro inconveniente de esta técnica es que por lo general se trabaja con fragmentos 

de 400 pb o menos, lo que dificulta hacer la identificación filogenética en las bases de datos, por lo 

cual se requiere hacer una buena elección de los cebadores para tratar de obtener la mayor y mejor 

información posible a partir de las secuencias. 
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1.7 Microbiota en biorreactores anaerobios de membrana sumergida (BRAMS) 

Como se mencionó anteriormente, una de las principales características de las biopelículas en los 

reactores biológicos es su enorme variabilidad. Existen diversos estudios enfocados a comprender la 

naturaleza de su formación que emplean e integran diferentes modelos para tratar de explicar el 

fenómeno. Sin embargo, no es sino hasta la década de los 90’s que se comenzó a dar importancia al 

conocimiento de los microorganismos que están involucrados en los procesos de tratamientos de 

aguas residuales, tanto para la remoción de nutrientes y materia orgánica, así como los que 

conformaban a las biopelículas. Por ejemplo, existen diversos estudios realizados al estudio de la 

comunidad microbiana presente en reactores anaerobios (Godon et al., 1997, Sekiguchi et al., 

1998). La bibliografía más extensa en BRM se refiere a comunidades en reactores con aireación, 

siendo más escasa la información para la microbiota en biorreactores anaerobios (BRAM).  

 

Ha sido demostrado que parte de la microbiota presente en la capa taponante de un BRAM proviene 

del lodo microbiológico. En el caso de los reactores anaerobios, la mayor parte de la comunidad 

microbiana está representada por organismos que se encargan de la degradación de la materia 

orgánica hasta metano, dióxido de carbono y agua, mediante el metabolismo de grupos microbianos 

especializados: bacterias hidrolíticas-fermentativas, bacterias acetogénicas, metanógenos 

acetoclásticos y metanógenos hidrogenotróficos (Zinder et al., 1993). El primer grupo de bacterias 

está encargado de la degradación de la materia orgánica hasta ácidos grasos volátiles (AGV’s) y 

otros compuestos como etanol, lactato, etc. Las bacterias acetogénicas transforman los AGV’s en 

acetato, formato, hidrógeno y otros compuestos pequeños. El último paso es la metanogénesis, la 

cual está representada por organismos del dominio Archaea que producen metano y dióxido de 

carbono a partir de hidrógeno, acetato o formato.  

 

Aunque en los digestores anaerobios podemos encontrar una gran diversidad de microorganismos, 

existe una redundancia funcional que permite que este tipo de sistemas permanezca estable aun con 

variaciones en su ambiente. Existen estudios que demuestran cambios en la microbiota, pero sin 

modificaciones aparentes en el desempeño de la misma (Fernández et al., 1999; Roest et al., 2005). 

La relación de los cambios en la microbiota y las perturbaciones en su ambiente aun no están bien 

entendidas y es un tema actual de investigación (Talbot et al., 2008). 

 

Huang et al. (2008) evaluaron la microbiota en un BRM aerobio escala laboratorio utilizando agua 

residual real municipal y encontraron diferencias entre los microorganismos presentes en la biomasa 

del reactor y los que contribuyeron a la formación de la capa taponante. Principalmente encontraron 

microorganismos pertenecientes a Proteobacteria, especialmente de las subdivisiones α y β, así 

como también Bacteroidetes. Este estudio coincide con el reportado por Wagner et al. en 2002, 

quienes mediante el estudio de las secuencias del gen 16S ADNr encontraron estos mismos grupos 

en la biopelícula de un BRM aerobio para la remoción de compuestos nitrogenados y fósforo.  

 

En los estudios realizados por Venkata Mohan et al. (2010), se realizó un análisis de la diversidad 

microbiana presente en una biopelícula (soporte a partir de piedras) en un reactor anaerobio para la 

producción de hidrógeno como fuente de energía, bajo diferentes condiciones a largo plazo. Dentro 

de sus resultados ellos encontraron que la mayoría de las bandas obtenidas de una DGGE y 

secuenciadas posteriormente, pertenecían a 4 grupos filogenéticos principalmente: Bacteroidetes, 

Clostridia, Flavobacteria y Deltaproteobacteria.  

 

Padmasiri et al. (2007) evaluaron la población metanogénica en un reactor anaerobio de membrana 

mediante la técnica de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (T-RFLP por sus 

siglas en inglés), encontrando variaciones en las poblaciones de Methanosarcinaceae y 

Methanosaetaceae al ocurrir cambios en los niveles de ácidos grasos volátiles presentes en el 
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reactor, mientras que la población de Methanomicrobiales aumentó al disminuir la eficiencia del 

biorreactor con el tiempo de operación.  

 

Por otro lado, Giménez et al. (2011) evaluaron el desempeño de un BRAM escala piloto para tratar 

aguas residuales municipales, mediante la competencia de las arqueas metanogénicas (MA) contra 

las bacterias sulfatorreductoras (BSR). Durante los primeros días de operación del BRAM, la 

población de MA era mucho más alta que las BSR, y se caracterizaban por los grupos de 

Methanobacteriales, Methanomicrobiales y Methanosarcinales. Después de 6 días de operación, la 

población de MA disminuyó drásticamente, y a los 20 días se observó un incremento en las BSR de 

la biopelícula, al mismo tiempo que aumentaron los valores de remoción de sulfato en el agua 

tratada.  

 

Otros estudios más se enfocan a procesos específicos como la oxidación aerobia y anaerobia del 

amonio en reactores (Park et al., 2010; Wan et al., 2011) para lo cual utilizan cebadores específicos 

que permitan seguir la actividad metabólica de grupos de microorganismos específicos. Xia et al. 

(2010), por ejemplo, estudiaron la biopelícula de un BRM con alta capacidad de remoción de 

compuestos nitrificados, y encontraron que la presencia de Ochrobactrum antrophi sp. estaba 

relacionada con biopelículas en la etapa de maduración avanzada (taponamiento severo).  

 

Estudios previos en el grupo de investigación, ayudaron a elucidar los microorganismos 

involucrados en el taponamiento de un biorreactor anaerobio de membrana externa (Calderón, 

2009). Se encontró que la diversidad del dominio Archaea fue menor que para el caso de Bacteria. 

Entre los organismos bacterianos, la mayoría provenía de las subclases α, β y ε- Proteobacteria. 

Mientras que las arqueas estaban representadas por organismos pertenecientes a especies de 

Methanosaeta y Methanobacterium. 

 

Este trabajo por lo tanto, pretende abarcar el conocimiento de las principales especies microbianas 

presentes en el taponamiento de un módulo de membrana sumergida en un biorreactor anaerobio. 

 



 
37 

2. JUSTIFICACIÓN 

 

Hay estudios que reportan como causa del taponamiento en las membranas, diferentes factores tales 

como componentes orgánicos, inorgánicos y biológicos. Se dice que los microorganismos se 

adhieren a la membrana y al secretar sustancias extracelulares y éstas unirse con otros componentes 

del medio, comienzan a formar una matriz, la cual es la razón de que el taponamiento sea difícil de 

controlar y en muchos casos se considere un proceso irreversible. Este fenómeno ha sido estudiado 

con cierto detalle en biorreactores aerobios. Por otro lado, los conocimientos que se tienen con 

respecto a los sistemas anaerobios son pocos (Jinhua et al., 2006; Jeison y van Lier, 2006; Miura et 

al., 2007a,b; Hu y Stuckey, 2008; Giménez et al., 2011; Lin et al., 2011). De ahí que el presente 

trabajo tenga como objeto investigar estas comunidades microbianas en biorreactores anaerobios 

con membrana sumergida (BRAMS), teniendo como antecedentes los estudios realizados en este 

grupo de trabajo sobre operación en biorreactores anaerobios de membrana externa (Herrera-

Robledo, 2011; Salazar-Peláez, 2011) y estudio de las comunidades microbianas (Calderón, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. HIPÓTESIS 

 

 

La composición de la microbiota en la película adherida a la membrana filtrante de un UASB que 

trata agua residual tipo municipal variará con los cambios en las condiciones de operación (tiempo 

de retención hidráulico y dos métodos de limpieza: retrolavado y burbujeo de N2) e influirá en la 

rapidez del taponamiento. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

 

4.1 General 

 

 

Caracterizar la microbiota de la capa taponante que se desarrolla en una membrana sumergida de un 

reactor anaerobio (UASB) a diferentes condiciones de operación (tiempo de retención hidráulico y 

dos métodos de limpieza: retrolavado y burbujeo de N2), por medio de técnicas moleculares 

(independientes de cultivo). 

 

 

 

4.2 Específicos 

 

 

 Identificar los grupos de microorganismos más representativos presentes en la capa taponante 

de la membrana de un BRAM laboratorio operado a tiempo de retención hidráulico (TRH) de 4 

y 8 horas, con agua residual sintética mediante la técnica de PCR-DGGE. 

 

 Identificar los grupos de microorganismos más representativos presentes en la capa taponante 

de la membrana de un BRAM laboratorio sujeto a 2 métodos de limpieza: retrolavado y 

burbujeo de N2 mediante la técnica de PCR-DGGE. 

 

 Caracterizar de forma cualitativa la microbiota presente en la capa taponante en una membrana 

sumergida de un reactor UASB a diferentes condiciones de operación, a través del nuevo 

concepto de gestión de recursos microbianos (MRM). 
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5. METODOLOGÍA 

 

Se utilizó un BRAMS conformado por un reactor UASB (volumen útil de 4.33 L) y una membrana 

de ultrafiltración de fluoruro de polivinilideno (PVDF) en la configuración que se observa en las 

figuras 5.1 y 5.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. a) BRAM automatizado escala laboratorio. b) Membrana sumergida. 

 

 
 

Figura 5.2. BRAMS escala laboratorio. 

 

Como se observa en la figura 5.1b, la membrana se colocó en la parte superior del reactor, 

ocupando aproximadamente una tercera parte de la altura del mismo. En la parte inferior del reactor 

UASB está el lodo granular que contiene a la microbiota anaerobia encargada de la degradación de 

la materia orgánica en el reactor (aproximadamente una tercera parte del volumen útil del reactor). 

El sistema de automatización del BRAMS fue controlado a través de un software escrito en 

Labview específicamente para este trabajo, el cual  utilizó los datos de presión transmembrana y la 

masa de efluente filtrado (obtenidos a través de una tarjeta de adquisición de datos National 

Instrumens Inc.), para controlar el flux de operación.  

Bomba 
peristáltica 

Bomba 
peristáltica 

Bomba 

peristáltica 

a) b) 
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Las características de la membrana se listan en la siguiente tabla: 
 

Tabla 5.1. Características de la membrana de ultrafiltración. 
 

Parámetro  Escala Laboratorio 

Tipo  Tubular 

Material  PVDF 

Corte de peso molecular (kDa)  100 

Diámetro (mm)  9 

Longitud (cm)  30 

Área (cm
2
)  85 

 
Para el estudio de la biopelícula en la capa taponante de la membrana, se eligieron diferentes 

condiciones de operación que incluyeron dos tiempos de retención hidráulicos (TRH), 4 y 8 horas, 

así como dos métodos de limpieza, retrolavado y burbujeo de nitrógeno. De acuerdo a esto, se 

establecieron los siguientes tratamientos que se muestran en la figura 5.3 y que se explican más 

adelante. 

 

 
 

Figura 5.3. Condiciones de operación del sistema BRAMS. 

 
Filtración continua con retrolavado ( I.1 y I.2): (4 y 8 horas de TRH respectivamente).  

Flux constante (5 L∙min
-1

) con retrolavado de agua desionizada de 30 segundos en el momento en 

que la PTM alcanzó 40 kPa. Esta prueba se dio por terminada cuando los retrolavados se realizaban 

con una frecuencia de un minuto entre ellos. 

 

 Filtración intermitente: (TRH de 8 horas).  

1. Flux constante (5 L∙min
-1

), se mantuvo en operación 10 minutos con 1 minuto de relajación: 

Sin burbujeo (II.A.1) y con burbujeo de N2 (II.A.2). 

2. Flux constante (5 L∙min
-1

), se mantuvo en operación 4 min con 1 min de relajación: sin 

burbujeo (II.B.1) y con burbujeo de N2 (II.B.2) 

Estas pruebas se finalizaron al alcanzar una presión transmembrana de 40 kPa. 

 

Es importante mencionar que la elección de los TRH presentados en este trabajo se debió a estudios 

previos, en los cuales se demostró que el mejor desempeño de un biorreactor anaerobio de 

membrana externa se encontraba al utilizar un TRH de 8 horas (Salazar-Peláez, 2011). Sin 

embargo, como forma de comparación y para saber si podría existir una diferencia por la 

configuración del módulo de membranas (en nuestro caso, un módulo sumergido), se optó por hacer 

pruebas también a un TRH de 4 horas (Cerón-Vivas et al., 2012). TRH más largos no son muy 

recomendados puesto que la calidad del agua no suele mejorar significativamente si se los deja por 

más tiempo. 

I.1 y I.2 
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Los métodos de limpieza propuestos aquí, retrolavados y relajación (con y sin burbujeo de 

nitrógeno), fueron explicados en el apartado del marco teórico, y se eligieron por ser lo más 

comúnmente utilizados tanto en experimentos en laboratorio, como en escala real (Huang et al., 

2008; Li et al., 2010; Braak et al., 2011; Dvorák et al., 2011; Monclús et al., 2011). 

 

La metodología general de toma de muestras se presenta en la figura siguiente: 
 

 
 

Figura 5.4. Metodología general para el análisis de las muestras de biopelícula. 

 
El biorreactor fue alimentado con agua residual sintética tipo municipal en todas las pruebas, y la 

composición es la que se presenta en la tabla 5.2. La elección de realizar estos estudios con un agua 

residual sintética fue la de proveer condiciones controladas durante todo el experimento, no sólo 

para el estudio de las comunidades microbianas, sino también, la operación del biorreactor: 

remoción de nutrientes, producción de SPE, entre otras (Cerón-Vivas et al., 2012). También se 

realizaron pruebas con agua real pero esos resultados no se incluyen en este trabajo. 

 

Tabla 5.2. Composición del agua residual sintética (Cerón et al., 2012). 
 

 Reactivo Concentración mg/L 
CH3COONa•3H2O 647.00 

C6H12O6 100.00 

Peptona de Caseína 40.00 

NaHCO3 268.91 

NH4Cl 133.75 

KH2PO4 48.71 

MgSO4•7H2O 84.49 

FeCl3•6H2O 2.42 

MnCl2•4H2O 1.08 

ZnCl2 0.10 

CoCl2•6H2O 0.11 

NaMoO4•2H2O 0.076 

CuCl2•2H2O 0.007 

NiCl2•6H2O 0.028 
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5.1 Estudio de las comunidades bacterianas 

 

Para llevar a cabo el estudio de las comunidades microbianas, se colectaron muestras de los 

diferentes tratamientos, y éstas fueron: 

 

 Lodo microbiológico de la cama de lodos del reactor (para efectos de comparación con la 

biopelícula). 

 Membrana con biopelícula (3 fragmentos dependiendo de su ubicación dentro del reactor: 

parte superior, media e inferior). 

 

Se probaron tres métodos de extracción del material genético diferentes para elegir el que diera un 

mayor rendimiento y una mejor calidad de ADN. Los métodos fueron: 

1. Método propuesto por Klocke et al., 2003 (Anexo 1). 

2. Método de extracción con el Genomic DNA Extraction Kit (Anexo 1). 

3. Método de extracción con el Power Soil DNA Isolation Kit (Anexo 1). 

 

 

5.1.1 Extracción de ADN 

 

A cada tipo de muestra (lodo y biopelícula) se le aplicó un procedimiento preliminar a la extracción 

debido a sus características particulares. A continuación se describen las metodologías. 

 

* Lodo microbiológico 

 

Al final de cada prueba, se tomó una muestra de lodo biológico de la parte inferior del reactor para 

llevar a cabo el análisis de la microbiota presente. Para la extracción de ADN se utilizó el kit de 

extracción Power Soil DNA Isolation Kit (Método mecánico de lisis celular) como se describe a 

continuación: 

 

1) La muestra de lodo recolectada se homogenizó con un mortero estéril para provocar el 

rompimiento de los gránulos. 

2) Se pesaron aproximadamente 400-500 mg de muestra. 

3) Se realizaron una serie de lavados de la siguiente manera: 

a) Muestra + Buffer de fosfatos-PBS (0.8 mL)  vórtex 30 s, centrifugación 10000 x g 

por 2 min. Se decantó el sobrenadante. 

b) Muestra + NaCl 0.5% (0.7 mL)  vórtex 30 s, centrifugación 10000 x g por 2 min. Se 

decantó el sobrenadante. Se repitió la operación en un total de 4 veces. 

El lodo se resuspendió en 0.4 mL de PBS  y  a continuación se siguieron las instrucciones del 

fabricante. 

 

* Membrana 

 

Al final de cada tratamiento se cortó la membrana, y se colectaron muestras de tres centímetros de 

largo, de la parte inferior, central y superior, respectivamente, de acuerdo a su ubicación dentro del 

reactor. Cada fragmento se conservó en solución de buffer de fosfatos (PBS) a -20°C hasta que se 

llevó a cabo su análisis. Para la extracción de ADN, se utilizó el kit Power Soil DNA Isolation Kit. 

Se cortaron los fragmentos de membrana en cuadrados de aproximadamente 0.3 x 0.3 cm y se 

colocaron en los tubos (Bead Tubes) del kit de extracción, colocándolos en el vórtex por 10 minutos 

con 0.5 mL de PBS. La biopelícula que se desprendió de la membrana se recuperó por 

centrifugación (3 minutos a 10000 x g), se resuspendió en 0.2 mL de PBS 1X y a continuación se 

siguieron las instrucciones del fabricante. 
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 5.1.2 Determinación de la concentración de ADN en las muestras 

 

Después de cada extracción, se procedió a leer las muestras en un espectrofotómetro 

(BioPhotometer Eppendorf). Se midió la absorbancia de las muestras a 260 nm para determinar la 

concentración de ADN. El equipo transforma los valores de absorbancia medidos en resultados de 

concentración. Cabe mencionar que el equipo cuenta con un factor de conversión de la absorbancia 

a unidades de ADN de doble cadena. Por otro lado, para establecer la calidad del material genético 

en base a su pureza, también muestra los valores de los cocientes OD260/OD280 y OD260/OD230. 

Además de las lecturas en el espectrofotómetro, al ADN extraído se le realizó una electroforesis en 

un gel de agarosa al 2% durante 30 minutos a 80V. 

 

 

5.1.3 Amplificación de fragmentos del gen codificante para la subunidad ribosomal 16S 

 

Posterior a la extracción, purificación y recuperación del material genético, se procedió a llevar a 

cabo reacciones de PCR para amplificar los fragmentos de ADN deseados de la muestra. Se decidió 

trabajar con el gen codificante del ARN ribosómico 16S para todas las muestras. Es importante 

destacar que se realizaron pruebas para conocer las comunidades tanto de Bacteria como de 

Archaea. Para cada dominio se eligieron cebadores que permitieran amplificar más de una región 

hipervariable. Las características de cada par de cebadores se muestran en la tabla 5.3. Los 

cebadores directos además tenían una cola de G-C para permitir llevar a cabo la DGGE, cuya 

secuencia era: CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGC. 

 

Tabla 5.3. Cebadores para más de una región hipervariable. 
 

Cebador/ 

sentido 
Secuencia (5' a 3') 

Tamaño aprox. 

del fragmento 

(pb) 

Región 

amplificada 
Bibliografía 

BAC 8F 

(directo) 
AGACTTTGATCCTGGCTCAG 

500 

V1-V3 del 

gen 16S 

ADNr 

(Bacteria) 

Li et al., 2009 
BAC 519R 

(inverso) 
GTATTACCGCGGCTGCTGG 

BAC 341F 

(directo) 
CCTACGGG GGCAGCAG 

550 

V3-V5 del 

gen 16S 

ADNr 

(Bacteria) 

Li et al., 2009 
BAC 907R 
(inverso) 

CCGTCAATTCMTTTGAGTTT 

BAC 954F 

(directo) 
GCACAAGCGGTGGAGCATCTGG 

400 

V6-V8 del 

gen 16S 

ADNr 

(Bacteria) 

Yu y Morrison, 

2004 BAC 1369 R 

(inverso) 
GCCCGGGAACGTATTCACCG 

ARC 344F 

(directo) 
ACGGGGCGCAGCAGGCGC GA 

200 
V3 del gen 

16S ADNr 

(Archaea) 

Yu et al., 2008 
ARC 519R 

(inverso) 
GWATTACCGCGGCGGCTG 

ARC 787F 

(directo) 
ATTAGATACCCSBGTAGTCC 

230 

V5-V6 del 

gen 16S 

ADNr 

(Archaea) 

Yu y Morrison, 

2004 ARC 1059R 

(inverso) 
GCCATGCACCWCCTCT 

ARC 1106F 

(directo) 
TTWAGTCAGGCAACGAGC 

250 

V6-V8 del 

gen 16S 

ADNr 

(Archaea) 

Watanabe et 

al., 2006 ARC 1378R 

(inverso) 
TGTGCAAGGAGCAGGGAC 

 

*BAC: dominio Bacteria; ARC: dominio Archaea. 
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Cada par de cebadores proporcionó un fragmento (amplificado) de tamaño diferente. Como se 

puede observar en la tabla anterior, los amplificados de Bacteria son mucho más grandes 

comparados con los obtenidos para Archaea.  

 

Para llevar a cabo la reacción de amplificación, se optimizó la concentración de los reactivos para 

Bacteria y Archaea (Tabla 5.4 y 5.5, respectivamente) de manera individual para un volumen de 

reacción de 50μL (Calderón, 2009). 

 

Tabla 5.4. Reactivos para reacción de amplificación para Bacteria. 
 

Reactivo 
Concentración 

inicial 

Concentración 

final 

PCR Buffer Gold 10 X 1 X  

MgCl2 25 mM 2 mM  

Seroalbúmina Bovina 10 mg/mL 12.5 μg 

Mezcla de desoxinucleótidos trifosfato 25 mM 20 nM  

Dimetilsulfóxido grado biología molecular 5% 2.5 μL 

Cebador directo 50 μM 0.1 μM 

Cebador inverso 50 μM 0.1 μM  

Ampli Taq Gold polimerasa 5 U/ μL 2 U  

ADN molde X 30 ng  

Agua bidestilada --- Cbp  

 
Las condiciones de reacción para cada par de cebadores de Bacteria fueron las propuestas por cada 

autor que utilizó ese par de cebadores y son las que se mencionan a continuación (programa de PCR 

en un termociclador Master Cycler de Eppendorf). 

 

BAC 8f-519r 
 

1. Desnaturalización inicial: 94°C, 5 min. 

2.  10 ciclos que constan de: 

 2.1 Desnaturalización: 94°C, 1 min. 

 2.2 Hibridación: 65°C, 1 min. 

Nota: Esta temperatura se disminuyó 1°C cada ciclo hasta alcanzar 55°C, temperatura a la 

cual se efectuaron 15 ciclos adicionales. 

 2.3 Extensión: 72°C, 2 min. 

3.  Extensión final: 72°C, 8 min. 

4.  Conservación: 4°C. 

 

BAC 341f-907r 
 

1. Desnaturalización inicial: 94°C, 5 min. 

2.  10 ciclos que constan de: 

 2.1 Desnaturalización: 94°C, 1 min. 

 2.2 Hibridación: 65°C, 1 min. 

Nota: Esta temperatura se disminuyó 1°C cada ciclo hasta alcanzar 45°C, temperatura a la 

cual se efectuaron 15 ciclos adicionales. 

 2.3 Extensión: 72°C, 2 min. 

3.  Extensión final: 72°C, 8 min. 

4.  Conservación: 4°C. 
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BAC 954f-1369r 

 

1. Desnaturalización inicial: 94°C, 5 min. 

2.  10 ciclos que constan de: 

 2.1 Desnaturalización: 94°C, 30 s. 

 2.2 Hibridación: 61°C, 30 s. 

Nota: Esta temperatura se disminuyó 0.5°C cada ciclo hasta alcanzar 56°C, temperatura a la 

cual se efectuaron 25 ciclos adicionales. 

 2.3 Extensión: 72°C, 1 min. 

3.  Extensión final: 72°C, 7 min. 

4.  Conservación: 4°C. 

 

 

A continuación la concentración para los reactivos para el dominio Archaea. 

 

Tabla 5.5. Reactivos para reacción de amplificación para Archaea. 
 

Reactivo 
Concentración 

inicial 

Concentración 

final 

PCR Buffer Gold 10 X 1.5 X  

MgCl2 25 mM 2.5 mM  

Seroalbúmina Bovina 10 mg/mL 12.5 μg 

Mezcla de desoxinucleótidos trifosfato 25 mM 20 nM  

Dimetilsulfóxido grado biología molecular 5% 2.5 μL 

Cebador directo 50 μM 0.1 μM 

Cebador inverso 50 μM 0.1 μM  

Ampli Taq Gold polimerasa 5 U/ μL 2.5 U  

ADN molde X 30 ng  

Agua bidestilada --- Cbp  

 
De la misma manera, siguiendo las condiciones de reacción propuestas por los autores, para 

Archaea tenemos los siguientes programas de PCR en el termociclador Master Cycler de 

Eppendorf. 

 

ARC 344f-519r 

 

1. Desnaturalización inicial: 94°C, 5 min. 

2.  10 ciclos que constan de: 

 2.1 Desnaturalización: 94°C, 1 min. 

 2.2 Hibridación: 65°C, 1 min. 

Nota: Esta temperatura se disminuyó 1°C cada ciclo hasta alcanzar 45°C, temperatura a la 

cual se efectuaron 15 ciclos adicionales. 

 2.3 Extensión: 72°C, 2 min. 

3.  Extensión final: 72°C, 8 min. 4.  Conservación: 4°C. 
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ARC 787f-1059r 

 

1. Desnaturalización inicial: 94°C, 10 min. 

2.  10 ciclos que constan de: 

 2.1 Desnaturalización: 94°C, 1 min. 

 2.2 Hibridación: 65°C, 1 min. 

Nota: Esta temperatura se disminuyó 0.5°C cada ciclo hasta alcanzar 55°C, temperatura a la 

cual se efectuaron 20 ciclos adicionales. 

 2.3 Extensión: 72°C, 1 min. 

3.  Extensión final: 72°C, 30 min. 

4.  Conservación: 4°C. 

 

ARC 1106f-1378r 

 

1. Desnaturalización inicial: 94°C, 1.5 min. 

2.  35 ciclos que constan de: 

 2.1 Desnaturalización: 94°C, 30 s. 

 2.2 Hibridación: 55°C, 30 s. 

2.3 Extensión: 72°C, 1.5 min. 

3.  Extensión final: 72°C, 8 min. 

4.  Conservación: 4°C. 

 

 A cada reacción de PCR también se corroboró su concentración de ADN por espectrofotometría 

UV. Además, se les realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 40 min a 85V, junto a 

un marcador de peso molecular cuyo rango abarcaba de 100 a 5000 pb (Gene Ruler Express DNA 

Ladder,  Fermentas) con el fin de comprobar que los fragmentos amplificados fueran los deseados 

para cada caso.  

 

 

5.1.4 Separación de los fragmentos por electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente 

desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés). 

 

Para llevar a cabo la separación de secuencias diferentes presentes en las muestras, se procedió a 

correr las mismas en geles de poliacrilamida (8 y 6%) mediante una electroforesis en gel de 

gradiente desnaturalizante (Urea-Formamida) cuya composición se muestra en la tabla 5.6, con un 

Sistema D-Code de BioRad.  

 

Tabla 5.6. Composición de una solución al 100% de agentes desnaturalizantes  

(Volumen final de 100 mL). 
 

Reactivo Concentración inicial Cantidad final 

Urea 7 M 40 g 

Formamida 40 % 40 mL 

Buffer tris-acetato-EDTA pH 8.0 50 X 2 mL 

Acrilamida bis-acrilamida 37:5:1 40% 
15 mL para gel al 6%  

20 mL para gel al 8% 

 
Se prepararon geles de 16x16 cm, con un volumen aproximado de 30 mL y una capacidad para 

correr hasta 15 muestras simultáneas.  
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Se realizaron pruebas para los amplificados de Bacteria y Archaea para todos los tratamientos. Se 

tomaron alícuotas de 15 mL de amplificado y se les adicionó 12 mL de buffer de carga 1X.  Todas 

las muestras se corrieron en geles perpendiculares, para de esta forma encontrar el área en el que se 

centraban la mayor parte de las muestras.  De acuerdo a los resultados de los geles perpendiculares 

y tomando en cuenta las recomendaciones hechas por los autores de cada par de cebadores, se 

establecieron las siguientes condiciones para la electroforesis: 

 

Bacteria.- 82 V, 15.5 h, gradiente desnaturalizante 35-70 %. 

Archaea.- 82 V, 15 h, gradiente desnaturalizante 40-60%. 

 

Los geles se revelaron en una solución de SYBR Gold al 1% (en TAE 1X) durante 40 min. Luego 

se visualizaron en un fotodocumentador de la marca BioRad con luz UV y se les tomó fotografías, 

las cuales fueron analizadas utilizando el software Quantity One 1.0 (Biorad, USA) 

  

 

5.2 Análisis del perfil de bandas en geles de poliacrilamida 

 

A partir de la visualización de los geles de poliacrilamida se procedió a evaluar la comunidad 

microbiana a través de su perfil de bandas como se muestra a continuación en la figura 5.5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5. a) Ejemplo de gel de poliacrilamida con muestras de amplificados. 

b) Identificación de las bandas presentes en el gel. 

 

El software Quantity One 1.0 se usó para identificar las bandas en el gel, teniendo en cuenta un 

límite de sensibilidad (medio-alto), esto con el fin de lograr que el programa detectara la mayoría de 

las bandas posibles según su intensidad. Luego de que el programa las señalara, manualmente se 

seleccionaron aquellas que efectivamente representaban bandas (el equipo detecta cualquier 

intensidad luminosa como una posible banda, incluyendo las manchas ocasionadas por otros 

factores). Ya que se tenía el perfil de bandas se procedió a pasar esta imagen a una matriz para 

visualizar la ausencia como cero o presencia de bandas como uno, tal como se puede ver en la 

figura 5.6. 

a) b) 
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Figura 5.6. Ejemplo de matriz binaria del gel de poliacrilamida  

(Muestras del ejemplo anterior). 

 
Teniendo en cuenta la matriz obtenida, es posible calcular los coeficientes de similitud de Sorensen-

Dice (SD) y Jaccard (J). Estos coeficientes se utilizan especialmente para comparar las comunidades 

con atributos similares, y en la cual, datos cualitativos (presencia/ausencia), pueden representar 

distintos grados de perturbación en el ambiente. Las fórmulas de cada uno se presentan a 

continuación: 

 

 

 

 

 

 

 

Donde: 

 

nA= Número de bandas en el carril A 

nB= Número de bandas en el carril B  

nAB= Número de bandas en ambos carriles 

 

 

De acuerdo con Marzorati et al. (2008) el análisis de los perfiles de bandas obtenidos a partir de 

técnicas de huella molecular como la TGGE o la DGGE, permite conjeturar características de las 

comunidades microbianas por medio del nuevo concepto conocido como MRN por sus siglas en 

inglés (gestión de recursos microbianos), que introduce los índices de: rango ponderado de riqueza 

Rr, e índice de funcionalidad Fo, los cuales se explican a continuación. 

 

 Sorensen-Dice  

 

SD =     2nAB 

          nA + nB 

             Jaccard 

 

J =            nAB 

        nA + nB – nAB 
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 Rr (Range weighted richness): Nos brinda una estimación del nivel de diversidad 

microbiana en muestras ambientales. Muchos autores sugieren que el porcentaje de G+C 

puede ser usado para estudiar la diversidad y el cambio (shifting) de una comunidad 

microbiana aunque no exista una correlación taxonómica. 

 

Rr = (N
2
 x Dg) 

 

Donde: 

N= Número de bandas 

Dg= Gradiente desnaturalizante desde la primera hasta la última banda de cada columna  

 

 

 Fo (Functional organization): Se dice que la organización es el resultado de la acción de 

los microorganismos que se encuentran más relacionados con las interacciones, 

microorganismos-medio ambiente, y que por esa razón tienden a volverse dominantes en la 

estructura de la comunidad microbiana. Este índice se calcula mediante la normalización 

del número de bandas acumulado, OTUS, (eje de las x), y las intensidades de cada banda 

normalizadas y acumuladas (eje de las y), utilizando el método de la curva de Pareto-

Lorenz (figura 5.7). 

 

 
 

Figura 5.7. Curva de Pareto-Lorenz para ecología microbiana (Marzorati et al., 2008). 

 

 

5.3.1 Reamplificación de las bandas separadas del gel de DGGE 

Después de visualizar los geles en el fotodocumentador, se colocó el gel en un dispositivo portátil 

para irradiar geles con luz UV (Marca Labotech) y se procedió a cortar las bandas más 

representativas del gel, mediante el uso de un bisturí estéril. Cada banda se colocó en un microtubo 

diferente, se resuspendió en 30µL de agua bidestilada estéril y se incubó 24 horas en refrigeración a 

4°C. Este procedimiento hace que el ADN atrapado en el gel migre hacia la fase acuosa, para 

después ser usado como molde de reacciones de amplificación con los mismos cebadores para cada 

región pero sin la pinza de G-C. 

 

 

 

Acumulado y normalizado de OTUS 

A
cu

m
u

la
d

o
 y

 n
o

rm
al

iz
ad

o
 d

e 
la

s 

ab
u

n
d

an
ci

as
 d

e 
O

T
U

S
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5.3.2 Purificación de las bandas y secuenciación 

 

Por último, cada reacción individual de PCR se purificó con el QIAquick PCR purification kit de 

QIAGEN®. Las muestras se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. Al recibir las secuencias, se 

procedió a analizarlas e interpretarlas mediante el uso de la herramienta BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y se llevo a cabo la búsqueda en la base de datos de la NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), el GenBank, para su posterior análisis y construcción de árboles 

filogenéticos, con el programa de MEGA 5.0. Con este software, se corrieron todas las secuencias, 

las encontradas en este estudio y también secuencias de referencias, para encontrar el modelo de 

substitución más adecuado para llevar a cabo la construcción del árbol filogenético para todas las 

secuencias. Al finalizar, el programa muestra los resultados de varios valores, entre los que destaca 

el valor de BIC (Bayesian information criterion), por medio del cual se conocen cuáles son los 

modelos de substitución más adecuados para las secuencias analizadas. Para corroborar la 

identificación de los microorganismos encontrados, se llevó a cabo un análisis de confiabilidad 

bootstrap. 

 

 

5.4 Análisis por microscopía electrónica de barrido y espectroscopía dispersiva de rayos X 

 

Estos análisis sólo se llevaron a cabo con las muestras de membrana recolectadas al final de cada 

tratamiento y para la parte superior e inferior de la membrana. La muestra se corta en fragmentos 

cuadrados de 0.25 cm
2
 y se colocaron en un solución de glutaraldehído al 1% durante 2 horas. 

Después se retiró y se enjuagó con  regulador PBS 1X. Posteriormente se realiza la deshidratación 

con etanol (50, 60, 70, 80 y 100%). Por último se lleva a cabo un secado a punto crítico y se 

conservan las muestras en un desecador hasta su observación y análisis en un microscopio 

electrónico de barrido (JEOL JSM-7600F) que tiene integrado un sistema de espectroscopía 

dispersiva de rayos X.  

  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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6. RESULTADOS 
 

En total se estudiaron 6 condiciones diferentes para el sistema BRAMS. El TRH aplicado durante 

los experimentos con filtración intermitente fue de 8 horas. 

 

I.1 Filtración continua con TRH de 8 horas. 

I.2 Filtración continua con TRH de 4 horas. 

II.A.1 Filtración intermitente 10 min on/1 min off con burbujeo de nitrógeno. 

II.A.2 Filtración intermitente 10 min on/1 min off sin burbujeo. 

II.B.1 Filtración intermitente 4 min on/1 min off con burbujeo de nitrógeno. 

II.B.2 Filtración intermitente 4 min on/1 min off sin burbujeo. 

 

Los resultados de la caracterización fisicoquímica del efluente del reactor UASB y del permeado 

durante las diferentes etapas de operación del sistema BRAMS se muestran en el Anexo 3. 

 

 

6.1 Obtención y amplificación de ADN de las muestras de todos los tratamientos 

 

Al finalizar cada prueba se tomaron las muestras para su análisis. Como se mencionó en la 

metodología, lo primero que se llevó a cabo fue la extracción de ADN. El paso más crítico para el 

estudio de muestras ambientales es una buena extracción del material genético.  

 

En este trabajo se probaron tres métodos de extracción diferentes, dos kits (FAST-ID y PowerSoil) 

y uno propuesto por Klocke et al. (2003), para una muestra de 400 mg de lodo anaerobio (gránulos). 

Los resultados obtenidos del espectrofotómetro a partir de las muestras son los que se encuentran en 

la tabla 6.1. 

 

Tabla 6.1. Resultados de extracción de ADN por tres métodos diferentes. 
 

Método Muestra ng/µl OD260/280 OD260/230 

1. FAST-ID  Lodo 2.25 1.34 0.32 

2. Klocke et al., 2003 Lodo 3.25 0.78 0.65 

3. Power Soil Lodo 6.75 1.48 0.65 

 
Como se observa en la tabla, los rendimientos de ADN (ng/µl) fueron bajos, así como las relaciones 

de absorbancias OD260/280 y OD260/230. Al correr las muestras en geles de agarosa no se observó 

ninguna banda debido a la baja cantidad del ADN extraído. Sin embargo, cuando se realizó la 

amplificación, fue posible observar una banda muy bien definida para el kit Power Soil (Figura 6.1). 

Considerando que este método también fue el que demostró un mayor rendimiento y pureza con 

base en los resultados obtenidos a partir del biofotómetro, se decidió trabajar con el kit Power Soil 

para todas las muestras. En este sentido, Ínceoǧlu et al. (2010) evaluaron diferentes métodos de 

extracción para muestras de suelos, utilizando un kit de extracción (Power Soil) y dos métodos 

propuestos por Smalla et al., (1993) y Zhao et al., (1996), encontrando que el método que les dio 

mejores resultados fue el kit de extracción Power Soil, que también mostró los mejores resultados 

en reacciones subsecuentes de amplificación por PCR. 
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Figura 6.1. Fragmentos amplificados de PCR por los tres diferentes métodos de 

extracción (1. FAST-ID, 2. Klocke et al., 2003; 3. Power Soil).  

Muestras por duplicado de lodo anaerobio. 

 
Como ya se mencionó, se consideró que el mejor método de extracción para el tipo de muestras 

analizadas fue el kit de PowerSoil, con un tratamiento inicial de las muestras consistente en lavados 

con NaCl al 5% y PBS 1X, ya que fue el método que brindó el mayor rendimiento de ADN 

extraído, así como relaciones más altas de OD260/280 y OD260/230 (Tabla 6.1). Este método de 

extracción utiliza perlas y SDS para la lisis (mecánica y enzimática respectivamente) de la 

membrana celular, a diferencia de los otros que utilizan únicamente una lisis enzimática. Este fue el 

paso clave en las muestras, debido a que como se sabe, los gránulos anaerobios y la biopelícula, son 

matrices complejas que involucran, además de los organismos vivos, otras sustancias como SPE 

(carbohidratos y proteínas), ácidos húmicos, entre otros, que deben ser inicialmente separados de la 

célula y posteriormente purificados en los pasos subsecuentes de la extracción. El kit Power Soil 

como se describe en el Anexo 1, tiene 2 pasos consecutivos (solución C2 y C3), en donde se agrega 

a la muestra un reactivo que la compañía ha patentado con el nombre de IRT (Inhibitor removal 

technology), y que es capaz de precipitar el material orgánico (no ADN), inorgánico (incluyendo 

ácidos húmicos), restos celulares y proteínas. 

 

Al finalizar cada tratamiento, se llevó a cabo la extracción de ADN de todas las muestras con ese 

kit. Las tres muestras tomadas de cada membrana (parte superior, central e inferior) fueron 

utilizados como réplicas, por lo que únicamente se llevó a cabo la amplificación de uno de los 

fragmentos. Los resultados se presentan en la Tabla 6.2. 

 

Aunque la relación de pureza es más baja de la recomendada, hay que tomar en cuenta que se trata 

de muestras ambientales en matrices complejas, por lo que se procedió a la amplificación y lo que 

se observó fue que la relación de absorbancias aumentó tanto para OD260/280, como para OD260/230 

(tabla 6.3 y 6.4). El hecho de que las relaciones OD260/280 y OD260/230 hayan salido bajas puede ser 

resultado de varios factores. Para el caso de la relación OD260/280, algunos estudios señalan que 

puede deberse a la contaminación con proteínas (Thermo Scientific, 2010; OGT, 2011), o bien, 

porque se tienen muy bajas concentraciones de ácido nucleico en la muestra, <10 ng/µL (Thermo 

Scientific, 2010), que es precisamente el presente caso. Por otro lado, una baja relación OD260/230 

indica que hay probablemente contaminación debida a la presencia de carbohidratos (común en 

muestras vegetales), compuestos aromáticos, ácidos húmicos (presentes en muestras de suelos), y 

también por residuos de los reactivos de los kit de extracción, como el TRIzol, fenol, entre otros 

(Luebbehusen, 2010; Thermo Scientific, 2010; OGT, 2011). 

 

 

 

1   2    3    1    2    3 
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Tabla 6.2. Resultados de extracción de ADN (L, es la muestra  

de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

Prueba Muestra ng/µl 260/280 260/230 

I.1 L 7 1.7 0.41 

I.1 M 5 1.77 0.31 

I.2 L 8.25 1.43 0.60 

I.2 M 8.75 1.92 0.62 

II.A.1 L 7.25 1.60 0.65 

II.A.1 M 8.75 1.53 0.56 

II.A.2 L 7.25 1.35 0.71 

II.A.2 M 7.5 1.38 0.41 

II.B.1 L 8 1.32 0.56 

II.B.1 M 8.25 1.52 0.60 

II.B.2 L 8.25 1.43 0.72 

II.B.2 M 6.75 1.65 0.45 

 
Otro punto notable, es que no hubo gran diferencia en el rendimiento de extracción dependiendo del 

tipo de muestra (lodo o membrana), lo que indica que el procedimiento utilizado por el kit es 

eficiente para ambas matrices complejas en que están inmersos los ácidos nucleicos, los gránulos 

anaerobios y la biopelícula de la membrana. 

 

Posteriormente se probaron tres pares de cebadores para Bacteria y Archaea. La intención era 

visualizar cuál par de cebadores ofrecía un mejor perfil de bandas (mayor número de bandas y 

mejor definición de las mismas). A continuación se presenta una imagen de un gel de DGGE para 

cada uno de los diferentes cebadores, utilizando la misma muestra de ADN extraído (a partir de 

gránulos de lodo anaerobio). 

 

A partir de la visualización de los geles, se tomó la decisión de trabajar con los cebadores 341-F y 

907-R para Bacteria, y 1106-F y 1378-R para Archaea, debido a que presentaban un mayor número 

de bandas (10 bandas bien diferenciadas para cada caso) que  las muestras amplificadas con los 

otros pares de cebadores. Varios autores han realizado el mismo procedimiento de probar varios 

pares de cebadores de diferentes regiones hipervariables para el gen 16S ribosomal, o bien, la 

combinación de dos o tres regiones para su amplificación y de esta manera mejorar los resultados de 

secuenciación, dependiendo de la muestra (Ferris et al., 1996; Röling et al, 2002; Andreoni et al., 

2004; Lyautey et al., 2005; Gelsomino et al., 2006; Li et al., 2009). Estos últimos,  en sus estudios 

de comunidades microbianas en arrozales, llegaron a la conclusión de que la amplificación llevada a 

cabo con diferentes pares de cebadores, ofrecía distintos perfiles de bandas en el gel de DGGE, así 

como diferentes filotipos al secuenciar, lo cual implica que la PCR es una técnica que introduce 

sesgos de la comunidad microbiana, y que es importante la elección de los cebadores adecuados 

dependiendo del tipo de muestra para cada caso. 
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Figura 6.2. a) Gel para Bacteria, con cebadores 8f-519-r, 341f-907r y 954f-

1369r, de izquierda a derecha respectivamente; b) Gel para Archaea, con 

cebadores 344f-519r, 787f-1059r y 1106f-1378r. 

 

 
Tabla 6.3. Resultados de amplificación por PCR para Bacteria con los  

cebadores 341f-907r. (L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

Prueba Muestra ng/µl 260/280 260/230 

I.1 L 65 1.8 0.88 

I.1 M 54.5 1.87 1.03 

I.2 L 60 1.93 1.15 

I.2 M 35.25 1.82 0.95 

II.A.1 L 45.25 1.92 0.85 

II.A.1 M 48.5 1.79 0.71 

II.A.2 L 57.75 1.83 0.89 

II.A.2 M 63.25 1.92 1.10 

II.B.1 L 48 1.99 1.02 

II.B.1 M 49.25 1.98 1.08 

II.B.2 L 48.5 1.87 0.74 

II.B.2 M 55 1.75 0.87 

 

 

 

 

    a)                                       b) 
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Tabla 6.4. Resultados de amplificación por PCR para Archaea con los  

cebadores 1106f-1378r. (L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

Prueba Muestra ng/µl 260/280 260/230 

I.1 L 78 1.87 0.79 

I.1 M 55 1.92 0.99 

I.2 L 49 1.94 0.80 

I.2 M 38.75 1.96 0.94 

II.A.1 L 47.25 1.89 0.85 

II.A.1 M 44.25 1.82 0.99 

II.A.2 L 67.5 1.99 1.01 

II.A.2 M 57.5 1.88 0.87 

II.B.1 L 62 1.89 0.86 

II.B.1 M 59.5 1.95 0.92 

II.B.2 L 65.25 1.83 0.78 

II.B.2 M 60.75 1.89 0.94 

 
Ahora bien, hay que destacar que las condiciones de PCR tuvieron que modificarse para obtener un 

mejor perfil de bandas para la DGGE: se extendió el tiempo de elongación final hasta 30 minutos 

para el caso de las amplificaciones que servirían como muestras para la DGGE (no así al momento 

de reamplificar para la secuenciación), esto con el fin de minimizar el efecto de la formación de 

dobles bandas (Janse et al., 2004) y sobrestimar el número total de bandas que representan OTUS 

en cada muestra. Aparentemente la formación de dobles bandas depende de un proceso enzimático 

que involucra a la Taq polimerasa, y no es simplemente el resultado de cambios conformacionales o 

la hibridación incorrecta de los cebadores y productos de PCR (amplicones). La explicación que 

proponen los autores (Janse et al., 2004) es que durante cada ciclo de PCR puede ocurrir la 

formación de productos secundarios debidos a que la elongación se detiene repentinamente en cada 

ciclo. Aunque la tasa de elongación es más que suficiente para la Taq polimerasa, la enzima puede 

estar siendo obstruida por estas estructuras secundarias. Es por esto que ellos proponen extender a 

30 minutos, en vez de 5-7 como ocurre normalmente, la temperatura de elongación (72 °C) para 

permitir que se rompan estas estructuras y que la enzima pueda completar la elongación. 

 

Después de tener los amplificados se procedió a correr las muestras en geles de poliacrilamida al 

6% para separar los fragmentos amplificados con base en su contenido de guanina-citosina (GC) en 

su secuencia específica. Los geles obtenidos para cada muestra en los diferentes tratamientos, tanto 

para el dominio Bacteria, como Archaea, se muestran en las figuras 6.3 a 6.6, respectivamente. 

Cabe mencionar que las muestras de lodo granular para el caso de la filtración intermitente 

(tratamientos II.A y II.B), fue la misma para las dos condiciones (10-1 y 4-1). Esto debido a la corta 

duración de las pruebas y que por lo tanto, no se esperaban mayores cambios en la biomasa del 

biorreactor anaerobio. 

 

De acuerdo a los cebadores elegidos para el estudio de las comunidades microbianas en este trabajo, 

fue posible identificar hasta un 65% de las bandas escindidas de los geles de poliacrilamida. 
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BACTERIA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.3. Gel de poliacrilamida de las diferentes muestras para Bacteria.  

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 6.4. Bandas más representativas del patrón de migración obtenido a partir del gel de 

poliacrilamida anterior (Bacteria); las bandas no numeradas no fue posible cortarlas a partir  

del gel de poliacrilamida. (L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
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ARCHAEA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.5. Gel de poliacrilamida de las diferentes muestras para Archaea. 

 (L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.6. Bandas más representativas del patrón de migración obtenido a partir del gel de 

poliacrilamida anterior (Archaea); las bandas no numeradas no fue posible cortarlas a partir  

del gel de poliacrilamida. (L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
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Es importante mencionar que se observó un mayor número de bandas para arqueas, con respecto a 

las bacterias, contrario a estudios previos (Calderón, 2009), lo que sugiere que aún se pueden 

mejorar las condiciones de PCR y/o DGGE para favorecer la diferenciación de bandas e 

incrementar el número de las mismas, para el dominio Bacteria. 

 

 

6.2 Análisis del perfil de bandas en geles de poliacrilamida 

 

Cuando Muyzer et al. en 1993 dieron a conocer por primera vez el uso de la técnica de PCR-DGGE 

para tratar de obtener un método de identificación y diferenciación de los componentes de una 

comunidad microbiana en muestras ambientales, ellos sugirieron que el patrón de bandas generado 

podía considerarse como una imagen que representaba a esa comunidad microbiana. Una banda la 

refirieron a una secuencia “única” de acuerdo a su contenido de guaninas y citosinas, o filotipo 

(Muyzer et al., 1995; van Hannen et al., 1999). Sin embargo, Kowalchuk et al. (1997) comprobaron 

que algunas secuencias presentan co-migración, es decir, una idéntica movilidad electroforética en 

el gel. Por otro lado, también se ha demostrado que bacterias muy relacionadas filogenéticamente 

no necesariamente presentan bandas que co-migren, si no que es posible observar bandas 

claramente separadas (Jackson et al., 2001). Aún con estas posibles desventajas que presenta, esta 

técnica de huella molecular es una de las más ampliamente utilizadas para describir los cambios en 

la microbiota debidos a variaciones en su ambiente, o bien, a la interacción con otros 

microorganismos (Fromin et al., 2002; Zhang et al., 2005a; Sanz y Köchling et al., 2007; Li et al., 

2009), incluyendo no solo a las comunidades bacterianas, sino también a las arqueas (Rölling et al., 

2001; Zhang et al., 2005b; Calderón et al., 2011) y organismos eucariontes.  

 

El número total de bandas en una muestra puede representar la riqueza de especies y está 

relacionado con el número de filotipos dominantes (Marzorati et al., 2008), lo cual puede ser usado 

para establecer comparaciones entre diferentes perfiles (van der Gutch et al., 2001). 

 

A partir de las matrices binarias obtenidas de las imágenes de los geles (tal como se explicó en el 

apartado 5.2 de la metodología) fue posible calcular los coeficientes de Sörensen-Dice (SD) y 

Jaccard (J), considerando la presencia y ausencia de bandas entre los diferentes perfiles (Diez et al., 

2001; van der Gutch et al., 2001). Tomando en cuenta los coeficientes de SD y J, se puede deducir 

cuáles muestras (lodo o membrana) y tratamientos (filtración continua o filtración intermitente) 

tienen comunidades microbianas más parecidas, y cuáles son las comunidades que difieren en un 

mayor grado. Las Tablas 6.5 y 6.6 presentan los resultados de este análisis para Bacteria y las 

Tablas 6.7 y 6.8 para Archaea. 

 

Tabla 6.5. Coeficiente SD a partir del perfil de bandas de las muestras de Bacteria. 

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

DICE I.1-L I.1-M I.2-L I.2-M II.A/B.1-L II.A.1-M II.B.1-M II.A/B.2-L II.A.2-M II.B.2-M 

I.1-L 1 0.4 0.7273 0.4 0.5455 0.6 0.6 0.4615 0.5 0.5455 

I.1-M  1 0.7692 1 0.9231 0.8333 0.8333 0.6667 0.5714 0.4615 

I.2-L   1 0.7692 0.8571 0.7692 0.9231 0.625 0.6667 0.5714 

I.2-M    1 0.9231 0.8333 0.8333 0.6667 0.5714 0.4615 

II.A/B.1-L     1 0.9231 0.9231 0.75 0.6667 0.4286 

II.A.1-M      1 0.8333 0.6667 0.5714 0.4615 

II.B.1-M       1 0.6667 0.7143 0.4615 

II.A/B.2-L        1 0.5882 0.375 

II.A.2-M         1 0.4 

II.B.2-M                   1 



 
59 

Tabla 6.6. Índice de Jaccard a partir del perfil de bandas de las muestras de Bacteria. 

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

JACCARD I.1-L I.1-M I.2-L I.2-M II.A/B.1-L II.A.1-M II.B.1-M II.A/B.2-L II.A.2-M II.B.2-M 

I.1-L 1 0.25 0.5714 0.25 0.375 0.4286 0.4286 0.3 0.3333 0.375 

I.1-M  1 0.625 1 0.8571 0.7143 0.7143 0.5 0.4 0.3 

I.2-L   1 0.625 0.75 0.625 0.8571 0.4545 0.5 0.4 

I.2-M    1 0.8571 0.7143 0.7143 0.5 0.4 0.3 

II.A/B.1-L     1 0.8571 0.8571 0.6 0.5 0.2727 

II.A.1-M      1 0.7143 0.5 0.4 0.3 

II.B.1-M       1 0.5 0.5556 0.3 

II.A/B.2-L        1 0.5556 0.2308 

II.A.2-M         1 0.25 

II.B.2-M                   1 

 
La comparación de los patrones de bandas (como los coeficientes SD y J) para Bacteria entre las 

distintas muestras (lodo granular y biopelícula), fue muy diferente en todos los tratamientos, sobre 

todo entre los de filtración continua y filtración intermitente (I y II) con valores de SD desde 0.25 y 

hasta 0.92, y J desde 0.25 hasta 0.88, con excepción de la comparación entre las muestras I.1-M y 

1.2-M que alcanzaron la unidad, lo que significa que presentaron un perfil de bandas idéntico. Este 

es un resultado interesante porque hace suponer que para alcanzar la unidad, las condiciones de 

crecimiento de los microorganismos sobre la membrana en las pruebas de filtración continua (con 

TRH de 8 y 4 horas) debieron ser parecidas. Más adelante se discutirán otros índices, desde otro 

punto de vista, para comprender mejor el efecto que tiene cada cambio en las condiciones de 

operación de los diferentes tratamientos, sobre las variaciones en las comunidades microbianas. 
 

 

Para el caso de Archaea (tablas 6.7 y 6.8), en las muestras de lodo a partir de los diferentes 

tratamientos de filtración intermitente con y sin burbujeo de N2 (IIA/B.1-L y IIA/B.2-L), se llegó a 

obtener un perfil de bandas idéntico alcanzando el valor máximo de la unidad. Por otro lado, entre 

las muestras de lodo granular de la filtración continua y la filtración intermitente (I y II) también los 

valores fueron muy altos, SD entre 0.90 y 0.95, y J entre 0.83 y 0.91, indicando poca variación en las 

comunidades de Archaea a lo largo del tiempo que duró llevar a cabo todos los tratamientos. Esto 

confirma que las comunidades de arqueas son  estables y más resistentes a los cambios provocados 

por las condiciones de operación en el reactor anaerobio. Padmasiri et al. (2007) encontraron que 

aunque las condiciones en su reactor experimental cambiaron, la comunidad de Archaea no 

presentó cambios, si se refiere a la “presencia” de géneros, pero que si difirieron en cuanto a la 

abundancia, es decir, si cambian las condiciones se desarrollarán más unos u otros géneros. 

También, entre las muestras de biopelícula M en los diferentes tratamientos, de filtración continua y 

filtración intermitente, se obtuvieron valores elevados de ambos coeficientes (SD de 0.87-0.93, J de 

0.77-0.87). Esto no ocurrió cuando se compararon las comunidades de Archaea del lodo (L) versus 

biopelícula (M) (valores de SD de 0.60-0.70, y de J de 0.42-0.55). Esta diferencia puede deberse a 

que las condiciones de supervivencia para las arqueas son diferentes en el lodo granular, donde se 

encuentra la mayor parte del sustrato, que en la biopelícula en donde ocurre una competencia para 

la obtención de los nutrientes, por lo que las arqueas que presenten la capacidad de adherirse a la 

membrana y tomar el poco sustrato que resta, pueden no ser las mismas que llevan a cabo la 

degradación de la materia orgánica en el lodo granular. 
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Tabla 6.7. Coeficiente SD a partir del perfil de bandas de las muestras de Archaea. 

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

DICE I.1-L I.1-M I.2-L I.2-M II.A/B.1-L II.A.1-M II.B.1-M II.A/B.2-L II.A.2-M II.B.2-M 

I.1-L 1 0.6 0.9565 0.6316 0.9091 0.6 0.6316 0.9091 0.6316 0.6 

I.1-M  1 0.6316 0.9333 0.6667 0.875 0.9333 0.6667 0.9333 0.875 

I.2-L   1 0.6667 0.9524 0.6316 0.6667 0.9524 0.6667 0.6316 

I.2-M    1 0.7059 0.9333 1 0.7059 1 0.9333 

II.A/B.1-L     1 0.6667 0.7059 1 0.7059 0.6667 

II.A.1-M      1 0.9333 0.6667 0.9333 0.875 

II.B.1-M       1 0.7059 1 0.9333 

II.A/B.2-L        1 0.7059 0.6667 

II.A.2-M         1 0.9333 

II.B.2-M                   1 

 

Tabla 6.8. Índice de Jaccard a partir del perfil de bandas de las muestras de Archaea. 

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

JACCARD I.1-L I.1-M I.2-L I.2-M II.A/B.1-L II.A.1-M II.B.1-M II.A/B.2-L II.A.2-M II.B.2-M 

I.1-L 1 0.4286 0.9167 0.4615 0.8333 0.4286 0.4615 0.8333 0.4615 0.4286 

I.1-M  1 0.4615 0.875 0.5 0.7778 0.875 0.5 0.875 0.7778 

I.2-L   1 0.5 0.9091 0.4615 0.5 0.9091 0.5 0.4615 

I.2-M    1 0.5455 0.875 1 0.5455 1 0.875 

II.A/B.1-L     1 0.5 0.5455 1 0.5455 0.5 

II.A.1-M      1 0.875 0.5 0.875 0.7778 

II.B.1-M       1 0.5455 1 0.875 

II.A/B.2-L        1 0.75 0.5 

II.A.2-M         1 0.875 

II.B.2-M                   1 

 
De acuerdo con Marzorati et al. (2008) pueden calcularse otros índices como son el índice 

ponderado de riqueza (Rr) y el índice de funcionalidad (Fo) ya definidos en el capítulo anterior. Los 

valores encontrados para Bacteria y Archaea, se muestran a continuación en la tabla 6.9. Los 

resultados de los cálculos se muestran en el Anexo 2.  

 

Tabla 6.9. Índices de Rr y Fo para todos los tratamientos.  

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 
 

Tratamientos 
Rr Fo 

Archaea Bacteria Archaea Bacteria 

I.1-L 51.14 19.6 63 56 

I.1-M 4.94 29.16 64 48 

I.2-L 36.27 14.29 61 52 

1.2-M 2.86 27.88 58 53 

II.A/B.1-L 31.87 18.67 55 50 

II.A.1-M 2.86 18.67 61 48 

II.B.1-M 3.73 18.96 63 59 

II.A/B.2-L 36.27 14.29 56 50 

II.A.2-M 2.86 24.81 66 52 

II.B.2-M 4.72 35.29 53 51 
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En la figura 6.7 se muestra gráficamente los resultados para el índice de Riqueza ponderado Rr para 

llevar a cabo una mejor comparación entre los tratamientos para Bacteria y Archaea, y más adelante 

en la figura 6.9 para el índice de funcionalidad. Es interesante notar que el índice Rr es más alto 

para Archaea en las muestras de lodo, y de manera similar para Bacteria en las muestras de 

membrana.  

 

Es bien sabido, que la digestión anaerobia, sobre todo en su etapa final (metanogénesis), está regida 

por la acción de las arqueas metanogénicas. Esta acción se lleva a cabo en su mayoría en la biomasa 

del lodo granular, que se encuentra bajo condiciones de anaerobiosis y con el sustrato más rico en 

nutrientes (entrada de agua residual sintética en la parte inferior del reactor, donde se encuentra el 

lodo granular). Por eso es de suponerse que la mayor diversidad de arqueas se encuentre en el lodo, 

mientras que aquellas pocas especies de arqueas conducidas por el flujo de agua hacia la parte 

superior del reactor y capaces de sobrevivir en la biopelícula bajo condiciones de limitación de 

sustratos, sean aquellas que se encuentran en las muestras de membrana.  

 

 
 

Figura 6.7. Índice ponderado de riqueza (Rr) para todos los tratamientos. 

 
Las bacterias, en cambio, tienen una mayor capacidad de adaptación ante los cambios provocados 

en su ambiente debido a su baja especialización en el consumo de sustratos (Shen et al., 2010). Así, 

está reportado que algunas especies de bacterias son capaces de crecer en un soporte y formar una 

biopelícula para sobrevivir a condiciones adversas en el medio, como lo sería la fuerza tangencial 

de la filtración en el reactor BRAMS (Percival et al, 1999; Zhang et al., 2006b; Gao et al., 2011). 

Algunas de estas especies pueden secretar sustancias poliméricas extracelulares que permiten el 

establecimiento de una matriz en la cual están embebidas las células de la biopelícula. 

 

Gao et al. (2011) estudiaron las diferencias relativas en la abundancia de especies presentes tanto en  

un lodo anaerobio, como aquellas que se desarrollaron en la capa taponante. Encontraron que 

algunas especies a pesar de su abundancia, determinada mediante técnicas como FISH, T-RFLP, 

ARDRA, en el lodo anaerobio, no aparecían en la biopelícula de la membrana, y por otro lado, 

algunas especies bacterianas aparecían con mayor abundancia sobre la membrana. Después de 

llevar a cabo los análisis de clonación-secuenciación encontraron que estas bacterias, 

Desferribacteres, tienen la capacidad de formar biopelículas bajo el efecto de la fuerza tangencial 

provocada durante la filtración por efecto del flujo del influente. 
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Al modificar el TRH de 8 a 4 horas, se incrementó el flujo del influente, y esto ocasionó que la 

velocidad ascendente del agua de entrada fuera mayor, provocando el arrastre de partículas y una 

mayor presencia de coloides y sólidos suspendidos en el efluente, los cuales se adherían más 

fácilmente a la membrana, induciendo un taponamiento mucho más rápido y que el permeado 

también tuviera una alta concentración de los mismos. En la siguiente figura se muestra una 

comparación entre las membranas taponadas para los tratamientos de filtración continua a los 

diferentes tiempos de retención hidráulicos. Se observa una textura más rugosa en el segundo caso, 

posiblemente como resultado de la acumulación de los pequeños flóculos lavados de la cama de 

lodos debido a la mayor velocidad ascendente para esa condición de operación. 

 

 
 

Figura 6.8. a) Membrana taponada para el tratamiento I.1 (Filtración continua,  

TRH de 8 horas). b) Membrana taponada para el tratamiento I.2  

(Filtración continua, TRH de 4 horas). 

 
Esta influencia de un TRH menor (tratamiento I.2-M), se observó claramente en el índice Rr de la 

muestra de la biopelícula de la membrana. Esta muestra mostró los menores valores de Rr para 

bacterias y arqueas. En este caso, el taponamiento seguramente no fue por la formación de una 

biopelícula estable, sino mas bien, por el taponamiento ocasionado por estos flóculos pequeños, y 

sustancias orgánicas (carbohidratos y proteínas) e inorgánicas (sales) provenientes del efluente (Le-

Clech et al., 2005). Es importante señalar que además de la biopelícula, las sustancias orgánicas e 

inorgánicas (cristales), encontradas con la microscopía electrónica y espectroscopía dispersiva de 

rayos X, permiten identificar otros factores del taponamiento para un sistema BRAMS alimentado 

con agua residual municipal sintética (Gao et al., 2011; Lin et al., 2011a), resultados presentados 

más adelante. 

 

Los estudios de Menniti et al. (2009) señalan que una mayor fuerza tangencial provocada por una 

mayor velocidad ascendente del flujo de agua de entrada sobre la membrana, puede ocasionar que 

los pocos microorganismos que consigan adherirse a esa superficie secreten una gran cantidad de 

sustancias poliméricas extracelulares que taponen más rápidamente la membrana, aprovechando el 

sustrato disponible del efluente, o bien, a partir de la lisis celular de otros microorganismos sobre la 

membrana. Esto coincide con lo encontrado por Verhoef et al. (2002) y Zhang et al. (2006b). 

Existen investigaciones previas acerca de la diferencia en el efecto del taponamiento de flóculos 

grandes y los que son de menor tamaño. Según Lin et al. (2011b), quiénes estudiaron la influencia 

del tamaño de los flóculos formados bajo diferentes condiciones en un BRAMS, los flóculos más 

pequeños tienen una estructura más densa, con una mayor cantidad de SPE, así como una 

microbiota diferente en comparación con los flóculos de mayor tamaño, aunque ambas microbiotas 

pueden estar presentes en el inóculo del reactor. Además, los estudios realizados por Xuan et al. en 

2010 en un reactor aerobio, coinciden en que el contenido de SPE es mucho mayor en los flóculos 

de menor tamaño. Herrera-Robledo et al. (2011) encontraron que aquellas  SPE con menor tamaño 

que el poro, son capaces de incrementar el taponamiento, debido a que puede ser absorbido por la 

superficie de la membrana y también ocasionar un taponamiento interno de los poros.  

 

Por otro lado, el burbujeo de nitrógeno tuvo un efecto de fuerza de corte sobre las comunidades 

microbianas en las muestras de biopelícula de los tratamientos II.A.1 y II.B.1 (solo se modificó la 

a) b) 
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frecuencia del burbujeo). Las muestras a partir de membranas de la filtración intermitente con 

burbujeo de nitrógeno, independientemente de los tiempos de filtración/relajación (10-1 y 4-1), 

mostraron valores de Rr muy parecidos entre sí, y notablemente más bajos, en cuanto a bacterias, 

que sus similares sin burbujeo de nitrógeno (II.A.2, II.B.2). Acerca de la duración de las pruebas, 

aquellas que se llevaron a cabo con el burbujeo de N2, duraron un tiempo mucho mayor, 8.7 y 17 

días (10-1 y 4-1 respectivamente) que sus similares, de 1.3 y 3.2 días (10-1 y 4-1 respectivamente) 

pero sin esta estrategia de control del taponamiento. Huang et al. (2008) describieron el efecto del 

burbujeo argumentando que éste ocasiona una fuerza de corte sobre lo que se encuentra adherido a 

la membrana, especialmente si se lleva a cabo durante una fase de relajación. Cerón-Vivas et al. 

(2012) encontraron que la condición de filtración intermitente con burbujeo de nitrógeno durante el 

período de relajación, además favorece el control del taponamiento debido a que induce un 

mezclado interno en el reactor que causa una reducción en la concentración de carbohidratos en el 

efluente, ya que favorece la interacción de estas macromoléculas con la biomasa y así, su 

degradación biológica. 

 

Para el caso del índice de funcionalidad Fo, la comparación entre los tratamientos  y muestras es la 

que se encuentra a continuación en la figura 6.9. 

 

 
 

Figura 6.9. Índice de funcionalidad (Fo) para todos los tratamientos.  

(L, es la muestra de lodo y M, la muestra de membrana). 

 
Como se explicó anteriormente, Marzorati et al. (2008) introdujeron la curva de la ley de Pareto 

utilizada en estudios económicos y aplicada a poblaciones humanas, para compararlas con las 

comunidades microbianas en muestras ambientales. Estos investigadores afirman que, de igual 

manera que en las sociedades humanas, cuando el capital y los recursos están distribuidos en una 

pequeña parte de la población, este índice de funcionalidad es más alto, y  nos indica una 

comunidad altamente especializada. En la figura 6.9 se observa claramente que a diferencia del 

índice Rr, los valores de Fo son muy parecidos en todos los tratamientos, y también que los valores 

para bacteria son menores en comparación con los de las arqueas. 

 

Purswani et al. (2011) describieron el parámetro Fo, como el índice que representa la especificidad 

de una comunidad microbiana y su capacidad de adaptación a cambios externos. Es por eso que no 
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sorprende encontrar valores de Fo por encima del 50 y 60% tanto para bacterias como arqueas, 

puesto que las funciones de degradación están bien establecidas para la supervivencia de las 

comunidades microbianas anaerobias, aún a pesar de los cambios de operación en el reactor, e 

inclusive, de la localización del microambiente (muestra de lodo granular o bien de biopelícula en la 

membrana). Esto permitiría suponer además, que en la biopelícula de la membrana, existe actividad 

biológica relacionada con el consumo de sustrato y también la producción de sustancias 

poliméricas, que permitieron la supervivencia de los microorganismos sobre la superficie de la 

membrana. Esto es posible suponerlo con base en que  la remoción de materia representada como 

DQO soluble, aumenta del efluente al permeado (datos en el Anexo 3), indicando que en el paso del 

agua a través de la biopelícula pudo ocurrir la remoción de esta materia soluble, o bien, su retención 

en la misma biopelícula. 

 

 

6.3 Análisis de secuencias 

Además del análisis del perfil de bandas de la DGGE, se realizó la secuenciación de algunas bandas 

de los geles de poliacrilamida (numeradas en las figuras 6.3 a 6.6). La Tabla 6.10 presenta los 

resultados para el dominio Bacteria. 

 

Tabla 6.10. Resultados de secuenciación y búsqueda en el GenBank,  para las bandas escindidas  

del gel de Bacteria; todos los tratamientos (Figuras 6.3 y 6.4). 
 

No.de 

Banda 
No. de acceso en 

GenBank Microorganismo 
% de 

Identidad Evalue Referencia 

01 CP002967.1 Escherichia coli  100 1e-178 Turner et al., 2012 

02 JN641635 Chlorobi 94 1e-143 Yu et al., 2012 

03 No fue posible su identificación 

04 JF505984 
Trichococcus 

flocculiformis  
100 1e-178 

Chun et al., 2011 

No publicado 

05 HQ008126 
Bacteria no cultivable, 

relacionada a Trichococcus sp. 
100 1e-178 Hughes et al., 2012 

06 AM690805 Chlorobium limícola 100 6e-177 
Kumar et al., 2007. 

No publicado 

07 GU356292 
Trichococcus sp. no 

cultivable 
100 6e-167 Vande Walle et al., 2009 

08 No fue posible su identificación 

09 GU356098 
Trichococcus sp. no 

cultivable 
97 1e-164 Vande Walle et al., 2009 

10 No fue posible su identificación 

11 CU917799 Chloroflexi no cultivable 98 3e-170 Riviere et al., 2009 

12 y 13 No fue posible su identificación 

14 M88719 Leptonema illini 100 2e-177 Woese et al., 1990 

15 JN641635 Escherichia coli  99 2e-176 Turner et al., 2012 

16 AB447751 
Bacteria no cultivable, 

relacionada con Cytophagales 
99 1e-173 Tsushima et al., 2010 

 

A continuación se muestra el árbol consenso obtenido a partir del análisis bootstrap (2000 

repeticiones) para las muestras de Bacteria. 
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Figura 6.10. Árbol filogenético obtenido con el análisis de secuencias de Bacteria, con el programa 

MEGA5. 
 

Nota. Los modelos con valores más bajos de criterio de información Bayesiano (BIC por sus siglas en inglés) son los que 

describieron un mejor patrón de substitución. Para cada modelo, se evaluó el valor del criterio de información Akaike 

corregido, (AICc por sus siglas en inglés), el valor de Maximum likelihood (lnL), y los parámetros como el ancho de cada 

rama. Se utilizó el parámetro de discreción Gamma con un valor de 5. Para estimar los valores de ML, se llevó a cabo la 

construcción del anterior árbol filogenético, a través del programa MEGA5, utilizando el modelo Kimura-2 parámetros + 

parámetro de distribución Gamma. 

 
 

La comparación con la base de datos del GenBank coincide con la relación obtenida por los análisis 

filogenéticos y la construcción del árbol con 2000 repeticiones de bootstrap. 
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De acuerdo con las figuras 6.3 y 6.4, la banda marcada como 01 apareció solamente en las muestras 

del lodo granular en los tratamientos de filtración continua (I.1 y I.2). Esta banda fue identificada 

como Escherichia coli, y su presencia no fue detectada en los tratamientos posteriores. Así mismo, 

la banda 15 que también fue identificada como Escherichia coli apareció en los demás tratamientos, 

tanto en las muestras de lodo granular como de biopelícula. Algunos microorganismos que fueron 

detectados únicamente en las muestras de biopelícula fueron: 05 (bacteria no cultivable), 10 (no 

identificado), 11 (Chloroflexi), 12 (no identificado), 13 (no identificado) y 14 (Leptonema illini), los 

cuáles se discuten más adelante. 

 

Las bandas 04, 07, 09 y 16 se encontraban en la gran mayoría de las muestras (tanto en lodo 

granular como en biopelícula), de distintos tratamientos. Trichococcus sp. es un microorganismo 

filamentoso, que está presente en las plantas de tratamiento de lodos activados (Scheff et al., 1984). 

El hecho de tener filamentos les permite fácilmente adaptarse a las condiciones de formación de 

biopelículas, como ocurrió en todos los casos (siempre hubo formación de biopelícula). Este género 

de bacterias es capaz de vivir bajo condiciones anóxicas (Scheff et al., 1984) y anaerobias (Lee et 

al., 2008), en las cuáles llega a producir formato, acetato e incluso etanol. Además, en otros 

estudios, estos microorganismos fueron encontrados en condiciones psicrofílicas en muestras de 

leche almacenadas a 4 y 8 °C, que habían sido sometidas a un pretratamiento con burbujeo de CO2 

(Rasolofo et al., 2010). 

 

Es interesante notar, que algunos de los microorganismos hallados (Chlorobi y Leptonema illini) en 

las muestras 02 y 14, aparecen reportados como organismos capaces de vivir en temperaturas 

psicrófilas (Yu et al., 2012). Esto tiene sentido si se toma en cuenta que las pruebas se realizaron en 

un rango de temperaturas de 18-25°C que son bajas si se considera que la temperatura óptima de los 

procesos anaerobios mesófilos es de (37°C). Es probable que la presencia de estos microorganismos 

únicamente en la biopelícula se deba a su abundancia en esta matriz, considerando que al llevar a 

cabo los experimentos con agua residual sintética, toda la microbiota proviene de la biomasa 

presente en el reactor. Sin embargo, la matriz tan compleja que constituye los gránulos anaerobios, 

debieron impedir la reproducción de estos microorganismos en los gránulos y así presentar una 

mayor abundancia en la membrana que permitiera amplificarlo a partir de su muestra.  

 

De los microorganismos encontrados en este trabajo, uno muy importante para los biorreactores de 

membrana es Chloroflexi (encontrado en las muestras de 02 y 11), que incluye microorganismos 

aerobios facultativos (filamentosos) y ha sido reportado numerosamente en biorreactores tratando 

agua residual municipal (Sekiguchi et al., 2001; Kindaichi et al., 2004; Miura et al., 2007c; Xia et 

al., 2010). Miura et al. (2007c) realizaron un trabajo acerca del papel de este microorganismo en el 

desempeño de un biorreactor aerobio-anóxico de membranas tratando agua residual municipal. 

Ellos operaron un biorreactor escala piloto durante tres meses y observaron un fenómeno 

interesante, que cuando la población de Chloroflexi disminuyó de un 30 a un 10% del total del 

dominio Bacteria, la concentración de carbohidratos en el BRM aumentó ocasionando que el 

taponamiento fuera más rápido. El decremento en la población de Chloroflexi lo atribuyen a un 

descenso en el pH, ocasionado por un aumento en la temperatura que propició una mayor actividad 

en los procesos de nitrificación en el reactor. Finalmente, después de caracterizar la microbiota de 

Chloroflexi, encontraron que estos microorganismos eran del sub-phylum 1, poco estudiado, pero 

que se ha demostrado que sus representantes son capaces de degradar fácilmente los productos 

microbianos solubles en efluentes bajo condiciones anóxicas, como parte de un pretratamiento (Ng 

et al., 2006). Algunos autores más sugieren que Chloroflexi está involucrada en la degradación de 

productos microbianos solubles derivados principalmente de la muerte celular en la biomasa de los 

reactores (Okabe et al., 2004; Yamada et al., 2006).  
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A pesar de que las bandas 05 y 16 en la base de datos aparecieron relacionados con 

microorganismos no identificados y no cultivables, la construcción del árbol permitió relacionarlos 

con Sphingomonas. Este grupo de microorganismos aparece en las librerías de clonas y otros 

estudios de biopelículas en BRM (Calderón et al., 2011; Huang et al, 2008; Ivnitsky et al., 2007). 

También, Koskinen et al. (2000) reportaron la presencia de Sphingomonas como el principal 

organismo involucrado en el taponamiento de membranas para la filtración de agua potable. 

Además, la secuencia de la banda 16 fue encontrada en los gránulos de un reactor anaerobio 

experimental en condiciones muy similares a las reportadas en este trabajo, utilizando agua residual 

de baja carga, operado a bajas temperaturas (Tsushima et al., 2010). 

 

 

Por otro lado, a continuación en la tabla 6.11, se presentan los resultados de secuenciación e 

identificación de las bandas para el dominio Archaea. 

 

Tabla 6.11. Resultados de secuenciación para las bandas escindidas  

del gel de Archaea, todos los tratamientos (Figura 6.5 y 6.6). 
 

No.de 

Banda 
No. de acceso 

al GenBank Microorganismo 
% de 

Identidad eValue Referencia 

01 AB542742.1 
Methanobacterium 

petrolearium 
97 1e-174 Mori et al., 2010 

02 AY552778.3 
Methanobacterium 

beijingense 
99 1e-177 Ma et al., 2005 

03 AY552778.3 
Methanobacterium 

beijingense 
99 4e-164 Ma et al., 2005 

04 No fue posible su identificación 

05 AB542743.1 
Methanobacterium 

ferruginis 
99 1e-177 Mori y Harayama 2011 

06 No fue posible su identificación 

07 AB679168.1 Methanosaeta concili 100 1e-177 Mori et al., 2012 

08 No fue posible su identificación 

09 AB679168.1 Methanosaeta concili 100 1e-173 Mori et al., 2012 

10 HQ065268 
Methanolinea sp. no 

cultivable 
97 1e-173 Ramos-Padrón et al., 2010 

11 No fue posible su identificación 

12 AY552778.3 
Methanobacterium 

beijingense 
99 4e-164 Ma et al., 2005 

 
De la misma forma que para el caso de Bacteria, se construyó el árbol filogenético para las 

muestras de arqueas, utilizando 2000 repeticiones como valor de bootstrap (Figura 6.11). 
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Figura 6.11. Árbol filogenético obtenido con el análisis de secuencias de Archaea, con el programa 

MEGA5. 
 

Nota. Los modelos con valores más bajos de criterio de información Bayesiano (BIC por sus siglas en inglés) son los que 

describieron un mejor patrón de substitución. Para cada modelo, se evaluó el valor del criterio de información Akaike 

corregido, (AICc por sus siglas en inglés), el valor de Maximum likelihood (lnL), y los parámetros como el ancho de cada 

rama. Se utilizó el parámetro de discreción Gamma con un valor de 8. Para estimar los valores de ML, se llevó a cabo la 

construcción del anterior árbol filogenético, a través del programa MEGA5, utilizando el modelo Kimura-2 parámetros + 

parámetro de distribución Gamma. 

 

 

La comparación con la base de datos del GenBank coincide con la relación obtenida por los análisis 

filogenéticos y la construcción del árbol con 2000 repeticiones de bootstrap. 
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Puede observarse, tanto por las secuencias encontradas a partir de la base de datos de la NCBI, 

como la construcción del árbol consenso con el programa MEGA5, que las arqueas pertenecen a un 

phylum únicamente: Euryarchaeota. De este phylum,  las muestras se agrupan en el orden de las 

Methanobacteriales, y también de las Methanosarcinales, coincidiendo con lo reportado por 

Padmasiri et al. (2007) y Giménez et al. (2011). Por su parte, Padmasiri et al., encontraron cinco 

diferentes poblaciones de arqueas pertenecientes únicamente a tres órdenes: Methanomicrobiales, 

Methanobacteriales y Methanosarcinales.  

 

Methanosaeta sp. tiene una gran afinidad por el acetato (por ejemplo, es capaz de crecer en 

condiciones donde las concentraciones de acetato sean muy bajas), y se encuentra fácilmente en la 

biomasa de los reactores anaerobios. Tomando en cuenta que durante este trabajo, la carga orgánica 

que se manejó era baja, y además se trataba de un agua residual sintética que contenía acetato en su 

composición, es normal que este grupo de arqueas aparezca en todas las muestras de lodo (09 y 10), 

e incluso que la banda 07 se encuentre en todas las muestras, tanto de lodo granular como de la 

biopelícula, en donde la concentración de sustrato es todavía más baja. Además, estas arqueas han 

sido reportadas en los procesos de granulación de lodo anaerobio (Zhang et al, 2006b). 

 

La banda 10 según la base de datos aparecía relacionada con Methanolinea sp. y en la construcción 

del árbol aparece relacionado también con las muestras 07 y 09. Este organismo ya ha sido 

reportado en estudios previos de biorreactores anaerobios que trabajan a bajas temperaturas 

(<18°C), que coincide con este trabajo, que como ya fue mencionado, se llevó a cabo a intervalos de 

temperaturas relativamente bajas (18-25°C) para los procesos anaerobios (Zhang et al., 2011). 

 

El grupo de Methanobacterias involucra a microorganismos metanogénicos capaces de utilizar el 

hidrógeno disuelto para la conversión de metano y aparece en las muestras de 01, 02, 03 y 12. 

Padmisiri et al. (2007) señala que estas arqueas en los sistemas anaerobios parecen competir con las 

del orden de Methanomicrobiales, dependiendo de los sustratos en el efluente para la conversión de 

metano. 

 

Zhang et al. (2011) y algunos estudios previos (Schnürer et al., 1999) reportan que cuando las 

arqueas metanogénicas acetoclásticas (Methanosaeta sp.) aparecen como el grupo dominante de 

metanógenas, significa que la metanogénesis vía acetato es la principal ruta de producción de 

metano en un biorreactor anaerobio, y que durante períodos de estrés o perturbación de la operación 

del reactor, como son bajas temperaturas, la actividad metanogénica hidrogenotrófica 

(Methanobacteria sp.) se eleva. Esto resulta por la acción de las arqueas metanogénicas 

acetoclásticas y la subsecuente oxidación del acetato a CO2 y H2, que provee las condiciones 

favorables para la participación de las arqueas que reducen el CO2 a metano. Esto coincide con los 

dos principales grupos de arqueas encontrados en nuestro estudio, y que la biomasa del lodo 

granular se vio sometida a condiciones de bajas temperaturas y la fuerza tangencial del flujo de 

agua de entrada y el burbujeo de nitrógeno (para las muestras en la biopelícula). 

 

Una tesis previa en este grupo de investigación (Calderón, 2009) reportó la presencia 

principalmente de especies pertenecientes a Methanosarcinales y Methanospirilliaceae 

involucradas en la operación de un biorreactor anaerobio escala piloto (con un módulo de 

membrana externa), así como también en la secreción de sustancias poliméricas extracelulares. 

Algo interesante de esta investigación fue que se comprobó que el uso de diferentes cebadores para 

llevar a cabo la amplificación de una región específica del gen 16S, puede dar a su vez, diferentes 

resultados en cuanto a los microorganismos encontrados, también reportado en otros trabajos (Yu y 

Morrison, 2004; Yu et al., 2008; Li et al., 2009). En ese caso, al cambiar los cebadores que 

amplificaban la región V6 para arqueas, por los cebadores para la región V3, apareció en las bandas 

secuenciadas e identificadas, el grupo de Methanocalculus. 
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6.4 Imágenes del microscopio electrónico de barrido 

En las imágenes de la membrana obtenidas por microscopía electrónica de barrido, se encontró la 

presencia de microorganismos formando parte de la capa taponante. Como se observa en la Figura 

6.12, el burbujeo de nitrógeno tuvo un efecto visible sobre la biopelícula, generando una capa 

mucho más compacta sobre la membrana. Es indiscutible la presencia de una gran variedad de 

microorganismos, los cuales componían el  elemento más abundante en la biopelícula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.12. Micrografías: a) Filtración continua. b) Filtración intermitente con burbujeo de N2. 

 
En la micrografía de la Figura 6.13 se observa la biopelícula fraccionada, y en el fondo, la 

superficie de la membrana, lo cual permite ver el tamaño de poro, con respecto al tamaño de los 

componentes de la capa taponante. No es posible determinar si la fragmentación de la biopelícula es 

un efecto natural en la formación y operación de la misma, o se debió al proceso de preparación de 

las muestras para la microscopía: la deshidratación con etanol y el secado a punto crítico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.13. Micrografía 1200X: biopelícula y membrana. 

 
Debido a los microorganismos presentes, también fue posible observar las redes de las sustancias 

poliméricas extracelulares (carbohidratos y proteínas) que constituían, junto con los 

microorganismos, la matriz de la capa taponante (Figura 6.14). Estas SPE podían provenir de 
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material extracelular secretado por los microorganismos, o bien, de restos celulares (debris). 

Aunque es clara la presencia de microorganismos y SPE no es posible confirmar con certeza a partir 

de las micrografías, que la formación de la biopelícula se debió a la colonización, o al efecto de 

arrastre de las partículas y los microorganismos hacia la membrana, o bien, por el efecto combinado 

de ambos procesos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.14. Micrografía 25000X, donde se observa parte de la matriz (capa taponante) que 

conforman las sustancias poliméricas extracelulares y los microorganismos. 

 

De entre los microorganismos secuenciados que se mencionan en el capítulo anterior, se pueden 

comparar las imágenes obtenidas con estudios previos de otros investigadores. Entre el dominio 

Bacteria, fue identificado el género Trichococcus en varias de las bandas secuenciadas. Liu et al. 

(2002) describieron este género en sus diferentes formas dependiendo de la fase de crecimiento y el 

medio en el que crecen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.15. a) Trichococcus flocculiformis en agar R2A. b) y c) T. flocculiformis en sus diferentes 

formas morfológicas. Tomadas de Liu et al., 2002. 

 

Las micrografías de las figuras 6.15 a 6.19 muestran similitudes entre las formas microbianas 

presentes en la biopelícula de este trabajo, con imágenes de otras investigaciones. 
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Figura 6.16. a) y b) Representación de microorganismos de forma cocoide. En c) y d) 

microorganismos de forma filamentosa. (Todos presentes en las muestras de biopelícula). 

 

Así mismo, se encontraron muchas bacterias de forma bacilar. Uno de los géneros identificados, 

Chlorobi, se identifica por esta morfología. Beatty et al. (2005) publicaron micrografías de este 

género, encontradas en muestras de organismos fotosintéticos estrictamente anaerobios (fotosíntesis 

anoxigénica) de sedimentos del fondo marino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.17. a) Chlorobi en Beatty et al., 2005. b) Micrografía de microoganismos  

con forma bacilar presentes en las muestras de biopelícula. 

 

Para el dominio Archaea, también se identificaron algunas morfologías en las micrografías tomadas 

para los diferentes tratamientos de este estudio. Como ya se mencionó anteriormente, la 

secuenciación permitió identificar especies de arqueas pertenecientes a dos géneros: Methanosaeta 

a) b) 

c) d) 

a) b) 
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y Methanobacterium. El primero mencionado está conformado por organismos que presentan forma 

de bastón, como se muestra en la figura 6.18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.18. a) Methanosaeta en Sallis y Uyanik, 2003. b) Micrografía de microorganismos con 

forma de bastón presentes en las muestras de biopelícula. 

 
De la misma manera, algunas especies de Methanobacterium tienen forma de bastón, pero más 

alargados y pueden ir unidos en los extremos entre sí, o bien, tienen morfologías más parecidas a la 

forma bacilar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.19. a) Methanobacterium sp. en Mori y Harayama, 2011. b) Micrografía de 

microorganismos con forma de bastón alargados presentes en las muestras de biopelícula. 

 
Además de las micrografías, se realizaron estudios de EDX para identificar otros elementos 

presentes en la biopelícula de la membrana. Dentro de estos elementos, aparecieron cristales 

inorgánicos de sustancias cuyo origen debe ser la composición del agua residual sintética utilizada 

para los experimentos, o bien probablemente de la lisis celular. Es importante mencionar, que el 

análisis de las micrografías permitió conocer lo que se encontraba en la superficie de la biopelícula 

y que sobre de esta, la cantidad de cristales que fue posible observar fue bajo. Esto no significa que 

los compuestos inorgánicos en la biopelícula no fueran parte de lo que causa el taponamiento en la 

membrana, puesto que algunos autores han reportado la presencia de elementos inorgánicos como 

Ca, Fe, Mg, etc. como componentes necesarios en la formación de la capa taponante (Meng et al., 

2007; Wang et al., 2008; Salazar-Peláez, 2011). 

 

 

 

a) b) 

a) b) 

5 μm 

1 μm 



 
74 

A continuación, en la figura 6.20 se presentan algunos ejemplos de los cristales encontrados en los 

diferentes tratamientos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.20. Espectros de EDX obtenidos en las muestras de biopelícula. 

a) Cristal de Cu. b) Cristal de Cr y Fe. c) Cristal de Cl, Ca, Si y K. 

 

En todas las muestras se encontró Au por el tratamiento de recubrimiento de oro para observar las 

micrografías más claramente. Sin embargo, fue interesante encontrar cristales de diferente 

composición como:  

 

a) Cobre, presente en forma de cloruro de cobre en la composición del agua residual sintética 

y que explicaría su presencia en forma de cristales en la biopelícula. En estudios anteriores 

de este grupo de investigación, Calderón (2009) también encontró este tipo de formación.   

b) Fe-Cr, probablemente una sal de hierro. El hierro también era parte de la composición del 

agua residual, mientras que el cromo debió provenir de una fuente externa, probablemente 

como parte de la matriz que conforman los gránulos anaerobios. 

a) 

b) 

c) 
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c) Calcio-cloro-silicio-potasio que probablemente eran cristales de cloruro de calcio con trazas 

de otros elementos. En el trabajo de Salazar-Peláez (2011) se encontraron cristales de 

composición parecida, sólo que se trataba de un reactor anaerobio de configuración con 

membrana externa. 

 

Es importante llevar a cabo un análisis profundo acerca de la aportación de cada elemento (orgánico 

e inorgánico) en la formación de la biopelícula, y sobre todo su efecto en el taponamiento de la 

membrana. Las investigaciones al respecto aún no son claras, pues hay autores que afirman que el 

efecto de los microorganismos es la causa principal del taponamiento (Lee et al., 2003; Bae y Tak, 

2005; Huang et al., 2008), mientras que otros señalan que la presencia de las SPE contribuye a 

disminuir drásticamente la eficiencia de las membranas debido a su deposición sobre ésta, formando 

matrices complejas (Le-Clech et al., 2005; Malamis y Andreadakis, 2009). Por su parte Herrera-

Robledo et al. (2011a) llevaron a cabo experimentos para inducir el taponamiento de la membrana 

con diferentes macromoléculas, quitosán (polisacárido) y albúmina de suero bovino (proteína), y un 

elemento inorgánico, carbonato de calcio. De esta forma, comprobó que la interacción entre 

elementos orgánicos e inorgánicos puede conducir al proceso conocido como biomineralización y 

por consecuencia, al taponamiento irreversible de la membrana. 
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7. CONCLUSIONES 
 
 

1. La biopelícula desarrollada sobre la membrana durante la filtración continua a un TRH de 4 

horas, presentó un menor número de bandas en comparación con la filtración continua a un 

TRH de 8 horas. Esto puede deberse a un incremento de la velocidad de ascenso y por lo 

tanto a un mayor esfuerzo de corte del líquido sobre la membrana. 

 

2. Durante las pruebas de filtración intermitente con burbujeo de nitrógeno (tratamientos 

II.A.1 y II.B.1) se obtuvo un menor número de bandas con respecto a las pruebas similares 

sin burbujeo de nitrógeno (tratamientos II.A.2 y II.B.2) lo que puede asociarse a un mayor 

desprendimiento de la biopelícula. 

 

3. El índice ponderado de riqueza (Rr) fue mayor para Archaea en las muestras del lodo 

anaerobio, mientras que para las muestras de biopelícula ocurrió el caso contrario, siendo 

mayor el índice para el dominio Bacteria. 

 

4. El índice de funcionalidad (Fo) reportado indicó que ambas comunidades están altamente 

especializadas, como era de esperarse, por ser un reactor anaerobio en etapa estable. 

 

5. La comunidad de Archaea estuvo representada en todos los tratamientos por especies 

pertenecientes al orden Methanobacteriales y Methanosarcinales. 

 

6. Chloroflexi sp. y Leptonema illini fueron especies de Bacteria que sólo se identificaron en 

las muestras de biopelícula. Por otro lado, Escherichia coli y Trichococcus sp., se 

encontraron en todas las muestras de todos los tratamientos. Chloroflexi sp. está reportado 

que contribuye a la remoción de carbohidratos en el agua residual (Li et al., 2008). 

 

7. De acuerdo a estudios previos, algunos de los microorganismos encontrados, Chlorobi sp., 

Leptonema illini y Methanolinea sp. han sido reportados como organismos que se adaptan 

para vivir en temperaturas psicrófilas (Yu et al., 2012; Zhang et al., 2012) cercanas a las 

que se manejaron durante este trabajo, 18-25°C. 

 

8. Las micrografías permitieron observar que además de microorganismos, existen otros 

compuestos taponantes sobre la biopelícula (exopolímeros, residuos celulares  y 

precipitados de elementos inorgánicos como el cobre, hierro, cromo y calcio). Es el estudio 

conjunto de todos estos factores el que permitirá elucidar los mecanismos de taponamiento, 

y el principal efecto de cada uno de sus componentes (microorganismos, sustancias 

orgánicas, sustancias inorgánicas, etc.). 
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ANEXO 1. Métodos de extracción de ADN 

 

 

 

 

Método propuesto por Klocke et al., 2003. 

 

La muestra se somete a lavados con una solución tampón salina-EDTA 0.15M, que contiene 30-40 

mg de PVPP. Para llevar a cabo la lisis enzimática de las células se agregan 20 µl de una solución 

de lisozima (10 mg/mL). Posteriormente se incuba a 37°C por 30 min., y después se agregan 20 µL 

de una solución al 1% p/p de solución de proteinasa K y 100 µL de una solución 10% p/v de SDS. 

Luego de eso, las muestras se incuban a 65°C durante 45 min. Para asegurar la lisis completa de las 

células, las muestras se someten a 3 pasos de congelación-descongelación. Luego se centrifugan las 

muestras a 7500g por 10 min. Dependiendo del grado de coloración “café” en las muestras, se 

llevan a cabo uno o dos pasos de extracción agregando un volumen igual al de la muestra de una 

mezcla 24:1 v/v de cloroformo-isopentilalcohol. El ADN extraído se precipita agregando 0.25 

volúmenes de acetato de sodio 3M y un volumen de isopropanol. Para asegurar la precipitación 

completa del ADN de las muestras, éstas se conservan a 20°C durante toda la noche. El ADN se 

recupera por centrifugación a 20,800g por 10 min., y se lava dos veces con etanol al 70% v/v, para 

finalmente tirar el sobrenadante y resuspender el precipitado en una solución tampón Tris/HCl 10 

mM (pH 8.0). Las muestras ya listas se guardan en congelación a -20°C hasta su uso final. 

 

 

 

Kit de extracción Genomic DNA Extraction Kit de FAST-ID 

    

1) Para la extracción, tomar 1000 µL de la solución de lisis y premezclarla con 30 µL de la solución 

de proteinasa K. 

2) En uno de los viales de 2 mL agregar 200 mg de muestra y homogenizarla mezclándola con 1000 

µL de la solución preparada en el paso anterior.  

3) Colocar en el vórtex por 30 s. 

4) Incubar a 65 °C por 10 a 30 minutos.  

5) Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.  

6) Tomar 500 µl del sobrenadante y transferirlo a un nuevo vial de 2 mL. 

7) Agregar un volumen igual al de la muestra de la solución de “Genomic Bind” y agitar en el 

vórtex.  

8) Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.  

9) Pasar el sobrenadante a través de una columna “DNA binding”. Centrifugar a 10,000 rpm por 2 

minutos y desechar lo que pase a través de la columna.  

10) Lavar el retenido en la columna con 1000 µl de “Genomic Wash”.  

11) Lavar tres veces con 1000 µl de etanol al 75% y desechar lo que pase por la columna.  

13) Colocar la columna en un nuevo vial de 1.5 mL. 

14) Agregar 50 µL de una solución tampón TE 1X, e incubar de 5 a 10 minutos a 65°C. 

15) Centrifugar a 10,000 rpm por 30 segundos y colectar el ADN eluído. Descartar la columna.  
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Kit de extracción Power Soil de MoBio 

 

1) Colocar la muestra en los tubos “Power Bead Tubes”. 

2) Mezclar en el vórtex por 30 segundos. 

3) Agregar 60 µL de la solución C1 e invertir el tubo varias veces para mezclar. 

4) Asegurar los tubos al vórtex y dejarlos mezclando a la velocidad máxima por 10 minutos. 

5) Centrifugar los tubos a 10,000 g por 30 segundos. 

6) Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL. (no más de 500 µL) 

7) Añadir 250 µL de la solución C2 y colocar en el vórtex por 5 segundos. Incubar a 4°C por 5 

minutos. 

8) Centrifugar a 10,000 g por 1 minuto. 

9) Sin tocar el precipitado, transferir no más de 600 µL a un tubo nuevo de 2 mL. 

10) Agregar 200 µL de la solución C3 y mezclar en el vórtex. Incubar a 4°C por 5 minutos. 

11) Centrifugar a 10,000 g por 1 minuto. 

12) Sin tocar el precipitado, transferir no más de 750 µL a un tubo nuevo de 2 mL. 

13) Agregar 1200 µL de la solución C4 y mezclar en el vórtex. 

14) Tomar 675 µL y pasarlos a través de un tubo “Spin filter”, centrifugando a 10,000 g durante un 

minuto. Desechar el remanente. Repetir este procedimiento hasta que se haya pasado toda la 

muestra. 

15) Agregar 500 µL de la solución C5 y centrifugar por 30 segundos a 10,000 g. Descartar el 

remanente. 

16) Volver a centrifugar a 10,000 g por 1 minuto. 

17) Colocar cuidadosamente la columna en un tubo nuevo de 2 mL. 

18) Agregar 100 µL de la solución C6 en el centro de la columna y centrifugar por 30 segundos a 

10,000 g.  

19) Desechar la columna y guardar el ADN extraído bajo congelación (-20 a -80°C) hasta su uso. 
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ANEXO 2. Cálculos para el índice de funcionalidad (Fo). 

 

LODO FILTRACIÓN CONTINUA 8 HORAS. 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 704.688 1978.875 1978.875 0.10 0.39 

2 3 1028.125 1353.063 3331.938 0.30 0.66 

3 6 1978.875 1028.125 4360.063 0.60 0.86 

4 10 1353.063 704.688 5064.751 1.00 1.00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.56 aproximadamente. 

 

 

  

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

N
o

rm
a

li
za

d
o

 d
e 

la
 ∑

 d
el

  

o
rd

en
a

d
o

 d
e 

in
te

n
si

d
a

d
es

  

Normalizado de la ∑ de bandas 



 
95 

MEMBRANA FILTRACIÓN CONTINUA 8 HORAS. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 668.188 1299.5 1299.5 0.05 0.21 
2 3 1025.625 1162.625 2462.125 0.14 0.40 
3 6 1108.375 1108.375 3570.5 0.29 0.58 
4 10 1162.625 1025.625 4596.125 0.48 0.75 
5 15 1299.5 872.563 5468.688 0.71 0.89 
6 21 872.563 668.188 6136.876 1.00 1.00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.48 aproximadamente. 
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LODO FILTRACIÓN CONTINUA 4 HORAS. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 819.313 2131 2131 0.04 0.23 
2 3 1075.875 1491.938 3622.938 0.11 0.38 
3 6 1173.625 1424.375 5047.313 0.21 0.53 
4 10 1491.938 1354.688 6402.001 0.36 0.68 
5 15 2131 1173.625 7575.626 0.54 0.80 

6 21 1424.375 1075.875 8651.501 0.75 0.91 

7 28 1354.688 819.313 9470.814 1.00 1.00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.52 aproximadamente. 
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MEMBRANA FILTRACIÓN CONTINUA 4 HORAS. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 626.063 1756.063 1756.063 0.04 0.24 
2 3 929.188 1209.188 2965.251 0.11 0.40 
3 6 1209.188 1012.313 3977.564 0.21 0.54 
4 10 901.313 929.188 4906.752 0.36 0.67 
5 15 1012.313 901.313 5808.065 0.54 0.79 
6 21 1756.063 891.000 6699.065 0.75 0.91 
7 28 891.000 626.063 7325.128 1.00 1.00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.53 aproximadamente. 
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LODO FILTRACIÓN INTERMITENTE SIN NITRÓGENO. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 

1 1 1060.188 2539.5 2539.5 0.03 0.19 

2 3 1139 2074.875 4614.375 0.08 0.34 

3 6 1680.375 1708.438 6322.813 0.17 0.47 

4 10 1656.438 1702.25 8025.063 0.28 0.59 

5 15 1702.25 1680.375 9705.438 0.42 0.72 

6 21 1708.438 1656.438 11361.876 0.58 0.84 

7 28 2074.875 1139 12500.876 0.78 0.92 

8 6 2539.5 1060.188 13561.064 1.00 1.00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.51 aproximadamente. 
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MEMBRANA FILTRACIÓN INTERMITENTE 10-1 SIN NITRÓGENO. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 740.688 1928.125 1928.125 0.03 0.17 

2 3 1848.938 1848.938 3777.063 0.08 0.33 

3 6 1431.813 1693.25 5470.313 0.17 0.48 

4 10 1693.25 1431.813 6902.126 0.28 0.60 

5 15 1928.125 1422.00 8324.126 0.42 0.73 

6 21 1119.188 1229.063 9553.189 0.58 0.84 

7 28 1422.00 1119.188 10672.377 0.78 0.94 

8 36 1229.063 740.688 11413.065 1.00 1.00 

 

 

 
 

 

Fo de 0.52 aproximadamente. 
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MEMBRANA FILTRACIÓN INTERMITENTE 4-1 SIN NITRÓGENO. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 696.125 1944.25 1944.25 0.05 0.26 
2 3 1944.25 1808 3752.25 0.14 0.50 
3 6 1808 1272.25 5024.5 0.29 0.68 
4 10 1272.25 948.125 5972.625 0.48 0.80 
5 15 948.125 773.438 6746.063 0.71 0.91 
6 21 773.438 696.125 7442.188 1.00 1.00 

 

 

 
 

Fo de 0.59 aproximadamente. 
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LODO FILTRACIÓN INTERMITENTE CON NITRÓGENO. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 

1 1 1024.563 2940.438 2940.438 0.04 0.25 

2 3 1145.000 1980.625 4921.063 0.11 0.41 

3 6 1349.063 1811.000 6732.063 0.21 0.56 

4 10 2940.438 1747.063 8479.126 0.36 0.71 

5 15 1980.625 1349.063 9828.189 0.54 0.82 

6 21 1811.000 1145.000 10973.189 0.75 0.91 

7 28 1747.063 1024.563 11997.752 1.00 1.00 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.55 aproximadamente. 
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MEMBRANA FILTRACIÓN INTERMITENTE 10-1 CON NITRÓGENO. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 

1 1 844.125 1177.625 1177.625 0.05 0.22 

2 3 904.813 1065.75 2243.375 0.14 0.41 

3 6 1065.75 904.813 3148.188 0.29 0.58 

4 10 1177.625 844.125 3992.313 0.48 0.73 

5 15 743.438 743.438 4735.751 0.71 0.87 

6 21 733.188 733.188 5468.939 1.00 1.00 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fo de 0.48 aproximadamente. 
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MEMBRANA FILTRACIÓN INTERMITENTE 4-1 CON NITRÓGENO. 

 

 

No. de 

banda 

∑ de 

bandas 

Intensidad 

de la banda 

Ordenado de 

acuerdo a las 

intensidades de 

cada banda 

∑ del 

ordenado de 

intensidades 

Normalizado 

de la ∑ de 

bandas (X) 

Normalizado 

de la ∑ del 

ordenado de 

intensidades 

(Y) 
1 1 715.188 1840.938 1840.938 0.05 0.25 
2 3 1082.5 1283.688 3124.626 0.14 0.42 
3 6 1254.375 1254.375 4379.001 0.29 0.59 
4 10 1840.938 1236.813 5615.814 0.48 0.76 
5 15 1236.813 1082.5 6698.314 0.71 0.90 
6 21 1283.688 715.188 7413.502 1.00 1.00 

 

 

 

 

Fo de 0.50 aproximadamente. 
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ANEXO 3. Resultados generales de la operación del sistema BRAMS. 

 

Como ya se mencionó en la metodología, el sistema BRAMS fue alimentado con un agua residual municipal sintética, con una DQO 

total inicial de aproximadamente 450 mg O2 ∙L
-1

, pH de 7.5 ± 0.5, sólidos totales de 1060 ± 40 mg∙L
-1

 y sólidos suspendidos volátiles 

de 8.9 ± 5.2 mg∙L
-1

. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*LD, límite de detección. 

  Filtración continua 

Parámetro TRH 8 horas TRH 4 horas 

  Efluente Permeado Efluente Permeado 

Duración de las pruebas (días) 12  3.6 

Temperatura (
o
C) 21.7 ± 0.7 21.7 ± 0.7 18.8 ± 1.1 19.0 ± 0.7 

pH (unidades) 8.0 ± 0.1 7.3 ± 0.1 7.9 ± 0.1 8.2 ± 0.3 

Alcalinidad (mg CaCO3 ∙L
-1

) 378.2 ± 37.8 135.4 ± 162.8 559.0 ± 11.9 581.0 ± 45.0 

DQO total (mg O2 ∙L
-1

) 42.6 ± 10.9 16.6 ± 7.9 45.0 ± 8.3 28.1 ± 10.7 

DQO soluble (mg O2 ∙L
-1

) 17.8 ± 3.9 8.3 ± 5.5 22.1 ± 7.8 24.3 ± 9.2 

Sólidos Totales (mg∙L
-1

) 855.9 ± 35.1 303.4 ± 229.0 864.7 ± 42.6 644.74 ± 297.8 

Sólidos Suspendidos Totales (mg∙L
-1

) 34.9 ± 4.5 7.0 ± 1.4 43.2 ± 11.6 22.8 ± 8.3 

Sólidos Suspendidos Volátiles (mg∙L
-1

) 26.4 ± 4.7 3.8 ± 3.8 29.2 ± 12.3 11.6 ± 6.8 

  Filtración intermitente 

Parámetro 10 on – 1 off sin N2 10 on – 1 off con N2 4 on – 1 off sin N2 4 on – 1 off con N2 

  Efluente Permeado Efluente Permeado Efluente Permeado Efluente Permeado 

Duración de las pruebas (días) 1.3 8.7 3.2 17 

Temperatura (
o
C) 21.0 ± 1.0 21.0 ± 1.0 24.2 ± 1.2 24.4 ± 1.3 24.0 ± 1.0 24.3 ± 1.5 22.3 ± 1.3 22.2 ± 1.2 

pH (unidades) 7.92 ± 0.05 8.27 ± 0.04 8.13 ± 0.09 8.40 ± 0.10 8.03 ± 0.18 8.01 ± 0.21 8.4 ± 0.1 8.5 ± 0.1 

Alcalinidad (mg CaCO3∙L
-1

) 536.0 ± 18.3 578.7 ± 11.5 519.0 ± 21.1 546.0 ± 23.8 556.0 ± 18.2 566.0 ± 20.8 533.4 ± 11.7 540.0 ± 16.2 

DQO total  (mg O2∙L
-1

) 33.4 ± 2.8 16.4 ± 4.5 29.1 ± 6.5 9.5 ± 3.4 24.2 ± 3.1 17.7 ± 4.4 33.6 ± 5.6 7.7 ± 2.9 

DQO soluble (mg O2∙L
-1

) 5.78 ± 0.7 4.73 ± 1.0 6.6 ± 1.8 6.1 ± 1.3 15.07± 1.3 14.70 ± 5.6 4.9 ± 3.5 4.9 ± 3.4 

Sólidos Totales (mg∙L
-1

) 864.0 ± 21.1 793.3 ± 26.6 860.3 ± 19.3 830.8 ± 20.5 834.0 ± 12.2 832.7 ± 38.1 853.8 ± 25.7 833.0 ± 17.2 

Sólidos Suspendidos Totales 

(mg ∙ L
-1

) 
21.3 ± 5.5 <LD 29.8 ± 2.7 <LD 19.0 ± 1.7 <LD 28.2 ± 5.5 <LD 

Sólidos suspendidos 

volátiles (mg ∙ L
-1

) 
15.7 ± 2.1 <LD 19.8 ± 4.4 <LD 14.7 ± 3.2 <LD 23.7 ± 7.5 <LD 
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