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RESUMEN 

Existe una información muy limitada con relación a la diversidad microbiológica y al equilibrio dinámico 
existente entre las distintas poblaciones microbianas involucradas en los procesos de degradación de la materia 
orgánica, particularmente en cuanto al tratamiento de aguas residuales industriales. En esta investigación se 
examinaron las abundancias de los grupos bacterianos presentes en la biopelícula de un reactor RBC de tres 
etapas, alimentado con un efluente industrial sintético (sacarosa+urea) y en el lodo granular de un reactor 
UASB, cargado con aguas de producción petrolera (APP), empleando la técnica de tubos múltiples, con la 
finalidad de aportar herramientas en la predicción y optimización de la eficiencia de dichos sistemas de 
tratamiento. En el reactor RBC de tres etapas las bacterias nitrificantes (oxidadoras de NO2

- y de NH4
+) 

fungieron como el grupo más abundante en las tres cámaras, como resultado de la utilización del N en forma de 
NH4

+ presente en el efluente sintético. También se evidenció la ocurrencia del proceso de nitrificación-
desnitrificación simultánea. En el reactor UASB, por su parte, se obtuvo una elevada remoción de materia 
orgánica en las APP (75,77±7,40%), indicando que dicho tratamiento es un proceso viable para la disminución 
de fracciones orgánicas de hidrocarburos presentes en este tipo de muestras. Las poblaciones de bacterias se 
encontraron en la siguiente proporción: metanógenos > nitrato-reductoras > acetogénicas > sulfato-reductoras 
> fermentadoras de glucosa. Las características fisicoquímicas de los influentes de los reactores garantizaron el 
desarrollo de una comunidad microbiana mixta capaz de degradar los sustratos orgánicos presentes. 
 
PALABRAS-CLAVE: Diversidad Bacteriana, Reactor RBC, Reactor UASB, Tratamiento Biológico, 
Efluentes Industriales. 
 
 
INTRODUCCIÓN 

El desarrollo de actividades industriales ha contribuido cada vez más a la generación de residuos con elementos 
potencialmente contaminantes y tóxicos, los cuales en concentraciones altas pueden tener efectos nocivos sobre 
la salud de la población y afectaciones al equilibrio ecológico. Uno de los problemas más señalados por la 
sociedad a nivel mundial es la progresiva degradación de los recursos acuáticos naturales causada por la gran 
diversidad de contaminantes orgánicos e inorgánicos, resultantes de diversas actividades naturales y 
antropogénicas que generan un irremediable deterioro al ambiente (23). 
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Los tratamientos biológicos constituyen una alternativa viable para prevenir los impactos ambientales 
relacionados con la disposición de las aguas residuales industriales de baja toxicidad, ya que utilizan 
microorganismos (entre las que destacan las bacterias) para llevar a cabo la remoción de componentes 
indeseables del agua, aprovechando la actividad metabólica de los mismos sobre esos componentes. La 
aplicación tradicional consiste en la eliminación de materia orgánica biodegradable, tanto soluble como coloidal, 
así como la reducción de compuestos que contienen elementos nutrientes (N y P) (26). 
 
Entre los sistemas de tratamiento de aguas residuales más ventajosos se encuentran: 1) los reactores biológicos 
rotativos de contacto (RBC), los cuales permiten un buen desarrollo de una comunidad bacteriana heterogénea 
capaz de degradar al mismo tiempo materia orgánica y nutrientes como el nitrógeno; paso importante del 
proceso ya que en muchas ocasiones la remoción del nitrógeno en sus diferentes formas es difícil, debido a que 
las bacterias responsables de su transformación son de crecimiento lento y son frecuentemente desplazadas por 
grupos de bacterias heterótrofas de rápido crecimiento (15, 17, 20, 37). Otra de las ventajas  que ofrecen los 
RBC´s, es que los grupos bacterianos del nitrógeno tienen una mayor probabilidad de desarrollarse puesto que 
la edad del lodo puede alcanzar valores mayores que en otros sistemas y no se enfrentan al riesgo de ser lavadas 
(18), y 2) los reactores anaerobios de manto de lodo de flujo ascendente (UASB), los cuales generan una baja 
producción de biomasa por unidad de sustrato, requiriendo menor cantidad de nutrientes; tienen un bajo 
consumo de energía, existiendo la posibilidad de utilizar el gas metano producido como combustible; se pueden 
utilizar en la degradación de desechos tóxicos provenientes de industrias y biodegradar compuestos 
xenobióticos, como por ejemplo hidrocarburos alifáticos clorinados; entre otras ventajas (5). 
 
El ciclaje de nutrientes en el ambiente es un proceso complejo, en el caso particular del nitrógeno (N) muchas 
de las reacciones de transformación están mediadas por microorganismos. Los procesos de nitrificación, 
desnitrificación, fijación en inmovilización de N requieren de condiciones ambientales particulares y de grupos 
bacterianos específicos. La nitrificación implica una oxidación quimiolitotrofa de NH4

+ a NO3
- (1); es realizada 

principalmente por bacterias autótrofas que utilizan como fuente de energía iones inorgánicos (por ejemplo: 
Nitrosomonas, Nitrobacter), pero también existe un grupo de bacterias nitrificantes heterótrofas que pertenecen 
a los géneros  Pseudomonas, Bacillus, Nocardia y Streptomyces (9). La mayoría de las bacterias 
desnitrificantes son heterótrofas y algunas utilizan compuestos con un sólo átomo carbono, mientras que otras 
crecen autotróficamente en base a H2 y CO2 o compuestos reducidos del sulfuro; un grupo es fotosintético y la 
mayoría posee las reductasas necesarias para reducir el NO3

-, otras no las tienen y son nitrito-dependientes (19). 
La fijación de N2 comprende diversos géneros de bacterias de vida libre o en simbiosis. Los diversos 
organismos de vida libre que son capaces de llevar a cabo la fijación biológica de N comprenden cerca de 20 
géneros de microorganismos no fotosintéticos aerobios como Azotobacter y Beijerickia, y anaerobios como 
Clostridium, también se incluyen cerca de 15 géneros de cianobacterias como Anabaena y Nostoc (16). 
 
Durante el proceso de digestión anaerobia tienen lugar diferentes transformaciones bioquímicas como resultado 
de la variedad de microorganismos que intervienen en la reducción de sustratos, cuyo metabolismo no puede 
considerarse de forma independiente ya que la eficacia de cada grupo bacteriano depende de los otros. Una gran 
variedad de microorganismos coexisten dentro de un biorreactor anaerobio, y cada digestor desde un punto de 
vista microbiológico es diferente. Si bien el proceso de la digestión anaerobia se ha dividido en etapas 
(hidrólisis, acidogénica, acetogénica y metanogénicas), la realidad biológica es compleja ya que todas estas 
reacciones deben estar ocurriendo a la misma velocidad. Grupos funcionales especializados son los responsables 
de esta biodegradación, tales como: bacterias acidogénicas, acetogénicas, metanógenos, sulfato-reductoras y 
nitrato-reductoras (27, 31). 
 
El objetivo de esta investigación consistió en examinar las abundancias de los grupos bacterianos presentes en la 
biopelícula de un reactor RBC de tres etapas, alimentado con un efluente industrial sintético (sacarosa+urea) y 
en el lodo granular de un reactor UASB, cargado con aguas de producción petrolera (APP), con la finalidad de 
aportar herramientas en la predicción y optimización de la eficiencia de dichos sistemas de tratamiento. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 

A) SISTEMA RBC DE TRES CÁMARAS PARA EFLUENTE SINTÉTICO 

El sistema RBC de tres cámaras (C1, C2 y C3) fue construido en acrílico transparente y cada cámara estuvo 
separada por una lámina del mismo material. El volumen total del reactor fue de 9 L (con los discos) y cada 
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cámara tenía un volumen de 3 L. El primer disco de cada cámara presentaba dos pequeños sujetadores a los 
cuales se les adjuntaban unos “puertos” rectangulares de plástico lijado con un área conocida, los mismos 
fueron utilizados para el muestreo de la biopelícula de los discos.  
 
 
A.1) CONTROL Y ANÁLISIS DEL SISTEMA 

Se utilizó un efluente industrial sintético preparado de acuerdo a lo propuesto por Gupta & Gupta (10), con una 
proporción de C:N≈5 para garantizar la disponibilidad de C hasta la última cámara del reactor, empleando 
sacarosa (azúcar común) (1000 mg/L) como fuente de carbono, urea agrícola (400 mg/L) como fuente de 
nitrógeno, así como también  Na2HPO4 (75 mg/L), KH2PO4 (37,5 mg/L) y MgSO4 (25 mg/L). Debido a que el 
proceso de nitrificación produce iones H+, fue necesario sustentar el efluente con NaHCO3 (1500 mg/L), con la 
finalidad de aumentar la alcalinidad y así proveer una buena capacidad amortiguadora.  
 
Durante la fase experimental se estableció un flujo continuo con una carga orgánica (CO) aplicada en la primera 
cámara de 29,42 gDQO/m2.d y de 9,80 gDQO/m2.d como CO global; para un tiempo de retención hidráulico 
(TRH) de 12 h y 30 días de operación. 
 
Diariamente se efectuaron mediciones de pH, oxígeno disuelto y alcalinidad total en la entrada (influente) y en 
las salidas (efluentes) de las tres cámaras del reactor. Tres veces por semana se realizaron análisis de demanda 
química de oxígeno (DQO) y de las formas de N, siguiendo los métodos estándares (2).  
 
 
A.2) CUANTIFICACIÓN DE LOS GRUPOS BACTERIANOS 

En cuanto a la abundancia de los grupos microbianos, se cuantificaron las bacterias relacionadas con la 
dinámica del nitrógeno (nitrobacterias): fijadoras de N2, oxidadoras de NH4

+, oxidadoras de NO2
- y 

desnitrificantes, empleándose la técnica de tubos múltiples para estimar el NMP/100 g (2, 24, 33, 34), mediante 
el uso de medios selectivos propuestos por Verhagen et al. (33, 34).  
 
 
B) SISTEMA UASB PARA AGUAS DE PRODUCCIÓN PETROLERA 

Para estos ensayos se utilizaron dos reactores UASB a escala de laboratorio, con volumen útil de 4000 mL, 
inoculados con 1200 mL (23,8% del volumen total) de lodo granular anaerobio proveniente de un reactor 
UASB de una industria cervecera de la localidad. Fueron alimentados a flujo continuo por 60 d (2,5 mL/min), 
utilizando bombas peristálticas y aplicando un TRH de 24 h, a una temperatura de operación de 29±2ºC.  
 
 
B.1) CONTROL Y ANÁLISIS DEL SISTEMA 

Luego del periodo de aclimatación (usando glucosa como fuente de carbono y energía), uno de los reactores se 
alimentó con APP provenientes de la extracción de petróleo liviano (31,1–39,0ºAPI), las cuales contenían una 
DQO de 712,83±146,87 mg/L. El segundo reactor se continuó cargado con el afluente sintético que contenía 
glucosa. 
 
Diariamente se monitorearon los siguientes parámetros fisicoquímicos: temperatura, pH, alcalinidad total y 
DQO, en el efluente de los dos reactores UASB, aplicando métodos estándares (2).  
 
 
B.2) CUANTIFICACIÓN DE LOS GRUPOS BACTERIANOS  

Todos los procedimientos aplicados durante la cuantificación de los grupos funcionales fueron realizados bajo 
condiciones anaeróbicas, empleando una cámara de atmósfera controlada marca PLAS LABS (Lansing, MI, 
USA), cuyo gas de alimentación estaba compuesto por N2, H2 y CO2 (84,22; 10,79 y 4,99%, respectivamente), 
a una temperatura interna de 35±2°C. 
 
El recuento de los grupos funcionales fue realizado por la técnica de tubos múltiples (2), estimándose el número 
más probable de microorganismos por cada 100 g de muestra (NMP/100 g). Los grupos funcionales estudiados, 
así como los medios de cultivo empleados fueron los siguientes: bacterias fermentadoras de glucosa (BFG) en 
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OF basal medium HIMEDIA (13, 22), bacterias acetogénicas (BAC) en reinforced clostridial broth HIMEDIA 
(14, 30), metanógenos (MET) en medio selectivo propuesto por Boone et al. (4), bacterias sulfato-reductoras 
(BSR) en sulphate API agar HIMEDIA (11, 28) y bacterias nitrato-reductoras (BNR) en indole nitrate medium 
HIMEDIA (8, 12). Todos los medios de cultivo inoculados fueron incubados en condiciones anaerobias (jarras 
anaerobias de MERCK® con sobres de Anaerocult® A y con Anaerotest®) y mesofílicas a 35±2°C.  
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

DIVERSIDAD BACTERIANA EN EL REACTOR RBC DE TRES CÁMARAS 

Los análisis de varianza mostraron diferencias significativas (p<0,001) para la densidad de bacterias del 
nitrógeno con respecto al TRH y a las diferentes cámaras del reactor (C1, C2 y C3), así como para la 
interacción entre ambas variables. 
 
En la Tabla 1 se presentan las densidades de las bacterias del nitrógeno cuantificadas en el reactor RBC. Las 
bacterias nitrificantes (oxidadoras de NO2

- y de NH4
+) fue el grupo más abundante en las tres cámaras, como 

resultado de la utilización del N en forma de NH4
+ presente en el efluente sintético. Los grupos bacterianos 

relacionados con la nitrificación están estrechamente unidos, ya que forman parte de un proceso de dos pasos, 
que además está afectado por numerosas variables ambientales (6, 24). 
 

Tabla 1: Densidades de nitrobacterias (NMP/100 g) presentes en la biopelícula  
del reactor RBC de tres cámaras. 

CÁMARA DEL 
REACTOR 

BACTERIAS 
FIJADORAS    

DE N2 

BACTERIAS 
OXIDADORAS 

DE NH4
+ 

BACTERIAS 
OXIDADORAS 

DE NO2
- 

BACTERIAS 
DESNITRIFICANTES 

C1 2,9 x 106 >6,2 x 108 >6,2 x 108 2,8 x 108 
C2 1,2 x 106 2,1 x 107 >9,4 x 108 1,7 x 107 
C3 2,7 x 107 >1,9 x 1010 >1,9 x 1010 2,4 x 107 
 
 
Las bacterias fijadoras de N2 se presentaron en menor proporción, con una tendencia similar a las bacterias 
nitrificantes en las tres cámaras (valores mayores en C3), lo cual pudo resultar del metabolismo 
quimiolitoautótrofo que tienen en común ambos grupos bacterianos. Boller et al. (3), establecieron que estos 
microorganismos tienden a favorecerse en condiciones donde la materia orgánica biodegradable ya ha sido 
removida. 
 
 
DIVERSIDAD BACTERIANA EN REACTORES UASB 

La abundancia de los grupos microbianos estudiados en los reactores UASB alimentados con glucosa y APP 
fueron significativamente diferentes (p<0,05), exceptuando a las BNR (Tabla 2). El orden de abundancia de los 
grupos bacterianos fue mayor para la glucosa (108) respecto a las APP (105), lo cual pudiera ser indicativo de la 
inhibición del crecimiento debido a la presencia de sustancias tóxicas en las APP, de acuerdo con lo establecido 
por Chen et al. (7), Liu et al. (21) y Rincón et al. (25). 
 

Tabla 2: Abundancia de los grupos bacterianos (NMP/100 g) presentes en el lodo anaerobio de los 
reactores UASB alimentados con APP y glucosa. 

GRUPO BACTERIANO REACTOR APP REACTOR GLUCOSA 
Bacterias fermentadoras de glucosa 4,1 x 104 1,4 x 109 
Bacterias acetogénicas 3,2 x 105 2,3 x 108 
Metanógenos 2,0 x 106 2,1 x 108 
Bacterias sulfato-reductoras 2,2 x 105 3,2 x 108 
Bacterias nitrato-reductoras 9,7 x 105 1,1 x 108 
 
La proporción diferencial de los grupos microbianos en ambos reactores UASB está directamente influenciada 
por la composición del afluente utilizado, particularmente en cuanto a las fuentes de materia orgánica se refiere. 
Por ejemplo, la glucosa se encuentra poco disponible en las APP a diferencia del reactor alimentado con el 
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efluente sintético que contenía dicho carbohidrato como única fuente de carbono y energía. En tal sentido, las 
BFG representaron el 61% de los grupos bacterianos estudiados en el reactor glucosa, en oposición al 1% 
encontrado en el reactor APP. Por su parte, los MET constituyeron el 57% de la densidad microbiana en el 
reactor APP, mientras que en el reactor glucosa fueron 10%, lo cual demuestra la eficiencia de estos 
microorganismos en la utilización de los productos hidrocarbonados presentes en las APP como fuentes de 
carbono, para su bioconversión a CH4. Dicho proceso es posiblemente gracias a que bajo ciertas condiciones 
los MET tienden a dominar por sobre otros grupos funcionales (32, 36). La degradación de los constituyentes 
del petróleo mediada por MET ha sido reportada en diversos estudios (29, 35). 
 
 
CONCLUSIONES 

Las bacterias nitrificantes (oxidadoras de NO2
- y de NH4

+) fueron el grupo más numeroso en la biopelícula del 
reactor RBC de tres cámaras, seguido de las desnitrificantes y fijadoras de N2. Las características fisicoquímicas 
del influente favorecieron la coexistencia de los distintos grupos de nitrobacterias. La abundancia de estas 
bacterias estableció la calidad del efluente tratado. Adicionalmente, se evidenció la ocurrencia del proceso de 
nitrificación-desnitrificación simultánea, debido a la presencia de ambos grupos bacterianos en la biopelícula de 
las tres cámaras del reactor RBC.  
 
Se obtuvo una elevada remoción de materia orgánica en las APP (75,77±7,40%), indicando que el tratamiento 
con reactores UASB es proceso viable para la disminución de fracciones orgánicas de hidrocarburos presentes 
en este tipo de muestras. Los resultados muestran diferencias significativas entre las densidades de los grupos 
microbianos evaluados en ambos reactores, con una proporción de BFG > BSR > MET > BAC > BNR para 
glucosa y de MET > BNR > BAC > BSR > BFG para APP. Por otra parte, se observó el dominio de los MET 
en el reactor alimentado con APP. Las características fisicoquímicas de los influentes de los reactores 
garantizaron el desarrollo de una comunidad microbiana mixta para degradar los sustratos orgánicos presentes. 
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