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NOMENCLATURA

ADN acido desoxirribonucléico

ARC agua residual cruda

ARN acido ribonucléico

BMS biorreactor de membrana sumergida

BRAM biorreactores anaerobios de membrana

BRM biorreactores de membrana

Da daltones

DBO demanda bioquimica de oxigeno (mgL-1)
DGGE electroforesis em gel con gradiente desnaturalizante
DQO demanda quimica de oxigeno (mgL-1)

DQOs demanda quimica de oxigeno soluble (mgL-1)
DQOT demanda quimica de oxigeno total (mgL-1)
EDS espectroscopia por dispersion de energia

EDX espectroscopia de difraccién de rayos X

FISH hibridacion in situ de fluorescencia

FPVD fluoruro de polivinildeno

kDa kilo daltones

MF microfiltracion

MEB microscopia electronica de barrido

NF nanofiltracion

NaOCI hipoclorito de sodio

Ol 6smosis inversa

pH potencial de hidrogeno

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PTM presion transmembrana (kPa)

SDT solidos disueltos totales (mgL-1)

SDV sdélidos disueltos volatiles (mgL-1)

SPE sustancias poliméricas extracelulares

SRT tiempo de residencia de solidos

SS solidos suspendidos (mgL-1)

SSLM solidos suspendidos en el licor de mezcla
SSF sélidos suspendidos fijos (mgL-1)

SST sélidos suspendidos totales (mgL-1)

SSV solidos suspendidos volatiles (mgL-1)

ST sélidos totales (mgL-1)

STF solidos totales fijos (mgL-1)

STV sdélidos totales volatiles (mgL-1)

TGGE electroforesis en gel con gradiente de temperatura
TRC tiempo de retencién celular (h)

TRH tiempo de retencién hidraulica (h)

TTGE electroforesis en gel con gradiente temporal de temperatura
UASB reactor anaerobio de lecho fluidificado con flujo ascendente
UF ultrafiltracion



RESUMEN

Los Biorreactores Anaerobios de Membrana (BRAM) ofrecen una excelente alternativa
para el tratamiento y reuso de agua residual, tanto municipal como industrial. Sin
embrago, existe un fendmeno inevitable y dificil de controlar en el proceso que es el
taponamiento de membranas o biofouling. Es por esto que una de las prioridades actuales
de la investigacion en este tema es entender el fendmeno para su control y desarrollo de
membranas con materiales anti-fouling.

En este sentido, utilizando complementariamente métodos de ecologia microbiana como
Gel de Electroforesis con Gradiente de Temperatura (TGGE), e Hibridacion in situ de
Fluorescencia (FISH), se ha analizado la estructura y microbiota de la capa taponante
formada en membranas de ultrafiltracion (PVDF 100 kDa), acopladas a un reactor
anaerobio tipo UASB alimentado con agua residual municipal.

La diversidad microbiana analizada fue determinada por amplificacion del ADN de la
region hipervariable V3 y V6 del gen ribosomal 16S rRNA. El analisis estructural de la
capa taponante se realizé por medio de Microscopia Electronica de Barrido.

El experimento fue disefiado empleando dos lotes de membranas (nueva y usada) que
trataron dos influentes distintos. Los tratamientos | y Il corresponden a membranas
nuevas, alimentadas (8 horas de operacién) con efluente UASB (l) y agua residual cruda
ARC (Il) con el proposito de desarrollar biopelicula. Los tratamientos Il y IV corresponden
a membranas que fueron alimentadas con efluente UASB (2400 horas de operacion); el
tratamiento IV fue extemporaneamente sometido a un proceso de lavado con HCIO 300
ppm.

Las herramientas moleculares demostraron que la poblacién predominante en los
tratamientos fue representada por Epsilon proteobacteria (Arcobacter cryaerophilus), asi
como notable presencia de alfa de la clase Sphingomonadaceae, beta
(Comamonadaceae) y delta (Geobacter sp.) proteobacteria. Miembros del filio Firmicutes
fueron detectados en gran numero. Todos estos son capaces de producir sustancias
poliméricas extracelulares (SPE). Del dominio Archaea se encontré que la poblacion
predominante corresponde a Euryarchaeota (Methanospirillaceae y Methanosarcinales).
Con este trabajo se logré realizar un analisis mas detallado de la biopelicula taponante
gue se forma en las membranas acopladas a un reactor anaerobio tipo UASB. La principal
aportacion de este trabajo consisti6 en detectar las especies microbianas que tienen
efecto sobre el taponamiento en las membranas acopladas al biorreactor tipo UASB.

Palabras clave: Biotaponamiento, SPE, Membrana, UASB, TGGE, FISH.



INTRODUCCION

En el tratamiento de agua residual, municipal o industrial, las membranas
siempre han tenido un papel muy importante. Una membrana puede definirse
como una pelicula delgada que separa dos fases y actia como barrera
selectiva al transporte de materia (Aptel y Buckley, 1998). Las membranas han
sido ampliamente utilizadas como tratamiento terciario o bien como
constituyentes de los biorreactores de membrana (Fane y Chang, 2002). Sin
embargo, para su uso existe un fenémeno inevitable en el proceso que es dificil
de controlar: el biofouling o taponamiento de membranas. Este proceso
involucra varios mecanismos como la adhesién y el crecimiento de los
microorganismos, asi como produccion de metabolitos que secretan sobre la
superficie de la membrana y otros componentes taponantes como material
inorganico y organico, que se denominan sustancias poliméricas extracelulares
(SPE) (Sombatsompop et al., 2006). El taponamiento de membranas causa
problemas técnicos considerables en los sistemas y puede llevar a pérdidas
econdmicas. Su manifestacion principal es la reduccion del flujo permeado y el
aumento de la presion transmembrana, aumento en el consumo de energia y la
necesidad de realizar frecuentes lavados a las membranas o en su caso
remplazarlas (Herrera et al., 2007). Una manera de clasificar a los biorreactores
de membrana (BRM) es como aerobios o anaerobios. Estos ultimos ofrecen
una buena alternativa para el tratamiento y reuso del agua residual por sus
bajos requerimientos de energia comparado con otros sistemas de membrana
como los aerobios, baja produccion de lodos y produccion de metano. Asi
mismo, las biopeliculas taponantes juegan un papel muy importante en el
tratamiento de agua, ya que forman la base del funcionamiento de diferentes
reactores, tanto aerobios como anaerobios (filtros percoladores, biodiscos, etc).
Por tal motivo, son estructuras de comunidades microbianas creadas por
grupos de células atrapadas en matrices poliméricas hidratadas creadas por
ellos mismos (Costerton et al., 1999). Durante los ultimos quince afios ha
surgido la necesidad de estudiar la composicion de las comunidades
microbianas presentes utilizando técnicas moleculares basadas en el gen
ribosomal 16S ARNr/ADNr (Amann et al., 2001).

En este trabajo se analizo la biopelicula taponante formada en membranas
asociadas a un biorreactor anaerobio tipo UASB bajo diferentes tratamientos,
utilizando técnicas moleculares para el estudio del ecosistema microbiano
formado en dichas membranas para tratar de determinar su importancia como
causante principal del taponamiento.



3. Marco Tebérico

3.1Fundamento de los biorreactores de membrana.

Los biorreactores de membrana (BRM) son sistemas que combinan un reactor
biolégico, responsable de la degradacion de compuestos organicos del agua a
tratar y la tecnologia de membrana encargada de llevar a cabo la separacion fisica
(filtracion) del liquido de la mezcla. Su uso esta asociado a membranas de micro y
ultrafiltracion que evitan la necesidad de pasos limitantes en el tratamiento
biolégico como la filtracibn y la sedimentacion (Stephenson y Judo, 2000;
Visvanathan y Ben, 2000). Lo anterior le permite a un sistema de BRM remplazar
varias operaciones unitarias como la coagulacion, clarificacion vy filtracion, por lo
tanto realizar todo este proceso en una sola etapa. A diferencia de los reactores
biolégicos convencionales, los BRM pueden operar en condiciones
significativamente diferentes, ya que los tiempos de residencia de los soélidos
(TRS) y los solidos suspendidos en el licor de la mezcla (SSLM) son hasta diez
veces mayores que los sistemas convencionales.

Con las caracteristicas mencionadas anteriormente, los BRM tienen las siguientes
ventajas sobre otros tratamientos bioldgicos:

1. Operacion con tiempos de residencia hidraulicos (TRH) muy cortos.

2. Al trabajar con TRS muy grandes, menor produccién de lodo.

3. Obtencion de efluentes de alta calidad en términos de turbidez, cantidad de
bacterias, solidos suspendidos totales (SST) y demanda quimica de Oxigeno
(DQO).

4. Requerimiento de menos espacio para el tratamiento de agua residual.
Entre sus desventajas estan:

1. Altos costos de instalacion y mantenimiento.
2. Altos costos energéticos para la operacion de la membrana
3. Necesidad de controlar el taponamiento de membrana.

La figura 3.1 muestra la operacion general de los BRM. El influente (agua a tratar)
entra en el biorreactor, donde la biomasa microbiana al igual que en el caso de los
lodos activados, permiten la degradacion biologica de la materia organica.
Posteriormente, la mezcla es bombeada del biorreactor y bajo presién, filtrada a
través de la membrana. El agua filtrada es descargada del sistema, mientras que
la biomasa microbiana es devuelta al biorreactor. De manera periddica el exceso
de lodo se bombea y se descarga con el fin evitar que el lodo madure.

Las membranas se limpian periédicamente, generalmente mediante lavado a
contracorriente o retrolavado, y en algunas ocasiones mediante lavado quimico o
ambos.
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Fig 3.1 Principio del biorreactor de membrana

(Rosenberger et al., 2002)

Dependiendo del tipo y localizacion de la membrana, se distinguen dos tipos
principales de BRM, que se diferencian fundamentalmente por la disposicion de
las membranas y por la tecnologia utilizada para crear el gradiente de presion
entre ambos lados de la misma (fuerza directriz).

3.2Tipos de biorreactores de membrana (BRM):

Biorreactor de membrana inmersa o sumergida (BRMS); La unidad de membrana
gue realiza la separacion fisica esta inmersa en el tanque biologico. La fuerza
impulsora a través de la membrana es alcanzada presurizando el biorreactor o
creando presion negativa en el lado permeado de la membrana, que es lo mas
comun (Rosenberger et al., 2002). Generalmente, se coloca un difusor de aire
justo debajo del moédulo de membrana para suministrar el aire necesario para
homogeneizar el licor mezcla. Con esto también se consigue crear un régimen
turbulento de aire en la capa limite de la membrana, que evita la formacién de
biopelicula que acaba por obstruir la membrana. En la figura 3.2 (b) se muestra un
esquema de este tipo de biorreactor de membrana (Metcalf y Eddy, 2003).

Biorreactor de membrana externa o de recirculacion: En este tipo de biorreactor de
membrana, la membrana se encuentra fuera del reactor biologico, y el licor de
mezcla se recircula desde el biorreactor hasta el médulo de membrana por medio
de una bomba capaz de generar cierta presion, aproximadamente 30 kPa (Manem
y Sanderson, 1998).
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Figura 3.2. Esquemas que representan las dos principales configuraciones de biorreactores de
membrana. a) BRM en serie o de recirculacion y, b) BRM integrado o sumergido.

La definicion del tipo de reactor es importante, dado que haran variar las
consideraciones de operacion y los costos.

3.3 Biorreactores anaerobios de membrana

Desde hace cuarenta afos, el tratamiento anaerobio se ha consolidado como un
proceso adecuado para el manejo de agua residual. En un inicio con las fosas
sépticas para el tratamiento de agua residual doméstica. En afios recientes, se ha
obtenido un mejor entendimiento de la microbiologia de los biorreactores
anaerobios de membrana como proceso y una mejora en la tecnologia utilizada, lo
gue ha hecho posible considerar esta opcion en el tratamiento de agua residual
con baja carga, tales como efluentes municipales. Metcalf y Eddy (2003)
presentan las ventajas y desventajas del tratamiento anaerobio en relacion al
proceso aerébico en tratamientos de aguas residuales.

Tabla 3.1 Ventajas y desventajas del tratamiento anaerobio en relacion al proceso aerobio (Metcalf
y Eddy, 2003).

Ventajas
Requiere poco gasto energético

Baja produccion de lodos bioldgicos

Produccion de Metano, fuente potencial
de energia

Empleo de reactores de menor volumen
Pocos nutrientes requeridos

Respuesta rapida a la adicion de
sustrato después de periodos largos sin
alimentacién

Desventajas
Se requiere un tiempo
considerablemente largo para su

arranque (lento desarrollo de biomasa)
Susceptible para generar sustancias
toxicas

Potencial  producciéon  de
corrosivos y de malos olores

Gran sensibilidad a la temperatura
No es posible la remocion de N y P
bioldgico

Puede requerir adicion de éalcalis

gases




La tecnologia BRAM ha demostrado ser muy efectiva al combinar la separacion
con membranas con un tratamiento biolégico anaerobio aplicandose
principalmente a efluentes industriales de alta carga (Jeison y van Lier, 2006).
También se ha observado la posibilidad de utilizarlos en efluentes municipales
aprovechando las ventajas de la via anaerobia acoplados a membrana, para
proporcionar una barrera absoluta a soélidos coloidales suspendidos, ademas de
remover patdégenos, parasitos y compuestos organicos de alto peso molecular
(Herrera M, 2007). Las membranas utilizadas en los BRAM para agua de origen
industrial son mas propensas a taponarse por las altas cargas organicas y la
presencia de niveles altos de materia coloidal final y precipitacién inorganica
(Saddoud y Sayadi, 2007). Los componentes que forman la capa taponante
incluyen materia organica e inorganica como células, restos de células, proteinas,
polisacéridos y cristales de estruvita. Esto incrementa los requerimientos de
limpieza, dificulta las condiciones de operacién y afecta también su desempefio y
costo (Seghezzo y Zeeman, 1998).

3.3.1 Biorreactor anaerobio de lecho de lodos con flujo ascendente UASB

Actualmente, el reactor tipo “UASB” es la tecnologia mas utilizada en el mundo
para tratar aguas residuales de tipo industrial por via anaerobia. Su caracteristica
principal es la retencion de biomasa sin necesidad de un soporte gracias a la
formacion de granos de alta capacidad de sedimentacion, lo que lo hace mas
economico y le da ventajas técnicas sobre otro tipo de reactores avanzados. En
este reactor, el influente de agua residual se distribuye en el fondo para pasar en
forma ascendente a través del lecho de lodos.

La principal caracteristica de proceso de un reactor tipo “UASB”, que permite el
uso de cargas organicas volumétricas altas comparadas con otros procesos
anaerobios, es el desarrollo de un lodo granular denso. Uno de los requisitos
fundamentales para el funcionamiento del reactor tipo “UASB” es la presencia de
un lodo con excelentes caracteristicas de sedimentacion, compactacion y actividad
metabolica. ElI fendmeno que promueve la presencia de la biomasa con estas
caracteristicas, es el de granulacion. La granulacion es un proceso natural
mediante el cual los microorganismos dispersos en el medio tienden a formar
agregados celulares. La agregacion celular en forma de granos hace que entre los
microorganismos se reduzca la distancia de difusién para la transferencia de
metabolitos y se favorezca la asociacidon celular obligatoria para la degradacion de
substratos. Para el desarrollo del lodo granular intervienen diferentes parametros
como la calidad del agua residual, las condiciones ambientales y de operacion y
un disefio adecuado del reactor (Cid, 2007)



3. 4 Membranas

3.4.1 Clasificacién de membranas:

Existen varias companiias fabricantes de membranas, que ofrecen configuraciones
diferentes. Sin embargo, para obtener un rendimiento éptimo las membranas
usadas en la unidad de BRM deben satisfacer los siguientes criterios (Adham et
al., 2001):

Deben ser inertes y no biodegradables.

Deben ser faciles de limpiar y ademas de resistir a cambios quimicos de
presion y temperatura.

Deben presentar carga negativa o ser neutras para evitar la adhesion de los
microorganismos.

Deben ser duraderas y faciles de sustituir.

Presentar distribucién uniforme de poros y elevada densidad de éstos.

La aparicion de nuevas membranas poliméricas de menor costo y mayor
resistencia junto con la disminucion en los requerimientos de presion, ha
potenciado el uso de BRM a escala mundial. Se han usado varios tipos y
configuraciones de membrana.

De acuerdo a la forma que presenta la membrana se pueden clasificar
como planas, tubulares, de disco o de fibra hueca.

De acuerdo a su composicidn pueden ser organicas o inorganicas. Las
primeras estan fabricadas de copolimeros organicos como polisulfona,
polietersulfona, polietileno, etc. Las inorganicas estan compuestas
principalmente por ceramicas.
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Como esta esquematizado en la figura 3.3, las membranas pueden tener diferente
tamafio de poro y de esto depende el tipo de filtracion a desempefar. Son de
Microfiltracion MF (si retienen soélidos hasta 0.1 micras), de Ultrafiltracion UF (si
retienen particulas de hasta 0.01 micras), mientras las membranas de
Nanofiltracion NF tienen poros de un tamafio inferior a 0.01 uym, lo que permite la
eliminacion de la mayoria de los contaminantes, excepto de ciertos iones
monovalentes y moléculas de bajo peso molecular. Este tipo de membranas
raramente son utilizadas en BRM, debido a su alta resistencia hidraulica (Fane y
Chang, 2002), por lo que se utiliza la 6smosis inversa para otros procesos, como
el ablandamiento del agua por membranas (eliminacién de iones polivalentes de
calcio y magnesio del agua).

3.4.2 Taponamiento de membrana (Membrane Biofouling):

Fouling o taponamiento es el término dado a la disminucion de la capacidad de
filtracion en la membrana debido a la acumulacién sobre su superficie de
particulas presentes en el agua residual. Esto ocurre por la adsorcion (deposicion)
o intrusién de estas particulas en los poros de la membrana. La presencia de
estas particulas (solidos en suspension y materia disuelta) tiene una gran
importancia sobre el flujo de permeado. Una primera disminucion del flujo de
permeado viene causada por la concentracion-polarizacion. Este término se utiliza
para describir la tendencia del soluto a acumularse en la membrana. A medida que
el permeado atraviesa la membrana, los solutos que contenia se quedan en las
proximidades de su superficie, este soluto forma una capa de liquido estancado
cuya velocidad tiende a cero. Por otro lado, los sdlidos en suspension son
transportados hacia la superficie de la membrana formando una capa que reducira
la permeabilidad hidraulica y el flujo de permeado.

El taponamiento puede ser reversible e irreversible. El irreversible es el producido
por las particulas que penetran en la membrana y quedan retenidas en ella,
produciendo una disminucion del flujo que no es posible aumentar con lavados
fisicos de la membrana, y generalmente es parcialmente eliminado bajo
regimenes de limpieza con agentes quimicos. Mientras que el reversible es el
formado por la deposicion de particulas sobre la superficie de la membrana,
pudiendo ser eliminado mediante protocolos de limpieza fisicos (Metcalf & Eddy,
2003).

Se ha observado que los principales componentes que taponan la membrana al
filtrar agua residual son compuestos resultado de interacciones con la biomasa,
gue incluye células bacterianas, restos celulares y sustancias poliméricas
extracelulares (Miura et al., 2007a).

Como se esquematiza en la figura 3.4, hay una serie de pasos involucrados en el
biotaponamiento. El paso inicial es el acercamiento de los microorganismos a la



superficie taponante, segundo, la adherencia de las células bacterianas a la
superficie de la membrana donde estan involucradas fuerzas de Van der Waals y
electrostéticas. Tercero, formaciéon de microcolonias asociadas a la sintesis y
excrecion de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) que estabilizan la
adherencia y protege a la biopelicula de agentes biocidas y cuarto, la maduracion
de la biopelicula; donde se incrementa la capa taponante, la adhesion es mas
fuerte y las SPE forman un hidrogel. La adherencia celular es mediada por las
interacciones moleculares entre las SPE y los polimeros de la membrana
(Ridgway y Flemming, 1996).
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Flemming, 1996)

3.4.3 Factores que afectan al taponamiento:

Los tres factores principales que afectan al taponamiento son: las caracteristicas
de la membrana, la biomasa y las condiciones de operacién (Molina Mufioz, 2007)

- Membrana: la configuracién, el material, la hidrofobicidad, la porosidad y el
tamafo del poro.

- Biomasa: solidos suspendidos del licor mezcla (SSLM), sustancias
poliméricas extracelulares (SPE), el tamafio de los floculos, y la materia
disuelta.

- Condiciones de operacion: el flujo cruzado, la aireacion, el tiempo de
retencién celular (TRC), el tiempo de retencion hidraulico (TRH), y la
presién transmembrana (PTM).



El taponamiento puede reducirse de tres formas:

- Eliminar las particulas causantes del taponamiento por medio de un
pretratamiento o tratamiento in situ.

- Provocar la turbulencia en las membranas.

- Reducir el flujo.

Todas estas operaciones causan costos adicionales al proceso. Generar la
turbulencia implica un costo operacional, la eliminacién de particulas y reduccion
del flujo contribuye al costo en la inversion. Es esencial optimizar el sistema para
eliminar el taponamiento o reducir los problemas producidos por él sin que esto
provoque costos excesivos (Stephenson y Judo, 2000). En los BRM no es viable
eliminar las particulas causantes del taponamiento por medio de un pre-
tratamiento debido a que estas constituyen una carga importante de materia
organica necesaria para el tratamiento biolégico (Stephenson y Judo, 2000). De
las dos operaciones restantes, la generacion de turbulencia mediante el sistema
de aireacion es la forma mas caracteristica para los BRM. Por otro, la reduccion
del flujo, es la técnica utilizada por los biorreactores de membrana sumergida
(BMS), ya que reducir el flujo conlleva operar con PTM inferiores, lo que provoca
un menor ensuciamiento de las membranas.

3.4.4 Limpiezade las membranas:

Para prevenir la continua acumulaciéon de solidos sobre la superficie de la
membrana se lleva a cabo el retrolavado (o backwashing) de la misma. La
frecuencia de limpieza dependera de las condiciones de operaciéon (tiempo de
operacion, caracteristicas del agua de alimentacion, del flujo de permeado, entre
otros). Por lo tanto, el retrolavado es un proceso completamente autocritico, es
decir que depende de lo que el sistema tarda para bajar en rendimiento o
taponarse. Para la mayoria de los casos, el retrolavado tiene lugar cada 30-60
minutos de trabajo y dura un tiempo de 1 a 3 minutos (Buckley y Jacangelo, 1998)
cuando el sistema se encuentra en funcionamiento. Si el retrolavado es
insuficiente para restaurar el caudal, entonces se lleva a cabo la limpieza quimica
de las membranas. Después de la limpieza quimica, se alcanza una parcial o
plena restauracion del caudal (o presién) a través de la membrana. La limpieza
guimica de las membranas es requerida cada vez que el flujo de permeado
disminuye un 20% respecto al original (ACA, 2003), esto viene a ser en la mayoria
de los casos una vez cada 3-6 meses (Till y Mallia, 2001). Se utiliza normalmente
hipoclorito de sodio (NaOCIl), aunque es comun que se utilicen limpiadores
alcalinos para la eliminacion del taponamiento organico, mientras que la limpieza
acida se requiere para asegurar la eliminacion de precipitados inorganicos. La
limpieza quimica de las membranas se realiza parando el flujo de alimentacion.



3.4.5 BRM aerobios versus BRM anaerobios:

Los sistemas de BRM pueden ser clasificados también en dos grupos: BRM
aerobios y BRM anaerobios (BRAM). Sobre estos ultimos se tienen pocos estudios
y la mayoria de ellos es sobre su empleo para tratamiento de agua residual
industrial asi como de la proveniente de destilerias de alcohol. Los BRAM se
definen como una combinacion entre un reactor anaerobio acoplado a una unidad
de membrana (Baek y Pagilla, 2006). Estudios realizados por Harada et al., (1994)
y Baek y Pagilla, (2006) sugieren que los BRAM son adecuados para el
tratamiento de agua residual municipal (ARM) que contiene principalmente
sustancias solubles y biodegradables. Las principales ventajas de los BRAM son
la posibilidad de recuperar energia gracias al biogds generado y la baja
produccién de lodos. Ademas, la remocién de nitrégeno, fésforo y amonio puede
esperarse del proceso realizado con un BRAM (Baek y Pagilla, 2006). El principal
problema de estos sistemas es que el taponamiento generado por las sustancias
organicas e inorganicas no puede ser controlado. Este problema se presenta en
los dos tipos de BRMs pero por estudios realizados se ha observado que es
considerablemente menor en los sistemas anaerobios (Baek y Pagilla, 2006). Para
tratar de controlar el taponamiento, la mayoria de los BRM aerobios trabajan con
membranas sumergidas, sin embargo, son procesos mMas costosos en su
operacion debido a la alta energia necesaria para promover la aeracion (Berube y
Soucy, 2004).

3.5 Comunidades microbianas en el desarrollo de biopeliculas asociadas
al tratamiento de agua residual.

3.5.1 Filogeniay biodiversidad:

El término biodiversidad fue acufiado con la intencion de englobar toda la
diversidad que existe en la naturaleza. Su componente mas basico es el nimero
de especies presentes en una unidad geografica arbitrariamente definida, es decir,
la riqueza de especies (Begon et al., 1999).

Filogenia es el nombre que se da al ordenamiento sistematico de especies en
grupos mayores, basados en rasgos genéticos hereditarios. La filogenia se basa
en el concepto de evolucidén genética, que establece que cambios con aumentos
en las secuencias de ADN cromosémico conducen gradualmente a especies
nuevas. Para la compresion moderna de la filogenia, es fundamental determinar
un ancestro comun que haya evolucionado y constituya la raiz de un arbol
filogenético en el que se ubican las especies estudiadas (Rittmann y McCarty,
2001).
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Fig 3.5. Situacion de las Archaeas en el arbol filogenético de Carl Woese et al., 1987, basado en
datos de secuencias genéticas de ARNr 16S.

3.5.2 Diversidad procariota en las aguas residuales:

En un trabajo publicado por Hugenholtz et al, (1998), se analizo la presencia de
los diferentes grupos filogenéticos bacterianos en diferentes ambientes, en el se
proporciona la imagen que ofrece la biologia molecular sobre la diversidad
bacteriana en las aguas residuales. Los grupos bacterianos que se encuentran
representados en un 75% en muestras de aguas residuales son: las subclases a,
B y y-Proteobacteria, asi como microorganismos Gram-positivos de la clase
Actinobacteria. Ademas de estos, aparecen representados en menor numero
(entre un 25-45%) las subclases &- Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Verrucomicrobia, Chloroflexi y Planctomyces. Ciertos grupos filogenéticos
bacterianos tienden a predominar en determinados ambientes, e incluso se puede
hablar de microorganismos o grupos filogenéticos caracteristicos de un ambiente
concreto. Estudios realizados por Witzig et al., (2002) revelan que el grupo
predominante en la comunidad de lodos de los BMS (Biorreactores de membrana
sumergida) pertenece a la subclase B-Proteobacteria. Este grupo es frecuente en
habitats naturales y artificiales tales como lodos activados (Wagner et al., 1993;
Manz et al., 1994). En cambio, aparecen en muy baja representacion las bacterias
Gram-positivas con alto contenido en G+C, las subclases &-Proteobacteria y ¢-
Proteobacteria y miembros del cluster Cytophaga-Flavobacterium (Ahmed et al.,
2007). ElI grupo mas representativo tras las B-Proteobacterias son las a-
Proteobacterias y las y- Proteobacteria (Luxmy et al., 2000).



Las bacterias del grupo de las oxidadoras de amonio tales como Nitrosomonas y
Nitrosospira (Bacterias nitrificantes fase I) no aparecen altamente representadas y
en cambio son bastante comunes en los sistemas de lodos activados con actividad
nitrificante (Wagner et al., 1995). Las especies de Nitrospira (nitrificante fase Il)
estan representadas en mayor numero que Nitrobacter, por lo que se considera
que Nitrospira spp. es mas importante en el proceso de la oxidacion del nitrito de
los BMS (Schramm et al., 1998; Witzig et al., 2002). A pesar de que haya una
poblacion caracteristica en este tipo de sistemas, la estructura de la poblacion
microbiana de los BMS puede variar bastante dependiendo de diferentes
condiciones de trabajo, sobre todo al cambiar las condiciones de limitacién de
nutrientes (Stamper et al., 2003).

3.5.3 Diversidad microbiana en biopeliculas.

Las biopeliculas son comunidades microbianas formadas por grupos de células
retenidas en una matriz polimérica de sustancias poliméricas extracelulares (SPE)
gue ha sido producida por los propios microorganismos, hidratada y de densidad
variable, asi como es continuamente permeada por canales de diversos tamafios
(Costerton et al., 1999). Como se ha descrito anteriormente, la formacion de las
biopeliculas esta dada en una secuencia de pasos.

Las biopeliculas desempefian un papel muy importante en el tratamiento de agua
residual, ya que forman la base de diversos tratamientos tanto aerobios como
anaerobios y se caracterizan por su gran eficiencia y viabilidad
(Fernandez et al., 2007). Consecuentemente, la eficiencia del proceso es el
resultado de la diversidad microbiana presente en la biopelicula. Existen gran
cantidad de estudios de crecimiento de biopeliculas y su consolidacion en
sistemas de tratamiento de aguas enfocado siempre a los parametros
operacionales, factores fisicoquimicos y propiedades del soporte en el desarrollo
de dichas biopeliculas (Choo y Lee, 1996). Los reportes de actividad, adhesiéon y
biomasa de los microorganismos en biopeliculas basados en técnicas de ecologia
microbiana son escasos (Fernandez et al., 2007).

3.6 Aplicaciones de las técnicas de biologia molecular al estudio de la
diversidad microbiana:

Los conocimientos de la diversidad de los microorganismos procariotas y su papel
en el mundo vivo eran muy limitados hace quince afios debido a que las técnicas
microbiolégicas tradicionales se basaban en la observacion microscopica y cultivo
de los microorganismos en el laboratorio. Ahora, con el paso del tiempo estas
técnicas se han mostrado insuficientes para su identificacién y clasificacién (Bitton
G, 2005). Debido a las particularidades de los microorganismos, como son su
pequefio tamafio y simplicidad estructural, la clasificacion basada solamente en la
observacion de caracteres morfolégicos es muy poco fiable. La clasificacion en
funcién de propiedades fisiolégicas y bioquimicas es insuficiente, puesto que se
estima que un 99% de la totalidad de los distintos microorganismos que existen en



la naturaleza son viables pero no cultivables, esto es que en su hébitat son activos
pero que no han sido jamés aislados ni cultivados en condiciones de laboratorio
(Muyzer, 1999).

Esto se debe en gran parte a la falta de conocimientos sobre los requerimientos
reales de los mismos en condiciones naturales, que impide emular estas
condiciones en el laboratorio, asi como al desconocimiento de posibles
interdependencias entre organismos en sus hébitats naturales (Muyzer y Smalla,
1998). Por tanto, la diversidad Procarionta conocida representa solo la punta de un
iceberg, y en las dltimas dos décadas se ha hecho manifiesta la necesidad de
introducir nuevas técnicas, llamadas herramientas moleculares, que proporcionen
el complemento necesario a los métodos microbioldgicos tradicionales para poder
obtener informacién mas precisa sobre la importancia de la diversidad bacteriana
en el mantenimiento de los ecosistemas (Molina Mufiéz, 2007).

3.6.1 Técnicas de biologia molecular para la deteccién especifica de
microorganismos, independientes de cultivo

El desarrollo de la biologia molecular ha permitido el estudio de la diversidad
Procariota desde un punto de vista diferente: el nivel genético. La taxonomia
moderna tiende a agrupar los microorganismos en funcion de la similitud entre sus
genes, que a la vez es un reflejo de su proximidad evolutiva (Woese. 1987).
Hablando de modo general, los métodos de identificacion a nivel de ADN generan
una huella dactilar genética de los microorganismos que, de manera similar a un
codigo de barras, resulta util para su identificacion y clasificacion. Se han disefiado
multiples métodos agrupados en diferentes categorias, que difieren en su
fundamento, poder de discriminacion, rango taxonémico al que son aplicables,
reproducibilidad y asi conseguir su interpretacion y estandarizacion
(Vaneechoutte, et al., 1996; Savelkoul et al., 1999; Muyzer, 1999; Dabert et al.,
2002; Sanz y Kochling, 2007).

Para el monitoreo de la dindmica de poblacién de las comunidades microbianas,
estas herramientas moleculares pueden ser agrupadas en dos categorias: sondas
moleculares; que son usadas con mayor eficiencia cuando se tiene un
conocimiento previo de la poblacion microbiana existente en la muestra, y analisis
de fragmentos de ADN, que no tiene como prerrequisito conocer la estructura de
la comunidad microbiana antes de realizar el estudio (Fig. 3.6).
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microbianas con sondas moleculares (A) o con técnicas de huella genética de ADN (B) (Dabert et
al., 2002)

La categoria de técnicas de sondas moleculares incluye la de Hibridacion in situ
de fluorescencia (FISH) y la de Dot-Blot. La técnica de FISH utliza sondas
marcadas con fluorescencia para detectar ARNr 16S dentro de la célula. El grado
de conservacion de la secuencia marcada por la sonda determina la distancia
filogenética del grupo de microorganismos. Pueden diseflarse sondas con
dominios especificos para especies, géneros, familias y érdenes (Amann et al.,
1995). La principal ventaja de la técnica de FISH comparada con otras técnicas es
gue se puede determinar directamente la abundancia de los microorganismos
detectados y si estos son activos (Amann et al., 2001). En la figura 3.7 se
esquematiza la metodologia necesaria para desarrollar el estudio.
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Fig 3.7. Técnica de Hibridacién in situ de Fluorescencia aplicada a muestras ambientales
(Sekiguchi et al., 1999).



En el campo de estudio de muestras ambientales, la técnica FISH ha sido aplicada
ampliamente (Amann et al., 2001). Esta técnica presenta también una serie de
desventajas, como la ausencia de la sefial con sondas especificas cuando
realmente estan presentes los microorganismos diana, esto puede ser por varias
limitaciones de la técnica como: el requerimiento de 10%-10* células/ml. Para evitar
esto, se pueden filtrar las muestras acuaticas (Pernthaler et al., 2002) o tratar la
muestra con un paso de enriquecimiento para favorecer el crecimiento celular
(Fang et al., 2003).Por lo tanto, modificara el nimero inicial y real de las bacterias
estudiadas. Otra limitacion de esta técnica viene dada por la aparicion de falsos
negativos, debidos a la impermeabilidad de la sonda provocada por los pasos de
fijacion anteriores de la célula y la baja concentracion de moléculas de ARNr se ha
detectado como otra limitacién para esta técnica.

Con la técnica de “Dot-blot” los &cidos nucléicos previamente extraidos de la
célula, se filan en una membrana y se hibridan con sondas marcadas
radioactivamente (Raskin et al., 1994). Los resultados usualmente se expresan
como una porcion de los microorganismos detectados con sondas especificas
comparado con el total de la poblacién detectada con sondas universales.

La segunda categoria, técnicas de huella genética molecular, se basa en tratar de
obtener una aproximacion mas extendida para el estudio de la diversidad
microbiana a nivel genético. Para ello, se basa en la clonacion y secuenciacion del
gen ADNr 16S que codifica para la subunidad ribosomica bacteriana. Este gen
cumple con los requisitos para actuar como una buena sonda evolutiva dado que
se trata de un gen de distribucion universal que posee una funcién constante y que
cambia con suficiente lentitud como para permitir detectar relaciones muy antiguas
y de un tamafio relativamente pequefio (1.5 kb) ademas, tiene una estructura de
mosaico que presenta alternancia entre regiones hipervariables altamente
conservadas en el reino Procariota, lo que ha facilitado su secuenciacion,
especialmente antes de la introduccidn generalizada de los métodos de
secuenciacion automatica a partir de mediados de los afios 90. (Dabert et al.,
2002)

Gracias a esa estructura, este gen ha permitido el disefio de cebadores
universales (primers) para la aplicacién de estrategias de PCR (Weisburgh et al.,
1991) que posibilitan la clonacion de fragmentos de los ADNr 16S de
microorganismos a partir de ADN total extraido de muestras naturales permitiendo
asi profundizar en el conocimiento de la diversidad de las comunidades
microbianas en los ecosistemas naturales (Muyzer y Smalla, 1998).

El conjunto de las técnicas basadas en huellas genéticas de ADN tiene como
punto de partida comun, la necesidad de extraer el ADN de las muestras a
estudiar y la amplificacion de estos fragmentos por PCR. Después de esto, el
patron de bandas se traduce en la separacion de los fragmentos de ADN
amplificados, asi esta separacion puede basarse en varios aspectos:



en las diferencias conformacionales entre estas moléculas, observables tras la
migracion a través de un gradiente de desnaturalizacion quimico (DGGE,
Denaturing gradient gel electrophoresis) o térmico (TGGE, Temperature gradient
gel electrophoresis)

en el polimorfismo de la conformacién de la hebra sencilla de ADN de estas
moléculas (SSCP, Single strand conformation polymorphism)

en la amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD, Random amplified
polymorphic DNA)

en el polimorfismo en longitud de fragmentos de ADN, mismo que se obtiene de
manera artificial por digestion enzimatica con endonucleasas de restriccion
(RFLP, Restriction fragment length polymorphism; ARDRA, Amplified ribosomal
DNA restriction analysis; T-RFLP, Terminal-restriction fragment Ilength
polymorphism), o de manera natural mediante la amplificacion de genes o
espacios intergénicos con tamafio variable entre las distintas especies
bacterianas (RISA, rDNA internal spacer analysis) (Dabert et al., 2002)

en la carga eléctrica de estas moléculas, modificada por medio de una
cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento, junto con reactivos
guimicos (DHPLC, Denaturing High-performance Liquid Chromatography). Este
método es relativamente nuevo por lo cual no se ha aplicado aun en digestion
anaerobia (Nocker et al., 2007).

Aunque como ya se ha mencionado anteriormente que existen diversas técnicas
dependiendo de las necesidades del estudio, una de las técnicas de huella
genética de eleccion para los estudios de biodiversidad en muestras ambientales,
por el alto porcentaje de microorganismos que pueden ser no cultivables es la de
DGGE (electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) o TGGE
(electroforesis en gel con gradiente de temperatura). Esta técnica fue introducida
1993 por Muyzer et al. y permite la separacién de fragmentos de ADN de igual
tamafo dependiendo de la composicion en bases de los mismos. El fundamento
de la técnica TGGE se basa en la influencia de la composicion de las bases de
cada molécula de ADN en la temperatura a la cual dicha molécula se
desnaturaliza (temperatura de fusion) y en la disminucion de la velocidad
electroforética de las moléculas de ADN de doble cadena cuando se encuentran
parcialmente desnaturalizadas. Cuando la electroforesis del ADN se realiza en
geles de poliacrilamida bajo un gradiente lineal de temperaturas, las moléculas
con distinta secuencia se desnaturalizan a distintas temperaturas, y por tanto se
detienen en su migracion electroforética en distintas posiciones en el gel (Muyzer y
Smalla, 1998; Muyzer, 1999). La técnica es tan sensible que, mediante previa
puesta a punto y ajuste de las condiciones, permite separar secuencias que



difieran en un Unico par de bases, asi mismo es posible el estudio de grupos
concretos de microorganismos mediante el disefio de cebadores (primers)
especificos para amplificar el ADNr 16S de un determinado grupo microbiano (ej:
bacterias filamentosas) y es posible también disefiar cebadores para la
amplificacion de un gen exclusivo de un grupo microbiano de interés (ej: bacterias
nitrificantes, desnitrificantes, etc).

Electroforesis en Gel con Gradiente de Temperatura (TGGE)
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Fig 3.8 Esquema del andlisis de la microbiota basado en estudios de TGGE (Molina-Mufioz, 2007).

3.7 Filogeniay diversidad del dominio Archaea

En los afios 70 el Dr. Carl Woese y sus colegas en la universidad de lllinois
estudiaron las relaciones entre los microorganismos procariontes usando
secuencias de DNA, y encontraron que habia dos grupos muy diferentes lo que
sorprendié a la comunidad cientifica. Esas "bacterias" (como se les llamé
inicialmente) vivieron en altas temperaturas y produjeron metano para Su
subsistencia, caracteristicas generalmente lejanas a las bacterias y eucariontes.
Debido a esta diferencia genética, Woese y colaboradores (1987) propusieron que
la vida estaria dividida en tres dominios: Eucariota, Bacteria, y Archaea.



El dominio Archaea esta formado por un grupo heterogéneo de microorganismos
capaces de habitar ambientes extremos. Entre sus caracteristicas distintivas
destacan las siguientes (Bullock et al., 2000)

e Carecen de 4cido muramico como constituyente de la pared celular.

e Presentan morfologia muy similar a la de bacterias pero modificadas, ya
gue presentan formas poligonales o muy irregulares.

e Poseen membranas lipidicas que contienen cadenas laterales isoprenoide
con enlace éter.

e No catabolizan la glucosa mediante glicdlisis, sino que lo hacen por
oxidacion simple.

e La maquinaria de transcripcibn es muy similar a la que poseen los
organismos del dominio Eucariota.

Con base en sus propiedades metabolicas y ecoldgicas, Woese, 1987 diferencio
los tres primeros fenotipos de Archaeas; Metandgenos; microorganismos
estrictamente anaerobios y productores de metano, Haléfilos; microorganismos
capaces de vivir en lugares con concentraciones salinas saturantes vy
Termoacidoéfilos: microorganismos aerobios que viven en ambientes acidos y con
altas temperaturas. Hasta hoy, muchos mas fenotipos han sido descubiertos,
como los hipertermofilos, anaerobios, alcaléfilos y neutréfilos. Finalmente, estudios
basados en la amplificacion del ARNr 16S por PCR ha puesto de manifiesto la
existencia de Archaeas mesofilicas en diferentes ambientes, como mares y suelos
principalmente y cuyo fenotipo es todavia desconocido. En la figura 3.9 se muestra
la filogenia del dominio Archaea basados en el ARNr 16S, asi los triangulos grises
incluyen secuencias de especies cultivables y no cultivables y los blancos sélo
secuencias de especies no cultivables (Forterre et al., 2002).
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Fig 3.9 Filogenia del Dominio Archaea basados en el ARNr 16S de especies
cultivables y no cultivables (Forterre et al., 2002).

De acuerdo con las comparaciones del ARNr 16S, el dominio Archaea se divide
principalmente en cuatro phyla (Woese, 1987).

e Crenarchaeota: comprendido por las Archaeas hipertermdfilas vy
termoaciddfilas, comprenden el 20% del fitoplancton de mares, sedimentos
marinos y algunos suelos. (Forterre et al., 2002).

e Euryarchaeota: abarca un amplio rango ecologico comprendido por
metandgenos, haldéfilos extremos y Thermoplasma (Brown et al., 2001)

e Korarchaeota: Es un pequeiio grupo de hipertermdfilas identificado a partir
de secuencias del ARNr 16S de muestras obtenidas de fuentes termales de
organismos no aislados. Filogenéticamente diferentes a las Crenarchaeotas
y se consideran las archaea mas primitivas.

e Nonarchaeota: Es un taxdn especialmente creado para la especie
Nanoarchaeum equitans, un microoganismo simbionte hiperterméfilo de
400nm de diametro que ha sido encontrado asociado a otra Archaea
localizada en chimeneas submarinas, descubierta en 2002.



http://es.wikipedia.org/wiki/Nanoarchaeum

Es importante mencionar que, aunque los dos primeros phyla estan firmemente
establecidos, los dos restantes comprenden pocas especies escasamente
conocidas. Dado el poco conocimiento actual sobre las especies de este dominio,
el numero de filos puede aumentar con rapidez. Muchos de estos grupos
hipotéticos son conocidos por una unica secuencia de ARNr, lo que indica que la
gran mayoria de la diversidad de estos organismos sigue siendo completamente
desconocida (Forterre et al., 2002).

3.8 Aplicacién de herramientas moleculares al estudio de los
microorganimos de los biorreactores de membrana.

La utilizacién de las herramientas moleculares al campo de estudio ambiental, ha
ido aumentando con el paso de los afios. Actualmente, varios grupos de
investigacion las aplican para tener mayor informacién del problema presentado y
poder encontrar posibles soluciones en base a las dinamicas de poblacion
encontradas.

En el rubro del estudio de los biorreactores, ya sean aerobios o anaerobios la
mayoria de las publicaciones estan enfocadas en los parametros fisicoquimicos y
operacionales para el tratamiento del agua, tal es el caso de los grupos de Ivnitsky
et al., 2007, Miura et al., 2007b, Arros-Alileche et al., 2008 y otros mas.

Para los BRM aerobios, se reportan diversos estudios de autopsia de las
membranas acopladas al biorreactor y que son taponadas. En ellos se reporta la
estructura de la biopelicula por medio de microscopia electrénica y se describe la
microbiota encontrada por técnicas de biologia molecular (Miura et al., 2007a). No
es asi el caso para los birreactores de membrana anaerobios y mucho menos si
estos tienen acopladas una unidad de membrana externa, como trata esta tesis
dado que el campo de investigacion es muy reciente y escaso. La mayoria de los
trabajos publicados sobre biorreactores de membrana anaerobio se concentran en
estudiar la dinamica de poblaciones a los lodos del biorreactor (Sanz et al., 2007,
Briones et al., 2007) o de membranas que tratan efluentes sintéticos y, en la
mayoria de los casos, se trata de biorreactores a escala laboratorio (Herrera,
2006). Este ultimo, Herrera M. (2006) se basa en el estudio del taponamiento de
membranas acopladas a un biorreactor anaerobio escala laboratorio alimentado
en una primera etapa con agua residual cruda y posteriormente con agua sintética.
En el se concluye que el biotaponamiento de la membrana filtrante, ocurre como
un fendbmeno natural, por lo cual, es importante entender el proceso de formacion
y sus propiedades, centrandose en el analisis de la estructura y de la microbiota
gue forma la biopelicula taponante. Asi, el siguiente paso en esta linea de
investigacion es continuar estos estudios y desarrollar estrategias de limpieza con
el fin de aumentar el tiempo de vida de la membrana filtrante o bien, desarrollar
nuevos materiales que eviten este fenébmeno.



JUSTIFICACION:

Se sabe que las biopeliculas son las principales causantes del taponamiento de
membranas filtrantes para el tratamiento de agua residual. Sobre el
biotaponamiento de membranas acopladas a biorreactores anaerobios se tienen
muy pocos estudios publicados, por lo que este trabajo de investigacion pretende
aportar al conocimiento a nivel microbiolégico de la estructura y composicion de
estas biopeliculas. Con ello se podra avanzar en el desarrollo de estrategias para
el control del taponamiento en estos sistemas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Con el fin de contribuir en el estudio de posibles efectos en el taponamiento de
membranas acopladas a biorreactores anaerobios, es necesario analizar la
diversidad de la comunidad microbiana presente en la biopelicula taponante
utilizando herramientas de biologia molecular.



6. OBJETIVOS:

6.1 GENERAL

1. Caracterizar la microbiota presente en una pelicula taponante formada en
una membrana filtrante acoplada a un biorreactor anaerobio.

6.2 ESPECIFICOS

1. Caracterizar el efluente del BRAM piloto con el fin de identificar las
caracteristicas del agua que va a ser filtrada por las membranas acopladas.

2. ldentificar a los microorganismos asociados al material taponante utilizando las

herramientas moleculares PCR y TGGE para Bacteria y Archaea.

3. Estudiar por Hibridacion in situ de Fluorescencia (FISH) la comunidad
bacteriana presente en la biopelicula.



7. HIPOTESIS:

Los microorganismos presentes en la biopelicula taponante formada en la
membrana filtrante acoplada a un biorreactor anaerobio seran aquellos que tengan
gran capacidad de secretar sustancias poliméricas extracelulares que constituyan
parte del factor responsable del taponamiento.

Las Archaea responsables del taponamiento de las membranas filtrantes
alimentadas con efluente UASB seran aquellas que tienen un papel relevante en la
cama de lodos del biorreactor anaerobio.

Una parte de la microbiota presente en la biopelicula taponante estara constituida
por microorganismos no cultivables y desconocidos.

Los compuestos recalcitrantes que no lograron ser retenidos en la cama de lodos
del biorreactor UASB, estaran embebidos en la biopelicula taponante.



8. MATERIALES Y METODOS:
8.1 Biorreactor anaerobio con membranas acopladas

Para el estudio se utilizaron cinco lotes de membranas que fueron sometidas a
diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS
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Esquema 8.1 Diferentes tratamientos evaluados.

Dos lotes de membranas fueron evaluados, el primero que corresponde a los
tratamientos | y Il escala laboratorio, y el segundo lote proveniente del piloto,
comprendido por los tratamientos Ill, IV y V. Los tratamientos | y Il correspondieron
a membranas nuevas, alimentadas ambas durante 8 horas de operacion. El
tratamiento | se aliment6 con efluente UASB y el Il con agua residual cruda (ARC).
Esto se realizd en el laboratorio de Bioprocesos ambientales del Instituto de
Ingenieria como se muestra en la figura 8.1

de recirculacién, membrana de ultrafiltracién de PVDF de 20 cm y un controlador.



Los tratamientos lll, IV y V, contenidos en el segundo lote, provinieron del médulo
acoplado a un reactor tipo UASB escala piloto, con didmetro interno de 0.53 my
una altura de 4m. El nivel de agua se ubic6 a 3.85 m, dando un volumen util de
0.849m°. El Biorreactor tenia colocada la unidad externa de membrana tubular de
ultrafiltracion fabricada por la empresa Koch Membrane Systems (USA). El arreglo
de membranas se integré con 6 médulos tubulares de 3 m de longitud cada uno. A
su vez, cada médulo contenia 7 membranas tubulares de ultrafiltracion con un
didmetro de 0.0127 m (0.5 pulgadas) dentro de un tubo de diametro de 0.038 m
(1.5 pulgadas) dando en conjunto el area necesaria para el filtrado requerido (5.02
m?). El material de la membrana fue fluoruro de polivinildieno (PVDF) con tamafio
de poro para particulas con peso molecular de 100 000 Da. La conformacién del
sistema se muestra en la figura 8.2. La instalacion piloto se ubicé en la planta de
tratamiento de Ciudad Universitaria.
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Fig 8.2 Biorreactor anaerobio tipo UASB acoplado al médulo de Membrana.

Los tratamientos Il y IV correspondieron a membranas que fueron alimentadas
previamente con efluente UASB piloto (2400 horas de operacion), el IV fue
extemporaneamente sometido a un proceso de lavado con HCIO 300 ppm. El
tratamiento V, ademas de las horas de operacién con efluente UASB y lavado,
posteriormente las membranas fueron alimentadas con ARC.



Los médulos fueron retirados del médulo de membrana acoplado al biorreactor.
Las membranas (3 m de largo y 1 cm de diametro) fueron desmontadas y
cortadas en fragmentos de 15 cm, para ser almacenadas a -80 °C y en
glutaraldehido a -4 °C para los andlisis de microscopia electronica.

Con el objetivo de caracterizar el agua que alimentaria a las membranas de UF
acopladas al biorrecator UASB, se realizaron las siguientes determinaciones.

8.2 Analisis especifico del influente y efluente del biorreactor UASB

Se realiz6 la caracterizacién fisicoquimica del influente y efluente UASB de la
planta piloto durante cinco dias realizando el analisis por triplicado. Para cada
muestra se midieron DQO total y soluble, sdélidos suspendidos totales, volatiles y
fijos y pH.

Se identificaron los metales presentes en el influente y efluente del Biorreactor.
Las determinaciones se realizaron en el laboratorio de quimica analitica de la
UAM-Azcapotzalco para los metales: calcio, hierro y magnesio, por absorcion
atomica. El equipo utilizado fue un GF95 THERMO AA, serie M650192v1.23 con
una longitud de onda A= 422.7 nm, corriente de lampara 75%. Flujo de
combustible 4.5, altura de mechero 9.4 y se utilizé6 llama de Oxido nitroso-
acetileno.

Para la preparacion de las muestras se utilizaron dos métodos diferentes; uno
para metales disueltos y otro para totales:

e Totales: 25 mL de muestra + 3 mL de HNO3; se sometid a digestién por 20
min y se aforé a 100 mL.

e Disueltos: 30 mL de muestra se agitdé por 20 min en el orbital, después de 5
min en el ultrasonido, se centrifugd y se filtr6 (0.45 ym). A 25 mL de
muestra previa se le adicionaron 0.5 mL de HNOg3 y se aforo a 100 mL.

Se trataron dos blancos de la misma forma, las muestras se realizaron por
triplicado. El factor de dilucion fue de 1:5 con excepcién de los blancos. Ademas
se realizaron curvas de calibracion para cada metal.

Dentro de este analisis especifico del efluente del biorreactor UASB se realiz6 la
determinacién del tamafio de particula. Este analisis se realizé en el II-UNAM por
principio Coulter. El aparato utilizado para la determinacién tiene un limite minimo
de deteccion de particulas con tamafio de 0.6 micrbmetros. Las muestras se
tomaron del efluente UASB por cinco dias y se filtraron primero por un filtro de 80
pMm, después por uno de 30 um y finalmente por uno de 20 um. La determinacion
se realiz6 en un volumen de 50 pL.



8.3 Analisis especifico a las membranas
8.3.1 Estudio de las comunidades bacterianas.

Para el estudio de la comunidad microbiana de la biopelicula formada en las
membranas sometidas a diferentes tratamientos, se eligié trabajar con el gen
codificante del ARN ribosémico 16S de la region hipervariable V3 (Bacteria) y V6
(Archaea). Se utilizé la técnica de electroforesis en gel de gradiente de
temperatura (TGGE). Para ello se realizaron unos pasos previos, que consistieron
en:

» Extraccion del ADN bacteriano total de las muestras procedentes de las
membranas por el kit GENETIC -ID ®, USA.

+ Amplificacion especifica de los fragmentos del gen codificante del ARN
ribosémico 16S (ADNr 16S) mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

» Separacion de los fragmentos de distinta secuencia de ADN mediante TGGE.

» Reamplificacion por PCR de los fragmentos separados e identificacion de las
poblaciones mediante secuenciacion de ADN.

Amplificacion de fragmentos del gen codificante del ARNr 16S

Las muestras de ADN se sometieron a una reaccion de PCR anidada, donde se
realizaron dos reacciones consecutivas de amplificacion. En la primera PCR, se
amplific6 una region correspondiente a casi la totalidad del gen codificante del
ARNr 16S (aproximadamente 1.5-1.6 Kb), y en la segunda PCR, una region
interna de menor tamafio, aproximadamente 0.2 Kb correspondiente a la region
hipervariable V3 para el caso de Bacterias y Archaeas, y de 0.5 Kb para Archaeas
de la regidn hipervariable V6. Nucleoétidos 341 al 534, numeracion de Escherichia
coli (Muyzer et al., (1993). Se emple6 la estrategia de PCR anidada con la
finalidad de obtener un mayor rendimiento en la amplificacion, ya que evita la
union inespecifica de los cebadores, mejora la amplificacion de poblaciones
presentes en bajo numero, y permite obtener patrones de bandas mas completos
(Nicolaisen y Ramsing, 2002; Ward y O’Mullan, 2002).

Para la primera PCR en el caso de Bacterias se emplearon los cebadores
universales fD1 y rD1 (Weisburg et al., 1991), para la segunda PCR se emplearon
los cebadores universales GC-P1y P2 (Muyzer et al., 1993). La secuenciacion del
cebador GC-P1 esta basada en una regién conservada del gen a la que se afiade
una cola de cuarenta pares de bases ricas en GC, necesarias para la separacion
correcta mediante TGGE (Muyzer et al., 1993). En la figura 8.3 se muestra un
esquema del procedimiento completo seguido. La secuencia de todos los
cebadores empleados se muestra en la tabla 8.1.
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Figura 8.3 Esquema de la reaccion de PCR anidada, donde se realizaron dos reacciones

consecutivas de amplificacion.

Tabla 8.1. Cebadores utilizados para las reacciones PCR.

Cebadores SECUENCIA (5'a 3?) REGION
fD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG V3
rD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC V3
P1 ACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG V3

GC-P1 CGCCCGCCGCGLCGLCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGL V3
CTACGGGAGGCAGCAG
P2 ATTACCGCGGCTGCTGG V3
PARCH ACGGGGGGCCCTACGGGGYGCASCAG V3
340 F
GC- CGCCCGCCGCGLCGLCGGLCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGL V3
PARCH34 CCTACGGGGYGCASCAG
OF
PARCH TTACCGCGGCKGCTG V3
519R
ARCH AGGAATTGGCGGGGGAGCAC V6
915F
GC- CGCCCGCCGCGCGLCGGCGGGCGGGGCGGGGGCAGGAATTGGE V6
ARCH915 GGGGGAGCAC
F
UNI-b- GACGGGCGGTGTGTRCAA V6
REV




La primera reaccion de PCR se efectué en un volumen final de 50 pyL Las
condiciones de reaccién, perfil de temperaturas y ciclos seguidos fueron una
modificacidén de los descritos por Vinuesa et al., (1998) para Bacteria.

En cada mezcla de reaccion se utilizaron los reactivos que se indican en la tabla
8.2.

El programa de PCR se desarrolld6 empleando el termociclador MCE-2400
(MasterCycler Eppendorff®) y consistié en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 7 min

2. 25 ciclos que constan de:

A: Desnaturalizacion: 94 °C durante 1 miny 10 s

B: Hibridacién: 56 °C durante 40 s.

C: Extensién: 72 °C durante 2 min.

3. Extension final: 72 °C durante 6 miny 10 s

4. Conservacion a 4 °C

Tabla 8.2. Reactivos empleados en la primera reaccién de la PCR anidada, efectuada en un
volumen final de 50 L.

Reactivo Concentracion
final
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 1X
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.0 mM
Seroalbimina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 12.5 ug
Mezcla de desoxinucledétidos trifosfato (Roche) 10 mM 20 nM
Dimetilsulféxido grado biologia molecular (Sigma) 5% 2.5 L
Cebador fD1 100 uM (Sigma) 200 uM
Cebador rD1 100 uyM (Sigma) 200 uM
Ampli Tag Gold polimerasa (Applied Biosystems) 2U
ADN molde 30 ng
Agua bidestilada grado PCR Chp

Tras la reaccion, se tomaron alicuotas de 5 uL y se visualizaron en gel de agarosa
al 0.8 %, para confirmar la amplificacién del tamafio esperado (1.5- 1.6 Kb). Una
vez comprobadas, las muestras fueron sometidas a una segunda PCR con el
objetivo de amplificar la region V3. La segunda reaccion de PCR se efectu6 en un
volumen final de 50 yL Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos
seguidos fueron una modificacion de la técnica touch down descrita por Watanabe
et al.,, (1998). En cada mezcla de reaccion se utilizaron los reactivos que se
indican en la tabla 8.3.

Tabla 8.3. Reactivos empleados en la segunda reaccién de la PCR anidada, efectuada en un
volumen final de 50 uL

Reactivo Concentracion
final
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 1X
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.0mM




SeroalbUimina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 12.5 ug
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (Roche) 10 mM 20 nM
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 5% 2.5 L
Cebador GC-P1 100 uM, purificado mediante HPLC 200 uM
(Sigma)

Cebador P2 100 uM, purificado mediante HPLC (Sigma 200 uM
Ampli Taq Gold polimerasa (Applied Biosystems) 2U
ADN molde 30 ng
Agua bidestilada grado PCR Cbp

El programa de PCR se desarrollé6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-
Elmer®) y consistié en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 min

2. Treinta ciclos que consisten en:

Desnaturalizacion: 94°C durante 1 min

Hibridacion: 65°C durante 1 min

Esta temperatura se disminuy0 automaticamente 1°C cada dos ciclos, hasta
alcanzar 55°C, temperatura a la cual se efectuaron 10 ciclos adicionales.
Extension: 72°C durante 2 min

3. Extension final: 72°C durante 10 min

4. Mantenimiento a 4°C

Tras la reaccion se tomaron alicuotas de 1 pl que se comprobaron en un gel de
agarosa al 2 %, para confirmar la existencia de bandas amplificadas del tamafio
esperado (0.2 Kb).

En el caso de Archaea, la estrategia fue similar, ya que se realizo en la segunda
PCR una reaccion anidada. La diferencia es que cambian tanto los programas
como las reactivos y cantidades para efectuar las reacciones entre la region V3 y
V6. Esto se explica en las tablas 8.4, 8.5, 8.6 y 8.7.

Tabla 8.4 Reactivos empleados en la primera reaccion de la PCR anidada, efectuada en un
volumen final de 50 uL paralaregion V3 de Archaeas.

Reactivo Volumen pl
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 1.5X
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.0 mM
Seroalbuimina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 12.5 ug
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (Roche) 10 mM 20 nM
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 5% 2.5uL
Cebador PARCH 340F100 yM (Sigma) 300 uM
Cebador PARCH519R 100 pM Purificado por HPLC (Sigma) 300 M
Ampli Taq Gold polimerasa (Applied Biosystems) 10U
ADN molde 50 ng
Agua bidestilada grado PCR Cbp




El programa de PCR se desarrolld6 empleando el termociclador MCE-2400
(MasterCycler Eppendorff®) y consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 7 min

2. 30 ciclos que constan de:

A: Desnaturalizacion: 94°C durante 1 min

B: Hibridacién: 58°C durante 90 s.

C: Extensién: 72°C durante 2 min.

3. Extension final: 72°C durante 7 min.

4. Conservacion a 4°C

Tras la reaccion se tomaron alicuotas de 1 pyL que se visualizaron en un gel de
agarosa al 2 %, para confirmar la amplificion del tamafio esperado (0.2 Kb) y se
efectlo la segunda reaccion de PCR por método touch down. Después se realizd
de igual forma la visualizacion de los amplicones.

Tabla 8.5 Reactivos empleados en la segunda reaccion de la PCR anidada, efectuada en un
volumen final de 50 yl paralaregion V3 de Archaeas.

Reactivo Concentracion
final
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 1.5X
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.0 mM
Seroalbumina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 12.5 ug
Mezcla de desoxinucledétidos trifosfato (Roche) 10 mM 20 nM
Dimetilsulféxido grado biologia molecular (Sigma) 5% 2.5 L
Cebador GC-PARCH340F 100 uM, purificado mediante HPLC 300 uM
(Sigma)
Cebador PARCH 519R 100 uM, purificado mediante HPLC 300 uM
(Sigma)
Ampli Tag Gold polimerasa (Applied Biosystems) 1.0U
ADN molde 50 ng
Agua bidestilada grado PCR Chp

El programa de PCR se desarrollé6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-
Elmer®) y consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 min

2. Treinta ciclos que consisten en:

Desnaturalizacion: 94°C durante 1 min

Hibridacion: 68°C durante 1.5 min

Esta temperatura se disminuyd automaticamente 1°C cada dos ciclos, hasta
alcanzar 58°C, temperatura a la cual se efectuaron 10 ciclos adicionales.
Extension: 72°C durante 2 min

3. Extension final: 72°C durante 7 min

4. Mantenimiento a 4°C

Para la amplificacion del ADNr de la region V6 de las Archaeas se realiz6 el
mismo procedimiento que para la primer PCR de la regién V3 pero esta vez con



25 ciclos. En la tabla 6 se muestran las cantidades de reactivo para la reaccion.
Una vez visualizadas (0.48 Kb), las muestras fueron sometidas a una segunda
PCR con el objetivo de amplificar la region hipervariable V6. La segunda reaccién
de PCR se efectué en un volumen final de 50 pl. Las condiciones de reaccion,
perfil de temperaturas y ciclos seguidos fueron una modificacion de la técnica
touch down descrita por Aman et al., 2007. En cada mezcla de reaccion se
utilizaron los reactivos que se indican en la tabla 8.6

Tabla 8.6 Reactivos empleados en la primera reaccion de la PCR anidada, efectuada en un
volumen final de 50 yL para laregion V6 de Archaeas.

Reactivo Concentracion
final
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 1.5X
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.5mM
Seroalbumina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 12.5 ug
Mezcla de desoxinucleotidos trifosfato (Roche) 10 mM 20 nM
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 5% 2.5 L
Cebador ARCH 915F100 pyM (Sigma) 400 M
Cebador UNI-b-REV 100 pyM Purificado por HPLC (Sigma) 400 uM
Ampli Taq Gold polimerasa (Applied Biosystems) 10U
ADN molde 30 ng
Agua bidestilada grado PCR Chp

Tabla 8.7 Reactivos empleados en la segunda reaccidon de la PCR anidada, efectuada en un
volumen final de 50 yL paralaregion V6 de Archaeas.

Reactivo Concentracion
final
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 1.5X
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.0 mM
Seroalbumina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 12.5 ug
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (Roche) 10 mM 20 nM
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 5% 2.5uL
Cebador GC-ARCH915F 100 pM, purificado mediante 300 uM
HPLC (Sigma)
Cebador UNI-b-REV 100 pM, purificado mediante HPLC 300 uM
(Sigma)
Ampli Taq Gold polimerasa (Applied Biosystems) 10U
ADN molde 50 ng
Agua bidestilada grado PCR Cbp

El programa de PCR para la segunda PCR de la region hipervariable V6 del ADNr
de Archaeas se desarroll6 empleando el termociclador MCE2400 (Master Cycler
Eppendorffr®) y consistié en los siguientes pasos:



1. Desnaturalizacion inicial: 95° C durante 7 min.

2. Treinta ciclos que consisten en:

Desnaturalizacion: 94° C durante 30 s

Hibridacién: 70°C durante 0.5 min. Esta temperatura se disminuyo
automéaticamente 0.5° C cada ciclo, hasta alcanzar 65° C, temperatura a la cual se
efectuaron 20 ciclos adicionales.

Extension: 72°C durante 1 min

3. Extension final: 72°C durante 7 min

4. Mantenimiento a 4°C.

Concentracién y purificacion del producto de la PCR anidada

Todos los productos de PCR finales para cada una de las muestras se
concentraron aproximadamente 5 veces, empleando membranas Microcon YM-
100, tamafio de poro 100kDa (Millipore®), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Gracias al uso de estas membranas, se consiguié ademas purificar los
productos de PCR, eliminando las sales y componentes de bajo peso molecular.
Para ello, se tomo el volumen de la PCR y se dispuso en las unidades de filtracion,
provistas de una membrana de exclusion molecular de corte 100000 Da. Las
unidades se centrifugaron a 500x g durante 15 min para retener el ADN. A
continuacién, se afadieron de 15 a 20 yL de agua MilliQ estéril y se introdujo la
unidad de filtracion invertida en un tubo eppendorf nuevo, que se centrifugd a
10000x g durante 3 min para recoger el ADN purificado y concentrado. La
concentracion final de ADN de las muestras tras este paso fue de 60-100 ng/uL.

Separacion de las muestras mediante TGGE

La electroforesis en gel con gradiente de temperatura se realiz6 empleando el
sistema TGGE MAXI (Watman Biometra). Para la separacion de los distintos
fragmentos, se emplearon geles desnaturalizantes de poliacrilamida, preparados
en agua MilliQ, con la composicion que se indica en la tabla 8.8

Tabla 8.8 Composicién del gel desnaturalizante de poliacrilamida empleado en la TGGE.

Reactivos Concentracion
Poliacrilamida-bisacrilamida 37.5:1 (Sigma) 6%

Urea, grado biologia molecular (Sigma) 8 M
Formamida desionizada (Sigma) 20%
Glicerol (Sigma) 2%
Buffer tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM (TAE) pH 8,0 1x
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), grado B.molecular 0.06%
Persulfato de amonio, grado biologia molecular 0.06%

Los geles se dejaron polimerizar entre 3-24 h antes de llevar a cabo la
electroforesis. Para la electroforesis se empled buffer TAE (2X). Se cargaron 8 i
de cada muestra mas 1 ul de buffer de carga (5x) de la siguiente composicion: 0.5



% tritdbn X-100, 0.05 % azul de bromofenol, 0.05 % xilencianol, EDTA 10 mM, y
buffer TAE 10x.

Las condiciones de la electroforesis para separar los fragmentos amplificados del
gen codificante del ARNr 16S de la region V3 tanto de Archaea como de Bacteria
fueron las siguientes:

1. Migracion inicial de las muestras:

» Temperatura inicial de gradiente, LO = 20°C
» Temperatura final de gradiente, L10 = 20°C
* Voltaje 300 V

* Duracién 18 min

2. Establecimiento del gradiente de temperatura:
» Temperatura inicial de gradiente, LO = 43°C
» Temperatura final de gradiente, L10 = 63°C
* Voltaje 0 V

* Duracién 10 min

3. Separacion de muestras:

» Temperatura inicial de gradiente, LO = 43°C
» Temperatura final de gradiente, L10 = 63°C
* Voltaje 125V

* Duracién 18 h

Tras la electroforesis, los geles se tifieron con plata, empleando el kit “Gel Code
Silver Staining” (Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como patrén de separacion para los fragmentos del gen ADNr 16S, se construyo
una referencia de seis especies a partir de las cepas de coleccion que se
muestran en la tabla 8.9 (Gomez-Villalba et al., 2006). El proceso seguido para
preparar el fragmento de ADN de los patrones fue idéntico al de las muestras.

Tabla 8.9 Cepas de coleccién que se emplearon como marcadores en la TGGE

Especie Cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas putida ATCC 8750
Acinetobacter calcoaceticus | ATCC 15308
Escherichia coli DH5a
Nocardia corynebacterioides | ATCC 21253
Micrococcus luteus ATCC 9341

ATTC: American Type Cultura Collection

Para la separacion de bandas de la region V6 de Archaeas se modificd el
programa de electroforesis como se indica mas adelante pero se siguié el mismo
procedimiento para preparar las muestras y cargarlas y no se utilizaron
marcadores.



1. Migracion inicial de las muestras:

» Temperatura inicial de gradiente, LO = 20°C
* Temperatura final de gradiente, L10 = 20°C
* Voltaje 300 V

* Duracién 15 min

2. Establecimiento del gradiente de temperatura:
» Temperatura inicial de gradiente, LO = 45°C
» Temperatura final de gradiente, L10 = 54°C
* Voltaje 0 V

* Duracién 10 min

3. Separacién de muestras:

» Temperatura inicial de gradiente, LO = 45°C
» Temperatura final de gradiente, L10 = 54°C
* Voltaje 125V

* Duracién 18 h

Reamplificacion de las bandas separadas mediante TGGE

Las bandas individuales visualizadas en los geles mediante tincion de plata
empleando el kit “Gel Code SilverStaining” (Pierce), se punzaron en su parte
central con una punta de pipeta estéril, y el fragmento asi extraido se suspendio
en 10 ul de agua bidestilada grado PCR, en tubos de 0.2 ml para PCR. Partiendo
de estos fragmentos como molde, se efectud la reamplificacion de cada banda
individual mediante PCR, siguiendo el mismo procedimiento ya descrito para cada
region y dominio.

Purificacion y secuenciacion de los fragmentos de ADN reamplificados

Los productos de PCR reamplificados se corrieron en geles de agarosa al 2 % v,
tras la tincién con bromuro de etidio, los productos de PCR fueron purificados
mediante el kit de limpieza Quiaquick Il (Quiagen), y el ADN fue resuspendido en
un volumen final de 15 pl de agua MilliQ estéril.

Los productos asi purificados fueron secuenciados, empleando como cebadores
los mismos utilizados para su reamplificacion. La secuenciacion de ADN de doble
cadena fue efectuada por el centro Lopez Neyra (Parque Tecnolégico de Ciencias
de la Salud, Granada) mediante el método de los terminadores marcados con
fluorocromos, usando el kit ABI-PRISM® Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems®) y un secuenciador automatico Applied
Biosystems 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).

Anélisis informético de las secuencias

Los datos de secuencia de ADN obtenidos fueron analizados con los programas
informaticos de libre distribucion Chromas v. 1.51. y Generunner v. 3.0.5. Para el
alineamiento y la comparacion de las secuencias de ADN de los distintos
fragmentos obtenidos, se emplearon las herramientas de biocomputacion Align



(Kruskal, 1983) y WU-BLAST-n , v. 2.0 (Altschul et al., 1997), todas disponibles en
el servidor web del European Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk). El programa
Clustal X v. 1.8 (Jeanmougin et al., 1998) fue utilizado para la generacion de
alineamientos de las secuencias, empleando los pardmetros por defecto. Para el
calculo de las matrices de distancia entre las secuencias y la construccién de los
arboles filogenéticos mediante el método Neighbour-Joining (Saitou y Nei, 1987),
se empled el software de libre distribucion MEGA-4 (Kumar et al., 2001). Los
arboles se calcularon tomando como criterio la no inclusién de los huecos (gaps)
del alineamiento. Los valores de confianza se calcularon mediante el método de
muestreo con reemplazamiento (método Bootstrap) (Felsenstein, 1985), y los
porcentajes superiores al 50% con 1000 réplicas aparecen reflejados en los
arboles correspondientes.

8.3.2 Estudio de la poblacién microbiana del biorreactor mediante la técnica
de hibridacidn in situ con fluorescencia (FISH)

Esta técnica se utilizd solo para la biopelicula formada en las membranas nuevas
alimentadas con ARC y efluente UASB a escala laboratorio. Se puso en practica
para estudiar la comunidad bacteriana completa de la biopelicula, tanto Bacterias
como Archaeas. Estos estudios se realizaron en el Departamento Microbiologia
Ambiental del Instituto del Agua de la Universidad de Granada. Las sondas
empleadas en el estudio y sus caracteristicas estan resumidas en la tabla 8.10.
Los datos de todas las sondas se encuentran en la base de datos Probebase
(http://www.microbialecology. net/probebase) (Loy et al., 2003).

La técnica de FISH utilizando sondas unidas a moléculas de ARN ribosomico se
basa en los siguientes pasos:

1. Fijacion de las muestras.

2. Deshidratacion.

3. Hibridacion de las muestras con las sondas adecuadas y lavado.

4. Evaluacion microscopica.

1. Fijacion de las muestras.

* Fragmentos de membrana correspondiente a un peso de 500 mg se bafiaron en
un tubo Eppendorf de 1.5 ml una solucion de paraformaldehido al 4% en buffer
PBS, preparado extemporaneamente y previamente mantenido en hielo, hasta que
por pipeteo se desprendio la Biopelicula adherida al soporte.

PBS: buffer fosfatosalino: 15% buffer fosfato, 390 mM NaCl. El buffer PBS se
preparé a concentracion 3x, a partir de buffer fosfato NaH,PO, /Na,HPO,4 200 mM,
a pH 7.3 y se diluyé como fue conveniente en cada momento

» Se incubd esta mezcla a 4°C durante 4 h.

» Se centrifugd la muestra fijada, y el sobrenadante se reemplazé con 1 volumen
de buffer PBS previamente mantenido en hielo. Este paso se repitié 3 veces, con
el fin de eliminar el paraformaldehido residual.

» Se resuspendié la muestra en 1 volumen de PBS mantenido en hielo, y se
afiadio 1 volumen de etanol 96%, también mantenido en hielo.

* Se alicuotd la muestra en volumenes de 500 pl en tubos Eppendorf estériles y
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se conservaron a -20° C hasta su posterior analisis.

2. Deshidratacion.

* Se tomaron 10 ul de la suspension de células fijadas y se colocaron en los
pocillos de portaobjetos recubiertos de teflén (Marienfeld®)

» Se dejé secar las muestras a temperatura ambiente.

» Se deshidrataron las muestras introduciendo el portaobjetos en una serie de
Etanol a diferentes concentraciones (50%, 80% y 96%, v/v), manteniendo el
portaobjetos con las muestras 3 min en cada concentracion.

» Se precalentaron las muestras a 46°C durante 2 min.

3. Hibridacion de las muestras con las sondas adecuadas y lavado.

En este apartado, todas las sondas y reactivos se mantienen en hielo hasta su
empleo

* Por cada portaobjetos, se prepard 1 ml de buffer de hibridacion.

Todas las sondas empleadas funcionan adecuadamente con una astringencia del
20, 35 y 55 % de formamida, y se disponia de todas ellas marcadas con los
fluorocromos Cy3 (sulfoindocianina, rojo) y FLUOS ([5(6)-carboxi-fluorescein-
Nhidroxisuccinimida éster], verde).

» Se tomd 1 yl de cada una de las sondas a emplear en cada muestra (pocillo), a
un tubo eppendorf que contenia 10 ul del buffer de hibridacion. Se mezclo bien, y
se aplico la solucion de hibridacion con la combinacidén de sondas adecuada a las
muestras deshidratadas en los pocillos.

» Por cada portaobjetos, se preparé una camara humeda, introduciendo una
lamina de papel absorbente en un tubo Falcon de 50 ml con tapa de rosca y
humedeciendo el papel con el resto de la solucién de hibridacion preparada
anteriormente. Se introdujo el portaobjetos en la camara himeda en posicion
horizontal, se cerr6 el tubo, y se incub6 en un horno a 46°C durante 1.5 h.
 Paralelamente se preparo6 el buffer de lavado en un tubo Falcon de 50 ml y se
precalent6 a 46°C en un bafio de agua.

* Tras la incubacion, se introdujo el portaobjetos dentro del buffer de lavado y se
mantuvo durante 10 min a 46°C en el bafio de agua. Posteriormente, se introdujo
el portaobjetos en agua destilada mantenida en hielo durante 2 segundos para
eliminar restos del buffer de lavado, y se sec6 rapidamente bajo una corriente de
aire comprimido.

8.3.2.1 Evaluacion microscopica.

Para observar la muestra al microscopio se utilizd Citifluor AF1 (Citifluor Ltd.)
como fluido de montaje. Se empled un microscopio de Fluorescencia AXIO | Zeiss
equipado con un juego de filtros (Termo) para la deteccion de Cy3 a 543 nm, y uno
para la deteccién de FLUOS a 488 nm. Las imagenes obtenidas se documentaron
con el software Axio vision LSM Image Browser version 4.0.



Tabla 8.10 Sondas para FISH empleadas en este estudio.

SONDA SECUENCIA 5’-3’ ESPECIFICIDAD y % FORMAMIDA | Comentarios
COBERTURA
EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Bacteria (90%) 0-80 Usar las 3 juntas, en mezcla 1:1:1
EUB338II GCA GCC ACC CGT AGG TGT Plantomicetales (69%) 0-60 Marcadas con FLUOS (verde)
EUB338lIII GCT GCC ACC CGT AGG TGT Verrucomicrobia y otras (93%) | 0-60
ARCH915 GTG CTC CCC CGC CAATTC CT | Archaeas 20 No se ha determinado, sin embargo se usa
en
papers
FLUOS (Verde)
EURY806 CAC AGC GTT TAC ACC TAG Archaeas: Euryarchaea 20 CY3 (R0jo)
CRENbG37 TGA CCA CTT GAG GTG CTG Archaeas: Crenarcheota 20 CY3 (Rojo)
ALF968 GGT AAG GTT CTG CGC GTT Alfa Proteobacteria (79%) 20 Excepto Rickettsiales CY3
BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT Beta Proteobacteria 35 Beta y Gamma -> aplicar juntas 1:1, sin
+C GCCTTC CCACATCGTTT competidor (compiten la una con la otra)
GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT Gamma Proteobacteria 35
+C GCCTTCCCACTTCGTTT
DELTA495a | AGT TAG CCG GTG CTT CCT Delta Proteobacteria (73%) 35 Delta proteobacteria y tambien
+C AGT TAG CCG GTG CTT CTT Gemmatimonadetes
EPS549 CAG TGA TTC CGA GTA ACG Epsilon Proteobacteria 55 CY3
LGC354a TGG AAG ATT CCC TAC TGC Gram + bajo G+C 35 LGC354a a veces es problemética en
LGC354b CGG AAG ATT CCC TACTGC Gram + bajo G+C 35 combinacién con EUB338 (solapamiento)
LGC354c CCG AAG ATT CCC TACTGC Gram + bajo G+C 35 Usar la 3 juntas 1:1:1 para detectar el 52% de
Firmicutes
HGC69A TAT AGT TAC CAC CGC GT Gram + alto G+C (82%) 25

+C

TAT AGT TAC GGC CGC CGT




8.3.3 Microscopia electronica de barrido

La estructura de la biopelicula desarrollada se observé mediante el microscopio
electrénico de barrido (MEB) Jeol JSM 5310LV y las micrografias fueron
analizadas con el software del equipo. Se realizdé asimismo el microanalisis sobre
superficies regulares de biopelicula (150 x 150 um) mediante espectroscopia por
dispersion de energia (EDS) acoplada al MEB a través de un detector de estado
sélido (Si/Li); Marca Oxford, modelo Pentafet y analizadas con el software ISIS
Link version 1.04% en el Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada
(CFATA) y Facultad de Ciencias ambos de la UNAM.

La preparacion de las muestras se llevo a cabo de la siguiente manera:

Las membranas sometidas a diferentes tratamientos fueron fijadas con
glutaraldhido al 5% y después lavadas con buffer de fosfatos. Una vez eliminado
el glutaraldehido, se fijaron con tetra6xido de Osmio por un par de horas y se
procedié a realizar la desecacion paulatina con etanol, desde 30% hasta absoluto.
Después las muestras fueron sometidas en el desecador de punto critico para ser
posteriormente bafiadas en oro y poder ser observadas al microscopio. Este
procedimiento se realizo gracias a la ayuda del Dr. José David Sepulveda en la
UAM-I.



9. RESULTADOS:

9.1 Caracterizacion fisicoquimica del influente y efluente UASB.
Se realizd la caracterizacion fisicoquimica del influente y del efluente UASB

proveniente de la planta piloto (Tabla 9.1). El pH a la salida del biorreactor UASB
fue en promedio de 7.8, tipico de un efluente anaerobio.

Tabla 9.1. Caracterizacién Fisicoquimica del agua tratada por el reactor UASB.

Efluente %
Parametro ARC UASB |Remocion

DQO Total (mgO,/L) 425 123 71

DQO Soluble (mgO,/L) 212 94 56

SST (mg/L) 70 19 73

SSV (mg/L) 54 13 75

SSF (mg/L) 16 6 62

ST (mg/L) 624 385 38

STF (mg/L) 317 254 20

STV (mg/L) 307 131 55
Calcio Total (mg/L) 10 11 | -
Magnesio Total (mg/L) 6.2 6.9 | -
Hierro Total (mg/L) | 1.0 0.6 [ -

Los analisis se realizaron por quintuplicado durante una semana de operacion del
biorreactor UASB de la planta piloto de CU. En la tabla 9.1 se observa que la
concentracion final de DQO total en el efluente del biorreactor fue de 123 mg/L, lo
gue significa que la materia organica del ARC fue removida en el biorreactor
UASB con una eficiencia del 70%. La disminucion de la DQO soluble al igual que
los solidos volatiles confirmaron lo anterior. Que la remocion de los sélidos
suspendidos fuera de entre el 60 y 70% indicoé que el biorreactor presenté un buen
funcionamiento. Asi mismo, la remocién entre el 60 y 70 % de los sdlidos
suspendidos indica que la cama de lodos del biorreactor actué como un filtro. Los
sélidos totales fijos, que representa el material inorganico, no se remueven sino
gue se lavan y lo que se observo fue la dilucién de los mismos. Sin embargo para
los metales calcio y magnesio se observé una mayor concentracion en el efluente
del biorreactor que en el influente, por lo que se piensa con base a estudios
anteriores (Choo y Lee, 1996), que dado el pH del biorreactor se favorecio la
formacion de estruvita. Todos estos resultados son similares a los que report6 Cid
(2007), por lo que las condiciones de operacién fueron muy similares.



9.2 Determinacion de tamafo de particula

Se determiné el tamafio de particula del efluente del biorreactor y como resultado
se obtuvo que el promedio de las particulas taponantes mide entre 1 y 2
micrometros. Sin embargo, este equipo tiene un limite de deteccion alto, por lo
tanto no hay que descartar que muchas particulas inferiores a 1 micrometro no
hayan sido detectadas y tuvieran gran implicacion en el taponamiento. Bajo esta
técnica, los resultados indican que la gran mayoria de material proveniente del
efluente UASB operado en aquellas condiciones taponard la membrana por el

tamafio de particula de 100 kDa que presenta.
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Fig 9.1. Resultado del tamafio de particula por método Coulter.

Tres técnicas complementarias fueron usadas para estudiar la formacion de la
biopelicula, su diversidad filogenético y la distribucion espacial de las poblaciones
mediante MEB, FISH y secuenciacion de ADN, previa separacion de los

amplicones obtenidos por TGGE del gen ribosomal 16S.



9.3 Microscopia Electronica de Barrido

La examinacién microscopica muestra que existen cambios en la estructura de la
capa taponante, que no permite afirmar una secuencia de colonizacién de la
inmensa cantidad de bacterias entre las que se distinguen cocos, estreptococos,
espiroquetas, espirilos y bacilos. Al tiempo cero se observa que ya hay presencia
de algunos bacilos. Lo que puede explicarse ya que las membranas virgenes no
se encuentran en condiciones estériles (figura a).

X10,000 1um

Fig 9.2.1 Imagen de microscopia electronica de la membrana al tiempo cero (a).

Mas adelante, en lo que seria la fase inicial de adhesion (8 h del tratamiento), se
observa que la torta taponante se encuentra prematuramente consolidada, los
microorganismos en la capa taponante han producido los suficientes exopolimeros
hidratados para consolidar la biopelicula y tener mayor resistencia a los lavados,
pero no la necesaria para formar una capa uniforme, ya que se observan surcos
con poros que dividen a la torta (Fig. b y c; Tratamiento 1).

X3,500 Tum X5,000

Fig 9.2.2 Imagenes de microscopia electronica del tratamiento | después de 8 h de operacion (b y c).



En las muestras pertenecientes al tratamiento | (figuras b y c) y tratamiento Il (Fig.
d) estudios de EDX confirman la presencia de cristales embebidos en la matriz de
SPE y células bacterianas, relacionadas con carbonatos de calcio y magnesio. La
muestra d reflej6 ademas en los analisis la presencia de cobre (anexo 1).
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Fig 9.2.3 Imagen de microscopia electrénica del tratamiento 1.

En la figura e, correspondiente al tratamiento I, las 2400 h de funcionamiento
previo, se considera que la biopelicula esta madura y bien consolidada, el
microanalisis por EDX de ésta, resulta en la presencia de carbonatos de magnesio
gue aungue no fue posible determinarlo, quiza esté implicado formando estruvita
como complejo, asi como 6xidos y sulfatos de cobre. Para el tratamiento V, la
imagen de la biopelicula es similar al del tratamiento Il (imagen no mostrada). La
biopelicula se presenta espesa y aunque no es visible, los estudios de EDX
reflejan la presencia de Fluor.

! SUpm ' Electron Image 1

Fig 9.2.4 Imagen de microscopia electronica del tratamiento IlI.



La muestra concerniente al tratamiento IV (figura f) refleja estructuras esféricas
gue no se observan en las otras muestras y los analisis de EDX revelaron que se
trata de compuestos de Fluor

! 60um ! Electron Image 1

Fig. 9.2.5 Imagen de microscopia electronica del tratamiento IV.



9.4 Estudios de biodiversidad de la biopelicula taponante.

9.4.1 Estudio de la poblacion bacteriana y archaea de la biopelicula
taponante utilizando fragmentos amplificados del gen codificante del ARN
ribosémico 16S

Después de obtener los fragmentos resultantes de las reacciones de PCR, se
procedié al analisis de biodiversidad por TGGE. Los fragmentos Las muestras
analizadas tuvieron un tamafio aproximado de 200 pb para la region hipervariable
V3 'y de 500 pb para la region hipervariable V6.

La técnica utilizada para el andlisis de las comunidades microbianas (TGGE), sélo
permite detectar las poblaciones que muestren una abundancia relativa superior al
1%; (Muyzer y Smalla, 1998). Por ello tan soélo aparecen las bandas
correspondientes a poblaciones mayoritarias.

Las figuras 9.3, 9.4 y 9.5 muestran los perfiles de biodiversidad de la comunidad
procariota de la capa taponante de las membranas durante todos los tratamientos.
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Fig 9.3 Perfil de biodiversidad bacteriana de la biopelicula taponante proveniente de
muestras de membranas sometidas a diferentes tratamientos mediante electroforesis con
gradiente temporal de temperatura TTGE (BioRAD). Los perfiles estan basados en la
amplificacion y separacién de region hipervariable V3 del gen ARNr 16S para Bacteria.



El analisis del gel en la figura 9.3 muestra que existen diferencias en el patron de
bandas obtenidas entre los diferentes tratamientos. En todos los tratamientos esta
presente la banda TS5 y T6. Comparando entre los tratamientos | y Il, se observa
que las bandas T10 y T15 son exclusivas del tratamiento |, no asi para la banda
T23 que esta en ambos. La comparacion entre el tratamiento | y Ill, ambos
alimentados con efluente UASB pero con diferente tiempo de operacién, se
observa que T5, T8, T10 y T11 son comunes en ambos tratamientos. K25 esta en
todos los fragmentos excepto en el que corresponde a la mitad de la membrana y
las bandas T15 y T29 no aparecen en el tratamiento | pero si en dos fragmentos
correspondientes al tratamiento Ill. Finalmente, comparando los tratamientos | y
IV, dos bandas, T11 y T25 son exclusivas del tratamiento I. De un total de 23
bandas cortadas, Unicamente 11 pudieron ser analizadas comparandolas con las
secuencias de ADNr 16S depositadas en la base de datos EMBL (tabla 9.1). El
resto de ellas no pudieron ser reamplificadas o bien se obtuvieron secuencias con
un alto numero de indeterminaciones. Este 50% de bandas identificadas
exitosamente, se debio en parte a la limitacion fisica que existe para separar un
numero tan elevado de bandas en la superficie de los geles, o que conduce a
problemas de solapamiento. Por otra parte para las bandas que se lograron
reamplificar, al compararlas en la base de datos, resultaron en que mas de una
banda tenian la misma identidad, lo que se llama comunmente heteroduplex
(T5,T6,T7,T10,T11,T15,T23). Es por esto que decidimos mejorar la separacion
complementando el andlisis mediante la técnica de TGGE. No obstante de las
bandas que fueron posibles secuenciar se construy6 el siguiente arbol filogenético.
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Figura 9.3.1. Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la region V3
del ADNr 16S de Bacteria, aproximadamente 200 bp, mostrando las posiciones de las
secuencias de 11 bandas de TTGE obtenidas en este estudio. La barra indica un 2% de
divergencia estimada. Los nimeros junto a las ramas indican el valor de bootstrap
cuando éste fue superior al 50% para 1000 replicas.



En la figura 9.3.1 se pueden observar los grupos mas numerosos encontrados en
la biopelicula taponante formada en las membranas de filtracion alimentadas con
efluente UASB con 8 horas de operacion. Las e¢-proteobacterias, las pB-
proteobacterias y Firmicutes se encuentran en igual proporciéon para todos los
tratamientos. &-Proteobacteria s6lo aparece en ambos tratamientos con efluente
UASB. Dentro de las ¢-proteobacterias, la familia mas representada es la
Campylobacteraceae y de las Firmicutes la familia Clostridiaceae.

Con el objetivo de incrementar el porcentaje de identificacion de las bandas
obtenidas por andlisis de TTGE (gel de electroforesis con gradiente temporal de
temperatura), se repetio el andlisis de biodiversidad bajo otras condiciones, ahora
como TGGE y afiadiendo muestras de biopelicula proveniente de membranas
taponadas acopladas al biorreactor anaerobio, alimentadas con efluente UASB,
sometidas a lavado y posteriormente alimentadas con ARC (tratamiento V).

ARCHAEA
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Fig 9.4 Perfil de biodiversidad de las comunidades microbianas de
biopeliculas en membranas acopladas a un biorreactor anaerobio para el
tratamiento de agua residual municipal obtenidos mediante electroforesis
en gel con gradiente de temperatura, TGGE. Regién hipervariable V3
(Bacterias y Archaeas)



La figura 9.4 muestra el perfil de biodiversidad obtenido entre los diferentes
tratamiento para el grupo bacteria y Archaea de la region hipervariable V3 del gen
ribosomal 16S RNAr. En el caso de bacteria las bandas A, E y F son comunes a
todos los tratamientos. La banda D solo esta en los tratamientos Il y V. Para el
perfil de Archaeas de esta misma regidén hipervariable V3, se observa que la
banda J es exclusiva del tratamiento |. De este gel se intentd la extraccion,
reamplificacién y secuenciacién de un total de 12 bandas, de las cuales 7 se
pudieron analizar comparandolas con las secuencias de ADNr 16S depositadas en
la base de datos EMBL (tabla 9.1).

Las bandas de bacteria marcadas con asteriscos, no fue posible reamplificarlas y
de las marcadas para Archaea son artefacto, es decir que no corresponden a
ninguna secuencia de nucledtidos. Con los resultados anteriores fue posible
elaborar los arboles filogenéticos mostrados en la figura 9.4.1 para su posterior
andlisis.

En la figura 9.4.1 se representa el arbol filogenético de todas las secuencias
obtenidas, elaborado a partir de un alineamiento multiple mediante el método
Neighbour-Joining, incluyendo como referencia secuencias de la misma region V3
del gen codificante del ARNr 16S de los microorganismos mas similares
depositados en la base de datos.

Como se puede observar en dicho arbol filogenético, los grupos mas numerosos
gue se encuentran taponando las membranas del dominio Bacteria son las
Firmicutes, a-proteobacterias y las B-proteobacterias. Dentro de las Firmicutes la
familia mas representada fue la de Clostridiales. El siguiente grupo mas abundante
en las biopeliculas es a-proteobacterias la familia mas representada es la
Sphingomonadaceae y de las B-proteobacterias la familia Comamonadaceae. Sin
embargo el andlisis de estos geles no refleja ninguna banda que tenga similitud
con algun miembro del grupo ¢- proteobacteria, asi como por el método de TTGE
no fue posible detectar ninguna a-proteobacteria. En el caso del dominio Archaea,
como se observa en las figuras 9.4 y 9.4.1, todos los grupos son igualmente
abundantes y corresponden a las familias Methanobacteriaceae vy
Methanobrevibacteriaceae.
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Fig. 9.4.1 Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la region V3
del ADNr 16S, aproximadamente 200 bp, mostrando las posiciones de las secuencias
de 7 bandas de TGGE obtenidas en este estudio y otras descritas en bibliografia. La
barra indica un a) 2%y b) 5% de divergencia estimada. Los nimeros junto a las ramas
indican el valor de bootstrap cuando éste fue superior al 50% para 1000 replicas.



Con el fin de conocer mas sobre la biodiversidad del dominio Archaea responsable
del taponamiento de las membranas analizadas, se estudié dicho dominio con
cebadores especificos para la region hipervariable V6 del gen ribosomal ARNr

16S.
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Fig 9.5 Perfil de biodiversidad de las comunidades microbianas de
biopeliculas en membranas acopladas a un biorreactor anaerobio para el
tratamiento de agua residual municipal obtenidos mediante electroforesis
en gel con gradiente de temperatura, TGGE. Regién hipervariable V6 para
el gen ribosomal 16S ADNr de Archaea.

De este modo amplificando fragmentos mas grandes (500pb), utilizando otras
condiciones para su amplificacion y otros cebadores para el estudio de
labiodiversidad de Archaeas, se observan varios puntos. El primero es que fue
posible extraer, reamplificar y secuenciar todas las bandas separadas por TGGE.
Sin embargo, de la banda K11 a la K19, resultaron ser heteroduplex de las
secuencias 6P y K9.

Asi mismo se observa en la figura 9.5.1 que la proporcion de los grupos no es
igual y que el grupo mas abundante es el de Methanospirillaceae, seguido de
Mathanosarcinales. A diferencia de los estudios de la region V3, en esta
regionaparece el grupo de los Methanocalculus. El grupo de menor proporcion



resulta ser el de Methanobrevibacteriaceae, que también es detectado en la figura
9.4.1.
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Fig. 9.5.1. Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la regién
V6 del RNAr 16S, aproximadamente 500 bp, mostrando las posiciones de las
secuencias de 10 bandas de TGGE obtenidas en este estudio. La barra indica un el
1% de divergencia estimada. Los numeros junto a las ramas indican el valor de
bootstrap cuando éste fue superior al 50% para 1000 replicas.

Los resultados demuestran que la variabilidad de la diversidad procariota
responde a los diferentes tratamientos aplicados a las membranas. Asi aparecen
varias bandas, que representan a los componentes mayoritarios de la comunidad
microbiana del biorreactor anaerobio en funcion de las condiciones de trabajo.

Tal y como se desprende del estudio de los geles de TGGE de las figuras 9.3, 9.4
y 9.5 la composicién de la comunidad microbiana cambia conforme al tiempo o al
tipo de agua alimentada a las membranas. Esto se ve reflejado en las bandas que
estan presentes sélo en algunas muestras y no en otras, o varian de intensidad.
Ademas mediante estos perfiles se puede observar que la diversidad de la
microbiota se distribuye de manera irregular a lo largo de la membrana, siendo
gue en algunos casos como la bacteria epsilon, correspondiente a la secuencia T5
de la figura 9.3, se observa muy marcada en los fragmentos medios de la
membrana y no en la entrada ni salida. Otro caso es el de la banda T7, de la
misma figura, que se observa marcadamente en las membranas lavadas lo cual se
discutira méas adelante.



Tabla 9.1. Comparacién de la secuencia de las bandas separadas por gel de
electroforesis de las regiones hipervariables V3y V6 del ADNr 16S, de las poblaciones
integrantes de la biopelicula taponante de los cuatro experimentos, con las
secuencias depnositadas en la base de datos EMBL.

B= Bacteria A= Archaea

Banda Dominio Region Organismo mas similar % de
Identidad
EU167951 Novosphingobium 100
pentaromativorans secuencia parcial
A B V3 del gen RNAr 16S.
D B V3 AF450134 Frigovirgula patagoniensis 97
secuencia parcial del gen RNAr 16S.
E B V3 AJ318903 Clostridium glycolinum 88
secuencia parcial del gen RNAr 16S
DQ133433 Hydrogenophaga 88
F B V3 pseudoflava isolate E4IPC-4130
secuencia parcial del gen RNAr 16S
T5,7T6,T7,T8 AJ866949 Arcobacter sp. 98
T10,T11 U34387 Arcobacter cryaerophilus 99
T15,T23 B V3 Secuencia parcial del gen RNAr 16S
T14 B V3 DQ298112 Clostridium sp. 98
K17 B V3 DQ111771 Acidovorax temperans. 100
Secuencia parcial del gen RNAr 16S.
K25 B V3 EF658628 Uncultured Geobacter sp. 97
Clon BEM17 secuencia parcial del
gen RNAr 16S
J A V3 DQ649305 Methanobacterium 98
formicicum cepa D secuencia parcial
del gen RNAr 168S.
AJ001709 Methanobrevibacter oralis 97
G A V3 partial SSU rRNA
AJ001710 Methanobrevibacter smithii 97
partial SSU rRNA.
N A V3 AB022184 Methanobrevibacter sp. 100
K1 A V6 AY817738 Methanosaeta 100
harundinacea secuencia parcial del
gen RNAr 16S.
K2 ABO071701 Methanosaeta thermophila 97
secuencia parcial del gen RNAr 16S
A V6 AY692054 Methanosaeta concilli 16S
K3 secuencia parcial del gen RNAr 16S. 98
K4 A V6 AB008853 Methanocalculus pumilus 98
secuencia parcial del gen RNAr 16S.
K5 A V6 AY196683 Methanospirillum hungati 98
secuencia parcial del gen RNAr 16S.
K6, K7, K8, A V6 AJ133792 Methanospirillum sp. 97
K9
6P A V6 U55235 Methanobrevibacter smithii 100

B181 gen ribosomal RNAr 16S




9.4.2 Caracterizacion de la biopelicula taponante mediante hibridacién “in
situ”de fluorescencia (FISH).

Se realizaron experimentos de hibridacion de fluorescencia in situ con el objetivo
de estudiar a mayor detalle las comunidades de microorganismos implicados en el
proceso de taponamiento de las membranas de los tratamientos correspondientes
al (UASB) y Il (ARC), ambos alimentadas durante 8 horas.

Fig 9.6. Micrografias de epifluorescencia de muestras de biopelicula taponante en
membranas alimentadas con UASB (ay f) y con ARC( b,c,d y e) durante 8 horas. a) B-
Proteobacteria b) y-Proteobacteria c) &-Proteobacteria d) &- Proteobacteria e y f)
Crenarchaeota



Para estudiar la composicion de la comunidad bacteriana, se comenzd por
emplear la combinacién de sondas EUB mix, que comprende tres sondas
universales para Bacteria EUB338, EUB338-11 y EUB338-IIl (Amann et al., 1990;
Daims et al., 1999). Estas fueron hibridadas con la sonda respectiva para cada
grupo de bacterias marcada con el fluorocromo Cy3 (rojo), que permitié visualizar
microcolonias de los diferentes grupos estudiados y con diferente morfologia
(Tabla 8.10).

Las Archaeas totales fueron hibridadas con la sonda universal ARCH 915 (visibles
en color verde) y la sonda respectiva para la deteccion del grupo Crenarchaeota
marcadas con Cy3.

De las micrografias obtenidas se observa que a las 8 horas de tratamiento, del
dominio bacteria el grupo que predomina en las membranas alimentadas con
efluente UASB son a-proteobacteria, mientras que las membranas que fueron
alimentadas con ARC, la poblacién dominante son del grupo e-proteobacteria,
seguido por las y-proteobacteria y después las O-proteobacteria. Para las
membranas alimentadas directamente con agua residual cruda, la poblacién de
Archaea dominante fue la del grupo crenarqueota respecto a las alimentadas con
UASB.



10. Discusién de Resultados.

10.1 Analisis fisicoquimico del influente de membranas.

El objetivo de este analisis fue evaluar la calidad del agua que alimentaria a las
membranas durante la experimentacién. Los resultados obtenidos indican que la
DQO total en el agua cruda fue de 425 mgO./L y a la salida del biorreactor de 123
mgO./L, mientras que de DQO soluble en el ARC fue de 212 mgO,/L y a la salida
del UASB de 94 mgO./L. Por lo que el por ciento de remocion de la DQO total y
soluble que lleva a cabo el reactor anaerobio respecto al ARC es del 70 % y 50 %
respectivamente. Segun resultados anteriores, después de que el efluente
anaerobio UASB ha alimentado a las membranas de UF se obtuvo una remocion
hasta del 90% (Cid, 2007). En el caso de los solidos suspendidos para este
efluente, el 70% de su concentracion inicial fue removido. El pH del efluente
UASB esta dentro del rango especificado para el buen funcionamiento del
biorreactor que va de 6.8 a 7.8. Respecto a la determinacion de metales, el
analisis se realizd6 para determinar qué cantidad de dichos metales entran a la
membrana provenientes del efluente UASB. Lo que se observa es que la remocion
de los metales en el biorreactor no es uniforme, es decir que la remocion es
variable. Cuando de realiz6 el andlisis hubo dias en los que la cantidad del metal
fue mayor a la medicion del dia anterior en el efluente que en el influente. Esto
puede deberse a la calidad del ARC y al funcionamiento del biorreactor. Por los
resultados de microscopia y espectrometria con difraccion de rayos X (EDX) en
conjunto con estos andlisis fisicoquimicos se observa que dichos metales
probablemente estan involucrados en el taponamiento de la membrana ya que
forman cristales.

Respecto al andlisis de tamafio de particula, determinado por principio Coulter, se
observo que las particulas presentes en el efluente UASB operado bajo las
condiciones al momento del analisis comprenden un tamafio de 1 a 2 micrometros,
lo cual es de un tamafo suficiente para taponar la membrana cuyo tamafio de
poro es de 0.1um o 100 KDa. Sin embargo, el equipo donde se realizé el andlisis
tiene un limite de deteccién muy alto y no es posible detectar particulas con menor
tamanfo y tienen implicacion en el taponamiento. En este sentido, estudios previos
elaborados por Cid (2007) muestran que la distribucion de tamafios en el efluente
del reactor UASB presentd particulas con diametros desde 200 nm hasta 3042
nm. Este ultimo diametro es lo suficientemente grande como para no penetrar en
los poros de las membranas (diametro aproximado a 100 nm). Sin embargo, la
fuerza de corte que se generd durante el bombeo en la filtracion dio como
resultado el rompimiento de las particulas. Se observa que el diametro promedio
de las particulas se redujo durante este tiempo, alcanzando un didmetro promedio
de 530 nm al final del ciclo.



10.2 Anélisis de la biopelicula taponante mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM).

Se sabe que el mecanismo de colonizacion microbiana sobre un soporte, en este
caso la membrana filtrante, puede verse afectado por procesos de adsorcion-
desorcion causado por fuerzas electrostaticas generadas por la superficie filtrante
y la superficie de la bacteria que intenta colonizar la superficie (Liu y Tay, 2002). El
examen de microscopia muestra cambios en la capa taponante en los diferentes
tratamientos. De los microorganismos observados con esta herramienta se
distinguen cocos, estreptococos, espiroquetas, espirilos, bacilos entre otras. Al
inicio del taponamiento, 8 h del tratamiento (Figura b y c), lo que corresponde a la
fase de adhesion bacteriana sobre la membrana, se observa que la “torta”
taponante se encuentra prematuramente consolidada. Los microorganismos
adheridos con ayuda de los productos extracelulares excretados al medio y
fimbrias bacterianas, permiten que la biopelicula comience a tener cierta rigidez y
estabilidad. De este modo se consolida en las primeras 8 horas de filtracion y
adquiere mayor resistencia para los procedimientos de limpieza posteriores
(Figura e), ya que como se observa en conjunto con los perfiles de biodiversidad
hay especies que soportan bien los lavados, es decir, se encuentran al inicio del
taponamiento (Tratamiento 1), observandose una intensidad de banda mayor en el
tratamiento Il y en el tratamiento IV siguen haciéndose presentes. También se
observa que en las primeras horas de tratamiento la biopelicula no forma una capa
uniforme, ya que se observan surcos con poros que dividen a la “torta” (Figuras b,
c y d). Entre los dos tratamientos evaluados ambos a las 8 horas, no se observan
diferencias en la morfologia de las poblaciones bacterianas taponantes, pero
estudios de EDX confirman la presencia de cristales embebidos en la matriz de
SPE y células bacterianas, relacionadas con carbonatos de calcio y magnesio
para las tratadas con efluente UASB, por lo que dichos compuestos provienen de
la cama de lodos del biorreactor. Asi mismo se detectaron cristales de cobre para
las tratadas con ARC, por lo que dicho compuesto probablemente venga de las
tuberias. En las muestras evaluadas posteriores a 2400 h de funcionamiento,
cuando se considera que la biopelicula esta madura y bien consolidada, se
observa que la membrana esta tapizada por la biopelicula y presenta “surcos” mas
angostos que a las pocas horas de taponamiento (Figura e). Ademas,
microandlisis de estas muestras resultan en la presencia de carbonatos de
magnesio, oxidos y sulfatos de cobre que posiblemente el biorreactor no fue capaz
de retener, ya que el cobre inicialmente se detect6 en el ARC. La figura f,
correspondiente al tratamiento IV de membranas filtradas con efluente UASB y
posteriormente sometidas a lavado, refleja estructuras esféricas que no se
observan en los otros tratamientos. Analisis de EDX revelaron que se trata de
estructuras de Fluor, probablemente constituyentes del material de la membrana
filtrante y que con el desgaste de los retrolavados, se desprenda en cantidades
minimas. No se observan diferencias estructurales significativas entre los
tratamientos | y II. Muchos grupos de investigacion han realizado estudios de MEB
para observar la estructura de la biopleicula taponante en membranas de filtracion
(Ivnitsky et al., 2007; Miura et al., 2007b), sin embargo no hay reportes sobre el
tratamiento con efluentes anaerobios.



10.3 Poblacién bacteriana del biorreactor utilizando TGGE basada en
fragmentos amplificados del gen codificante del ARN ribosdmico 16S.

En los ultimos quince afios, la aplicacion de las técnicas independientes de cultivo
al estudio de la microbiologia de los sistemas de tratamiento de aguas ha
permitido un gran avance en el conocimiento acerca de la ecologia microbiana de
los mismos. La existencia de nuevos géneros bacterianos con interés
biotecnoldgico se ha descubierto gracias a estas técnicas, al mismo tiempo que se
ha podido demostrar que determinados grupos bacterianos, cuyo cultivo en
condiciones de laboratorio es dificil o hasta la fecha imposible, juegan importantes
papeles en procesos como el tratamiento de las aguas residuales (Molina-Mufi6z,
2007; Wagner et al., 2002). Por esta razén en el presente trabajo se consideré
esencial el empleo de un método independiente de cultivo para profundizar en el
conocimiento de la composicién de la biopelicula taponante que se forma en las
membranas de filtracion acopladas a un biorreactor anaerobio tipo UASB y para
ello se escogi6 la metodologia TGGE, basada en la amplificacion y secuenciacién
parcial del gen codificante del ARNr 16S.

La técnica TGGE genera perfiles de bandas que representan las poblaciones
dominantes dentro de una comunidad bacteriana compleja. Esta técnica, junto con
sus analogas DGGE y TTGE, ha sido ampliamente utilizada en los ultimos afios
para estudiar la variedad de diferentes ecosistemas bacterianos, incluyendo lodos
activados de plantas tratamiento, desarrollo de biopeliculas, sistemas de
depuracion basados en filtros sumergidos y sistemas BMS (Fernandez et al.,
2007; Ivnitsky et al.,2007; Molina-Mufioz,2007; Miura et al., 2007b; Gémez-Villalba
et al., 2006; Wagner et al., 2002). Por lo tanto, existen estudios previos sobre las
comunidades bacterianas de biopeliculas taponantes acopladas a diversos
sistemas, sobretodo aerobicos. Sin embargo, la informacion sobre la estructura,
biodiversidad y estabilidad de las mismas en sistemas que tratan el agua residual
por medio de un biorreactor anaerobio es alin muy escasa.

Para el estudio de la comunidad microbiana mediante TGGE, generalmente se
asume que cada banda corresponde a una uUnica unidad taxondémica y que su
densidad corresponde con la abundancia relativa de la misma. No obstante, es
necesario considerar que esta afirmacion puede no ser del todo correcta, porque
la técnica de TGGE se basa en la reaccion de amplificacion PCR de las
poblaciones desconocidas (Becker et al., 2000; Farrely et al.,1995; Polz y
Cavanaugh, 1998; Suzuki y Giovannoni, 1996) y dicha reaccion puede introducir
determinados artefactos (Wang y Wang, 1997).

Otra consideracion es que en la reaccion de PCR existe ademas una amplificacion
preferente de las moléculas de ADN mas abundantes en la muestra inicial,
produciéndose un sesgo en la composicién de la muestra amplificada al final. No
obstante, la abundancia y la densidad de las bandas puede dar una medida de la
diversidad de la comunidad bacteriana original, aunque no exactamente el indice
de diversidad de Shanon (Stamper et al., 2003). Aunque la técnica TGGE no es
cuantitativa, diversos estudios han constatado que esta metodologia sélo es capaz
de detectar organismos que constituyan como minimo el 1% de la comunidad total
(Muyzer y Smalla, 1998). Esta es una limitante en la deteccién de ADN amplificado



a partir de células muertas o poblaciones poco numerosas, por lo cual se ha de
considerar que las bandas presentes en los perfiles de TGGE son representativas
de poblaciones mayoritarias en las muestras de las que proceden, cuyos genes
para el ARNr 16S se encuentran en las concentraciones mas altas (Lawrence et
al., 2004).

Los resultados obtenidos al analizar los perfiles de biodiversidad, tanto bacteriana
como Archaea, procedentes de la totalidad de los tratamientos realizados en este
estudio, muestran que el comportamiento de la comunidad procariota responsable
del taponamiento en los diferentes tratamientos, varia segun las condiciones de
trabajo, el tiempo y el agua a tratar (Fig. 9.3, 9.4, 9.5).

Al analizar los resultados obtenidos por dominios, en el caso del perfil de
biodiversidad bacteriana analizado por TTGE (figura 9.3) se observa que la
poblacién dominante es la del grupo ¢-Proteobacteria. De las 22 secuencias
analizadas, el 49% (T5, T6, T7, T8, T10, T11, T15 y T23) corresponden a este
grupo. Las secuencias T5, T6 y T8 estan presentes en todos los tratamientos y las
bandas estdn muy marcadas en el gel, éstas reflelan un alto porcentaje de
identidad con el género de Marine bacterium sp. y Arcobacter sp., ésta ultima ha
sido descrita por su capacidad de secretar SPE ( Snelling et al., 2005) La mayoria
de las bacterias epsilon se reportan como bacterias patdogenas y microaerofilicas
(Hoi et al., 2008). La secuencia T7 también esta dentro de este grupo pero su
patron es diferente a las anteriores: al inicio del taponamiento (I) se observa una
banda muy tenue y conforme va pasando el tiempo, cuando la biopelicula se
encuentra mejor consolidada (lll) la banda se vuelve mas intensa en algunos
segmentos de la membrana pero no demasiado. En cambio en las membranas
lavadas (IV) la banda es muy marcada, lo que indica que esta e-Proteobacteria
necesita mas tiempo que las demas para lograr ser detectada en la biopelicula y
se vuelve muy resistente al lavado probablemente por la gran cantidad de
exopolimeros que secreta, lo que ayuda a quedar bien adherida a la membrana a
pesar de los lavados (Ivnitsky et al., 2005). Las secuencias T10, T11 y T15 solo
estan presentes en algunos fragmentos de las membranas alimentadas con
efluente UASB, tampoco se presentan en la membrana alimentada con ARC (Il) y
no resisten al lavado, ya que en el tratamiento IV no se observan dichas
secuencias. Estas tres secuencias tienen un alto porcentaje de identidad (99%)
con Arcobacter cryaerophilus, En estudios previos esta e-Proteobacteria se ha
reportado como bacteria patdgena, microaerofilica e indica la presencia de
material organico en putrefaccién asi como contaminacion fecal en muestras de
agua (Collado et al., 2008). Lo mismo sucede con la secuencia de la banda T23,
con la diferencia que en el tratamiento IV, su namero disminuye, ya que la
intensidad de las bandas baja.

El siguiente grupo de Bacterias que predomina son las Firmicutes, seguidas por
las B-proteobacteria de la familia Comamonadaceae muy abundante en agua
dulce tanto en sistemas naturales como de ingenieria. Esto se refleja con la
secuencia T14, que presenta un porcentaje de identidad del 98% con Clostridium
sp., del filio Firmicutes y K17, semejante con Acidovorax temperans (100 % de



identidad) de la familia Comamonadaceae, esta Ultima con actividad desnitrificante
y se caracteriza por su alto contenido en G+C que favorece la excrecién de SPE
(Schloe et al., 2000). Estas dos secuencias estan presentes en todos los
tratamientos, desde el inicio y también en el tratamiento de las membranas
alimentadas con ARC (1), por lo que se sospecha que: o son originarias del ARC o
que en el biorreactor UASB estan en un numero muy elevado y que lo que se
observa es producto del lavado normal. Ademas, prevalecen al lavado de las
membranas (V). En el andlisis efectuado por TGGE (figura 9.4), se observa el
mismo patron de dominancia, primero los pertenecientes a Firmicutes, secuencias
D (Clostridium glycoliunm 88%) que se relaciona como bacteria anaerobia
estudiada en suelos para la produccion de nitrito (lhssen et al., 2003) y la
secuencia E que presenta similitud con Firgovirgula patagoniensis, la cual ha sido
descrita como anaerobia psicrofilica pero no se ha publicado hasta la fecha. La
siguiente familia en orden de dominio es la familia Comamonadace, secuencia F,
Hydrogenophaga pseudoflava en un 88 % descrita como bacteria desnitrificante y
gue se ha utilizado como inéculo en birreactores para el tratamiento de agua
residual municipal cuyo objetivo es desnitrificar el agua a tratar (Hontoria et al.,
2005). Ambas secuencias, E y F estan presentes en todos los tratamientos. En el
mismo porcentaje de abundancia se encuentran las a y &- protebacteria. El grupo
alfa esta representado por la familia Sphingomonadaceae, secuencia A,
(Novosphingobium pentaromativorans, 100 % de identidad). Esta familia, tipica de
suelos cuyas caracteristicas principales son alta produccion de SPE para formar
biopleiculas y degradar compuestos recalcitrantes, aparece en solo un fragmento
de la membrana del tratamiento Ill, por lo que se atribuye a que es arrastrada a la
entrada de la membrana desde la cama de lodos del biorreactor.
Novosphingobium pentaromativorans fue reportada como degradadora de
hidocarburos aromaticos policiclicos de entre dos y cinco anillos aromaticos, en
muestras contaminadas en sedimentos marinos (Sohn et al., 2004). La secuencia
K25 resulta tener gran similitud (97 %) con la d-proteobacteria anaerobia reductora
de hierro Geobacter sp. Esta bacteria se reporta como parte de la microbiota de la
cama de lodos del biorreactor anaerobio y de tener capacidad de oxidar hierro
presente en el material organico a degradar (Weber et al., 2006). En los ultimos
afios Geobacter sp. ha cobrado gran interés por ser identificada como bacteria
generadora de electricidad por la oxidacion de materia organica disuelta en el
agua a tratar. Dicha bacteria forma parte de la biopelicula formadas alrededor de
celdas eléctricas MFC (microbial full cells) por su alta capacidad de secretar SPE.
Asi mismo, Geobacter sp. es capaz de transferir electrones a través de la
superficie de su membrana celular (Min et al., 2005).

En las figuras 9.3 y 9.4 se puede apreciar la existencia de bandas que aparecen
sb6lo en algunas muestras, ya que posteriormente desaparecen, 0 varian de
intensidad. Aunque el TGGE no es una técnica cuantitativa debido a que esta
influenciada por la reacciéon de PCR, como ya se ha comentado anteriormente, el
hecho de variar la intensidad de una misma banda en las diferentes muestras
puede relacionarse con un cambio en su abundancia relativa en la composicion de
la comunidad bacteriana (Stamper et al., 2003; Briiggemann et al., 2000)



Con respecto al dominio Archaea, de las trece bandas secuenciadas, todos los
microorganismos identificados en la biopelicula taponante de los diversos
tratamientos corresponden a Archaeas metanogénicas. Las especies
Methanobacterium, Methanobrevibacter y Methanosaeta han sido aisladas de la
cama de lodos de un biorreactor tipo UASB reportandose su alta capacidad de
secretar SPE y estar implicadas en la formacién de granulos anaerobios (Viega et
al., 1996). Todas las Archaeas identificadas han sido reportadas por su gran
capacidad excretar sustancias polimeéricas extracelulares. Como era de esperarse,
la biodiversidad de éste genero es menor que para Bacteria. Con respecto a la
diferencia de tratamientos sobre las membranas, no puede especificarse si cierto
tipo de Archaeas predomina sobre otras por los perfiles de biodiversidad, ya que el
patron es casi el mismo en todos los tratamientos. El analisis por TGGE (figura
9.4) se refiere al andlisis de Archaeas de la region hipervariable V3. De las seis
bandas obtenidas, solo el 50 % de ellas fue posible reamplificar y analizar. La
poblacion dominante se refiere a Methanobrevibacter seguido de
Methanomicrobium. El patron de bandeo se repite en todos los tratamientos,
excepto la secuencia correspondiente a la banda J, que soOlo esta presente en el
tratamiento correspondiente a la fase de adhesion (1) con efluente UASB, por lo
gue concretamente se trata de Methanomicrobium sp. (98 % de identidad). Estos
microorganismos han sido reportados en reactores tipo UASB para el tratamiento
de aguas residuales provenientes de cervecerias (Chan et al., 2001). El siguiente
género es Methanobrevibacter (secuencias G y N) representada con un alto
porcentaje de identidad con M.oralis y M.smithii que se caracterizan por
presentarse en sedimentos acuosos y reflejan contaminacion fecal, se consideran
Archaeas oxidadoras de amonio (Sponza y Cigal, 2008). En el caso de las
Archaeas la mayoria de ellas estan causando un efecto negativo sobre las
membranas dado que las estan taponando, provienen de la cama de lodos del
biorreactor y no son arrastradas desde el inicio del tratamiento con ARC, por lo
gue se observa en la figura 9.4 de manera general es su presencia en el lavado
normal.

La informacion recavada de este dominio se complementd con la investigacion
enfocada en la region hipervariable V6 del gen ribosomal 16 S RNAr.

Se observd que en todos los tratamientos, la familia dominante es
Methanospirilliaceae, correspondiente al 50% del total de las secuencias
reamplificadas (K5, K6, K7, K8, K9). Esto puede entenderse como que;
Methanospirillum que es Archaea hidrogenotréfica metandgena, cualquiera de sus
especies, predomina en la “torta”, desde el inicio y en etapas tardias. En un inicio,
no queda claro si por efecto del lavado, pero en etapas mas avanzadas porque
gana presencia conforme la red o biopelicula taponante se engruesa formando
colonias bien consolidadas en la membrana. La predominancia de
Methanospirillum sobre Methanosaeta en la biopelicula formada en la membrana
puede explicarse debido a la energia liberada, pues el rendimiento de la biomasa
es menor para metanobacterias consumidoras de acetato que para las
consumidoras de hidrogeno, favoreciendo la predominancia de Methanospirillum
sobre Methanosaeta (Fernandez et al., 2007).



El siguiente grupo que estd presente en orden de dominancia es el de
Methanosarcinales (secuencias K1, K2, K3). Methanosaeta es el agente primordial
en la formacion de granulos del lodo del biorreactor anaerobio, por ende, su
predominancia en el perfil de biodiversidad es menor, ya que podria lavarse
mucho menos que Methanospirillum sp. (Fernandez et al., 2007).

El analisis demostré que existe gran similitud de las secuencias K1, K2 y K3 con
Methanosaeta concilli., la cual se ha reportado como dominante del lodo granular
de biorreactores anaerobios y que es exclusivamente un microorganismo
acetoclastico con una tasa de crecimiento muy lenta (Vmax=0.11 dias™) (Leclerc
et al., 2001).

Por ultimo, en esta region hipervariable V6 también se detectan secuencias
relacionadas con Methanobrevibacter pero en menor abundancia y otra familia que
antes no se habia detectado, Methanocalculus, secuencia K4 que presenta
identidad con Methanocalculus pumilus, la cual solo se ha identificado en
muestras de sedimentos marinos reportando tener capacidad para usar hidrégeno
y CO,, como fuente de energia y ser altamente tolerante a metales pesados (Mori
et al., 2000).

10.4 Estudio de la poblaciéon microbiana presente en la biopelicula mediante
FISH

El estudio realizado con la técnica FISH fue desarrollado en paralelo con los
estudios de TGGE como complemento del analisis. Se demostr6 que en las
muestras analizadas (tratamientos | y IlI) presentaron diferencias en la presencia y
abundancia de los grupos estudiados, que fueron a, B, y, d y €- proteobacteria y de
Archaeas, las referentes a los phyla Crenarchaeota y Euryarchaeota (fig. 9.6),
pero no se detectaron bacterias de la familia a-proteobacteria y soélo se
visualizaron de manera aislada algunas células que hibridaron con la sonda
especifica de la familia Euryarchaeota. Estos resultados indican que en el
momento del muestreo las Euryarchaeas no se encontraban fisiologicamente
activas en la biopelicula de ninguno de los dos tratamientos a diferencia de las
Crenarchaeas.

Analizando los resultados obtenidos, se observa que al inicio del taponamiento,
para las membranas alimentadas con efluente UASB (l), en la fase de adhesidn, la
poblacién dominante respecto al dominio bacteria es de la familia beta, lo cual
explica la abundancia de las especies Comamonadaceae refelejada en los otros
analisis. En cambio para el tratamiento Il, los microorganismos dominantes
pertenecen a las familias epsilon, gamma y delta proteobacteria. Esto se puede
entender con la diferencia que existe entre que un microorganismo este vivo y/o
activo, pues lo que se determina por estudios de FISH es que los microorganismos
estén activos, cosa que no se puede probar con analisis de TGGE.

Por medio de esta técnica, se puede interpretar que los microorganismos
pertenecientes a las familias epsilon, gama y delta han sido retenidos por el
biorreactor, demostrando que la velocidad de taponamiento de las membranas por



estos grupos es menor, ya que tienen un tratamiento previo a diferencia de las
membranas alimentadas directamente con ARC (tratamiento II) que refleja
presencia abundante de estos grupos.

Respecto al dominio Archaea, los resultados obtenidos por esta técnica confirman
lo reflejado en analisis anteriores: primero que la abundancia de las Archaeas
sobre las bacterias es mucho menor; segundo, que al inicio de ambos tratamientos
se observa la presencia de Crenarchaeas, en mayor niumero y mejor definidas en
el tratamiento Il que en el I.

En los estudios de TGGE, la presencia de Crenarcheota es casi nula, pero esto
puede interpretarse, como que si existen en un ndmero muy pequefio en las
biopeliculas formadas y que se encuentran activas en el tratamiento .

Para el otro grupo estudiado (Euryarchaeota), es posible que al momento del
muestreo las células no estuvieran fisiologicamente activas en la biopelicula
(Fernandez et al., 2007).

Con todo esto, es posible explicar que los microorganismos encontrados en la
biopelicula al inicio del taponamiento tienen un efecto relevante, ya que se
encuentran biologicamente activos y son capaces de excretar sustancias
poliméricas extracelulares como producto del metabolismo (Miura et al., 2007a).
Asi mismo se pudo observar que existe gran cantidad de materia organica en el
medio, quizd como producto de lisis celular, que produjo auto-florescencia
(Wagner et al., 2003).



11. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio y considerando los
antecedentes bibliograficos en relacion con el tema, se han establecido las
siguientes conclusiones que podriamos enumerar en los siguientes términos:

1. La diversidad encontrada del dominio Archaea en todos los tratamientos es
menor que la de Bacteria.

2. La mayoria de la las bacterias causantes del taponamiento de las
membranas acopladas al reactor UASB corresponde a la subclase ¢-
Proteobacteria.

3. La Bacteria Arcobacter cryaerophilus fue identificada en todos los
tratamientos y tiene relevancia por su condicion de patdégena y
microaerofilica. Ademas se ha reportado asociada a contaminacion fecal
proveniente de rastros y granjas.

4. Los grupos filogenéticos bacterianos de las subclases a, B y e¢-
Proteobacteria fueron identificados en la torta taponante por su capacidad
de excretar SPE.

5. Respecto a las Archaeas: los perfiles de biodiversidad indican que la
mayoria de la microbiota identificada proviene de la cama de lodos del
biorreactor anaerobio UASB, por lo que la composicion del influente del
biorreactor no tiene un efecto significativo como lo tiene el efluente.

6. Las especies Methanosaeta y Methanobacterium fueron identificadas y
participan en el funcionamiento del biorreactor UASB, asi mismo
contribuyen en el taponamiento de las membranas por la excrecion de SPE.

7. La mayoria de la microbiota identificada por FISH, asociada a la pelicula
taponante tiene actividad recalcitrante y capacidad para secretar sustancias
poliméricas extracelulares.

8. La microbiota asociada a la pelicula taponante de todos los tratamientos
refleja la presencia de microorganismos no cultivables.

9. Compuestos recalcitrantes como el magnesio, silicio y cobre fueron
identificados por EDX y se observé por MEB que estan embebidos en la
biopelicula formando cristales.



12. ANEXOS
12.1 Analisis general de EDXy MEB.

Generacion de nuevos materiales nanoestructurados con aplicacion en
remocion de contaminantes recalcitrantes

Project: Generacion de nuevos materiales Sample: VSLAV03
nanoestructurados con aplicacion en remocion de Type: Default
contaminantes recalcitrantes ID:

Spectrum processing :
Peaks possibly omitted : 2.165, 10.290, 11.479 keV

Processing option : All elements analyzed (Normalised)
Number of iterations = 6

Standard :

C CaCO3 1-Jun-1999 12:00 AM
O SiO2 1-Jun-1999 12:00 AM

F MgF2 1-Jun-1999 12:00 AM
Na Albite 1-Jun-1999 12:00 AM
Mg MgO 1-Jun-1999 12:00 AM
Al AlI203 1-Jun-1999 12:00 AM
Si SiO2 1-Jun-1999 12:00 AM
Cl KCI 1-Jun-1999 12:00 AM
Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 AM
Fe Fe 1-Jun-1999 12:00 AM

Zn Zn 1-Jun-1999 12:00 AM

Element | Weight%  Atomic%

CK 28.38 37.58

oK 45.84 45,57

FK 14.51 12.15

Na K -5.81 -4.02

Mg K 1.83 1.20

Al K 1.95 1.15

SiK 7.97 4,51

CIK 0.99 0.44

CaK 1.83 0.73

Fe K 1.77 0.50 ~ ] = 4
Zn K 0.73 0.18 | 60um ! Electron Image 1
Totals 100.00
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Generacion de nuevos materiales nanoestructurados con aplicacion en
remocion de contaminantes recalcitrantes

Project: Generacion de nuevos materiales
nanoestructurados con aplicacion en remocion de

contaminantes recalcitrantes

Sample: VSLAVO03
Type: Default
ID:

Spectrum processing :

Peaks possibly omitted : 10.329, 11.453 keV

Processing option : All elements analyzed (Normalised)
Number of iterations = 6

Standard :

C CaCO3 1-Jun-1999 12:00 AM
O Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

F MgF2 1-Jun-1999 12:00 AM
Na Albite 1-Jun-1999 12:00 AM
Mg MgO 1-Jun-1999 12:00 AM
Al AI203 1-Jun-1999 12:00 AM
Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM
S FeS2 1-Jun-1999 12:00 AM
Cl KCI 1-Jun-1999 12:00 AM

Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 AM

Fe Fe 1-Jun-1999 12:00 AM
Zn  Zn 1-Jun-1999 12:00 AM

Element

CK
oK
FK
Na K
Mg K
Al K
SiK
SK
CIK
CaK
Fe K
Zn K

Totals

Weight%

38.16
31.64
20.86
-3.92
0.74
1.75
3.60
3.04
0.42
0.59
1.94
1.19

100.00

Atomic%

49.03
30.52
16.95
-2.63
0.47
1.00
1.98
1.46
0.18
0.23
0.54
0.28

G
£ %

30pm

' Electron Image 1
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