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Resumen 

 

 
Resumen  

Por  razones  económicas,  una  enorme  cantidad  de  áreas  boscosas  o  selváticas,  han  sido 

convertidas en campos de cultivo para la producción intensiva de alimentos o biocombustibles. La 

economía de plantación, exige eliminar la competencia por espacios y nutrientes que representan 

para  el  plantío  las  denominadas malezas  con  la  consecuente  utilización masiva  de  herbicidas. 

Aunque esto incrementa la productividad agrícola, provoca una severa contaminación en suelos y 

agua que,  finalmente afecta  los ecosistemas, pudiendo  incluso provocar daños a  la salud de  los 

trabajadores  agrícolas.  Por  su  amplio  uso,  los  herbicidas  triazinicos  representan  un  importante 

grupo de herbicidas. Las  s‐triazinas  tienen en  común un anillo heterocíclico con  tres átomos de 

nitrógeno y  tres de carbono distribuidos simétricamente. Este anillo es  responsable del carácter 

recalcitrante  de  este  grupo  de  herbicidas.  Aunque  la  atrazina  y  la  simazina  son  compuestos 

ligeramente  solubles  en  agua,  la  presencia  de  agentes  humectantes  y  dispersantes  en  sus 

formulaciones comerciales, favorecen la contaminación de cuerpos de agua. 

Se  han  reportado  diferentes  procesos  para  remover  atrazina  y  simazina  de  agua  contaminada. 

Entre  ellos  tenemos métodos  químicos  y  fisicoquímicos,  que  han  demostrado  tener  elevadas 

eficiencias  de  oxidación,  pero  con  elevados  costos.  Los métodos  biológicos,  principalmente  los 

métodos  aeróbicos  presentan  altas  eficiencias  de  remoción  cuando  se  emplean  comunidades 

microbianas en vez de cultivos axénicos. 

En  el  presente  estudio  se  empleó  una  comunidad  artificial,  integrada  a  partir  de  comunidades 

previamente aisladas, capaces de degradar  los compuestos atrazina y simazina, para metabolizar  

una mezcla  de  atrazina‐simazina.    La  capacidad  que  presenta  esta  comunidad  para  degradar 

intermediarios metabólicos de ambos herbicidas fue también evaluada. Esto se realizó probando 

la  capacidad  de  crecimiento  de  los  integrantes  de  las  comunidades  en medio  sólido  con  los 

diferentes herbicidas e intermediarios, evaluando su crecimiento a diferentes tiempos, y después 

probando  la  capacidad de  las mejores  cepas  en medio  líquido. Basados  en  estos  resultados,  la 

comunidad  artificial  compuesta  por  los  géneros  Cellulomonas,  Pseudonocardia, 

Stenotrophomonas, Arthrobacter y Rhizobium. 

Para  la evaluación  cinética  y estequiométrica de esta  comunidad,  fue  construido un  reactor de 

lecho empacado rectangular en el que  la recirculación de reactantes y de  líquido oxigenado a  la 

biopelícula  inmovilizada en el soporte se  logró por medio de un canal airlift ubicado en el centro 
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del bio‐reactor. En este bio‐reactor se probó la degradación de la mezcla atrazina‐simazina (50:10 

ppm), a diferentes velocidades de  flujo, que  se variaron de 4 mL h‐1 a 160 mL h‐1. En  todos  los 

casos, la remoción de herbicidas fue del 100%, medida por HPLC y COT, sin embargo, se observó la 

aparición de intermediarios metabólicos que el COT no es capaz de detectar. 

La acumulación de estos compuestos, principalmente el ácido cianúrico  (AC),  fue detectada por 

HPLC.  Conforme  se  aumentó  la  carga  volumétrica  de  herbicidas,  la  acumulación  de  AC  se 

incrementó en el bio‐reactor. Esto podría relacionarse con la gradual disminución de una bacteria 

del género Stenotrophomonas, que contiene la maquinaria enzimática para la degradación de AC.  

Una  vez  que  finalizó  el  proceso  de  biodegradación,  se  calculó  estequiométricamente  

la  eliminación  de  AC;  la  cual  se  debió  a  la  adsorción  de  la  biopelícula,  biodegradación 

y acumulación  intracelular,  presuntamente  en  las  bacterias  que  carecen  de  la  información 

genética para producir la enzima cianúrico amidohidrolasa. 
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Abstract 

For economic reasons, an enormous amount of forested areas have been converted in agricultural 

lands  for  extensive  food  or  biofuels  production.  The  plantation  economy  requires  eliminating 

weed  competition  for  space and nutrients; with  the  consequent massive use of herbicides. The 

extensive agriculture  increased crop productivity, but causes severe soil and water pollution that 

ultimately affect aquatic ecosystems and may even damage the health of agricultural workers. The 

s‐trazinic  compound  share  a  heterocyclic  ring  with  three  nitrogen  and  three  carbon  atoms 

symmetrically arranged. This  ring  is  responsible of  the  recalcitrance of  this group of herbicides. 

Although  atrazine  and  simazine  are  slightly water‐soluble  compounds,  due  to  the  presence  of 

wetting and dispersant agents in herbicide commercial formulations, they can contaminate water 

bodies. 

Different  processes  have  been  reported  to  remove  atrazine  and  simazine  from  contaminated 

water.  Among  them,  the  chemical  and  physicochemical  methods  have  demonstrated  high‐

oxidation  efficiencies,  but  also  high  cost.  Biological methods,  especially  the  aerobic  processes, 

could  remove,  economically  and  efficiently  these  herbicides,  particularly  when  microbial 

communities, instead axenic cultures, are used. 

In the present study, an artificial community built from previously  insolated bacterial strain, able 

to degrade atrazine or simazine, was used to metabolize a mixture of atrazine and simazine. The 

capability  to  degrade metabolic  intermediaries  of  both  herbicides was  also  evaluated  for  this 

community. This was done by  testing  the cell growth of community’s members  in solid medium 

with  different  herbicides  and  intermediaries,  assessing  growth  at  different  times,  and  the 

evaluating the degradation capability of the best strains in liquid medium. Based on these results, 

the artificial community was integrated by bacterial strains pertaining to the genera Cellulomonas, 

Pseudonocardia, Stenotrophomonas, Arthrobacter and Rhizobium. 

For the kinetic and stoichiometric evaluation of this community, a rectangular packed‐bed biofilm‐

reactor was  constructed.  The  recirculation  of  oxygenated  liquid  and  reactants  to  the  attached 

biofilm was achieved by means of an airlift channel located at the center of the bioreactor. In this 

bioreactor, the biodegradation of a mixture of atrazine‐simazine (50:10 ppm) was evaluated at six 

flow rates, ranging from 4 to 160 mL h‐1. In all cases, the removal efficiencies measured by HPLC 

and  TOC were  100%;  however,  the  recalcitrant  heterocyclic metabolic  intermediaries were  not 
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determined by COT. The accumulation of compounds, mainly cyanuric acid (CA), was detected by 

HPLC. When  the volumetric  loading  rate of herbicides was  increased, CA accumulation was also 

increased in the bioreactor. This fact could be related to the gradual decay of Stenotrophomonas, 

bacteria which contains the enzymatic machinery for CA degradation. 

Once that biodegradation process ends,  it was stoichiometrically estimated that CA removal was 

due  to  biofilm  adsorption,  biodegradation,  and  intracellular  accumulation;  presumptively  by 

bacterial strains lacking the information to synthesize the cyanuric amidohydrolase enzyme.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Generalidades 

Durante el desarrollo de la humanidad y después de que el ser humano se convirtiera en 

sedentario, éste ha buscado conseguir el alimento de una  forma u otra, principalmente 

empleando la agricultura como fuente principal de insumos, lamentablemente la mayoría 

de los campos de cultivo no son lo suficientemente productivos, por lo que la generación 

de  planicies  para  siembra,  donde  antes  se  encontraba  un  bosque,  selva,  o  cualquier 

ecosistema, ha aumentado considerablemente. 

El  ser  humano  en  su  afán  de  producir  más  y  al  mismo  tiempo  conservar  el  medio 

ambiente ha buscado alternativas para aumentar  la producción de  los campos de cultivo 

actuales,  esto  mediante  el  uso  de  productos  agroquímicos  (fertilizantes  químicos  y 

plaguicidas),  que  aumentan  la  producción  por  hectárea  considerablemente  (Ewald  y 

Aebischer, 2000). 

La  implementación  de  una  agricultura  sustentable  caracterizada  por  su  inocuidad 

medioambiental  y  la  preservación  de  los  recursos  naturales,  la  utilización  de  recursos 

renovables  locales  y  tecnologías  apropiadas  y baratas, una mínima  compra de  insumos 

externos y por consiguiente, un alto grado de autosuficiencia  local, permitiría  reducir el 

uso  de  fertilizantes  y  plaguicidas.  Desafortunadamente  el  uso  de  estos  agentes 

agroquímicos no es controlado y genera una severa contaminación al ambiente y más si 

son utilizados en exceso, afectando principalmente los cuerpos de agua (Figura 1). 
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Este  tipo  de  compuestos  se  pueden  clasificar  por  su  actividad  biológica,  naturaleza 

química o por características como: persistencia, toxicidad, hidrosolubilidad, o volatilidad. 

Su potencial como contaminante del medio depende de sus propiedades físicas, químicas 

o biológicas (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Clasificación de plaguicidas 

Actividad biológica  Insecticidas 
Acaricidas 
Nematicidas 
Fungicidas 
Antibióticos  
Herbicidas 
Rodenticidas 
Avicidas 
Molusquicidas 
Atrayentes y repelentes de insectos 

Naturaleza química  Organoclorados 
Organofosforados 
Carbamatos  
Derivados de la urea 
Compuestos heterocíclicos
Compuestos inorgánicos 

Insecticidas,  herbicidas, 
fungicidas 
Insecticidas 
Insecticidas, herbicidas 
Herbicidas 
Herbicidas 
Acciones diversas 

Toxicidad   Supertóxicos 
Extremadamente tóxicos 
Muy tóxicos 
Moderadamente tóxicos 
Ligeramente tóxicos 
Prácticamente no tóxicos 

DL50 < 5 mg/Kg 
DL50  5 ‐ 50 mg/Kg 
DL50  50 ‐ 500 mg/Kg 
DL50  500 ‐ 5000 mg/Kg 
DL50  5 ‐ 15 g/Kg 
DL50 > 15 g/Kg 

      Fuente: http://edafologia.urg.es/conta/tema13/clasif.htm 2008 
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1.2.1. Herbicidas 

Los  herbicidas  son  productos  químicos  fitosanitarios  diseñados  específicamente  para 

matar  malezas  (plantas  indeseadas).  Los  herbicidas  selectivos  atacan  ciertos  blancos, 

siendo  inocuos  para  el  resto  de  las  plantas  cultivadas.  Los  herbicidas  utilizados  para 

limpiar  grandes  terrenos  no  son  selectivos  y matan  toda  planta  con  la  que  entran  en 

contacto.  

En países donde se practica la agricultura intensiva y altamente mecanizada, los herbicidas 

han reemplazado en gran parte los métodos manuales o mecánicos de control de malezas 

(Whitacre y Ware, 2004). 

 

1.2.2. Clasificación 

No  existe  un  sólo  sistema  de  clasificación  de  los  herbicidas.  Los  diferentes  sistemas  se 

basan en criterios muy dispares, como su naturaleza química, su mecanismo de acción o 

su toxicidad. No obstante, se pueden dividir en dos grandes grupos: 

 

  Herbicidas  residuales:  se  aplican  al  suelo,  sobre  la  tierra  desnuda  y  forman  una 

película  tóxica  que  controla  el  nacimiento  de  las malas  hierbas  al  atacarlas  durante  su 

germinación. Dos aplicaciones al año de herbicidas residuales pueden ser suficientes para 

mantener un suelo limpio de malezas que nacen de semilla. Normalmente no son activos 

sobre especies perennes que rebrotan a partir de rizomas, estolones o bulbillos.  

 

   Herbicidas  sistémicos:  se  aplican  sobre  la  planta,  que  absorbe  el  producto  y  lo 

transporta a diferentes tejidos mediante el floema.  
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1.2.3. Herbicidas triazinicos 

Las  s‐triazinas  contienen  un  anillo  heterocíclico  simétrico  que  contiene  tres  átomos  de 

nitrógeno y tres de carbono. Pueden tener varios sustituyentes (Figura 2). 

.  

R2R3

R1

NH NH

N

N

N

 

 

Se estima que posiblemente la mitad de los herbicidas disponibles presentan un modo de 

acción que involucra a la cadena de transporte de electrones del fotosistema II. Una etapa 

crítica en esta cadena es  la  reducción de  la plastoquinona  (PQ) por  la proteína QA en  la 

membrana  del  tilacoide.  Estos  herbicidas  se  enlazan  a  la  proteína  QA,  con  lo  que  se 

bloquea la reducción de la PQ y se interrumpe el proceso de transferencia de electrones, 

afectándose la síntesis de ATP y NADPH en el cloroplasto (Figura 3). Esto impide la fijación 

de  CO2,  necesaria  para  la  producción  de  los  carbohidratos  indispensables  para  la 

sobrevivencia  de  la  planta.  La  interrupción  en  la  transferencia  de  electrones  causa, 

además,  un  estrés  oxidativo  por  la  generación  de  radicales  libres  que  producen  daños 

celulares (Markwell y col., 2007). 

 

Figura 2. Anillo s‐triazina, con sustituyentes 
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1.3.1. Permanencia en el ambiente 

La atrazina es altamente persistente en suelos, donde permanece por más de un año en 

condiciones  de  baja  humedad  y  temperatura,  su movilidad  varía  de moderada  a  alta, 

sobre todo en suelos de zonas lluviosas con bajo contenido de arcilla y materia orgánica. 

Debido  a  su débil  adsorción  a  las partículas,  a  su hidrosolubilidad  y  a  su  relativamente 

larga vida media (60 a más de 100 días) representa un riesgo elevado de contaminación 

para las aguas subterráneas.  

En  los  cuerpos  de  agua  su  degradación  es  lenta  y  no  se  adsorbe  fuertemente  a  los 

sedimentos. En peces, no tiende a bioacumularse, ya que se han encontrado niveles bajos 

de  este  plaguicida  en  cerebro,  vesícula  biliar,  hígado  y  tracto  digestivo 

(http://www2.ine.gob.mx/sistemas/plaguicidas/pdf/atrazina.pdf. Septiembre 2009).  

 

1.3.2. Efectos tóxicos de la atrazina  

Está ampliamente documentado que la atrazina pura o mezclada con otros agroquímicos 

daña diversas especies acuáticas (Sullivan y Spence, 2003; Russo y Lagidick, 2004; Fatima y 

col., 2007). Es un compuesto clastogénico y posible carcinogénico (Cantemir y col., 1997). 

Es un conocido perturbador del sistema endócrino en anfibios; Aún en dosis que están por 

debajo  de  los  límites  establecidos  por  la  USEPA  para  agua  potable  (3  ppb),  afecta  el 

sistema endócrino de ranas (Hayes y col., 2002). 

Este  herbicida  inhibe  la  fotosíntesis  en  plantas  acuáticas  afectando  la  cadena  trófica  y 

causa múltiples efectos en animales, por ejemplo  interviene en el sistema respiratorio y 

funciones  endocrinas  del  salmón  (Moore  y  Lower,  2001),  además  de  alterar  el 

comportamiento  social  y  el  comportamiento  antipredador  en  peces  dorados  (Salgio  y 

Trijasse, 1998). 
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La atrazina causa una  reducción  significativa de  las poblaciones microbianas en el  suelo 

(Taiwo y Oso, 1997), ocasiona tumores en ratas (Stevens y col., 1999), y ha sido catalogada 

como posible agente carcinogénico en humanos (IARC 1999).  

Otro  estudio muestra  los  efectos  sobre  las  larvas  de  corvina  roja,  que  ven  alterado  su 

crecimiento  al  crecer  en  ambientes  contaminados  con  este  herbicida,  así  como  un 

aumento en la tasa de mortalidad de las mismas (Alvares y Fuiman, 2005).  

 

 

1.4. Simazina 

La simazina (Figura 5) es un herbicida perteneciente al grupo de las triazinas, es un polvo 

blanco  incoloro de olor característico utilizado para el control de malezas de hoja ancha 

en  cultivos  como  maíz,  alfalfa,  caña  de  azúcar  entre  otros.  Es  de  acción  sistémica  y 

residual, se absorbe por  las raíces y se aplica en  la pre‐emergencia o pos‐emergencia de 

las malezas en combinación con un herbicida de contacto como Paraquat. También se ha 

registrado como un alguicida (Mondragón y col., 2008; Ware, 2000). 

 

CH3
NHNH

Cl

N

N

N

CH3
 

Figura 5. 6-chloro-N,N'-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine (Simazina) 
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1.4.1. Permanencia en el ambiente 

En  el  suelo presenta  una movilidad  que  varía de  baja  a  alta.  En  este medio  puede  ser 

biodegradado,  generando  N‐desetil‐simazina  y  2‐cloro‐4,6‐bisamino‐s‐triazina  como 

principales metabolitos.  

En  los cuerpos de agua se adsorbe parcialmente a  los sólidos suspendidos y sedimentos. 

Este  compuesto  es  susceptible  a  la  hidrólisis  a  pH  ácido,  siendo  la  2‐hidroxi‐4,6‐

bis(etilamina)‐s‐triazina el principal producto de esta reacción.  

La volatilización desde el suelo y agua no es un destino ambiental  importante para este 

plaguicida.  Su  potencial  de  bioconcentración  en  organismos  acuáticos  varía  de  bajo  a 

moderado (http://www2.ine.gob.mx/sistemas/plaguicidas/pdf/simazina.pdf. Septiembre 2009). 

 

1.4.2. Efectos tóxicos de la simazina 

Se ha detectado que  la simazina causa problemas en el sistema endócrino, afectando    la 

reproducción  de  varias  especies  acuáticas.  Se  clasifica  como  categoría  toxicológica  IV, 

como  ligeramente  tóxico  y  en  la  clasificación  C  como  posible  carcinogénico  humano 

(USEPA, 2004. Versión electrónica).  

La  simazina  está  catalogada  por  la  Unión  Europea  como muy  tóxica  para  organismos 

acuáticos, como  las algas y Daphnia, originando  la prohibición o restricción de su uso en 

algunos países europeos (European Comission, 2003). La simazina puede ocasionar en los 

seres  humanos,  temblores,  daño  a  testículos,  riñones,  hígado  y  tiroides, mutaciones  y 

cáncer  principalmente de  riñón,  seno  y  ovarios  (Snedeker,  1998; USEPA,  2004. Versión 

electrónica), con dosis mayores a la MCL (Maximun Contaminat Level, 4gL‐1). 

También es considerado modificador del sistema endócrino ya que cambia el metabolismo 

de  los estrógenos en el cuerpo  (Toop y col., 2000; Ralebitso y col., 2002; Birkhoj y col., 

2004). 
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2. ANTECEDENTES  

 

Los  herbicidas  triazínicos  son  un  grupo  importante  de  xenobióticos  que  ingresan  al 

ambiente a través de residuos industriales y de la actividad agrícola. En la mayoría de las 

ocasiones, principalmente por  su uso  indiscriminado,  tienen como destino  final cuerpos 

de agua superficial y subterránea; por tal razón sus efectos tóxicos son de gran relevancia 

para los ecosistemas acuáticos.  

Con el fin de eliminar estos xenobióticos y así lograr la depuración del agua contaminada 

se han realizado una diversidad de estudios donde se aplican diferentes métodos. 

 

2.1. Degradación de atrazina 

 

La  atrazina  es  uno  de  los  herbicidas  de  mayor  uso  en  la  agricultura  y  presenta  una 

ecotoxicidad elevada, es por eso que se han propuesto diversos métodos para  lograr su 

remoción del medio ambiente, destacando los químicos y los biológicos. 

Los métodos de oxidación (Beytul y col., 2009), foto‐oxidación (Seema y col., 2009; Grcic y 

col., 2009) y  los electroquímicos (Zaviska y col., 2011) han sido estudiados para degradar 

atrazina. 

Los métodos microbiológicos pueden ser en condiciones aeróbicas o anaeróbicas. Pranab 

y  Ligy  (2004)  reportan  que  utilizando  un  cultivo mixto  en  condiciones  de  anaerobiosis 

degradaron, en un sistema por lote, concentraciones de atrazina que variaron de 0.5 – 1.5 

mgL‐1. Utilizando una  fuente de  carbono adicional  (dextrosa) obtuvieron un máximo de 

degradación del 15%, cuando la composición del medio fue de 300 mg L‐1 de dextrosa y 5 

mg L‐1 de atrazina, resaltando que no hubo generación de metano. 
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Hunter y Shaner  (2009) estudiaron  la degradación de atrazina empleando una  columna 

empacada con arena (biobarrera), la cual contenía una comunidad bacteriana y aceite de 

soya  como  fuente  de  carbono.  La  atrazina  (16.3  mg  L‐1)  se  utilizó  como  fuente  de 

nitrógeno obteniendo una degradación del 97%. Se observó también que  la presencia de 

otra fuente de nitrógeno provocó una disminución del 60% en la degradación de atrazina. 

También  se  observó  una  acumulación  de  hidroxiatrazina  en  el  efluente  por 

deshalogenación del compuesto original, indicando que la mineralización no es completa. 

Por  otra  parte  Siripattanakul  y  colaboradores  (2009a)  estudiaron  la  biodegradación 

empleando  a  una  comunidad  capaz  de  degradar  atrazina  en  un  soporte  de  arena, 

reportando eficiencias de remoción del 42 al 80%. Los anteriores resultados hablan de las 

limitaciones que presentan los procesos anaerobios para remover atrazina. 

En lo referente a procesos aeróbicos, Siripattanakul y colaboradores (2009b), realizaron el 

estudio  de  la  degradación  de  atrazina  a  partir  de  un  suelo  contaminado  con  este 

herbicida. Mediante  técnicas  de  enriquecimiento  obtuvieron  una  comunidad  integrada 

por  4  microorganismos  (Alcaligenes  faecalis,  Klebsiella  ornithinolytica,  Bacillus 

megaterium y Agrobacterium tumefaciens) los cuales crecieron en un medio con 100 mgL‐

1 de atrazina con eficiencias de degradación que variaron del 33 al 51%, posteriormente 

identificaron la comunidad por técnicas moleculares así como la presencia de el gen atzA 

en un par de especies aisladas (Klebsiella ornithinolytica y Agrobacterium tumefaciens). 

Por otro lado Satsuma (2009) analizó la degradación de la atrazina (1 mgL‐1) utilizando una 

comunidad aislada a partir de muestras  tomadas de un río, observando acumulación de 

ácido cianúrico que era mineralizado  lentamente. Se encontró que  la comunidad estaba 

integrada  por  bacterias  del  genero  Nocardioides  y  Pedomicrobium.  La  primera  era  la 

responsable  de  la  degradación  de  la  atrazina  y  la  segunda  del  ácido  cianúrico, 

posteriormente  se  empleó  a  esta  comunidad  para  degradar  otros  herbicidas  s‐

clorotriazínicos, encontrando bajas eficiencias de remoción de éstos. 
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Tafoya  y  colaboradores  (2009)  realizaron  la  evaluación  cinética  de  la  degradación  de 

atrazina en cultivo continuo de células en suspensión y en células inmovilizadas en carbón 

activado  granular  utilizando  un  consorcio  microbiano  aislado  a  partir  de  suelos 

contaminados  con  herbicidas,  en  las  determinaciones  realizadas  se  obtuvieron  altas 

velocidades de degradación. Con células inmovilizadas se obtiene velocidades y eficiencias 

remoción elevadas; RV = 12.2mg L‐1 h‐1 y una eficiencia de remoción del 100%. Al realizar la 

prueba con células  libres se obtuvieron resultados similares de degradación y en ambos 

casos, una baja acumulación de intermediarios. 

Uno de  los  antecedentes  importantes para  este  trabajo  es  el presentado por Macías  y 

colaboradores  (2009),  que  estudiaron  la  degradación  de  este  herbicida  aislando  una 

comunidad a partir de suelos contaminados,  la cual  fue  identificada. Se encontraron  los 

géneros  bacterianos  Massilia,  Stenotrophomonas  maltophilia,  Ochrobactrum, 

Arthobacter, Microbacterium,  Xanthomonas  y  Ornithinimicrobium,  esta  comunidad  fue 

capaz  de  utilizar  atrazina  como  única  fuente  de  carbono  y  nitrógeno  en  un  reactor  de 

lecho  empacado,  en  régimen  continuo  con  eficiencias  de  remoción  cercanas  al  100%. 

Después de periodos largos de operación se analizó la riqueza del reactor encontrando la 

presencia de  sólo  3  especies  S. maltophilia, Ochrobactrum  y Arthobacter, de  las  cuales 

sólo  la  primera  contiene  el  gen  atzD  que  codifica  a  la  enzima  ácido  cianúrico 

amidohidrolasa.   

En  la Figura 6  se presenta  la  ruta de degradación propuesta por Smith y  colaboradores 

(2005)  en  donde  las  enzimas  Atz  A,  B,  C,  desempeñan  diferentes  funciones.  La  AtzA, 

desempeña la función de deshalogenacion del compuesto, generando hidroxiatrazina, en 

los  siguientes  pasos  de  la  vía  de  degradación  se  encuentra  la  AtzB  (N‐etilamelida 

amidohidrolasa) y  la AtzC (N‐isopropilamelida amidohidrolasa). El producto de  la hidrólisis es 

el ácido cianúrico, que es  la molécula más recalcitrante de  la vía de degradación de este 

compuesto. 
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Para la degradación del ácido cianúrico, se ha descrito y reportado que Pseudomonas sp. 

produce  la  enzima  específica  para  la  hidrólisis  de  este  compuesto,  la  ácido  cianúrico 

hidrolasa, codificada por atzD (Fruchey y col., 2003).  
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2.1.1. Vía de degradación de la atrazina 
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Figura 6. Vía de degradación de la atrazina (Smith y col., 2005) 
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2.2. Degradación de simazina 

 

Para la degradación de simazina, que es uno de los herbicidas más empleados en México, 

también  se  han  reportado métodos  de  oxidación  química  (Catalkaya  y  Kargi  2009),  y 

métodos  biológicos. Montalvo  y  colaboradores  (1997)  publicaron  la  determinación  de 

parámetros  cinéticos  obtenidos  en  un  reactor  de  lecho  empacado  con  células 

inmovilizadas  y  empleando  una  comunidad  bacteriana  (DSZ1).  Lo más  relevante  es  la 

elevada eficiencia de remoción del xenobiótico. 

Martin  y  colaboradores  (2008b)  estudiaron  la  degradación  de  simazina  por  una 

comunidad bacteriana aislada a partir de suelos contaminados con simazina, encontrando 

la presencia de dos microorganismos Pseudomonas sp. y Klebsiella planticola,  los que se 

cultivaron en simazina utilizando diferentes concentraciones (2 gmL‐1, 5 gmL‐1, 8 gmL‐

1) además se adicionó un marcador de fluorescencia al gen atzB (al cual  llamaron atzB1), 

con el cuál pudieron detectar en el cultivo, la presencia de la enzima que hidroliza el grupo 

amino; lo que permitió monitorear el crecimiento de la población capaz de degradar este 

herbicida.  Un  punto  también  importante  de  este  trabajo  fue  que  no  se  encontró 

acumulación  de  ácido  cianúrico,  principal  intermediario  de  la  degradación  de  este 

compuesto. 

 

Martin y colaboradores (2008a) estudiaron  la degradación de simazina en tres diferentes 

reactores  de  película  utilizando  un  cultivo  de  Klebsiella  planticola,  realizando 

modificaciones a las concentraciones y obtuvieron velocidades de remoción que variaron 

de 0.06 a 3.39 mgh‐1, en un reactor con células inmovilizadas. 

 

Morán y colaboradores (2006) analizaron comunidades bacterianas aisladas de diferentes 

tipos  de  suelos  donde  se  tenían  antecedentes  de  la  aplicación  de  herbicidas  y 

determinaron que  son capaces de degradar eficientemente en un periodo de 28 días  la 

simazina (40 ppm) presente en el medio, predominando el género Pseudomonas. 
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Mondragón  y  colaboradores  (2008)  realizaron  el  aislamiento  de  una  comunidad  de 

microorganismos capaces de degradar a  la simazina empleando un selector continuo. Se 

obtuvieron eficiencias de remoción superiores al 97%, operando con cargas volumétricas 

de simazina de hasta 12 mg L‐1 h‐1, mediante una comunidad integrada por ocho géneros 

microbianos: Ochrobactrum, Mycobacterium, Cellulomonas, Arthobacter, Microbacterium, 

Rhizobium,  Pseudomonas  y  Pseudonocardia.  Al  probar  mayores  cargas,  disminuyó  la 

eficiencia de degradación. Posteriormente se probaron mezclas de simazina, atrazina, 2‐

cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐triazina (CAAT) y ácido cianúrico, estos últimos  intermediarios de 

la degradación de los herbicidas, obteniendo eficiencias de remoción del 90%. 

   

La ruta de degradación propuesta por Erickson y Lee (1989) y Karthikeyan y colaboradores 

(2003) se muestra en la Figura 7. 
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2.2.1. Vía de degradación de la simazina 
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Figura 7. Vía de degradación de la 

simazina (Erickson y Lee, 1989; 

Karthikeyan y col., 2003) 
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2.3. Degradación de mezclas de herbicidas. 

 

Dado que  los herbicidas frecuentemente se aplican en forma secuencial o mezclados, es 

importante estudiar  la degradación de mezclas de herbicidas. Por ejemplo, Guang Gu y 

colaboradores  (2003) analizaron  la degradación de  tres herbicidas: atrazina,  cianazina  y 

dicrama,  en  condiciones metanogénicas,  alcanzando  eficiencias  de  remoción  del  60%  y 

70%  para  la  dicrama  y  la  cianazina,  respectivamente.  La  atrazina  resultó  ser  aún más 

recalcitrante que los otros dos compuestos,  

Beynon  y  colaboradores  (2004)  estudiaron  la  degradación  de  los  herbicidas  atrazina, 

simazina  y  cianazina  en muestras  de  suelos  y  en  sabia  de maíz  utilizando  técnicas  de 

radioisótopos  para  marcar  las  moléculas.  Se  describe  que  en  suelo,  la  simazina  y  la 

atrazina se degradan más lentamente que la cianazina.  

Radosevich  y  colaboradores  (1995)  estudiaron  la  biodegradación  de mezclas  binarias  y 

ternarias  de  atrazina,  simazina  y  cianazina,  utilizando  un  cultivo  puro  de  Ralstonia 

pickettii,  que  fue  aislada  en  un  cultivo  con  atrazina    como  única  fuente  de  carbono  y 

nitrógeno.  La  velocidad  de  remoción  de  atrazina  y  simazina  fue  similar  y  superior  a  la 

velocidad de remoción de la cianazina. 

Kontchou  y  Gschwind  (1994)  emplearon  un  cultivo  mixto  de  microorganismos  para 

degradar una mezcla de atrazina, simazina y cianazina, éllos demostraron que se obtenía 

una  degradación  completa  en  un  periodo  de  6  días.  También  se  reporta  que  las 

velocidades  de  degradación  de  la  atrazina  no  se  ven  afectadas  cuando  se  encuentran 

presentes otros herbicidas o contaminantes (Grigg y col., 1997). 

Gebendinger  y  Radosevich  (1999)  estudiaron  un  mecanismo  de  degradación  de  una 

mezcla  de  atrazina  y  cianazina,  determinando  que  la  cianazina  inhibe  el  proceso  de 

degradación de la atrazina.  
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Kontcou  y Gschwind  (1999)  realizaron  un  estudio  sobre  la  degradación  de mezclas  de 

herbicidas  triazínicos  empleando  una  comunidad  (16MIX)  enriquecida  que  degrada 

atrazina.  La  adición  de  otros  compuestos  s‐triazinicos  (ciromazina  ametrina, 

desetilatrazina,  hidroxiatrazina,  simazina  y  terbutilatrazina),  en  un  cultivo  por  lote  no 

afectó  la mineralización de  la atrazina ni  la de  los otros herbicidas, sólo se  incrementó el 

tiempo de degradación de la mezcla. 

De  los  antecedentes más  cercanos  a  esta  investigación  encontramos  el  de  Galíndez  y 

colaboradores  (2011),  quienes  estudiaron  la  degradación  de  la  mezcla  de  herbicidas 

atrazina  y  simazina  (40:10)  por  un  cultivo  binario  de  Stenotrophomonas maltophilia  y 

Arthrobacter sp. en un reactor de biopelícula de dos etapas, encontrando una remoción 

completa de  los herbicidas pero una acumulación del  intermediario más recalcitrante, el 

ácido cianúrico, además se monitoreó  la presencia de  los genes de  la degradación de  los 

herbicidas empleando  los  iniciadores de atzABC y D; El gene atzD únicamente se detectó 

en S. maltophilia, que mientras que los otros tres se revelaron en las otras dos cepas. 

De acuerdo con estos antecedentes queda claro que el éxito de  la degradación eficiente 

de  la mezcla  de  estos  herbicidas,  dependerá  de  los microorganismos  que  integren  la 

comunidad seleccionada. 

En la Figura 8 se muestra la convergencia de las rutas de degradación de los herbicidas en 

el intermediario común que es la desisopropilatrazina. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

Debido a que en México no se tiene una regulación y un control sobre el uso de herbicidas 

triazínicos,  el  uso  indiscriminado  y  la  falta  de  capacitación  para  la  aplicación  de  estos 

compuestos puede generar una contaminación muy seria en el suelo y principalmente en 

los cuerpos de agua. 

Se sabe que  los compuestos triazínicos de  interés para este trabajo (simazina y atrazina) 

representan un problema  serio por  su ecotoxicidad,  ya que  a pesar de que para el  ser 

humano  no  resultan  ser  tan  nocivos,  en  los  cuerpos  de  agua  pueden  causar  un 

desequilibrio en los ecosistemas acuáticos. 

Es  por  eso  que  tomando  como  base  las  comunidades  aisladas  en  trabajos  previos 

(Mondragón  y  col.,  2008; Macías  y  col.,  2009),  con  capacidad  probada  para  degradar 

simazina  y  atrazina,  se  pretende  integrar  una  comunidad  artificial  que  sea  capaz  de 

mineralizar completamente mezclas de estos herbicidas en un nuevo  tipo de  reactor de 

biopelícula que sea susceptible de escalamiento. 

Por  lo  anterior,  y  con  base  en  los  resultados  obtenidos  en  investigaciones  previas  se 

integrará  una  comunidad  artificial  que  sea  capaz  de  mineralizar  completamente  una 

mezcla de atrazina  simazina empleando un  reactor empacado que opere en aerobiosis, 

con recirculación de reactantes y líquido oxigenado mediante un dispositivo airlift. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general 

 

Construir una comunidad artificial, a partir de cepas previamente aisladas que sea capaz 

de degradar mezclas de herbicidas triazínicos empleando un reactor de lecho empacado. 

  

4.2. Objetivos específicos  

 

 Analizar  el  crecimiento  de  cada  una  de  las  cepas,  integrantes  de  dos  comunidades 

previamente seleccionadas, en los herbicidas atrazina y simazina. 

 

 Analizar  el  crecimiento  individual  de  cada  cepa  en  diferentes  intermediarios  de  la 

degradación de los herbicidas.  

 

 

 Integrar  la  comunidad  artificial  con  las  cepas  que muestren mejor  crecimiento  en  los 

sustratos mencionados (herbicidas e intermediarios). 

 

 Evaluar  las  velocidades  y  eficiencias  de  remoción  de mezclas  de  herbicidas  y  de  los 

intermediarios metabólicos, en un reactor de  lecho empacado, en diversas condiciones 

de operación. 
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6. MATERIALES  

 

6.1. Microorganismos 

Las cepas utilizadas (Tabla 2) fueron aisladas en investigaciones anteriores y presentan la 

capacidad para degradar a  los herbicidas. Para  la degradación de simazina (Mondragón y 

col.,  2008),  se  proporcionaron  ocho  cepas  que  integran  la  comunidad  aislada  con 

capacidad de degradar este herbicida. Para  la atrazina se proporcionaron  los  integrantes 

de  una  comunidad  (cinco  especies  microbianas)  aislada  y  evaluada  por  Macías  y 

colaboradores (2009) 

 

Comunidad atrazina  Comunidad simazina 

Ochrobactrum 
Arthobacter 
Pseudomonas 
Rhizobium 

Stenotrophomonas maltophilia 

Ochrobactrum, 
Mycobacterium 
Cellulomonas 
Arthobacter 

Microbacterium 
Rhizobium 

Pseudomonas 
Pseudonocardia 

 

 

6.2. Medio de cultivo  

 

El medio de  cultivo utilizado, para  la  evaluación de  la degradación de  la mezcla de 

herbicidas,  fue  el  reportado  por Mondragón  y  colaboradores  (2008)  (Tabla  3).  Este 

también se empleó para la evaluación de la remoción de los intermediarios durante las 

diferentes  etapas  del  trabajo.  Cabe  mencionar  que  el  medio  formulado  fue 

complementado con solución de oligoelementos (Tabla 4) utilizando 1 mL L‐1. 

Tabla 2. Integrantes de las comunidades utilizadas durante el desarrollo del trabajo 
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Componente  Concentración (g L‐1) 

K2HPO4  0.4 

KH2PO4  0.1 

MgSO4  0.1 

NaCl  0.1 

CaCl2  0.02 

 

 

Componente  Concentración (g L‐1) 

FeSO4 7H20  0.55 

ZnSO4  7H20  0.23 

MnSO4  7H20  0.34 

CoCl2  6H20  0.065 

CuSO4  5H20  0.047 

NaMoO4  2H20  0.034 

 

*Para el medio sólido se agregan 20 g L‐1 de agar bacteriológico. 

 

6.2.1. Medio de conservación de las cepas 

Las cepas se conservaron en viales con medio mínimo mineral y agar con la mezcla de 

herbicidas atrazina  y  simazina  como únicas  fuentes de  carbono  y nitrógeno en una 

concentración 50:10 ppm, respectivamente, a una temperatura de 4 °C. Por otro lado 

las muestras de células  libres se crioconservaron, a  ‐20 °C, en tubos Eppendorf de 2 

mL con 0.5 mL de glicerol estéril al 70% . 

Tabla 3. Composición del medio mínimo mineral empleado 

Tabla 4. Composición de la solución de oligoelementos 
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6.3. Herbicidas e intermediarios de la degradación. 

 

6.3.1. Atrazina  

Presentación comercial del herbicida 

El producto comercial se llama Gesaprim 90 WG y se encuentra en presentación granular.  

Sus características se muestran en la Tabla 5. 

 

Componente  Composición porcentual 

Atrazina (i.a.)  90 

Ingredientes inertes: diluyente, 

humectante y dispersante. 
10 

 

El  ingrediente  activo  (i.a)  fue  fabricado  en  E.U.A.,  la  formulación  e  importación  las 

realizaron  Agan  Chemical  Manofacturers  LTD  y  Novartis  Agro,  S.A.  de  C.V. 

respectivamente. 

Estándar de atrazina 

El estándar de atrazina fue proporcionado por ChemService Inc., West Chester, PA. USA., 

con una pureza del 98%. 

 

6.3.2. Simazina 

Presentación comercial del herbicida 

El producto comercial se  llama   “Sinamex 50 SC”, y se encuentra en presentación acuosa 

concentrada, equivalente a 500 g de ingrediente activo (i.a) L‐1 (Tabla 6). 

 

Tabla 5. Composición porcentual del herbicida Gesaprim 90 WG 
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El ingrediente activo fue fabricado en Israel, formulado por: Agan chemical Manufactured 

LTD,  importado  por:  Koor  Intercomercial,  S.A.  y  distribuido  por  Dinámica  Agrícola  y 

Ambiental, S.A. de C.V. (DinAgra). 

 

Estándar de simazina 

El estándar de simazina fue proporcionado por ChemService Inc., West Chester, PA. USA., 

con una pureza del 99%. 

 

6.3.3. Intermediarios de la degradación.  

La  mayoría  de  los  intermediarios  fueron  proporcionados  por  ChemService  Inc.,  West 

Chester, PA. USA. La pureza en cada caso fue la siguiente: 

Estándar de hidroxiatrazina  99.5% 

Estándar de hidroxisimazina  98.9% 

Estándar de desetil atrazina  99.5% 

Estándar de desisopropil atrazina  97.3% 

Estándar de 2‐hidroxi‐desetil,desisopropil‐atrazina  98.7% 

Estándar de 2‐hidroxi‐desetil‐atrazina  99.5% 

Estándar de 2‐cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐triazina  96.7%. 

Componente  Composición porcentual 

Simazina (i.a)  No menos de 43.5 

Ingredientes inertes: diluyente, 
humectante y dispersante. 

No menos de 56.5 

Tabla 6. Composición porcentual del herbicida Sinamex 50 SC 
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Estándar de Ácido Cianúrico  

El  estándar  de  ácido  cianúrico  fue  proporcionado  por  Sigma‐Aldrich  Inc.  Steinheim, 

Germany, con una pureza del 98%. Este producto se encuentra como un polvo blanco. 

 

6.4. Biorreactor de lecho empacado 

 Se construyó un reactor rectangular de 22.5 x 22.5 x 31.5 centímetros, de   acrílico de 6 

mm de espesor. El reactor tiene tres compartimentos, los dos externos están empacados 

con  fragmentos de roca volcánica. El compartimento central opera como un canal airlift 

para circulación del líquido aireado a las zonas empacadas (Figura 10). El volumen total del 

reactor es de 11.0 L y el volumen drenado  (líquido circulante) es de 6.6 L.   La densidad 

aparente de las zonas empacadas es de 2.65 g/cm3. 
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7. MÉTODOS EXPERIMENTALES 

 

7.1. Evaluación del crecimiento de los microorganismos en los herbicidas e 

intermediarios en medio sólido 

 

Para  seleccionar  a  las  bacterias  que  integraron  el  consorcio  artificial,  se  evaluó  el 

crecimiento  de  las  integrantes  de  las  comunidades  en  los  diferentes  herbicidas  e 

intermediarios  por  el  método  de  crecimiento  en  placa  en  el  medio  selectivo  de 

propagación, utilizando cada uno de  los  intermediarios y herbicidas a una concentración 

de 50 ppm. 

 

 

7.2. Evaluación de la degradación de los herbicidas e intermediarios en medio 

líquido y cultivo por lote. 

 

Las cepas que presentan mejor crecimiento, en  los  intermediarios y herbicidas en medio 

sólido,  se  propagaron  en  cultivo  por  lote  con  células  libres  utilizando medio  mínimo 

mineral  con  una  mezcla  de  atrazina  y  simazina  (50:10),  así  como  cada  uno  de  los 

herbicidas  por  separado  y  cada  uno  de  los  intermediarios  metabólicos,  midiendo  la 

desaparición por en espectrofotometría UV. 

 

7.3. Capacidad de adsorción de la mezcla de herbicidas en el material de soporte. 

 

Se  alimentó  al  reactor  empacado  con  roca  volcánica,  medio  mineral  (Tabla  3  y  4), 

conteniendo  la mezcla de herbicidas  atrazina  (50 ppm)  y  simazina  (10 ppm),  a un  flujo 

constante  de  10  mL  h‐1,  y  se  registraron  los  cambios  en  la  concentración  de  los 

compuestos, medidos mediante espectrofotometría UV (221 nm), en el efluente. 
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7.4. Inmovilización del cultivo seleccionado en el material de soporte. 

 

Las cepas seleccionadas para integrar la comunidad que se inmovilizó en el reactor fueron 

extraídas  de  las  cajas  de  agar‐medio  selectivo  con  agua  estéril.  Una  vez  obtenida  la 

suspensión celular se  inocularon dos matraces de 500 mL con 150 mL de medio mínimo 

mineral  y  la mezcla de herbicidas  atrazina  (50 ppm)  y  simazina  (10 ppm),  los  cuales  se 

dejaron en cultivo por lote y agitación durante 48 horas. Posteriormente se inyectaron en 

el reactor por los puntos A y B. Una vez realizada esta acción se dejó el reactor operando 

en un sistema por lote por un periodo de 72 horas. 

 

7.5. Evaluación cinética de la degradación de los herbicidas en el reactor 

horizontal de lecho empacado 

 

Para la evaluación de la remoción de la mezcla de herbicidas con la comunidad artificial, se 

construyó un reactor horizontal de biopelícula con un sistema airlift para la oxigenación y 

la  recirculación  del  líquido.  Se  determinaron  las  concentraciones  máximas  de  los 

herbicidas con  los cuales operó el reactor de acuerdo con  la solubilidad de cada uno de 

éllos y de la mezcla.  

Una  vez  iniciada  la  operación  del  reactor,  se  realizó  un monitoreo  de  su  capacidad  de 

degradación  empleando la espectrofotometría UV, manejando diferentes velocidades de 

dilución,  monitoreando  periódicamente  y  midiendo  la  concentración  de  herbicidas  e 

intermediarios (principalmente ácido cianúrico), para una estimación semicuantitativa de 

los  niveles  de  degradación.  Paralelamente  se  realizó  la  cuantificación  utilizando  HPLC, 

además del Carbono Orgánico Total  (COT), para cuantificación global de  la  remoción de 

herbicidas e intermediarios.  

Una vez que se alcanzó la estabilidad con cada velocidad de flujo se tomaron muestras de 

piedras del  interior del reactor para el monitoreo de  la biomasa adherida y  la riqueza de 

especies de la comunidad. 
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En la Tabla 7 se muestran algunos valores calculados con la información obtenida con los 

diferentes métodos de cuantificación de herbicidas e intermediarios. 

 

Valores cinéticos  Cálculo 

Carga volumétrica de sustrato BvH 
(mg L‐1 h‐1) 

 

F= flujo de alimentación (mL h‐1) 
Sr= Concentración de sustrato en el suministro (mg L‐1) 
V= Volumen de operación (mL) 

D= Dilución (  ; h‐1) 

Velocidad volumétrica de remoción 
de sustrato: RvH (mg L‐1 h‐1) 

 

F = Flujo de alimentación (mL h‐1) 
Sr = Concentración de sustrato en el suministro (mg L‐1) 
S = Concentración de sustrato en el efluente del reactor (mg L‐1) 
V = Volumen de operación (mL) 

D = Dilución (  ; h‐1) 

Ácido Cianúrico: SrAC (mg L‐1)    
(teórico formado) 

Es el ácido cianúrico teóricamente formado tomando la relación 
estequiometrica de la degradación de los herbicidas a ácido 
cainúrico. 
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Carga volumétrica de Ac. Cianúrico 
BvAC (mg L‐1 h‐1) 

 

F= flujo de alimentación (mL h‐1) 
SrAC= Concentración teórica de ácido cianúrico en el suministro 
(mg L‐1) 
V= Volumen de operación (mL) 

D= Dilución (  ; h‐1) 

1 mg                       =             0.6mg 

1 mg                       =             0.64mg 

Tabla 7. Cálculo de valores cinéticos.
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Velocidad volumétrica de remoción 
de Ac. Cianúrico: RvAC (mg L‐1 h‐1) 

 

F = Flujo de alimentación (mL h‐1) 
SrAC = Concentración teórica de ácido cianúrico en el suministro 
(mg L‐1) 
SAC = Concentración de ácido cianúrico en el efluente del 
reactor (mg L‐1) 
V = Volumen de operación (mL) 

D = Dilución (  ; h‐1) 

Ácido Cianúrico degradado  Es el resultado del balance de sustrato 
 

 

 

7.6. Evaluación  de  la  capacidad  de  degradación  de  los  intermediarios  por  la 

comunidad  seleccionada  en  cultivo  por  lote  en medio  líquido  con  células 

inmovilizadas. 

 

Del  lecho del reactor se  tomaron muestras de  fragmentos de soporte conteniendo a  las 

células inmovilizadas y se procedió a pesarlas y a realizar la evaluación de la degradación 

de los diferentes intermediarios y de los herbicidas. Esto se hizo en cultivo sumergido por 

lote, usando medio mínimo mineral con  los diferentes compuestos a una concentración 

de 10 ppm. La fase líquida se analizó empleando espectrofotometría UV y HPLC. De igual 

forma  esta  determinación  se  realizó  en  presencia  de  una  fuente  adicional  de  carbono 

como fue  la glucosa (40 ppm),  la cual se cuantificó enzimáticamente con  la técnica de  la 

glucosa oxidasa‐peroxidasa. 
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7.7. Determinación de cuenta viable en el soporte del reactor. 

 

Muestras  de  piedra  tomadas  a  cada  una  de  las  velocidades  de  flujo  se  pesaron,  se 

transfirieron a un tubo, adicionando 3 mL de agua estéril. Éste se agitó en un Vortex por 1 

minuto. De la suspensión celular obtenida por desprendimiento de la biopelícula adherida 

al  soporte,  se  realizaron  diluciones  y  se  sembraron  en medio  de  cultivo  agar  cuenta 

estándar para evaluar las unidades formadoras de colonias (UFC). 

Para el cálculo de UFC g‐1 de piedra seca,  las UFC mL‐1, obtenidas de cada extracción, se 

multiplicaron por el volumen de agua utilizado y se dividieron entre los gramos de piedra 

seca. 

 

7.8. Evaluación de la permanencia de la comunidad en el reactor.  

 

Para determinar la permanencia de la comunidad artificial en el reactor de biopelícula se 

utilizaron técnicas de microbiología básica como: morfología colonial y recuento en placa 

de las diferentes morfologías, además de que a la biomasa desprendida del soporte se le 

extrajo el DNA para amplificarlo mediante  la  reacción en  cadena de  la DNA polimerasa 

(PCR), utilizando  los  iniciadores U 968‐GC y L 1041  (Felske y col., 1996), específicos para 

16S rDNA (Tabla 8). Los amplicones con una longitud aproximada de 500 pb se analizaron 

mediante la electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE). 
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Iniciador  Secuencia 

**U 968‐GC  5’‐ (GC clamp)‐ AACGCGAAGAACCTTAC‐3’ 

L 1014  5’‐CGGTGTGTACAAGACCC‐3’ 

**El iniciador U 968‐GC contiene además una secuencia o pinza (clamp) de 40 nucleótidos rica en GC (5’‐
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG3’) que ayuda a la separación de los 
amplificados cuando se emplea la TGGE.

 

 

7.9. Seguimiento de los genes que codifican a las enzimas que degradan los 

diferentes herbicidas.  

 

Se utilizó para esta evaluación el DNA obtenido de  las células  inmovilizadas así como de 

las  células  libres y  las  cepas puras, utilizando  los diferentes  iniciadores  reportados para 

genes que codifican a  las enzimas de  la ruta de degradación de  los herbicidas  (Tabla 9), 

como son el atzA, ‐B, ‐C (De Souza y col., 1998), y el atzD (Fruchey y col., 2003). 

 

Gene 
blanco 

    Iniciadores  Tamaño del amplicón 

atzD  CAAHR  5’‐GCGGATCCAGATGGCCTGTATCGCT‐3’  1400 pb 
CAAHF  5’‐GCGGATCCTGCGTTCATCGACAGAG‐3’ 

atzA  ATZA‐R  5’‐TGAAGCGTCCACATTACC‐3’  550 pb 
ATZA‐F  5’‐CCATGTGAACCAGATCCT‐3’ 

atzB  ATZB‐R  5’‐CTCTCCCGCATGGCATCGGG‐3’  550 pb 
ATZB‐F  5’‐TCACCGGGGATGTCGCGGGC‐3’ 

atzC  ATZC‐R  5’‐GTACCATATCACCGTTTGCCA‐3’  600 pb 
ATZC‐F  5’‐GCTCACATNGCAGGTACTCCA‐3’ 

Tabla 8. Iniciadores utilizados para la evaluación de la riqueza de las especies de la 

comunidad seleccionada

Tabla 9. Iniciadores utilizados para detectar la presencia de genes catabólicos en la 

comunidad seleccionada
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8. MÉTODOS ANALÍTICOS Y TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

 

8.1. Determinación de concentración celular 

 

8.1.1. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) 

 

Se    hicieron  diluciones  decimales  de  las  muestras  del  efluente  del  reactor,  o  de  las 

suspensiones  celulares  obtenidas  después  de  desprender  mecánicamente  las  células 

inmovilizadas en el soporte. De cada dilución se tomaron alícuotas que se sembraron en 

placas de agar nutritivo por espatulado. Se contó el número de colonias formadas en  las 

placas y se calculó el número de UFC por mililitro de la suspensión original. 

 

8.2. Determinación de concentración de herbicidas e intermediarios 

 

 

8.2.1. Espectrofotometría UV 

 

En un espectrofotómetro Beckman DU 650 se obtuvieron los espectros de absorción (200 

a 300 nm) de  las muestras. Para cada uno de  los  sustratos  se determinó  la  longitud de 

onda de absorbencia máxima, Tabla 10. La concentración de cada uno de ellos se estimó 

en forma semicuantitativa mediante una curva de calibración constrruida a la longitud de 

onda de máxima absorbencia correspondiente a cada compuesto. 

   



Métodos analíticos y técnicas de biología molecular 

 

 

 
36 

 

Compuesto  nm

Atrazina  221 

Hidroxiatrazina  210 

Desetil atrazina  214 

Desisopropil atrazina  213 

2‐hidroxi‐desetil,desisopropil‐
atrazina 

208 

2‐hidroxi‐desetil‐atrazina  206 

Simazina  221 

Hidroxisimazina  204 

Ácido cianúrico  212 

2‐cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐
triazina 

208 

 

 

8.2.2. Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

 

 

La  cuantificación  de  los  sustratos  empleados  se  realizó  mediante  cromatografía  de 

líquidos de alta resolución. En cada caso se utilizó uno de los siguientes métodos. 

 

8.2.2.1. Atrazina y simazina  

 

Se  empleó  un  cromatógrafo  de  líquidos marca  Beckman  Coulter Modelo  System Gold, 

detector de arreglo de diodos, utilizando una columna Nova‐Pack C18  (4m, 150x3.9mm 

ID). Fase móvil (60% agua – 40% acetonitrilo) con flujo constante (isocrático) de 1mLmin‐1. 

 

 

Tabla 10. Longitud de onda de máxima absorbancia de los herbicidas e intermediarios. 
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8.2.2.2. Ácido Cianúrico 

 

Se empleó un cromatógrafo de líquidos marca Shimadzu modelo SPD‐10A con un detector 

UV usando una columna Inertsil (150x4.6mm) (Alltech Associates, Deerfield, 11), 5 m de 

tamaño de partícula, con una  fase móvil  isocrática de octan sulfonato de sodio 5mM en 

H3PO4 al 0.05% a un pH de 2.8, con una velocidad de flujo de 1 mL min‐1. 

 

8.2.2.3. Intermediarios 

 

Se  empleó  un  cromatógrafo  de  líquidos marca  Beckman  Coulter Modelo  System Gold, 

detector de arreglo de diodos, utilizando una columna Spherisorb  ODS (5m, 250x4.6 mm 

ID). Fase móvil  acetonitrilo – regulador de fosfatos 0.005 M pH 7.2, en un gradiente lineal 

de 2 – 90% con un tiempo de 60 min con flujo constante de 1mL min‐1. 

 

8.2.2.4. Intermediarios  deshalogenados  (Hidroxiatrazina,  hidroxisimazina,  2‐hidroxi‐

desetil‐desisopropil‐atrazina, 2‐hidroxi‐desetil‐atrazina) 

 

Se empleó un cromatógrafo de  líquidos marca Shimadzu modelo SPD‐10A, detector UV, 

utilizando una columna Nova‐Pack C18 (4m, 150x3.9mm ID). Fase móvil (60% agua – 40% 

acetonitrilo) con flujo constante (isocrático) de 1mLmin‐1. 
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8.2.2.5. Intermediarios halogenados  (desetil  atrazina, desisopropil  atrazina,  2‐cloro‐

4,6‐diamino‐1,3,5‐triazina) 

 

Se  empleó  un  cromatógrafo  de  líquidos marca  Beckman  Coulter Modelo  System Gold, 

detector de arreglo de diodos, utilizando una columna Nova‐Pack C18  (4m, 150x3.9mm 

ID). Fase móvil (60% agua – 40% acetonitrilo) con flujo constante (isocrático) de 1mLmin‐1. 

 

8.2.3. Determinación de glucosa 

 

Se utilizó el método colorimétrico basado en la acción de la enzima glucosa oxidasa sobre 

la  glucosa.  En  la  reacción,  el  peróxido  liberado  oxida  estequiometricamente  a  la 

ortodianisidina  (que  actúa  como  cromógeno)  mediante  la  peroxidasa.  Finalmente  la 

ortodianisidina oxidada en medio acido adquiere un color  rosa cuya absorbencia puede 

medirse a 540nm. El ensayo se realizó de la forma tradicional, ajustando con un blanco de 

reactivos y empleando un testigo de concentración conocida. 

 

8.2.4. Carbono orgánico total (COT)  

 

Se utilizó el kit del método Hach  No. 10129 con un intervalo de  0.3‐20 ppm de COT. 

 

8.2.5. Ácido cianúrico  

 

Se utilizó el kit del método turbidimétrico Hach  No. 8139 con un intervalo de  5 ‐ 50 ppm 

de ácido cianúrico. 
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8.3. Técnicas de biología molecular 

 

 

8.3.1. Extracción de DNA 

 

Se realizó de acuerdo al protocolo de UltraClean™ Soil DNA  isolation Kit, marca Mo BIO. 

 

8.3.2. Amplificación de DNA 

 

Para la reacción de PCR se utilizó la mezcla de reacción que se presenta en la Tabla 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Componente  Volumen (L) 

Regulador  2.5 

MgCl2  0.75 

dNTP´s  0.5 

Taq polimerasa  0.125 

H2O (grado BM)  18.925 

Iniciador 1 (10 mM)  0.6 

Iniciador 2 (10 mM)  0.6 

DNA muestra  1.0 

Volumen de reacción  25 

Tabla 11. Mezcla de reacción para la amplificación de DNA mediante la técnica de PCR 
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La reacción de PCR se realiza en un termociclador (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 

2400) con el siguiente programa: 

 

 

 

* Se programan 35 ciclos y se utilizarán los iniciadores según el experimento. 

La  reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  se  desarrolla  en  tres  pasos  determinados  por 

temperaturas y tiempos específicos: 

1mer  paso.‐   Desnaturalización  (94˚C  por  5min.),  en  el  cual  se  separan  las  dos  cadenas 

complementarias del DNA blanco. 

2do paso.‐  35 ciclos integrado por las siguientes temperaturas  

a. 94°C por 1min, que es donde se desnaturaliza el DNA 

b. 55°C por 1min, donde se da el apareamiento específico entre  los  iniciadores y  las 

cadenas simples del segmento de DNA blanco desnaturalizado. 

c. 72°C por 2.5min, donde la DNA polimerasa  extiende la longitud de los iniciadores 

apareados  al  DNA  blanco,  al  ir  polimerizando  los  desoxirribonucleótidos  libres, 

resultando  en  nuevas  cadenas  complementarias  a  las  dos  cadenas  sencillas 

presentes al inicio de la reacción. 

3cer paso.‐ Extensión final (72˚C por 10 min.). 

Para  obtener  amplicones  de  los  genes  que  codifican  a  las  enzimas  responsables  de  la 

degradación  de  los  compuestos  triazínicos  se  utilizaron métodos  diferentes  al  anterior, 

estos métodos  se  reportan  en  la  Tabla  12,  al  igual  que  en  el  caso  anterior  los  ciclos 

empleados son 35. 

 

94 ˚C 

55 ˚C 

94 ˚C 
72 ˚C 72 ˚C 

4 ˚C 

5  1  

1 
2.5  10 

∞ Un ciclo
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8.3.3. Electroforesis en gel de agarosa 

 

El DNA  amplificado  durante  la  PCR,  se  observó mediante  una  electroforesis  en  gel  de 

agarosa, donde se  incluyó el marcador de peso molecular para comparar el  tamaño del 

amplicón obtenido. El procedimiento fue descrito por Tafoya (2008). 

 

8.3.4. Electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) 

 

Por  la técnica de TGGE se pueden separar fragmentos de DNA de  la misma  longitud con 

diferente  secuencia.  Ésta  se  realiza  para  determinar  en  forma  dogmática  el  número 

probable de especies en  la comunidad seleccionada, así como  la pureza de las cepas una 

vez aisladas. 

La técnica consiste en  la amplificación de una región variable del gen 16S rDNA con una 

longitud  aproximadamente  de  500  pares  de  bases  (pb)  y  su  posterior  análisis  por 

electroforesis utilizando un gradiente de temperatura (agente desnaturalizante) a lo largo 

del  gel de poliacrilamida.  El  gradiente es proporcionado por una base en  la  cámara de 

electroforesis  (Tabla  13).  Para  la  amplificación  del  gen  se  usa  un  iniciador  con  una 

secuencia adicional en el extremo 5’ de 40 pb rica en guanina‐citosina (G‐C). 

gen 
blanco 

Condiciones de PCR 

Desnaturalización 
inicial 

Desnaturalización  Alineamiento  Extensión 
Extensión 

final 

atzD  94°C por 5 min  94°C por 15 seg 
63°C por 30 

seg 
72°C por 
1.5 min 

72°C por 
10 min 

atzA 

94°C por 5 min  94°C por 1 min 
55°C por 1 

min 
72°C por 
1 min 

72°C por 
10 min 

atzB 

atzC 

Tabla 12. Condiciones de la PCR para la amplificación de los genes de las  enzimas. 
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Durante  la  migración  de  las  muestras  amplificadas  en  el  gel  con  el  gradiente  de 

temperatura las muestras presentan diferentes estados de transición en su estructura, el 

DNA de doble cadena pasa a ser parcialmente de cadena sencilla, este fenómeno ocurre 

en determinado punto del gel en el cual se detendrá la migración o se hará más lenta. La 

región rica en G‐C actúa como una “abrazadera” lo que evita que se forme DNA de cadena 

sencilla.  Como  la  secuencia  de  fragmentos  es  diferente,  cada  muestra  adopta  una 

conformación  particular  de  DNA  de  cadena  sencilla  parcial,  lo  que  ocasiona  que  los 

fragmentos migren  a  diferente  velocidad,  localizándolos  en  diferentes  posiciones  a  lo 

largo del gel. El procedimiento fue descrito por Tafoya (2008). 

Condiciones de operación del equipo 

 

Condición de operación 

Gradiente de temperatura  49 – 58 °C 

Voltaje  125 V 

Tiempo de corrida  2 horas 

Intensidad  6 mA 

Potencia  0.8 W 

 

Tabla 13. Condiciones de operación del equipo de TGGE 
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9.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

9.1. Comunidades que degradan atrazina y simazina. 

 

Los microorganismos  empleados  para  el  desarrollo  de  este  trabajo,  fueron  aislados  en 

investigaciones  previas.  Los  microorganismos  degradadores  de  atrazina  por  Macías  y 

colaboradores  (2009)  y  los  degradadores  de  simazina  por Mondragón  y  colaboradores 

(2008).  Los  microorganismos  integrantes  de  estas  comunidades  (Tabla  14),  fueron 

recuperados de  tubos de crio‐conservación con glicerol y  reactivados empleando placas 

de   agar  cuenta estándar  y medio  sólido  selectivo. A  la par  se  verificó  la pureza de  las 

cepas. 

 

 

 

 

 

 

 

9.2. Pruebas  de  crecimiento  de  los  microorganismos  en  diferentes 

intermediarios de la degradación de los herbicidas en medio sólido. 

Para  evaluar  el  crecimiento  de  los  integrantes  de  las  comunidades  mencionadas,  se 

utilizaron  como  sustratos  a  los herbicidas  y diferentes  intermediarios de degradación  a 

una concentración de 50 ppm con medio mínimo mineral y agar.  

Comunidad atrazina  Clave  Comunidad simazina  Clave 

S. maltophilia 
Arthrobacter 
Rhizobium 

Ochrobactrum 
Pseudomonas 

C9 
C10 
C11 
C12 
C13 

Microbacterium 
Arthrobacter 
Cellulomonas 
Mycobacterium 
Pseudonocardia 
Pseudomonas 
Ochrobactrum, 
Rhizobium 

C1 
C2 
C3 
C4 
C5 
C6 
C7 
C8 

Tabla 14. Integrantes de las comunidades y sus claves a utilizar durante el desarrollo del trabajo 
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Primero  se  realizó  la  evaluación  de  crecimiento  en  placa  de  los  microorganismos 

procedentes  de  la  comunidad  degradadora  de  simazina  arrojando  los  resultados 

reportados en la Tabla 15, observando el crecimiento a los 3 y 6 días de incubación. 

 

 

 

 

Después de evaluar el crecimiento en medio sólido con intermediarios de la degradación, 

se seleccionaron a las cepas: C3 (Cellulomonas), C4 (Mycobacterium), C5 (Pseudonocardia), 

C7  (Ochrobactrum). Para  realizar pruebas de degradación en medio  líquido de  las cepas 

Cepa	 	
C1	 C2	 C3	 C4	 C5	 C6	 C7	 C8	

Compuesto	 Días 

Atrazina	
3  +‐  +‐  ++  +++  +++  ‐‐‐  ++  ‐‐‐ 

6  +‐  ++  +++  +++  +++  +‐  +++  +‐ 

Hidroxiatrazina	
3  +‐  +‐  ++  ++  ++  +‐  +++  +‐ 

6  +‐  ++  +++  +++  +++  +‐  +++  +‐ 

Desetil	atrazina	
3  ‐‐‐  +‐  ++  +‐  ++  ‐‐‐  ++  +‐ 

6  +‐  +‐  +++  ++  +++  +‐  +++  ++ 

Desisopropil	atrazina	
3  ‐‐‐  +‐  ++  +‐  ++  ‐‐‐  +++  ‐‐‐ 

6  +‐  ++  +++  ++  +++  +‐  +++  +‐ 

2‐hidroxi‐desetil,	
desisopropil	‐	atrazina	

3  +‐  +‐  ++  +‐  +‐  +‐  ++  +‐ 

6  +‐  +‐  +++  +++  +++  +‐  +++  +‐ 

2‐hidroxi‐desetil‐atrazina	
3  +‐  +‐  +++  ++  ++  +‐  ++  +‐ 

6  +‐  ++  +++  +++  +++  +‐  +++  ++ 

Simazina	
3  +‐  +‐  +++  +++  +++  +‐  +‐  +‐ 

6  +‐  ++  +++  +++  +++  +‐  +++  +‐ 

Hidroxisimazina	
3  +‐  +‐  +++  +++  ++  +‐  +++  ‐‐‐ 

6  +‐  ++  +++  +++  +++  +‐  +++  +‐ 

Acido	cianúrico	
3  +‐  +‐  ++  ++  ++  +‐  +++  +‐ 

6  ++  ++  +++  ++  +++  +‐  +++  +‐ 

2‐cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐
triazina	

3  +‐  +‐  +++  ++  ++  +‐  +++  +‐ 

6  +‐  ++  +++  +++  +++  +‐  +++  ++ 

Tabla 15. Evaluación de crecimiento de los integrantes de la comunidad microbiana aislada 
que degrada simazina, en los herbicidas y en los diferentes intermediarios de degradación. 

Para la evaluación del crecimiento se realizó con la escala que se marca a continuación: 

(+++)   Buen crecimiento          (++)     Ccrecimiento regular              (+‐)    Crecimiento escaso           (‐‐‐)      Sin crecimiento 
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Después de evaluar el crecimiento en cada uno de  los  intermediarios de  la degradación, 

fueron  seleccionadas  las  cepas   C9  (S. maltophilia), C10  (Arthrobacter)  y C11  (Rhizobium) 

para integrar una comunidad con los microorganismos seleccionados de la comunidad de 

simazina que crecen en medio sólido. Nuevamente se evaluó el crecimiento de cada una 

de estas cepas en medio sólido con diferentes intermediarios (Tabla 17).  

Esta comunidad se propagó en medio  líquido con  la mezcla de herbicidas en cultivo por 

lote, y los resultados fueron satisfactorios cuando se analizó por espectrofotometría UV a 

221 nm  (Figura 11),  apreciando una elevada eficiencia de  remoción  a  las 120 horas de 

cultivo.  

Cepa	
C9	 C10	 C11	 C12	 C13	

Compuesto	 Días 

Atrazina	
3  ++  ++  +‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 

6  +++  +++  ++  +‐  +‐ 

Hidroxiatrazina	
3  ++  ++  ++  +‐  +‐ 

6  +++  +++  +++  +‐  +‐ 

Desetil	atrazina	
3  +++  ++  +‐  ‐‐‐  +‐ 

6  +++  +++  ++  +‐  ++ 

Desisopropil	atrazina	
3  +++  ++  +‐  ‐‐‐  ‐‐‐ 

6  +++  +++  ++  +‐  +‐ 

2‐hidroxi‐desetil,desisopropil‐atrazina	
3  +++  ++  +‐  +‐  +‐ 

6  +++  ++  ++  +‐  +‐ 

2‐hidroxi‐desetil‐atrazina	
3  +++  ++  +‐  +‐  +‐ 

6  +++  ++  ++  +‐  ++ 

Simazina	
3  +++  +‐  +‐  +‐  +‐ 

6  +++  +++  +++  +‐  +‐ 

Hidroxisimazina	
3  +++  ++  +‐  +‐  ‐‐‐ 

6  +++  +++  ++  +‐  +‐ 

Acido	cianúrico	
3  +++  ++  +‐  +‐  +‐ 

6  +++  +++  ++  +‐  +‐ 

2‐cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐triazina	
3  +++  ++  +‐  +‐  +‐ 

6  +++  +++  +++  +‐  ++ 

Tabla 16. Evaluación de crecimiento de los integrantes de la comunidad, aislada de medio 
con atrazina, en los herbicidas y en los intermediarios de degradación. 

Para la evaluación del crecimiento se realizó con la escala que se marca a continuación: 

(+++)   Buen crecimiento          (++)     Ccrecimiento regular              (+‐)    Crecimiento escaso           (‐‐‐)      Sin crecimiento 
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9.3. Selección de la comunidad que se inmovilizó en el reactor de lecho 

empacado. 

 

Una vez analizados los datos de crecimiento de las cepas en medio sólido que contenía a 

los  diferentes  intermediarios;  así  como  la  degradación  de  la mezcla  de  herbicidas  en 

medio líquido por los microorganismos provenientes de las dos comunidades probadas, se 

integró  la comunidad artificial, misma que se  inoculó en un  reactor de  lecho empacado 

que  operó  de  manera  continua  para  llevar  a  cabo  la  degradación  de  la  mezcla  de 

herbicidas a una concentración de 50 ppm de atrazina y 10 ppm de simazina. Las cepas 

seleccionadas para integrar la comunidad artificial se muestran en la Tabla 18. 

 

 

 

 

 

 

9.4. Pruebas de crecimiento de la comunidad artificial en medio líquido 

 

Después  de  operar  el  reactor  durante  2200  horas  (aproximadamente),  se  tomaron 

muestras de  fragmentos de  roca volcánica, colonizados por  la comunidad artificial, y  se 

colocaron  en matraces  que  contenían medio mínimo mineral  con  los  herbicidas  y  los 

diferentes  intermediarios de  su degradación. Todos ellos probados a una concentración 

de  10  ppm.  Se  observó  que  en mayor  o menor  grado  hubo  degradación  de  los  dos 

herbicidas y de varios intermediarios metabólicos, pero no de ácido cianúrico, Tabla 19.  

Comunidad artificial seleccionada 
Cepa  Clave  Origen 

Cellulomonas 
Pseudonocardia 

S. maltophilia    Arthrobacter 
Rhizobium 

C3 
C5 
C9 
C10 
C11 

Mondragón y colaboradores (2008) 
Mondragón y colaboradores (2008) 
Macías y colaboradores (2009) 
Macías y colaboradores (2009) 
Macías y colaboradores (2009) 

Tabla 18. Comunidad artificial seleccionada para inocular el reactor. 
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La determinación se realizó mediante espectrofotometría UV y HPLC. En la misma tabla se 

muestran los tiempos de retención en HPLC de cada uno de los intermediarios. 

 

 

Compuesto  TR (min) 
Eficiencia de degradación  (%) 

UV  HPLC 

Atrazina  6.1  79  100 

Hidroxiatrazina  3.2  29  71 

Desetilatrazina  3.6  53  78 

Desisopropilatrazina  3.2  22  34 

2‐hidroxi‐desetil,desisopropil‐
atrazina 

2.3  16  48 

2‐hidroxi‐desetil‐atrazina  2.5  20  5 

Simazina  4.9  61  100 

Hidroxisimazina  3.4  43  66 

Ácido cianúrico  1.9  0  0 

2‐cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐
triazina 

2.6  10  3 

 

 

Se puede observar que esta comunidad muestra una elevada eficiencia de  remoción de 

ambos herbicidas, prácticamente el 100 % (Tabla 19), cuando se determina por HPLC. En 

la  Figura  12  se  aprecia  el  perfil  cromatográfico  de  muestras  de  medio  de  cultivo 

adicionado con atrazina, donde se observa la desaparición del pico correspondiente a este 

herbicida  al  final  del  cultivo  por  lote,  pero  no  para  los  diferentes  intermediarios  de  la 

degradación. En  la Figura 13 se puede apreciar  la acumulación de algunos subproductos 

de la degradación cuando se utiliza como sustrato la desisopropil‐atrazina exógena.  

   

Tabla 19. Eficiencia de  remoción en medio  líquido de  los herbicidas e  intermediarios de  su 
degradación en cultivo por lote, por la comunidad artificial proveniente del lecho empacado. 
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HPLC, mientras que la determinación de glucosa se realizó mediante el método enzimático 

de glucosa oxidasa, observándose para todos  los casos un consumo total de  la hexosa, a 

las 72 horas.  

En  la Tabla 20  se aprecia que  la adición de una  fuente externa de  carbono  favorece  la 

degradación de algunos intermediarios como la desetil‐atrazina o la desisopropil‐atrazina; 

por el contrario también existen aquellos en los que la degradación se ve disminuida por 

este mismo  compuesto  como  es  el  caso  de  2‐hidroxi‐desetil,  desisopropil‐atrazina  y  la 

hidroxisimazina.  

Al  igual  que  en  el  caso  anterior  se  aprecia  en  el  cromatograma  la  desaparición  y  en 

algunos  casos  la  acumulación  de  compuestos  de  la  degradación  de  estos  mismos 

intermediarios (Figura 14 y 15). 

 

Compuesto  TR (min) 
Eficiencia de degradación  (%) 

UV  HPLC 

Atrazina  6.1  53  100 

Hidroxiatrazina  3.2  36  70 

Desetil atrazina  3.6  38  100 

Desisopropil atrazina  3.2  29  99 

2‐hidroxi‐desetil,desisopropil‐
atrazina 

2.3  47  27 

2‐hidroxi‐desetil‐atrazina  2.5  23  2 

Simazina  4.9  82  100 

Hidroxisimazina  3.4  0  50 

Ácido cianúrico  1.9  0  0 

2‐cloro‐4,6‐diamino‐1,3,5‐triazina  2.6  9  12 

 

   

Tabla 20. Eficiencia de degradación de los intermediarios en cultivo por lote, empleando 
medio líquido adicionado con glucosa. 
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En la Figura 18, se muestra la variación en la concentración de herbicidas estimada como 

atrazina  utilizando  una  curva  patrón  de  ésta,  midiendo  la  absorbencia  a  221  nm.  La 

cinética de saturación se siguió hasta que las curvas no presentaron diferencias. Después 

de un periodo de 40 días de operación se alcanzó la saturación del sistema de reacción. 

Cabe mencionar que el monitoreo en  los puntos A y B no se realizó desde el  inicio de  la 

alimentación de la mezcla de herbicidas en medio mínimo mineral, debido a que se esperó 

a que la concentración en la entrada y salida del reactor  se aproximara a la estabilización. 
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Figura 18.  Cinética de saturación del soporte. La concentración de herbicidas se expresa como ppm 
de atrazina, determinda espectrofotometrícamente (As 221 nm) 
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9.6. Operación  del  reactor  en  régimen  continuo  con  la  comunidad  artificial 

seleccionada. 

Después de la selección de la comunidad y de la saturación del lecho con los herbicidas a 

utilizar, se procedió a  inocular el reactor con  la comunidad seleccionada, dejando operar 

al  reactor en cultivo por  lote por un  tiempo de 48 horas, para posteriormente  iniciar  la 

operación en continuo a una velocidad de flujo de 4 mL h‐1, por un periodo de 168 horas. 

El sistema se operó a diferentes velocidades de  flujo y en cada caso se  llegó alcanzar el 

estado de estable como se aprecia en la Figura 19, donde se muestran los flujos probados 

(4 mL h‐1, 10 mL h‐1, 20 mL h‐1, 40 mL h‐1, 80 mL h‐1, 160 mL h‐1). 
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Aunque en el reactor no se llega el límite de la capacidad de remoción de los herbicidas, si 

se observa la acumulación de intermediarios (ácido cianúrico). En la Figura 27 se muestran 

dos  líneas.  L  línea  superior  es  una  recta  que  representa  la  remoción  total  del  ácido 

cianúrico (comportamiento ideal), la línea inferior, es una curva que refleja la acumulación 

real de este compuesto conforme aumenta la carga de herbicidas. 

 

 

 

En  la  Figura 28  se muestra que  aun  cuando  la eficiencia de  remoción de herbicidas en 

función de la carga volumétrica aplicada al reactor es del 100%, la eficiencia de remoción 

del cianúrico decrece, acumulándose en consecuencia el intermediario. 
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R² = 0.998 

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

R
v A

c 
C
N
 (
m
g/
Lh
) 

BvAc CN (mg/Lh) 

Comportamiento
ideal

Comportamiento
expeimental

Figura 27. Velocidad volumétrica de remoción de ácido cianúrico (RvAC) en función de la carga 

de ácido cianúrico (BvAC), suministrado como fracción de la molécula de los herbicidas. 
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9.6.1. Monitoreo de la acumulación de intermediarios en la degradación 

del reactor. 

 

Mediante  HPLC  se monitoreó,  para  cada  flujo  probado  en  el  sistema  de  reacción,  la 

formación de los diferentes intermediarios de la degradación de los herbicidas.  

Se utilizó un método modificado con respecto al reportado por Carabias y colaboradores 

(2002),  que  permitió  la  separación  e  identificación  de  cada  uno  de  los  intermediarios 

disponibles  para  la  realización  de  este  trabajo  (Figura  29),  que  fueron  más  que  los 

reportados  por  estos  autores.  Este  método  se  logró  adecuar  a  un  cromatógrafo  de 

líquidos marca Beckman Coulter Modelo System Gold, con detector de arreglo de diodos, 

utilizando una columna Spherisorb  ODS (5m, 250x4.6 mm ID). Fase móvil  acetonitrilo – 

regulador de fosfatos 5 mM pH 7.2, en un gradiente lineal de 2 – 90% en un tiempo de 60 

min con flujo constante de 1 mL min‐1 sin control de temperatura. 
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herbicidas (BvH).
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Carga Vol. (mg 
L‐1 d‐1) 

Ácido Cianúrico (mg L‐1) 

Teórico  Método Hach 

0.872 

36.5 

8 

2.181  11 

4.363  14 

8.727  15 

17.454  18 

34.90  19 

 

 

9.7. Monitoreo del mantenimiento de la comunidad artificial en el reactor de 

lecho empacado. 

Cuando  se  alcanzó  la  estabilidad  en  cada  carga  volumétrica,  se  tomaron muestras  de 

soporte  del  interior  del  reactor  para  evaluar  la  riqueza  de  las  especies. Después  de  la 

recuperación de  las células, se realizó  la cuenta viable (Tabla 23) y  la extracción de DNA, 

mismo que se amplificó con los iniciadores U y L para observar la riqueza de las especies 

por TGGE. 

Al realizar la cuenta viable se pudieron apreciar 5 morfologías coloniales diferentes; la de 

S. maltophilia, que claramente se puede diferenciar del resto, está presente en todas  las 

condiciones  de  operación  probadas.  Esta  cepa  tiene  la  información  genética  para 

sintetizar la enzima cianúrico hidrolasa (AtzD) (Tafoya, y col., 2009, Galíndez y col., 2011). 

Sin  embargo,  la  cuenta  viable  de  esta  bacteria  disminuyó,  coincidentemente  con  la 

acumulación de ácido cianúrico, conforme se aumenta la carga de herbicidas (Tabla 23).   

 

 

Tabla 22. Concentración de ácido cianúrico a las diferentes cargas volumétricas 
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Carga (mg L‐1 d‐1)  UFC totales/g UFC S. maltophilia/g S. maltophilia*) 

0.8  1.101E+04  

2.1  3.431E+03 2.795E+03 0.81 

4.3  1.358E+04 2.497E+03 0.18 

8.7  3.424E+03 1.141E+03 0.33 

17.4  6.201E+03 1.069E+03 0.17 

34.9  1.312E+04 0.245E+03 0.018 

*  = Fracción de la población de S. maltophilia. 

 

Para comprobar si había una  relación entre el decaimiento en  la velocidad de remoción 

del  ácido  cianúrico  y  la  disminución  de  la  población  bacteriana  poseedora  de AtzD,  se 

calculó  la velocidad específica de remoción de  las UFC totales y  la de S. maltophilia, y su 

relación  con  la  carga  volumétrica  de  herbicidas.  Aparentemente,  aumenta  continua  y 

exageradamente  la velocidad específica de remoción de AC de esta bacteria  (Figura 35), 

en tanto que la velocidad correspondiente a la comunidad completa se incrementa a bajas 

cargas de herbicidas,  alcanza un máximo  y  comienza  a decrecer  cuando  se  aumenta el 

suministro de herbicidas (Figura 36). Ambos comportamientos, permiten suponer que no 

toda  la  remoción  de  ácido  cianúrico  se  puede  adjudicar  a  la  bacteria  que  tiene  la 

capacidad de degradarlo  (S. malthophilia), sino que el resto de  la comunidad bacteriana 

tiene algún papel en la remoción de este compuesto; fundamentalmente de mecanismos 

de  adsorción  y/o  acumulación  intracelular  del  cianúrico,  ya  que  para  el  resto  de  las 

bacterias  es  un  subproducto  terminal  que  presuntamente  no  pudiesen  secretar  en  su 

totalidad. 

Tabla 23. Unidades formadoras de colonias (UFC) provenientes del soporte, a las velocidades de 

flujo ensayadas. 



Resultados y discusión 

 

 

 
68 

 

 

 

 

 

 

Para  confirmar  esta  hipótesis,  se  hizo  la  determinación  de  cianúrico  adsorbido  y 

acumulado  en  la  biopelícula.  Se  estimó  la  cantidad  de  ácido  cianúrico  presente  en  el 

reactor, y en las células a partir de muestras de soporte obtenidas a la última velocidad de 

flujo, de acuerdo al siguiente balance: 
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Figura 35.  Velocidad específica de remoción de ácido cianúrico, por S. maltophilia, en función de la 

carga teórica de ácido cianúrico suministrada al reactor. 

Figura 36. Remoción total de los herbicidas por unidad formadora de colonia en 

función de la carga. 
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10. CONCLUSIONES  

 

 Se  construyó  una  comunidad  artificial  capaz  de  degradar  la mezcla  de  herbicidas 

atrazina‐simazina  (50:10  ppm)  como  única  fuente  de  carbono  y  nitrógeno  en  un 

reactor de lecho empacado. 

 

 Las  cepas  aisladas  de  la  comunidad  proveniente  de medio  con  simazina  no  fueron 

capaces de degradar  la mezcla de herbicidas  (atrazina y simazina) en medio  líquido; 

pero cuando se complementaron con  las cepas más activas de  la comunidad aislada 

en atrazina, fueron capaces de degradar la mezcla de herbicidas satisfactoriamente. 

 

 La comunidad seleccionada, tiene la capacidad de degradar algunos intermediaros de 

la  degradación  y  en menor medida  a  aquellos  que  presentan  una  estructura muy 

similar  a  la  del  ácido  cianúrico.  Cuando  se  adicionó  glucosa  al medio  conteniendo 

intermediarios metabólicos,  se aumentó  la eficiencia de degradación de algunos de 

ellos. 

 

 La  eficiencia de  remoción de  los herbicidas para  las diferentes  cargas  volumétricas 

probadas en el reactor fue elevada, pero se acumulan los intermediarios de la ruta de 

degradación  (principalmente  ácido  cianúrico)  conforme  aumentan  las  cargas.  A  la 

máxima  carga  de  herbicidas  probada,  la  comunidad  presentó  una  acumulación 

importante intracelular de ácido cianúrico; aproximadamente la mitad de la eficiencia 

de remoción se debió a la retención del compuesto en el interior de las células.  

 

 

 Por morfología colonial se observa que la cepa de S. maltophilia, comienza a disminuir 

conforme  aumenta  la  carga  de  herbicidas,  lo  que  coincide  con  la  acumulación  de 

intermediarios metabólicos. 
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 Se detectó la presencia de los genes que codifican a las enzimas que intervienen en la 

vía de degradación de  los herbicidas: atzA, atzB y atzC. El gen atzD que codifica a  la 

cianúrico hidrolasa no  fue detectada. Sin embargo como hay degradación del ácido 

cianúrico  se  presume  que  existe  en  la  comunidad  otra  enzima  diferente  a  la 

reportada. 
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 http://dicc.hegoa.efaber.net/listar/mostrar/7 

 http://edafologia.urg.es/conta/tema13/imagenes/interac.gif/2008 

 http://www.acsmedioambiente.com/lonuevo/ junio 2009 

 http://www2.ine.gob.mx/sistemas/plaguicidas/pdf/atrazina.pdf. Septiembre 2009. 

 http://www2.ine.gob.mx/sistemas/plaguicidas/pdf/simazina.pdf. Septiembre 2009. 

 http://edafologia.urg.es/conta/tema13/clasif.htm 

 USEPA  (U.  S.  Environmental  Protection  Agency).  2004.  EPA  Ground  wáter  &  drinking  wáter. 

Consumer  factsheet  on:  Simazine.  Version  electrónica: 

http://www.epa.gov/safewater/contaminants/dw_contaminats/dw_contamfs/simazine.html 

 

 


