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Técnicas moleculares para  
el estudio de la ecología 
microbiana y del sistema 
de nitrificación en las EDAR
Las herramientas de monitorización para el control de los sistemas biológicos en 
las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) deben estar basadas en 
metodologías precisas, que permitan apuntar hacia la correcta gestión del proceso. En 
este estudio se han utilizado técnicas de secuenciación dirigida de segunda (Illumina) 
y tercera generación (PacBio) para caracterizar las comunidades microbianas del fango 
activo durante un episodio de descenso en los rendimientos de eliminación del amonio. 
Además, para detectar posibles sesgos en la secuenciación y caracterizar las bacterias 
involucradas en el proceso de nitrificación, se ha utilizado la técnica de hibridación in situ 
(FISH). Para valorar la actividad de la biomasa se han aplicado técnicas de cuantificación 
del ATP de última generación. Los análisis realizados aportan información sobre qué tipo 
de resultados esperar según la tecnología de secuenciación utilizada. Los resultados de 
la ATPmetría sugieren que la medida de los sólidos suspendidos volátiles activos puede 
mejorar el cálculo de las variables de diseño y control más habituales de las EDAR.

Palabras clave
EDAR, bacterias oxidantes del amonio, bacterias oxidantes del nitrito, 
secuenciación de lectura larga, Illumina, fangos activos, ecología microbiana.

Molecular techniques to assess Microbial ecology and nitrification  
process in wastewater treatMent plants
Monitoring tools for biological process control in wastewater treatment plants (WWTP) 
need to be based on accurate methodologies that aim at adequate process management. 
In this work, second (Illumina) and third (PacBio) amplicon sequencing techniques 
were used to monitoring microbial communities during nitrification break performance 
in an activate sludge system. Nitrifying bacterial communities were monitored by 
fluorescence in situ hybridization (FISH). To assess bacterial activity second-generation 
ATP determination technique was used. The comparison between techniques provides 
information about the biases of each sequencing technology. ATP determination 
techniques suggest that the measurement of active volatile suspended solids can 
improve the calculation of most common design and control parameters of WWTP.

Keywords
WWTP, ammonia-oxidizing bacteria, nitrite-oxidizing bacteria, PacBio’s full-length sequencing, 
Illumina, activated sludge, microbial ecology.
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1. introducción
Las EDAR son un instrumento esen-

cial en la protección del medio am-

biente. Estas instalaciones emplean 

procesos biológicos para la elimina-

ción de materia orgánica, nutrientes 

y otros compuestos potencialmente 

contaminantes. La operación de es-

tos procesos está basada en la ex-

plotación de la actividad de determi-

nados grupos de microorganismos. 

Por ello, una compresión integral de 

la ecología microbiana es crítica pa-

ra mejorar su desempeño y predecir 

respuestas a cambios ambientales 

inesperados. 

Entre los tratamientos que se lle-

van a cabo, o se han de incorporar 

a las EDAR, la eliminación de nitró-

geno suscita especial interés debido 

a los problemas de toxicidad y eu-

trofización que su vertido causa en 

ríos, lagos y costas. El proceso más 

utilizado en las EDAR urbanas para 

la eliminación biológica de nitróge-

no es la nitrificación-desnitrificación 

vía nitrato, siendo la nitrificación, 

frecuentemente, el punto crítico de 

este proceso.

Durante la nitrificación el amonio 

es oxidado hasta nitrato aeróbi-

camente gracias a la acción de las 

bacterias nitrificantes. Los microor-

ganismos nitrificantes más comunes 

en las EDAR incluyen las arqueas 

y bacterias oxidantes del amonio 

(AOA y BOA), las bacterias oxidantes 

del nitrito (BON) y las recientemente 

descubiertas bacterias comammox, 

capaces de realizar la oxidación com-

pleta del amonio a nitrato (Daims et 

al., 2015; van Kessel et al., 2015). 

Los avances en biología molecular 

en la última década han permitido 

ampliar los conocimientos sobre la 

nitrificación. Cada vez son más los 

estudios que reflejan la diversidad 

de estos microorganismos y su ver-

satilidad metabólica (Daims et al., 

2016; Kuypers et al., 2018). Por ello, 

para profundizar en la comprensión 

de este proceso es esencial partir de 

una buena caracterización de los 

microorganismos responsables del 

mismo.

Las técnicas moleculares son una 

herramienta excelente para monito-

rizar la variación en los perfiles de las 

comunidades microbianas debido a 

factores externos. Técnicas como la 

hibridación in situ con sondas mar-

cadas con fluoróforos (FISH) son un 

método preciso y fiable, que permi-

te obtener información cuantitativa 

sobre un determinado grupo taxo-

nómico de interés. Sin embargo, 

la aparición de las tecnologías de 

secuenciación ha supuesto un pun-

to de inflexión en el estudio de los 

ecosistemas. 

El desarrollo de las técnicas de 

segunda generación (SSG), como la 

plataforma Illumina, ha permitido 

su exponencial aplicación gracias 

a su amplia cobertura, precisión y 

bajo coste. Sin embargo, la corta 

longitud de las secuencias (<450 

pares de bases) producidas por es-

te tipo de secuenciación dificulta 

el ensamblaje de secuencias y no 

permite profundizar en la asigna-

ción taxonómica a nivel de especie 

(Wylie et al., 2012).

Con el fin de solucionar estos pro-

blemas nacen las técnicas de secuen-

ciación de tercera generación (STG), 

también llamadas secuenciación de 

molécula única. La STG permite rea-

lizar directamente la secuenciación 

en tiempo real de moléculas de DNA 

individuales sin la necesidad de rea-

lizar amplificaciones mediante PCR. 

Este tipo de secuenciación permite 

generar lecturas de cadena larga (2-

10 kb), lo cual mejora la sensibilidad 

y precisión respecto a otras técnicas 

(Yarza et al., 2014). Los estudios 

realizados que emplean técnicas de 

STG para la caracterización de la mi-

crobiota en sistemas de tratamiento 

de aguas son escasos, siendo este el 

primer estudio en el que se utiliza 

para la caracterización del fango ac-

tivo de un sistema convencional de 

eliminación de nitrógeno. 

Aunque la secuenciación dirigida, 

junto con la bioinformática, permite 

inferir en la composición y el poten-

cial genético de una determinada 

comunidad, no informa sobre su 

actividad. Una de las técnicas que 

posibilita el seguimiento de la activi-

dad de una comunidad microbiana 

es la medición del ATP. Su monitori-

zación tiene un alto interés, ya que 

el ATP es la molécula implicada en 

el metabolismo de todas las células 

y, por tanto, una medida directa de 

la biomasa viva. Sin embargo, su de-

terminación no ha sido ampliamen-

te utilizada debido a las limitaciones 

que existían de la propia técnica, 

que han sido solucionadas con la 

evolución de los sistemas de detec-

ción (Whalen et al., 2018). 

Las nuevas técnicas de ATPmetría 

permiten la medida del ATP en ma-

trices complejas como los fangos ac-

tivos. Su aplicación se ha implemen-

tado también para la monitorización 

de sistemas de distribución (Vang et 

al., 2014), caracterización de aguas 

recuperadas (Li et al., 2017) y la mo-

nitorización de otros sistemas bioló-

gicos (Greenstein y Wert, 2019). 

 » Este estudio es el primero en utilizar técnicas de 
secuenciación de tercera generación (STG) para 
la caracterización del fango activo de un sistema 
convencional de eliminación de nitrógeno
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2. Materiales y Métodos

2.1. Toma de muesTras
La EDAR Molina del Segura, ubicada 

en la región de Murcia, está diseña-

da para dar servicio a una población 

de 271.250 habitantes equivalentes 

y tratar un caudal medio diario de 

aproximado de 25.515 m3/día. La 

EDAR cuenta con un proceso bio-

lógico de fangos activos en flujo de 

pistón con esquema Ludzack-Ettin-

ger que opera con un tiempo de 

retención celular (TRC) de 12,9±4,8 

días y una carga másica (CM) de 

0,1±0,0 kgDBO5/kgSSVLM. La con-

centración de nitrógeno amoniacal 

afluente es de 38,9±12,1 mg/L y 

los rendimientos de eliminación del 

amonio y DQO son superiores al 

90%.

Para el examen biológico se tomó 

una muestra integrada a partir de 

muestras simples recogidas al final de 

cada uno de los reactores aerobios. 

M
aterial suplem

entario 

Tabla S1. Sondas utilizadas para la identificación de bacterias nitrificantes 

Figura 1. Sondas utilizadas para la identificación de bacterias nitrificantes.

2.2. análisis FisH
La técnica FISH ha sido utilizada para 

identificar y cuantificar la comunidad 

de bacterias nitrificantes del reactor 

aerobio. La hibridación se realizó a 

46 ºC según Daims et al. (2004) con 

tiempos de hibridación entre 2 y 4 

horas según las sondas utilizadas en 

este estudio (Figura 1). Las mues-

tras hibridadas han sido examinadas 

en un microscopio de epifluores-

cencia Olympus BX50 (Olympus) y 

procesadas para su cuantificación 

según Borrás (2008).

2.3. PreParación  
del dna, amPliFicación  
y secuenciación  
de genes ribosomales
Se extrajo por duplicado el DNA to-

tal a partir de 1 mL de muestra de 

fango activo mediante el kit Fast- 

DNA SPIN para suelo (MP Biome-

dicals), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Una vez obtenido el 

DNA se eliminaron los inhibidores 

presentes mediante el kit comercial 

One- Step PCR Inhibitor Removal Kit 

(Zymo Research). A continuación 

se midió la concentración de DNA 

por fluorescencia con el fluorímetro 

QubitTM (Thermo Fisher Scientific). 

La relación 260/280 se determinó 

mediante espectrofotometría de UV 

con el equipo NanoDrop (Thermo 

Fisher Scientific). 

La secuenciación dirigida del gen 

16S rRNA se ha llevado a cabo me-

diante dos tecnologías diferentes, 

MiSeq Illumina (SSG) y SMRT de Pac-

Bio (STG). Las regiones hipervariables 

V3-V4 del gen bacteriano 16S rRNA 

han sido amplificadas por el servicio 

de secuenciación LifeSequencing uti-

lizando los cebadores 341F (Herle-

mann et al., 2011) y 802R (Claesson 

et al., 2009). La secuenciación de los 

amplicones en la plataforma Illumina 

Miseq se ha llevado a cabo en modo 

paired-end de 2x300 pares de bases. 
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Para la amplificación de las re-

giones V1-V8 del gen 16S rRNA se 

han utilizado los iniciadores 27F y 

BS-R407 (Klindworth et al., 2013). 

En este caso, la secuenciación se 

ha llevado a cabo en la plataforma 

de secuenciación PacBio del servicio 

de secuenciación y bioinformática 

GATC Biotech, donde se realizó el 

proceso de construcción de las libre-

rías de amplicones de DNA. 

2.4. análisis 
de las secuencias
Las secuencias obtenidas tras la se-

cuenciación en la plataforma Illu-

mina se han analizado usando QII-

ME versión 1.9.1. (Caporaso et al., 

2010) y comandos adicionales de la 

máquina virtual Microbiome Helper 

(Comeau et al., 2017). Con la herra-

mienta FASTX-Toolkit v0.0.14 se han 

eliminado las secuencias de menos 

de 200 pares de bases y de calidad 

menor de Q30 en el 90% de los ca-

sos (Gordon, 2009). La eliminación 

de las secuencias potencialmen-

te quiméricas se ha llevado a cabo 

mediante la herramienta VSEARCH 

v1.11.1 (Rognes et al., 2016). Las 

secuencias restantes han sido pro-

cesadas mediante el comando open 

reference de QIIME, aplicando los 

métodos SortMeRNA v2.0 y SU-

MACLUST v1.0.00 (Mercier et al., 

2013). Las OTU se han definido al 

97% de la similitud de secuencia, 

empleando la base de datos SILVA 

128 (Quast et al., 2013). 

Las secuencias obtenidas de la pla-

taforma PacBio han sido procesadas 

para la búsqueda y eliminación de 

quimeras mediante la herramienta 

UCHIME (Edgar et al., 2011). Las 

secuencias únicas no quiméricas 

obtenidas tras este análisis se han 

sometido a un análisis BLASTn (Alts-

chul et al., 1990). Las secuencias de 

rRNA del gen 16S de referencia se 

han obtenido del Ribosomal Databa-

se Project (Cole et al., 2008). La cla-

sificación taxonómica se ha basado 

en la Taxonomía del NCBI (Federhen, 

2011). 

2.5. cuanTiFicación del aTP
Para la cuantificación del ATP total 

(ATPt) y el ATP disuelto (ATPd) en la 

muestra de fango activo se ha utili-

zado el kit QG21Waste y el luminó-

metro PhotonMaster de Luminultra, 

siguiendo las instrucciones del fa-

bricante. El ATP celular (ATPc) se ha 

calculado como la diferencia entre 

el ATPt y el ATPd. Adicionalmente 

se ha calculado el índice de estrés 

de la biomasa (IEB) como el cocien-

te entre el ATPd y el ATPt. A partir 

del ATPc se han calculado los sólidos 

suspendidos activos del licor mezcla 

(SSVALM) considerando que la bio-

masa contiene aproximadamente el 

50% de carbón en peso seco (Tcho-

banoglous et al., 2003).

3. resultados y discusión

3.1. aPlicación de Técnica 
FisH Para la cuanTiFicación 
de Poblaciones niTriFicanTes
De las 11 sondas FISH utilizadas en 

este estudio, 2 dieron señales posi-

tivas para las BOA y 2 para las BON. 

En la Tabla 1 se detalla la compo-

sición de la comunidad nitrificante 

determinada según FISH. Nitroso-

monas ha sido el género dominan-

te responsable de la oxidación del 

amonio, su abundancia relativa ha 

sido menor del 1%. Esta comunidad 

estuvo representada por el linaje Ni-

trosomonas halotolerantes (sonda 

NEU). El género Nitrosomonas se 

encuentra comúnmente gobernan-

do los sistemas de eliminación bioló-

gica de nutrientes, tanto en fangos 

activos como en fangos granulares y 

biopelículas (Wells et al., 2009). La 

presencia de miembros del linaje de 

Nitrosomonas halotolerantes se atri-

buyen a sistemas con elevadas con-

centraciones de amonio (Martens-

Habbena et al., 2009).

Los géneros dominantes responsa-

bles de la oxidación del nitrito han 

sido Nitrospira (sonda Ntspa662) y 

Nitrotoga (sonda Ntoga122), ambos 

con abundancias relativas menores 

del 1%. Ambos géneros han sido 

identificados previamente como do-

minantes en sistemas de tratamien-

to de ARU en numerosos estudios 

(Lücker et al. 2015). La selección de 

Nitrospira como especie dominante 

suele atribuirse a su estrategia de su-

pervivencia (K-estrategia), gracias a 

la que se ve favorecida en entornos 

con bajas concentraciones de nitri-

to (Chiellini et al., 2013). Mientras 

que el género Nitrotoga, descubier-

to posteriormente, conecta los ran-

gos de afinidad de Nitrospira spp. y 

Nitrobacter spp. y es competitiva a 

temperaturas menores que el resto 

de BON (Nowka et al., 2015).

Aunque las especies detectadas 

en este estudio coinciden con las 

Tabla 1

Resultados de la cuantificación  
de especies nitRificantes mediante la 
técnica fiHs.

Especies Muestra A

Nitrosomonas spp <0,5%

N. oligotropha 0

N. halophila-eutropha <0,5%

N. europaea 0

Nitrosococcus Mobilis 0

Nitrolancetus hollandicus 0

Nitrospira spp <0,5%

Nitrotoga sp <0,5%

Nitrobacter spp 0

Subgrupo thaumarchaeota 0

Nitrosopuymilus maritimus 0
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especies habituales en los sistemas 

de depuración, su abundancia rela-

tiva se encuentra por debajo de los 

valores característicos para este tipo 

de sistemas (3-6%) (Nielsen et al., 

2004) y para los valores habituales 

del propio sistema (3-4%) (Barbarro-

ja, 2019). El descenso significativo 

registrado en esta muestra es indi-

cativo de inestabilidad en el proceso 

de nitrificación. Esta observación se 

confirma tras el análisis de los rendi-

mientos del amonio, los cuales des-

cendieron hasta el 19% en la fecha 

de la toma de nuestra. Estos resulta-

dos indican que el porcentaje de bio-

masa nitrificante es consistente con 

los rendimientos de eliminación del 

amonio observados. Es interesante 

puntualizar que, aunque existen es-

tudios en los que se ha relacionado 

la dominancia funcional de la nitrifi-

cación con la dominancia numérica 

de organismos nitrificantes, no son 

abundantes las investigaciones en 

las que se ha descrito una correla-

ción directa entre ambos (Barbarroja 

et al., 2019; Awolusi, 2016).

3.2. secuenciación dirigida 
del gen 16s rrna 

3.2.1. Secuenciación de 
segunda generación mediante 
la plataforma Illumina
Los resultados de la secuenciación 

dirigida del gen 16S rRNA permitie-

ron obtener información de la com-

posición de comunidad nitrificante y 

del total de la comunidad bacteriana 

presente en el fango activo. 

La secuenciación mediante Illumi-

na determinó que el filo más abun-

dante en el reactor aerobio ha sido 

Proteobacteria (36%) (Figura 2), al 

cual pertenecen la totalidad de las 

BOA conocidas y algunos géneros de 

BON. Otros filos abundantes han si-

do Bacteroidetes (21,86%), Actino-

Figura 2. Principales filos detectados mediante secuenciación dirigida  
del gen 16S rRNA.

bacteria (12,98%), Saccharibacteria 

(7,53%), Planctomycetes (4,88%) y 

Chloroflexi (4,50%). Estudios pre-

vios en sistemas de fangos activos 

han determinado que Proteobacte-

ria, Bacteroidetes y Chloroflexi eran 

también los filos más abundantes 

(Xue et all., 2017). El filo Nitrospi-

rae, relativo a las BON, presentó una 

abundancia relativa promedio del 

0,26%.

Los géneros de bacterias más 

abundantes en el promedio de 

las muestras han sido Zoogloea 

(4,00%), Candidatus Competibac-

ter (3,42%), Planctomyces, Deflu-

viicoccus (2,78%), Flavobacterium 

(2,33%), Candidatus Microthrix 

(1,78%) y Planctomyces (1,73%). 

Dentro de las proteobacterias, el gé-

nero Nitrosomonas ha presentado 

una abundancia relativa del 0,24%. 

Los géneros dominantes en la oxi-

dación del nitrito detectados según 

Illumina han sido Nitrospira (0,26%) 

y Nitrotoga (0,04%). Estos géneros 

han sido previamente identificados 

mediante Illumina como dominantes 

en los sistemas de eliminación bio-

lógica de amonio (Maet al., 2015). 

Sin embargo, y coincidiendo con los 

resultados de FISH, su abundancia 

relativa está por debajo del porcen-

taje habitual (Phan et al., 2016). 

3.2.2. Secuenciación de 
tercera generación mediante 
plataforma PacBio y 
comparativa de técnicas
Tal y como se observa en la Figura 
2, la secuenciación SMRT de PacBio 

determinó que Proteobacteria ha si-

do el filo más abundante (84,55%). 

Este también ha sido el filo más 

abundante según la plataforma Illu-

mina. Sin embargo, su abundancia 

relativa era un 43% menor. Según 

Illumina el segundo filo en abundan-

cia ha sido Bacteroidetes, mientras 

que con la secuenciación mediante 

PacBio este filo ocupó el cuarto lu-

gar. Resultados similares se observan 

para el resto de filos detectados con 

ambas técnicas.

A nivel de género (Figura 3), las di-

ferencias en la composición obtenida 

aumentan. PacBio ha determinado el 

género Thauera como el más abun-

dante con una abundancia relativa 

del 24,59%, mientras que este géne-

ro presentó una abundancia prome-

dio del 1,22% según la plataforma 

Illumina. El género Zooglea ha sido 

identificado como el segundo género 

más abundante mediante esta técni-

ca (18,38%) y el primer género en 

abundancia según Illumina (4,00%). 

Las diferencias observadas en los 

resultados de ambas plataformas de 
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con las dos técnicas anteriores. Los 

resultados determinaron la presen-

cia de los dos géneros importantes 

de NOB Nitrotoga y Nitrospira. En la 

Figura 4 se observa la comparativa 

de los resultados a nivel de género 

obtenida con las diferentes técnicas 

aplicadas en este estudio. 

A nivel de género, los resultados 

obtenidos mediante Illumina y FISH 

presentan un alto grado de similitud. 

El sesgo más importante se observa 

en la abundancia del género Nitros-

pira determinada con PacBio, la cual 

mostró una abundancia en torno al 

1%, mientras que esta abundancia 

estuvo en torno al 0,2% según las 

otras técnicas. 

La plataforma PacBio aportó datos 

acerca de la composición a nivel de 

secuenciación son debidas a las ca-

racterísticas propias de cada una de 

las técnicas. La secuenciación PacBio 

tiene la capacidad de obtener lec-

turas de gran longitud que abarcan 

fragmentos genómicos de decenas 

de miles de pares de bases. Estas 

secuencias son muy útiles especial-

mente para el ensamblaje de novo 

(Mahmoud et al., 2017). Sin embar-

go, reducen significativamente el 

rendimiento de la secuenciación.

Por tanto, mientras que la secuen-

ciación Illumina produce un elevado 

número de secuencias cortas, en 

la secuenciación mediante PacBio 

se obtienen un menor número de 

lecturas de mayor longitud. Es por 

ello que los análisis realizado con 

PacBio mostraron una comunidad 

compuesta por una menor riqueza 

que los de Illumina y abundancias 

relativas mayores. Estos resultados 

también se reflejan en el porcentaje 

de secuencias no asignadas, que a 

nivel de género resultó del 46,63% 

para Illumina y del 0,6% en PacBio.

La secuenciación mediante la pla-

taforma PacBio, coincidiendo con el 

resto de técnicas moleculares, detec-

tó el género Nitrosomonas como el 

dominante en la oxidación del amo-

nio. En este caso, su abundancia 

ha sido menor que la determinada 

especie (Tabla 2). Las BOA identi-

ficadas, dentro del género Nitroso-

monas, se asignaron a las especies 

Nitrosomonas marina, Nitrosomo-

nas sp. y Nitrosomonas aestuarii. 

Esta técnica ha permito confirmar 

que estas especies podrían ser las 

componentes del grupo de Nitro-

somonas halotolerantes hibridadas 

mediante la sonda NEU.

Las especies identificadas dentro 

del género Nitrospira se correspon-

dieron con Candidatus Nitrospira 

defluvii, perteneciente al linaje I de 

Nitrospira, y Nitrospira cf. mosco-

viensis, perteneciente al linaje II de 

Nitrospira, aunque ninguna de ellas 

presenta un metabolismo comam-

mox (Wang et al., 2018).

3.3. medida de la acTividad 
de la biomasa medianTe  
la cuanTiFicación del aTP
Las concentraciones de ATPt y ATPd 

han presentado valores de 5.390 y 

2.210 ng/mL, respectivamente. La 

concentración de ATPc resultante ha 

sido de 3.180 ng/mL. 

Las concentraciones de ATPc ha-

bituales para reactores aerobios 

con sistema de eliminación de nu-

trientes han sido determinadas en 

torno a los 2.096 ng/mL (Whalen et 

al., 2006). Esta diferencia puede ser 

debida a que esta EDAR trabaja con 

Figura 3. T Principales géneros detectados mediante secuenciación dirigida 
del gen 16S rRNA.

Figura 4. Abundancia de la población nitrificante según diferentes técnicas.
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pueden esperar de las diferentes tec-

nologías de secuenciación existentes 

en el mercado. 

La técnica FISH, gracias a su preci-

sión y fiabilidad, ha demostrado ser 

una herramienta interesante para el 

control rutinario y el seguimiento de 

poblaciones específicas en las EDAR. 

La secuenciación mediante la pla-

taforma Illumina permitió obtener 

un mayor número de lecturas que 

la secuenciación SMRT de PacBio, 

aportando mayor información sobre 

la diversidad a nivel de género. Sin 

embargo, la mayor longitud de las 

lecturas obtenidas mediante PacBio 

permitió una mejor asignación taxo-

nómica a nivel de especie. Se obser-

vó una correlación entre las muestras 

analizadas mediante FISH e Illumina, 

las cuales permitieron detectar los 

sobreestimaciones en la abundancia 

de ciertas especies determinada se-

gún la secuenciación PacBio.

La medición del ATP celular per-

mitió calcular el índice de estrés del 

sistema y la concentración de sólidos 

suspendidos activos del licor mezcla. 

El índice de estrés se perfiló como un 

potencial indicador del estado del 

proceso biológico de depuración. 

Los valores de los SSVALM deter-

minados realzan la importancia de 

utilizar técnicas más precisas para el 

control de los SSLM.

Los desafíos futuros requerirán 

comprender los factores que con-

trolan la nitrificación, si se quiere 

gestionar de manera sostenible el 

ciclo del nitrógeno. En consecuen-

cia, determinar los factores clave 

en la operación de estos sistemas a 

escala real resulta de gran importan-

cia, no solo para la protección de los 

recursos hídricos, sino también para 

mejorar los rendimientos de planta y 

los costes de explotación. 

La monitorización en el tiempo de 

las variaciones en los perfiles de la 

concentraciones de SSLM más eleva-

das que los sistemas convencionales 

de fangos activos (5.047±770 mg/L) 

y a la evolución de las técnicas de 

cuantificación. 

La concentración de SSVALM cal-

culada a partir del ATPc resultó de 

1.590 mg/L. Este valor representó un 

42% de los SSVLM determinados se-

gún el procedimiento habitual (3.780 

mg/L). Estos resultados son coheren-

tes con la medidas esperadas, ya que 

la medida del ATPc hace referencia 

únicamente a la materia viva celu-

lar y el ensayo convencional del los 

SSVLM mide la cantidad de sólidos 

volátiles presente en los fangos ac-

tivos. La materia volátil, además de 

biomasa celular, puede incluir: una 

fracción variable de materia orgá-

nica no biodegradable, sustancias 

poliméricas extracelulares y material 

orgánico procedente de la lisis celu-

lar. Es por ello que la medida de los 

SSVLM puede proporcionar informa-

ción poco precisa sobre la cantidad 

de biomasa viable en los sistemas 

biológicos. Estos datos ponen de 

manifiesto la importancia de utilizar 

técnicas más precisas, como el ATPc, 

para el control de esta variable.

A partir de los valores de ATP se 

calculó el IEB del sistema, que alcan-

zó el 41%. Este valor es un 27% su-

perior a los valores registrados para 

esta EDAR, los cuales se sitúan en el 

14% como promedio. El IEB regis-

trado indica un elevado de estrés del 

sistema, el cual coincidió con el des-

censo de la actividad y biomasa ni-

trificante y el descenso en los rendi-

mientos de eliminación del amonio. 

Relaciones entre el IEB y el rendi-

miento del proceso han sido detec-

tadas previamente. En el estudio de 

Lujan-Facundo et al. (2018) se ob-

servó una relación entre el aumento 

del IEB y el deterioro del rendimien-

to de eliminación de la DQO cuando 

aumentaron las conductividades del 

licor mezcla. Por tanto, esta medi-

da podría ser un indicador útil en la 

monitorización del proceso biológi-

co y concretamente del proceso de 

nitrificación.

4. conclusiones 
La caracterización de una comuni-

dad bacteriana es una tarea comple-

ja que requiere de la combinación de 

diferentes aproximaciones molecula-

res. La elección de la técnica adecua-

da para el estudio de la ecología mi-

crobiana dependerá de los objetivos 

y el alcance del estudio. Por tanto, 

es necesario saber qué resultados se 

Tabla 2

abundancia Relativa de las especies nitRificantes deteRminada  
en la platafoRma de secuenciación pacbio.

Especies BN Abundancia relativa (%)

Nitrosomonas marina 0,02

Nitrosomonas sp. 0,02

Nitrosomonas aestuarii 0,05

Candidatus Nitrospira 0,07

Candidatus Nitrospira defluvii 0,14

Nitrospira sp. 0,68

Nitrospira cf. moscoviensis 0,07

Candidatus Nitrotoga 0,01
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