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INTRODUCCIÓN

Los Grupos de Investigación en Química y Biotecnología 
(QUIBIO) y Microbiología Industrial y Medio Ambiente 
(GIMIA) hacen parte del Centro de Estudios e Investigaciones 

en Ciencias Básicas Ambientales y Desarrollo Tecnológico (CICBA), 
adscrito a la Facultad de Ciencias Básicas de la Universidad Santiago 
de Cali. Desde su nacimiento el CICBA, a propendido por estar a la 
vanguardia al interior de la Universidad en la investigación, conciencia 
por el medio ambiente y desarrollo tecnológico. Los grupos de inves-
tigación acordes con esta macrolinea, se han preocupado por aportar 
sus desarrollos investigativos y de innovación en un marco de respons-
abilidad social, es así como en este libro de investigación titulado “LA 
CONTAMINACIÓN INDUSTRIAL DE AGUAS: Una Mirada Micro-
biológica y Molecular” se recopilan 4 trabajos de investigadores perte-
necientes a los dos grupos de investigación con el fin de dar a conocer 
estudios realizados en Colombia y Venezuela sobre la problemática de 
la contaminación en cuerpos acuíferos.

En el primer capítulo el Dr. Oñate y colaboradores se enfocan en 
determinar la actividad mutagénica y genotóxica de un afluente 
de agua que alimenta una planta de potabilización de la ciudad de 
Medellín-Colombia. Ellos encuentran que las aguas que llegan a la 
planta contienen mutágenos, de acuerdo a la literatura estos com-
puestos podrían ser hidrocarburos policíclicos aromáticos, aminas 
heterocíclicas, ftalatos, y benzotríazoles. Además, se evidenció que 
los compuestos que constituyen estas aguas, tienen la capacidad de 
interactuar con el ADN en linfocitos humanos, lo que indica que 
muchos de estos compuestos pueden ser potencialmente peligrosos.

En el Segundo capítulo el M.Sc. Oscar Rojas presenta un trabajo de 
modelamiento molecular de una proteína de membrana de la Echoli 
llamado Arf*GTP, con dos ligandos como potasio y glicerol mediante 
dinámica molecular utilizando un software llamado Dinámica Molec-
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ular Escalable por sus siglas en inglés, NAMD. Los ligandos de potasio 
y glicerol con compuestos presentes en la vinaza, el cual es un desecho 
obtenido en la producción de caña de azúcar. Este estudio busca en-
contrar un mejor empleo para este desecho y de esta manera evitar su 
vertimiento a cuerpos acuíferos evitando su contaminación.

En el tercer capítulo la Dra. Aura Falco, el M.Sc. Carlos Aranaga y co-
laboradores realizaron la caracterización microbiológica de los cuer-
pos de agua del embalse Pao-Cachinche, ubicado en el centro norte de 
Venezuela, encontrando que el género predominante fue Pseudomo-
nas. Adicionalmente se realizaron pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana, detectándose patrones complejos de resistencia a antibióti-
cos y metales pesados.

En el último capítulo la M.Sc. Sandra Rivera y colaboradores evaluaron 
la presencia de  Salmonella sp en aguas artificiales tratadas mediante el 
proceso de desinfección foto-fenton, empleando las técnicas recuento 
en placa y NMP frente al gold estándar DVC-FISH. En este estudio se 
encontró que el proceso de desinfección con foto-fenton, las bacterias 
no lograron ser inactivadas o inhibidas totalmente, debido a que pre-
sentaron daños reversibles que las hacen viables no cultivables en los 
métodos de recuento en placa presentando altos falsos negativos, pero 
en medios líquido como el método NMP se hizo cuantificable al tener 
bajas concentraciones de la bacteria.

En la actualidad existe una gran preocupación por los diversos factores 
que afectan la potabilidad de cuerpos acuíferos. En la literatura se en-
cuentran múltiples trabajos en donde se advierten estas formas de con-
taminación y procedimientos para tratar de remediar esta situación, se 
espera que con este libro se aportan estrategias que se puedan adaptar 
como solución a los problemas de contaminación que se tienen en el 
presente.

Edwin Flórez López
Decano Facultad Ciencias Básicas

Universidad Santiago de Cali

Introducción



17

Capítulo 1

MUTAGENICIDAD Y 
GENTOXICIDAD DE AGUAS 
QUE SURTEN UNA PLANTA DE 
POTABILIZACIÓN

José Oñate-Garzón
Iván Meléndez Gelvez

Ary Fabián Paruma Velasco
Hector Hugo Cardenas

Margarita Zuleta
Carlos Alberto Peláez

Abstract: Waters that supply waters treatment plants for hu-
man consumption are usually contaminated by industrial, 
agricultural and waste water, which contribute to the pres-

ence of compounds with mutagenic properties. In this work the 
mutagenic and genotoxic activity of water extracts obtained using 
XAD2 and XAD7 resins, from an affluent that supplies a water treat-
ment plant and from the untreated water that arrives to the plant, 
were evaluated through the Ames test and the comet assay, respec-
tively. A concentration-response effect between water extracts and 
mutagenic effect was evidenced, exhibiting that TA98 strain in pres-
ence of microsomal fraction S9 had the most number of revertants. 
Besides the mutagenic activity exhibited by the affluent and plant ex-
tracts was different being 12% more mutagenic than affluent water. 
The genotoxicity results showed that the different quantities of the 
extracts of the water samples can induce different levels of damage in 
the DNA of human lymphocytes, independently of the sample site. 
The most tail length of the Comet observed was 75.8 μm at 1.5mg, 
the maximum concentration evaluated. Results suggest that a con-
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siderable amount of mutagenic and genotoxic contaminants that are 
discharged into the effluent can arrive to the plant.

Keywords: Mutagenicity, Genotoxicity, Raw water, Ames test, Comet 
assay.

Resumen: Las aguas que surten las plantas de potabilización para 
luego ser tratadas para el consumo humano, generalmente son con-
taminadas por desechos industriales, agrícolas y aguas negras, los 
cuales contribuyen a la presencia de compuestos con propiedades 
mutagénicas. En este trabajo se evaluó la mutagenicidad y genotox-
icidad de extractos de aguas concentrados mediante resinas XAD2 
y XAD7. Las aguas fueron tomadas de un afluente que abastece una 
planta de potabilización y del agua de dicha planta sin tratar. Las ac-
tividades mutagénicas y genotóxicas se estudiaron usando el ensayo 
de Ames y el ensayo cometa, respectivamente. Se evidenció un efecto 
concentración-respuesta entre los extractos de agua y el efecto mu-
tagénico, prevaleciendo el número de revertantes en la cepa TA98 en 
presencia de enzimas metabólicas. Además, la actividad mutagénica 
exhibida por los extractos del afluente y de la planta fue diferente, 
siendo las aguas de la planta 12% más mutagénicas. Los resultados de 
genotoxicidad mostraron que las distintas cantidades de los extractos 
de las muestras de agua, pueden inducir diferentes niveles de daño en 
el ADN de linfocitos humanos, independiente del sitio de muestreo. 
La máxima longitud de cola observada fue de 75.8 µm en la máxima 
concentración de extracto de agua, 1.5mg. 

Palabras claves: Mutagenicidad, Genotoxicidad, Aguas negras, Test 
de Ames, Ensayo cometa.
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1. INTRODUCCIÓN

Un ambiente acuático, como un río, es un depositario de descargas 
antropogénicas, domésticas, agrícolas e industriales, constituyén-
dose así en reservorios potenciales de mutágenos, los cuales pueden 
ser usados para alimentar plantas de potabilización de aguas. Diver-
sos estudios han revelado que las aguas superficiales pueden con-
taminarse con componentes genotóxicos y mutagénicos a través de 
diferentes fuentes como desechos industriales, aguas negras, lixiv-
iados agrícolas con agroquímicos, entre otros [1, 2]. Consecuente-
mente, la contaminación del agua puede ser un serio problema para 
los ecosistemas acuáticos y para la salud humana, ya que muchos 
de estos compuestos son transportados por el agua y transformados 
en subproductos activos por los tratamientos de desinfección, hasta 
llegar a aguas domiciliarías [3, 4]. Compuestos mutagénicos como 
las aminas heterocíclicas (AHs), formadas en las partes quemadas de 
carnes fritas y asadas; hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) 
formados por la combustión incompleta del material orgánico, en-
tre otros desechos, pueden llegar a los ríos por distintos tipos de 
desechos contaminantes [5].

Existen diversos tipos de desechos industriales que presentan efecto 
mutagénico y son frecuentemente vertidos a las aguas de quebradas 
y ríos. Por ejemplo, el benceno es ampliamente usado como materia 
prima en la síntesis de plásticos, hules, resinas, nylon, anilina, de-
tergentes, medicamentos, colorantes e insecticidas, por lo tanto, está 
contenido en muchos residuos industriales y está asociado con un 
incremento en la incidencia de leucemias y aneuploidías en células 
madre hematopoyéticas [6]. Compuestos como los ftalatos también 
han mostrado ser mutagénicos [7], entre ellos están: dibutilftalato 
(DBP) y diidobutilftalato (DiBP), los cuales son usados para mejo-
rar el procesamiento químico de materiales plásticos, de lacas, de 
cauchos, cosméticos, juguetes de niños y lubricantes. Las plantas de 
colorantes trabajan a base de arilaminas, que son compuestos mu-
tagénicos y carcinogénicos [8] capaces de permanecer intactos por 
mucho tiempo en el agua cuando son arrojados a los ríos o pueden 
ser absorbidos por los sedimentos [9].  Los benzotriazoles, tales 
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como 2-fenil-benzotriazol, son productos de la industria de colo-
rantes, pesticidas y caucho y se ha observado que inducen una alta 
mutagenicidad [10].

Las aguas negras, procedentes de domicilios, hospitales, fabricas, 
estaciones de gasolina, e.t.c contienen aminas heterocíclicas (AHs), 
con alta potencialidad mutacarcinogénica. Las AHs ya sea en forma 
libre o en mezclas complejas, llegan a las aguas negras por medio de 
la orina y heces fecales de personas que consumen dichos alimentos 
[11]. Dichas aminas se forman en la costra quemada de alimentos 
proteicos ricos en creatina, como carnes, pescado fritos y asados. En-
tre las AHs están las amino-imidazo azarenas (AIA) que han dem-
ostrado ser potentes mutágenos. Los niveles de producción de los 
AIA en la costra quemada varían en bajos rangos de p.p.b, depend-
iendo del tiempo de calor y temperatura, pero también son influen-
ciados por el contenido de agua, proporción de aminoácidos y tipo 
de carne [1]. En general, las aminas heterocíclicas pueden dividirse 
en dos grupos: aminas polares que contienen el anillo imidazo y las 
aminas no polares que tienen en común una molécula Piridoindol o 
Dipiridoimidazol. La mayoría de aminas heterocíclicas son formadas 
de la mezcla creatinina, aminoácidos y carbohidratos, expuesta a al-
tas temperaturas [12].

Investigaciones hechas con sistemas modelo, muestran que la cre-
atina juega un papel importante en la formación de mutágenos que 
contienen el anillo imidazo como IQ, IQx (2-amino-3 metilimid-
azo [4,5-f] Quinolina), MeIQx (2-amino-3-metil-3h-imidazo(4,5f) 
quinolina), y DiMeIQx (2-amino-3,4-dimetil-3h-imidazo(4,5f)quin-
olina) [13]. Por la cocción de la carne también se pueden originar 
moléculas piridoindol tal como el 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo 
[4-5-b] piridina (PhIP). Estudios han demostrado que el PhIP incre-
menta la proliferación del receptor estrogénico ER, obteniendo una 
respuesta mitogénica por activación de proteínas kinasas (MAPK) 
[14], aumentando así la promoción y progresión de enfermedades 
neoplásicas. Todas las aminoarenas formadas en alimentos expues-
tos a altas temperaturas (fritos y asados) son potentes mutágenos y 
se ha evidenciado que pueden inducir cáncer en ratas, ratones y si-
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mios en diferentes órganos como hígado, pulmón, estómago, mama, 
intestino, páncreas, colon, vejiga y próstata [15].

Las aguas negras también contienen hidrocarburos policíclicos 
aromáticos (HPA) que en su mayoría son también mutacarcinogéni-
cos, por ejemplo, el benzo (a) pireno. Los HPA carcinogénicos se 
forman por combustión incompleta y pirolisis de material orgánico, 
por lo tanto se encuentran en el humo, cenizas, hollín y aceites que-
mados que son vertidos en el agua [16]. Los mutágenos del humo 
también llegan a las quebradas y ríos al ser arrastrados por el viento y 
precipitados a las aguas a través de la lluvia. La mayoría de los HPAs 
también son pre-mutágenos indirectos que requieren oxidación por 
citocromo p450 para ser convertidos en forma activa y tener efec-
to carcinogénico [17]. Existen HPAs que pueden transformarse en 
mutágenos directos por fotoreactivación en los cuerpos de agua [18].

Existe una estrecha relación entre la exposición crónica a bajas do-
sis de mútagenos y la incidencia de cáncer, a través de la fijación de 
mutaciones [19]. Debe tenerse en cuenta que la exposición crónica a 
pequeñísimas dosis de mútagenos puede resultar en la acumulación 
de mutaciones en células blanco, hasta convertirlas en iniciadoras del 
proceso carcinogénico. Aunque las dosis de mutágenos contenidas 
en el agua son muy pequeñas, del orden de partes por billón (p.p.b), 
al llegar continuamente al organismo y no causar muerte celular, el 
daño genético puede acumularse en una sola célula hasta convertirla 
en cancerosa. Por lo tanto, es de suma importancia conocer las vías 
por las cuales llegan los mutágenos al organismo y así poderlos evitar.
 
Una planta de potabilización, ubicada al suroriente de Medellín (Co-
lombia), que distribuye agua potable a más de 1.500.000 habitantes 
de la parte sur de Medellín y municipios aledaños, potabiliza agua 
del afluente y de otros ríos que pueden estar contaminados con agro-
químicos, desechos industriales y aguas negras domiciliarias. El aflu-
ente, además recibe aguas negras provenientes de un corregimien-
to, de algunas veredas y de expendio de carnes fritas y asadas, así 
como de carpinterías ricas en solventes y de bombas de gasolina. 
Los mutágenos disueltos en el agua pueden encontrarse en pequeñas 
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concentraciones las cuales pueden ser imperceptibles por ensayos 
mutagénicos de rutina. Por lo tanto, es necesaria la extracción de la 
materia orgánica de estas aguas usando resina XAD. Esta resina es un 
copolímero de estireno-divenilbenzeno de baja polaridad que posee 
características macrorreticulares, esenciales para su alta capacidad 
de adsorción de químicos polares y apolares potencialmente efecti-
vos en pruebas tóxicas y genotóxicas. 

El ensayo de mutagenicidad de Ames, que consiste en usar cepas 
auxotrofas de Salmonella typhimurium con mutación en el operón 
histidina, determinan si algún compuesto o mezcla es mutagénica 
o no, dependiendo de la cantidad de colonias revertantes de his- a 
his+. Este ensayo, ha sido ampliamente usado para detectar activi-
dad mutagénica en mezclas complejas ambientales, así como de agua 
de río. Cepas altamente sensibles responden a aminas aromáticas 
y/o nitrocompuestos que también han sido encontrados ambiental-
mente en algunas aguas superficiales [20]. El ensayo de cometa per-
mite cuantificar la cantidad de daño en el ADN como resultado de 
la interacción con agentes genotóxicos contenidos en las aguas que 
se están evaluando. En este trabajo se logró determinar la actividad 
mutagénica y genotóxica de extractos de aguas que alimentan una 
planta de potabilización, cuyos resultados evidencian un potencial 
riesgo para los habitantes expuestos a estas aguas. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Muestras.

Las muestras de agua fueron colectadas en un afluente y en una plan-
ta de tratamiento de aguas antes de tratar, de acuerdo al Standard 
Methods for the Examination of Water and Waste Water [21]. 100 li-
tros de agua fueron tomados en el afluente a 1 metro de profundi-
dad, mientras que los 100L de agua antes de tratar se tomaron en el 
laboratorio de la planta de tratamiento de agua. Ambas muestras se 
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tomaron en 3 ocasiones distintas con igualdad de condiciones clima-
tológicas. Posteriormente los 100L de agua de cada uno de los sitios 
muestreados se pasaron por un filtro de gasa con el fin de retener 
cualquier material sólido.

2.2. Extracción del material orgánico.

Las muestras de agua se ajustaron a un pH 7, muy similar al natural. 
Luego se procedió a concentrar el material orgánico de cada muestra; 
para esto, el agua (100L) se pasó por una columna de vidrio que con-
tenía 100 gramos de resina XAD-7 y 100 gramos de resina XAD-2. 
El agua se pasó por gravedad a una velocidad aproximada de 15 mI/
mm. El material orgánico de la columna fue consecutivamente eluí-
do con 4 volúmenes de acetona seguida de tres volúmenes de dietil 
éter. Los solventes se retiraron por rota evaporación a baja presión y 
50ºC hasta alcanzar la sequedad para poder pesarlos y etiquetarlos. 
En la parte inferior y superior de la columna se colocó algodón que 
también se lavó con metanol. Las concentraciones que se trabajaron 
se obtuvieron diluyendo 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5 y 3 mg de extracto en un 
mililitro de DMSO al 50%.

2.3. Mutagenicidad por el test de Ames.

El efecto mutagénico de los extractos del material orgánico del agua 
obtenidos por resinas se evaluó por medio del test de Ames, usan-
do el protocolo descrito por Maron y Ames [22]. Se trabajó con dos 
cepas mutantes auxotrofas de Salmonella typhimurium, TA-98 y TA-
100, con mutaciones en el operón histidina por perdida/ganancia de 
bases y por sustitución de bases, respectivamente. Se evaluó la mu-
tagenicidad de cada extracto usando concentraciones que no sean 
toxicas o solo lleguen a LC10. 108 bacterias mutantes contenidas en 
caldo nutritivo fueron mezcladas con las distintas concentraciones 
de los extractos previamente mencionadas, en presencia o ausencia 
de enzimas activadoras contenidas en un homogenizado de hígado 
(mezcla S9) de rata macho, con el fin de activar algunos mutágenos 
indirectos de manera metabólica. La mezcla se pre-incubó a 37ºC 
por una hora y luego se sembró en agar mínimo. El conteo de colo-
nias se realizó luego de 48 horas de incubación a 37°C. Para el control 
positivo se utilizó 2-aminofluoreno (2-AF). Como control negativo 
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se usaron agua desionizada y bi-destilada, y como control interno se 
usó DMSO al 7%. Para cuantificar la mutagenicidad se determinó 
el índice mutagénico (IM), el cual es la proporción entre el núme-
ro de revertantes inducidas por el tratamiento con respecto a las re-
vertantes espontáneas del control negativo. Los resultados de cada 
concentración se expresaron como el promedio de tres experimentos 
independientes, cada uno por duplicado.
 
2.4. Evaluación de la citotoxicidad por azul de tripán y de la geno-
toxicidad mediante el ensayo Cometa. 

 La muestra de sangre fue colectada de un voluntario (saludable, no 
fumador, de 22 años de edad) en vacuntainer estéril con heparina 
como anticoagulante. Los linfocitos fueron aislados de las muestras 
de sangre a base de ficoll, mediante centrifugación a 2000rpm por 
30´. Fueron lavados con Buffer fosfato salino (PBS) y tratados inde-
pendientemente a distintas concentraciones: 0.25; 0.5; 0.75; 1; 1.25; 
1.5 mg/ml DMSO (1%). Las células fueron rutinariamente chequea-
das por viabilidad celular mediante azul de tripan, antes y después de 
una hora de tratamiento. Posteriormente el ensayo cometa fue lleva-
do a cabo y se procesó según la metodología propuesta por Singh et 
al., [23]. Las células tratadas, mezcladas con agarosa de bajo punto de 
fusión (LMA) al 0.5%, se pipetearon sobre portaobjetos previamente 
impregnados con agarosa de punto de fusión normal (NMA), inme-
diatamente se cubrieron con cubreobjetos para sumergirlo en solu-
ción de lisis fresca, por mínimo una hora. Después, los portaobjetos 
se colocaron en una cámara de electroforesis horizontal con tampón 
alcalino (pH >13) (NaOH 10N y EDTA 200mM) a 4ºC por 20 min 
para que el pH alcalino desnaturalice el ADN y optimice las rup-
turas de los sitios apurínicos (AP) ocasionados por los genotóxicos. 
Al cumplirse este tiempo, se corrió la electroforesis a 25 V, 300mA 
por 30 min. Los portaobjetos se lavaron con tampón neutralizante 
y se tiñeron con bromuro de etidio. Las células se observaron de 
manera manual en un microscopio marca Nikon con un filtro verde 
de una longitud de onda de 540nm, con un aumento de 400X y un 
micrómetro ocular de 20X con un valor máximo de medición de 
100µm. Se hicieron tres experimentos independientes y se analiza-
ron 100 células por cada tratamiento (50 células por placa) en cada 
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experimento. El daño del ADN se midió con base en la longitud en 
µm de la migración de los fragmentos de ADN (cola) de los cometas 
(a mayor longitud de cola, hay más fraccionamiento del ADN) [24]. 
Para medir el daño también se tiene en cuenta la frecuencia de célu-
las dañadas. Los linfocitos, cuyas colas sean mayores a dos veces la 
longitud promedio del control, se clasificaron como células dañadas. 

2.5. Análisis estadístico.

Los resultados del test de Ames se analizaron mediante la variable 
de índice mutagénico (IM), que significa la cantidad de revertantes 
inducidas por el tratamiento sobre las revertantes espontáneas. El 
análisis se hizo mediante pruebas no paramétricas de Mann Witney 
y análisis de correlación de Spearman. Para los datos de genotoxici-
dad evaluada mediante el ensayo cometa solo se tomó el parámetro 
de (longitud de cola en µm) por que la lectura se hizo manual según 
Rajaguru, Vidya et al. [25], se promediaron (medianas) con base en 
los datos de 50 células por cultivo de linfocitos (unidad experimen-
tal) se analizaron mediante ANOVA factorial. El análisis se hizo con 
el programa estadístico SPSS 19.0 (IBM Software, NY, USA), con un 
nivel de significancia máximo de 0.05. En todas las tablas, N se refiere 
al número de platos o cajas de petri. 

3. RESULTADOS

3.1. Ensayo de Salmonella.
En la Tabla 1 se resumen los resultados promedio (Media y desvi-
ación estándar) de la mutagenicidad expresada como índice mu-
tagénico (IM) obtenida con el test de Ames, para cada uno de los 
cuatro factores incluidos en el estudio (sitio de muestreo, cepa, acti-
vación metabólica y concentración del extracto).

Los resultados demostraron que las aguas de la planta tuvieron una 
influencia significativamente mayor sobre el IM (p<0.05) en com-
paración con las aguas del afluente, exhibiendo un incremento de la 
mutagenicidad alrededor del 12%. Por otro lado, la cepa de S. typh-
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imurium TA-98 y la presencia de enzimas metabólicas, extracto S9, 
influyen significativamente en el IM con respecto al control negativo 
(p< 0.05). El incremento promedio del número de revertantes de la 
cepa TA-98 respecto a la cepa TA-100 es del 70%, mientras que el 
incremento promedio de la mutagenicidad de los extractos de agua 
en presencia de S9 es del 77%.

Se observó un efecto claro de concentración-respuesta entre los ex-
tractos y la actividad mutagénica mediante la prueba no paramétri-
ca de correlación de Spearman, identificando una asociación lineal 
positiva, significativa estadísticamente (p<0.05), entre las concentra-
ciones del extracto y el IM (tabla 1). Desde la concentración más 
baja de extracto (0.5mg/mL) se observa una influencia significativa 
sobre el IM con respecto al control negativo (p< 0.05), y el IM in-
crementa dependiendo directamente de la concentración mostrando 
así, mayor promedio de IM en la concentración más alta (3mg/ml) y 
el menor promedio de IM es exhibido por la concentración más baja 
(0.5mg/ml).
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Tabla 1. Valores del índice de mutagenicidad de acuerdo al sitio de muestreo, 
a la cepa, a la presencia y ausencia de enzimas metabólicas y a las Concen-
traciones. Los resultados son expresados como el promedio de 3 experimen-

tos independientes, cada tratamiento por duplicado.

Índice de Mutación

FACTORES *X ± DE N
Prueba; p = sig-
nificancia es-
tadística

SITIO
Afluente 2.029 ± 0.074 168 U = 11742.000a

p = 0.007Planta 2.145  ± 0.074 168

CEPA
TA-98 2.622 ± 0.074 168 U = 10682.500a

p = 0.000TA-100 1.552 ± 0.074 168

ACTIVACIÓN 
METABÓLICA

CON S-9 2.671 ± 0.074 168 U = 9422.000a

p = 0.000SIN S-9 1.503 ± 0.074 168

CONCENTRACIÓN 
DE EXTRACTO EN 
mg/mL

0.5 1.140 ± 0.037 56

 
Rho = 0.825b

p = 0.000

1 1.296 ± 0.037 56

1.5 1.644 ± 0.037 56

2 2.476 ± 0.037 56

2.5 3.154 ± 0.037 56

3 3.896 ± 0.037 56

En la Figura 1 se observa el análisis de regresión entre la concen-
tración de los extractos de agua de ambos sitios y el IM, indicando 
que la concentración es directamente proporcional al IM. El coefi-
ciente de determinación (R2= 0.95) permite inferir que la variabil-
idad observada en el índice de mutación depende en un 95% de la 
concentración de los extractos acuosos. El 5% restante, posiblemente 
depende de otros factores tales como el sitio de muestreo, de la cepa 
y de la activación metabólica. 
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Figura 1. Asociación lineal positiva entre la concentración de los extractos 
del afluente y la planta, y el promedio de los índices mutagénicos (IM) exhi-

bidos por ambos sitios de muestreo.

3.2. Ensayo Cometa.
En la tabla 2, se resume el efecto genotóxico en linfocitos humanos 
por los extractos de agua de los dos sitios de muestreo, evaluado 
mediante el ensayo Cometa. El biomarcador de genotoxicidad es la 
“longitud de cola” en µm y entre mayor longitud más es el daño en el 
material genético. Mediante análisis de varianza factorial univariado, 
se detecta un débil incremento en la longitud de cola en los linfoc-
itos tratados con el extracto del agua del afluente (57.4 ± 15.1 µm) 
respecto de la longitud de cola de los linfocitos tratados con agua de 
la planta (54.2 ± 14.5 µm); no obstante, la diferencia no alcanza a ser 
significativa al nivel del 5% (p = 0.06) (Ver tabla 2).
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Tabla 2. Longitud de cola como resultado de la fragmentación del ADN, 
inducida por los extractos de los dos sitios de muestreo e interacción entre 

concentración y sitio de muestreo. También se observa la F y la p de ANOVA 
para cada caso.

Concen-
tración 
(mg/mL) 

Longitud de cola
*X (µm)  ± e. e. Longitud en función 

de la concentración
Afluente Planta 

DMSO 31.1 ± 2.8 32.9 ± 2.8 32 ± 4.9 

F= 53.8
pa= 0.00

0.5 48.9 ± 2.8 46.5 ± 2.8 47.7 ± 2.3
0.75 58 ± 2.8 54.3 ± 2.8 56.1 ± 6.3

1 59.5 ± 2.8 58.5 ± 2.8 59 ± 6.5
1.25 70 ± 2.8 64.6 ± 2.8 67.3 ± 7.9

1.5 75.8 ± 2.7 68.1 ± 2.8 72 ± 10.4

Longitud 
en función 

del sitio 

57.2 ± 15.1 54.2 ± 14.5 55.7 ± 14.8

F= 3.36; pb= 0.08 F= 0.71; pc= 0.6

pa= Significancía estadística al comparar las concentraciones.
pb= Significancía estadística al comparar los sitios de muestreo.
pc= Significancía estadística de la interacción entre concentración y si-
tios de muestreo.
* Media ± error estándar (Tamaño de muestra)

En consecuencia, se puede afirmar que las aguas de ambos sitios se 
asemejan en función a la genotoxicidad. Cuando se comparan las 
medias de longitud de cola de las diferentes concentraciones, inclui-
do el control negativo, se determina diferencia significativa de todas 
las concentraciones respecto al control negativo (F = 53.81; p< 0.05). 
La diferencia en el efecto genotóxico de los extractos de agua, resultó 
ser independiente del sitio de origen, pues la interacción entre los 
dos factores (sitio y concentración) no fue significativa estadística-
mente (F = 0.71; p = 0.6). Ambos sitios de muestreo no presentaron 
diferencias significativas en función a la genotoxicidad (F= 3.36; p = 
0.08). Mediante análisis de correlación y regresión se identificó una 
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asociación lineal positiva significativa estadísticamente (afluente: r2= 
0.98, p<0.05; planta: r2= 0.98, p< 0.05), entre la concentración de los 
extractos y la longitud de la cola de las 300 células evaluadas por cada 
concentración (figura 2). El coeficiente de determinación (r2) per-
mite inferir que la variabilidad de la longitud de cola depende en un 
98% de la concentración del extracto, para ambos sitios de muestreo.   

Figura 2. Asociación lineal positiva entre longitud de cola y la concentración 
del extracto de dos sitios de muestreo: afluente y la planta, promediado a 

partir de 300 datos por cada concentración.

3.3. Ensayo de viabilidad celular mediante azul de tripan.
La viabilidad de los linfocitos humanos en el pre - tratamiento osciló 
entre 97 y 99%. En la tabla 3 y figuras 3 y 4, se presenta el porcentaje 
de viabilidad celular de los eritrocitos y el porcentaje de células daña-
das (son las células con longitud de cola mayor al promedio del con-
trol) como resultado a más de una hora de exposición a los extractos 
de las aguas de ambos sitios. Se realizaron registros en 300 células por 
cada concentración, en cada sitio. 
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Tabla 3. Porcentaje de viabilidad y porcentaje de daño en eritrocitos, in-
ducido por los extractos de las aguas del afluente y de la planta a diferentes 

concentraciones evaluadas.

Sitio Concentración 
(mg/ml)

% Viabilidad 
post-tratamiento % de daño

Afluente

DMSO 96 16
0.5 92 65

0.75 87 82
1 90 94

1.25 86 90
1.5 85 99

Planta

DMSO 96 16
0.5 89 50

0.75 85 58
1 87 70

1.25 85 83
1.5 80 94

 
El porcentaje de células dañadas como consecuencia del efecto de los 
extractos de agua fue directamente proporcional a la concentración. 
De hecho en la figura 3, se puede observar un daño considerable a 
partir de las concentraciones más bajas para ambas muestras de agua. 
De manera general, las aguas del afluente mostraron un porcentaje 
de daño mayor en las concentraciones más bajas en comparación con 
las aguas de la planta. No obstante, en las concentraciones máximas 
de los extractos, el efecto genotóxico inducido por los dos sitios de 
muestreo es muy similar. 
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Figura 3. Porcentaje de linfocitos humanos dañados, expuestos por una hora 
a cinco concentraciones de los extractos de las aguas del afluente (●) y del 

agua cruda al entrar a la planta (▲).

La viabilidad de los linfocitos humanos post-tratamiento disminuyó 
en función del aumento de la concentración de los extractos de agua 
de ambos sitios de muestreo. Bajo la influencia de las aguas del aflu-
ente, la viabilidad disminuyó del 96% al 85% en forma dosis depend-
iente, mientras que las aguas de la planta disminuyeron la viabilidad 
desde el 96% hasta el 80% en la máxima concentración evaluada.
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Figura 4. Viabilidad de linfocitos humanos después de una hora de trata-
miento con cinco concentraciones de extractos de agua del afluente (●) y 
de agua cruda al entrar a la planta (▲) mediante coloración con azul de 

tripan.

4. DISCUSIÓN.

Los estudios nacionales e internacionales sobre mutágenos en cuer-
pos de aguas contaminadas con residuos industriales, agroquímicos 
y aguas negras, demuestran una asociación lineal positiva entre el au-
mento de la concentración de los extractos de agua y el IM junto con 
la longitud de cola de los cometas [2, 26-29], en concordancia con 
nuestros resultados, en donde se evidenció un incremento del núme-
ro de revertantes en las cepas TA 98 y TA 100 con y sin activación 
metabólica, mostrando predominancia de la actividad mutagénica 
en la TA98, debido a que la mayoría de las mezclas complejas am-
bientales a excepción del agua clorada, tienen mayor actividad en la 
cepa TA98 en comparación con la TA100 [30]. Diversos estudios han 
utilizado estas dos cepas para evaluar la mutagenicidad de distintas 
muestras complejas ambientales [31-34].
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Los mayores valores de IM se evidenciaron en presencia de S9, indi-
cando que estas aguas se encuentran influenciadas por desechos de 
zonas urbanas, zonas agrícolas e industriales (carpintería y bombas 
de gasolina), arrojando mutágenos al afluente y transportándolos 
hasta la planta. El agua de la planta mostró mayor efecto mutagéni-
co que el agua del afluente. Este incremento en la mutagenicidad es 
debido a que en la planta se acumulan mutágenos provenientes del 
afluente y de otros cuerpos de agua que la surten. Según Vargas et al., 
[35], algunos mutágenos orgánicos polares desechados por las indus-
trias, son transportados por el agua conservando sus características 
físicas y químicas.

La mayor actividad mutagénica observada en los dos sitios de mues-
treo fue de acción indirecta en presencia de enzimas metabólicas 
para ambas cepas analizadas, TA98 y TA100. Esto indica que en estas 
aguas hay mayor concentración de mutágenos indirectos ó sea que 
necesitan ser metabolizados para activarse y así poder interactuar 
con el ADN bacteriano. Entre estos compuestos, los más comunes 
que se han encontrado en estudios similares son: aminas heterocícli-
cas [36], hidrocarburos policíclicos aromáticos [37] y nitrosaminas 
[38]. Los mecanismos para que estos compuestos se activen son los 
siguientes: El primero es llevado a cabo por citocromo P450 (CY-
P1A2) y el segundo es llevado a cabo por o-acetyltransferasa y sulfo-
transferasa, ocasionando así especies altamente reactivas capaces de 
unirse al ADN [39, 40].

En este trabajo la mayor actividad mutagénica fue observada en la 
cepa TA98, la cual detecta mutágenos que actúan por pérdida y/o 
ganancia de bases. El incremento en el número de revertantes de esta 
cepa puede ser debido a la presencia de aminas heterocíclicas en es-
tas aguas, ya que son mutágenos indirectos muy comunes en aguas 
negras residuales, que inducen mutación por pérdida o ganancia de 
bases [41]. Las aminas hterocíclicas son formadas en la costra que-
mada de alimentos proteicos fritos y asados [42] y pueden llegar a las 
aguas de los ríos por medio de la orina y heces fecales de las perso-
nas que las consumen. Las aminas más abundantes encontradas en 
los cuerpos de agua que presentan este tipo de contaminación son 
las arilaminas, las cuales son compuestos altamente mutagénicos y 
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eventualmente carcinogénicos [43]. Estas sustancias se encuentran 
generalmente en desechos industriales; que en el caso particular de 
las aguas de la planta y las del afluente, vienen en desechos de colo-
rantes usados en la carpintería. Algunos colorantes, cuando son des-
cargados dentro del río, pueden permanecer suspendidos en el agua 
o pueden ser absorbidos por el botón de sedimentos o bioconcentra-
dos [44, 45]. 

Otros compuestos también son muy comunes en cuerpos de aguas 
tales como los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA), que 
provocan mutación por pérdida o  ganancia de bases y son forma-
dos por la combustión incompleta de material orgánico [46]; pueden 
llegar a las aguas muestreadas por desechos industriales, residuos 
domiciliarios, lluvias, escorrentías o procesos atmosféricos [47, 48]. 
El benzo a pireno es uno de los HPA más comunes en el ambiente, ya 
sea libre o mezclado con otra sustancia [49] y por lo tanto uno de los 
más estudiados. El mecanismo de acción del benzo- a -pireno en la 
cepa TA 98 ha sido determinado [50] y consiste en una mutación in-
ducida en una secuencia de bases repetidas consistente en la deleción 
de bases (CG ó GC) en la secuencia CGCGCGCG. 

La baja actividad mutagénica de la cepa TA100 con y sin activación 
metabólica, en comparación con la TA98, tanto en el afluente como 
en la planta, puede ser atribuido a varios procesos de interacción 
entre metabolitos y blancos genéticos en la cepa TA100 (HisG46, 
G-C) [51]. Las aguas estudiadas, son alimentadas principalmente 
con desechos domiciliarios y no han sido sometidas a procesos de 
cloración, por lo tanto, no hay productos de cloración como triha-
lometanos y furanonas, que son mutágenos que revierten la cepa 
TA100 [52]. 

En esta investigación se identificó una relación concentración-re-
spuesta entre las concentraciones de los extractos de ambos sitios y 
la mutagenicidad (IM) y el daño genético (Longitud de cola). La aso-
ciación lineal positiva entre las concentraciones y los biomarcadores 
de mutagenicidad y genotoxicidad puede deberse a la sumatoria en-
tre compuestos intrínsecos de cada extracto de agua como mezcla 
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compleja, que expresa las sumas de las respuestas mutagénicas con 
respecto al incremento proporcional de la concentración. Además, 
Taylor y colaboradores [53], afirmaron que las interacciones entre 
dos mutágenos similares no tienden a reaccionar entre sí por sus car-
acterísticas electrofílicas, sino que reaccionan con otras moléculas 
presentes en el extracto, macromoléculas celulares o de la mezcla S9. 

Los resultados del ensayo cometa, demuestran que los extractos ac-
uosos del afluente y de la planta, inducen diferentes niveles de daño 
del ADN en linfocitos humanos. Generalmente, resultados así son 
relacionados con la presencia de mutágenos en el agua tales como 
hidrocarburos policíclicos aromáticos, aminas heterocíclicas y nitro-
saminas, que forman aductos con el ADN [54-56], ocasionando si-
tios apurínicos que fragmentan e incrementan la cola de los cometas 
[57].  

Con respecto a la genotoxicidad los dos sitios, afluente y planta, no 
presentaron diferencia significativa estadísticamente, lo que sugiere 
que las sustancias genotóxicas que llegan a la planta son las mismas 
que aporta el afluente, omitiendo las contribuciones genotóxicas de 
otros afluentes y contrastando con los resultados obtenidos con la 
actividad mutagénica, en donde se observó que las aguas de la planta 
tenían un mayor efecto mutagénico en comparación con las del aflu-
ente. Se debe tener en cuenta que los principios fisiológicos y bio-
químicos de ambos ensayos no son iguales, y que la taza de revertan-
cia en una célula procariota en función a un fenómeno de mutación, 
y la longitud de cola en una eucariota como resultado de un evento 
genotóxico, no deben ser necesariamente correlacionados, ya que un 
efecto genotóxico se origina primariamente y de no ser reparado se 
establece una mutación. De hecho, cada resultado del biomarcador 
obtenido es inherente al modelo biológico en el que se evalúa.   

Además, no se puede ignorar que las aguas que llegan en la planta 
se encuentran represadas. Esto puede promover la sedimentación 
de algunas sustancias genotóxicas ya sea en forma libre o unidas al 
material orgánico tales como ácidos húmicos y fúlvicos [58], impidi-
endo así su solubilidad en las aguas superficiales de la planta que fue 
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en donde se tomó la muestra. La viabilidad disminuyó en presencia 
de los extractos de agua. Este efecto se debe a la presencia de varios 
contaminantes que pueden llegar a cuerpos de agua tales como pes-
ticidas, metales, hidrocarburos policíclicos aromáticos, entre otros 
contaminantes orgánicos, los cuales tienen efectos tóxicos disminuy-
endo la viabilidad en varios tipos de células [59, 60]. 

CONCLUSIÓN

Con los resultados, se puede concluir que las aguas que llegan a la 
planta contienen mutágenos en su gran mayoría, aquellos que indu-
cen perdida o ganancia de bases en el ADN, y que además necesitan 
activación metabólica para su acción. De acuerdo a la literatura es-
tos compuestos podrían ser hidrocarburos policíclicos aromáticos, 
aminas heterocíclicas, ptalatos, y benzotríazoles, los cuales se han 
evidenciado estar presentes en aguas influenciadas por intervención 
antrópica. Las prácticas agrícolas, el estilo de vida y los procesos in-
dustriales de esta región colombiana, contribuyen a la contaminación 
de estos cuerpos de agua que surten una planta de potabilización de 
Medellín. Además, se evidenció que los compuestos que constituyen 
estas aguas, tienen la capacidad de interactuar con el ADN en linfoc-
itos humanos, lo que indica que muchos de estos compuestos pueden 
ser potencialmente peligrosos.
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Capítulo 2

INTERACCIONES 
INTERMOLECULARES DE LA 
PROTEÍNA DE MEMBRANA 
Arf*GTP CON POTASIO Y 
GLICEROL, COMPONENTES 
MAYORITARIOS DE LA VINAZA 
DE CAÑA DE AZÚCAR

Fernando Bonilla Millán 
Jhon Alexander Rodríguez Estrada 

Oscar Eduardo Rojas Álvarez 

Abstract: The sugarcane vinasse, being a residue produced in 
high quantities derived from the industrial processes of Eth-
anol production, is a mix of compound that has a cyclical 

utility for soil matrices due to its natural and industrial composition 
that fall on the advantages and disadvantages of your applications. 
Potassium and glycerol, major compounds in their composition, are 
ligands that help the formation of protein complexes with vinasse 
to have alternatives in industrial uses as additives for animal feed 
and fertilizers in soil matrices, many of these, used in crops from the 
same industries. Computational chemistry studies allow us to know 
intermolecular properties between vinasse, glycerol and potassium 
by means of stable molecular interactions, making it a useful tool 
for evaluating said properties and determining new alternatives for 
industrial uses of this waste. In this research, the dynamics of the 
intermolecular interactions between the three-dimensional protein 
model extracted from the protein database (PDB) file of the mod-
el (2KSQ), consists of a membrane protein from the Echoli called 
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Arf * GTP, with two ligands as potassium and glycerol by molecu-
lar dynamics using a software called Scalable Molecular Dynamics 
by its acronym in English, NAMD1. The intermolecular interactions 
were observed and evaluated by software called Molecular Dynamics 
Viewer (VMD) of the modeled molecule of the Arf * GTP membrane 
protein with major components, such as potassium and glycerol in 
an environment definite and implicit solvate of water box model 
(TIP3) in order to identify and characterize intermolecular forces, 
trajectory equilibrium, atomic fluctuations, affinities, rate constants 
and interactions Arf * GTP-Potassium, Arf * GTP-Glycerol and Arf * 
GTP-Potassium-Glycerol in the context of industrial uses of vinasse 
as animal feed and fertilizers. Finally, it was observed that the three 
Arf * GTP complexes are favored by positional affinities of the li-
gands as the amino acids GLN 155, for the case of potassium, and for 
the glycerols were GLY 27 and LYS 127, as well as shielding of some 
atoms of the amino acids with the ligands. With this research, we 
seek to have more information about the intermolecular interactions 
and constants of speed, balance of trajectories and chemical affinities 
of the Arf * GTP membrane protein with other organic or inorganic 
ligands that provide new industrial alternatives for the use of vinasse 
from sugar cane.

Keywords: Molecular dynamics; NAMD, VMD, BLAST, Computa-
tional Chemistry, CHARMM. 

Resumen: La vinaza de caña de azúcar, al ser un residuo producido 
en altas cantidades derivado de los procesos industriales para la pro-
ducción de Etanol, es una mezcla de compuestos que tiene una utili-
dad cíclica para matrices de suelos debido a su composición natural e 
industrial que recaen en las ventajas y desventajas de sus aplicaciones. 
El potasio y el glicerol, compuestos mayoritarios en su composición, 
son ligandos que ayudan a la conformación de complejos proteicos 
con la vinaza para tener alternativas en los usos industriales como 
aditivos para alimento animal y fertilizantes en matrices de suelos, 
muchos de estos, utilizados en cultivos de las mismas industrias. Es-
tudios de  química computacional permiten conocer propiedades 
intermoleculares entre la vinaza, el glicerol y el potasio mediante in-

Interacciones intermoleculares de la proteína de membrana arf*gtp con 
potasio y glicerol, componentes mayoritarios de la vinaza de caña de azúcar



49

teracciones moleculares estables convirtiéndola en una herramienta 
útil de evaluación de dichas propiedades y determinación de nuevas 
alternativas para usos industriales de este residuo. En esta investi-
gación, se evaluó la dinámica de las interacciones intermoleculares 
entre el modelo proteínico tridimensional extraído del archivo de la 
base de datos de proteínas (PDB) por sus siglas en inglés, del modelo 
(2KSQ), el cual consiste en una proteína de membrana de la Echoli 
llamado Arf*GTP, con dos ligandos como potasio y glicerol medi-
ante dinámica molecular utilizando un software llamado Dinámica 
Molecular Escalable por sus siglas en inglés, NAMD1.  Se observaron 
y evaluaron las interacciones intermoleculares por medio del soft-
ware llamado Visor de Dinámica Molecular por sus siglas en in-
glés, VMD2 de la molécula modelada de la proteína de membrana 
Arf*GTP con componentes mayoritarios, tales como, el potasio y el 
glicerol en un ambiente solvatado definido e implícito de modelo de 
caja de agua (TIP3) con el fin de identificar y caracterizar las fuerzas 
intermoleculares, equilibrio en trayectorias, fluctuaciones atómicas, 
afinidades, constantes de velocidad e interacciones Arf*GTP-Potasio, 
Arf*GTP-Glicerol y Arf*GTP-Potasio-Glicerol en el contexto de usos 
industriales de la vinaza como alimento animal y fertilizantes. Final-
mente, se observó que los tres complejos Arf*GTP se ven favorecidos 
por afinidades posicionales de los ligandos como los aminoácidos 
GLN 155, para el caso del potasio, y para los gliceroles lo fueron GLY 
27 y LYS 127, como también, apantallamientos de algunos átomos de 
los aminoácidos con los ligandos. Con esta investigación, se busca 
tener más información acerca de las interacciones intermoleculares 
y constantes de velocidad, equilibrio de trayectorias y afinidades 
químicas de la proteína de membrana Arf*GTP con otros ligandos 
orgánicos e inorgánicos que aporten nuevas alternativas industriales 
para el uso de la vinaza de caña de azúcar.

Palabras clave: Dinámica molecular; NAMD, VMD, BLAST, Quími-
ca Computacional,CHARMM. 
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1. INTRODUCCIÓN

La vinaza es el residuo líquido que se produce después de la fer-
mentación y destilación del mosto de la caña de azúcar. Es de color 
café oscuro, con un alto contenido de materia orgánica, de naturale-
za ácida y de olor característico que se destacan por presentar ácidos 
orgánicos, levaduras, vitaminas y minerales [11], además, contiene 
poli y oligosacáridos resistentes que pueden provocar una respues-
ta positiva en los animales [6]. La súper producción de alcohol car-
burante en Colombia, ligada a la Ley 693 de 2001 [7] y la resolución 
41072 del 30 de Septiembre de 2015 del Ministerio de Minas y Energía 
[8], actualmente permite verter al medio ambiente aproximadamente 
13.365 millones de litros por día de vinaza de caña de azúcar como 
subproducto de la industria alcoquímica y azucarera; gran parte de 
esta cifra está siendo usada controladamente en la producción de 800 
Toneladas diarias de compost por la industria agrícola como agente 
fertilizante y remediador del pH en suelos de cultivo [9], generando 
una producción elevada de vinaza. Sin embargo, no existen muchas 
investigaciones recientes que ayuden a conocer nuevos usos industria-
les de la vinaza que permita darle utilidad a la gran cantidad producida 
por las grandes maquinarias alcoquímicas de Colombia. El potasio y 
el glicerol son componentes, en mayor proporción en la composición 
natural de la vinaza, poseen propiedades químicas que permiten un 
buen acoplamiento con estructuras orgánicas generando reacciones 
estables efectuadas en procesos industriales e implementados en sue-
los, matrices poliméricas, estructuras biológicas y químicas.

Herramientas como VMD (Visual Molecular Dynamic) y NAMD 
(Scalable Molecular Dynamic) son útiles para conocer desde el punto 
de vista molecular las reacciones que puede tener la vinaza con otros 
compuestos evitando resultados no esperados, como subproductos o 
alteraciones de propiedades químicas, y así enfocar los esfuerzos en 
objetivos determinados para la creación de complejos útiles para su 
implementación en campos investigativos e industriales alivianando la 
acumulación de la vinaza producida y permitiendo tener nuevas alter-
nativas para su disposición. Se han registrado estudios sobre el uso de 
la proteína de membrana como zona de trabajo para interacciones in-
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termoleculares [21] y como complejo para modelamiento y dinámica 
molecular que han mostrado una buena estabilidad del complejo para 
la aplicación de dinámicas moleculares a condiciones determinadas, 
tales como temperatura, tiempo, medio de solvatación implícito, etc.

Este trabajo de investigación aporta resultados para identificar prin-
cipalmente las características de las interacciones intermoleculares 
de una proteína de membrana, con potasio y glicerol, de esta mane-
ra obtener conocimientos en afinidad atómica, equilibrio de trayec-
torias, fuerzas de enlace presentes y constantes de velocidad a nivel 
molecular, que podrían  aportar nuevas alternativas industriales para 
los componentes de la vinaza.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

VMD (Visual Molecular Dynamics) es una interfaz gráfica que en 
conjunto con una interfaz de cómputo puede realizar y mostrar sim-
ulaciones a nivel atómico. VMD está escrito en C++ con la librería 
gráfica de OpenGL. A pesar de que existe gran cantidad de software 
de visualización molecular, VMD tiene dos grandes ventajas: Permite 
el uso de ejecucion archivos de comandos, lo cual economiza una 
cantidad importante de tiempo y su interfaz de selección (átomos, 
moléculas, aminoácidos) y representación (esferas, barras, superfi-
cie, volumen, carga, entre otras), características que la sitúan como 
una de las más completas y útiles.

El visor molecular funciona de forma armónica con el software de 
simulación NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics); este es el en-
cargado de realizar los cálculos teóricos/experimentales en los cuales 
se basa el modelo de estudio de las dinámicas moleculares y la quími-
ca computacional.

NAMD (Scalable Molecular Dynamics) fue desarrollado en la Uni-
versidad de Illinois por una colaboración de los grupos investigativos 
Theoretical and Computational Biophysics Group (TCB) y Parallel 
Programming Laboratory (PPL), escrito en Charmm++ (un lenguaje 
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de programación basado en C++ y que permite la ejecución de tareas 
o cálculos en paralelo).

mα r⃗ ¨α = −∂∂r⃗ αUtotal (r⃗ 1,r⃗ 2,…,r⃗ N),                (1)
α=1,2…N

Tenemos entonces en (1) un ejemplo de cómo se calcularía el mov-
imiento de los átomos de un biopolímero de acuerdo a la ecuación 
newtoniana de movimiento, donde mα es la masa del átomo α, r⃗ α 
es su posición y Utotal es la energía potencial total que depende de la 
posición de todos los átomos, la cual acopla entonces el movimiento 
de estos. Es entonces el cálculo de la energía potencial el punto cru-
cial de esta ecuación puesto que debe reflejar fielmente la interacción 
entre átomos y ser calculada rápidamente.

Para mecánicas de sistemas que no están en equilibrio, en el cálculo 
de (1) deberá añadirse el cálculo de fuerzas de fricción y fluctuación 
dentro del cálculo del Force Field (campo de fuerza, es decir, energía).

2.1. Funciones de campos de fuerza.

Para una simulación de todos los átomos, se asume que cada átomo 
experimenta una fuerza especificada por un campo de fuerza mod-
elo que toma las interacciones de ese átomo con el resto del sistema. 
Estos modelos presentan hoy en día una buena distribución entre 
precisión y eficiencia en cómputo. Una función de energía potencial 
común en NAMD es (2)

Utotal = Ubond + Uangle + Udihedral + UvdW + UCoulomb.         (2)

Donde los primeros tres términos representan estiramiento del enlace, 
“bending” o doblamiento  e interacciones torsionales de enlace, siendo: 

U bond=∑ bondsi k bondi (ri − r0i)2 	                           (3)

U angle=∑anglei k anglei (θi − θ0i)2 	                 (4)

U dihedral=∑ dihedrali k dihei [1+cos(ni φ i− γi)] 	   (5)
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Donde bonds cuenta cada enlace covalente del sistema, angles son los 
ángulos entre cada par de enlace covalente que comparten un solo 
átomo en el vértice y dihedral describe pares de átomos separados 
por exactamente tres enlaces covalentes con el átomo central sujeto a 
la torsión de ángulo φ (figura 5)[13] [19].

Figura 5. Interacciones de enlace de campo de fuerza de arriba hacia abajo: 
estiramiento, ángulo (bending), φ ángulo diedro y ángulo diedro impropio. 

Extraído de: Scarable Molecular Dynamics with NAMD; 2005.

Los últimos dos términos de (2) corresponden a las interacciones de 
pares de átomos no enlazados, Fuerzas de Van der Waals e interac-
ciones electrostáticas: 

UvdW=∑i ∑j > i 4εij [(σij rij)12 − (σij rij)6]     (6)

UCoulomb=∑i ∑j > iq iqj 4π ε0 rij             (7)

Para cada partícula en un contexto de enlaces dado, los parámetros 
kbondi, r0i, etc, para las interacciones dadas en (3) – (5) están dados 
en un archivo de parámetros de campo de fuerza (disponible en la 
página de los desarrolladores de Charmm++ y VMD/NAMD). Es-
tos parámetros son una tarea significante y son desarrollados medi-
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ante métodos teóricos (cálculos de mecánica cuántica y mediciones 
experimentales (cristalografías, espectros de resonancia, infrarrojo, 
entre otros). Estos parámetros son comparados con parámetros de 
moléculas sencillas que están muy bien definidos, luego evaluados a 
nivel termodinámico para verificar que cumplen con las propiedades 
teóricas y experimentales de la molécula.

Las dinámicas fueron ejecutadas mediante dos grandes herramientas 
matemáticas que facilitan su estudio matemático y reducen el tiempo 
de cómputo significativamente. Dado que se simularon las interac-
ciones de una proteína contenida en la saccharomyces cerevisiae con 
una cantidad determinada de ligandos, para evitar que efectos de su-
perficie ocurran en los límites de la caja de estudio se utilizan condi-
ciones de barrera periódica (PBC). En las PBC, la caja de estudio es 
replicada infinitas veces por traslaciones periódicas, de modo tal que 
si una partícula se “sale” de la caja en un lado es reemplazada por una 
copia que entra a la caja del lado contrario; como cada partícula está 
sujeta al potencial de todas las demás partículas en el sistema (incluy-
endo imágenes en las cajas contiguas) se elimina el posible efecto de 
superficie. De acuerdo a lo anterior y dado que las fuerzas de Van der 
Waals y las interacciones electrostáticas ((6) y (7)) existen entre cada 
par de átomos no enlazados, calcular las interacciones de semejantes 
distancias con exactitud es improbable. Para realizar estos cálculos 
en NAMD y VMD se toma entonces dos variables importantes: la 
distancia de cambio (switchdist) y el punto de corte (cut-off); estas 
variables se encargan de permitir al usuario determinar hasta qué 
distancia va a considerar para evaluar estas interacciones.

Para una simulación con PBC, la periodicidad del sistema se utiliza 
para calcular las interacciones (sin cut-off ni switchdist) electrostáti-
cas completas con un costo de cómputo muy bajo, utilizando el 
método de sumatoria de Mesh Ewald llamado Particle-mesh Ewald 
(PME) en química computacional [13] [19].

La sumatoria de Ewald es una descripción matemática de las inter-
acciones electrostáticas de rango largo para un sistema de espacio 
limitado con PBC. La suma infinita de las interacciones carga-car-
ga para un sistema carga-neutro es condicionalmente convergente 
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(es decir, el resultado de la sumatoria depende del orden en que se 
realice), donde se realiza el cálculo así: primero se suma cada caja, 
luego se suman esferas de cajas de radio creciente. La sumatoria de 
Ewald utiliza los siguientes términos:

Aca, qi y r⃗ I son la carga y posición del átomo i respectivamente, y n⃗ r 
es el vector de red. Para una caja arbitraria definida por tres vectores 
base independientes α⃗ 1, α⃗ 2, α⃗ 3, se define n⃗ r = n1a⃗ 1 + n2a⃗ 2 + 
n3a⃗  3, donde n1, n2 and n3 son integrales. Σ′ denota una sumatoria 
sobre n⃗ r que excluye n⃗ r = 0 para i = j; “Excluded” denota el set de 
pares de átomos a los que las interacciones electrostáticas directas 
deberán ser excluidas. ν⃗  ij es el vector de red para el par (i, j) que 
minimiza |r⃗ i − r⃗ j + ν⃗ ij|. β es un parámetro que ajusta  la distribu-
ción de carga de trabajo para sumas directas y recíprocas. εs es la con-
stante dieléctrica del espacio alrededor de la caja, que generalmente 
es agua (para sistemas de biomoléculas). V es el volumen de la caja 
de simulación. m⃗  es el vector recíproco definido como m⃗  = m1b⃗ 1 
+ m2b⃗ 2 + m3b⃗ 3, donde m1, m2, m3 son integrales y los vectores base 
recíprocos b⃗ 1, b⃗ 2, b⃗ 3 están definidos de modo que:

a⃗ α.b⃗ β=δαβ,α,β=1,2,3                  (13)
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La función de error complementaria (erfc(x)) en (9) es

erfc(x)=2π√∫∞xe−t2dt.                   (14)

La sumatoria de Ewald en (8) tiene cuatro términos: Sumatoria di-
recta Esum, sumatoria recíproca Erec, energía propia Eself y energía su-
perficial Esurface. El parámetro β cambia la carga computacional entre 
la sumatoria directa y la sumatoria recíproca [13] [19].

Para el análisis de la sumatoria de Ewald, el sistema realiza gene-
ralmente la sumatoria directa con menor carga operacional que la 
sumatoria recíproca, esta última es calculada mediante una trans-
formada de Fourier hecha por el sistema luego de realizar una apro-
ximación para delegar la computación a un modelo de malla. Esto se 
realiza mediante la distribución de las cargas ubicadas en cualquier 
punto del espacio a nodos en una malla tridimensional uniforme 
(ver figura 6).

Figura 6. Ejemplo 2D de la distribución de carga q (círculo blanco) entre los 
nodos uniformes de la malla generada. Extraído de: Scalable Molecular Dy-

namics with NAMD; 2005.

Interacciones intermoleculares de la proteína de membrana arf*gtp con 
potasio y glicerol, componentes mayoritarios de la vinaza de caña de azúcar



57

2.2. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
El Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) localiza regiones de 
similitud local entre secuencias. El programa compara para este caso 
secuencias de proteínas a bases de datos de secuencia y evalúa la sig-
nificación estadística comparativa. BLAST se puede utilizar para dedu-
cir las relaciones funcionales  y evolutivas entre secuencias, así como 
ayudar a reconocer los miembros de las familias de genes.

Específicamente, en la similitud de aminoácidos, el programa BLAST 
representa la similitud entre los aminoácidos como un log2 del radio 
de probabilidades, también conocida como “lod score”. Para derivar el 
lod score de un aminoácido, se debe tomar el log2 de la relación entre 
la frecuencia observada de una pareja, dividida por la frecuencia espe-
rada al azar del emparejamiento. Si las frecuencias observadas y espe-
radas son iguales, la puntuación lod es cero. Una puntuación positiva 
indica que un par de letras es común, mientras que una puntuación 
negativa indica una pareja improbable.

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se realizó una validación estructural a partir de archivos estructurales de 
los ligandos (Glicerol y potasio) y proteína cristalizados y disponibles en 
la base de datos mundial RCSB Protein Data Bank 10.1038/nsmb.1853 
[13]. Dado que la proteína poseía en su conformación ligandos orgánic-
os que no son de interés para esta investigación (puntualmente, residuos 
OXT: Oxígeno adicionado a un aminoácido, GTP: molécula energética 
que no permanecerá luego de la apoptosis y MTN: metanosulfonotioato, 
un marcador proteínico) se remodeló la proteína retirando los 3 ligan-
dos orgánicos que poseía y asumiendo la posición donde se encontraban 
como sitios de interés para el análisis de las posibles interacciones. Para 
la generación de un ambiente cercano al in vivo se sometió la proteína 
junto con los ligandos a condiciones de solvente explícito (agua) en base 
a un modelo que evalúa las energías de distribución de cargas parciales y 
permanentes en los 3 átomos del agua, teniendo en cuenta factores como 
la polarización y efectos inductivos electrostáticos y repulsivos, siendo 
nombrado en la investigación como el complejo.
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En el apartado correspondiente a la adecuación de parámetros y pretrat-
amiento sistemático de las condiciones, se corrigió en base a la topología 
y los scripts [14] de uso libre provistos por los desarrolladores de las 
herramientas computacionales (VMD, NAMD) [1] [2]. Los parámetros 
usados de energías, movimientos permitidos de ángulos, torsiones, en-
lace, fuerzas, constantes para el estudio del comportamiento de enlaces 
(mediante mecánica clásica, se tratan como resortes) y campos de fuer-
za permitieron desarrollar una simulación que otorga un acercamiento 
particular al estudio de la naturaleza de las interacciones ligando-proteí-
na, para el sistema se asumió una temperatura de 310 K (37°C), con el fin 
de evidenciar el posible efecto de la deformación de la proteína sobre las 
interacciones intermoleculares. La estabilidad inicial y final, al igual que 
a lo largo de toda la dinámica se mostró como la desviación estándar de 
la proteína modelada en solvatación (figura 7), así:

Figura 7. RMSD (Root Mean Squared Deviation, o Raíz de Desviación Están-
dar Cuadrada) de la proteína solvatada con respecto al tiempo. Siendo el eje Y la 

distancia en ångströms (‎Å) con respecto al tiempo en picosegundos en el eje X.

En la figura 7 se observó un claro desplazamiento desde la posición ini-
cial proteínica de hasta 4 Å, aun así, el modelado es viable para la real-
ización de las simulaciones puesto que la desviación particular de los 
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aminoácidos y átomos de la proteína (no su movimiento como macro-
molécula) presentan variaciones  pequeñas (con respecto al promedio 
de la línea en la figura 7, se apreció una variación del orden de los ± 0,3 
Å), lo cual aseguró que el re modelamiento realizado fue correcto.

Se procedió entonces a evaluar el comportamiento de las desviaciones 
para los ligandos glicerol (Figura 8) y potasio (Figura 9). Debido a que 
las figuras 8 y 9 presentan las desviaciones tanto de la proteína como 
de los tres ligandos (3 gliceroles ubicados en los sitios de interés, luego, 
3 potasios ubicados en los sitios de interés) durante la dinámica no se 
puede observar interacciones por atracción dado el movimiento que 
tiene el complejo en el medio de solvatación, la no interacción con los 
ligandos puede deberse a apantallamientos de átomos de los amino-
ácidos y propiamente el ligando correspondiente (potasio), o, imped-
imentos estéricos o de posición de átomos del ligando con respecto a 
los de sus aminoácidos más cercanos (para el caso del glicerol), por lo 
que es preciso observar en detalle las interacciones de la proteína con 
cada uno de los ligandos.

Figura 8. Comparativo: RMSD de Proteína (curva rmsd_PROT.dat) y RMSD 
de los 3 gliceroles (curva rmsd_3gly.dat) respecto al tiempo. En este gráfico, se 
tiene en el eje Y la distancia en ångströms (‎Å) con respecto al tiempo en pi-

cosegundos en el eje X. La curva superior corresponde al RMSD (Root Mean 
Squared Desviation) de los ligandos y la curva inferior al RMSD de la proteína.
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Debido a que el gráfico presenta las desviaciones tanto de la proteí-
na como de los tres ligandos durante la dinámica no se pudieron 
observar interacciones positivas por el movimiento que tiene el 
complejo en el medio de solvatación, quizás, la no interacciones 
con los ligandos pueden estar arraigadas con apantallamientos 
de aminoácidos y propiamente el ligando correspondiente, o, una 
eclipsiacion de la posición de átomos del ligando con respecto a los 
de sus aminoácidos más cercanos o en interacción que más adelan-
te se evaluarán, por lo que es preciso, observar en detalle las inter-
acciones de la proteína con cada uno de los ligandos.

Además, se observó las desviaciones de la proteína en interacción 
con sales de KCl con respecto a la proteína en el siguiente gráfico:

Figura 9. RMSD de la proteína (rmsd_prot.dat) vs RMSD de los ligandos pota-
sio (rmsd_3KCL.dat) con respecto al tiempo. Se muestra en el eje Y la distancia 
expresada en ångströms (Å) y en el eje X el tiempo expresado en picosegundos 

(ps), donde la curva superior representa los ligandos y la curva inferior represen-
ta la proteína. La curva de RMSD de la proteína nos muestra su alta estabilidad 
ante las perturbaciones que podría provocar la aplicación de energía al sistema y 
la presencia de los potasios, mientras que la curva de los potasios demuestra una 

tendencia a NO estar dentro de la zona de interacción (atracción).
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Para el estudio particular de los fenómenos de interacción se to-
maron los nombres MGLY y POT para los ligandos glicerol y pota-
sio respectivamente, seguido del número que lo identifica dentro 
del sistema (MGLY182, MGLY183 y MGLY184 y POT1, POT2 y 
POT3) A continuación se muestra la evaluación particular de los 
ligandos en interacción con la proteína solvatada partiendo de las 
fluctuaciones atómicas que se presentaron durante la dinámica con 
glicerol y potasio respectivamente. Se divide entonces el estudio de 
las interacciones en dos partes: inicialmente se evalúan las pertene-
cientes a los gliceroles y posteriormente las interacciones de pota-
sio. Dado que el complejo (proteína y ligandos) empieza centrado 
en la caja de agua de estudio y a medida que avanza la dinámica 
éste complejo se desplaza dentro de la caja, los datos del análisis 
de la raíz del cuadrado de la desviación o RMSD por sus siglas en 
inglés (los cuales comparan la media de la desviación con respecto 
a la ubicación espacial) no son adecuados para realizar un estudio 
suficientemente preciso, por lo cual se usaron los datos del análisis 
de la raíz del cuadrado de las fluctuaciones o RMSF por sus siglas 
en inglés (Root Mean Square Fluctuations), donde se toma la media 
de la desviación con respecto a la posición promedio del sistema 
a lo largo del tiempo, para evaluar las interacciones. Se presentan 
entonces los gráficos del Root Mean Squared Fluctuations (RMSF) 
de los ligandos de glicerol con respecto a la proteína, partiendo, del 
ligando llamado MGLY 182 (figura 10), así:
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Figura 10. RMSF comparativo del ligando MGLY 182 (curva RMSF_182.
dat) con la proteína (curva RMSF_prot.dat) con respecto al tiempo. La cur-
va superior corresponde al ligando MGLY 182 y la curva inferior a la proteí-

na. Se muestra en el eje Y la distancia expresada en ångströms (Å) y en el 
eje X el tiempo expresado en picosegundos (ps).

La figura 10 mostró una estabilidad de interacción dentro de los 700 
ps entre el ligando y la proteína, posteriormente se notó una per-
turbación de la estabilidad en la interacción demarcada por algún 
impedimento estérico posible por las posiciones de los aminoácidos 
con respecto al movimiento del ligando, la cual, se presenta a lo lar-
go de la dinámica, debido a, que las distancias de interacciones de 
interés (de efecto atrayente o repulsivo, como dipolo-dipolo, dipolo 
permanente, ion-dipolo, dipolo instantáneo-dipolo) se establecieron 
que fueran de 2 a 4 ångtröms. Para los casos particulares del estu-
dio (potasio y glicerol) se eligieron las interacciones mediante dipo-
lo-dipolo (puentes de hidrógeno) para el glicerol y ion-dipolo para 
el potasio.

Considerando las fluctuaciones del primer residuo de glicerol, tam-
bién, se realizó el gráfico del segundo ligando orientado con respec-
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to a la proteína durante la dinámica correspondiente al MGLY 183 
(figura 11), así:

Figura 11. RMSF comparativo del ligando MGLY 183 (curva RMSF_183.
dat) con la proteína (curva RMSF_prot.dat) respecto al tiempo. La curva 

superior corresponde al ligando y la curva inferior a la proteína. Se muestra 
en el eje Y la distancia expresada en ångströms (Å) y en el eje X el tiempo 

expresado en picosegundos (ps).

Ahora bien la figura 11 mostró un comportamiento de interacción 
del ligando MGLY 183 con la proteína en 400 ps pero cambió su 
comportamiento de no interacción posiblemente por impedimentos 
estéricos determinados. Como se observa al comparar la figura 7.(a) 
con las figuras 4 y 5, en el momento en que se da la deformación se 
pierde la afinidad entre el ligando glicerol y la proteína. Finalmente, 
se realizó la evaluación de las fluctuaciones atómicas del tercer li-
gando de glicerol, MGLY 184, con respecto a la proteína durante la 
dinámica (figura 12), así:
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Figura 12. RMSF comparativo del ligando MGLY 184 (curva RMSF_184.
dat) con la proteína (curva RMSF_prot.dat) respecto al tiempo. La curva 

superior corresponde al ligando y la curva inferior a la proteína. Se muestra 
en el eje Y la distancia expresada en ångströms (Å) y en el eje X el tiempo 

expresado en picosegundos (ps).

Para la figura 12 se observó una mayor estabilidad de interacción 
entre el ligando y la proteína en varios puntos de interés presentes 
(principalmente hidrógenos y oxígenos cercanos en el punto de in-
terés, con los cuales el glicerol formará seguramente puentes de hi-
drógeno a lo largo de la dinámica incidiendo en la posibilidad de ser 
el ligando que mayor interacción presenta y la posibilidad de estar 
relacionada con un aminoácido o varios aminoácidos afines con las 
fluctuaciones atómicas que presenta. El estudio del comportamiento 
de este ligando tiene entonces mayor importancia dentro de la inves-
tigación, debido a que existen aminoácidos de interés en la zona de 
posicionamiento dentro de la proteína que permitan ser un punto de 
partida para encontrar grupos que ayuden a la estabilidad molecu-
lar del complejo con los ligandos. Para confirmar que un efecto de 
impedimento espacial se estaba presentando se tomó la información 
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de los movimientos del esqueleto (Backbone) o estructura primaria 
de la proteína para evaluar sus fluctuaciones, además de la evidencia 
de deformación tridimensional vista en la figura 13. Al generarse la 
deformación de la proteína durante la dinámica se creó una baja di-
sponibilidad de espacio para el ligando ocasionando que este último 
se alejara del punto de acción y de interacción reflejando los cambios 
repentinos de distancia en el gráfico 6, de igual manera, se mostró en 
la figura 21 (a) el deformamiento de la proteína y el momento preciso 
en donde se generó el impedimento estérico sobre el ligando.

Figura 13. Comparativo de la raíz de las fluctuaciones cuadradas promedio 
del ligando MGLY 184 (curva RMSF_184.dat) y de la estructura primaria 
de la proteína (RMSF_prot_BB.dat), Se muestra en el eje Y la distancia ex-
presada en ångströms (Å) y en el eje X el tiempo expresado en picosegundos 
(ps). (a). Momento de deformación de la proteína y alejamiento de ligando 

por impedimento estérico formado.

Finalmente, se realizó un gráfico comparativo del RMSF de los tres 
ligandos de glicerol con la proteína respecto al tiempo mostrando las 
fluctuaciones atómicas y las estabilidades de los ligandos en conjunto 
con la proteína dentro del complejo (figura 14).
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Figura 14. RMSF comparativo de los tres ligandos de glicerol. La curva de 
menor fluctuación es la proteína representando las distancias en ångtröms 
en el eje Y y el tiempo en picosegundos en el eje X. La tendencia particular 
de los ligandos siendo el ligando 184 el más estable en fluctuación con la 

proteína.

Como se observó en las interacciones de los tres ligandos con la 
proteína en función del tiempo de la dinámica, existen fluctuaciones 
marcadas que representan una alta afinidad de algunos de los ligando 
con respecto a la estabilidad de la proteína dentro de la dinámica. 
Sin embargo, se observó algunas perturbaciones por parte de los li-
gandos, como el MGLY 184 y 183, que mostraron que los aminoáci-
dos presentes dentro del punto de acción y que interactuaron con 
estos residuos tenian un comportamiento repulsivo debido por al-
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gún posicionamiento o rotación de los mismos creando un imped-
imento estérico que causó este fenómeno representado en el gráfico 
de fluctuaciones atómicas (RMSF) y en las desviaciones (RMSD). A 
continuación se evalúan los gráficos e interacciones de ligandos de 
potasio con respecto a la proteína.

Se le asignó entonces los nombres de POTASIO 1, POTASIO 2 y 
POTASIO 3 a los iones ubicados en las zonas de interés y se real-
izó el estudio de sus comportamientos particulares para entender 
correctamente la naturaleza de las interacciones y los aminoácidos 
responsables. A lo largo de los 3000 ps de simulación, solo en los 
primeros 200 ps y alrededor de los 1700 ps se ve que los ligandos 
tienden a acercarse en dirección de la cadena proteínica pero rápid-
amente vuelven a recuperar su comportamiento de repulsión. Como 
se puede apreciar en la figura 15, el comportamiento de la fluctuación 
del potasio 1 es altamente inestable y tiende a alejarse fuertemente de 
su posición inicial, es decir, tiende a ser empujado fuera de su punto 
de equilibrio. La proteína contiene en su superficie bastantes puntos 
de interés teórico para una especie electropositiva como el potasio, 
pero se evidenció que a pesar que la posición inicial del potasio 1 era 
menor a 3 Å con respecto a un oxígeno (alta electronegatividad y un 
radio de enlace significativo) y a otros átomos que deberían influir 
positivamente en fenómenos de atracción (como nitrógenos, que no 
interactúan directamente por hacer parte de la estructura principal 
de la proteína, pero su nube electrónica es considerable y puede gen-
erar momentos de atracción por efectos ion-dipolo o dipolo-dipo-
lo, dipolo-dipolo instantáneo para el glicerol), el potasio fue fuerte-
mente alejado del sitio de interés.
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Figura 15. Comparativo del RMSF de la proteína y del Potasio 1. En el eje X 
se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en ångströms. 
La curva con menores fluctuaciones representa la proteína; Para el potasio 

1 se pueden ver claramente 2 puntos de interés en la curva; inicialmente 
fluctúa hasta casi los 14 ångströms y alrededor de los 360 ps ocurre un de-
splazamiento significativo, Esta perturbación se ve fuertemente marcada 
durante casi la mitad de la dinámica (entre 400 y 1400 ps); otro punto de 
interés es entre los 1400 y casi 2300 ps, donde se ve una fluctuación no tan 
pronunciada como la anterior. El fenómeno de perturbación observado a 

partir de los  2400 ps no es de interés puesto que no depende de algún efecto 
directo ocasionado por la proteína o algún contraión.
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Figura 16. Comparativo del RMSF de la proteína y del Potasio 2. En el eje X 
se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en ångströms. 
La curva con menores fluctuaciones representa la proteína; Para el potasio 

2 se pueden ver claramente 3 puntos de interés en la curva; inicialmente 
presenta fluctuaciones que lo alejan de la zona de interés (210ps a 230 ps), 
de ahí mantiene un comportamiento parecido al potasio 1 durante toda la 
dinámica; entre los 722 ps y 740 ps se ve una marcada reducción por poco 
tiempo de las fluctuaciones y el otro punto de interés es entre los 2360 ps y 

2450 ps, donde se ve una reducción de las fluctuaciones.
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Figura 17. Comparativo del RMSF de la proteína con los potasios 1, 2 y 3. 
En el eje X se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en 

ångströms. La curva con menores fluctuaciones representa la proteína. Se 
evidencia la tendencia particular y con respecto a los otros potasios de ale-
jarse de su posición inicial y vibrar libremente dentro de la caja de estudio.

Figura 18. Comparativo del RMSF de la proteína y del Potasio 3. En el eje X 
se muestra el tiempo en picosegundos y en el eje Y la distancia en ångströms. 
La curva con menores fluctuaciones representa la proteína; Para el potasio 3 
se puede ver claramente una total separación sin tendencia a acercarse a la 
proteína; se evaluaron entonces las condiciones iniciales (tiempo 0), identifi-
cando los posibles aminoácidos responsables de la repulsión y el tiempo alre-
dedor de 2700 ps, donde las fluctuaciones decrecen de manera considerable.
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En la figura 19, superponiendo los RMSF individuales de los tres pota-
sios contra el RMSF de la proteína hay un comportamiento similar den-
tro de la primera parte de la dinámica, es decir, dado el reordenamien-
to de mínimo de energía, la temperatura suministrada y los efectos de 
las posibles especies cercanas, la estructura tridimensional de la proteí-
na seguramente dificulta la presencia de interacciones atractivas entre 
las especies electronegativas (sean oxígenos terminales de ácidos, ni-
trógenos, efectos electrónicos atrayentes por anillos aromáticos, inter-
acciones ion-dipolo y demás). Como se vio en la figura13, la tendencia 
de la proteína a deformarse levemente es causante directo del efecto 
sobre las interacciones de moléculas o iones que sobre ella se pudiesen 
alojar, incluidas especies con alta capacidad de formar puentes como 
el glicerol, los cuales, a pesar de realizar interacciones atractivas me-
diante puentes de hidrógeno, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, 
dipolo – dipolo instantáneo, entre otras, por la misma deformación de 
la proteína (la cual confiere un impedimento estérico para orientarse 
de manera efectiva para realizar interacciones más estables) termina 
eventualmente alejándose de los sitios de interés.

Figura 19. RMSF del esqueleto proteínico respecto al tiempo. Se muestra en el eje 
Y la distancia en ångströms; en el eje X el tiempo en picosegundos. Consideran-
do solamente el movimiento de los átomos Carbono, Oxígeno y Nitrógeno de la 
estructura principal de la proteína, se ve cómo tendió a modificar su estructura 

tridimensional debido al efecto de la energía aplicada en forma de calor.
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Con base en la información que se obtuvo de los gráficos para los 
ligandos de las fluctuaciones uno con respecto a la proteína se en-
contró que el ligando MGLY 184 tuvo mucha mayor interacción en 
cuanto a estabilidad molecular en varios momentos de la dinámica 
(ver figura 12), se evidenció de igual manera que a pesar de que los 
potasios están a una distancia significativa de átomos y puntos super-
ficiales con cargas parciales atractivas (electronegativos) el ion tiende 
a alejarse de la proteína. Durante la dinámica se encontraron varios 
puntos de interés junto con las condiciones iniciales, los cuales se 
representaron con las figuras que ilustran los tiempos de interacción 
por parte del ligando con la proteína, las distancias en ångtröms en-
tre los aminoácidos más cercanos en el punto de acción y al amino-
ácido de mayor afinidad con el ligando dentro del punto de acción de 
la proteína para el potasio y el glicerol por igual. 

3.1. Caracterización de las interacciones del glicerol con 
la proteína.

Después de analizar en detalle las fluctuaciones atómicas de los li-
gandos de glicerol y potasio con respecto a la proteína, se realizaron 
en primer lugar las caracterizaciones de las interacciones de los ami-
noácidos presentes en la proteína en el punto de acción dentro de 
la proteína con el ligando que tuvo mayor estabilidad observada en 
su RMSF, por lo que, se tomaron puntos de referencia en la dinámi-
ca que mostraron interacción del ligando y la proteína de acuerdo a 
lo reflejado en la figura 12, ya que, al ser las fluctuaciones atómicas 
son una medida más precisa de lo que sucedió durante la dinámica y 
del comportamiento de los átomos de ambas moléculas en tiempos 
determinados. Los 4 puntos específicos de análisis, de acuerdo a, la 
condición inicial, un momento anterior a la interacción y otro poste-
rior a la misma con respecto al tiempo durante la dinámica, así: 
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Figura 20. Condición inicial del ligando MGLY 184 interacción a tiempo 0. 
Los aminoácidos de la proteína están representados en barras y esferas y el 

ligando en barras.
 

La posición inicial del ligando MGLY 184 a distancias determinadas 
con respecto a los aminoácidos presentes en los puntos de acción de 
la proteína es la primera pauta para observar una estabilidad apro-
piada durante la dinámica. Las distancias que se determinaron para 
la interacción fueron entre 2 a 4 ångströms asegurando el radio mín-
imo de enlace de las fuerzas de Van Der Waals y el radio atómico 
de los oxígenos e hidrógenos que interactúan con el ligando por las 
fuerzas de puentes de hidrógeno o enlaces O-H [20].
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Figura 21. (a). Interacción a 400 ps y (b). A 600 ps teniendo 3 aminoáci-
dos cercanos en distancias apropiadas. En el centro se encuentra el ligando 
(MGLY 184) en interacción y distancias apropiadas con respecto a sus ami-
noácidos. Los aminoácidos de la proteína están representados en barras y 

esferas y el ligando en barras.

(a) (b)

Durante la dinámica, específicamente a los 400 ps, se observó una es-
tabilidad continua entre los ligandos y aminoácidos generando una 
interacción apropiada en estos primeros momentos de la dinámica, 
siendo ASP más afín con el ligando con una distancia de 1.83 Ǻ. De 
acuerdo a la figura 12, se observó una estabilidad frecuente durante 
los primeros pasos de la dinámica, de misma forma, en los 600 ps se 
observó la estabilidad del ligando con la proteína en interacción de-
terminada por las distancias apropiadas con una continua afinidad del 
aminoácido ASP con distancia de 1.60 Ǻ con la proteína. Es decir, se 
encontró que entre el aminoácido ASP y el ligando glicerol 184 hay 
alta afinidad (un hidrógeno más del glicerol se encuentran orientados 
hacia la posición del ASP, LYS y ASN). Se puede entonces concluir que 
la estabilidad observada en la figura 12 de la interacción entre el ligan-
do y la proteína se debe en gran medida a la formación de enlaces de 
Hidrógenos (puentes de Hidrógeno) los cuales son de característica 
dipolo-dipolo  que se pueden llegar a presentar durante la dinámica.
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Figura 22. (a). interacción a 700 ps con una particular cercanía con el 
ASP y (b). Interacción a 866 ps con solo dos aminoácidos cercanos. Los 
aminoácidos de la proteína están representados en barras y esferas y el 

ligando en barras.

(a) (b)

Los acercamientos del ligando con sus aminoácidos cercanos en los 
700 ps se observó una acercamiento acorde al radio atómico del ox-
ígeno presente en el aminoácido ASP93 (ácido aspártico) que per-
mite observar una afinidad mayor con dicho aminoácido y que se 
representó en el RMSF del gráfico 6, mientras que, a 866 ps se ob-
servó solamente dos interacciones con LYS127 (Lisina) y el ASN126 
(Asparagina) dentro de las distancias determinadas, donde, pierde 
las demás interacciones con los otros aminoácidos ya que la proteí-
na en su movimiento en la dinámica genera una deformación de su 
estructuras laterales que alejó el ligando por motivo del impedimento 
estérico que se formó. Sin embargo, a pesar de estas perturbaciones 
notorias en la dinámica del ligando MGLY 184 se pudo apreciar que 
hay un acercamiento a 1.79 ångströms (Å) de un hidrógeno del glic-
erol con el oxígeno del residuo ASP93, lo cual, entre el residuo ASP93 
y el ligando glicerol 184 existe alta afinidad (un hidrógeno más del 
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glicerol se encuentran orientados hacia la posición del ASN126 y con 
los hidrógenos terminales del aminoácido LYS127). Se concluyó que 
la estabilidad observada en el gráfico 6 de la interacción entre el li-
gando y la proteína se debe en gran medida a la fuerte atracción dada 
por puentes de hidrógenos, algunos enlaces O-H y, además, de la 
fuerza y energía cinética por dichos enlaces que pueden llegar a pre-
sentar durante la dinámica.

Figura 23. Última interacción a 955 ps con dos acercamientos previos a la 
deformación de la proteína. Los aminoácidos de la proteína están represen-

tados en barras y esferas y el ligando en barras.

Las interacciones que se presentaron en los 955 ps mostraron el úl-
timo acercamiento del ligando con sus aminoácidos más cercanos, 
siendo LYS127 y ASN126, los últimos con el cual tuvo interacción 
antes de sometido por el impedimento estérico que formó la proteína 
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alejando el ligando del punto de acción, quizás, por la rotación de 
algún aminoácido de la proteína produciendo un reordenamiento de 
los mismos y causando el alejamiento del ligando por dicho fenóme-
no anteriormente mencionado.

Figura 24. Pérdida total de interacción, en  2503 ps, del ligando MGLY 184 
con sus aminoácidos más cercanos. Los aminoácidos de la proteína están 

representados en barras y esferas y el ligando en barras.

Ya en los 2503 ps, se observó que el ligando perdió toda interac-
ción con sus aminoácidos más cercanos presentes en su punto de 
acción de la proteína. Es evidente que este alejamiento se debió a 
una rotación o un reordenamiento de alguno de los aminoácidos 
cercanos, o aquellos con los que interactuó durante la dinámica. El 
reordenamiento estructural en la proteína afecta entonces directa-
mente la interacción de ligandos en su superficie. Este impedimento 
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como fenómeno de repulsión posicional del ligando con respecto a 
sus aminoácidos afines en la proteína es congruente con lo visto en la 
figura 12, ya que, durante la dinámica las fluctuaciones fueron mar-
cando el movimiento del ligando con respecto a la proteína y se no-
taron varias perturbaciones posicionales, que además, se reflejaron 
en las caracterizaciones como se mostraron anteriormente.

3.2. Caracterización de las interacciones del potasio con la 
proteína.

Continuando con el comportamiento y las interacciones entre la proteí-
na y el potasio, uno de los componentes mayoritarios y de mayor interés 
por sus distintas aplicaciones para la agricultura, de acuerdo a lo que se 
pudo observar en las simulaciones aquí descritas, se podría estimar la vi-
abilidad de la separación selectiva del potasio en base a sus interacciones 
dentro de la vinaza.

Las interacciones intermoleculares del complejo proteínico con las sales 
de potasio arrojaron datos que permiten asumir que el carácter de las 
interacciones es repulsivo; se considera así por el efecto que tienen las 
distintas torsiones y movimientos naturales de la proteína en sus estruc-
turas terciaria y cuaternaria, adicional a esto, la energía suministrada al 
sistema mediante temperatura hace que los átomos terminales de ca-
dena o grupo funcional, sean oxígenos, hidrógenos u otro tipo de ele-
mento, vibren. A continuación se presentan imágenes de desviaciones, 
fluctuaciones y representaciones gráficas del fenómeno observado de 
repulsión. Para mejor comprensión, se evaluará individualmente cada 
potasio para determinar los aminoácidos responsables de la interacción 
en cada punto de interés.

A partir de las condiciones descritas anteriormente y considerando lo 
ya expuesto en la figura 9 y 15, el átomo de potasio empezó a “mov-
erse” libremente, la energía (en forma de temperatura) que se le añadió 
al sistema hizo que el potasio vibrara y se desplazara de acuerdo a los 
movimientos de las moléculas de agua de la caja, junto al posible efec-
to de la proteína sobre él. Es importante resaltar que durante todo este 
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tiempo no hubo un acercamiento directo del potasio hacia la proteína, 
pero considerando que inicialmente se encontraba a menos de 3 ång-
ströms de distancia de una zona de alta influencia por contener numer-
osos posibles puntos de interacción y que lentamente fue saliéndose de 
ésta, podemos afirmar que el potasio preferirá encontrar una especie con 
la cual poder enlazarse (dada su característica iónica, tenderá a buscar 
interacciones de esa naturaleza) antes que ser atraída por fuerzas elec-
trostáticas relativamente débiles. A partir de este punto, para el potasio 
1, se puede asumir que no va a haber interacción. Considerando la figura 
25 se evidenció que en el tiempo 0 ps el potasio 1 se encontraba ubicado 
a menos de 3 Å del GLN156 (Glutamina), a 3,77 Å del PHE154 (Fe-
nilalanina) y a 4,12 Å de ILE155 (Isoleucina). El potasio está represen-
tado por su radio de Van der Waals y los aminoácidos representados en 
barras y esferas (figura 25 (a), izquierda). Como se observó en la figura 
15, el comportamiento de la fluctuación estándar del potasio 1 fue alta-
mente inestable y tendió a alejarse fuertemente de su posición inicial, es 
decir, tiende a ser empujado fuera de su punto de equilibrio. La proteína 
contiene en su superficie bastantes puntos de interés teórico para una 
especie electropositiva como el potasio, pero se evidenció que a pesar 
que la posición inicial del potasio 1 era menos a 3 Å con respecto a un 
oxígeno (alta electronegatividad y un radio de enlace significativo) y a 
otros átomos que deberían influir positivamente en fenómenos de atrac-
ción (como nitrógenos, que no interactúan directamente por hacer parte 
de la estructura principal de la proteína, pero su densidad electrónica es 
considerable y puede generar momentos de atracción por efectos dipo-
lo), el potasio fue fuertemente alejado del sitio de interés (figura 25 (b), 
derecha). Se evidenció que debido a una torsión del GLN156 (figura 26), 
la organización espacial del GLN156, en específico, el hidrógeno y el ni-
trógeno, se orientaron en un plano frontal hacia el potasio y determinó 
el comienzo del proceso de repulsión.

La dinámica vista para el potasio 2 mostró también un comportamien-
to no atractivo sobre la proteína y sus puntos de alta electronegativi-
dad como se ve en la figura 16 (y en la figura 27 izquierda); aun así, se 
evidenció un comportamiento atractivo de un oxígeno perteneciente al 
aminoácido GLU que alcanza a influenciar el potasio 2 hasta que quedó 
a una distancia de menos de 3 Å del oxígeno (figura 27 (b), derecha). Ya 
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a los 2360 ps y en adelante se evidenció la reducción en las fluctuaciones 
por la lejanía del potasio 2 del complejo proteínico. La ausencia de una 
marcada fluctuación afirma que las interacciones para el potasio 2 son 
nulas, y las vistas inicialmente son de carácter seguramente repulsivo, 
exceptuando puntos como el visto en la figura 27 (b) (derecha) en la que 
los oxígenos están lo suficientemente expuestos sin ningún átomo que 
pueda apantallar el efecto inductivo de ellos sobre el potasio 2 (permi-
tiendo realizar interacciones ion-dipolo); aunque, por el carácter iónico 
del potasio, esta atracción leve no fue suficiente para mantener ese com-
portamiento por más de un poco de picosegundos.

De acuerdo a la figura 28 (b) y teniendo en cuenta la figura 17, el ambi-
ente químico que rodeaba el potasio 3 contenía moléculas con oxígenos 
e hidrógenos. Comparando el sitio de interés del potasio 3 con el sitio de 
interés de los potasios 1 y 2 se ven 3 oxígenos cercanos (a menos de 3 Å 
de distancia), aun así se observa la tendencia a alejarse del sitio de interés 
desde el comienzo de la dinámica hasta que el potasio 3 se encontró a 
más de 16 Å (cerca a los 2700 ps) como se ve en la figura 29 (b) (dere-
cha). Dada la ausencia de interacción con la proteína, se ve una marcada 
reducción de fluctuaciones (ya que se encuentra relativamente libre de 
influencias electrónicas).

De acuerdo a la figura 29, se puede ver como el esqueleto de la proteína 
(se evaluó el movimiento de los carbonos, nitrógenos y oxígenos que 
conforman la cadena principal proteínica) empieza a moverse, com-
parando el gráfico con la figura 29, se puede ver una clara deformación; 
en la parte superior derecha de la proteína, donde se encuentra una de 
las zonas de estudio para los ligandos se ve una clara deformación que 
efectivamente ejerce un efecto importante sobre las interacciones; para el 
caso de los gliceroles, genera un impedimento estérico que evita la cor-
recta generación de puentes de hidrógeno o interacciones electrostáticas 
menores y para los potasios, evita su correcta orientación para interac-
tuar mediante fuerzas ion-dipolo.

Figura 25. Capturas de las condiciones para el potasio 1 en los tiempos t = 0 
ps (a) y t = 55 ps (b). El potasio representado mediante esfera y los amino-
ácidos de la proteína mostrados en barras y esferas. En t = 0 picosegundos: 

El potasio se encuentra a 3,26 Å de un hidrógeno de ILE155 (1), a 3,41 Å de 
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un hidrógeno de PHE154 (2), a 3,77 Å de un hidrógeno de GLN156 (3) y a 
2,70 Å de un oxígeno de ILE155. Los aminoácidos involucrados son entonc-

es Isoleucina (ILE), Glutamina (GLN) y Fenilalanina (PHE).

(a) (b)

Figura 26. Capturas de las torsiones del GLN155, reordenamiento posible-
mente responsable de la repulsión del potasio en los tiempos t = 50 ps hasta 

t = 58 ps. Nitrógeno en azul, hidrógeno en blanco, oxígeno en rojo y carbono 
en bronce. Se puede apreciar la torsión del nitrógeno hacia abajo con el paso 

del tiempo de dinámica.
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Figura 27. Capturas de pantalla para el potasio 2 en tiempos t = 0 ps (a) y 
t = 731 ps (b). Se puede apreciar que la zona de interés presenta suficientes 

puntos de posible interacción, estando a distancias entre 2,39 y 3,78 con 
respecto a átomos electronegativos (oxígeno de la leucina LEU130 y oxígeno 
del ácido aspártico ASP129) y un electropositivo (hidrógeno de la Treonina 
THR161). Pasados 731 ps se observó un breve acercamiento sin generar un 
cambio significativo a la tendencia del potasio de no realizar interacciones 
relevantes ion-dipolo. Potasio representado en esfera y aminoácidos repre-

sentados en barras y esferas.

 (b)(a)

Figura 28. Capturas de pantalla para el potasio 3 en los tiempos t = 0 ps (a) 
y t = 2690 ps (b). Se evidencia que el potasio se sale de la zona de interés 
y empieza a moverse dentro de la caja de agua como ion libre, sin sentir 

ningún efecto electrostático después de ser empujado fuera del punto inicial.

(b)(a)
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Figura 29. Potasios 1, 2 y 3 en tiempo t=2279 ps. Se muestra la estructura 
tridimensional de la proteína y los potasios representados mediante esferas; 
se ve claramente que no hay interacción de ningún tipo entre ion-proteína o 

ion-ion.

Figura 30. Comparativo de la estructura tridimensional de la proteína en los 
tiempos t = 0 ps (izquierda) y t = 2700 ps (derecha). Se pueden apreciar dis-
tintas características superficiales que evidentemente afectaron la capacidad 

de interacción de los ligandos.
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4. CONCLUSIONES

Es evidente que gracias a fuerzas de interacción electrostáticas, fuer-
zas de Van der Waals, puente de hidrógeno, ion-dipolo, dipolo-dipolo 
y dipolo-dipolo inducido, las moléculas con átomos como oxígeno, 
nitrógeno, carbono e hidrógenos (en general, moléculas orgánicas 
como el glicerol) tienden a ser “atrapadas” por la proteína, sea su-
perficialmente por puentes, efectos inductivos o apantallamientos 
atómicos; para el caso de átomos, puntualmente sales de potasio, no 
se determinó posible que la proteína tuviera algún efecto atrayente 
considerable sobre éste; caso contrario se puede evidenciar el efecto 
repulsivo de la proteína sobre los átomos libres de potasio, donde el-
los preferirán encontrar su equilibrio cerca de otros ligandos (recor-
dando que en la vinaza hay muchos compuestos además del glicerol 
y el potasio).

Los aminoácidos GLN, GLY y LYS son los mayormente responsables 
del efecto repulsivo de la proteína en los sitios activos. A pesar de 
tener posibles puntos con cargas parciales atractivas para el potasio, 
el mismo movimiento natural de sus átomos evitan que el ligando se 
ubique a una distancia y de una manera efectiva, siendo totalmente  
bloqueado o expulsado por el resto de la cadena (se pudo ver, por 
ejemplo, que los hidrógenos terminales del GLN (para el potasio 1) y 
GLY y LYS (para MGLY 184) influyen directamente en éste fenóme-
no.

Además de lo realizado en esta investigación, se recomienda una car-
acterización rigurosa de las proteínas contenidas en la vinaza y los 
constituyentes de mayor interés para la industria; la posibilidad de 
evaluar en su totalidad las interacciones de cada componente tenien-
do en cuenta todos los factores electro-atrayentes o electro-repul-
sivos que puede dar información de qué requiere cada ligando para 
su verdadero aprovechamiento.

Interacciones intermoleculares de la proteína de membrana arf*gtp con 
potasio y glicerol, componentes mayoritarios de la vinaza de caña de azúcar



85

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

[1]	 Phillips, James C.; Braun, Rosemary; Wang, Wei;  Gumbart, 
James; Tajkhorshid, Emad; Villa, Elizabeth; Chipot, Christophe; 
Skeel, Robert D.; Kalé, Laxmikant; Schulten, Klaus; “Scarable 
Molecular Dynamics with NAMD”; 2005, J. Comput. Chem., vol 
26, pp. 1781-1802. 

[2]	 Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. & Lipman, D.J. 
“Basic local alignment search tool.”, 1990, J. Mol. Biol., vol. 215, 
pp. 403-410. More info at https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi

[3]	 Gish, W. & States, D.J. “Identification of protein coding regions 
by database similarity search.”, 1993, Nature Genet., vol 3, pp. 
266-272. More info at https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

[4]	 Zhang Z., Schwartz S., Wagner L., & Miller W., “A greedy algo-
rithm for aligning DNA sequences”, 2000, J Comput Biol 2000; 
vol. 7(1-2), pp. 203-14. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

[5]	 Humphrey, W., Dalke, A. and Schulten, K., “VMD - Visual Mo-
lecular Dynamics”, J. Molec. Graphics, 1996, vol. 14, pp. 33-38. 
More info at http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/.

[6]	 Hidalgo, K. Evaluación de la vinaza concentrada de destilería 
como aditivo en pollitas de reemplazo y gallinas ponedoras, 
1920–1990. Retrieved from http://www.e-libro.com/titulos, 
2012

[7]	 Congreso De Colombia. . Ley 693 De Septiembre 19 De 2001, 
(44), 2–3. Retrieved from http://www.minminas.gov.co/docu-
ments/10180//23517//21462-3660.pdf, 2001

[8]	 Minas y Energia, M. de. Resolución 41072 30 Oct 2015 - mezcla 
de alcohol carburante, Colombia. Retrieved from https://www.
minminas.gov.co/documents/10180//23517//36794-Resolu-
ción-41072-30Oct2015.pdf, 2015.



86

[9]	 Bermúdez, I. P., & Garrido, N. Aprovechamiento integral de 
vinazas de destilerías Una revisión actual. Ingeniería Química, 
129–133. 2006

[10]	 ANDI, & FENALCO. . Informe Del Sector Automotor. Re-
trieved from http://web.econometria.com.co/images/Vehiculos/
Avance_Abr_2015.pdf, 2015.

[11]	 Tecnicaña. Capacitación Técnica para la Agroindustria. Revista 
Tecnicaña, (28), 34., 2012

[12]	 Irisarri, D. Usos Industriales y Agrícolas de la Vinaza de Caña de 
Azúcar, (Las Vinazas), 20–25, 1996.

[13]	 MacKerell, A.D., Jr,. Feig, M., Brooks, C.L., III, Extending the 
treatment of backbone energetics in protein force fields: limita-
tions of gas-phase quantum mechanics in reproducing protein 
conformational distributions in molecular dynamics simula-
tions, Journal of Computational Chemistry, 25: 1400-1415, 2004. 

[14]	 MacKerell, Jr., A. D.; Bashford, D.; Bellott, M.; Dunbrack Jr., 
R.L.; Evanseck, J.D.; Field, M.J.; Fischer, S.; Gao, J.; Guo, H.; Ha, 
S.; Joseph-McCarthy, D.; Kuchnir, L.; Kuczera, K.; Lau, F.T.K.; 
Mattos, C.; Michnick, S.; Ngo, T.; Nguyen, D.T.; Prodhom, B.; 
Reiher, III, W.E.; Roux, B.; Schlenkrich, M.; Smith, J.C.; Stote, R.; 
Straub, J.; Watanabe, M.; Wiorkiewicz-Kuczera, J.; Yin, D.; Kar-
plus, M.  All-atom empirical potential for molecular modeling 
and dynamics Studies of proteins.  Journal of Physical Chemistry 
B, 1998, 102, 3586-3616.

[15]	 Guvench, O., Mallajosyula, S.S. Raman, E.P., Hatcher, E. Va-
nommeslaeghe, K., Foster, T.J., Jamison II, F.W., and MacKerell, 
A.D., Jr. “CHARMM additive all-atom force field for carbohy-
drate derivatives and their utility in polysaccharide and carbohy-
drate-protein modeling,” Journal of Chemical Theory and Com-
puting, 7: 3162-3180, 2011, [DOI], PMC3224046

[16]	 Mallajosyula, S.S., Guvench, O., Hatcher, E., MacKerell, A.D., Jr., 
“CHARMM Additive All-Atom Force Field for Phosphate and 
Sulfate Linked to Carbohydrates,” Journal of Chemical Theory 
and Computation, 8: 759-776, 2012, [DOI], PMC3367516

Referencias bibliográficas



87

[17]	 Raman, P. Guvench, O. MacKerell, Jr. A.D. “CHARMM Additive 
All-Atom Force Field for Glycosidic Linkages in Carbohydrates 
Involving Furanoses,” Journal of Physical Chemistry B 114: 
12981-12994, 2010, [DOI], PMC2958709

[18]	 Guvench, O. Hatcher, E.R. Venable, R.M. Pastor, R.W. and 
MacKerell Jr., A.D. “Additive Empirical CHARMM Force Field 
for glycosyl linked hexopyranoses,” Journal of Chemical Theory 
and Computation 5: 2353-2370, 2009, [DOI], PMC2757763

[19]	 Cross, S. Kuttel, M. Stone, J. Gain, J. Visualization of cyclic and 
multi-branched molecules with VMD, In Journal of Molecular 
Graphics and Modelling, Volume 28, Issue 2, 2009, Pages 131-139, 
ISSN 1093-3263, https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2009.04.010.

[20]	 Bondi, A. (1964). “Van der Waals Volumes and Radii”. J. Phys. 
Chem. 68 (3): 441–451. doi:10.1021/j100785a001

[21]	 Yizhou, L., Kahn, Richard A., Prestegard, James H., “Dynamic 
Structure of membrane-anchored Arf*GTP”, 2010, Nat.Struct.
Mol.Biol., vol  17. pp. 876-881. More info at  DOI:  10.1038/
nsmb.1853

[22]	 Abdallah, M., Khelissa, O., Ibrahim, A., Benoliel, C., Heliot, L., 
Dhulster, P., & Chihib, N. (2015). International Journal of Food 
Microbiology Impact of growth temperature and surface type on 
the resistance of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus 
aureus bio films to disinfectants. International Journal of Food 
Microbiology, 214, 38–47. http://doi.org/10.1016/j.ijfoodmi-
cro.2015.07.02

[23]	 Alves, P. R. L., Natal-da-Luz, T., Sousa, J. P., & Cardoso, E. J. B. 
N. 2015. Ecotoxicological characterization of sugarcane vinasses 
when applied to tropical soils. Science of The Total Environment, 
526, 222–232. http://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.03.150

[24]	 Bandala, E. R., Gelover, S., Teresa, M., Arancibia-bulnes, C., 
Jimenez, A., & Estrada, C. A. 2002. Solar photocatalytic degra-
dation of Aldrin, 76, 189–199.

[25]	 Bock, L. J., Wand, M. E., & Sutton, J. M. 2016. Varying activity 
of chlorhexidine-based disinfectants against Klebsiella pneumo-



88

niae clinical isolates and adapted strains. Journal of Hospital In-
fection, 93(1), 42–48. http://doi.org/10.1016/j.jhin.2015.12.019

[26]	 Campos, C. R., Mesquita, V. A., Silva, C. F., & Schwan, R. F. 2014. 
Efficiency of physicochemical and biological treatments of vi-
nasse and their influence on indigenous microbiota for disposal 
into the environment. Waste Management, 34(11), 2036–2046. 
http://doi.org/10.1016/j.wasman.2014.06.006

[27]	 Chamakura, K., Perez-ballestero, R., Luo, Z., Bashir, S., & Liu, 
J. 2011. Colloids and Surfaces B : Biointerfaces Comparison 
of bactericidal activities of silver nanoparticles with common 
chemical disinfectants. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 
84(1), 88–96. http://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2010.12.020

[28]	 Chang, C. T., Colicino, E. G., Dipaola, E. J., Al-hasnawi, H. J., & 
Whipps, C. M. (2015). Comparative Biochemistry and Physiolo-
gy , Part C Evaluating the effectiveness of common disinfectants 
at preventing the propagation of Mycobacterium spp . isolated 
from zebra fish ☆. Comparative Biochemistry and Physiology, 
Part C, 178, 45–50. http://doi.org/10.1016/j.cbpc.2015.09.008

[29]	 Chioma, A., Chaudhuri, M., Rahman, S., & Kutty, M. 2014. In-
ternational Biodeterioration & Biodegradation UV Fenton and 
sequencing batch reactor treatment of chlorpyrifos , cyperme-
thrin and chlorothalonil pesticide wastewater. International 
Biodeterioration & Biodegradation, 93, 195–201. http://doi.
org/10.1016/j.ibiod.2014.06.002

[30]	 Christofoletti, C. A., Escher, J. P., Correia, J. E., Marinho, J. F. 
U., & Fontanetti, C. S. (2013). Sugarcane vinasse: Environmental 
implications of its use. Waste Management, 33(12), 2752–2761. 
http://doi.org/10.1016/j.wasman.2013.09.005

[31]	 Gomez, J. M. (Universidad C. O. L. A. 2009. Efecto de la apli-
cación de vinaza en la producción y calidad de la caña de azúcar.

[32]	 Gutiérrez-martín, C. B., Yubero, S., Martínez, S., Frandoloso, R., 
& Rodríguez-ferri, E. F. (2011). Research in Veterinary Science 
Evaluation of efficacy of several disinfectants against Campylo-

Referencias bibliográficas



89

bacter jejuni strains by a suspension test, 91, 44–47. http://doi.
org/10.1016/j.rvsc.2011.01.020

[33]	 Ha, J., Choi, C., Lee, H., Ju, I., Lee, J., & Ha, S. 2016. Ef fi cacy 
of chemical disinfectant compounds against human norovi-
rus. Food Control, 59, 524–529. http://doi.org/10.1016/j.food-
cont.2015.04.040

[34]	 Hong, H., Forbes, D., Rn, M., Sandora, T. J., & Priebe, G. P. 2013. 
American Journal of Infection Control Disinfection of needleless 
connectors with chlorhexidine-alcohol provides long-lasting re-
sidual disinfectant activity. American Journal of Infection Con-
trol, 41(8), e77–e79. http://doi.org/10.1016/j.ajic.2012.10.018

[35]	 Korndörfer, G. H., Nolla, A., & Ailton, G. (n.d.). Manejo, apli-
cación y valor fertilizante de la vinaza para caña de azúcar y 
otros cultivos. Control, 23–28.

[36]	 Kusvuran, E., & Erbatur, O. 2004. Degradation of aldrin in ad-
sorbed system using advanced oxidation processes : comparison 
of the treatment methods, 115–125. http://doi.org/10.1016/j.
jhazmat.2003.10.004

[37]	 Kusvuran, E., Gulnaz, O., Irmak, S., Atanur, O. M., Yavuz, H. 
I., & Erbatur, O. (2004). Comparison of several advanced oxi-
dation processes for the decolorization of Reactive Red 120 azo 
dye in aqueous solution, 109, 85–93. http://doi.org/10.1016/j.
jhazmat.2004.03.009

[38]	 Lazaro, Y. (UNAH)., & Castro, I. (UNAH). 2014. Efecto de la 
aplicación de vinaza sobre algunos indicadores físicos de un 
suelo Pardo Sialítico carbonatado cultivado con tomate ( Sola-
num lycopersicum L ) cv . Amalia Effect of vinasse application 
on some soil physical indicators Pardo sialítico carbonat, 4(4), 
24–29.

[39]	 Liu, Y., Kahn, R. A., & Prestegard, J. H. 2010. Dynamic structure 
of membrane-anchored Arf•GTP. Nature Structural & Molec-
ular Biology, 17(7), 876–881. http://doi.org/10.1038/nsmb.1853



90

[40]	 Moraes, B. S., Junqueira, T. L., Pavanello, L. G., Cavalett, O., 
Mantelatto, P. E., Bonomi, A., & Zaiat, M. (2014). Anaerobic di-
gestion of vinasse from sugarcane biorefineries in Brazil from 
energy, environmental, and economic perspectives: Profit or ex-
pense? Applied Energy, 113, 825–835. http://doi.org/10.1016/j.
apenergy.2013.07.018

[41]	 Oosterik, L. H., Tuntufye, H. N., Butaye, P., & Goddeeris, B. M. 
2014. Effect of serogroup , surface material and disinfectant on 
biofilm formation by avian pathogenic Escherichia coli. The 
Veterinary Journal, 202(3), 561–565. http://doi.org/10.1016/j.
tvjl.2014.10.001

[42]	 Perumal, P. K., Wand, M. E., Sutton, J. M., & Bock, L. J. 2014. Eval-
uation of the effectiveness of hydrogen-peroxide-based disinfec-
tants on biofilms formed by Gram-negative pathogens. Journal 
of Hospital Infection, 87(4), 227–233. http://doi.org/10.1016/j.
jhin.2014.05.004

[43]	 Pesticide Research Institute. 2013. Vinasse Technical Evaluation 
Report.

[44]	 Portuguez, R. A., & Chinchilla, R. O. 2007. Cambios Físi-
co-Químicos provocados por la Vinaza en un Suelo Vertisol en 
Costa Rica Introducción Objetivos Materiales y Métodos.

[45]	 Pozo, C., Gã, M. A., Calvo, C., & Gonzã, J. 2002. Studies on the 
e ects of the insecticide aldrin on aquatic microbial populations, 
50, 83–87.

[46]	 Rajdev, S., Mulla, S., & Kumar, A. (n.d.). Development of an in-
digenous automated surveillance system in India : Its impact on 
device associated infections at a trauma center, 3, 50–51.

[47]	 Santos, M., Diánez, F., de Cara, M., & Tello, J. C. 2008. Possibil-
ities of the use of vinasses in the control of fungi phytopatho-
gens. Bioresource Technology, 99(18), 9040–9043. http://doi.
org/10.1016/j.biortech.2008.04.032

[48]	 Santos, M., Carretero, F., & Cara, M. De. 2009. Efecto de la apli-
cación de vinaza de vino como biofertilizante y en el control de 
enfermedades en el cultivo de pepino, 58–66.

Referencias bibliográficas



91

[49]	 Scull, I., Savón, L., Gutiérrez, O., Valiño, E., Orta, I., Mora, P. O., 
… Noda, A. 2012. Physic-chemical composition of concentrated 
vinasse for their assessment in animal diets, 46(4), 385–389.

[50]	 Smilanick, J. L., Mansour, M., & Sorenson, D. 2014. Postharvest 
Biology and Technology Performance of fogged disinfectants 
to inactivate conidia of Penicillium digitatum within citrus de-
greening rooms ଝ. Postharvest Biology and Technology, 91, 134–
140. http://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2013.12.020

[51]	 Speight, S., Moy, A., Macken, S., Chitnis, R., Hoffman, P. N., Da-
vies, A., … Walker, J. T. 2011. Evaluation of the sporicidal activ-
ity of different chemical disinfectants used in hospitals against 
Clostridium dif fi cile. Journal of Hospital Infection, 79(1), 18–
22. http://doi.org/10.1016/j.jhin.2011.05.016

[52]	 Subirós, J. F., & Molina, E. 1992. Efecto de la aplicación de 
vinazas en la producción de caña de azúcar y en las característi-
cas químicas de un inceptisol de Guanacaste, costa rica. Agrono-
mia Costarricense, 16(1), 55–60.

[53]	 Tezel, U., & Pavlostathis, S. G. 2015. ScienceDirect Quaternary 
ammonium disinfectants : microbial adaptation , degradation 
and ecology. Current Opinion in Biotechnology, 33(Mic), 296–
304. http://doi.org/10.1016/j.copbio.2015.03.018

[54]	 Yamanaka, T., Bannai, H., Dvm, K. T., Dvm, M. N., Dvm, T. K., & 
Dvm, T. M. (2014). Journal of Equine Veterinary Science Com-
parison of the Virucidal Effects of Disinfectant Agents Against 
Equine In fluenza A Virus. Journal of Equine Veterinary Science, 
34(5), 715–718. http://doi.org/10.1016/j.jevs.2013.12.010

[55]	 MacKerell AD Jr, Bashford D, Bellott M, Dunbrack RL Jr, Evan-
seck J, Field MJ, Fischer S, Gao J, Guo H, Ha S, Joseph D, Kuch-
nir L, Kuczera K, Lau FTK, Mattos C, Michnick S, Ngo T, Nguy-
en DT,

[56]	 MacKerell AD1, Bashford D, Bellott M, Dunbrack RL, Evanseck 
JD, Field MJ, Fischer S, Gao J, Guo H, Ha S, Joseph-McCarthy 
D, Kuchnir L, Kuczera K, Lau FT, Mattos C, Michnick S, Ngo T, 



92

Nguyen DT, Prodhom B, Reiher WE, Roux B, Schlenkrich M, 
Smith JC, Stote R, Straub J, Watanabe M, Wiórkiewicz-Kuczera 
J, Yin D, Karplus M, All-atom empirical potential for molecu-
lar modeling and dynamics studies of proteins, J Phys Chem B. 
1998 Apr 30;102(18):3586-616. doi: 10.1021/jp973084f.

[57]	 Weiner SP, Kollman PA, Case DA, Singh UC, Ghio C, Alagona 
G, Profeta J, Weiner P. A new force field for molecular mechan-
ical simulation of nucleic acids and proteins. J Am Chem Soc 
1984;106:765–784.

[58]	 Berendsen HJC, van der Spoel D, van Drunen R. GROMACS: A 
message passing parallel molecular dynamics implementation. 
Comput Phys Commun 1995;91:43–56.

[59]	 Lourencetti, C., de Marchi, M. R. R., & Ribeiro, M. L. 2008. 
Determination of sugar cane herbicides in soil and soil treated 
with sugar cane vinasse by solid-phase extraction and HPLC-
UV. Talanta, 77(2), 701–709. http://doi.org/10.1016/j.talan-
ta.2008.07.013.

[60]	 Christofoletti, C. A., Escher, J. P., Correia, J. E., Marinho, J. F. 
U., & Fontanetti, C. S. (2013). Sugarcane vinasse: Environmental 
implications of its use. Waste Management, 33(12), 2752–2761.

[61]	 Alves, P. R. L., Natal-da-Luz, T., Sousa, J. P., & Cardoso, E. J. B. 
N. 2015. Ecotoxicological characterization of sugarcane vinasses 
when applied to tropical soils. Science of The Total Environment, 
526, 222–232. http://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.03.150

Referencias bibliográficas



93

Capítulo 3
 

CARACTERIZACIÓN DE 
BACTERIAS AISLADAS 
EN UN RESERVORIO DE 
AGUA EN VENEZUELA. 
UNA APROXIMACIÓN A 
LA MULTIRRESISTENCIA 
BACTERIANA EN AMBIENTES 
NATURALES

Faustino Andreas Toba
Aura Falco

Carlos Andrés Aranaga
Guillermina Alonso

Abstract. Waters contamination by organic matter discharg-
es represents a public health problem because it favors the 
selection of bacteria resistant to antimicrobials. At a global 

level, molecular epidemiology studies are being carried out to de-
tect the incidence of bacteria with multiple resistances. In Venezu-
ela, there are few investigations that characterize microbiologically 
water bodies. The Pao-Cachinche reservoir, located in the northern 
center of Venezuela, is used to supply water to nearby cities as well 
as for agricultural activities. The analysis of the presence and identi-
fication of bacteria was carried out, with samples taken during rainy 
and drought seasons, finding that the predominant genus was Pseu-
domonas. The isolates were tested for antimicrobial susceptibility, 
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detecting complex patterns of resistance to antibiotics and heavy 
metals. Given the relationship between multiresistance and plasmids, 
the presence of plasmids and their capacity for transfer through the 
conjugation process were studied. Overall, the results suggest that 
the bacterial population that inhabits this water reservoir presents 
plasmids, which code for resistance to various antimicrobial agents, 
and can potentially disseminate the markers they code. 

Keywords: water reservoirs, contamination, resistance to antibiotics, 
heavy metals

Resumen: La contaminación de aguas por descargas de materia 
orgánica representa un problema de salud pública debido a que fa-
vorece la selección de bacterias resistentes a antimicrobianos. A niv-
el mundial se están realizando estudios de epidemiología molecular 
para detectar la incidencia de bacterias con resistencias múltiples. 
En Venezuela, son pocos las investigaciones que caracterizan mi-
crobiológicamente los cuerpos de agua. El embalse Pao-Cachinche, 
ubicado en el centro-norte de Venezuela, es utilizado para suminis-
trar agua potable a las ciudades cercanas, así como para actividades 
agrícolas. Se realizó el análisis de la presencia e identificación de 
bacterias, con tomas de muestras durante temporadas de lluvias y 
sequía, encontrándose que el género predominante fue Pseudomo-
nas. Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a los 
aislados, detectándose patrones complejos de resistencia a antibióti-
cos y a metales pesados. Dada la relación que existe entre la mul-
tirresistencia y la presencia de plásmidos, se determinó la presen-
cia de éstos y su capacidad de transferencia a través del proceso de 
conjugación y transformación. En conjunto los resultados sugieren 
que la población bacteriana que habita en este reservorio de agua 
presenta plásmidos, los cuales codifican para resistencia a diversos 
agentes antimicrobianos, que potencialmente pueden diseminar los 
marcadores que codifican. 

Palabras clave: reservorios de agua, contaminación, resistencia a an-
tibióticos, metales pesados.
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1. INTRODUCCIÓN 

Los ríos, lagos y estanques son fuentes importantes de agua potable. 
Para evitar la contaminación, las autoridades de salud pública deben 
regular las descargas de aguas residuales en los embalses y sus aflu-
entes. No obstante, es una práctica común en países subdesarrolla-
dos que las aguas residuales se viertan directamente en las fuentes de 
agua y embalses, con consecuencias dramáticas para la salud huma-
na [1]. Estas aguas residuales son una fuente importante de microor-
ganismos patógenos que se encuentran en ambientes acuáticos.

En un reservorio de agua, el crecimiento y dominancia de algunos 
grupos bacterianos de importancia clínica depende de múltiples fac-
tores, tales como, las condiciones físicas y químicas del agua, la can-
tidad de material orgánico disuelto y otros contaminantes proporcio-
nados por las descargas de aguas residuales no controladas de áreas 
urbanas e industriales. Las bacterias resistentes a los antibióticos, así 
como los mismos antibióticos y agentes biocidas se descargan en los 
reservorios desde  los centros poblados del entorno [2]. La presencia 
de estos contaminantes proporcionan una fuerte presión selectiva a 
favor de aquellos microorganismos que poseen genes que confieren 
resistencia a antimicrobianos y/o para la capacidad de degradar com-
puestos particulares. Por lo tanto, no es sorprendente observar un 
aumento de cepas resistentes en aislamientos de fuentes ambientales 
y el suministro de agua contaminada [3, 4]. 

Con frecuencia, las propiedades relacionadas con la supervivencia 
bacteriana están codificadas por plásmidos transferibles, que asegu-
ran su diseminación entre las poblaciones bacterianas. Por lo tanto, 
la resistencia bacteriana a diversos agentes antimicrobianos y metales 
pesados ​​con frecuencia se encuentra en aislados bacterianos proveni-
entes de ambientes contaminados, estando los sistemas genéticos pre-
dominantemente codificados por plásmidos [5, 6, 7, 8]. En una mis-
ma célula pueden residir  plásmidos diferentes, capaces de coexistir 
si pertenecen a distintos grupos de incompatibilidad. Además, estos 
plásmidos no solo portan un gen de resistencia, sino que en muchos 
casos,  pueden codificar diversas resistencias en uno mismo [9]. Estos 
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determinantes genéticos favorecen la sobrevivencia de las bacterias 
que los portan en un ambiente adverso, o le proporcionan una ven-
taja competitiva frente a otros microorganismos de la misma espe-
cie o no, que comparten el mismo nicho ecológico. Eventualmente, 
en ambientes con una alta presión selectiva, estos determinantes 
pueden convertirse en  indispensables para la viabilidad celular [10, 
11]. También se ha demostrado la transferencia en condiciones en las 
cuales, aparentemente, no existe una ventaja selectiva [12]. De hecho, 
hay evidencia que apoya la transferencia de genes por conjugación 
y transformación, entre la flora bacteriana de ambientes acuáticos y  
terrestres.  Incluso, aun cuando los conteos viables en estos hábitats 
son generalmente más bajos que aquellos necesarios para la conju-
gación in-vitro, la transferencia pudiera ocurrir a una mayor fre-
cuencia tomando en cuenta la formación de biopelículas. Se ha dem-
ostrado que la transferencia horizontal de genes entre las bacterias 
en los sistemas acuáticos naturales se produce, fundamentalmente,  
por conjugación y transformación [13]. Por lo tanto, en condiciones 
adecuadas, las bacterias podrían ser capaces de transferir y recibir 
material plasmídico durante la supervivencia en agua dulce. Durante 
estos procesos, las bacterias adquieren genes de resistencia a diver-
sos agentes antimicrobianos, lo que genera dificultades en el manejo 
de las infecciones. Todos los mecanismos de transferencia genética 
son importantes para la evolución de las poblaciones bacterianas. La 
generalización de estos procesos de transferencia y movilización del 
material genético, ocurren en una comunidad bacteriana que com-
parte un grupo de genes, en un ambiente específico, los cuales están 
disponibles para cualquier célula bacteriana, en la que las barreras 
entre las especies, si no son nulas, están muy disminuidas. Así, la 
comunidad de bacterias de un ecosistema, más específicamente, 
el bacterioplancton de un ambiente acuático, se puede interpretar 
como un conjunto de organismos unicelulares que comparten y mo-
vilizan marcadores genéticos, utilizando como principales vehículos 
algunos elementos accesorios, como los plásmidos. La microbiología 
de los ecosistemas se interesa sobre todo en dos aspectos, identificar 
los microorganismos existentes y determinar la naturaleza y el grado 
de sus actividades metabólicas. La diversidad bacteriana presente en 
los cuerpos de agua es enorme. En el banco de datos se han repor-

Caracterización de bacterias aisladas en un reservorio de agua en venezuela. 
una aproximación a la multirresistencia bacteriana en ambientes naturales



97

tado más de 40.000 especies, pero se estima que los océanos pueden 
contener más de 2 millones de bacterias diferentes, mientras que en 
el suelo pueden habitar unos 4 millones, lo que ejemplifica la alta di-
versidad y el poco conocimiento existente de estos microorganismos 
procariotas.

Debido a la contaminación existente sobre los cuerpos de agua a niv-
el mundial, es de gran interés el estudio de aquellas fuentes de agua 
que están destinadas al consumo de las poblaciones, entre las cuales 
se encuentran los embalses.  El incremento de desechos orgánicos u 
otros tipos de desechos en estos cuerpos de agua cambia las condi-
ciones del sistema, generando así una presión selectiva sobre los or-
ganismos que allí habitan. Esta presión selectiva ha generado el in-
cremento de cepas bacterianas resistentes a diversos factores, desde 
desinfectantes de uso clínico y antibióticos, hasta metales pesados. El 
uso de los antimicrobianos en las prácticas agrícolas y con propósitos 
veterinarios,  junto con las descargas de aguas cloacales, ha resultado 
en un incremento significativo de bacterias resistentes a antibióticos 
en los ambientes acuáticos [14]. Debido a que los antimicrobianos 
son excretados por los animales, estos se pueden filtrar por la tier-
ra y llegar a las aguas subterráneas, alcanzando de este modo a los 
ambientes acuáticos, con una distribución bastante amplia [2]. Las 
grandes descargas de antibióticos y otros antimicrobianos, y su cir-
culación en los ambientes naturales,  generan una presión selectiva, 
de modo que las bacterias presentes en estos ambientes representan 
un reservorio de determinantes de resistencia, medio propicio para 
la diseminación y la evolución de los genes de resistencia. La inciden-
cia elevada de bacterias multirresistentes en los ambientes acuáticos 
a nivel mundial, agrava  el problema de la alta frecuencia de cepas 
resistentes a distintos antibióticos, justificado con razones de peso la 
necesidad de establecer controles sobre la presencia de microorgan-
ismos potencialmente patógenos en estos hábitats, y sobre los pro-
cesos de transferencia genética en estos ambientes. 

El estudio de las comunidades microbiológicas ha adquirido gran 
relevancia  para los científicos, en especial en aquellos ambientes 
contaminados por actividades antropogénicas. La identificación y la 
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caracterización de la diversidad microbiana, así como su función en 
un determinado ecosistema, puede aportar evidencia para establecer 
nuevas estrategias para la recuperación de los ambientes.  A pesar de 
esto, los estudios sobre la ecología microbiana de los sistemas tropi-
cales son particularmente escasos. A pesar de la importancia poten-
cial para la diseminación de los determinantes de resistencia, existe 
una considerable falta de información sobre la contaminación bac-
teriana en los reservorios de agua venezolanos, ya que los estudios 
se han enfocado, fundamentalmente, hacia el conteo de coliformes 
fecales para evaluar la calidad bacteriológica, y realizar las recomen-
daciones pertinentes de acuerdo a normas para la clasificación y con-
trol de la calidad de los cuerpos de agua. Pocos estudios se han real-
izado  para conocer la composición de la comunidad bacteriana en 
estos nichos ecológicos, y mucho menos conocer los determinantes 
de resistencia presentes en esas comunidades.

El embalse Pao-Cachinche es un reservorio de agua utilizado como 
fuente de abastecimiento de agua potable a densas regiones urban-
as del centro-norte del país [15, 16, 17, 18]. El embalse ha sufrido 
el impacto de la contaminación como consecuencia de una serie de 
factores, que confluyen en el aporte excesivo de nutrientes al em-
balse a lo largo de varias décadas, como: el crecimiento urbanístico, 
la agricultura intensiva, las granjas avícolas y porcinas, la ganadería 
menor y la deforestación de las cuencas de drenaje. Estos factores 
sumados a la imposibilidad de mezcla natural por acción del viento, 
han producido fuertes impactos en las propiedades fisicoquímicas y 
biológicas de este cuerpo de agua. 

El objetivo del presente estudio es la caracterización de bacterias cul-
tivables aisladas del embalse Pao-Cachinche, y establecer  los patrones 
de resistencia a diversos agentes antimicrobianos  comúnmente uti-
lizados en la salud humana y/o la cría de animales, y compuestos tóx-
icos industriales descargados en el embalse. Los resultados revelaron 
patrones complejos de resistencia a una gran cantidad de antibióticos 
y metales pesados, y la presencia de plásmidos movilizables en la po-
blación bacteriana analizada, los cuales codifican para resistencias a 
diversos agentes antimicrobianos. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Descripción del lugar.

Figura 31. Mapa del Embalse Pao-Cachinche, mostrando las estaciones de 
muestreo. Se señalan los sitios de toma de muestras (E1, E2). [Tomado y 

modificado de González y colaboradores, 2004].

El embalse Pao-Cachinche (Fig. 31) se ubica en la región centro-norte 
de Venezuela (9º53’ N- 68º08’ W), a una cota de 353 m.s.n.m., ocu-
pando un área de 16.100.00 m2, con un volumen de 170.000.000 m3, 
una profundidad media de 10,6 m y un área de la cuenca de 940 km2, 
y entró en funcionamiento en el año 1974. Este embalse represa al río 
Pao y sus afluentes principales son los ríos Paíto y Chirgua. El gasto 
regulado por la toma es de 7 m3/s, lo que permite calcular un tiempo 
de renovación de 281 días. Es empleado para el abastecimiento de agua 
potable a los centros poblados vecinos y el riego de 6.000 ha. con fines 
agrícolas. El río Paíto transporta aguas residuales y domésticas, mien-
tras que el río Chirgua transporta las aguas provenientes de granjas 
avícolas y porcinas. El embalse está rodeado de marraneras y granjas 
avícolas, recibiendo una carga alta de nutrientes, principalmente del 
río Paíto, con predominancia del fósforo [17, 18].
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2.2. Colecta de muestras.
Los métodos utilizados para la recolección de muestras fueron 
descritos previamente por González [17]. Las muestras de agua fueron 
colectadas en frascos estériles, a diferentes profundidades (10, 15 y 20 
metros) y en dos lugares diferentes del embalse. En la estación E1, que 
está ubicada en el brazo oeste del embalse, al lado de la torre-toma y 
frente al dique. Se encuentra cerca del canal principal del río Pao y 
del aliviadero, y de ella se extraen las aguas antes de ser potabilizadas 
en una planta de tratamiento. Su profundidad promedio fue de 23,9 
m. En la estación E2, que está ubicada en el brazo este del embalse, 
que se encuentra unido al brazo oeste por un canal estrecho y somero 
(Fig. 31). En esta zona desembocan las aguas de los tributarios Paya, 
Pirapira y San Pedro. Su profundidad promedio fue de 17,5m. El 
muestreo se realizó en dos períodos del año: comienzos de la estación 
seca (noviembre) y comienzos de la temporada de lluvias (mayo).

2.3. Procesamiento de la muestra.
Las muestras de agua se procesaron para el análisis microbiológico, 
dentro de las 24 horas siguientes a la toma. El cálculo del número de 
bacterias cultivables totales se realizó por siembra de diluciones seri-
adas de las muestras de aguas,  que posteriormente fueron  incubadas 
a 30ºC y 37ºC hasta por 72 horas. Los títulos (número de bacterias 
por ml) se establecieron de acuerdo al número total de colonias de-
sarrolladas en las placas, independientemente de su morfología, utili-
zando la siguiente ecuación: Título bacteriano= Número de colonias 
x Factor de dilución/Volumen de Siembra (ml). Una vez obtenido el 
título bacteriano, el estudio de las diversas poblaciones bacterianas se 
realizó identificando una colonia representativa de cada grupo, al se-
leccionar diferentes tipos de colonias dependiendo de su morfología 
(forma, tamaño, bordes y pigmentación), las cuales posteriormente 
fueron inoculadas en placas de agar LB para obtener colonias puras. 
Una vez obtenidas las colonias puras, se inocularon sobre placas de 
Agar LB y Agar MacConkey, incubándolas hasta por 72 horas. De la 
placa de Agar LB, se tomaron colonias aisladas para proceder a re-
alizar las pruebas de identificación, y a cada colonia  se le asignó un 
código que permitió distinguir: sitio de toma, muestra y año.
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2.4. Identificación de los aislados bacterianos.
Las cepas bacterianas fueron aisladas, identificadas y preservadas en 
el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM) 
[19]. La selección de las pruebas bioquímicas y las galerías de identi-
ficación del sistema comercial automatizado ATB/Plus (BioMerieux, 
St Louis, MO, USA)  se orientó de acuerdo a los resultados de la col-
oración de Gram. La identificación fue corroborada por pruebas bio-
químicas adicionales. 

2.5. Determinación de la resistencia a antibióticos.
Los fenotipos de resistencia a los antibióticos se determinaron medi-
ante el crecimiento en medio sólido suplementado con antibióticos, la 
prueba rápida de susceptibilidad ATB UR (BioMérieux) y el método 
de difusión en disco según las recomendaciones del National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), como se describió 
previamente [20]. La interpretación de los tamaños de las zonas de 
inhibición siguió la recomendación del fabricante del disco. Se anal-
izaron 14 antibióticos diferentes: amikacina (10 μg.ml-1), ampicilina 
(100 μg.ml-1), cefamandol (30 μg.ml-1), cefepima (30 μg.ml-1), cefoni-
cid (30 μg.ml-1), cefalotina (30 μg.ml-1), cloranfenicol (30 μg.ml-1), 
ciprofloxacina (5 μg.ml-1), kanamicina (50 μg.ml-1), ácido nalidíxico 
(40 μg.ml-1), estreptomicina (25 μg.ml-1), sulfametoxazol/ trimeto-
prima (25 μg.ml-1), tetraciclina (15 μg.ml-1) y tobramicina (4 μg.ml-1).

2.6. Determinación de la resistencia a metales pesados.
La resistencia a diversos metales pesados ​​y aniones se midió usando 
medio de cultivo suplementado con la sal respectiva [4]. Se llevaron a 
cabo determinaciones de Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
en medio Luria Broth (LB) líquido que contenía diversas concentra-
ciones del compuesto bajo prueba. Las placas se incubaron a la tem-
peratura apropiada hasta 72 horas. Las placas que contenían medio 
sin adición de metal se inocularon de la misma manera para emplear-
lo como control. Una vez estandarizadas las condiciones óptimas de 
crecimiento de los aislados bacterianos, se realizaron los crecimien-
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tos con los metales tóxicos, estableciendo primero las condiciones 
para las cepas controles. La CMI se definió como la concentración 
más baja de metal que inhibía el crecimiento después de una incu-
bación de hasta 72 h a la temperatura de crecimiento óptima. Los 
metales que se emplearon fueron: CdCl2, CoCl2, Pb(NO2)3, ZnSO4, 
HgCl2 y NiSO4, K2TeO3 y VoSO4 y CuSO4.

2.7. Determinación de la presencia de plásmidos.
Se examinaron múltiples bacterias resistentes a antimicrobianos con 
el fin de detectar la presencia de plásmidos. Para ello, se utilizó el pro-
cedimiento de extracción alcalina [21] y la técnica para el aislamien-
to de plásmidos grandes y pequeños descrita por Kado y Liu [22].

Los plásmidos aislados fueron analizados mediante electroforesis en 
geles de agarosa, y visualizados con un equipo Gel Doc 1000 (BioRad) 
y el programa Multi-Analyst (BioRad). 

2.8. Transferencia de plásmidos.
La transferencia de la información genética a través de plásmidos se 
estudió realizando ensayos de conjugación y transformación, emple-
ando diferentes cepas receptoras donadas por el CVCM (Tabla 4). La 
selección de la cepa receptora se realizó en función del género de la 
cepa donante y su relación filogenética con la misma. Los experimen-
tos de transformación se llevaron a cabo utilizando el procedimiento 
de transformación química y/o electroporación [23]. Como cepas 
donantes se utilizaron cultivos de Enterobacter cloacae, Micrococcus 
luteus, Pseudomonas cepacea y Pseudomonas spp. Las bacterias trans-
formadas se seleccionaron por resistencia a algunos marcadores de 
resistencia presentes en la respectiva cepa donante. 
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Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepa Descripción Referencia

E. coliDH5a

F-, l-, D (lacZYA-argF)U169, 
f80lacZ, DM15, hsdR17, recA1, 

endA1, gyrA96, thi-1, relA1, 
supE44.

CVCM125

E. coliDH5aMCR

F-, l-, D (lacZYA-argF)U169, 
f80lacZ, DM15, mcrA, D (mrr-
hsdRMS-mcrBC), deoR, phoA 
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 

relA1, supE44.

CVCM824

E. coli J53 F-, pro, met CVCM126

E. coli J62-2 F-; his; lac; pro; trp; rif CVCM131

P. aeruginosa PAO303 chl; rif; arg CVCM409

P. aeruginosa PAO38 leu; rif CVCM410

Los ensayos de conjugación consistieron en proporcionar un medio en 
el cual las cepas, donante y receptora, estén en contacto por un período 
de tiempo determinado [11]. Brevemente, se crecieron ambas cepas 
(donante y receptora) en medio LB durante una noche. Luego, se in-
ocularon 0,2 ml de cada cepa, en 10 ml de caldo LB. Se incubó con ag-
itación hasta que la donante alcanzó 2x108 cel/ml y la receptora 0,5x108 
cel/ml. Luego se estableció una mezcla de conjugación en la que se 
incularon 0,1 ml la cepa donante, más 0,4 ml de la receptora y 0,5 ml 
de caldo LB y se incubó a 37ºC durante 24 horas. Una vez transcurrido 
el tiempo, se realizaron diluciones seriadas hasta 10-6, las cuales fueron 
sembradas en placas de selección de transconjugantes. Para estimar 
las poblaciones de células viables (donante y transconjugantes) se cal-
culó el título bacteriano, que se empleó para calcular la frecuencia de 
transferencia, calculado mediante la siguiente ecuación: Frecuencia de 
transferencia = Título de transconjugantes/Título de donantes.
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3. RESULTADOS

3.1. Recuento de bacterias viables y cultivables.

El título de las bacterias se determinó a partir de muestras recolectadas 
en las dos estaciones, a comienzos del periodo de sequía (noviembre) y 
a comienzos de la temporada de lluvias (mayo). Los valores obtenidos se 
muestran en la Tabla 5.  

Tabla 5. Títulos bacterianos obtenidos.

Estación
(metros de 

profundidad)

Muestreo en 
noviembre 

(bacterias/ml)
Muestreo en mayo 

(bacterias/ml)

E1 (10) 5,0 x 103 7,0 x 105

E1 (15) 9,0 x 103 8,0 x 104

E1 (20) 5,8 x 103 7,0 x 104

E2 (10) 5,0 x 104 8,1 x 104

E2 (15) 3,7 x 104 ND

ND: Muestra no tomada, el embalse no alcanza este nivel de profundidad 
en esta Estación.

3.2. Identificación bacteriana.

Del crecimiento bacteriano obtenido para el recuento, se seleccionaron 60 
aislados bacterianos, con base en morfología de las colonias. De la identifi-
cación preliminar, y eliminando repeticiones de especies, se seleccionaron 
12 aislados representativos de la comunidad para la caracterización de las 
resistencias a antimicrobianos (Tabla 6) y metales pesados (Tabla 7). La 
distribución de las poblaciones bacterianas varió de acuerdo a los cambios 
climáticos. En ambas estaciones, el 50% de los aislamientos se identificaron 
como Pseudomonas spp., con mayor predominancia al inicio de la tempo-
rada de lluvias (muestreo del mes de mayo) alcanzando más del 70% de la 
composición de la comunidad. Otros géneros identificados fueron Bacillus, 
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Micrococcus, Enterobacter y Orskovia. Se detectó la presencia minoritaria 
(1%) de bacilos Gram-positivos.

Tabla 6. Resistencia bacteriana a antibióticos
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Abreviaturas: Ampicilina (AMP), Cloranfenicol (CLO), Kanamicina 
(KAN), Acido Nalidíxico (NAL), Estreptomicina (STR), Tetracicli-
na (TET), Amicacina (AMI), Cefonicida (CCD), Cefalotina (CTN), 
Cefepima (CPM), Ciprofloxacina (CIP), Cefamandol (CMA), Trimeto-
prim-sulfametoxazol (SXT), Tobramicina (TOB) ND: no determinado. 

Tabla 7. Resistencia bacteriana a metales pesados
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Abreviaturas: Hg: Mercurio, Cu: Cobre, Te: Telurit, Ni: Niquel, Pb: plo-
mo, Zn: Zinc, V: Vanadio, Co: Cobalto, Cd: Cadmio. R: resistente, S: sen-
sible, ND: No determinado.

3.3. Susceptibilidad a los agentes antimicrobianos.

3.3.1. Antibióticos

Se estudió la capacidad de crecimiento en presencia de los antibióticos 
de uso común en las prácticas sanitarias y en la atención veterinaria 
(Tabla 6). Todas las cepas analizadas fueron resistentes, al menos, a uno 
de los antibióticos evaluados. El  91% fue resistente a al menos cuatro 
antibióticos, mientras que el 33% fue resistente hasta a siete antibióticos. 
Además, el 16% mostró resistencia al menos a nueve de los agentes anti-
microbianos probados. Todas las cepas mostraron resistencia a cefaloti-
na (cefalosporina de primera generación), cefepima (cuarta generación 
de cefalosporina) y trimetoprim sulfametoxazol. Ninguna de las cepas 
fue resistente a cloranfenicol, a ciprofloxacina (fluoroquinolona) ni a to-
bramicina (aminoglucósido).

3.3.2. Metales pesados.

Se ha sugerido que no existen concentraciones aceptables de iones 
metálicos que puedan usarse para distinguir bacterias resistentes de sen-
sibles. Sin embargo, el rango de concentraciones para todos los metales 
pesados ​​analizados, fue similar al utilizado previamente en estudios so-
bre tolerancia de metales [24, 8]. Se realizaron pruebas para detectar re-
sistencia a cobre, mercurio, telurito, níquel, plomo, zinc, vanadio, cobal-
to y cadmio. Estos elementos se seleccionaron en base a las actividades 
industriales llevadas a cabo en las adyacencias del reservorio de agua. 
Los resultados se muestran en la Tabla 7. El 50% de las cepas ensayadas 
mostraron resistencia al menos a dos de los metales probados. El aislado 
clasificado como  Enterobacter cloacae exhibió resistencia a siete de los 
nueve metales ensayados. No se detectó ningún aislado bacteriano con 
resistencia al cobalto, bajo las condiciones ensayadas.

Los resultados generales de resistencia a los antimicrobianos mostraron 
que el 75% de las cepas aisladas expresaron resistencia al menos a seis 
de los 23 agentes antimicrobianos ensayados, siendo Oerskovia sp, En-
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terobacter cloacae y Pseudomonas cepacea las que exhibieron fenotípi-
camente un mayor número de determinantes de resistencia.

3.4 Aislamiento y caracterización de plásmidos
La presencia de ADN plasmídico se determinó empleando electroforesis 
en geles de agarosa reveló la presencia de bandas discretas de moléculas 
superenrolladas (Figura 32). El 80% de las bacterias evaluadas fueron 
portadoras de uno o más plásmidos (Tabla 7), con un tamaño variable 
de 2,8 a más de 60 kpb. No se detectaron patrones comunes de tamaño 
de plásmidos.  Enterobacter cloacae, que exhibe resistencia a una am-
plia gama de agentes antimicrobianos, contiene hasta seis moléculas de 
plásmido diferentes. Hasta el momento, la presencia de plásmidos en 
Orskovia no ha sido detectada por los métodos utilizados.

Figura 32.  Registro fotográfico de la corrida electroforética del aislamiento de 
plásmidos. A: Aislamiento de ADN plasmídico empleando el método de lisis 
alcalina. Carril 1: Marcador de tamaño molecular ADN circular superen-

rollado (Promega), Carril 2: cepa de E. coli J53 (control sin plásmidos), Carril 
3: Pseudomonas cepacea. B: Aislamiento de DNA plásmidico empleando el 
método de Kado y Liu. Carril 1: Marcador de peso molecular ADN circular 

superenrollado (Promega), Carril 2: cepa de E. coli J53 (control sin plásmidos),  
Carril 3: cepa de E. coli DH5a (control sin plásmidos), Carril 4: Pseudomonas 

sp, Carril 5: Pseudomonas aeruginosa, Carril 6: Pseudomonas fluorescens.
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Debido a que todas las bacterias examinadas fueron aisladas de un 
ambiente contaminado, se sospecha  que están sometidas a altas pre-
siones selectivas y, en consecuencia, comparten algunos de los de-
terminantes de resistencia detectados. Con el fin de establecer una 
relación entre las moléculas plasmídicas y los fenotipos de resisten-
cia, se llevaron a cabo experimentos para determinar la capacidad de 
transferencia de estas moléculas plasmídicas. Ningún plásmido fue 
movilizado por conjugación, en las condiciones utilizadas. Por lo tan-
to se realizaron ensayos de transformación, utilizando el aislamiento 
plasmídico de las cepas estudiadas. Se obtuvieron resultados posi-
tivos con los plásmidos de Enterobacter cloacae, Micrococcus luteus, 
Pseudomonas cepacea y Pseudomonas sp. La caracterización fenotípica 
de las células transformantes permitió detectar que ocurrió co-trans-
ferencia simultánea de varios determinantes de resistencia. 

4. DISCUSIÓN 

La mayoría de los estudios en los cuerpos de agua realizados en Venezu-
ela, se han enfocado en la determinación y cuantificación de coliformes 
totales y/o fecales. Este trabajo fue enfocado como un estudio microbi-
ológico preliminar de la comunidad bacteriana presente en el embalse 
Pao-Cachinche, ubicado en la región centro-norte de Venezuela.

Este embalse es la fuente principal de abastecimiento de agua para la 
planta “Alejo Zuloaga”, que suministra agua potable a tres millones 
de personas aproximadamente, ubicadas en varias localidades de los 
estados Carabobo y Cojedes; además de surtir agua para desarrollar 
diversas actividades agropecuarias.

Éste, al igual que otros embalses, está sufriendo un proceso de 
eutrofización debido al vertimiento de aguas domésticas sin 
tratamiento o con tratamiento deficiente, que provienen en su 
mayoría de la ciudad de Valencia, así como de aguas de desecho 
desde granjas avícolas y porcinas cercanas [15, 17, 18].
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Al comienzo de la temporada de lluvias los afluentes de Pao-
Cachinche introducen la materia orgánica y nutrientes acumulados 
durante la estación seca, lo que causa el aumento de la mayoría de los 
parámetros fisicoquímicos estudiados [17], lo que a su vez trae como 
consecuencia, un aumento en la abundancia de bacterias, tal como 
se observó en la estación E1, en la que los títulos bacterianos fueron 
10 veces más altos en mayo que en noviembre, mientras que en la 
estación E2 el título permaneció invariable en las dos épocas estacio-
nales (Tabla 5). Posiblemente, este comportamiento se debe a que la 
estación E2 se encuentra aguas arriba de la estación E1, lo cual trae 
como consecuencia que las descargas de materia orgánica durante la 
época de lluvia, sea arrastrada hacia la estación E1.

La distribución de las poblaciones bacterianas varió de acuerdo con 
los cambios climáticos de las temporadas de muestreo. En el período 
de inicio de la sequía (noviembre), se determinó que predominaban 
las bacterias pertenecientes al grupo coriniforme (Oerskovia), aun-
que también se encontraron Enterobacter cloacae y  Pseudomonas 
vesicularis. Igualmente, en esta época, cuando llegan con más cau-
dal los afluentes provenientes de las granjas avícolas y porcinas, con 
poca afluencia de aguas de arrastre originadas por lluvias, se obser-
va la presencia de Enterobacter cloacae, con mayor predominio en la 
estación E2 (datos no mostrados).

Con respecto a la abundancia de las especies bacterianas, se pudo 
determinar que en ambas estaciones predominaron las bacterias 
Gram-negativas pertenecientes al género Pseudomonas (Tabla 6), 
que se caracterizan por ser ubicuas. Sin embargo, es importante de-
stacar que en estas muestras de agua pueden estar presentes otras 
especies bacterianas (cultivables y no cultivables) en una menor pro-
porción, pero que no están incluidas en este estudio. En un futuro, 
serán investigadas aplicando métodos de enriquecimiento adiciona-
les y condiciones de selección apropiadas, así como estudios meta-
genómicos.

Con respecto a los perfiles de resistencia a antimicrobianos, se pudo 
evidenciar que todos los aislados bacterianos presentaron resistencia 
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al menos a uno de los antibióticos ensayados (Tabla 6). Más espe-
cíficamente, se encontró que las bacterias del género Pseudomonas 
fueron resistentes al menos a cuatro de los antibióticos ensayados, 
mientras que Bacillus spp. fue el único aislado que presentó un solo 
determinante de resistencia (ampicilina) (Tabla 6). Precisamente, el 
66,6% de los aislados fueron resistentes a este antibiótico beta-lac-
támico, muy probablemente debido a que este antimicrobiano se uti-
liza ampliamente en la práctica clínica, lo cual confiere ventaja en 
ambientes en los que se encuentra la presión selectiva. La presencia 
de bacterias multirresistentes a los antibióticos en ambientes acuáti-
cos ha sido ampliamente reportada a nivel mundial [25, 26, 27, 28], 
pero son pocos los reportes a nivel Latinoamericano. 

La presencia de bacterias multirresistentes en el embalse Pao-
Cachinche podría representar un posible peligro para la salud debido 
a la ingesta accidental de estas aguas por parte de seres humanos y/o 
de animales, debido a los patrones de resistencia a antibióticos que 
presentan los géneros bacterianos identificados. Un ejemplo de ello 
podrían ser P. fluorescens y Micrococcus roseus, que usualmente se 
encuentran en ambientes acuáticos y en el suelo, y que generalmente 
no se asocian con infecciones en humanos, a excepción de personas 
con compromisos en el sistema inmunitario. Sin embargo, una vez 
que ingresa al cuerpo, puede causar cuadros de septicemia severos, y 
cuyo manejo terapéutico se complicaría debido a los perfiles de resis-
tencia combinados que presentan a beta-lactámicos como: cefonici-
da (cefalosporina de segunda generación), cefalotina (cefalosporina 
de primera generación), cefamandol (cefalosporina de tercera gener-
ación) y a trimetoprim-sulfametoxazol (sulfonamida).

Tanto los antibióticos beta-lactámicos como las sulfonamidas son 
ampliamente empleados en la práctica clínica y veterinaria, y junto 
con la práctica  de la automedicación, ejercen una presión selecti-
va que favorece a aquellas bacterias que poseen los determinantes 
de resistencia a antibióticos. Como una estrategia para contener el 
aumento de la resistencia bacteriana en Venezuela, el 2 de enero de 
2006, se publicó la resolución N° 604 de la Gaceta Oficial Venezola-
na N° 38.348, que sigue vigente, mediante la cual la dispensación de 
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medicamentos antimicrobianos en farmacias, servicios farmacéuti-
cos y cualquier otro establecimiento debidamente autorizado debe 
realizarse mediante la presentación de la prescripción facultativa. 
Los medicamentos antimicrobianos aludidos en la resolución son 
aquellos de uso sistémico de las siguientes clases: fluoroquinolonas, 
macrólidos—lincosamidas, cefalosporinas de tercera generación, y 
aquellos cuyo principio activo sea rifampicina. Sin embargo, se ha re-
portado la ausencia de cambios en las tendencias de consumo de los 
antimicrobianos después de la aplicación de esta normativa [29, 30]. 
Es por este motivo que se sugiere la implementación de estrategias 
complementarias a la regulación de la dispensación de antibióticos 
para lograr el éxito de dicha medida.

La multirresistencia a antibióticos está muy relacionada con la resis-
tencia a metales pesados. Para completar la caracterización fenotípi-
ca de las bacterias aisladas del embalse Pao-Cachinche también se 
realizaron pruebas de resistencia  a sales de cobre, mercurio, telurito, 
níquel, plomo, zinc, vanadio, cobalto y cadmio. A nivel internacio-
nal, las áreas contaminadas por metales pesados ​​usualmente están 
asociadas a actividades humanas como la descarga de desechos, der-
rames accidentales de diversas industrias metalúrgicas o la minería. 
Las sales y los compuestos metálicos también se usan a menudo como 
agentes antimicrobianos en medicina y como biocidas en hospitales 
y otros entornos. Las bacterias, que sobreviven en tales ambientes, 
han desarrollado o adquirido sistemas genéticos que contrarrestan 
los efectos de las altas concentraciones de iones metálicos. En este 
estudio, más del 70% de las cepas presentó resistencia al menos a dos 
de estos elementos. Entre las bacterias estudiadas destacó el aislado 
de Enterobacter cloacae que exhibió resistencia a siete de los nueve 
metales ensayados. Ninguna cepa evidenció resistencia fenotípica al 
cobalto.

Durante la evolución bacteriana, la habilidad de las bacterias para 
dominar nuevos ambientes y responder a presiones diferentes, puede 
ser explicada por la adquisición y selección de nuevos genes por 
transferencia horizontal, más que por modificaciones secuenciales 
debidas a la acumulación de mutaciones puntuales.  Por ejemplo: la 
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diseminación de los genes de resistencia a antibióticos y de los genes 
capaces de degradar compuestos xenobióticos y tóxicos, es debida, 
principalmente, a la transferencia horizontal de estos marcadores, 
seleccionados por el aumento en las concentraciones de estos com-
puestos en el ambiente.  El principal vehículo para esta transferen-
cia horizontal son los plásmidos, los cuales pueden transportar a 
otros elementos accesorios, como por ejemplo: los transposones y 
las secuencias de inserción, entre otras. Debido a la estrecha relación  
que existe entre la resistencia a antibióticos y a metales pesados en 
plásmidos, se procedió a determinar la presencia de estas moléculas 
extracromosomales en los aislados bacterianos en estudio. Los re-
sultados permitieron evidenciar la presencia de plásmidos en más 
del 80% de las cepas analizadas. Siete de ellas poseen al menos dos 
bandas claramente diferentes.  Los tamaños de las moléculas extra-
cromosomales varían desde 2,8 kpb hasta más de 20 kpb. En el caso 
de Enterobacter cloacae,uno de los aislados con mayor número de 
determinantes de resistencias, presentó seis moléculas distintas. Con 
respecto a las bacterias que no resultaron positivas a la presencia de 
plásmidos, no se puede asegurar que carecen de ellos, sino que no 
pudieron ser detectados con los métodos utilizados. 

La dispersión de moléculas plasmídicas que contienen determi-
nantes de resistencia a antibióticos en ambientes naturales, es un 
problema de gran importancia. La constante introducción de nuevos 
antimicrobianos, y la subsiguiente selección de nuevos mecanismos 
de resistencia, ocasiona una problemática grave a la hora de tratar a 
los pacientes con infecciones bacterianas. Son muchos los estudios 
que se han realizado en ambientes hospitalarios para conocer la dis-
persión de estas bacterias, sin embargo, en Venezuela no se realizan 
frecuentemente en ambientes naturales. Los resultados aquí repor-
tados permiten sugerir  que las bacterias que albergan plásmidos 
con determinantes de resistencia a antibióticos y metales pesados, 
y que están en ambientes acuáticos, participan como posibles cepas 
donantes que contribuyen a la propagación de estos genes.

Estas bacterias estudiadas provienen de un ambiente con una fuerte 
presión selectiva, comparten marcadores de resistencia a diversos 
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agentes antimicrobianos, y en su mayoría portan plásmidos, los 
cuales podrían ser transferibles. Para demostrar este punto, se re-
alizaron ensayos de transferencia del material genético. Los resulta-
dos obtenidos indican que se logró transformar a una cepa recepto-
ra de Escherichia coli con el material genético extracromosomal de 
cuatro de las cepas en estudio, ubicadas taxonómicamente en otros 
géneros bacterianos, comprobándose la transferencia de los marca-
dores de resistencia presentes en ellas. Los resultados revelan que no 
solo se transmite la resistencia por la cual se seleccionaron las dif-
erentes transformantes, sino que adicionalmente se co-transfieren 
varios marcadores. Los ensayos de transferencia por conjugación no 
fueron exitosos, pero se debe tener en cuenta que, si bien estos proto-
colos de conjugación permiten detectar la transferencia de material 
plasmídico, no se aproximan a las condiciones en las que la conju-
gación se lleva a cabo en el ambiente. En la mayoría de los casos las 
bacterias se encuentran formando biopelículas, en condiciones de 
escasez de nutrientes, las cuales son muy distintas a las empleadas en 
los protocolos estándares de conjugación con células planctónicas en 
medios nutritivos. Se ha reportado que existe una conexión entre la 
conjugación bacteriana y la formación de biopelículas. Esto sugiere 
que una consecuencia ecológica importante derivada del uso de los 
antibióticos y los biocidas en la medicina, veterinaria y la agricultu-
ra, puede haber sido la selección de cepas que contengan plásmidos 
y que sean aptas para formar o estar presentes en biopelículas. Se 
plantea para el futuro realizar más ensayos de conjugación en condi-
ciones de formación de biopelículas con las cepas estudiadas. 

Debido a que la contaminación ha alcanzado niveles alarmantes, el 
embalse Pao-Cachinche fue declarado en emergencia, y sometido 
a la aplicación de un proceso de desestratificación artificial [31], el 
cual controló efectivamente los efectos de eutrofización después de 
un año de operación continua. En la actualidad se realiza un estudio 
microbiológico de muestras tomadas después de la medida de miti-
gación (manuscrito en preparación), para comparar con los resulta-
dos obtenidos. 
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3. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que en el embalse 
Pao-Cachinche existe una biodiversidad bacterianas, que se carac-
teriza por presentar moléculas de ADN plasmídico que les confieren 
resistencia a antibióticos y a metales pesados, y que potencialmente, 
podrían transmitir estos determinantes a través de los diversos me-
canismos de la transmisión de la información genética.
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Capítulo 4

VALIDACIÓN DE MÉTODOS 
MICROBIOLÓGICOS PARA 
CUANTIFICAR Salmonella 
spp, PRESENTE EN AGUAS 
TRATADAS CON FOTOFENTON

Sandra Patricia Rivera Sánchez
Liliana Flórez

Janeth Sanabria

Abstract: Advanced water disinfection processes have shown 
promising results when evaluated it by using the bacterial in-
dicator Escherichia coli (E. coli). However, it has also shown 

that E. coli is less resistant to disinfection than other enteric bacteria 
such as Salmonella sp. This study proposes to evaluate the effective-
ness of the plate count and NMP techniques against the gold standard 
DVC-FISH for the quantification of Salmonella sp. present in arti-
ficial water treated with the photo-fenton disinfection process. For 
the study, diagnostic tests were performed to calculate the sensitivity, 
specificity, and predictive values. The study found that the traditional 
plate count and NMP method, have a higher sensitivity when there 
is a high concentration of the bacteria. However, when the bacteria 
concentration is 10-2 dilutions, the sensitivity is 51% with the plate 
count technique and 100% with the NMP technique. In conclusion, 
the process of disinfection with Foto-fenton, the bacteria couldn´t 
be inactivated or totally inhibited because the bacteria had reversible 
damages that made them viable but it cannot be cultivated in the 
method of plate count. It couses high false negative result with this 
method, but in the NMP method, it became quantifiable whith lower 
concentrations of the bacteria.
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Keywords: Salmonella spp; Most Likely Number (NMP); Advanced 
Oxidation Process; Plate Count; DVC-FISH and Validation of meth-
ods.

Resumen: Los procesos avanzados de desinfección de aguas han ar-
rojado resultados prometedores al ser  evaluados utilizando el in-
dicador bacteriano Escherichia coli (E. coli). Sin embargo, también 
se ha demostrado que E. coli es menos resistente a la desinfección 
que otras bacterias entéricas como Salmonella spp. Este estudio pro-
pone evaluar la efectividad de las técnicas recuento en placa y NMP 
frente al gold estándar DVC-FISH para la cuantificación de Salmo-
nella sp., presente en aguas artificiales tratadas mediante el proceso 
de desinfección foto-fenton. Para el estudio, se realizaron pruebas 
diagnósticas donde se calculó la sensibilidad, especificidad y  valores 
predictivos. Se observó que el método tradicional recuento en placa y 
NMP, tienen una mayor sensibilidad cuando hay alta concentración 
bacteriana. Sin embargo cuando se tiene a una dilución 10-2, la sen-
sibilidad es del 51% con la técnica recuento en placa y del 100% con 
la técnica NMP. En conclusión, el proceso de desinfección con Fo-
to-fenton, las bacterias no lograron ser inactivadas o inhibidas total-
mente, debido a que presentaron daños reversibles que las hacen via-
bles no cultivables en los métodos de recuento en placa presentando 
altos falsos negativos, pero en medios líquido como el método NMP 
se hizo cuantificable al tener bajas concentraciones de la bacteria.

Palabras clave: Salmonella spp; Número Más Probable (NMP); pro-
ceso de oxidación avanzada;  Recuento en placa; DVC-FISH y  Vali-
dación de métodos.

Validación de métodos microbiológicos para cuantificar Salmonella spp, presente en aguas 
tratadas con fotofenton
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El acelerado crecimiento demográfico, experimentado en los últi-
mos 80 años ha generado un deterioro progresivo de la calidad de las 
fuentes naturales de agua. Los desechos descargados en estas fuentes 
contienen y propician el desarrollo de una gran diversidad de organ-
ismos patógenos, como virus, bacterias, protozoos, hongos y huevos 
de helmintos. Estas aguas contaminadas representan un riesgo espe-
cialmente para comunidades rurales donde la cobertura y calidad del 
servicio de potabilización es deficiente [1]. Los procesos de desinfec-
ción no siempre están presentes en estas comunidades puesto que 
se presentan dificultades en el acceso al agente desinfectante, en su 
almacenamiento, manipulación, y se carece de capacidad técnica 
para llevar a cabo el proceso [2]. Lo dicho anteriormente hace que se 
facilite el aumento de eventos de interés en salud pública de origen 
gastrointestinal, relacionados con el consumo del agua, [3,4] y entre 
estos tenemos Enfermedad Diarreica AGUDA –EDA-, Intoxicación 
alimentaria, Hepatitis y otras [4,5].

La Organización Mundial de la Salud notifica que la enfermedad di-
arreica aguda (EDA) ocasiona el 4% de todas las muertes y el 5% 
de pérdida de la salud por discapacidad, a nivel mundial. Asimismo 
constituye un problema de salud pública a nivel mundial, con una 
incidencia de 4 mil millones de episodios (nuevos casos) al año.  Fi-
nalmente, el  80% de estas muertes acontecen en los menores de 5 
años, por lo tanto factores como el agua, el hacinamiento y la mal-
nutrición favorecen la frecuencia, diseminación y gravedad de las 
diarreas [4,6]. 

En Colombia los agentes causantes de EDA, que se vigilan a través 
de Salud Pública y el Instituto Nacional de Salud son: E. coli, O157: 
H7,  Shigella spp, Campylobacter spp, Vibrio cholerae y Salmonel-
la spp. La Salmonella serovariedad Typhimurium,  ocupa el primer 
puesto como agente causante de EDA, desde el año 2004 INS [7]. Por 
esta razón son fundamentales  las Pruebas Diagnósticas eficientes, 
es decir con una alta especificidad, sensibilidad y valores predictivos 
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negativos y positivos [8]. Así mismo se debe tener en cuenta que el 
diagnóstico del 90% de los eventos de Interés en Salud Pública se ha-
cen por pruebas diagnóstica y el 10% se hace  por clínica. 

Por otro lado, existen limitaciones en las pruebas diagnósticas para 
determinar la inocuidad de los alimentos en cuanto a Salmonella 
spp,  debido a que existen  métodos de presencia-Ausencia y no de 
cuantificación. Así mismo  existe otra limitación al evaluar la calidad 
del agua, cuando se emplea microorganismos coliformes a modo de 
indicadores de contaminación fecal, como tradicionalmente se ha 
venido haciendo en Colombia al reconocer el indicador estándar 
Escherichia. coli (E.coli). Sin embargo, se ha demostrado que la aus-
encia de (E.coli), no implica inocuidad de las aguas tratadas, puesto 
que se presentan marcadas diferencias en la resistencia al tratamiento 
y comportamiento ambiental de los diferentes patógenos, e incluso, 
de otros microorganismos indicadores. También se ha encontrado 
que no existe correlación entre E.coli y Salmonella sp. Esto indica que 
el hecho de que no se encuentre E.coli en una muestra, no implica 
necesariamente la ausencia de otros patógenos [9].

La cloración es el método más usado para desinfección de aguas para 
consumo, pero la formación de subproductos cancerígenos durante 
su aplicación ha  motivado el estudio de procesos alternativos [10]. 
. Los procesos de oxidación avanzada (PAOS) han arrojado resul-
tados prometedores, al ser  evaluados utilizando el indicador bac-
teriano Escherichia coli (E. coli) [11,12], con el método recuento en 
placa. Sin embargo, también se ha demostrado que E. coli es menos 
resistente a la desinfección que otras bacterias entéricas como Shi-
gella y Salmonella, y que estos procesos generan bacterias viables no 
cultivables, las cuales no son detectables en medios sólidos. Dadas 
las anteriores consideraciones el objetivo de este trabajo consistió en 
validar un método de cuantificación de estas bacterias que sea  rápi-
do, económico, fácil de manipular y confiable, como es  la técnica de 
Número Más probable NMP.

Esta investigación genera un gran impacto en el área ambiental de-
bido a que en Colombia es la primera investigación que se realiza, 
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comparando métodos moleculares con métodos convencionales 
para cuantificar bacterias estresadas específicamente, Salmonella spp, 
después de un proceso de desinfección. Por tal motivo, los resultados 
obtenidos  de esta validación se podrá emplear en un futuro para 
cuantificar Salmonella spp., en las diferentes plantas de tratamien-
to de agua del país. Aportando al  desarrollo  una metodología que 
cuantifica Salmonella sp, en los procesos de desinfección de aguas 
con métodos tradicionales o avanzados como el utilizado en esta in-
vestigación, Foto-fenton. Por otro lado, aporta evidencia para medir 
la magnitud de los eventos de Interés en Salud Pública, al aumentar 
el número de casos detectados,  mejorando los  protocolos de calidad 
del agua e identificar tempranamente  los eventos de inicio brotes 
para un efectivo control.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo de campo se desarrolló en el campus de la Universidad del 
Valle, en el área de Ingeniería sanitaria ambiental  y el estudio micro-
biológico se realizó en el laboratorio de Microbiología Ambiental de 
la Universidad del Valle. Este trabajo fue financiado por el proyecto 
BIOSOLAR- DETOX en el marco del convenio cooperación EPFL 
(École Polytechnique Fédérale de Laussane) de Suiza y Univalle.
En este trabajo se realizó fotocatálisis a la cepa ATCC 15490, de Sal-
monella serovariedad Typhimurium, para evaluarla por los tres mét-
odos microbiológicos NMP, recuento en placa y Conteo directo de 
bacterias viables, HIBRIDACIÓN IN-SITU (DVC-FISH), validando 
así la técnica del NMP  para Salmonella sp.,  cuando está estresada 
por Foto-Fenton. Se aclara que primero se realizó productividad y 
selectividad de medios, luego se estandarizó el NMP para Salmonel-
la, pero estos datos ya fueron publicados en artículo, [13], por lo tan-
to en este capítulo de libro nos centraremos sólo en la validación del 
NMP, para cuantificar Salmonella cuando ha pasado por un proceso 
de desinfección (posiblemente viable no cultivable), datos obtenidos 
de la tesis [14].
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2.1. Descripción de la validación del NMP. 

Se le realizó fotocatálisis homogénea a la cepa de Salmonella serova-
riedad Typhimurium ATCC 15490. Al producto tratado se le midió 
en contenido bacteriano usando tres métodos: el NMP estandariza-
do, recuento en placa en agar nutritivo y con el método estándar de 
oro, para lo cual se seleccionó el método de Conteo Directo de bac-
terias viables  por  Hibridación In-situ (DVC–FISH)

2.2. Ensayos de fotocatálisis homogénea  in vitro.

Reactores. Se emplearon reactores tipo batch fabricados en vidrio 
tipo Pirex®  con una capacidad de 80 mL y un diámetro de 3.5 mL, 
con una tapa del mismo material.
Equipo. Para los ensayos fotocatalíticos se empleó un simulador so-
lar SUNTEST de HANAU, que funciona con una lámpara de xenón 
de 1000 W de potencia, emitiendo un espectro compuesto por 0.5% 
de los fotones de longitud de onda de 300nm (UV- C) y alrededor del  
7% entre 300 y 400 (UV- B, A). El espectro emitido entre 400 y 800 
nm es comparable que al espectro solar.
Catalizador. Se empleó el  oxidante peróxido de hidrógeno, el cual 
es usado en muchos sistemas directamente o con un catalizador, por 
otro lado, el catalizador   usualmente más utilizado para este proceso 
es el denominado “Sulfato de hierro”.

2.2.1.Técnicas de recuento a emplear.  

NMP. Después de tratadas, las bacterias con fotocatálisis se realizó el 
recuento por el NMP, que es el método que se propone para contar 
este tipo de bacterias. Se usó en la fase presuntiva caldo Lactosado 
(Difco) y en la fase confirmativa caldo Rappaport (Merck). 

DVC-FISH.  En este paso se combinan los métodos de DVC y FISH 
para enumerar bacterias del género Salmonella, lo primero que se 
hace es tomar las muestras de solución salina al 085% con Salmonella 
serovariedad Typhimurium, que han sido tratadas con Foto-Fenton 
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y se diluyen en agua Peptonada al 0.1% (Oxoid) en 6 diluciones; se-
guidamente se adicionan en un tubo  con caldo lactosado (Difco) 
y extracto de levadura y antibiótico, esto con el objetivo de elongar 
las células bacterianas viables. Lo que hace el antibiótico es evitar 
que se multiplique la bacteria, evitando que se aumente el recuento 
bacteriano inicial, porque inhibe la bipartición en el septo bacteriano 
[15]. Asimismo, en esta fase lo que sucede es que las bacterias es-
tresadas por el proceso de desinfección como el Foto-Fenton toman  
las proteínas del caldo y se reactivan, elongandose con el antibiótico. 
Posteriormente, se fijaron las células bacterianas con Paraformalde-
hido al 4% para luego hibridarse con las sondas correspondientes 
para poder hacer el conteo de bacterias viables. Finalmente, se contó 
o el número de bacterias fluorescentes en un microscopio adaptado 
para tales fines, con el filtro DAPI y Fluorocromo DAPI.

Recuento en placa. Después de realizada la fotocatálisis con el Fo-
to-Fenton se realizaron 6 diluciones en agua Peptonada al 0.1% (ox-
oid) y se procedió a sembrar en agar nutritivo (Merck) 100 ul de 
muestra, por duplicado y se incubaron las cajas a 35+/-1°C por 18- 
24 horas. Después se hicieron los recuentos. 

Por último se compararon los recuentos tanto de recuento en placa, 
DVC-FISH y NMP.

Sondas. Se usó la sonda, Sal 3; 5´- AATCACTTCACCTACGTG 
-3´(Microsynth), para hibridizar el 23S rRNA  de Salmonella serova-
riedad Typhimurium, según Nordentoft y colaboradores [16].

2.2.2.Filtros para Microscopio de Fluorescencia. Filtros DAPI

Procedimiento. Lo primero que se hizo fue reactivar la cepa ATCC, 
que estaba preservada en glicerol al 30%, como en los anteriores pro-
cedimientos, se partió de un cultivo de 18 horas de incubación en 
caldo nutritivo (  Oxoid), en segundo lugar se le hicieron lavados con 
el agua Peptonada bidestilada Milli-Q al 0.1% y se ajustó la concen-
tración inicial a una concentración de 1.5x108 UFC mL-1  con la escala 
de McFarland  # 0.5, seguidamente se llevó a una concentración  final 
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de 1.5x103 UFC mL-1 en 600 mL de solución salina al 0.85%: una vez 
en este punto, se hizo la siembra en los  tres métodos, recuento en 
placa, NMP y DVC-FISH, para medir concentración inicial. 

Muestreo tiempo cero. Se toman 1 mL de muestra del erlenmeyer 
que contiene una concentración final de 1.5 x103 UFC mL-1 suspen-
didas en 600 mL  de solución salina al 0.85% y se siembran en 9 mL  
de agua Peptonada al 0.1%, haciéndose 6 diluciones seriadas. Segui-
damente se siembran 1 mL  de estas diluciones en 9 mL  de caldo 
lactosado (Difco) se incuban a 35ºC x 18-24 horas, iniciándose la fase 
presuntiva del NMP.
Por otro lado se toman 9 mL del erlenmeyer con concentración 1.5 
x10-3    bacterias de Salmonella serovariedad Typhimurium y se le 
adiciona 1 mL de antibiótico ácido Nalidixico a 40ug/ mL  más 1 
mL del caldo Lactosado (Difco) con el extracto de levadura, se in-
cubó por 18 horas en oscuridad a 35ºC, empezando así la primera 
fase del DVC-FISH. En donde el fundamento del antibiótico como 
ya se había descrito anteriormente, es elongar las bacterias viables, 
pero evitando la bipartición de la bacteria es decir su multiplicación 
porque actúa a nivel del septo bacteriano. 

Del mismo erlenmeyer  con concentración bacteriana de 1.5 x10-3 
UFC mL-1 se toman   100µl  de muestra directamente y se siembran 
en agar nutritivo con el asa de vidrio, esto se hace por duplicado y se 
incuban por 24 horas a 35ºC, de esta manera  se mide el tiempo cero 
por los tres métodos de recuento.

Preparación de soluciones. Posteriormente se prepararon las solu-
ciones para hacer la fotocatálisis con Foto-Fenton, entonces se partió 
de los reactivos FeSO4·7H2O (Merck) y H2O2 (olabs 30%).y se lle-
varon inicialmente a una concentración de 2000 pmm el  H2O2 y a 
200 pmm el ion Fe2+. Después, se agregaron 80 mL  de solución salina 
al 0.85%, que contenía la cepa Salmonella serovariedad Typhimuri-
um  ajustada a una concentración de 1.5x103 UFC mL-1, a los 7 reac-
tores tipo Pirex®, luego se adicionaron los reactivos de la desinfección 
llevándose a una concentración final de 2 ppm de Fe2+ y 20 ppm de 
H2O2, dentro de los reactores. Cómo se colocaron de a 7 reactores por 
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experimento en el simulador solar SUNTEST de HANAU, se eligió 
un reactor tapado con papel, como control negativo del experimento 
y finalmente se inició la desinfección por 10 minutos. En segundo  
lugar después de la desinfección con Foto-Fenton se procedió a hacer 
6 diluciones por reactor en aguas peptona al 0.1%(Oxoid) y se sem-
braron en los 3 métodos, recuento en placa, NMP y DVC-FISH, para 
evaluar los recuentos bacterianos.  Y así sucesivamente se realizaron 
los experimentos hasta completar un total de 52  muestras tratadas 
con Fotofenton, según diseño planteado.

Muestreo después de los 10 minutos de desinfección. Se retiró al 
azar uno de los reactores de cada experimento. Siete en total. Frente 
al mechero, y con la mayor agilidad posible, se tomó una muestra 
de 1mL (con una micropipeta de volumen fijo y una punta estéril 
diferente para cada reactor) del centro de cada uno de los dos reac-
tores retirados y a 1cm de profundidad (aproximadamente). Seguid-
amente, se depositó la muestra de cada reactor en un tubo con 9mL 
de agua peptonada estéril (0.1%) (Oxoid). Posteriormente se taparon 
los reactores y se regresaron de inmediato al simulador solar, e inme-
diatamente se llevaron a la oscuridad (a temperatura ambiente) para 
evaluar reactivación. 

Como ya se mencionó anteriormente, después de los 10 minutos 
de desinfección,  las muestras de 1 mL extraídas de cada reactor y 
depositadas en los tubos con 9 mL  de  agua Peptonada al 0.1%, se 
utilizan para hacer diluciones decimales seriadas. Seguidamente se 
siembra en superficie 100µl de las 6 diluciones por duplicado en cada 
medio de cultivo agar nutriente (Oxoid). Posteriormente se incuban 
por 24 horas a 35ºC  y finalmente se hace el conteo de las UFC pre-
sentes en cada caja. 

Por otro lado, de las mismas diluciones se transfiere 1 mL  de muestra 
a 9 mL  de caldo lactosado (Difco) haciendo las 6 diluciones de cada 
reactor, se incuban a 35ºC por 24 horas, empezando así la fase pre-
suntiva del método NMP.

Finalmente los 8.8 mL  de muestra sobrante de cada dilución se le agre-
ga 1 mL  de antibiótico a 40ug mL-1 junto con 1 mL  de  caldo Lactosado 
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con extracto de levadura, incubando, estos tubos en oscuridad por 18 
horas a 35ºC. Dando inicio a  la primera fase del DVC-FISH. Toda la 
metodología de esta fase se puede apreciar en la figura 1b. 

Evaluación de la Reactivación bacteriana. Con el objetivo de ver si 
existe un efecto residual post-tratamiento sobre la Salmonella y de-
terminar el tiempo mínimo de exposición  para obtener desinfección 
total del agua, en este trabajo se almacenó a temperatura ambiente 
y en la oscuridad los reactores con el agua artificial tratada, poste-
riormente se realiza siembras en los tres métodos recuento en placa, 
NMP y DVC-FISH, a las 48 horas después, de haber terminado los 
tratamientos foto asistidos. 

2.3. Análisis Experimental.

Tipo de estudio. Estudio Experimental

Población.  Se emplearon cepas ATCC 15490  de Salmonella serovar-
iedad Typhimurium, que fueron tratadas o estresadas con fotocatáli-
sis homogénea.

Tamaño de muestra.   Se planteó que la técnica DVC-FISH es el gold 
estándar  para conteo de bacterias viables no cultivables, donde su 
Especificidad (E0) es del 99% y su Sensibilidad (S0) del 99% según 
Legues y Diaz [17]. Se utilizó el tamaño de muestra para estudios de 
validación de criterio, teniendo en cuenta que lo que se quiere medir 
es una proporción poblacional,  donde el valor real de la proporción 
en la población esperada es So (Sensibilidad del gold estándar), con-
siderando un nivel α de significación y un poder (1-β) para detectar 
diferencias estadísticamente significativas entre ambas proporciones 
So y S1 (Sensibilidad método a evaluar) [18].

Igualmente la proporción esperada de Eo (Especificidad del gold es-
tándar) considerando un nivel α de significación y un poder (1-β) 
para detectar diferencias estadísticamente significativas entre ambas 
proporciones Eo y E1 (Especificidad método a evaluar).
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Teniendo en cuenta que se definieron para la apropiada validez de las 
pruebas, una Especificidad (E0) del 90% y una Sensibilidad (S0) del 
90%, valores mínimos comparables con el método gold estándar ( 
DVC-FISH), los cuales son del 99% respectivamente [17], el tamaño 
de muestra se escogió bajo los siguientes parámetros:

Valor de Z(1-α)
 = 1,64 (Un nivel de confianza del 90%)

Valor de Z(1-β) = 1,04 (Poder de la prueba del 85%)

Muestra para sensibilidad; n= 29 muestra

Muestra para especificidad; n= 29 muestras

Obteniendo finalmente un tamaño de muestra total de n=58. Este 
tamaño de muestra se rea justó por potenciales pérdidas durante el 
experimento, que por recomendación de expertos en muestreo se 
consideró en un 10%. Así el tamaño de muestra definitivo fue de 35 
para medir sensibilidad y 35 para medir especificidad.

2.4. Diseño Experimental.  Pruebas Diagnósticas. 

2.5. Selección capacitación y supervisión del personal del 
laboratorio. 

Teniendo en cuenta que se necesitaba personal con un alto perfil 
para la ejecución del experimento, se seleccionó una estudiante de 
último semestre de biología para entrenarla en el método de NMP 
y recuento en placa, a una estudiante de maestría en microbiología 
para entrenarla en el método molecular DVC-FISH y se entrenó 
como apoyo para el conteo de recuento en placa a una estudiante de 
epidemiología. La capacitación se enfocó hacia el buen manejo y eje-
cución del protocolo correspondiente al método o prueba asignada, 
así como el buen registro de los datos en Excel. Todo esto coordinado 
y supervisado por la coordinadora del laboratorio de Microbiología 
Ambiental y Biotecnología de la Universidad del Valle.
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2.6  Recolección  y administración de datos.  La información 
se recolectó en Bitácoras, una para cada método o prueba, donde 
se registraron las acciones que se llevaron a cabo en el experimento. 
Dicha bitácora contiene todos los sucesos de los experimentos, las 
fallas que se produjeron, los cambios que se introdujeron y resultado 
de los mismos.  Posteriormente los resultados obtenidos del conteo 
de las tres técnicas también se registraron en medio magnético (Ex-
cel versión 97-2003).  Se contó,  con el apoyo del jefe o directora del 
laboratorio quien custodia toda la información recolectada en medio 
físico y magnético.

2.7  Método de análisis estadístico.  Después de realizada la fo-
tocatálisis con Foto-Fenton a muestras de solución salina al 0.85%, 
(que tenían presente cepas ATCC 15490 de Salmonella serovariedad  
Typhimurium,  a una concentración de 103 UFC mL-1, que estaban 
dentro de los reactores de 80 mL, los cuales fueron la unidad exper-
imental), se realizó la cuantificación bacteriana por los tres métodos 
NMP  y recuento en placa y se compararon los resultados frente a los 
recuentos hechos con el estándar de oro DVC-FISH. El programa de 
captura para la información de los tres métodos microbiológicos se 
diseñó en Excel versión  97-2003; en la captura se realizó control de 
entrada de datos y se usó la técnica de doble digitación para garan-
tizar la calidad de los mismos. Aquí se hizo entrega de los resultados 
a la estudiante de Maestría en Epidemiología para revisión y proc-
esamiento, quién  fue la misma estadística. Una vez revisada por el 
profesional en estadística  se procedió a exportar la base de datos al 
programa estadístico SPSS versión 19,0.
El análisis estadístico se realizó  inicialmente mediante análisis de-
scriptivo de los conteos en los tres métodos antes y después de la 
desinfección por foto-Fenton, sin antes realizar una transformación 
a una base logarítmica base 10. Para posteriormente identificar la 
media ± desviación estándar e intervalo de confianza (IC) del 95%, 
según el caso. Posteriormente, esta variable respuesta cuantitativa se 
convirtió en una variable cualitativa dicotómica  ([+] si detectó bac-
terias viables ó [–] sino detectó bacterias viables), con el objetivo de 
medir la capacidad discriminatoria de las técnicas recuento en placa 
y NMP frente al gold estándar DVC-FISH, donde se calcularon: la 
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sensibilidad, especificidad, según [8,19]   valor predictivo negativo 
y valor predictivo positivo según Fernández [8],  de cada uno de los 
métodos.  Por consiguiente se validó  el NMP, mediante las Pruebas 
de Diagnóstico, para cuantificar bacterias patógenas (Salmonella Ty-
phimurium), cuando han sido sometidas a un proceso de desinfec-
ción por Foto-Fenton. Ver en la tabla 1 y 2 las variables a tener en 
cuenta en los dos métodos de recuento DVC-FISH y NMP.

Tabla 8. Definición de variables

Variable Tipo de 
variable Escala Unidad

Recuento 
DVC- FISH

Cuantitativa dis-
creta

De razón Bacteria/  mL

Recuento NMP
Cuantitativa dis-

creta
De razón NMP/ 100 mL

Recuento en Placa
Cuantitativa dis-

creta
De razón UFC/ mL

Tabla 9. Definición de variables DVC-FISH

Variable Tipo de 
variable Escala Unidad

Recuento DVC-
FISH

Cuantitativa dis-
creta

De razón Bacteria/  mL

Recuento NMP
Cuantitativa dis-

creta
De razón NMP/ 100 mL

Recuento en Placa
Cuantitativa dis-

creta
De razón UFC/ mL

Tipo de microor-
ganismo

cualitativa Nominal
Bacteria / mL  con 
tratamiento foto 

catalítico
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Figura 33. Diagrama de Flujo del Proceso Metodológico para la Validación 
de la Técnica NMP.
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Figura 34. Diagrama de Flujo del Proceso Metodológico para la Validación 
de la Técnica NMP.
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3. RESULTADOS

3.1 Cuantificación de Salmonella serovariedad Typhimuri-
um, por los tres métodos, DVC-FISH, NMP y recuento en 
placa, en tiempo inicial y a los 10 minutos de aplicar el pro-
ceso de desinfección con Foto-fenton. 

La figura 2 muestra la variación de la cuantificación de la concen-
tración inicial bacteriana detectada por los tres métodos, encontrán-
dose que para el recuento en placa la variación fue de 1.2 unidades 
logarítmicas, comparado frente al DVC-FISH que detectó 5.4 uni-
dades logarítmicas. Asimismo, al hacer la comparación con el mét-
odo del NMP, frente al DVC-FISH, se encuentra una variación de 
0.8 unidades logarítmicas. Es preciso resaltar que al momento de 
esta medición aun las bacterias no han sido expuestas al proceso de 
desinfección.

Igualmente, en esta figura se puede apreciar que después de los 10  
minutos de exposición al proceso de desinfección con  Foto-fenton 
(2ppm de Fe2+ y 20ppm de H2O2), el recuento en placa disminuye 
notablemente al compararse con el recuento inicial, con una varia-
ción de 2 unidades logarítmicas, al igual que el método DVC-FISH, 
mientras que el NMP solo presentó una diferencia de  0.09 unidades 
logarítmicas. Observándose entre métodos que el DVC-FISH, fue 
el que más detectó bacterias en el conteo inicial, sin el proceso de 
desinfección, mientras que el NMP, fue el que detectó después de 10 
minutos de desinfección. Por lo anteriormente dicho y teniendo en 
cuenta que el método del NMP utiliza caldos enriquecidos, se puede 
concluir que este factor hace que se multipliquen las  bacterias y se 
sobre estime el recuento, cuando se lleva poco tiempo en la desinfec-
ción con Foto-fenton.
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Figura 35. Cuantificación de Salmonella TYPHIMURIUM, por los tres 
métodos, DVC-FISH, NMP y recuento en placa, en tiempo inicial y a los 10 

minutos de aplicar el proceso de desinfección con Foto-fenton (2ppm de Fe2+ 
y 20ppm de H2O2) 

 

3.2 Evaluación de las medidas de validez, de los métodos de 
recuento en placa y NMP, frente al método DVC-FISH, para 
la cuantificación de inactivación bacteriana con Foto-fenton  
a los 10 minutos de exposición.

En las tablas 3 - 4 y figura 3 se resumen los resultados obtenidos en 
las muestras contaminadas con Salmonella serovariedad Typhimuri-
um y con 10 minutos de exposición a la desinfección con Foto-fenton 
(2ppm de Fe2+ y 20ppm de H2O2) y evaluadas por los tres métodos, 
se observa que el método tradicional recuento en placa y NMP, pre-
sentan un comportamiento similar en la primera dilución, porque de 
35 muestras (verdaderamente positivas con Salmonella serovariedad 
Typhimurium), estos dos métodos detectan correctamente dichas 
muestras. Entonces se observa que las dos técnicas evaluadas tienen 
una mayor sensibilidad cuando la concentración bacteriana es alta. 
Por el contrario cuando pasamos a una dilución 10-2, el método de 
recuento en placa,  la sensibilidad pasa al 51%, lo que significa que de 
las 35 muestras detectó como positivas para Salmonella serovariedad 
Typhimurium la mitad (18 muestras), en cambio NMP, presentó una 
Sensibilidad del 100%. Lo cual se traduce que el método NMP detec-
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ta correctamente las 35 muestras que son verdaderamente positivas 
según el Gold estándar.

Cuando se evalúan estos dos métodos en la dilución 10-3 se observa 
que la sensibilidad para el recuento en placa baja al 11%, mientras 
el NMP, se conserva al 100%, lo que indica que NMP, a esta concen-
tración de bacterias reúne los criterios para continuar con el proceso 
microbiológico de detección de bacterias cuando la concentración 
es baja. No obstante los resultados para especificidad no se observan 
porque el método DVC-FISH, no detectó muestras negativas hasta 
estas primeras 3 diluciones (10-1-10-3)

Al evaluar  las tres últimas diluciones (10-4, 10-5 y 10-6). Se observa 
que para el método recuento en placa ya su sensibilidad pasó al 0% y 
su especificidad toma el 100%, es decir que este método convencion-
al en diluciones muy bajas no es nada sensible para detectar bacterias 
en estado viable no cultivable pero si presenta una alta especificidad 
para determinar aguas que no tiene presencia de Salmonella en este 
estado. A la par se observa, que en la dilución 10-4 este método clasifi-
ca o determina como falsos negativos 28  de las 35 muestras. Al igual 
que en 10-5 20 muestras y 1 muestra en 10-6.

En el caso del NMP en estas últimas tres diluciones, presenta un com-
portamiento diferente al de recuento en placa, por cuanto clasificó 6 
positivas frente a 28 positivas de acuerdo al método de referencia 
(DVC-FISH), obteniendo una sensibilidad del 21% y clasificando 
como falsos negativos 22 muestras. En el caso de la especificidad  en 
esta dilución, toma un valor del 71% dejando como falsos positivos 2 
de las 7 muestras negativas según el método de referencia. 

Por otro lado, en las diluciones 10-5 y 10-6 el método NMP  bajó la 
sensibilidad a un 0%, dejando como falsos negativos 20 y 1 muestras 
respectivamente, teniendo en cuenta que el método de referencia los 
clasificó  como positivos. En el caso de la especificidad el NMP en la 
dilución 10-5 la aumentó en 93% dejando un 1 muestra como falsa 
positiva de las 14 negativas detectadas por DVC-FISH. Para la dilu-
ción 10-6 la especificidad aumentó en un 100%, lo que implica que el 
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método NMP clasificó correctamente 14 muestras que igualmente el 
método de referencia clasificó  como negativas.

En cuanto a los valores predictivos positivos y negativos para el mét-
odo Recuento en placa fueron del 100% en las primeras 3 diluciones 
( 10-1,10-2 y 10-3) y 0% para las 3 últimas diluciones(10-4,10-5 y 10-6), 
por el contrario los negativos fueron del 0% para las 3 primeras dilu-
ciones ( 10-1,10-2 y 10-3) y del 20% para10-4, seguida del 43% para 10-5 
y finalmente del 97% para la dilución 10-6.

Comparando estos datos con el método del NMP, se encuentra que, 
NMP presenta unos valores predictivos positivos del 100%, para las 
primeras 3 diluciones (10-1,10-2 y 10-3), un 75% para la dilución 10-4 y 
un 0% para las diluciones 10-6. En otro sentido los valores predictivos 
negativos fueron del 0% para las 3 primeras diluciones (10-1,10-2 y 
10-3), del 18% para la dilución 10-4 y del 41.2% para las dos últimas 
diluciones 10-5 y 10-6

Tabla 10. Medidas de validez del método Recuento en Placa, al evaluar des-
infección con Foto-fenton (2ppm de F2+ y 20ppm de H2O2), para Salmone-

lla serovariedad Typhimurium, a los 10 minutos de exposición.

Concen-
tración

Método
+

DVC 
FISH Sensibilidad Especifi-

cidad VPP VPN
-

10-1

RECUENTO 
EN PLACA

+ 35   100% - 100% -
Total 35  

10-2 + 18   51% - 100% -
- 17  
Total 35  

10-3 + 4   11% - 100% -
- 31  

Total 35  
10-4 - 28 7 0% 100% - 20%

Total 28 7
10-5 - 20 15 0% 100% - 43%

Total 20 15
10-6 - 1 34 0% 100% - 97%

Caracterización de bacterias aisladas en un reservorio de agua en venezuela. 
una aproximación a la multirresistencia bacteriana en ambientes naturales



140

Tabla 11. Medidas de validez del método NMP, al evaluar desinfección con 
Foto-fenton (2 ppm de F2+ y 20 ppm de H2O2), para Salmonella serovarie-
dad Typhimurium, a los 10 minutos de exposición

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
M

ét
od

o
+

D
V

C
 

FI
SH

Se
ns

ib
ili

da
d

Es
pe

ci
fic

id
ad

V
PP

V
PN

-
10

-1

N
M

P

+
35

 
10

0%
-

10
0%

-
To

ta
l

35
 

10
-2

+
35

 
10

0%
-

10
0%

-
To

ta
l

35
 

10
-3

+
35

 
10

0%
-

10
0%

-
-

0
 

To
ta

l
35

 
10

-4
+

6
2

21
%

71
%

75
%

18
.5

%
-

22
5

To
ta

l
28

7
10

-5
+

0
1

0%
93

%
0%

41
.2

%
-

20
14

To
ta

l
20

15
10

-6
-

1
34

0%
10

0%
0%

97
.1

%

Validación de métodos microbiológicos para cuantificar Salmonella spp, presente en aguas 
tratadas con fotofenton



141

Figura 36. Especificidad y sensibilidad del NMP y recuento en placa, com-
parados con el método de Referencia o Gold estándar, a los 10 minutos de 

desinfección con Foto-fenton (2ppm de F2+ y 20ppm de H2O2).

3.3 Evaluación del proceso de desinfección- Fotocatálisis Ho-
mogénea Foto-fenton

Inicialmente se evaluó la respuesta de Salmonella serovariedad Typh-
imurium a la radiación directa de un simulador solar, con presencia 
del catalizador como FeSO4·7H2O(Merck) y H2O2( Molabs 30%) que 
fueron llevados a su vez a unas concentraciones finales  de (2ppm de 
Fe2+ y 20 ppm de H2O2)
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Figura 37. Evaluación de la Sensibilidad de los métodos DVC-FISH, NMP y 
recuento en placa, para cuantificar Salmonella serovariedad Typhimurium, 
al realizarse Foto-fenton, (2ppm de Fe2+ y 20 ppm de H2O2),  a través del 
tiempo (t0, t 10min, t 30min, t 60min, t 90min, t 240 min y reactivación a 

las 48h).

Al realizar el seguimiento de la concentración bacteriana se obtiene 
curvas de desinfección característica de concentración bacteriana  
viables totales contra el tiempo de desinfección. En gran número de 
investigaciones se ha observado que dichas curvas presentan tres zo-
nas importantes.  La primera es llamada hombro y  en esta se observa 
una disminución lenta de la concentración bacteriana ya que en el 
tiempo inicial de la reacción al proceso de desinfección se presenta 
cierta resistencia bacteriana al ataque de los agentes oxidantes anión 
superóxido, peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo. En la se-
gunda zona se da un decrecimiento exponencial y las bacterias ini-
cian su muerte rápida, después de haber alcanzado su umbral límite 
de daño necesario y finalmente una zona de inhibición, debida a los 
subproductos de la reacción , comúnmente, llamada cola, en esta 
figura 4, se observa que para el método recuento en placa, se cum-
plen las tres  fases características de una curva cinética (Hombro, 
decrecimiento exponencial y la cola o zona de inhibición). A su vez, 
el método NMP, solo  cumple las dos primeras fases, mientras que  
para el DVC-FISH, se cumple la primera fase. Esto se debe a que las 
bacterias entraron en estado Viable no Cultivable por los agentes ox-
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idantes o estrés oxidativo, lo cual hace que las bacterias se sean inde-
tectables con métodos convencionales, como ocurrió con el método  
recuento en placa que a los 90 minutos encuentra el umbral límite de 
daño, mientras que el método  NMP, sigue detectando bacterias via-
bles no cultivables hasta los 240 minutos que termina el periodo de 
desinfección, igual situación ocurre con  el gold estándar DVC-FISH. 

En cuanto al recuento bacteriano, en la figura 4 se observa que el 
método DVC-FISH cuantifica más bacterias que los otros dos mét-
odos antes de iniciar el proceso de desinfección (tiempo 0), aunque 
hay que resaltar que con el método NMP la diferencia es solo de 0,3 
unidades logarítmicas, mientras que con recuento en placa la dif-
erencia es aproximadamente de 2 unidades logarítmicas y por con-
siguiente el método NMP es el que tiene recuentos más cercanos al 
método de referencia en este tiempo inicial (cero). Cuando se sigue 
la desinfección en el tiempo, se observa que el método NMP a los 10 
y 30 minutos detecta más bacterias que el gold estándar DVC-FISH, 
con la diferencia de 0,3 y 0,1 unidades logarítmicas respectivamente. 
Esto ocurre porque las bacterias inician un proceso de resistencia al 
ataque de los agentes oxidantes, que ocasiona un proceso de sobre-
vivencia donde ocurre una multiplicación bacteriana, causando una 
sobreestimación.  Mientras que en el método DVC-FISH en sus pro-
cedimientos utiliza un antibiótico para que las bacterias no formen 
conglomerados de  colonias sino que las bacterias queden sueltas, es 
decir el antibiótico las separa de las UFC,  y hace  que  a la vez no  se 
multipliquen quedando el número inicial. En el caso del método de 
recuento en placa en estos dos períodos de tiempo subestima el con-
teo en 1 unidad logarítmica comparada con el método de referencia 
DVC-FISH.  Siguiendo el tiempo de exposición del proceso de desin-
fección (Foto-Fenton) se observa que el recuento bacteriano se man-
tiene en aproximadamente 4 unidades logarítmicas hasta el tiempo 
de 240 minutos para el método de referencias de DVC-FISH. En el 
caso de los otros dos métodos su conteo empieza a decaer hasta en-
contrar el supuesto umbral de daño (muerte total de las bacterias) a 
los 90 minutos para recuento en placa y la detección de 1,3 unidades 
logarítmicas para después de 4 horas (240 min) el método NMP. 
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3.3.1 Recrecimiento pos-tratamiento en la oscuridad. En el perío-
do de oscuridad  que se inició después de los 240 minutos de ex-
posición al proceso de desinfección  hasta  completar las 48 horas, se 
encontró que el método  NMP muestra ya el umbral de daño porque 
no tienen nutrientes,  pero si en este momento se le colocaran nutri-
entes volverían a sobrevivir o activarse, es decir el recuento aumen-
taría como se ve con el método DVC-FISH, el cual utiliza nutrientes 
como caldo nutritivo  y antibiótico para su conteo, lo que ocasiona 
que las bacterias no formen conglomerados de  colonias sino que 
las bacterias queden sueltas, como se explicó en en anterior párrafo. 
Otra posible razón de este fenómeno se explica porque como hay 
<10 bacterias por mL-1 con el NMP a los 240 minutos,  estas bacterias 
siguen haciendo fenton, entonces a las 48 horas de reactivación no se 
detectan. En cambio el DVC-FISH,  demuestra que las bacterias  no 
se murieron sino que conservan su estado viable no cultivable.  

3.4. Foto inactivación de Salmonella serovariedad Typh-
imurium suspendidas en solución salina al  0.85%

3.4.1  Irradiación directa en ausencia de catalizador. Teniendo en 
cuenta que dentro de la Microbiología es importante evaluar la re-
spuesta  Salmonella serovariedad Typhimurium  a la radiación di-
recta de un simulador solar, en  ausencia y presencia de catalizador. 
También se evaluó el comportamiento bacteriano frente a la ausencia 
del catalizador, donde la concentración de bacterias cultivables de-
crece, debido a que la irradiación directa en particular la radiación 
UV, tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento y mantenimiento 
de las poblaciones bacterianas  que es más severo a medida que au-
menta el tiempo de exposición, denomina fotólisis, como se puede 
observar en la  figura 5, siguiente.
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Figura 38. Evaluación de la Sensibilidad de los métodos DVC-FISH, NMP 
y recuento en placa,  para cuantificar Salmonella serovariedad Typhimuri-
um, cuando son expuestas a la UV, sin el proceso Foto-fenton,  a través del 
tiempo (t0, t 10min, t 30min, t 60min, t 90min, t 240 min y reactivación a 

las 48h).

En la figura 5. Se observa la fase características de una curva cinética  
hombro para el método recuento en placa hasta  los 240 minutos, 
después de este tiempo inicia la etapa de decrecimiento exponencial  
continuando hasta el período de oscuridad o reactivación. A su vez 
el método NMP, también  cumple las dos primeras fases (hombro y 
decrecimiento exponencial), haciendo su decrecimiento exponencial 
a los 90 minutos, pero vuelve a hacer la fase hombro en el periodo os-
curidad o reactivación. Analizando el comportamiento del método 
DVC-FISH, se observa que  solo cumple la primera fase (hombro).
Por otro lado se observa que a los 240 min de este proceso de fotólisis 
las bacterias  siguen muriendo para el método de recuento en placa, 
pero para los métodos de NMP y DVC-FISH si se mantienen estables. 
Esto explica las limitaciones de este método analitico tradicional para 
oxidar algunos compuestos altamente estables, que pueden aparecer 
o desaparecer durante  los Procesos Avanzados de Oxidación, como 
posibles productos intermedios del proceso de oxidación.
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3.4.2 Recrecimiento pos-tratamiento en la oscuridad. En el Perío-
do Oscuridad,  a las 48 horas se observa que para el recuento en placa 
la fase de de crecimiento ocurre en esta etapa, mientras que los méto-
dos NMP y DVC-FISH, se mantienen estables y con un recuento un 
poco más alto.

4- DISCUSIÓN
 
4.1 Efecto del Foto-fenton en la bacteria  Salmonella Typh-
imurium a los 10 minutos de desinfección 

¿De acuerdo a los resultados encontrados se puede establecer que 
durante el proceso de desinfección sí se generan bacterias viables no 
cultivables que se hacen difícil de detectar con los métodos conven-
cionales.
 
Por consiguiente dichos resultados son comparables con los encon-
trados por Baudart y colaboradores [20] 2005, cuando evaluaron la 
calidad del agua, con los métodos de recuento bacteriano,  placa  y 
DVC-FISH.
 
La detección bacteriana  con los medios líquidos (NMP), en esta in-
vestigación es más alto  a los 10 minutos de desinfección, compara-
do frente a los otros dos métodos, recuento en placa y DVC-FISH. 
Esto puede deberse a que en la desinfección con la fotocatálisis het-
erogénea se puede afectar la vía de asimilación de azúcares como es 
la vía de Embden-Meyerhof y Entner Doudoroff, pero no la vía de la 
asimilación de las peptonas o proteínas[21] .
 
Por otro lado para poder llegar a una fase de inhibición o inactivación 
bacteriana completa con el proceso de desinfección por fotocatálisis 
se debe Oxidar al Acetil coenzima A, para afectar la cadena respira-
toria en el ciclo de Krebs y hacer que el proceso sea irreversible[22] .
 
Finalmente al comparar estas hipótesis con los resultados de este tra-
bajo se puede ver claramente que 10 minutos de desinfección con Fo-
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to-fenton  o la concentración del catalizador usado y las condiciones 
como está montado el  experimento, no son suficientes porque la 
bacteria aún continúa en un proceso reversible, por lo tanto, sum-
inistrarle medios enriquecidos como los caldos del método NMP y 
DVC-FISH, puede hacer que las bacterias viables no cultivables rege-
neren su pared  o su daño y puedan ser detectadas en unidades más 
altas que el recuento en placa.
 
4.2 Evaluación de la Sensibilidad, Especificidad y valores pre-
dictivos de los métodos de recuento en placa y NMP, frente 
al Método DVC- FISH, para la cuantificación de inactivación 
bacteriana con Foto-fenton a los 10 minutos de exposición

4.2.1  Validación del NMP. Antes de que un  método sea utilizado 
corrientemente en un laboratorio, es necesario que una organización 
exterior, y el propio laboratorio, lo convaliden debidamente.

Por esta razón, se buscaron otros estudios preliminares que em-
plearán pruebas diagnósticas para evaluar el proceso de desinfección 
por fotocatálisis, pero no se hallaron. Las páginas consultadas fueron: 
http://www.who.int/hinari/en/ y google académico. Asimismo se 
consultó, el repositorio de revistas con edición electrónica.  Htt://
www.sciencedirect.com y www.elsevier,  Las variables consideradas 
fueron: Desinfección, métodos de recuento, NMP, recuento en placa, 
DVC-FISH, fotocatálisis, validación de métodos, especificidad, sen-
sibilidad y valores predictivos. En los idiomas inglés y español re-
spectivamente.
 
Este resultado se debe a que los investigadores de la desinfección se 
han enfocado, en evaluar el comportamiento del proceso de la desin-
fección, buscando las concentraciones óptimas de los catalizadores, 
quizá el  tiempo adecuado y otras variables, pero no se ha centrado al 
mismo tiempo en la sensibilidad y especificidad de los métodos que 
evalúan estas calidades de aguas.
 
Por otro lado, el referente académico más  cercano encontrado  fue 
el de la investigadora Soler[23]  (2006), quien realizó un estudio de 
comparación de  métodos de recuento en placa y NMP para aislar 
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coliformes totales a partir de muestras de alimentos, pero no halló 
la sensibilidad y especificidad de las pruebas. Aún así la investigado-
ra encontró confiables tanto el NMP, como recuento en placa  para 
aislar coliformes totales procedentes de muestras de alimentos.
 
Pero se debe tener en cuenta que las colonias bacterianas pueden sur-
gir en grupos o células únicas, todas ellas englobadas bajo el término 
de unidades formadoras de colonias (UFC), El número final depende 
de la interacción entre las colonias en desarrollo,  para el método re-
cuento en placa, haciendo que el mismo presente desventajas, frente 
a los otros dos métodos NMP y DVC-FISH.
 
Es decir en el método recuento en placa no siempre las colonias bac-
terianas crecen lo suficientemente aisladas, fenómeno que contribuye 
a subestimar el verdadero recuento bacteriano. Es por esta razón que 
el método recuento en placa presenta resultados con recuentos bac-
terianos bajos y alta variación en los resultados de sensibilidad, espe-
cificidad, VVP y VPN, cuando se comparan  frente a los resultados 
del  NMP y DVC-FISH.
 
Por otro lado al analizarse la proporción de los resultados falsos neg-
ativos para el método de recuento en placa se encontró que empieza 
en la dilución 10-2  (17 muestras), dilución 10-3 (31 muestras), dilu-
ción 10-4(28 muestras),10-5 (20 muestras) y 10-6 (1 muestra), pero no 
detectó falsos positivos lo que determinó un valor predictivo positivo 
del 100 %, para las diluciones 10-1 -10-3; por otro lado para el método 
del NMP, se encuentra que la proporción de falsos negativos empieza 
en la dilución 10-4 con 22 muestras, 10-5(20) y 10-6(1), NMP, indican-
do esto que  existe una sensibilidad del 100% para las tres primeras 
diluciones. Lo que significa que el método NMP capta correctamente 
las 35 muestras que son verdaderamente positivas según el Gold es-
tándar, obteniendo un valor predictivo del 100%, en las primeras 3 
diluciones.
 
Esto indica que el método de recuento en placa tiene más falsos 
negativos cuando se comparan los dos métodos frente al gold están-
dar DVC—FISH. Estos resultados del método de recuento en placa 
tienen serias implicaciones  económicas y sanitarias ya que el método 
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está dejando de detectar bacterias viables no cultivables en el proceso 
de desinfección, que pueden afectar a muchos pacientes inmunode-
primidos con enfermedades de base y/o niños, pero lo que es más 
delicado, es que el método asegura que se está realizando un proceso 
de desinfección completo. Al realizarse el análisis del VPP para el re-
cuento en placa, se encontraron valores del 100% para las 3 primeras 
diluciones, indicando esto que, para la dilución 10-1,  de 35 muestras 
que se desinfectaron con foto-fenton, todas fueron detectadas como 
positivas por el método, es decir con crecimiento bacteriano.
 
Al contrario de las diluciones 10-2 y 10-3, en donde la sensibilidad 
bajó al 51% y 11% respectivamente, lo que significa que de las 35 
muestras (Verdaderamente positivas con Salmonella serovariedad 
Typhimurium según el patrón de referencia) el método detectó como 
positivas la mitad, para la dilución 10-2, y para la dilución 10-3, de las 
35 muestras, el método solo detectó como positivas 4 muestras, lo 
que indica que clasificó 17 muestras como falsas negativas, para la di-
lución 10-2, y 31 muestras para la dilución 10-3, pero no detectó falsos 
positivos, lo que determinó un valor predictivo positivo del 100%, 
para ambas diluciones. Por este motivo el software arrojó VPP del 
100% para dichas diluciones. Pero este resultado no es real, debido a 
que para calcular los VPP, se necesita el dato de los falsos positivos de 
la prueba, los cuales no fueron detectados por el método, si no que 
por el contrario, hay que resaltar que se detectaron muchos  falsos 
negativos, esto permite que finalmente se altere el resultado de los 
VPP para estas diluciones.
 
Por todo lo anteriormente dicho,  los resultados de este estudio es-
tán a favor de que la técnica evaluada como recuento en placa no 
es apropiada para su utilización en la evaluación del proceso de la 
desinfección por foto-fenton, porque se podría descartar un núme-
ro apreciable de muestras que realmente son positivas, en 10-2(17) 
y en 10-3 (31), esto,  debido a que no es capaz de detectar las bacte-
rias viables no cultivables cuando están en concentraciones bajas. Al 
comparar los resultados de los VPN, se encuentra que para las tres 
últimas diluciones (10-4,10-5 y 10-6), los porcentajes fueron de 20%, 
43% y 97%, respectivamente, indicando esto que, mientras el DVC-
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FISH, aun detectaba recuentos bacterianos positivos el recuento en 
placa los tomó como negativos. Esto pone de manifiesto que el mét-
odo  podría no ser  adecuado para descartar una muestra que se ha 
diagnosticado como contaminada,  a pesar de que la especificidad 
dio  100%, para las diluciones 10-4 y 10-5.
 
En el caso del NMP,  la prueba de la sensibilidad es del 100% para 
las 3 primeras diluciones y del 21% para la dilución 10-4, indican-
do esto que detecta más muestras positivas el NMP, al compararlo 
con recuento en placa; en cuanto a su especificidad, se evidencia que 
aumenta para las 3 últimas diluciones. Son estos resultados los que 
hacen pensar que el mejor método para evaluar desinfección por fo-
to-fenton después del DVC-FISH, es el NMP.
 
Por otro lado se encuentra que los VPP,  para las tres primeras dilu-
ciones son del 100% y del 75% para la dilución del 10-4, indicando 
esto que el método detectó como verdaderas positivas las muestras 
que aún tenían presencia de Salmonella.
 
Por otra parte, se verifica que los VPN se hallaron un poco altos en 
las 2 últimas diluciones (10-4 y 10-5), pero no alcanzaron el  100%, 
esto significa que el método clasificó como negativas muestras que 
aún tenían la presencia de Salmonella, pero en cambio para la di-
lución de 10-6, se encontró  un buen dato del VPN, del 97.1, lo cual 
significa que el método clasificó un buen número de muestras que 
estaban ya negativas para Salmonella serovariedad Typhimurium.
 
Por consiguiente con estos resultados de sensibilidad, especificidad y 
valores predictivos negativos tan bajos encontrados en la dilución 10-4  
para el método NMP, se puede concluir que es una técnica no confiable 
para descartar una muestra que se ha diagnosticado  como positiva 
cuando su concentración es baja. Es decir, cuando se presume la exis-
tencia de < 10 bacterias mL-1  ó una bacteria   en un mL de la muestra. 
Por tanto en estas condiciones de muestra  éstas deberían concentrarse 
usando mayor volumen de muestra, (10 mL , 100 mL  y/o 1000 mL ), lo 
cual ya es recomendado para mediciones de E coli[24].
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Resumiendo, se observó que de las dos técnicas evaluadas la que may-
or muestras positivas detectó en el proceso de foto-fenton, compara-
da frente al gold estándar fué el NMP, por consiguiente la técnica que 
obtuvo un porcentaje más alto de falsos negativos, aseverando que la 
desinfección había sido completa, fué el método recuento en placa.
 
4.3 Evaluación del proceso  de desinfección Fotocatálisis Ho-
mogénea Foto-fenton

La fotocatálisis homogénea es mucho más efectiva que la fotólisis 
para inactivar bacterias entéricas y otros microorganismos. La in-
fluencia del catalizador, la radiación absorbida por el catalizador, la 
composición de la matriz del agua, la concentración y/o fotocatal-
izador, la temperatura, aireación, agitación, geometría del reactor, 
pH, temperatura y el tipo de microorganismo que interviene en el 
proceso entre otras, son variables que pueden modificar las curvas 
de desinfección[25, 26,27].  Por  tal motivo, dentro de este trabajo 
se empleó como catalizador FeSO4·7H2O( Merck) y H2O2( Molabs 
30%).
Para realizar la fotocatálisis por Foto-fenton, se escogió la concen-
tración 2ppm de Fe2+ y 20 ppm de H2O2, la cual es una concentración 
que está dentro de los rangos propuestos por los investigadores en 
desinfección por foto-fenton  para inactivar bacterias[25].  Como ya 
se mencionó anteriormente, al realizar el seguimiento de la concen-
tración bacteriana se obtuvieron curvas de desinfección característi-
cas de concentración bacteriana  viables totales contra el tiempo de 
desinfección. En gran número de investigaciones se ha observado 
que dichas curvas presentan tres zonas importantes. La primera es 
llamada hombro y  en esta se observa una disminución lenta de la 
concentración bacteriana ya que en el tiempo inicial de la reacción 
al proceso de desinfección se presenta cierta resistencia bacteriana 
al ataque de los agentes oxidantes anión superóxido, peróxido de 
hidrógeno y radicales hidroxilo. En la segunda zona se da un de-
crecimiento exponencial y las bacterias inician su muerte rápida, 
después de haber alcanzado su umbral límite de daño necesario y 
finalmente una zona de inhibición, debida a los subproductos de la 
reacción, comúnmente, llamada cola[28,29]. Los resultados de esta 
investigación demuestran que para, el método recuento en placa si se 
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cumple esta curva ya descrita, pero para el NMP y DVC-FIHS no; lo 
anterior, dado que el método NMP detectó 1.3 unidades logarítmicas 
y el DVC-FISH, detectó 3.9 unidades logarítmicas a los 240 minu-
tos. Esto se debe a que en el proceso se generaron bacterias viables 
no cultivables y por esta razón el método recuento en placa a los 90 
minutos de desinfección ya no las detectó; esto se comprueba cuando 
lo comparamos frente al método DVC-FISH. Hay que resaltar que 
investigadores como Baudart y colaboradores[20] en el 2005, obtu-
vieron resultados similares cuando compararon los dos métodos, 
tanto recuento en placa como DVC-FISH para cuantificar bacterias 
“viables no cultivables” presentes en aguas que están en proceso de 
potabilización, encontrando que se presentan recuentos muy bajos 
en el método de cultivo comparados frente al DVC-FISH. De igual 
forma, al hacer la misma comparación en la red de distribución en-
contraron iguales resultados.
 
Además, existen otros estudios, donde realizaron procesos de san-
eamiento con fotocatálisis heterogénea,  evaluando la desinfección 
con recuento en placa, NMP y Fluorescencia con Dapi- CTC (5-Cy-
ano-2.3-ditolyl tetrazolium chloride), para evaluar bacterias viables 
no cultivables; se concluyó que en el método recuento en placa las 
bacterias pierden cultivabilidad debido al estrés oxidativo  y por con-
siguiente el método NMP es el que tiene recuentos más cercanos a la 
técnica  Fluorescencia con Dapi; esto indica que NMP si es un mét-
odo adecuado para evaluar desinfección con fotocatálisis[30]. Ahora 
bien, estos resultados son comparables con los encontrados en este 
estudio ya que aquí se encontró que el método DVC-FISH sirve para 
evaluar recuento inicial, es decir, bacterias sin estrés oxidativo, bac-
terias viables, a través del tiempo en el proceso de la desinfección y 
bacterias viables no cultivables en el periodo de oscuridad, mientras 
el método NMP es mucho más efectivo para evaluar las bacterias via-
bles no cultivables, dado que durante el proceso de la desinfección no 
sobreestima la población bacteriana; por último, el método recuento 
en placa sólo detectó bacterias viables.
 
Por otra parte, en este trabajo se encontró que para la curva de 
desinfección de Salmonella serovariedad Typhimurium, la fase de 
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inhibición se alcanza a los 90  minutos, para el método recuento en 
placa. Estos resultados son similares a los encontrados por Sanabria 

y colaboradores[21], cuando realizaron un estudio de fotocatálisis 
heterogénea con E.coli, ya que esta bacteria también presenta la fase 
de inhibición a los 90 minutos para el recuento en placa. De igual 
manera, en este mismo estudio, al evaluarse el comportamiento de 
los medios líquidos con azúcares y peptonas, se encontró que E.coli 
en estos medios, después de los 90 minutos, aún seguía viva; resulta-
dos que se asemejan a los encontrados en el momento que se evaluó 
a Salmonella serovariedad Typhimurium con el método NMP, ya que 
la fase de inhibición la hizo en el período de oscuridad a las 48 horas; 
esto puede deberse a que las pocas bacterias Viables no cultivables 
que detectó el método a los 240 minutos siguen haciendo reacción 
fenton. Otra posible razón, puede ser que como ya se mencionó an-
teriormente, la fotocatálisis afecta la vía de asimilación de azúcares 
como es la vía de Embden-Meyerhof y Entner Doudoroff, pero no la 
vía de la asimilación de las peptonas o proteínas[21]. 

 
Entonces recordando el medio líquido Rappaport (Merck), tiene en 
su composición  proteínas que puede hacer que las pocas bacterias 
viables no cultivables tomen estos nutrientes. Asimismo esta puede 
ser una de las posibles razones por la cual  ocurre un sobre crec-
imiento entre los 10 y 30 minutos de desinfección y que finalmente, 
el tiempo de la fase de inhibición con los medios líquidos sea más 
prolongada.
 
También se encontró en otro estudio llevado a cabo  por Castaño[31],  
quien realizó la fotocatálisis heterogénea a bacterias como Salmonel-
la, Shigella y E.coli  (las cuales  fueron inactivadas  después de 3.5 
horas, 30 minutos y 1.5 horas respectivamente, cuando se evaluaron 
en recuento en placa, pero en el momento, que se hizo la compara-
ción con los caldos nutritivos los cuales, también fueron sembrados 
al tiempo), que todas las muestras  presentaron crecimiento, incluso 
los cultivos en el período de oscuridad, indicando este resultado que 
las bacterias si entraron en estado viable no cultivable, después de la 
fotocatálisis y no fueron detectadas por el recuento en placa.
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Por otra parte, se encontró que el tiempo efectivo, en las condiciones 
que se montó el experimento para Foto-fenton, es hasta 10  minutos, 
en tanto  cuando se observó el comportamiento del recuento con el 
método DVC-FISH, se apreció que de un recuento inicial de 5 uni-
dades logarítmicas, bajó a 4.2 unidades logarítmicas o sea 0.8uni-
dades logarítmica de diferencia, de ahí en adelante lo que sigue dis-
minuyendo en unidades logarítmicas es poco.
 
Ahora bien, esto indica que  la concentración del catalizador que 
se empleó, no fue suficiente para inactivar las bacterias totalmente, 
como lo muestra el método de recuento en placa, ya que están via-
bles, lo que se puede comprobar al observar el recuento del método 
DVC-FISH.
 
Asimismo, esto hace pensar en la posibilidad de hacer un monta-
je para Foto-fenton con diferentes concentraciones del catalizador, 
para ser más efectivos en la desinfección para bacterias, como lo hi-
cieron los investigadores Bandala y colaboradores[25], en su estudio 
de Foto-fenton para E.coli y Pseudomonas.
 
Por último, el no detectar esas pocas bacterias viables no cultivables  
que quedan en el proceso de desinfección con foto-fenton, es delica-
do para la salud humana porque cuando  toman un huésped pueden 
generar síntomas y una enfermedad más agresiva. Asimismo, cuando 
toman nutrientes pueden sobrevivir de la misma manera que sucede 
cuando aplicamos el método de conteo directo de Viables no cultiva-
bles DVC-FISH. Dicho de otro modo, si se usara agua contaminada 
con bacterias viables no cultivables en la explotación agrícola, sería 
un problema para la salud pública. Esta hipótesis se confirma con 
un  estudio realizado por Castro[32], 2011, en donde se investigó si 
el agua usada para riegos de cultivos   era vehículo de transferencia 
de Salmonella sp., demostrándose la existencia de una diversidad de 
serotipos ( variedades) de Salmonella encontrados en el agua de uso 
agrícola, así como una alta resistencia de éstos a varios antibióticos. 
Además, algunas especies también fueron aisladas de la superficie de 
los cultivos. De igual manera, otros investigadores como Morales[33] 
2009, describen que en su estudio de detección de Salmonella spp., 
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en melón cantaloupe en unidades de producción y unidades de em-
paque, fue positivo para el aislamiento de Salmonella serovariedad 
Typhimurium y esto tal vez pudo deberse al agua de irrigación.

4.4 Foto Inactivación de Salmonella serovariedad Typh-
imurium, suspendida en solución salina al 0.85%

4.4.1 Irradiación directa en ausencia de catalizador. En la fotólisis 
ocurre una cinética de reacción simple en donde se afecta la veloci-
dad de reacción debido a que las bacterias son expuestas sólo a los 
agentes oxidantes generados por la Luz Ultravioleta como el anión 
superóxido. Por lo tanto se debe tener en cuenta que este tipo  de 
desinfección bacteriana es más lenta. Cuando se compararon los 
métodos recuento en placa y NMP, para evaluar este tipo de desin-
fección, se encontró que la fase de hombro es más lenta para el mét-
odo de recuento en placa a los 240 minutos, mientras que para el 
método NMP, es más rápido a los 90 minutos. Esto puede deberse a 
que ocurre una disminución lenta de la concentración bacteriana, ya 
que en el tiempo inicial de la reacción se presenta cierta resistencia 
bacteriana al ataque de las especies oxidantes[28,29]. Por consigui-
ente como ya se mencionó anteriormente el  estrés oxidativo, puede 
ocasionar en  las bacterias daños que pueden ser reversibles o irre-
versibles, lo cual trae como consecuencia  el estado viable no cultiva-
ble[33].   Como se observa en estos resultados, aún no hay una total 
desinfección con el método UV, esto puede deberse a que como no se 
usa un catalizador que acelere la reacción de desinfección y se sigan 
generando más productos intermedios del oxígeno, las bacterias ten-
gan tiempo de activar sus mecanismos de defensa genéticos  y sigan 
presentando resistencia.[34] 

 
Asimismo, ya se han hecho estudios previos para evaluar el proceso 
de bacterias Viables no cultivables generadas en el proceso de desin-
fección, como es el caso  del trabajo de  Villarino y colaboradores[33], 
quien indujo estrés oxidativo a la bacteria Escherichia coli (E.coli), 
empleando diferentes dosis de luz ultravioleta, encontrando que al 
sembrar estas bacterias  en cajas petri con medios sólidos, éstas no 
crecieron; pero cuando  se realizó la técnica del conteo de bacterias 
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viables mediante hibridación in-situ con fluorescencia (DVC-FISH), 
estas fueron observables. Estos resultados son muy parecidos a los 
encontrados en este trabajo ya que aquí se encontró que el método 
recuento en placa detectó menos bacterias (3.2 unidades logarítmi-
cas),  a los 240 minutos de desinfección y a las 48 horas en el período 
de reactivación o oscuridad (2.5 unidades logarítmicas), comparado 
frente al DVC-FISH, el cual detectó 3.8 unidades logarítmicas  a los 
240 minutos y a las 48 horas período de oscuridad.
 
A los 240 minutos de desinfección se encontró que tanto recuento 
en placa como NMP, detectaron, el mismo recuento bacteriano (3.2 
unidades logarítmicas), pero al evaluarse el período de reactivación a 
las 48 horas se observó que el método NMP, detectó más, obteniendo 
un recuento de 3.2 unidades logarítmicas, es decir este método no 
varió su recuento en el período de oscuridad mientras que recuen-
to en placa bajó a 2.5 unidades logarítmicas, indicando esto que si 
se generaron bacterias viables no cultivables, y se puede confirmar 
esta hipótesis al comparar los resultados frente al DVC-FISH, el cual 
detectó en la fase de oscuridad o reactivación 3.8 unidades  logarít-
micas. Finalmente se puede observar que en este proceso aún hay 
bacterias que tienen daños reversibles que al ser cambiadas a medi-
os enriquecidos o condiciones favorables pueden reactivarse nueva-
mente, esto puede deberse a la falta de un catalizador que acelere la 
reacción de la desinfección o la falta de tiempo de exposición.
 
4.5 Cuantificación de Salmonella serovariedad Typhimuri-
um en el periodo de pos tratamiento en la oscuridad, medi-
ante los tres métodos, recuento en placa, NMP y DVC- FISH

La fotocatálisis, heterogénea o homogénea es un método de desin-
fección que ha demostrado buenos resultados en la reducción de 
microorganismos patógenos, especialmente E.coli, tanto en estudios 
de laboratorio como en agua potable. Sin embargo, se ha observado 
un aumento en el número de bacterias horas después de culminado 
el proceso de iluminación[12].  Por el contrario, en otros resultados 
obtenidos por Castillo[35], se observó que E.coli si se inactivó total-
mente con fotocatálisis heterogénea, es decir, no hubo re crecimiento 
en el período de oscuridad, pero bacterias como Shigella spp. y Sal-
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monella spp., si re crecieron después de haber llegado a una inacti-
vación o fase de inhibición cuando fueron evaluadas con recuento en 
placa. Posteriormente, en otro trabajo de Castaño[31] , 2006, se en-
contró que aunque las bacterias Salmonella, Shigella y E.coli  fueron 
inactivadas  después de 3,5 horas, 30 minutos y 1,5 horas cuando  
fueron evaluadas por el método de recuento en placa, pero cuando 
se hizo la comparación de los caldos nutritivos que también fueron 
sembrados al tiempo, se encontró que  todos presentaron crecimien-
to, incluso los caldos en el período de oscuridad,  indicando este re-
sultado que las bacterias si entraron en estado viable no cultivable 
después de la fotocatálisis y no fueron detectadas por el recuento en 
placa. Aquí hay que resaltar que E.coli, cuando fue evaluada en el 
período de oscuridad con el método de recuento en placa, no pre-
sentó recrecimiento, pero si se obtuvo crecimiento con los medios 
líquidos, caldos nutritivos. Por otro lado, al analizar a Salmonella y 
Shigella en el período de oscuridad, se encontró que estas bacterias 
presentaron recrecimiento a las 24 pero no a las 48 de horas de reac-
tivación, cuando fueron sembradas en método de recuento en placa.
 
Concluyendo, estos resultados indican  que las pocas bacterias via-
bles no cultivables se hicieron indetectables con el recuento en placa, 
pero en realidad no habían muerto.
 
Al seguir comparando los resultados encontrados en este trabajo se 
puede resaltar que aquí se empleó fotocatálisis con Foto-fenton y que 
la fase de inhibición para recuento en placa empezó a los 90 minutos 
y no se obtuvo recrecimiento posteriormente en la oscuridad, es de-
cir, este método evalúa el proceso como una desinfección completa 
(ver figura 4). Por otra parte, tanto el método NMP hace su fase de 
inhibición  en el período de oscuridad a las 48 horas, dado que  a los 
240 minutos de desinfección ya hay <10 bacterias mL-1, al tiempo que 
las pocas bacterias viables no cultivables que quedaron siguieron ha-
ciendo reacción fenton y al final ya no fueron detectadas por el NMP. 
En comparación con el DVC-FISH, este método nos muestra a través 
del tiempo que las bacterias nunca llegaron a fase de inhibición total, 
ni aún en el período de oscuridad; la explicación para este fenómeno 
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es que las bacterias se vuelven viables no cultivables para los méto-
dos de recuento en placa, pero además aclara que las bacterias jamás 
han hecho recrecimiento, por el contrario, simplemente se volvieron 
indetectables a cierto grado y horas de estrés oxidativo generado por 
la desinfección.
 
También, al comparar el estudio de Castaño[31], 2006 en el que eval-
uó la desinfección  por fotocatálisis heterogénea de Salmonella se-
rovariedad Typhimurium, con el método de recuento en placa,  se 
encontró que la bacteria se inhibió a las 3,5 horas, pero  obtuvo re 
crecimiento a las 24 horas en el período de oscuridad; mientras en 
este trabajo, en el que se desinfectó con Foto-fenton, no se obtuvo re-
crecimiento del mismo microorganismo por el método de recuento 
en placa en el período de oscuridad.
 
Para entender un poco más estos resultados y el proceso del periodo 
en la oscuridad, algunos investigadores como Wist[12],  proponen 
que el aumento en la población bacteriana en la etapa de la oscuri-
dad puede tener lugar por la acción de los tres fenómenos diferentes: 
recrecimiento, reactivación y activación.
 
El recrecimiento hace referencia a la capacidad que tienen los micro-
organismos que resistieron al proceso fotocatalítico de crecer, repro-
ducirse y dar origen a una nueva población a expensas de detritus y 
células muertas [12].  La reactivación, a diferencia del recrecimiento, 
aumenta el número de microorganismos debido a la capacidad que 
tienen las bacterias de entrar en estado viable no cultivable duran-
te la iluminación para luego volver a su estado normal cuando las 
condiciones son favorables. La existencia de células viables pero no 
cultivables puede ser una respuesta fisiológica de las bacterias para 
sobrevivir a condiciones de estrés medio ambiental [36,34].	
 
Al comparar estas hipótesis con los resultados de este trabajo se 
puede concluir que la reactivación es lo más cercano que le puede 
estar pasando a las bacterias cuando se desinfectan con Foto-fen-
ton ya que el método recuento en placa no las detecta después de 
90 minutos de desinfección por la resistencia que ellas generaron al 
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proceso de desinfección haciéndose viables no cultivables y a esto 
hay que sumarle que tal vez hubo daño a nivel de DNA, membranas 
y pared, pero no hubo oxidación del Acetil coA, lo cual si hubiese 
sido letal [22]. Pero otra posible hipótesis es que se afectó la vía de 
la asimilación de azúcares pero no la vía de la asimilación de pep-
tonas [21],  lo que haría posible que cuando las bacterias tuviesen  las 
condiciones favorables, durante el período de oscuridad,  pudieran 
tomar los nutrientes de los caldos DVC-FISH y NMP y ser detecta-
das, como sucedió en los experimentos de este estudio.
 
La activación se produce cuando bacterias que se encontraban en 
forma inactiva antes de la fotocatálisis, se activan gracias a la irradia-
ción, bajo las condiciones de estrés producidas durante el tratamien-
to. Al activarse con la irradiación pueden ser detectadas por el méto-
do microbiológico de análisis y generar de esta forma un aumento en 
las diferentes poblaciones de bacterias.
 
Finalmente, de acuerdo con todos los resultados encontrados tanto 
en el período de iluminación como de oscuridad, se puede concluir 
que las bacterias jamás han sido inactivadas o inhibidas totalmente 
en el proceso de desinfección con Foto-fenton y lo que sucede es 
que las bacterias tienen daños reversibles que las hacen viables no 
cultivables en los métodos de recuento en placa, pero si estas bac-
terias tienen las condiciones favorables como medios líquidos con 
proteínas pueden restablecer su daño y hacerse cuantificable para los 
métodos DVC-FISH y NMP.

5. CONCLUSIONES

Se demostró que la sensibilidad del método NMP es mayor que la 
del método tradicional Recuento en placa, teniendo en cuenta que el 
método de NMP clasificó correctamente el mayor número de  mues-
tras que son verdaderamente positivas hasta una dilución más que 
el Recuento en placa (NMP hasta la  concentración bacteriana 10-3, 
mientras que el método de Recuento en placa alcanzó su máxima 
sensibilidad cuando la concentración bacteriana era 10-2.
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El método de recuento del NMP es apto para evaluar el proceso de 
desinfección por Foto-fenton, ya que presenta una sensibilidad, es-
pecificidad y valores predictivos más altos frente al método de re-
cuento en placa para detectar bacterias viables no cultivables. 

Se realizó la validación del método de recuento NMP para evaluar 
aguas tratadas con foto catálisis frente al Gold estándar DVC-FISH.

El VPP del método NMP y recuento en placa fue muy bueno hasta la 
dilución 10-3 donde obtuvieron el 100%, mientras que en la dilución 
de 10-4, recuento en placa perdió la posibilidad de confirmar mues-
tras positivas, mientras que NMP la conservó con una probabilidad 
del 75%.

Los resultados obtenidos de la especificidad y el valor predictivo neg-
ativo de los dos métodos es baja hasta la dilución 10-5, lo que implica 
que las dos técnicas no son lo suficientemente específicas para con-
firmar muestras negativas cuando realmente lo son, ni para confir-
mar la ausencia de Salmonella en dichas muestras.

El método recuento en placa no es válido y apto para evaluar el pro-
ceso de desinfección por fotocatálisis (Foto- fenton), ya que es un 
método no confiable cuando la concentración bacteriana es baja (10-

3 hasta 10-6), debido a que su capacidad discriminatoria no permite 
detectar las muestras verdaderamente positivas y aumenta el diag-
nóstico de falsos negativos.

El NMP es un método que puede evaluar la desinfección por Fo-
to-fenton a través del tiempo cuando se compara frente al método 
DVC-FISH.

La concentración del catalizador  empleado en el proceso de desin-
fección por Foto-fenton, no fue suficiente para inactivar las bacterias 
de Salmonella serovariedad Typhimurium  totalmente, ya que a las 
4 horas de desinfección aún se encontraron bacterias viables por los 
métodos de recuento NMP y DVC-FISH.

Validación de métodos microbiológicos para cuantificar Salmonella spp, presente en aguas 
tratadas con fotofenton
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El método DVC-FISH, sirve para evaluar recuento inicial, es decir 
bacterias sin estrés oxidativo, bacterias viables, a través del tiempo en 
el proceso de la desinfección y bacterias viables no cultivables en el 
período de oscuridad. Mientras que el método NMP, es mucho más 
efectivo para evaluar las bacterias viables no cultivables, porque en el 
proceso de la desinfección, no sobreestima la población bacteriana; 
por último, el método recuento en placa solo detecta bacterias via-
bles.

Los resultados de este trabajo permiten aumentar el fortalecimiento 
de la Vigilancia de la calidad del agua en Salud Pública. Ya que con 
los resultados obtenidos en esta investigación se observa la necesidad 
de implementar aproximaciones como la aquí realizada y usar los da-
tos para realizar ajustes al protocolo definido por el INS, para evaluar 
la calidad de la agua en el país. Además, el método NMP, permitiría 
evidenciar la magnitud de los eventos de Interés en Salud Pública al 
aumentar el número de casos detectados.
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