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Limitaciones en la identificación convencional
del morfotipo filamentoso Nostocoida 
limicola II en fangos activos

El crecimiento excesivo de bacterias filamentosas en fangos activos 
origina episodios de bulking y foaming en las estaciones depuradoras 
de aguas residuales (EDAR). Entre las bacterias más comunes 
causantes de dichos episodios se encuentran aquellas denominadas 
bajo el morfotipo Nostocoida limicola. La diversa ecofisiología de las 
bacterias que representan N. limicola, especialmente aquellas que se 
engloban dentro de N. limicola II, sugiere que las medidas correctoras 
a tomar pueden ser distintas y, por tanto, la identificación convencional 
llevar a una incorrecta toma de decisiones en la EDAR. Por ello, 
el objetivo principal de este estudio ha sido identificar y valorar la 
abundancia de las distintas especies de N. limicola II en tres EDAR de 
la Comunidad Valenciana, empleando para ello la técnica de hibridación 
in situ con sondas 16S/23S rDNA marcadas con fluoróforos (FISH). 
Los resultados han permitido determinar su frecuencia de aparición 
en función de las distintas variables de control del proceso, sugiriendo 
que la identificación de N. limicola II a través de la técnica convencional 
sería inadecuada para la posterior toma de decisiones en la EDAR, 
siendo la técnica FISH la más adecuada en estos casos.
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Limitations in conventional identification  
of filamentous morphotype Nostocoida limicola II  
in activated sludges
Excessive growth of filamentous bacteria causes bulking and foaming 
in activated sludge wastewater treatment plants (WWTP). One of 
the most common bacterial group responsible of these operational 
problems is known as Nostocoida limicola morphotype. The different 
ecophysiology of bacteria that represent N. limicola, especially those 
that are found within N. limicola II, suggests that the measures 
corrective to control the exccesive growth can be different. Therefore, 
the conventional identification might place lead to a wrong decision 
in the WWTP. The main aim of this study was to identify and estimate 
the abundance of the different species of N. limicola II in three WWTP 
from the Comunidad Valenciana (Spain) using the fluorescence in 
situ hybridization technique (FISH). The results have enabled us to 
determine their frequency depending on the different variables of the 
process control, suggesting that the identification of N. limicola II with 
the conventional technique would be unsuitable for further decision 
making in the WWTP, being the most appropriate the FISH technique.

Keywords
WWTP, activated sludge, filamentous bacteria, bulking, foaming, 
Nostocoida limicola.
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microorganismos filamentosos pue-

den ser identificados de forma fiable 

a partir del sistema de identificación 

convencional, los cuales incluyen 

Candidatus Microthrix parvicella y 

Nocardioformes. En este sentido, 

algunos estudios han demostrado 

las limitaciones de la técnica con-

vencional en la identificación de los 

morfotipos filamentosos 0803, 0914 

y 0092 en fangos activos (Andujar et 

al., 2013), mientras que otros han 

demostrado las distintas relaciones 

con las variables de proceso de orga-

nismos filamentosos pertenecientes 

al género Thiothrix (Romera et al., 

2013).

Con el desarrollo de métodos mo-

leculares de cultivo independiente, 

el conocimiento de la identificación 

de filamentos y otras poblaciones 

características de fangos activos ha 

aumentado de forma considerable 

en la última década. Su aplicación, 

especialmente la técnica de hibri-

dación in situ con sondas 16S/23S 

rDNA marcadas con fluoróforos 

(FISH), ha permitido esclarecer la 

posición taxonómica de numerosas 

bacterias del fango activo, a pesar 

de la todavía incompleta fisiología y 

ecología de muchas de ellas. Las téc-

nicas moleculares más utilizadas en 

estudios de diversidad microbiana a 

nivel genético son aquellas basadas 

en la amplificación y secuenciación 

del gen 16S, que codifica para la 

subunidad ribosómica bacteriana 

(siendo su equivalente en eucariotas 

la subunidad 18S rRNA). La técnica 

FISH se ha convertido en uno de los 

métodos más ampliamente utiliza-

dos cuando se estudian la filogenia 

y taxonomía de los microorganismos 

directamente en sistemas complejos 

sin aislamiento y cultivo previo. Es-

ta técnica se basa en la formación 

de un complejo o híbrido DNA-RNA 

de la bacteria diana con una sonda 

complementaria a una región del 

talaciones de fangos activos. A partir 

del año 1970 fueron numerosos los 

estudios que intentaron desarrollar 

métodos adecuados para controlar 

estos organismos, basados en una 

mejor comprensión de su identidad, 

fisiología y ecología. Se han descrito 

más de 30 morfotipos filamentosos 

diferentes en sistemas de fangos ac-

tivos tratando principalmente aguas 

residuales urbanas (Eikelboom et al., 

1975, 2000; Jenkins et al., 2004), y 

muchos más, que se encuentran en-

tre las comunidades bacterianas de 

las EDAR industriales (Eikelboom y 

Geurkink, 2002; Eikelboom, 2006; 

Zornoza et al., 2008; Rodríguez et al., 

2008). Entre los años 1970 y 1973 

fueron publicados numerosos estu-

dios revelando una gran cantidad de 

bacterias filamentosas relacionadas 

con los episodios de bulking (Cyrus 

y Sladka, 1970; Farquhar y Boyle, 

1971; Mulder et al., 1971; Van Veen 

et al., 1973; Sladka y Ottova, 1973). 

Estas publicaciones sirvieron en 

1975 a Eikelboom para sentar las 

primeras bases de lo que sería pos-

teriormente la identificación conven-

cional de bacterias filamentosas, que 

consiste en la observación de las ca-

racterísticas morfológicas mediante 

microscopía óptica de contraste de 

fases, así como la respuesta a las tin-

ciones diferenciales de Gram y Neis-

ser, de ahí el término de morfotipo o 

tipo. Desde entonces, un gran núme-

ro de bacterias filamentosas han sido 

identificadas tradicionalmente en las 

EDAR a través de dichas característi-

cas, utilizando principalmente como 

referencia los manuales de Eikel-

boom (2000) y Jenkins et al. (2004). 

Sin embargo, debido a que una 

misma especie puede mostrar poli-

morfismo o diferentes especies pare-

cer iguales morfológicamente, como 

es el caso de las bacterias pertene-

cientes al morfotipo Nostocoida limi-

cola, actualmente solo unos pocos 

1. Introducción
Las bacterias filamentosas son orga-

nismos habituales, junto con protis-

tas y metazoos, de la microbiota de 

las estaciones depuradoras de aguas 

residuales (EDAR), contribuyendo 

principalmente a la degradación de 

la materia orgánica y desempeñan-

do un papel esencial en la formación 

flocular (Madoni et al., 2000).

El buen funcionamiento de cual-

quier proceso de depuración se basa 

fundamentalmente en el equilibrio 

de todos los microorganismos que 

crecen y estructuran el flóculo del 

fango activo. Una presencia mode-

rada de organismos filamentosos 

contribuye a una buena formación 

del flóculo, cuya abundancia relativa 

en condiciones normales no excede 

aproximadamente del 1-3% del to-

tal de la biomasa (Kragelund et al., 

2009), mientras que el crecimiento 

excesivo de dichos organismos origi-

na importantes problemas de sepa-

ración del fango activo en el clarifi-

cador secundario. 

De todos ellos, los episodios de 

foaming (o espumación) y bulking 

(o esponjamiento) son los más co-

munes en las EDAR con sistema de 

fangos activos, siendo las causas 

que los originan descritas y discuti-

das por numerosos autores (Eikel-

boom 1975, 2000, 2006; Blackall et 

al., 1985; Seviour y Blackall, 1999; 

Jenkins et al., 2004; Nielsen et al., 

2009; Tandoi et al., 2006: Mielcza-

rek et al., 2012).

Con el fin de controlar el crecimien-

to excesivo de bacterias filamentosas 

en las EDAR, se hace imprescindible 

en primer lugar su correcta identifi-

cación, así como el conocimiento de 

los factores que originan su desarro-

llo. El crecimiento excesivo de dichas 

poblaciones bacterianas ha causado 

graves problemas operacionales des-

de el momento que comenzaron a 

ser identificadas en las primeras ins-
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activos caracterizándose como Gram 

positiva, con forma de cocos en ca-

denas, crecimiento lento y sin moti-

lidad. Años más tarde se consideró 

que esta bacteria se constituía en 

tres morfotipos diferenciados: Nos-

tocoida limicola I, Nostocoida limi-

cola II y Nostocoida limicola III (Eikel-

boom y Van Buijsen, 1983). 

Aunque un gran número de es-

tudios en EDAR de Europa han de-

mostrado la distribución de N. limi-

cola (Wanner et al., 1998; Seviour y 

Blackall, 1999; Alonso et al., 2009), 

han sido escasos los esfuerzos em-

pleados en la distinción entre los 

tres morfotipos, afirmando hasta 

no hace demasiados años que pro-

bablemente se trataba de una única 

especie de bacteria distribuida en 

tres variantes diferenciadas según 

el tamaño celular (Jenkins et al., 

2004). Dicha afirmación ya había 

sido cuestionada anteriormente por 

Liu y Seviour (2002), puesto que los 

tres morfotipos engloban bacterias 

no relacionadas y con características 

fisiológicas diferentes (Kragelund et 

al., 2005, 2006; Seviour et al., 2008; 

Nielsen et al., 2009).

Con el empleo de las técnicas mo-

leculares se ha ido resolviendo parte 

de la problemática sobre la situación 

filogenética de Nostocoida limicola. 

Los tres morfotipos en realidad se 

distribuyen en cinco fila distintos: 

filo Proteobacteria clase Alphapro-

teobacteria (Snaidr et al., 2002), fi-

lo Chloroflexi (Schade et al., 2002), 

filo Firmicutes (Liu et al., 2000), filo 

Planctomycetes (Liu et al., 2001) y 

filo Actinobacteria (Blackall et al., 

2000; Liu y Seviour, 2001).  

Levantesi et al., 2004). El método 

convencional, aunque es rápido y 

económico, se encuentra limitado 

por la subjetividad y experiencia 

del observador. Por un lado, pese 

a que la técnica FISH no precisa de 

cultivos puros, no existen sondas 

de rDNA para todas las bacterias 

filamentosas. Además, las sondas 

en ocasiones no pueden acceder a 

los ribosomas, bien por problemas 

de permeabilidad celular o por li-

mitaciones de acceso de la sonda a 

la zona diana del ribosoma, dando 

falsos negativos. Por otro lado, las 

células necesitan estar metabólica-

mente activas con altos niveles de 

ribosomas para dar respuestas po-

sitivas, por ello, los falsos negativos 

también son posibles. También hay 

que tener en cuenta que las bases 

de datos de secuencias del gen rR-

NA disponibles para el diseño de 

sondas están todavía incompletas, 

por tanto, el riesgo de falsos positi-

vos de poblaciones cuyas secuencias 

de 16S rRNA no han sido deposita-

das es posible. Por último, hay que 

señalar que es también un procedi-

miento algo más lento y caro. To-

dos estos factores demuestran que 

ninguna de estas técnicas de identi-

ficación es inequívoca y que no son 

excluyentes una de la otra, y que 

empleadas conjuntamente forman 

un sistema de identificación de bac-

terias filamentosas muy eficaz.

2. El morfotipo filamentoso 
Nostocoida limicola
Descrito por primera vez por Van 

Veen en 1973, la bacteria filamen-

tosa N. limicola se aisló de fangos 

gen 16S rRNA o 23S rRNA. La es-

pecificidad de las sondas 16S rDNA, 

además, puede ser ajustada median-

te el porcentaje de formamida a di-

ferentes niveles taxonómicos, como 

son dominio, filo, clase, familia, gé-

nero y especie, para la identificación 

de las bacterias en sus diferentes 

comunidades naturales (Amann et 

al., 1995). Hasta el momento se ha 

identificado la posición taxonómica 

de numerosas bacterias filamento-

sas, que anteriormente se identifi-

caban como morfotipos a través del 

uso de la microscopía convencional, 

diseñándose sondas para muchas de 

estas bacterias (Schade et al., 2002; 

Snaidr et al., 2002; Jenkins et al., 

2004; Eikelboom et al., 2006; Kra-

gelund et al., 2009). 

Tanto la técnica convencional co-

mo la técnica FISH presentan venta-

jas y limitaciones. La metodología 

convencional contempla el estudio 

de los microorganismos a partir del 

cultivo puro, aunque la mayoría de 

ellos no han podido ser todavía ais-

lados. Además, puesto que se basa 

en la observación de las caracterís-

ticas morfológicas, estas pueden 

aparecer en diversos morfotipos, e 

incluso muchos morfotipos pueden 

parecer distintos morfológicamente 

bajo condiciones ambientales dis-

tintas (Richard et al., 1985; Buali y 

Horan, 1989; Seviour et al., 1997). 

También existen diferentes bacterias 

que aunque pueden parecer la mis-

ma a través del uso de la microsco-

pía convencional, presentan claras 

diferencias fisiológicas y taxonómi-

cas, como por ejemplo el morfotipo 

Nostocoida limicola. 

Diversos estudios han revelado 

que los tres morfotipos de Nosto-

coida limicola (I, II y III) se engloban 

en cinco grupos filogenéticos distin-

tos (Blackall et al., 2000; Liu et al., 

2000; Seviour et al., 2000; Schade 

et al., 2002; Snaidr et al., 2002; 

Con el empleo de las técnicas moleculares se ha ido 
resolviendo parte de la problemática sobre la situación 
filogenética de la bacteria Nostocoida limicola:  los tres 
morfotipos se distribuyen en cinco fila distintos



Limitaciones en la identificación convencional del morfotipo filamentoso Nostocoida limicola II  
en fangos activos

43www.tecnoaqua.es

tricciones claramente visibles al mi-

croscopio óptico. Sus células pueden 

ser esféricas, ovaladas o discoidales. 

De forma común presentan gránulos 

de PHB y son generalmente Gram y 

Neisser positivos.

La secuenciación de los 16S rRNA 

de algunos aislados o cepas Ben si-

túan a los miembros agrupados en 

este morfotipo dentro del filo Planc-

tomycetes, hibridando con la sonda 

PLA-46, característica de este grupo 

(Neef et al., 1998). Su alto contenido 

en guanina y citosina los sitúa cerca-

nos a Isosphaera pallida (Giovannoni 

et al., 1987), aunque son diferentes 

fenotípicamente a esta especie (Liu et 

al., 2001). Otros estudios de secuen-

ciación señalan que estas bacterias 

pueden aparecer en fangos activos 

como cocos aislados o agregados, 

ocasionando que su identificación 

mediante microscopía convencio-

nal sea prácticamente imposible. 

Dicha característica puede llevar a 

subestimar su frecuencia de apari-

ción, lo que apoya la teoría de que 

algunas de estas bacterias del género 

Isosphaera no hubieran sido descritas 

previamente (Seviour et al., 2002). 

A pesar de todo lo indicado ante-

riormente, todavía sigue siendo una 

práctica muy habitual el uso exclusi-

vo de la técnica convencional para la 

identificación y estimación subjetiva 

de la abundancia de los morfotipos 

Nostocoida limicola I, II y III en episo-

dios de bulking y foaming, tanto en 

la explotación rutinaria de las EDAR 

urbanas como en las EDAR industria-

les. La diversa ecofisiología de las es-

pecies candidatas que representan el 

morfotipo Nostocoida limicola, espe-

cialmente aquellas que se engloban 

dentro de N. limicola II, sugiere que 

las medidas correctoras a tomar ante 

dichos episodios pueden ser distintas 

y, por tanto, la identificación conven-

cional puede llevar a una incorrecta 

toma de decisiones en la planta. 

2.1. Morfotipo Nostocoida 
limicola I
Bacteria que forma filamentos cur-

vados y enrollados irregularmente, 

relativamente finos (0,8-1 μm) y 

una longitud de 40-100 μm (Jen-

kins et al., 2004). Inicialmente se 

describió como Gram y Neisser po-

sitivos, localizándose en el interior 

del flóculo, aunque también pue-

de aparecer extendiéndose desde 

el mismo. Los filamentos carecen 

de motilidad, vaina, ramificaciones 

y crecimiento epifítico. Por su bajo 

contenido en guanina y citosina se 

localiza filogenéticamente dentro 

del filo Firmicutes (Liu et al., 2000). 

Aunque este filo contiene miembros 

pertenecientes a los géneros Tricho-

coccus y Streptococcus, el estudio 

de su metabolismo, crecimiento y 

secuenciación del 16S rRNA sitúa a 

las bacterias aisladas de N. limicola I 

dentro del género Trichococcus (Liu 

y Seviour, 2001), estando muy rela-

cionadas y cercanas a Trichococcus 

flocculiformis (Scheff et al., 1984) y 

a Trichococcus pasteurii (Liu et al., 

2002), conocida previamente como 

Lactosphaera pasterurii (Janssen et 

al., 1995).

2.2. Morfotipo Nostocoida 
limicola II
Bacteria de filamentos curvados y 

enrollados irregularmente con un 

diámetro aproximado de 1,4 μm y 

una longitud de 50-200 μm, loca-

lizándose tanto en el interior del 

flóculo como extendiéndose desde 

el mismo (Jenkins et al., 2004). Pre-

senta septos celulares con constric-

ciones visibles al microscopio óptico, 

carece de motilidad, vaina y creci-

miento epifítico. Las tinciones Gram 

y Neisser son variables, aunque ge-

neralmente son Gram negativas y 

Neisser positivas. También suele pre-

sentar gránulos de polihidroxibutira-

to (PHB) (Jenkins et al., 2004).

N. limicola II es, sin duda, el mor-

fotipo más particular de los tres, de-

bido principalmente a su diversidad 

filogenética. La secuenciación del 

16S rRNA de los aislados Ben (EDAR 

de Bendigo en Australia) mues-

tra que forman un clúster definido 

dentro del grupo de bacterias Gram 

positivas con alto contenido en gua-

nina y citosina, situándose dentro de 

las Actinobacterias (Blackall et al., 

2000). Morfológicamente, compar-

ten propiedades con los cocos no fi-

lamentosos del género Tetrasphaera, 

permitiendo situarlos como al menos 

cinco especies candidatas distintas 

dentro de este género (Maszenan 

et al., 2000; McKenzie et al., 2006). 

Así mismo, aislados del mismo mor-

fotipo indistinguibles al microscopio 

óptico han resultado pertenecer al 

filo Chloroflexi (Schade et al., 2002) 

y a la clase α-Proteobacteria (Snaidr et 

al., 2002). 

Diversos autores han llevado a ca-

bo desde hace pocos años estudios 

sobre identificación y abundancia 

de organismos filamentosos de los 

fila Chloroflexi, Actinobacteria y 

Proteobacteria (clase α), así como 

de su ecofisiología (Kragelund et al., 

2005, 2006, 2007; Seviour et al., 

2008; Nielsen et al., 2009; Mielcza-

rek et al., 2012), ayudando a enten-

der el comportamiento de las bac-

terias pertenecientes al morfotipo 

Nostocoida limicola en los sistemas 

de fangos activos. 

2.3. Morfotipo Nostocoida 
limicola III 
Bacteria de filamentos curvados y 

enrollados irregularmente semejan-

tes al morfotipo N. limicola II, pero 

de mayor grosor (aproximadamen-

te 2,0 μm) y con una longitud de 

100-300 μm (Jenkins et al., 2004). 

Además, carece de motilidad, ramifi-

caciones, vaina y crecimiento epífito. 

Presenta septos celulares con cons-
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A pesar de los últimos estudios 

sobre la ecofisiología de las bacte-

rias N. limicola (Nielsen et al., 2009; 

Mielczarek et al., 2012), todavía 

queda por esclarecer aquellas varia-

bles ambientales en EDAR a escala 

real que son relevantes en su diná-

mica poblacional. Por ello, el objeti-

vo de este estudio ha sido identificar 

y valorar con la técnica FISH la abun-

dancia de las distintas bacterias, que 

representan dichos morfotipos en 

tres EDAR de la Comunidad Valen-

ciana. Los resultados obtenidos han 

permitido determinar su frecuencia 

de aparición en función de las distin-

tas variables de control del proceso 

biológico de las instalaciones a es-

cala real. 

3. Material y métodos

3.1. Toma de muestras
Las muestras de fango activo anali-

zadas han sido recogidas a la salida 

del reactor biológico en tres EDAR 

situadas en la Comunidad Valen-

ciana: Cuenca del Carraixet (CX), 

Quart Benàger (QB) y Denia-Ondara-

Pedreguer (DE), cuyas características 

se describen a continuación:  

- EDAR Cuenca del Carraixet. Pro-

ceso Ludzack-Ettinger modificado 

de flujo en pistón con dos líneas 

de tratamiento en paralelo. Caudal 

medio anual línea A+B: 15.784 m3/

día. Caudal medio anual línea C+D: 

23.677 m3/día. Población servida: 

178.080 habitantes equivalentes.

- EDAR Quart Benàger. Proceso 

Ludzack-Ettinger modificado de 

mezcla completa con eliminación 

de nitrógeno mediante aireación 

intermitente. Caudal medio anual: 

35.023 m3/día. Población servida: 

166.942 habitantes equivalentes.

- EDAR Dénia-Ondara-Pedreguer. 

Sistema de fangos activos en régi-

men de oxidación total con elimina-

ción de nitrógeno mediante alter-

nancia de zonas anóxicas y óxicas, 

así como control del sistema de 

aireación por lógica difusa. Caudal 

medio anual: 19.089 m3/día. Po-

blación servida: 45.152 habitantes 

equivalentes.

La frecuencia de muestreo ha sido 

quincenal, desde diciembre de 2008 

hasta diciembre de 2009, procesan-

do un total de 93 muestras de fango 

activo. Todas las muestra recogidas 

se fijaron y permeabilizaron previa-

mente con paraformaldehído (PFA) y 

etanol (EtOH) para la posterior iden-

tificación de bacterias Gram negati-

vas y Gram positivas respectivamen-

te, siguiendo el protocolo detallado 

por Alonso et al. (2009).

3.2. Identificación y 
cuantificación de las bacterias 
filamentosas de las muestras
En la Tabla 1 se muestran las son-

das 16S rDNA utilizadas en la téc-

nica FISH para la identificación de 

bacterias del género Trichococcus, 

Candidatus ‘Molinibacter batavus’, 

Candidatus ‘Alysiosphaera euro-

paea’, N. limicola II (filo Chloroflexi), 

Tetrasphaera japonica y el género 

Isosphaera. Todas las sondas se en-

cuentran marcadas con el fluoró-

foro Tamra en el extremo 5'. Para 

identificar las bacterias del género 

Isosphaera se combinaron las son-

das NLIM III 301, 729 y 830 en una, 

denominándola NLIMIII mix.

En el proceso de hibridación se uti-

lizó un 35% de formamida (FA) para 

identificar bacterias Gram negativas y 

un 20% para las Gram positivas, se-

gún las referencias especificadas en la 

Tabla 1. Las muestras hibridadas se 

observaron con microscopía de epi-

fluorescencia con un equipo Olympus 

BX 50. Una vez identificadas las bac-

terias Nostocoida limicola, se estimó 

la abundancia de cada una de ellas 

a partir del índice de filamentos (IF) 

propuesto por Eikelboom (2000). 

Tabla 1. Sondas empleadas para la identificación de las bacterias Nostocoida limicola I, II y III.

Morfotipo Sonda Secuencia (5'-3') Especificidad Referencia

I NLIMI 91 CGCCACTATCTTCTCAGT Trichococcus sp. Liu y Seviour (2001) 

II Noli-644 TCCGGTCTCCAGCCACA Ca. 'Alysiosphaera europaea' Snaidr et al. (2002)

II MC2-649 CTCTCCCGGACTCGAGCC Ca. 'Molinibacter batavus' Snaidr et al. (2002)

II AHW 183 CCGACACTACCCACTCGT Nostocoida limicola II (filo Chloroflexi) Schade et al. (2002)

II NLIMII 192 AGACTTTCCAGACAGGAG Tetrasphaera japonica Liu y Seviour (2001)

III NLIMIII 301 CCCAGTGTGCCGGGCCAC Isosphaera sp. Liu y Seviour (2001)

III NLIMIII 729 AGCATCCAGAACCTCGCT Isosphaera sp. Liu y Seviour (2001)

III NLIMIII 830 CCATCGGCGAGCCCCCTA Isosphaera sp. Liu y Seviour (2001)
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mo ha sido descrito por Liu y Seviour 

(2001), además de presentar una 

reacción positiva a las reacciones de 

Gram y Neisser (Figuras 1b y c).

La frecuencia de aparición de las 

bacterias filamentosas N. limicola 

ha sido representada en función 

del tiempo, en este caso a lo largo 

de las cuatro estaciones (Figura 4). 

Tetrasphaera japonica, N. limicola II 

(filo Chloroflexi), Candidatus ‘Moli-

nibacter batavus’ y Candidatus ‘Aly-

tor terminal de electrones (Blackall et 

al., 2000; Liu et al., 2001).

Entre los resultados interesantes 

encontrados se encuentra la identifi-

cación del género Trichococcus (N. li-

micola I) como agregados de células 

en forma de cocos individualizadas, 

aunque se han encontrado localiza-

dos principalmente dentro del flócu-

lo (Figura 1d). De forma común los 

filamentos se presentan en cadenas 

celulares cortas (Figura 1a), tal y co-

3.3. Variables de control  
del proceso biológico
Las variables de control del proceso 

biológico carga másica (CM), edad 

del fango (EF) y tiempo de retención 

hidráulico en el reactor (TRHr) han 

sido determinadas a partir de Met-

calf y Eddy (2003), mientras que las 

variables fisicoquímicas, sólidos en 

suspensión del licor mezcla (SSLM), 

índice volumétrico de fango (IVF) y 

temperatura en el reactor (Tªr), han 

sido facilitadas por las empresas de 

explotación (Tabla 2).

4. Resultados y discusión
Las seis sondas aplicadas en la téc-

nica FISH para la detección de las 

bacterias filamentosas N. limico-

la hibridaron positivamente en las 

muestras analizadas (Figuras 1, 2 
y 3). La mayoría de las poblaciones 

abundantes de bacterias N. limicola 

en las muestras procesadas de fan-

gos activos se han desarrollado bajo 

concentraciones bastante elevadas 

de oxígeno, siendo por tanto consis-

tente con los resultados de algunos 

autores que confirman que estos mi-

croorganismos filamentosos son pre-

ferentemente aerobios (Kragelund 

et al., 2005, 2006), aunque también 

son capaces de asimilar sustrato uti-

lizando nitrato o nitrito como acep-

Tabla 2. Media, desviación estandar (DE) y rango de las variables de control del proceso.

Parámetros Unidades
EDAR QB EDAR CX EDAR DN

Media ± DE Rango Media ± DE Rango Media ± DE Rango

CM kg DBO5/kg SSVLM.d 0,20 ± 0,09 0,08-0,47 0,29 ± 0,10 0,12-0,43 0,09 ± 0,02 0,03-0,12

TRHr horas 17,0 ± 2,0 14-22 6,4 ± 0,4 5,3-6,9 14,9 ± 1,9 12-19

EF días 10,8 ± 5,7 5,2-29 7,5 ± 5,2 3,3-22 17,2 ± 5,4 10-35

Tªr ºC 21,3 ± 3,7 14-29 20,2 ± 3,5 15-27 18,5 ± 4,2 11-26

SSLM mg/L 2.460 ± 386 1.790-3.120 1.938 ± 549 1.100-2.980 3.225 ± 290 2.500-3.780

IVF mL/g 119 ± 27 59-167 131 ± 60 76-286 109 ± 15 85-140

Figura 1. Bacterias del morfotipo Nostocoida limicola I hibridando  
positivamente con sondas 16S rDNA. Trichococcus sp., perteneciente 
 a la EDAR QB: (a) contraste de fases, 1000x; (b) tinción de Gram,  
campo claro, 1000x; (c) tinción de Neisser, campo claro, 1000x; y (d) señal 
positiva con la sonda NLIMI 91, epifluorescencia, 1000x.

a b
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‘Molinibacter batavus’ no se ha en-

contrado presente en la EDAR QB 

(Figura 4c), mientras que Ca. ‘Aly-

siosphaera europaea’, perteneciente 

al mismo filo, mostró una ocurrencia 

del 100% en dicha EDAR. En cam-

bio, Ca. ‘Molinibacter batavus’ se ha 

mostrado frecuente durante todo el 

periodo de muestreo en DE (Figura 
4d), mientras que en CX su mayor 

frecuencia parece encontrarse más 

relacionada con invierno y primavera 

(Figuras 4a y b). Las diferencias en 

el caso de este último organismo po-

drían tener relación con el régimen 

de carga másica, que en el caso de 

DE fue más bajo y constante que en 

CX. Estas observaciones podrían es-

tar de acuerdo con las encontradas 

por algunos autores que asocian a 

Ca. ‘Molinibacter batavus’ con va-

lores de carga másica muy bajos y 

edades del fango muy avanzadas, 

además de asociar dicho organismo 

a episodios de foaming (Alonso et 

al., 2011).

En el caso del género Isosphaera 

(perteneciente al filo Planctomyce-

tes) (Figura 3), su mayor frecuencia 

de aparición parece observarse prin-

cipalmente en DE y QB, mientras 

que en CX se ha encontrado prácti-

camente ausente. Uno de los resul-

tados interesantes, de la misma for-

ma que para Trichococcus sp., ha si-

do la identificación de Isosphaera sp. 

como agregados de células en forma 

de cocos individualizadas en la EDAR 

DE (Figura 3b), lo que confirma las 

observaciones de Neef (1998) sobre 

la morfología de esta bacteria en el 

fango activo. Puesto que los mayo-

res valores de CM y bajos de EF se 

han dado en CX, dichos resultados 

podrían dar indicios de una posible 

influencia de valores contrarios en la 

abundancia de Isosphaera sp. Hasta 

el momento no constan referencias 

bibliográficas previas sobre la ecolo-

gía de este grupo, solo de su filoge-

neciente al filo Firmicutes). Ambas 

bacterias han sido observadas con 

poca frecuencia, pero en ocasiones 

con elevada densidad absoluta en 

plantas de Europa (Maszenan et al., 

2000; Eikelboom y Geurkink, 2002). 

Los resultados sobre la abundancia 

de dichas bacterias en los meses de 

verano confirman las observaciones 

de algunos autores que indican que 

son capaces de desarrollarse hasta 

temperaturas cercanas a 35 ºC (Se-

viour y Blackall, 1999; Blackall et al. 

2000; Liu et al., 2002; McKenzie et 

al., 2006).

Ca. ‘Molinibacter batavus’ (Figu-
ra 2d) y ‘Alysiosphaera europaea’ 

(Figura 2c), ambas Nostocoida li-

micola II, han mostrado porcenta-

jes de ocurrencia diferentes, lo que 

podría confirmar las observaciones 

de algunos autores sobre la distinta 

ecofisiología que pueden presentar 

algunas bacterias filogenéticamente 

muy relacionadas (Levantesi et al., 

2004; Kragelund et al., 2009). Ca. 

siosphaera europaea’, agrupados 

dentro del morfotipo Nostocoida 

limicola II (Figura 2), han mostrado 

los mayores porcentajes de ocurren-

cia en los biorreactores estudiados, 

de la misma forma que los filamen-

tos correspondientes al género Tri-

chococcus. En este sentido, los re-

sultados estarían de acuerdo con la 

frecuencia de aparición encontrada 

por algunos autores, indicando que 

dichas bacterias filamentosas son 

comunes dentro de las comunida-

des microbianas del fango activo 

(Seviour et al., 2000; Beer et al., 

2002; Björnsson et al., 2002; Nielsen 

et al., 2009). De hecho, Tetrasphae-

ra japonica (perteneciente al filo 

Actinobacteria) (Figura 2a) ha sido 

muy común durante todo el perio-

do de estudio en el conjunto total 

de los biorreactores, corroborando 

la abundancia y dominancia de di-

cho filo encontrada por Seviour et 

al. (2006, 2008), de la misma forma 

que el género Trichococcus (perte-

Figura 2. Bacterias del morfotipo Nostocoida limicola II hibridando  
positivamente con sondas 16S rDNA. Epifluorescéncia, 1000x:  
(a) Tetrasphaera japonica, perteneciente a la EDAR QB; (b) Nostocoida  
limicola II filo Chloroflexi, perteneciente a la EDAR CX;  
(c) Ca. ‘Alysiosphaera europaea’ perteneciente a la EDAR QB;  
y (d) Ca. ‘Monilibacter batavus’ perteneciente a la EDAR DE.

a b

c d
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ble de planta conocer exactamente 

el organismo causante del episodio 

y, por tanto, acceder a los últimos 

conocimientos sobre su ecofisiología 

para tomar las decisiones más acer-

tadas, y de esta forma poder contro-

lar el organismo sin comprometer la 

sostenibilidad de la instalación y la 

eficiencia energética.

5. Conclusiones
Los resultados sobre la identificación 

de microorganismos filamentosos 

descritos como Nostocoida limicola 

permiten observar que:

- Los morfotipos Nostocoida limi-

cola están constituidos por microor-

ganismos filamentosos e individua-

les de diversa identidad filogenética 

y variedad fisiológica, dificultando 

la aplicación de métodos generales 

para el control de las bacterias aso-

ciadas a los problemas de separación 

de sólidos en sistemas de fangos ac-

tivos.

las variables de control de proceso, 

parece lógico concluir que su identi-

ficación mediante microscopia con-

vencional durante dichos episodios 

se mostraría ambigua y confusa en 

el intercambio de experiencias entre 

responsables de planta, pudiendo 

conducir erróneamente a la toma 

decisiones para su control. Sin em-

bargo, la elevada especificidad que 

ofrece la identificación mediante la 

técnica FISH, permitirá al responsa-

nia y morfología en el fango activo 

(Liu et al., 2000; Liu y Sevior, 2001).

El caso contrario ha sido obser-

vado en Nostocoida limicola II (filo 

Chloroflexi), el cual ha mostrado 

su mayor frecuencia de aparición 

principalmente en CX (Figura 2b), 

sugiriendo que probablemente se 

encuentre influenciada por elevados 

valores de CM y bajos de EF. En el ca-

so de Ca. ‘Alysiosphaera europaea’, 

las conclusiones serían similares a las 

encontradas para Isosphaera sp., es 

decir, la mayor frecuencia observa-

da en QB y DE podrían dar indicios 

de una relación con bajos valores de 

CM y elevados de EF. Dichas aso-

ciaciones deberán ser consideradas 

orientativas, siendo necesarios estu-

dios concluyentes basados en téc-

nicas multivariantes de ordenación 

e interpretación ambiental, tal cual 

señalan algunos autores (Ramette, 

2007; Zornoza, 2015).

Nostocoida limicola II (filo Chloro-

flexi), Ca. ‘M. batavus’, Ca. ‘A. eu-

ropea’ y T. japonica, pertenecientes 

al morfotipo Nostocoida limicola II, 

han sido asociados con valores al-

tos del IVF, siendo capaces de cau-

sar episodios de bulking y foaming 

(Eikelboom, 2006). Basándose en 

ello y en las observaciones sobre las 

diferencias observadas en la frecuen-

cia de aparición de Nostocoida limi-

cola II y posiblemente la relación con 

Figura 3. Bacterias del morfotipo Nostocoida limicola III hibridando  
positivamente con sondas 16S rDNA. Epifluorescencia, 1000x:  
(a) filamentos de Isosphaera sp., perteneciente a la EDAR QB; y  
(b) agregados bacterianos de Isosphaera sp., perteneciente a la EDAR DE.

a b

Figura 4. Frecuencia de aparición de las bacterias Nostocoida limicola 
durante el estudio: (a) EDAR CX (AB); (b) EDAR CX (CD); (c) EDAR QB;  
y (d) EDAR DE.
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- Desde el punto de vista de la re-

ducción o eliminación del foaming o 

bulking, la identificación del morfo-

tipo filamentoso Nostocoida limicola 

II a través de la técnica convencional 

sería inadecuada para la posterior 

toma de decisiones en planta, sien-

do la técnica FISH la más adecuada 

en estos casos.

- Los microorganismos filamento-

sos Isosphaera sp. y Ca. ‘Alysiosphae-

ra europaea’ podrían estar influen-

ciados por valores bajos de carga 

másica y altos de edad del fango, 

siendo contrario en el caso de Nos-

tocoida limicola II (filo Chloroflexi). 

Dicha relación deberá ser demostra-

da en posteriores estudios a partir de 

técnicas multivariantes de ordena-

ción e interpretación ambiental.
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