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INTRODUCCIÓN  

Las aguas residuales porcinas, además de contener grandes concentraciones de materia orgánica 

y nutrientes (Zeng et al., 2019), se pueden encontrar antibióticos y hormonas (Cheng et al., 

2018). Los antibióticos son suministrados principalmente para prevenir y tratar las infecciones 

en los cerdos (Brooks et al., 2014), pero también son efectivos para promover el crecimiento 

animal. Sin embargo, cerca del 70% son desechados en su fórmula original a través de las 

excretas y orina (Cheng et al., 2018). Los antibióticos no asimilados por los cerdos son una 

fuente de preocupación por su persistencia y tendencia a bioacumularse en el ambiente. Se han 

detectado concentraciones de antibióticos en las aguas residuales de granjas porcinas que van 

de 14.4 a 119.7 mg/kg en diferentes partes del mundo (Van Den Meersche et al., 2019; Wang 

et al., 2019; Zhang et al., 2018), y de 8.6 a 72 µg/L en México (García-Sánchez et al., 2013). 

La presencia de antibióticos en los sistemas de tratamiento suele afectar la eliminación de la 

demanda química de oxígeno (DQO) y la producción de biogás de los sistemas anaerobios, ya 

que generan respuestas no previsibles en las bacterias de los sistemas de tratamiento biológicos 

(Cheng et al., 2018). García-Sánchez et al. (2016), comprobaron que la presencia de tilosina 

inhibía la producción de metano incluso a bajas concentraciones (0.01 mg/L). Con otros 

antibióticos como la oxitetraciclina y sulfametoxazol (frecuentemente encontrados en agua 

residual porcina), se ha observado que a concentraciones mayores a 0.5 mg/L disminuyen los 

rendimientos en la eliminación de amonio (Zhang et al., 2019).  

Algunos autores se han enfocado en determinar la composición y dinámica de la microbiota en 

el tratamiento de agua residual para tener un mejor entendimiento de los cambios que se generan 

durante la operación del sistema de tratamiento (Ducey & Hunt, 2013; Liu et al., 2015). Sin 

embargo, el análisis de la filogenia ha sido enfocada solo a sistemas biológicos convencionales, 

en los cuales las eficiencias de eliminación en el tratamiento de agua residual no son del todo 

satisfactorias. Se requiere investigar la comunidad microbiana en sistemas de tratamiento más 

avanzados, los cuales proporcionen información útil para mejorar el diseño de los sistemas de 

tratamientos de efluentes porcinos. 

En este contexto, el objetivo de este estudio fue determinar la comunidad microbiana de un 
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reactor híbrido escala laboratorio diseñado para el tratamiento de agua residual porcina y 

analizar el efecto de los antibióticos sobre la actividad bacteriana. El análisis se realizó a la 

biomasa aerobia y anaerobia del reactor antes y después de la adición de una mezcla de 

antibióticos, utilizando como herramienta la secuenciación masiva. 

 

METODOLOGÍA  

Descripción del reactor y toma de muestra 

Se tomaron muestras de un reactor híbrido destinado al tratamiento de agua residual porcina, el 

cual contaba con un volumen útil de ~2.5 L conformado por dos secciones integradas. La 

primera sección se configuró como un UASB y se inoculó con 0.5-0.8 L de lodo granular 

anaerobio a ~37°C, y en la parte superior contó con una campana para liberar el biogás. La 

segunda sección constó de una etapa aerobia rellena de anillos de polietileno, previamente 

inoculados con biomasa aerobia, y un flujo constante de aire con una concentración de oxígeno 

de 3.35 mg/L, y a temperatura ambiente (~25°C). 

Se tomó una muestra de lodo de ambas secciones del reactor, aerobia (AE1) y anaerobia (AN1). 

También se consideraron muestras de biomasa del reactor que se expusieron a una mezcla de 

oxitetraciclina, tetraciclina y tilosina durante tres días en ensayos en lote aeróbico (AE2) y 

anaeróbico (AN2). La exposición a antibióticos se dio en frascos de 250 mL con 200 mL de 

agua residual porcina cruda y 2.5 µg/mL de cada uno de los antibióticos tilosina, tetraciclina y 

oxitetraciclina. 

Extracción y amplificación de DNA 

La extracción de DNA total se realizó a partir de 0.1-0.12 g de lodo obtenido de cada tipo de 

muestra. Para la extracción se utilizó el kit DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen) de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante y se cuantificó en un fluorómetro Qubit 3.0 (ThermoFisher 

Scientific).  

Se amplificó la región V4 con los iniciadores específicos 515F y 806R (Caporaso et al., 2011) 

que consideran los dominios Archaea y Eubacteria. Las reacciones de PCR de tipo punto final 

se realizaron en un volumen total de 25 µL, cuya concentración para cada reacción consistía 

en: ~10 ng de DNA, 1X Buffer de PCR (libre de Mg2
+), 0.4 μM de cada oligonucleótido 

iniciador (primer), 800 μM de dNTP mix (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 5% de DMSO (dimetil 

sulfóxido), 1.5 mM de MgCl2 y 1 U de DNA polimerasa ExTaKaRa Taq (Takara Bio Inc.). El 

protocolo de amplificación consistió en una desnaturalización inicial del DNA a 95°C por 3 

min, seguido de 35 ciclos desnaturalización (95°C, 30 s), hibridación (52°C, 40 s) y extensión 

(72°C, 90 s), con una extensión final a 72°C durante 10 min. Los amplicones obtenidos se 

purificaron con perlas magnéticas empleando el kit Agencourt AMPure XP PCR Purification 

System (Beckman Coulter), y se enviaron a secuenciar en la plataforma Illumina MiSeq 

(Universidad de Yale, Estados Unidos). 

Análisis bioinformático 

Los datos de secuenciación fueron analizados usando la línea de comandos QIIME2 

(https://qiime2.org). Las secuencias filtradas fueron clasificadas taxonómicamente empleando 

la base de datos Silva (https://www.arb-silva.de/). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Se realizó un gráfico de abundancia de unidades taxonómicas operativas (OTUs) (Figura 1) en 

el cual se observó que el filo Proteobacteria dominaba en todas las muestras, sobre todo en las 

referentes a la biomasa aerobia, seguido de abundancias notables de Bacteroidetes y Firmicutes. 

La dominancia de estos taxones ha sido reportada anteriormente en sistemas anaerobios para el 
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tratamiento de agua residual porcina (Liu et al., 2015), así como en sistemas de lodos activados 

que reciben altas cargas de antibióticos (Marathe et al., 2016).  

La biomasa aerobia se encontró dominada por la clase Gammaproteobacteria y el género 

Pseudomonas, las cuales aumentaron tras la adición de la mezcla de antibióticos. Estas bacterias 

son conocidas por ser un grupo versátil, que puede encontrarse en distintos ambientes como 

suelo, agua, heces y agua residual (Luján, 2019). Resultados similares fueron obtenidos por 

Marathe et al. (2016), quienes al evaluar dos sistemas de lodos activados que reciben 

antibióticos en sus influentes, encontraron que la comunidad estaba dominada por 

Gammaproteobacteria, y relacionaban esta estructuración de la comunidad microbiana a la 

resistencia mostrada por el filo Proteobacteria ante distintos fármacos. 

En comparación con las bacterias, el grupo arquea fue menos abundante y no se observaron 

grandes cambios entre las poblaciones microbianas con (AE1, AN1) y sin antibióticos (AE2, 

AN2). Sin embargo, no es posible afirmar que no exista un efecto negativo en la actividad 

metanogénica de las arqueas por la acción de los antibióticos. Lo anterior se menciona ya que 

Aydin et al. (2015) encontraron una disminución en la producción de metano, llevándolo de 70 

a <10 mL, esto por la adición de una mezcla de sulfametoxazol, eritromicina y tetraciclina.  

 

 
Figura 1. Abundancia relativa de filos presentes en las muestras estudiadas. En rojo se resaltan los 

taxones más abundantes de las muestras. N.A. indica los filos no asignados. 

 

CONCLUSIONES 

El impacto de una mezcla de antibióticos sobre las poblaciones microbianas de un reactor 

híbrido fue más notorio en la biomasa aerobia (AE2). El aumento del filo Proteobacteria podría 

indicar la capacidad de la biomasa aerobia de adaptarse y resistir a los compuestos antibióticos 

del agua residual. Por otro lado, la biomasa anaerobia del reactor fue menos alterada en su 

población microbiana tras la adición de antibióticos (AN2), lo que sugiere una estructura más 

resistente a los efluentes porcinos.  
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