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Resumen

1. RESUMEN

Se estudié la comunidad bacteriana de granulos aerobios de un reactor discontinuo
secuencial (SBR) que degradaba aguas inhibitorias con 4-Clorofenol (4-CF) como
compuesto modelo. El objetivo del trabajo fue determinar cual era el efecto que tenia en
la comunidad bacteriana el realizar un cambio en la estrategia operacion del SBR, al
pasar de la estrategia comun, o control a tiempos fijos (FTC), a una estrategia de
control y optimizacion, llamada control 6ptimo de tiempo dirigido por eventos (ED-TOC),
que mantiene a la biomasa granular en el punto de la mayor tasa de crecimiento
microbiano (umax), ¥ por lo tanto en la mayor actividad metabdlica, misma que se
relaciona con la degradacion optima del sustrato inhibitorio.

Se llevd a cabo la operacién de un SBR aerobio granular con la estrategia FTC
por un periodo de 200 dias y pasado este intervalo se cambio a la operacién con la
estrategia de control ED-TOC. Durante este tiempo se tomaron periddicamente
muestras de granulos aerobios para ser analizadas por métodos de biologia molecular y
también se midieron diversos parametros de la biomasa granular, como la tasa de
degradacion de 4-CF (gx), la tasa especifica de consumo de oxigeno (TECO), la
velocidad de sedimentacion, la concentracidn de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS), entre otras.

Para determinar los microorganismos presentes en los granulos aerobios de las
estrategias FTC y ED-TOC, y por lo tanto, el cambio en la comunidad bacteriana, se
utilizaron dos técnicas de biologia molecular basadas en el estudio de segmentos del
gen 16S del acido ribonucleico ribosomal (ARNTr): la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE) y la libreria de clonas, cuyos productos de clonacién fueron
secuenciados y analizados.

La DGGE no mostr6 cambios significativos en la poblacién de los granulos al
pasar de una estrategia de operacién a otra, mostrando 10 ribotipos para la estrategia
FTC y 9 ribotipos para la estrategia ED-TOC. De la libreria de clonas, se obtuvieron 48
clonas para los granulos de cada reactor, en las cuales se encontraron un total de 43
géneros bacterianos distintos, de los que solo se compartieron el 12% (5 géneros) entre
una y otra estrategia. La comunidad de los granulos ED-TOC fue menos diversa (6 fila y
21 géneros) en comparacion con la comunidad de los granulos FTC (7 fila y 27
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géneros). Se encontré que hubo una especializacion de la comunidad de los granulos
de la estrategia ED-TOC, con un aumento en el porcentaje de microorganismos
degradadores de 4-CF, como Arthrobacter chlorophenolicus —miembro del filum
Actinobacteria, que pasé del 5% de las clonas en la estrategia FTC al 22% en la
estrategia ED-TOC— o Comamonas testosteroni —miembro del filum Proteobacteria,
que paso del 2% en la estrategia FTC al 15 % en la estrategia ED-TOC—.

La otra gran parte de la comunidad, que fue constante para las dos estrategias,
estaba conformada por Sphingobacteriales, Cytophagales —del filum Bacteroidetes—,
Rhizobiales, Rhodobacterales, Rhodospiarles y Sphingomonadales —del filum
Proteobacteria—, que forman el sistema granular de produccion/consumo de EPS.

En cuanto a las pruebas fisicoquimicas, los resultados se correlacionaron con los
diferentes microorganismos encontrados. Por ultimo se realizaron microscopias de
fluorescencia y CLSM para observar la estructura granular.

Se concluyé que mantener a la biomasa granular en la pmnax actia como una
nueva presion de seleccién, especializando, todavia mas, la comunidad de los granulos

aerobios que operaron con la estrategia de control ED-TOC.
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2. ABSTRACT

The bacterial community of aerobic granules of a sequencing batch reactor (SBR) which
degraded inhibitory water with 4-Chlorophenol (4-CP) as model compound was studied.
The aim of the study was to determine which was the effect in the bacterial community
when a change in the SBR operation strategy was made, switching from the common
strategy, or fixed time control (FTC), to a control and optimization strategy, named event
driven-time optimal control (ED-TOC), that maintains the granular biomass at the
maximum microbial growth rate, hence in the maximum metabolic activity that is related
with the optimal degradation of the inhibitory substrate.

The operation of an aerobic granular SBR with the FTC strategy was conducted
for a period of 200 days, passed this time, the operation mode was changed to the ED-
TOC control strategy. During this time, aerobic granules samples to be analyzed by
molecular biology methods were taken periodically, and some granular biomass
parameters were measured like 4-CP degradation rate (qx), specific oxygen uptake rate
(SOUR), settling velocity, extracellular polymeric substances (EPS) concentration,
among others.

To determine the microorganisms present in the aerobic granules of the FTC and
ED-TOC strategies, and therefore the change in the bacterial community, two molecular
biology techniques based on the study of segments of the 16S rRNA gene were
employed: the denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), and the clone library
with the subsequent clone sequencing.

The DGGE did not show significant changes in the granule population when they
switched from one operation strategy to another, showing 10 ribotypes for the FTC
strategy and 9 ribotypes for the ED-TOC strategy. From the clone library, 48 clones
were obtained from the granules of each reactor, and a total of 43 different bacterial
genders were found, form which only 12% (5 genders) were shared between one
strategy and the other. The ED-TOC bacterial granule community was less diverse (6
phyla and 21 genders) compared with the FTC granule community (7 phyla and 27
genders). An specialization of the granular community of the ED-TOC strategy was
found, with an augmentation of the percentage of 4-CP degrader microorganisms, as
Arthrobacter chlorophenolicus, member of the Actinobacteria phylum, which passed
from the 5% of the clone percentage in the FTC strategy to the 22% in the ED-TOC
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strategy; or Comamonas testosteroni, member of the Proteobacteria phylum, which
passed from the 2% in the FTC strategy to the 15% in the ED-TOC strategy.

The other main part of the community, that was constant for both strategies, was
conformed of Sphingobacteriales, Cytophagales —of the Bacteroidetes phylum—,
Rhizobiales, Rhodobacterales, Rhodospiarles and Sphingomonadales —of the
Proteobacteria phylum— which form the granular EPS production/consumption system.

Regarding to the physicochemical tests, their results were correlated with the
different found microorganisms. Finally a fluorescence microscopy and a confocal laser
scanning microscopy (CLSM) were performed to observe the granular structure.

It was concluded that maintaining the granular biomass in the pumax acts as a new
selective pressure, specializing even more, the community of aerobic granules operated
with the ED-TOC control strategy.
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3. INTRODUCCION

El agua es un recurso de suma importancia, ya sea para el desarrollo de una
civilizacion o incluso para la vida misma. Conforme la poblacién aumenta lo hace
también el consumo del agua y por lo tanto la cantidad de aguas residuales producidas.

Con el agotamiento de este recurso natural a nivel mundial es necesario
desarrollar mas y mejores tecnologias que nos permitan depurar el agua que se utiliza.

La tecnologia que se emplea para el tratamiento de aguas residuales
municipales ha demostrado tener un desempefio estable,? no asi con lo respectivo a
las aguas residuales industriales, que por sus caracteristicas toxicas e inhibitorias,
impiden la correcta remocién de los contaminantes por parte de los microorganismos>*.

Uno de los métodos que ha surgido para minimizar este problema es la
granulacién aerobia®®’. Los granulos aerobios son agregados de origen microbiano que
no coagulan en condiciones de baja fuerza de corte hidrodinamico y que sedimentan
significantemente mas rapido que lodo floculento® y han mostrado ser robustos en
condiciones de ayunos y picos de concentracion de efluentes toxicos®®. Los granulos
aerobios han sido cultivados unicamente en reactores discontinuos secuenciales
(SBR)®, en los cuales todas las reacciones metabolicas y separaciones solido-liquido se
llevan a cabo en un tanque, con una secuencia de pasos bien definida y continuamente
repetida'®.

En los SBR se puede optimizar la degradacion de compuestos inhibitorios, por
medio de una forma de llenado/alimentacién que mantenga al maximo la tasa de
degradacién del contaminante’'. A diferencia de la estrategia de operacién normal o
FTC (Fixed time control), la estrategia ED-TOC (Event driven time optimal control) logra
esta optimizacién al ajustar el flujo de influente, de tal manera que la tasa de
degradacion de sustrato es mantenida alrededor de su valor maximo, por lo que nunca
se sobrepasa una concentracion inhibitoria del toxico dentro del reactor'’'?. Esta
estrategia de control ya ha sido probada, y ha demostrado su eficacia para la operacion

con aguas residuales inhibitorias*'"'2

, Sin embargo nunca se ha estudiado cual es la
influencia que esta operacién pueda tener en la comunidad bacteriana granular.

Con el avance que ha presentado la biologia molecular en las ultimas décadas,
se han desarrollado técnicas moleculares para realizar el estudio y seguimiento de
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1314 Estas técnicas estan

microorganismos, ya sean aislados o como poblacion
basadas en la amplificacion y separacion del gen 16S ARNr, algunas son: la hibridacion
fluorescente in situ (FISH), la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE), los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccidon terminales (T-
RFLP), las librerias de clonas, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

cuantitativa (QPCR) y los microarreglos'

, que combinadas con las tecnologias de
secuenciacion masiva (2da generacion) como la secuenciacion capilar Sanger, la
pirosecuenciacion 454 de Roche, o el analizador de genomas de lllumina, nos permiten
obtener entre 100 y 1000 veces mas informacion que la que se obtenia con la
secuenciacion tipo Sanger a un costo 96-99% menor'. La combinacién de estos
meétodos nos permite conocer la dinamica poblacional de las comunidades microbianas.
La rama de la ingenieria ha considerado por mucho tiempo los procesos bioldgicos que
se utilizan para la depuracion de aguas residuales como una “caja negra”; sin embargo,
es momento para llevar a cabo estudios desde un enfoque bioquimico y microbiolégico
que permita conocer detalladamente el proceso, qué microorganismos participan y en
qué momento, para asi lograr una mejor comprension de los eventos que se llevan a
cabo, con el objetivo de optimizar los procesos y asi contribuir en la manera de lo
posible a remediar el dafio ambiental al que sometemos al planeta dia tras dia.

En este trabajo se hizo una comparacion de la comunidad bacteriana de granulos
aerobios en un SBR, que degrada agua residual sintética inhibitoria conteniendo 4
clorofenol (4-CF). El reactor fue operado con dos estrategias de alimentacion, para
determinar si la comunidad bacteriana era afectada o no, al someter a la biomasa
granular a una operacion en la que esta se mantuviera siempre en su maxima tasa de
crecimiento. Para determinar si existi6 o no diferencia en la comunidad bacteriana
granular, se llevaron a cabo una DGGE y una libreria de clonas que después fue
mandada a secuenciar. Con estos datos, se realizé un andlisis filogenético para
observar las relaciones entre los microorganismos encontrados en la biomasa
proveniente de los granulos operando en cada una de las estrategias, y se determin¢ si
existi6 cambio o no en la comunidad bacteria y en qué forma afectd este cambio a los

diferentes parametros fisicoquimicos de los granulos y desempefio del reactor.
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4. MARCO TEORICO

Las aguas residuales son fundamentalmente las aguas de abastecimiento de una
poblacion, después de haber sido impurificadas por diversos usos. Desde el punto de
vista de su origen, resultan de la combinacion de los liquidos o desechos arrastrados por
el agua, procedentes de casas habitacion, edificios comerciales e instituciones, junto con
las provenientes de los establecimientos industriales, y las aguas subterraneas,
superficiales o de precipitacion que puedan agregarse1. Estas no pueden ser vertidas a
rios o lagos debido a los problemas ambientales, de salud, econdmicos y estéticos que
causarian. Las aguas residuales comunmente contienen sustancias organicas
potencialmente peligrosas, asi como microorganismos patégenos'®.

Las aguas residuales domésticas son aquellas que contienen desechos humanos,
animales y caseros. Son resultantes de la limpieza, el aseo, la cocina y son provenientes
principalmente de conjuntos habitacionales’. Las aguas residuales industriales son las
aguas de desecho provenientes de los procesos industriales’, incluyen entre otras, las
producidas por las industrias petroquimicas, quimicas, de alimentos, lacteas, plasticos,
farmacéuticas, metaldrgicas, etc'®.

El tratamiento de aguas residuales consiste en una serie de pasos fisicos,
quimicos y biolégicos que tienen como fin remover los contaminantes presentes en el
agua proveniente del uso humano. El objetivo de tratamiento de aguas residuales es
producir un efluente reutilizable en el ambiente y un residuo sélido, también conocido
como lodo, conveniente para su disposicién o reutilizacion?.

El proceso de tratamiento de aguas residuales se compone de multiples etapas:
tratamiento primario, secundario y algunas veces terciario. Cada nivel de tratamiento
emplea diferentes tecnologias'®. La eficiencia del tratamiento se expresa en términos de
reduccion de la demanda quimica de oxigeno (DQO), que es la cantidad de oxigeno
necesario para oxidar totalmente, por medios quimicos, tanto materia organica como la
inorganica, que esta disuelta o en suspension en el agua residual®; o en la reduccion de
la demanda biologica de oxigeno (DBO), que es la cantidad de oxigeno que se requiere
para la oxidacion aerobia bioldgica (por los microorganismos) de la materia organica de

las aguas residuales’.
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4.1. Tratamiento primario de las aguas residuales

El tratamiento primario de las aguas residuales consiste en separaciones fisicas. El agua
que entra en la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) se pasa a través de
una serie de cribas vy filtros que eliminan los objetos de gran tamanio. El liquido resultante
se deja asentar durante unas horas para permitir la sedimentacién de los solidos y el

sobrenadante continua con los siguientes pasos.

4.2. Tratamiento secundario (tratamiento biolégico)
Los tratamientos biologicos tenian como objetivo, en un principio, la eliminacion de la
materia organica de las aguas residuales. Posteriormente se les ha ido dando otros usos
(nitrificacion, desnitrificacion, remocion de fésforo). En el tratamiento secundario se
utilizan las reacciones metabdlicas de los microorganismos, que crecen utilizando los
contaminantes del agua como fuente de carbono y/o como fuente de energia,
convirtiéndolos en nuevos microorganismos (biomasa), y otros productos metabdlicos
inocuos’”.

Podemos clasificar a los tratamientos bioldgicos segun su capacidad para utilizar el
oxigeno en: aerobios o anaerobios; 0 segun su forma de crecimiento en: procesos de

crecimiento suspendido o procesos de crecimiento fijos? '°.

4.3.Clasificacion de los tratamientos bioldgicos

4.3.1. Por tipo de metabolismo
Tratamiento aerobio
Multiples tipos de procesos aerobios se usan en el tratamiento de aguas residuales. El
tratamiento aerobio convierte la materia organica en didxido de carbono (CO;), biomasa
y agua con ayuda del oxigeno (oxidacion). EI metabolismo aerobio logra remociones de
hasta el 95% de la DBO"".

Tratamiento anaerobio
El tratamiento anaerobio de las aguas residuales sigue una serie de reacciones

digestivas y fermentativas llevadas a cabo por bacterias y es empleado generalmente
para tratar aguas con gran contenido en materia organica. El tratamiento anaerobio se
lleva a cabo en tanques cerrados llamados digestores, y requiere la accidén y cooperacién

de diferentes tipos de microorganismos anaerobios, que digieren los componentes
8
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macromoleculares para proveer compuestos solubles mas sencillos, los cuales son
fermentados produciendo una mezcla de acidos grasos, H, y CO,, que son utilizados por
microorganismos capaces de producir metano (CH4) y CO,. EI metano puede ser

recogido y quemado como combustible para suministra energia a la PTAR'®.

4.3.2. Por procesos de crecimiento
Crecimiento suspendido
En este tipo de proceso, los microorganismos responsables del tratamiento son
mantenidos en suspension liquida por medio de mezclado. La mayoria de los procesos
de crecimiento suspendido utilizados en el tratamiento de aguas residuales municipales
e industriales son operados con aireacion, aunque existen aplicaciones con reactores
anaerobios. El proceso de crecimiento suspendido mas comun en el tratamiento de

aguas municipales es el de lodos activados'®.

Crecimiento fijo o adherido

En este tipo de proceso, los microorganismos responsables de la conversion del material
organico o de los nutrientes, estan unidos a algun tipo de soporte. Los contaminantes
son removidos del agua residual cuando pasan a través de los microorganismos
adheridos, también conocidos como biofilm. Los procesos de crecimiento fijos pueden

ser operados como procesos aerobios o procesos anaerobios?.

4.4. Tratamiento terciario
El tratamiento terciario consiste en una serie de procesos fiscoquimicos en los que se
incluyen precipitaciones, filtraciones y desinfecciéon (exposicion a luz UV o cloracion),

para lograr la reduccion de nutrientes y microorganismos patégenos'®.

4.5.Aguas residuales industriales

Las aguas residuales industriales, dependiendo su origen y esquema de
produccion, contienen una variedad de compuestos organicos. La composicion del agua
residual industrial es muy especifica para cada tipo de industria y presenta un flujo que
es dificil de predecir. muchas industrias generan cantidades de agua residual
relativamente constantes durante la produccién, sin embargo el flujo cambia
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drasticamente cuando existe limpieza o paro de la maquinaria en operacion, cuando hay
una demanda en un producto o cuando existe una expansion de la industria.

Existen mas de 70 000 compuestos quimicos organicos sintéticos (xenobidticos)
que se pueden encontrar en las aguas residuales de origen industrial’®. En la mayoria
de los casos, los métodos fisicos y quimicos de tratamiento solo pueden lograr una
remocion parcial de la cantidad de contaminantes contenidos en el agua. A menudo
ciertos contaminantes de origen industrial presentes en las aguas residuales requieren
procesos de tratamiento especializado®.

En México, seglin la CONAGUA, en el afio 2010 se generaron 210 m*/s de aguas
residuales industriales, de los cuales solo se trataron 63 m>/s, es decir solo el 30%,
removiendo 1.35 millones de toneladas de DBO de las 3 millones de toneladas DBO
generadas?®. En cuanto a instalaciones, para el afio 2011 habian un total de 3033
plantas existentes con una capacidad instalada para 89 m®/s, de las cuales solo estaban
en operacién 2995 tratando un volumen de 50 m?s, un 20% menos de lo que se trato el

afio anterior?.

4.6. Tratamiento de las aguas residuales industriales

Entre los métodos disponibles de tratamiento de aguas residuales que contienen
sustancias toxicas, los procesos biolégicos o procesos de bioremediacion aparecen
como una alternativa para los efluentes industriales’. Los métodos bioldgicos de
tratamiento de aguas residuales industriales contemplan tanto procesos aerobios como
anaerobios. Sin embargo, los procesos anaerobios tienen problemas para operar en
aguas con baja carga organica (OLR), para controlar los olores que se provocan durante
el proceso de degradacién de la materia organica, e incluso se pueden formar
contaminantes secundarios que sean mas toxicos’.

Aunque los procesos aerobios convencionales que existen no son capaces de
tratar agua con altas concentraciones de xenobidticos toxicos, ese problema puede ser
enfrentado por medio de estrategias como la inmovilizacion celular; se ha demostrado
qgue los biofilms son mas eficientes que el lodo suspendido para el tratamiento de aguas

22,6

téxicas Los sistemas inmovilizados tienen la capacidad de retener una mayor

cantidad de biomasa, que resulta en una mayor actividad degradadora al igual que una
mayor tolerancia a los tdxicos en comparacion con los sistemas suspendidos®? °.
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4.7.Tecnologia SBR (Sequencing Batch Reactor)

Los reactores discontinuos secuenciales o SBR, son un tipo de reactores en el que todas
las reacciones metabdlicas y separaciones solido-liquido se llevan a cabo en un tanque,
con una secuencia de pasos bien definida y continuamente repetida. Los sistemas SBR
han demostrado ser una excelente alternativa para el tratamiento de aguas residuales
conteniendo altas concentraciones de compuestos xenobidticos®> y para tratar efluentes
inhibitorios muy variables y compuestos especificos presentes en aguas residuales’®.

Los procesos SBR pueden llegar a ahorrar hasta el 60% de los costos requeridos
para el funcionamiento de un sistema equivalente de lodos activados y producir un
efluente de mejor calidad en un tiempo mucho mas corto de aireacion?.

Un ciclo de un SBR consiste generalmente en cinco fases bien definidas,
manipulando estos periodos se puede lograr la remocion tanto de contaminantes como
de nutrientes dado que también pueden trabajar con periodos aerobios (presencia de
0,), anodxicos (presencia de oxigeno ligado a otros atomos como NO," y NOs™) o

anaerobios (sin presencia de oxigeno como aceptor de electrones)?.

El proceso SBR involucra las siguientes fases

1. Llenado: Durante el llenado, el influente (aguas residuales) es introducido al
reactor, donde se mezcla con la biomasa presente en el tanque. El llenado puede

ser con aireacion o sin aireacion, dependiendo de las caracteristicas del agua.

2. Reaccion: Durante la reaccion, el flujo de agua que entra al tanque queda
restringido mientras la aireacién y el mezclado contindan. La reaccion que lleva a
cabo la remocién del sustrato, que inici6 durante el llenado, es completada.
Durante esta fase se pueden tener, segun el requerimiento, condiciones aerobias,
anaerobias o anoxicas. El control del tiempo de mezclado y/o aireacién regula el

grado de tratamiento requerido.

3. Sedimentacién: En esta fase el tanque actua como un clarificador, sin ningun
influente o efluente. Dado que el mezclado y/o la aireacion cesan, se dan las

condiciones para la separacion solido/liquido.

4. Vaciado. Después de la fase de sedimentacion, el sobrenadante ya clarificado, es

descargado del reactor como efluente.
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5. Tiempo muerto. Es el periodo entre el vaciado y el llenado del reactor. Esta fase
es requerida cuando se tienen varios SBR en operacion. En un sistema
multitanque el propdsito es completar el ciclo de llenado antes de hacer el cambio

a otra unidad®*.

Al comparar los procesos SBR con los continuos, se pueden numerar las
siguientes ventajas: son flexibles en su operacién (se puede manipular el tiempo de
duracion de las fases) dependiendo de la velocidad de degradacién del sustrato;
disminuyen los costos de inversion puesto que se elimina el sedimentador secundario, se
obtienen lodos con excelentes caracteristicas de sedimentabilidad, pudiendo dar paso a
la formacion de granulos; es posible su total automatizacion y la aplicacion de estrategias
de control en el reactor, y por ultimo, cabe sefalar que en los procesos discontinuos se
encuentran comunidades con actividad degradadora alta y estable'®. Esta actividad esta
ligada al estado fisiolégico del consorcio microbiano, en estos sistemas hay una fuerte
seleccion de la comunidad, donde las especies que pueden sobrevivir a las
caracteristicas del proceso permanecen en el reactor desplazando a las demas,

provocando una alta especializacidon en la biomasa.

4.8. 4-clorofenol (4-CF)

Los clorofenoles son precursores para la sintesis de varios productos quimicos como
insecticidas, herbicidas, fungicidas, colorantes y farmacos. Los monoclorofenoles, como
el 4-clorofenol (4-CF), son contaminantes considerados muy peligrosos®. El 4-CF puede
ser liberado al ambiente por varias actividades humanas como la industria papelera, la
industria quimica, agroquimica y farmacéutica, ya que es utilizado como preservativo de
madera, antiséptico, desinfectante, asi como también es un intermediario en la
produccion de 2,4-diclorofenol. También es un derivado del proceso de descomposicion
quimica de ciertos pesticidas y otros compuestos clorinados, ademas aparece en el
proceso de cloracion de agua residual que contiene fenol?’. EL 4-CF, esta caracterizado
por una alta toxicidad aun en bajas concentraciones (DLsy ratas: 261mg/kg), es
persistente en el ambiente, tanto en el agua como en el suelo y presenta efectos

bioacumulativos debido a su nivel de lipofilicidad?.
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4.9.Gréanulos aerobios

Los procesos aerobios convencionales fallan al tratar altas concentraciones de
téxicos, (como el caso de los clorofenoles), ese problema puede ser resuelto por
estrategias tales como la inmovilizacién celular. Como se mencioné en el apartado 2.6,
los sistemas inmovilizados
tienen la capacidad de retener
mayores cantidades de
bacterias degradadoras de
sustratos, lo que resulta en
una mayor capacidad de
remocion de contaminantes y
en una resistencia superior a
la presencia de téxicos en
comparacion con los sistemas

suspendidos’ .

Los granulos aerobios,
Figura 2.1. Grdnulos aerobios cultivados en un reactor SBR que

son agregados de origen | degrada 4-CF.
microbiano que no coagulan
en condiciones de baja fuerza de corte hidrodindmico y que sedimentan
significativamente mas rapido que lodo floculento® (figura 2.1). El lodo granular fue
descrito en 1980, estrictamente para sistemas anaerobios®, sin embargo estos granulos
anaerobios sufren varias desventajas, como un largo periodo de arranque, baja remocién
de nutrientes e incapacidad de tratar aguas con baja carga organica®. No fue sino hasta
1990 que se reportd la formacion y aplicacion de granulos aerobios®.
Varios investigadores han propuesto la autoinmovilizacion bacteriana como medio para
la formacion de los granulos. La naturaleza compacta de los granulos reduce la pérdida
de biomasa en el efluente y permite soportar altas cargas organicas, asi como
fluctuaciones en esta. Los granulos aerobios poseen los siguientes atributos:

1. Forma regular y casi circular.

2. Excelente sedimentacion.

3. Estructura microbiana densa.

4. Alta retencion de biomasa.
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5. Habilidad para soportar altas cargas organicas.

6. Tolerancia a la toxicidad.

4.10. Caracterizacion bioldgica

Los granulos aerobios estan compuestos por varias capas, donde la capa externa esta
formada por microorganismos aerobios obligados, seguidos por microorganismos
facultativos, una capa de microorganismos anaerobios obligados y por ultimo un nucleo
de células muertas®. Se ha reportado también que los granulos aerobios tienen una
comunidad microbiana muy diversa, una estructura espacial muy compleja y funciones
fisiolégicas coordinadas.

Por medio de microscopia de barrido electrénico (SEM), microscopia confocal
laser de barrido (CLSM) e hibridacion fluorescente in situ (FISH), se ha logrado tener una
idea de la estructura microbiana de los granulos aerobios. Dependiendo de las
condiciones de desarrollo de los granulos aerobios, se han encontrado bacterias
heterotrofas, nitrificantes, desnitrificantes, acumuladoras de fosforo y acumuladores de
glicogeno®.

La diversidad taxondmica microbiana de una planta de tratamiento, y de granulos
aerobios alimentados con fenol, demostraron la dominancia de Proteobacteria®. Jiang et
al.>', identificaron diez aislamientos de granulos aerobios maduros, alimentados con
fenol, de los cuales, seis tenian un nexo taxondmico con Betaproteobacteria, tres con
Actinobacteria y uno con Gammaproteobacteria®. Por medio de tinciones de Gram y de
Neisser, y analisis por FISH, se ha demostrado que la mayoria de las bacterias
filamentosas en los granulos aerobios cultivados en agua de cerveceria pertenecieron a
los géneros Thiothrix o Sphaerotilus natans®. Por medio de la técnica FISH-CSLM se
identifico que las bacterias aerobias oxidantes de amonio Nitrosomonas spp. se
encontraban en una profundidad de 70 a 100 um de la superficie del granulo, mientras
que las bacterias anaerobias Bacteroides spp. fueron detectadas en una profundidad de
800 a 900 um de la superficie granular®®. Toh et al., observaron una capa de células

microbianas muertas a una profundidad de 800 a 1000 um’.
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4.11. Interaccidn entre cepas

Jiang et al.*’

, aislaron diez cepas bacterianas a partir de granulos degradadores de fenol
y encontraron que pueden existir diferentes cepas que tengan roles particulares, como la
degradacion del fenol o la autoagregacion encontrando que la degradacion de un
contaminante y la autoagregacion microbiana no son procesos mutuamente
excluyentess. Las cepas bacterianas que presentan autoagregacion mejoran el proceso
de granulacién, y estudios en diferentes procesos, demostraron que la dificultad para
controlar con precision los granulos de cultivos mixtos era en gran medida por la
presencia de cepas inhibitorias®.

Estudios realizados en Candida tropicalis en contacto con Acinetobacter
calcoaceticus y Bacillus thuringiensis sugieren que las cepas coagregan a través de
interacciones mediadas por polimeros lectina-sacaridos en la superficie celular, con la
proteina adhesina en A. calcoaceticus y los receptores (azucares) en B. thuringiensis y

C. tropicalis®.

4.12. Cometabolismo e inhibicion

La biodegradacion de contaminantes por los granulos aerobios estd basada en dos
procesos: crecimiento y cometabolismo. En el caso de crecimiento, los sustratos
organicos son utilizados como unica fuente de carbdn y de energia. Este proceso resulta
en una mineralizacién completa (degradacion), mientras que en el cometabolismo, el
metabolismo de un compuesto organico ocurre en la presencia de otro sustrato, que es
la principal fuente de carbon y de energia’.

La agregaciéon microbiana en granulos aerobios confiere beneficios como la
proteccion en contra de la inhibicion y resistencia a compuestos toxicos, esto debido a la
estructura granular compacta, ya que la barrera de transferencia de masa provoca una
menor concentracion de compuestos toxicos, evitando asi la inhibicion y/o muerte de la
biomasa, aunque algunas veces, la misma estructura puede llevar al taponamiento de

los poros, provocando la desintegracion de los granulos®*,

4.13. Conceptos basicos de la granulacion aerobia
La granulacién aerobia involucra un proceso de adhesion célula-célula en el que
participan fenémenos biolégicos, fisicos y quimicos®. A diferencia de las biopeliculas, los
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granulos se forman por un proceso de autoinmovilizacion de los microorganismos,
principalmente bacterias, sin ningun tipo de soporte externo, ya sea en condiciones
aerobias, anaerobias o alternando aerobias/anaerobias. En los siguientes apartados se

describiran algunos parametros operacionales que afectan el proceso de granulacion.

4.13.1. Granulacién en SBR

Los granulos aerobios han sido cultivados unicamente en reactores discontinuos
secuenciales (SBR). Se ha visto que el tiempo de ciclo del SBR afecta a la granulacién
aerobia; Liu y Tay (2007), observaron que cuando se incrementa el ciclo de 1.5 a 8 h, el
crecimiento especifico de la biomasa decrece de 0.266 a 0.031 d™', mientras que la tasa
de crecimiento observado, decrece de 0.316 a 0.063 gSSV/gDQO. Los granulos que se
cultivaron con un tiempo de ciclo de 1.5 h fueron los mas grandes en tamafo, mientras
que los granulos cultivados con un ciclo de 4 h fueron los mas compactos®.

El periodo de aireacion en un SBR consiste en dos fases: una fase de
degradacion, en la cual el sustrato es consumido, disminuyendo su concentracién al
minimo, seguido por una fase de ayuno, también aerobia, en la que no hay mas sustrato.
Un periodo largo de ayuno debilita la estabilidad granular®®. McSwain et al.*” lograron
aumentar la eficiencia de granulacion por una alimentacion intermitente. Aunque se ha
propuesto que el ayuno no es un prerrequisito para la granulacion aerobia se ha
reportado que tiene un efecto en el aumento de la hidrofobicidad de las bacterias del
granulo.

En cuanto a la aireacion, una fuerza de corte mayor, provoca que los granulos se
compacten mejor y también provee suficiente oxigeno para tener una eficiencia
operacional aceptable®.

En un SBR, sdlo las particulas que pueden sedimentar en un intervalo de tiempo
dado son retenidas en el reactor, mientras que aquellas particulas que tienen una
sedimentacidén pobre son lavadas del sistema. Esto provee una presion de seleccion en
la biomasa del reactor, y solamente las poblaciones con la capacidad de formar biomasa
lo suficientemente grande y densa para sedimentar son retenidas®®. Por medio de
tiempos cortos de sedimentacion, la materia que es poco sedimentable es lavada del
reactor, reteniendo solamente granulos. Varios estudios han demostrado que tiempos
cortos de sedimentacion pueden aumentar la granulacion aerobia®.
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4.13.2. Pasos para la granulacion
Se han realizado estudios para examinar el mecanismo correspondiente al proceso de
granulacion. La principal hipotesis es la de la agregacion microbiana, que sugiere que la
granulacién ocurre por interacciones intra e inter celulares, que se pueden llevar a cabo
entre proteinas-polisacaridos o proteinas-proteinas, principalmente a través de
receptores celulares de superficie. Liu y Tays, propusieron los siguientes cuatro pasos

correspondiendo al proceso de granulacion.

1. Contacto microbio-microbio para formar agregados, esto puede ser por difusién
hidrodinamica o fuerza de gravedad.

2. Atraccion inicial para formar agregados por fuerzas termodinamicas, fisico-
quimicas (van der Waals), quimicas o bioquimicas (fusion de membranas
celulares, interaccion receptor/ligando, deshidratacion celular).

3. Secrecion de sustancias microbianas que actian como un pegamento bioldgico,
como las sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

4. Estabilizacion de la estructura tridimensional del granulo por medio de fuerzas

hidrodinamicas.

Es decir, la agregacion microbiana sirve como paso inicial en la formacion del granulo.
Las bacterias agregadas secretan EPS en el sitio de union, se multiplican y crecen como
grandes floculos. El lodo floculento sigue creciendo debido a la proliferacion bacteriana,
provocando la union de estos floculos y trayendo consigo la formacion de granulos.

En muchos estudios, los granulos aerobios se cultivaron a partir de lodo activado, a este
lodo, se le conoce como el lodo semilla. La comunidad bacteriana presente en el lodo

activado fue importante para el proceso de granulacion aerobia.

4.13.3. Granulacion aumentada por EPS
Las bacterias tienen la capacidad de secretar sustancias poliméricas extracelulares
(EPS), un material adhesivo constituido principalmente por proteinas, polisacaridos,
lipidos y acidos humicos; este material podria ser de ayuda en el proceso inicial de la
granulacién ya que la acumulacion de las EPS correlaciona con el proceso de adhesion
bioldgica y agregaciéon microbiana®. Liu et al.*° sugirieron la hipétesis de que las EPS
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congregaban células bacterianas y otra materia particulada para formar los agregados.

Cammarota et al.*'

encontraron que un contenido alto en polisacaridos facilita la
adhesioén célula-célula y confiere mas fuerza a la estructura microbiana en una matriz
polimérica. Se ha observado también que la fuerza de corte hidrodinamico compacta los
granulos pero no afecta el contenido y composicion de las EPS. Por el contrario, la
inhibicion de la sintesis microbiana de exopolisacaridos inhibe la agregacion
microbiana®*'.

Se ha argumentado que las EPS responsables de la integridad estructural de los
granulos aerobios son productos no biodegradables para los microorganismos que los
sintetizan, aun en el caso de ayuno; sin embargo otros estudios han demostrado que el
ayuno es capaz de inducir la degradacion de las EPS por los propios productores, lo que
causa el desprendimiento bacteriano®.

Se han realizado estudios de oxigeno disuelto (DO), alrededor y dentro de
granulos aerobios y se encontré que el contenido de EPS afecta significativamente la
difusividad del oxigeno dentro del granulo’. Combinando las técnicas de tincion multiple,
CLSM y DO, se ha demostrado que existe una capa de 125 um de grosor que consume

la mayoria del oxigeno en los granulos aerobios’.

4.13.4. Composicion del alimento
Se han utilizado varios sustratos para cultivar granulos aerobios incluyendo
glucosa, acetato, fenol, etanol, melazas, azucares, agua residual sintética y agua
residual municipal. Investigaciones recientes reportan el cultivo exitoso de granulos
aerobios usando sustratos toxicos, como fenoles o clorofenoles®'#33¢ 449 | a estructura
granular y la diversidad de especies parecen estar relacionadas con el tipo de fuente de

carbono’.

4.13.5. Carga Organica (OLR)
Los granulos aerobios se pueden formar en una amplia gama de valores de OLR. La
granulacion aerobia puede soportar cargas altas con sustratos simples como glucosa y
acetato. Con estos sustratos de facil asimilacion se pueden alcanzar valores de carga

organica volumétrica (\OLR) de 15kgDQOm>d™", incluso mayores sin comprometer la
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integridad granular*®*®. Un estudio realizado por Wang et al.*’ demostré que una OLR

alta puede ser favorable para la estabilidad granular.

4.13.6. Concentracion de oxigeno disuelto
Existen contradicciones respecto al efecto de la concentracion de oxigeno en el proceso
de granulacién aerobia. El grupo de McSwain e Irvine demostraron que el oxigeno
disuelto tiene una relevancia mayor y que a bajas concentraciones de este es imposible
la granulacion aerobia®’. Se ha reportado que concentraciones mas bajas de 2.5 mg/L
resultan en una pobre granulacion*®. Sin embargo, Dancong et al.** han formado
granulos aerobios en concentraciones de oxigeno tan bajas como 0.7-1.0 mg/L; por lo
tanto estos estudios parecen indicar que la concentracion de oxigeno disuelto no es una

variable crucial en la formacion de granulos aerobios.

4.13.7. Tiempo de sedimentacion
En los SBR utilizados para granulacion aerobia se utiliza un corto periodo de
sedimentacién para forzar la descarga de lodo floculento. El tiempo de sedimentacion
ejerce una presion de seleccion en el lodo del reactor, es decir, las particulas que
pueden sedimentar en un periodo de tiempo dado seran retenidas en el reactor, mientras
que el resto sera lavado del sistema®. El tiempo de sedimentacion debe de estar en el

rango de 2-10 min para los SBR a escala de laboratorio’. Adav et al.”’

reportaron que
existe una temprana aparicion de granulos cuando se utilizan tiempos de sedimentacion
de 5 minutos en reactores SBR destinados a granulacion.

Sheng et al.*?

reportaron que la descarga diaria de material poco sedimentable
también es un parametro de operacion importante durante la granulacién. Este estudio
menciona que aproximadamente un 10% de descarga diaria ayuda a la granulacion, ya
que la descarga selectiva y continua de lodo pequefo y poco sedimentable, remueve
microorganismos que compiten por el sustrato, haciendo entonces que la disponibilidad

de este aumente para los microorganismos que estan presentes en forma granular.

4.13.8. Ayuno aerobio
Se cree que la granulacion puede funcionar como una estrategia de protecciéon

bacteriana en contra de la falta de alimento. La operacion ciclica de un SBR lleva a un
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periodo de biodegradaciéon del sustrato seguido por uno de ayuno aerobio después de

cada ciclo. Tay et al.*°

reportaron que un largo periodo de ayuno tiene un efecto positivo
para la granulacion microbiana en un SBR y esta hipétesis fue comprobada por otros
autores®>.

Una repeticion frecuente de condiciones de abundancia y ayuno (disponibilidad y
escasez de alimento) puede ser utilizada para lograr la granulacién’?. Tay et al.**
mostraron que un periodo de abundancia preanoxico contribuye al proceso de
granulacién a través de mecanismos como el aumento de las bacterias heterétrofas. Sin
embargo, el grupo de Liu y Tay®>® mostraron que el periodo de ayuno no es el factor clave
en la granulacion aerobia. Se necesita mas investigacion en este topico para entender

los posibles efectos de los periodos de ayuno en la granulacion aerobia.

4.13.9. Relacion sustrato microorganismo (F/M)
Una mayor relacion sustrato/microorganismo o relacion F/M, promueve una formacion
mas rapida de granulos aerobios, ademas les confiere a los granulos una mayor
estabilidad y tamafio. Por lo tanto se sugiere la estrategia de aplicar diferentes relaciones
F/M en las diferentes etapas de la granulacion, por ejemplo una alta relacion F/M en las

primeras etapas y una relacion F/M reducida en las ultimas etapas pueden ser efectivas.

4.13.10. Relacion H/D (altura/diametro) del reactor
Se creia que la relacion H/D o relacién altura diametro en el SBR podia ser un parametro

importante en el control de la forma de los granulos aerobios. Zhu et al.*®

cultivaron y
caracterizaron granulos degradadores de 4-cloroanilina en un SBR con una alta relacién
H/D. Ellos notaron que la relacién proteina polisacarido (PN/PS) era de 8.2-13.7 y
expusieron que un reactor con una alta relacién H/D favorece la formacién de granulos

mas sélidos. Sin embargo Kong et al.”’

evaluaron los efectos en la granulacion aerobia
de diferentes relaciones H/D, probaron 4 SBR con relaciones de 4, 8, 16 y 24 y no
encontraron diferencias significativas, tanto en el tiempo de apariciéon de los granulos
como en parametros como el indice volumétrico de lodos (IVL), tamafo del granulo,
velocidad de sedimentacién, contenido de EPS, tasa especifica de consumo de oxigeno
(TECO) e incluso en la poblaciéon microbiana; lo que demostré que la relacion H/D en el
reactor no tiene mayor influencia en la granulacion o propiedades de los granulos.
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4.13.11. Tiempo de retencion hidraulico
El tiempo de retencién hidraulico (TRH) es otro parametro clave que afecta el
desempefio del reactor y la formacién de granulos. EI TRH ejerce una influencia
profunda en las condiciones hidraulicas y el tiempo de contacto entre los diferentes
reactivos dentro del reactor. Beun et al.*® sugirieron que un TRH corto es favorable para
la granulacion aerobia, sin embargo un ciclo muy corto suprimira el crecimiento de
solidos suspendidos debido al lavado frecuente del material bioldgico. Pan et al.*®
cultivaron granulos aerobios a cuatro diferentes TRH de 2, 6, 12 y 24 h, y observaron
diferencias en las caracteristicas de los granulos. Reportaron que el tamafo de la
biomasa varié con los diferentes TRH, con los diametros decreciendo desde 3.5 hasta
0.7 mm segun aumentaba el TRH, mientras que el coeficiente de integridad disminuyo
desde 98%, en el TRH de 2 h, hasta el 63% para el TRH de 24 h. Los granulos
asociados con los TRH mas cortos tuvieron una mayor hidrofobicidad y mayores
relaciones PN/PS. Estos reportes indican que un TRH de 6 h es el mas apropiado para la

granulacion.

4.13.12. Volumen de intercambio
El volumen de intercambio es el volumen de licor mezclado removido después de cada
ciclo. Se pueden tener porcentajes de intercambio del 40, 50 o incluso el 80%. Wang et
al.?® mostraron que los SBR operando con altos porcentajes de intercambio lograron una
rapida granulacion. Cabe sefalar que los granulos deben tener buenas propiedades de
sedimentacién, de otra manera un alto porcentaje de intercambio lavaria la biomasa del

reactor, provocando una pobre granulacién’.

4.13.13. Efectos del pH

El pH del medio es un factor decisivo durante la granulacion y la degradacion de los
contaminantes. Un pH ligeramente alcalino (alrededor de 7.5) es necesario para una
apropiada granulacién aerobia, valores cercanos a este punto favorecen el predominio
de poblaciones bacterianas®’, sin embargo pH mayores a 8.5 impiden el proceso de
granulacién48. Por otra parte, un pH ligeramente acido favorece el crecimiento de hongos
en los granulos. Por lo tanto el pH se puede utilizar como una estrategia para la
seleccion de especies microbianas dentro de los granulos’.
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4.13.14. Efecto de la temperatura
Los cambios en la temperatura también pueden influenciar el desempefo de los
sistemas de lodo granular. Hailei et al.*® reportaron que temperaturas mayores de 40°C o
menores de 25°C pueden llevar a un decremento en la cantidad de biomasa. Song et al.
%2 cultivaron granulos aerobios en SBR a temperaturas de 25, 30 y 35°C, y reportaron
que 30°C es la temperatura 6ptima para el cultivo de granulos maduros, ya que es donde
los granulos presentan la estructura mas compacta, mejor capacidad de sedimentacion y

mayor actividad metabdlica.

4.14. Aplicaciones de los granulos

Las propiedades de los granulos aerobios les confieren ventajas para el tratamiento de
aguas residuales, entre sus caracteristicas encontramos: tasas de metabolismo altas y
estables y resistencia a choques de carga y toxinas debido a la proteccién de la matriz
de EPS. A continuaciéon se mencionaran brevemente algunas aplicaciones que se le ha

dado a la tecnologia granular aerobia.

4.14.1. Tratamiento de agua residual municipal
La degradacion biologica en las aguas residuales municipales tiene un comportamiento
totalmente diferente a aquel que se observa en las aguas residuales sintéticas, debido a
la presencia de diferentes tipos de materia organica. No existe mucha informacién
acerca del desempefio de los granulos aerobios en el tratamiento de agua residual
municipal, pero cabe mencionar, que ya que esta contiene una concentracion significante
de nutrientes, es de bastante interés el estudio del desempefio de la biomasa granular,

tanto para la remocién de materia organica, como para la remocion de los nutrientes.

4.14.2. Remocion de nitrégeno y fésforo
La remocién completa del nitrégeno implica la nitrificacion y la desnitrificacion. El
nitrito y el nitrato producidos por estos dos procesos son reducidos a nitrégeno gaseoso
por microorganismos desnitrificadores. Yang et al.?®, investigaron la remocion simultanea
de materia organica y de nitrégeno por granulos aerobios, esto fue gracias a la
coexistencia de comunidades heterdétrofas, nitrificantes y desnitrificantes en los granulos

|.64

aerobios. Tsuneda et al.”™ reportaron poblaciones similares de bacterias heterétrofas
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nitrificantes en granulos aerobios, al igual que una nitrificacion y desnitrificacion alterna,
con eficiencias de nitrificacion del 97% y de remocién de DQO del 95%.

Los procesos de nitrificacion, desnitrificacion y remocion de fésforo simultaneos
fueron estudiados en escala laboratorio en un SBR con periodos aerobios y anaerobios
por un lapso de 450 dias®. Se obtuvieron buenos porcentajes de remocion de fésforo y
de nitrificacion, mismos que fueron relacionados a la presencia de Acumulibacter spp. —
un microorganismo acumulador de polifosfatos (PAO) — y Competibacter spp. —un
microorganismo acumulador de glicégeno (GAO) —. Acumulibacter spp. fue dominante
en la region correspondiente a los primeros 200 um del granulo, mientras Competibacter
spp. fue el microorganismo dominante en la zona central del grénuloG.

Schwarzenbeck et al.’, utilizaron agua residual proveniente de una PTAR para
investigar el funcionamiento de los granulos aerobios en el tratamiento de agua residual
municipal, y encontraron unas eficiencias de remocion del 90% de la DQO, 80% del

nitrégeno total y 67% del fésforo total.

4.14.3. Tratamiento de aguas con contaminantes organicos toxicos

Los granulos aerobios se han aplicado exitosamente para el tratamiento de aguas con
sustancias organicas toxicas. Se han utilizado para degradar fenol a una tasa especifica
de 1 grenoigssv 'd™, v @ una concentracion de fenol de 500 mg/L. Una causa probable que
influye en la alta eficiencia de degradacién de fenol por los granulos, es la barrera que
provee la matriz granular, misma que produce una menor concentracién de fenol en el
interior celular que en el medio®.

La piridina y sus derivados son productos secundarios de la refinacion del petréleo
y son muy utilizados como catalizadores en la industria farmacéutica. Se ha demostrado
que los granulos aerobios pueden degradar eficientemente piridina en concentraciones
de 200-2500 mg/L°.
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5. ANTECEDENTES

5.1.Degradacion biolégica de 4-CF
Se ha reportado que el 4-CF puede ser degradado y mineralizado por bacterias
aerobias dentro de una amplia gama de concentraciones, que van desde 10 mg/L en un
reactor continuo de lodos activados® hasta 350 mg/L usando un cultivo puro de
Arthrobacter
chlorophenolicus A6°%.
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Figura 3.1. Via de degradacion del 4-clorofenol.©™ ™"
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La ruta metabdlica propuesta para la biodegradacion del 4-CF consiste en una
monooxigenacion para formar clorocatecol, una ruptura del anillo en orto transforma el
compuesto en acido cloromucénico, una lactonizaciéon con la pérdida de cloro provoca

la subsiguiente degradacion del compuesto (figura 3.1)%®
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En el grupo de investigacion del Laboratorio de Investigacion en Procesos Avanzados
de Tratamiento de Agua, del Instituto de Ingenieria, UNAM, se han realizado varios
estudios acerca de |la degradacion de 4-CF como compuesto inhibidor modelo.

Buitron et al.®® estudiaron la degradacion de una mezcla de fenol, 4-clorofenol,
2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol mediante lodos activados, y demostraron que el
consorcio microbiano presenta una actividad degradadora mas eficiente con relacién a
cepas aisladas, concluyendo que la capacidad de degradacion de lodos activados
puede ser aumentada por medio de una previa aclimatacion del indculo.

También se ha investigado la influencia de la fuente de la cual proviene el indculo
y la estrategia de aclimatacion utilizada para lograr que los lodos activados degraden 4-
CF en reactores de tipo secuenciales. Moreno-Andrade y Buitron trabajaron con tres
inoculos diferentes de lodos de los tanques de aireacion de PTAR doméstica (1),
municipal (2) e industrial (3); y probaron dos estrategias de aclimatacion: la primera,
llamada FTC —o control a tiempos fijos— fija el tiempo de reaccion
independientemente de la eficiencia de remocion. La segunda, llamada VTC —o control
a tiempos variables— fija las eficiencias de remocion de 4-CF mayores a 90% antes de
concluir cada ciclo. Observaron que los periodos de ayuno tienen una influencia
negativa en la actividad de la comunidad, que atribuian a una disminucién tanto en la
actividad enzimatica como en la viabilidad de las células suspendidas’".

Tanto el origen del in6culo como la estrategia de aclimatacion tienen influencia
en la tasa especifica de remocién (qx) obtenida después de la aclimatacion. Los lodos
activados provenientes de la PTAR municipal tuvieron la mejor actividad, lo que se
atribuy6 a que existian una mayor cantidad de especies degradadoras de 4-CF. Y los
lodos que se aclimataron con la estrategia VTC produjeron la biomasa con la mayor
actividad, debido a que en este tipo de estrategia se evita el periodo de ayuno7°.

De igual manera, Moreno-Andrade y Buitrén estudiaron el efecto de los periodos
de ayuno y de los picos de concentracion de 4-CF (también conocidos como cargas de
choque) en la actividad degradadora de biomasa fija y de biomasa suspendida en un
reactor SBR de lecho mévil (MBSBR). Las altas cargas del sustrato toxico producen un
aumento en el tiempo de reaccion, disminuyen la eficiencia del proceso y pueden

resultar inhibitorias o téxicas para la biomasa. Las variaciones en la concentracion del
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sustrato, tienen un efecto de estrés para los microorganismos, que disminuye la
capacidad degradadora.

Se evaluaron dos periodos de ayuno (24 y 48 h) y dos picos de concentracion
(500 y 1050 mg4CF/L). La comparacién entre los dos tipos de biomasa mostré que la
biomasa suspendida tuvo una mayor tasa de degradacion (23 mgacp/gssvh) en
comparacioén con la biomasa fija (12 mgscp/gssvh). Sin embargo la biomasa presente en
el lecho mavil, es decir la biomasa fija, mostré una mayor robustez tanto en los periodos
de ayuno, como en los picos de concentracion. En este estudio se sugiridé que
diferentes tipos de microorganismos estan presentes en la biomasa suspendida y en la

biomasa adherida®?.

5.2. Degradacién optima de 4-CF

Para que los microorganismos presentes en el biorreactor mantengan su actividad
metabdlica se deben de evitar los periodos prolongados de ayuno, asi como los picos
de concentracion también conocidos como cargas de choque, que son comunes en la
operacion industrial, ya que algunas veces se generan incrementos subitos en la
concentracion de alguna sustancia toxica®®, lo que representa un problema para los
reactores en continuo, que estan disenados para trabajar en condiciones de estado
estacionario. El modo de operacién estandar de un SBR consiste en fijar la duracion de
cada fase de acuerdo con una estrategia programada, normalmente dictada por la
experiencia del operador; esta estrategia es conocida como control a tiempos fijos o
FTC. Los SBR que trabajan con la estrategia de operaciéon estandar tienen varios
problemas cuando son utilizados para la degradacion de agua toxica, por ejemplo,
puede haber inhibicibn de los microorganismos, recepcion de altas cargas o
desaclimatacion de la biomasa.

Se han disenado e implementado diferentes estrategias de control para mantener
estable, automaticamente, la concentracion de 4-CF dentro del reactor, evitando los
largos periodos de ayuno y las cargas de choque, aumentando la eficiencia del proceso,
y por lo tanto, disminuyendo el tiempo del ciclo SBR, lo que amplia la cantidad de agua
que puede ser tratada®>. Como las fases de llenado, sedimentacién, vaciado y tiempo
muerto tienen un tiempo establecido y fijo, el tiempo de ciclo puede reducirse si se

disminuye el tiempo de reaccion. En este sentido, las estrategias que se han
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implementado, han utilizado la concentracion de oxigeno disuelto (DO), o la tasa de
evolucion del dioxido de carbono para determinar el fin del periodo de reaccion y
comenzar el siguiente ciclo inmediatamente.

Buitron et al.?®

evaluaron el desempefio de un SBR que operaba con una
estrategia de control, para determinar cual era el efecto cuando se introducian cargas
de choque de 4-CF. La estrategia de control, basada en la medicién en linea del
oxigeno disuelto en el licor mezclado, detectaba el fin de la reacciéon buscando el
momento en el que el oxigeno disuelto habia pasado por un minimo como
consecuencia de la actividad metabdlica de los microorganismos, y después de un
maximo debido a la saturacion de oxigeno del agua. Se encontré una operacion estable
de la biomasa cuando el reactor se expuso a picos de concentracion de 4-CF de hasta
600 mg/L. Picos de 1050 mg/L solo quebrantaron el sistema por un periodo de tiempo
corto, sin embargo picos de 1400 mg/L causaron que la actividad metabdlica cesara, lo
que llevo a la falla del reactor.

Al comprobar la eficiencia de la mediciéon en linea del oxigeno disuelto para el
control del proceso de degradacion de aguas tdxicas con 4-CF, se continu6é con el
desarrollo de estrategias basadas en la medicién en linea de esta variable. Buitron et
al.® evaluaron la operacion de un SBR expuesto a altos picos de concentracion de 4-CF
con dos estrategias de control basadas en la medicién de la concentracion de oxigeno
disuelto en el licor mezclado. La primera estrategia llamada control a tiempos variables
(VTC) detecta el fin de cada periodo de reaccion para detenerlo, sin embargo no existe
ninguna optimizacién en el llenado o en la reaccidn, esta estrategia difiere de la
estrategia normal o FTC (control a tiempos fijos), en que una vez que ha terminado la
reaccidon se comienza el siguiente ciclo sin dejar tiempo muerto o de ayuno. En la
segunda estrategia, llamada control de tiempo 6ptimo dirigido por observadores (OB-
TOC), la fase de llenado esta optimizada, es decir, las fases de reaccion y de llenado se
llevan al mismo tiempo. El sistema automatizado trata de mantener la maxima tasa de
crecimiento especifico (1) —que se relaciona con la maxima tasa metabdlica y por lo
tanto con la maxima tasa de degradacién del sustrato— mediante el control de la tasa
de alimentacién. En esta estrategia, antes de llegar al maximo volumen, el SBR se
comporta como un reactor fed-batch, una vez que se alcanza el volumen maximo, la
bomba de alimentacién es detenida y el reactor se comporta como un SBR normal.
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Para los picos de 4-CF de hasta 700 mg/L, no se encontraron diferencias en la
tasa de degradacion entre las estrategias VTC y la OB-TOC. Arriba de esta
concentracion el reactor operado con la estrategia VTC fue muy inestable. Con
concentraciones arriba de 1050 mg/L, el reactor presentd una disminucion considerable
en la tasa de degradacion. Mientras que el pico de 1400 mg4CF/L (300% arriba de la
concentracion inicial) causé una falla total en la actividad biolégica, impidiendo la
degradacion de ese lote de 4-CF.

Para la estrategia OB-TOC, el correcto desempefio del reactor fue mantenido
durante la introduccion de los picos de 1050 y 1400 mg/L. En estos casos, el tiempo de
degradacion fue 3 veces menor a aquel observado con la estrategia VTC para las
mismas concentraciones. Las tasas de degradacion especificas fueron 50% a 400%
mayores que aquellas observadas para la estrategia VTC. Se concluyd que la
estrategia OB-TOC podria soportar, en teoria, cualquier concentracion de téxicos,
debido a que en principio, el flujo de entrada es ajustado para mantener el sustrato
téxico en la concentracion optima, en la cual el sustrato no es un limitante, ni tampoco
inhibitorio. Sin embargo, el principal defecto de la estrategia OB-TOC es que para poder
funcionar se necesita tener un conocimiento preciso de los parametros cinéticos: (tasa
de crecimiento especifico (u), concentracién O6ptima de sustrato (S*), tasa de
decaimiento de la biomasa (b), coeficiente de rendimiento biomasa/sustrato (Yy;s) y
coeficiente de rendimiento biomasa/oxigeno (Yvo), los cuales en la practica son

extremadamente dificiles de conocer.

5.3. Crecimiento celular y compuestos toxicos
El crecimiento celular engloba el proceso de conversién metabdlico de un sustrato en
productos, lo que hace que se libere energia en forma de ATP, que sera utilizada para
la sintesis celular.

La cantidad de masa celular, o biomasa formada, es proporcional a la cantidad

de sustrato y de producto formado. Se puede definir un coeficiente de produccién como:

AX

Produccién de biomasa: Yxs= s (1)
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Donde S= sustrato, X= biomasa

5.4. Tasa de crecimiento
En condiciones ideales, el crecimiento de las poblaciones bacterianas sigue un
crecimiento exponencial en el tiempo, donde la concentracion de la poblacion

bacteriana en el tiempo esta definida por la siguiente ecuacion.

X - X(t=0)e(#_b)t (2)

Donde p= tasa de crecimiento especifico y b= tasa de decaimiento microbiano.

Sin embargo en la practica existen limitaciones de crecimiento, dadas por
ejemplo, por la limitacion de sustrato disponible, o por la presencia de toxicos. La forma
de simular esta influencia es diferente en funcidén de las condiciones y del grupo de

microorganismos. En general se acepta que se cumple la cinética de Monod:
S
H= .umaxm (3)

Donde pmax= tasa maxima de crecimiento especifico y Ks=Constante de saturacion.

La dependencia de la velocidad de crecimiento especifica hacia el sustrato, es tal que si
la cantidad de sustrato es muy grande, la tasa especifica de crecimiento se aproxima al
valor maximo y si la concentracidén de sustrato tiende a cero, la tasa de crecimiento se

aproxima a cero (figura 3.2).

100%
H
50%
Ks
0%
S
Figura 3.2. Cinética de Monod.
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Para el caso de un compuesto toxico, su presencia se refleja en una menor tasa de
crecimiento de los microorganismos, disminucion de la actividad bacteriana o incluso la
muerte de estos. La dificultad para tratar sustratos inhibitorios esta relacionado con el
comportamiento no monotdnico de la tasa de crecimiento especifica de la biomasa'’,
por lo anterior, en estos casos la p se puede expresar por medio de la cinética de

Haldane” en funcién de la concentracion del sustrato téxico (S):

U= Umax 55—52 (4)

S
i Kl

En este modelo p alcanza un valor maximo pu* cuando la concentracion del sustrato es
S*. Las concentraciones del sustrato toxico que estdn sobre o por debajo de p,

reduciran la tasa de crecimiento y por lo tanto la tasa de reaccion (figura 3.3).

RTAY, Velocidad mdxima

e’

Zonag de
inhisicion

Zona de
Estrés

1

Figura 3.3. Cinética de inhibicion de Haldane.""°?e de57.

5.5. ED-TOC

La estrategia de control de tiempo oOptimo dirigido por eventos (ED-TOC) es una
implementacion practica de control 6ptimo de tiempo. Para describirla, se debe tener en
cuenta las siguientes consideraciones matematicas que describen las fases de llenado

y de reaccion en un SBR:

dX_ Qin
E—‘LLX—bX—X7 (5)
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s 1 Qin

Frin Y_KHX +Sin =S~ (6)
S

o 1 Qin

i —Y—K#X — (= fo)bX + k,a(0s = 0) + (O — 0) = (7)
o

v .

dt - Qin ( )

Las cuales describen el comportamiento en el reactor de: la biomasa (5), el
sustrato (6), el oxigeno disuelto en el licor mezclado (7) y el volumen del reactor (8).

La ley de control éptimo de tiempo reduce la fase de reaccidén al minimo, lo que
se logra mediante el control del flujo de influente (Qin) para mantener la concentraciéon
de sustrato S, en el valor S* durante toda la fase de llenado (figura 3.2). Sin embargo,
como se discutio en la seccidn 3.2, implementar esta ley es impractico ya que requiere
la medicion de algunas variables de estado del modelo, el conocimiento de los
parametros cinéticos y de la medicion de la concentracion del sustrato en la entrada.

Para superar estas limitaciones Betancour et al."" describieron una nueva
estrategia llamada control éptimo de tiempo dirigido por eventos o ED-TOC. La ED-TOC
no requiere de un observador, ni de un modelo matematico completo del reactor, como
tampoco requiere del conocimiento de los parametros cinéticos para que sea
implementada®. La estrategia ED-TOC usa solamente las mediciones de la
concentracion de oxigeno disuelto y de la variacion del volumen dentro del reactor para
controlar el flujo de alimentacion, buscando que la tasa de crecimiento especifico oscile
alrededor del valor maximo (umax) ¥ que por lo tanto, también se mantenga en el valor
maximo la tasa de degradacion del sustrato.

|.12

Betancour et al.© introdujeron como variable de entrada la tasa de consumo

masico de oxigeno (y) que esta definida por (9):

y= <§u +(1 —fD>b>xv> (9)

9]

El término dentro del paréntesis corresponde a la tasa de consumo de oxigeno

misma que es multiplicada por XV (biomasa total multiplicada por el volumen).

31



<
-

Volumen

Antecedentes

e () o La figura 3.4 presenta el comportamiento

de y como funcidn de la concentracién de

sustrato. Se observa que y es una funcion lineal

/ de p, asi que las dos variables p y y llegan a su

/ maximo p* y y* al mismo valor S*. El mantener y a
"

------------ su maximo valor y* durante la fase de llenado

S S corresponde a la estrategia de control éptimo de

tiempo®.
r

igura 3.4. Trayectorias del sustrato y del
volumen para la estrategia ED-TOC. V,, indica
el volumen inicial en el reactor. El influente es bomba de alimentacién de tal manera que la tasa
alimentado al reactor de tal manera que se

mantiene la tasa de reaccion alrededor del ~ masica de consumo de oxigeno se mantiene
valor éptimo (zona naranja) que correlaciona
con el valor pi,.. Una vez que se llega al
volumen final Vf, el reactor continia su 3 3)4 Esto se consigue de la siguiente manera:
proceso en lotes y la tasa de reaccion
disminuve modificado de 63.

La estrategia ED-TOC enciende y apaga la

cerca del maximo valor (zona amarilla en la figura

Supongamos que S se encuentra debajo de la
concentracion S* y por lo tanto y esta debajo de
v*. La bomba de alimentacion se enciende y por lo tanto y y S incrementan. Cuando S
alcanza y excede el valor S*, y llegara a su maximo y* y empezara a disminuir. Una vez
v llega a una fraccion P% del maximo y* la bomba se apagara. Como consecuencia de
este control, durante la fase de llenado, la concentracion de sustrato oscilara dentro de
un rango, determinado por el valor P% de y*. Para que esta estrategia funcione
correctamente solo necesita la estimacion correcta de vy, por lo que sera efectiva
independientemente de si se conocen 0 no las otras variables y parametros cinéticos.
Por esta razén la ED-TOC es robusta con respecto a las variaciones e incertidumbres
en casi todos los parametros, permite controlar las perturbaciones en la concentracion
del sustrato toxico en el influente o en cargas de choque, y por ultimo confiere las
ventajas del control 6ptimo de tiempo manteniendo a la biomasa en la mayor actividad
posible y evitando la inhibicion*.

5.6. Biologia molecular aplicada al estudio de sistemas de tratamiento de aguas
La identificacion de microorganismos por los métodos convencionales requiere el

aislamiento de cultivos puros seguido por técnicas de caracterizacion morfoldgica,
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metabdlica y bioquimicas muy laboriosas, y con baja confiabilidad. Los principales
inconvenientes, como el conocimiento de los requerimientos fisioldgicos (nutricionales y
fisico-quimicos) y de las complejas relaciones sintroficas y simbidticas, que son
abundantes en la naturaleza, hacen casi imposible el obtener cultivos puros de la gran
mayoria de los microorganismos que viven en ambientes naturales, sin contar que la
mayoria de los medios de cultivo tienden a favorecer el crecimiento de cierto grupo de
microorganismos, mientras que otros que también son importantes en la muestra
originial no proliferan. EI numero de especies procariotas (Bacteria y Archaea)
conocidas es muy pequefio comparado con la diversidad real de estos
microorganismos, lo que nos muestra la dificultad de obtener la informacién completa
de la diversidad bacteriana dentro de un ecosistema utilizando solo las técnicas
convencionales.

Una nueva clase de técnicas, que emplean enfoques moleculares, fueron
desarrolladas desde la década de los 90 y han revolucionado la investigacion en el area
de la ecologia microbiana. Estas técnicas estan basadas en el estudio del acido
ribonucleico (ARN) de la subunidad pequefia del ribosoma procarionte (16S SSU) o en
los genes que lo codifican. Dentro de estas técnicas podemos mencionar como
sobresalientes a la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante o DGGE, la
hibridacién fluorescente in situ (FISH) y la clonacién molecular. La DGGE es un método
simple y relativamente rapido que provee un patrén de bandeo caracteristico, y que
puede ser aplicado a varias muestras a la vez, permitiendo obtener perfiles especificos
de diferentes muestras, conservando la posibilidad de hacer un analisis genético mas
profundo por medio de la secuenciacién de bandas especificas’?, sin embargo las
secuencias que son poco abundantes en la muestra son omitidas del analisis. La
clonacion provee informacién taxonémica muy precisa, sin embargo requiere de una
mayor cantidad de tiempo por lo que su introduccién al estudio de sistemas de
tratamiento de aguas ha sido lenta pero los resultados permiten realizar analisis mas
profundos de las comunidades microbianas presentes.

Los avances recientes en la secuenciacion del ADN han revolucionado el campo
de la genémica haciendo posible el analisis de una gran cantidad de secuencias a un

menor costo, con las nuevas tecnologias de secuenciacion se puede obtener entre 10 y
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100 veces mas informacién en el mismo intervalo de tiempo y a un costo 96-99.9%
menor que en la secuenciacion tradicional de tipo Sanger15.

En la secuenciacién capilar Sanger que se utiliza actualmente, es posible
secuenciar en paralelo mas de 380 secuencias de entre 600 y 1000 nucledtidos (nt) de
longitud; sin embargo, los instrumentos estandar determinan solo 96 muestras,
alcanzando una tasa de hasta 6 megabases (Mb) de ADN por dia®, que aunque siendo
menor a la tasa que alcanzan otras tecnologias (Roche 454, 754 Mb/dia y lllumina,
5000 Mb/dia) presenta la menor tasa de error en la secuenciacién (10“-10°) y permite
hacer lecturas de secuencias de mas de 400 nt de longitud™®.

Por décadas los reactores biolégicos han sido considerados como “cajas
negras”, sin embargo los conocimientos en microbiologia y biologia molecular han
ayudado a mejorar el disefio y el desempefio de una nueva generacion de reactores.
Debido a su inherente actividad bioldgica, los sistemas de tratamiento de aguas son
una fuente ideal para estudiar la estructura de la comunidad microbiana asi como el
recambio en esta. La eliminacién eficiente de contaminantes xenobidticos por
comunidades microbianas, continua siendo un reto principal para los ecologos
microbianos y para los ingenieros de proceso. El determinar qué microorganismos
participan y cdmo lo hacen, permitira obtener una nueva generaciéon de reactores que

sean mas eficientes en la degradacion de compuestos téxicos inhibitorios.

5.7. Dindmica poblacional microbiana en reactores biolégicos
En afos recientes se ha comenzado a hacer el estudio de la dinamica poblacional
microbiana en biorreactores, realizando el monitoreo tanto espacial como temporal para
determinar si existe un cambio en la poblacion microbiana cuando hay modificaciones
en el proceso o en el desempeiio del biorreactor, o para saber cual es la relacion entre
las especies presentes y el desempefo del reactor. La mayoria de los estudios
realizados en la dinamica de poblaciones se han enfocado en la deteccion de un
cambio en las poblaciones cuando el “ecosistema” del biorreactor se expone a una
perturbacion, aunque también es importante conocer si en sistemas sin disturbios la
estabilidad funcional implica una comunidad persistente .

Whiteley et al.”* estudiaron la estructura y la actividlad de comunidades
microbianas en un reactor industrial que degradaba fenol, observaron cual fue la
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respuesta al cambio en la carga de contaminantes, utilizaron la DGGE para conocer la
huella molecular en compartimentos especificos del sistema de eliminacion de fenoles,
asi como sondas de FISH. Los analisis moleculares demostraron la presencia de
comunidades altamente estructuradas que los autores senalan que han evolucionado
en respuesta a las diferentes presiones de seleccion dentro de cada compartimento. Se
encontrd relativamente poca diversidad bacteriana con una prevalencia de
Gammaproteobacteria en la mayoria de las secciones, mientras que la segunda clase
en prevalencia fue Betaproteobacteria y se mostré también una prevalencia en el grupo
Cytophaga-Flavobacterium.

En cuanto a la estabilidad que se presenta en el proceso Wells et al.”, evaluaron
la dinamica en la comunidad bacteriana y la relacion taxa-tiempo en un reactor de lodos
activados que trataba agua residual municipal, buscaron identificar parametros
operacionales o ambientales que pudieran correlacionarse con esa dinamica. El
muestreo se realizd por un periodo de un afio y encontraron alta representacion de
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. En todo este periodo las
pruebas moleculares revelaron una fuerte dinamica temporal durante el tiempo de
trabajo y rendimientos estables del reactor, lo que plantea que el comportamiento
dinamico es una propiedad innata de los sistemas bioldgicos incluyendo los
biorreactores. Se correlacionaron los cambios sucesivos en la dinamica de la estructura
de la comunidad bacteriana con los cambios en la temperatura, el oxigeno disuelto y la
concentracion de nitritos, lo que sugiere que la dinamica en la comunidad esta regulada
hasta cierto punto por parametros ambientales y operacionales.

.”* analizaron la dinamica poblacional microbiana de un reactor

Fernandez et a
metanogénico funcional estable por un periodo de 605 dias, con el objetivo de estudiar
qué ocurria con la comunidad microbiana en este periodo de rendimiento constante.
Observaron una comunidad dinamica a través de todo el funcionamiento del reactor,
por lo que discuten que la estabilidad funcional no implica estabilidad en la comunidad,
y que comunidades dinamicas se pueden desarrollar en un ecosistema simple.
Encontraron dos periodos bien definidos, en el primero Methanobacterium formicicum
fue la especie dominante y en el segundo se econtr6 que Methanosarcina mazei y
Methanobacterium bryantii fueron los microorganismos dominantes. La distribuciéon en
Bacteria no siguid ningun patron, cambiando constantemente. Sin embargo estos
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resultados contrastan con la poblacion constante en el tiempo que ha sido observada
en otros ambientes microbianos, tal es el caso de poblaciones de varios reactores de
lecho fluidificado que tratan hidrocarburos aromaticos y que llegan a las mismas
poblaciones independientemente del lodo semilla o del tiempo de arranque.

En el caso de la granulacion aerobia también se han realizado estudios en la

1.”8 evaluaron la estructura de la comunidad en

dinamica poblacional. Matsumoto et a
granulos nitrificantes producidos en un reactor aerobio alimentado con amonio como
unica fuente de energia. Por medio de libreria de clonas y FISH se relvel6 que las
bacterias amonio oxidantes dominan dentro de los primeros 200 um debajo de la
superficie del granulo. Las bacterias oxidantes de nitritos estan en una capa de 200-300
um y las bacterias heterotrofas estan presentes en el nucleo del granulo, lo que permitié
entender la organizacién espacial y la actividad bacteriana in situ.

Mientras que la diversidad microbiana de granulos alimentados con sustratos de
facil absorcidon y de lodo activado que degrada fenoles ha sido bien estudiada, no se
cuenta con suficientes reportes de la comunidad microbiana de granulos que degraden

compuestos inhibitorios. Jiang et al.*’

utilizaron métodos dependientes e independientes
de cultivo para estudiar la comunidad microbiana de granulos aerobios que degradaban
fenol. Estudios de DGGE demostraron un cambio en la comunidad conforme el lodo
semilla pasaba a ser lodo granular. Se confirmé la dominancia de Betaproteobacteria y
de bacterias con contenido G+C alto. Se encontré también la relacién de
microorganismos con alta capacidad de degradar fenol con aquellos que presentan la

capacidad de autoagregar.

5.8. Dindmica poblacional en la degradacion de 4-CF

Una forma de mejorar la eficiencia del proceso de remocion de 4-CF es teniendo
el conocimiento de qué microorganismos participan en este. Se ha sugerido que existe
una seleccion y multiplicacibn de microorganismos especializados que tienen la
capacidad metabolica para degradarlo”’.

Buitrén et al.®®

estudiaron la degradacién de una mezcla de fenol, 4-clorofenol,
2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol mediante lodos activados y realizaron un
aislamiento microbiano para identificar los microorganismos involucrados en la

degradacion de la mezcla de clorofenoles, aislando cuatro colonias pertenecientes a
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Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas oryzihabitans y Pseudomonas luteola
y dos cepas de micobacterias. Para hacer la determinacion se utilizaron medios de
cultivo selectivos adicionados con 4-CF, y se realizd la determinacién por pruebas
bioquimicas, por lo que solo se pudieron identificar estos microorganismos.

Se estudié también por medio de microbiologia clasica qué microorganismos
estaban presentes en diferentes indculos (PTAR doméstica, PTAR municipal y PTAR
industrial) y cuales permanecian hasta el final de la aclimatacién a 4-CF 0 Encontraron
que Acinetobacter, Brevibacillus y Pseudomonas prevalecieron independientemente del
in6culo, mientras que Alcaligenes se presento sélo en el inéculo industrial y municipal.

Moreno-Andrade’’, por medio del estudio de la region hipervariable V3 del gen
ARNr 16S y amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), seguido de
DGGE, sugiri6 un minimo de 11 especies presentes en lodos activados que
degradaban 4-CF. Encontr6 Pseudomonas sp, Novosphingobium subarticum,
Hyphomicobiaceae sp, y Paracoccus sp.

En el proceso de degradacion de 4-CF por medio de granulacién aerobia, solo se
ha realizado un estudio®. Mar Alvarez®® investigé la comunidad microbiana durante el
proceso de aclimatacién y granulacion en lodos, encontrando una comunidad dinamica
tanto en el proceso de aclimatacion como en el de granulacion. Se observé una mayor
diversidad en el indculo, misma que fue disminuyendo conforme pasaba el tiempo de
operacion del reactor habiendo una seleccidén de los microorganismos con capacidad de
degradacion de 4-CF y capacidad para granular. La composicion de la comunidad
bacteriana mostr6 una dominancia de Gammaproteobacteria, seguido por
Betaproteobacteria y Deltaproteobacteria. De manera especifica se encontrd el género
Acidoborax y bacterias como Pseudorhodoferax soli y Pseudoxanthomonas japonensis.

En este proyecto se pretende determinar el efecto que tendra el mantener a la
biomasa trabajando en la mayor tasa de crecimiento. Un resultado esperado es que, ya
que los granulos aerobios estaran en contacto mayor tiempo con el 4-CF, se ejercera
una nueva presion de seleccion, existiendo una nueva especializacion de la comunidad
y permaneciendo solo los microorganismos capaces de soportar las condiciones

establecidas.
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Hipotesis
6. HIPOTESIS
La comunidad bacteriana de los granulos aerobios de un SBR que degrada 4-clorofenol
y que opera con la estrategia convencional (FTC), se especializara cuando el SBR

cambie a una operacion con una estrategia de control 6ptimo (ED-TOC) que mantenga

a los microorganismos en la maxima tasa de crecimiento (pmax).
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7. OBJETIVO

Evaluar los cambios en la comunidad bacteriana de granulos aerobios que degradan
agua sintética con 4-clorofenol cuando el SBR en el que trabajan pasa de operar con la
estrategia convencional (FTC), a operar con una estrategia de control éptimo (ED-TOC)

en la cual los microorganismos se mantienen en la maxima tasa de crecimiento (pmax)-

7.1. Objetivos particulares

1. Determinar la comunidad bacteriana presente en granulos aerobios de un reactor
SBR que degrada 4-CF operado con la estrategia convencional (FTC).

2. Determinar la comunidad bacteriana presente en granulos aerobios de un reactor
SBR que degrada 4-CF operado con una estrategia de control 6ptimo (ED-TOC).

3. Hacer el seguimiento de diferentes parametros fisicoquimicos y de operacion de
la biomasa granular, para determinar si hay un cambio en estos al pasar de la
estrategia de operacion convencional (FTC) a una estrategia de control 6ptimo, y

correlacionarlos con los microorganismos encontrados.
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8. METODOLOGIA

8.1. Esquema general de trabajo

Fase 1

Operacion convencional de un SBR de
granulos aerobios que degrada 4-CF.

® Degradacion y cinética de fenoles

¢ indice volumétrico de lodos /Velocidad de sedimentacion
¢ Solidos en el reactor y sélidos suspendidos en efluente

e Determinacion de EPS (polisacaridos/proteinas)

e Coeficiente de integridad

e Granulometria

® Respirometria

e Muestras para biologia molecular (PCR/DGGE, libreria de
clonas) y secuenciacién

Fase 2

Operacion ED-TOC de un SBR de granulos
aerobios que degrada 4-CF.

¢ Degradacién y cinética de fenoles

e indice volumétrico de lodos/Velocidad de sedimentacidn
¢ Solidos en el reactor y sélidos suspendidos en el efluente
e Determinacién de EPS (polisacaridos/proteinas)

¢ Coeficiente de integridad

¢ Granulometria

* Respirometria

¢ Actividad deshidrogenasa

¢ Observacién con microscopia de fluorescencia y CLSM

e Muestras para biologia molecular (PCR/DGGE, libreria de
clonas) y secuenciacién
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8.2.Estrategia experimental

Se estudio el cambio en la comunidad microbiana de un SBR que operd en dos modos
distintos, el primero en FTC y el segundo con la estrategia de control ED-TOC. El
desarrollo del experimento contemplé dos fases. En la primera fase el SBR de granulos
aerobios se operé 150 dias de manera convencional, después de este tiempo se
procedié a la segunda fase del proyecto, en la cual se implementé la estrategia de
control optimo por un periodo de 100 dias. Durante toda la operaciéon se tomaron
muestras que fueron almacenadas en congelacion. Por ultimo para determinar los
cambios en la comunidad bacteriana, de las muestras tomadas se realizé la extraccidon
de material genético y se amplificaron dos regiones diferentes del 16S rRNA. Con
ambos amplicones se realizd6 un DGGE para observar los diferentes patrones de
bandeo y con el amplicon correspondiente a las regiones hipervariables 6, 7 y 8 se

realizo una libreria de clonas con su posterior secuenciacion y analisis.

8.3.Operacidn del biorreactor

Se empled un biorreactor discontinuo secuencial con capacidad de 7 L y un volumen util
de 6 L, el volumen de intercambio fue del 50% (figura 6.1). El flujo de aire empleado fue
de 1 L/min, regulado por un controlador de flujo masico Aalborg modelo GFC17, el flujo
estaba dirigido hacia un difusor tubular de burbuja fina colocado en la parte inferior del
reactor. El oxigeno disuelto (DO) y la temperatura se midieron con un sensor en linea
Endress Hausser COS41. La temperatura promedio se mantuvo a 25°C por medio de
un sistema de recirculacién de agua que pasaba a través de una doble pared en el
reactor, la temperatura del agua se regulé desde un recipiente con un calentador
(Thermo Scientific). Los flujos de entrada y salida fueron controlados mediante el uso
de bombas peristalticas Masterflex modelo 7523-20 (Perkin Elmer, USA). Todas las
sefales de medicion fueron recibidas en una tarjeta de adquisicion de datos (DAC)
National Instruments modelo USB6008 y procesadas en la computadora mediante el
programa Biorec (desarrollado por el Instituto de Ingenieria, UNAM) en el software
LabView'. El agua residual sintética se preparé agregando 4-CF [300-500 mg/L] como
unica fuente de carbono y energia, y se anadieron oligoelementos (medio mineral) de
acuerdo con AFNOR 1985 "® modificado por Moreno y Buitrén 2004 "° a partir de las
siguientes disoluciones: A) KH,PO4 [8.5 g/L], KoHPO4 [21.75 g/L], Na;HPO4,7H,0 [33.4
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g/L], NH4Cl [2.5 g/L]. B) MgSO47H,0[22.5 g/L]. C) CaCl,;2H,O [36.4 g/L]. D)
FeCl36H20 [0.25 g/L]. E) MnCly;4H,0 [0.0399 g/L], H3BO4 [0.0572 g/L], ZnCl, [0.0428],
(NH4)6M070,4 [0.0347]. Todas las disoluciones se prepararon en agua destilada y se
diluyeron con agua potable, por cada litro de agua residual sintética se agregaron 3 mL
de la disolucién A y 1 mL de las demas disoluciones. Como unica fuente de carbono y
energia se empled 4-CF [300-500 mg/L].
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Figura 6.1. Sistema SBR con grdnulos aerobios. Reactor SBR (1), bomba de llenado (2),bomba de
vaciado (3), tanque de alimentacion (4), PC (5), tarjeta de adquisicion de datos (6), sensor de oxigeno
disuelto y temperatura, (7) sistema de control de temperatura (8).

En la primera etapa, el SBR funcioné bajo los siguientes tiempos en cada fase. Llenado:
5 min; reaccion: variable (3h-8h) —en todos se consiguié una eficiencia de remocién del

4CF mayor al 99%—; sedimentacion: 1 min; y vaciado: 5 min.
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8.4.Técnicas analiticas

8.4.1. Fenoles totales
La concentracion de 4-CF fue determinada tomando muestras y procesandolas fuera de
linea usando el método colorimétrico de la 4-aminoantipirina”. Los compuestos
fendlicos reaccionan con la 4-aminoantipirina para formar un complejo de color que es

detectado por medio de espectrofotometria a una longitud de onda de 500 nm.

8.4.2. Solidos totales y soélidos suspendidos totales
Los solidos totales (ST) dentro del reactor y los sélidos suspendidos totales (SST) en el

efluente fueron determinados por gravimetria de acuerdo con los métodos estandar’®.

8.4.3. Velocidad de sedimentacion e indice volumétrico de lodos
La velocidad de sedimentacién (VS) es un indicador para juzgar la calidad del lodo y
como su nombre lo expresa, nos muestra la velocidad con la que sedimenta la biomasa.
El indice volumétrico de lodos (IVL) nos indica la capacidad de compactacién de los
lodos, es decir, es una relacion que nos dice qué volumen ocupa cierta cantidad del

lodo. El IVL y la VS, fueron evaluados segin los métodos estandar’®.

8.4.4. Respirometria
La respirometria es la medicion de la tasa de consumo de oxigeno bajo condiciones
bien definidas®. La actividad respirométrica de los microorganismos se determind de
acuerdo con Moreno-Andrade y Buitrén®'. Después de que finalizara el ciclo y el 4-CF
fuera totalmente consumido, los microorganismos se dejaron en respiracion endégena
(aireacién sin alimento) por una hora y pasando este tiempo se tomaron 30-40 mL de
licor mezclado, mismo que se dejé sedimentar por 3 min y al cual se le decantd el
sobrenadante. Para medir la tasa especifica de consumo de oxigeno enddgena
(TECOend), los granulos fueron resuspendidos en una disoluciéon de nutrientes (medio
mineral), la cual fue previamente saturada de oxigeno, y se colocaron en un minireactor
de un volumen de 70 mL totalmente cerrado, en donde se monitored la variacién en la
cantidad de oxigeno disuelto por un periodo de 15 min. Para calcular la tasa especifica
de consumo de oxigeno exdgena (TECOgy), que es el consumo de oxigeno evaluado
con sustrato, se decanté la solucion mineral utilizada para calcular la TECOgng, y l0S
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granulos fueron resuspendidos en una solucién mineral saturada de oxigeno y con 50
mg 4-CF/L, donde se monitored la variacion en la cantidad del oxigeno disuelto por 15
min. En ambos casos, la tasa especifica de consumo de oxigeno (TECO) fue
determinada por medio del calculo de la pendiente obtenida al graficar la concentracion
de oxigeno disuelto en funcidén del tiempo y dividida por la concentracion de SV
(seccion 6.4.2). Para realizar el calculo de la tasa especifica de consumo de oxigeno

total, se utilizé la siguiente ecuacion:
TECOr =TECO,y — TECO pny (10)

8.4.5. Tamafio de granulo
El tamafio del granulo se midié segun Laguna et al.®? y Arellano-Badillo®. Después de
acabar el ciclo se tomaron 500 mL del licor mezclado, el cual fue tamizado en una malla
estandar de 0.21 mm (nimero 65) considerando la definicién de de Kreuk et al.®. La
biomasa retenida fue esparcida en una placa de fondo claro a la que se le realizo la
toma de una fotografia digital. EI tamafio de granulo fue estimado mediante el analisis

de las imagenes digitales con el programa AxioVision rel. 4.9.1 (Carl Zeiss, Germany).

8.4.6. Coeficiente de integridad
El coeficiente de integridad (Cl) sirve para determinar la fuerza de compactacion de los
granulos aerobios y fue medido de acuerdo a lo recomendado por Ghangrekar et al.®.
Una vez acabado el ciclo y consumido el sustrato se tomaron 30-40 mL del licor
mezclado que se tamizd en una malla estandar de 0.21 mm (numero 65) considerando
la definicion de de Kreuk et al®. Los granulos retenidos en la malla fueron
resuspendidos en 150 mL de agua potable y fueron sometidos a agitacion en orbital
(200 rpm por 5 min). Después de la agitacion la mezcla se traspas6 a una probeta de
200 mL donde se dejo sedimentar por 1 min. El sobrenadante se decantd y se le
midieron los solidos suspendidos de acuerdo con los métodos estandar’®. A los
granulos que permanecieron en la probeta se les realizd la medicion de los solidos
totales de acuerdo con los métodos estandar’®. El Cl se calculd con la siguiente

ecuacion:
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SSTgec

Cl = ———de¢
ST + SST 4.

x 100% (11)

Donde SSTgec son los sélidos suspendidos totales decantados y ST son los sélidos

totales de los granulos que permanecieron en la probeta.

8.4.7. Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
Las EPS son una mezcla de polimeros de alto peso molecular excretada por los
microorganismos, son el componente principal para que los agregados microbianos

mantengan su matriz tridimensional®

. Las EPS fueron extraidas y evaluadas de
acuerdo con Arellano-Badillo® y fueron clasificadas en dos tipos: A) EPS libres, que son
las que se encuentran entre los agregados de biomasa y el licor mezclado y B) EPS
ligadas, que son las que estan unidas fuertemente a la superficie granular. Las EPS
libres se determinaron tomando una muestra de 50 mL del licor mezclado, que se
centrifugo a 2200 g por 20 min, el sobrenadante se tomé y se midieron las fracciones de
carbohidratos y proteinas de acuerdo con los métodos de Lowry®* y de Dubois®®. Como
estandares se utilizaron albumina de suero bovino y dextrosa (Sigma, USA).

Para la extraccion de las EPS ligadas, la biomasa sedimentada en la
centrifugacion anterior se resuspendid en 50 mL (volumen original) de una solucion
isoténica de NaCl [0.9% w/w] y se calenté a 80°C por una hora, se dejé enfriar a
temperatura ambiente por una hora y se le realizé una centrifugacién a 2200 g por 20
min. Se tomo la fraccidn correspondiente al sobrenadante y se efectud la cuantificacion
de carbohidratos y proteinas de acuerdo con los métodos de Lowry®* y de Dubois®.

Como estandares se utilizaron albumina de suero bovino y dextrosa (Sigma, USA).

8.4.8. Actividad deshidrogenasa
Las deshidrogenasas son enzimas de oxido-reduccion que participan en el transporte
de electrones de un sustrato organico al aceptor final de electrones. En el metabolismo
aerobio, el ultimo aceptor de electrones es el oxigeno, asi que la tasa microbiana de
consumo de oxigeno se puede reflejar en la actividad deshidrogenasa. Algunas sales
de tetrazolium, como el INT (cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-

tetrazolium) compiten con el oxigeno en el sistema de transporte de electrones y son
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utilizados para medir la actividad deshidrogenasa, bajo condiciones reductoras el INT
es convertido en un compuesto colorido de la familia del formazan®®.

La cuantificacion de la actividad deshidrogenasa se realizd por medio de la
técnica del INT segun Moreno-Andrade et al.??. Para realizar la prueba se tomod un
volumen de 10 mL del licor mezclado al que se le agregé 1 mL de INT al 0.2 % (Sigma-
Aldrich). La muestra se dejoé incubar en oscuridad durante 20 min a temperatura
ambiente agitando cada 5 min. Una vez transcurrido ese tiempo la reaccion se detuvo
con 0.1 mL de formaldehido al 37% (J.T Baker), se centrifugd 10 min a 400g. Se retird
el sobrenadante y se afadieron 10 mL de etanol para realizar la elucion del
iodonitrotetrazolium formazan (INT-F) con ayuda de ultrasonido a 600 V por 5 min.
Posteriormente el tubo se mantuvo una hora en oscuridad y después de este tiempo se
centrifugd 10 min a 400g, se tomo el sobrenadante y este se leyd en espectrofotometro
a 480 nm.

8.4.9. Analisis por microscopia de fluorescencia y CLSM

La microscopia de fluorescencia es una variacién del microscopio de luz UV en el que
los objetos son iluminados por rayos de una determinada longitud de onda. La imagen
observada es el resultado de la radiacidn electromagnética emitida por las moléculas
que han absorbido la excitacion primaria y reemitido una luz con mayor longitud de
onda. La microscopia confocal laser de barrido (CLSM) es una combinacion del
microscopio de fluorescencia con imagen electronica y puntos de luz subministrados
por un haz de laser, que permite obtener imagenes de alta resolucion del objeto
estudiado.

Se realizd la observacion —tanto en microscopio de fluorescencia como en
microscopio confocal laser de barrido— de secciones de granulos tefidos con los
siguientes fluoroforos: a) dihidrocloruro de 4,6-diamino-2-fenilindol, mejor conocido
como DAPI, que se liga al ADN y que presenta una fluorescencia de color azul, b)
isotiocianato de fluoresceina (FITC), un marcador utilizado para conjugarse con
proteinas, c) 7-dietilamino-4-metilcumarina o Calcofluor White que senaliza B-
polisacaridos.

Los granulos se trataron de la siguiente manera: una vez terminado el ciclo y
consumido el 4-CF, se dejo a los granulos en respiracion endoégena por una hora y se
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tomaron 5 granulos de tamafio promedio. Estos reposaron 12 h en una solucién de
paraformaldehido [4%] (T. J. Baker, USA) a 4°C. Terminado el lapso se deshidrataron
con gradientes de sacarosa: se dejaron en agitacién constante (120 rpm) a 4°C con una
solucién de sacarosa al 15% hasta que los granulos sedimentaran (aprox 3 h), una vez
sedimentados se repitio este paso. Los granulos fueron recuperados y puestos en
agitacion constante (120 rpm), a 4°C con una solucién de sacarosa al 30% hasta que
los granulos sedimentaran (aprox 3 h), una vez sedimentados se repitidé este paso. Los
granulos fueron recuperados y puestos en agitacion constante (120 rpm) a 4°C con una
mezcla OCT/PBS [50/50] hasta que los granulos sedimentaran (aprox 30 min) una vez
sedimentados se repitid este paso. Con los granulos fijados y deshidratados se pasé al
criostato (Leica CM 1850W, Germany) donde se realizaron cortes de 40 um de espesor
que fueron recuperados en laminillas Superfrost (VWR, Germany) y se dejaron reposar
24 h a temperatura ambiente.
Se realizaron tinciones conjuntas para proteinas/acidos nucleicos (FITC/DAPI), y para
proteinas/carbohidratos (FITC/CW). Se afadieron 25 uL de cada uno de los colorantes
en las laminillas y se dejaron reposar por 20 min. Después se realizaron dos lavados,
cada uno por 5 min con buffer PBS pH=7.0, se agregaron 50 mL de una mezcla
DABCO/glicerol y se dejé secar por 10 min. Los portaobjetos se cubrieron con
cubreobjetos y se barnizaron los bordes para sellar la preparacion.

Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia Axio Imager Z1
(Carl Zeiss, Germany) equipado con el sistema apotome, las imagenes digitales fueron
tomadas por la Axiocam (Carl Zeiss, Germany) y tratadas con el analizador de
imagenes AxioVision 4.8 SE64 4.9.1. Posteriormente se observaron en los
microscopios confocal laser de barrido LSM 510 (Zeiss, Germany) y LSM 780 DUO

Imager Z2 (Zeiss, Germany), de acuerdo a las condiciones de la tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Fluoréforos utilizados para las tinciones de los granulos aerobios

Fluréforo Longitud de onda Longitud de onda Componente marcado
excitaciéon (nm) emision (nm)

DAPI 358 400-480 Acidos nucleicos

FITC 488 500-550 Proteinas

cw 400 410-480 B-1,4yB-1,3

polisacaridos

8.5.Parametros de operacion del reactor

Tabla 6.2. Parametros utilizados en la operacion del reactor con la estrategia FTC y posteriormente con
la estrategia ED-TOC.

Parametro
Temperatura 25°C
pH 7.4 +/-0.3
Volumen intercambio 2L (50%)
Relacion H/D 6
Tiempo de sedimentacion 1 min

8.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados de las pruebas fisicoquimicas se realizé con el
programa GraphPad Prism 5. Para muestras con distribucién normal —la cual fue
determinada por medio de la prueba de Pearson (a=0.05) — la comparacion entre las
medias de los valores entre las dos estrategias de operacion se realizé con la prueba t
de Student. Para las muestras no paramétricas se utiliz6 como medida de comparacién

de medias la prueba de Mann-Whitney.

8.7.Biologia molecular

Para la determinaciéon de la diversidad y cambios en la comunidad microbiana en los
granulos que trabajaron con las estrategias FTC y ED-TOC se decidi6 llevar a cabo dos
técnicas moleculares. Se realizé una DGGE con dos sets de primers (figura 6.2) para
observar los patrones de bandeo de la comunidad bacteriana, y para hacer un analisis

mas detallado se realizaron dos librerias de clonas, cada una correspondiente a cada
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estrategia. Las muestras de biomasa fueron tomadas cada mes de operacion, ya fuera
en FTC o en ED-TOC, los granulos se recolectaron al final de cada ciclo y se les dio
dos lavados a 2200g por 7 min con solucion salina fisiolégica [0.9 %]. Los granulos
fueron conservados en esta misma solucion y congelados a -20°C. A continuacion se
detalla la metodologia utilizada para la realizacién de la DGGE y de la creacion de las

bibliotecas de clonas con su consiguiente secuenciacion.

8.7.1. Extraccion del ADN

Una vez seleccionadas las muestras (5 para FTC y 4 para ED-TOC), se descongelaron
y se centrifugaron a 2900g por 15 min para juntar la mayor cantidad de granulos
posibles. La biomasa se resuspendié en 5 mL de buffer de extraccion (Tris-HCI [20
mM], EDTA [50 mM], NaCl [20 mM]). En este buffer se agregaron 500 uL de lisozima
[30 mg/mL] (Sigma-Aldrich, USA) y se realizdé una incubacion por 30 min a 37°C.
Pasando este tiempo se agregaron 250 uL de proteinasa K [0.5 mg/mL] (Sigma-Aldrich,
USA) y los granulos se incubaron toda la noche a 50°C.

Una vez digerida la biomasa se realizé una extraccién del material genético con
una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) pH=7.4. La mezcla se
agrego a los granulos previamente digeridos y se centrifugd a 2900g por 20 min. Una
vez separadas las fases, se conservo la fase acuosa y la fase organica fue desechada.
Para eliminar la mayor cantidad de residuos celulares se repitié otra vez este proceso
conservando de nuevo la fase acuosa. Para precipitar el material genético se agregaron
isopropanol a -20°C —en un volumen similar a la fase acuosa recuperada— y acetato
de sodio [3 M] —en un volumen correspondiente al 10% de la fase acuosa

recuperada— y se centrifugd a 6000 g por 3 min, con lo que se obtuvo un pellet.

8.7.2. Limpieza del ADN

Debido al exceso de residuos celulares, principalmente de la fraccion proteica, se
realizd una limpieza del ADN en columnas comerciales. Se utilizd el kit DNeasy Blood &
Tissue 250 kit (Qiagen, Netherland). Para realizar la limpieza se siguio el protocolo
recomendado por el proveedor. Dada la fraccion de contaminantes remanentes, se
realizé una limpieza mas en estas mismas columnas. EI ADN limpio y eluido se precipitd
con un volumen similar de isopropanol a -20°C, y un volumen de acetato de sodio [3 M]
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correspondiente al 10% del volumen del eluido, para realizar la visualizacién del
material genético se agregaron 2 uL de Glycoblue ® (Life technologies, USA). La
mezcla se centrifugd a 6000g por 3 min, el pellet resultante se dejé secar y fue
rehidratado con 50 mL de agua grado biologia molecular (Sigma). Para verificar la
extraccion de ADN, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa [1 %] (25 min a 75V)

a 5 mL de las muestras.

8.7.3. Cuantificacién del ADN
Se realizé la cuantificacion del ADN por medio del sistema Qbit (Life tecnhologies, USA)
siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor. Una vez cuantificado el material
genético, se prepararon disoluciones de ADN a una concentracion de 20 ng/mL para

poder llevar a cabo la PCR.

8.7.4. PCR para DGGE

Para llevar a cabo el estudio de la DGGE se Tabla 6.3. Reactivos y concentraciones
utilizados para realizar la PCR para el set de

decidio utilizar dos sets diferentes de primers orimers 46F-GC, 534R.

para poder observar distintos patrones de Vol (L) Concentracion
bandeo para la misma comunidad. Se realiz0 pna 3 100 ng/mL
una amplificacién con los primers 46F-GC (5’- Buffer 2.5 N/A
CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC 6aG NP ! 10mM
GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAA CAC sj:TaKara g:; E;i
ATG CAA GTC-3’) mismo que contiene una 4sr-GgC 2 10 uM
cola rica en guanina/citosina, y 534R (ATT 534R 2 10 uM
ACC GCG GCT GCT GG) para obtener un SUma 1.4 N/A
fragmento de aproximadamente 550 pb, con el H20 136 N/A
que se cubre la seccion de las regiones 1.4 25 N/A

hipervariables V1, V2 y V3 (figura 6.2) del gen

16S ARNTr. Las condiciones en el termociclador incluyeron un paso de desnaturalizacion

a 94°C por 2 min, seguidos por 30 ciclos comprendidos por desnaturalizacion a 94°C

por 1 min, alineamiento de primer a 56°C por 1 min, extension de la cadena a 72°C por

1 min y un paso de extension final a 72°C por 7 min. Los reactivos y concentraciones

utilizados se muestran en la tabla 6.3. La segunda amplificacién se realizé con los
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primers TX9F (5-GGA-TTA-GAW-ACC-CBG-GTA-GTC-3’) y 1391R (5-GAC-GGG-
CRG-TGW-GTR-CA-3’), para obtener un amplicon de aproximadamente 600 pb que
cubre las regiones hipervariables V5, V6, V7 y V8 (figura 6.2)%” del gen 16S ARNTr. Las
condiciones en el termociclador incluyeron un paso de desnaturalizacién a 94°C por 2
min, seguidos por 38 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineamiento de
primer a 55°C por 30 s, extension de la cadena a 72°C por 45 s y un paso de extension
final a 72°C por 7 min. Los reactivos y concentraciones utilizados se muestran en la
tabla 6.4.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10001100 1200 1300 14001500

Figura 6.2. Esquema del gen 16S ARNr. Se muestran las 9 regiones hipervariables como bandas de

color oscuro (V1-V9). Se sefialan las regiones cubiertas por los primers 46F-GC-534R (A) y TX9-1391R
(B) (modificado de 81)

8.7.5. Verificacion de la PCR, separacion de ADN y DGGE

Para verificar la correcta amplificacion de la PCR se realizé una electroforesis en gel de

o .
agarosa al 1%, (70 V por 30 min) y se Tabla 6.4. Reactivos y concentraciones

confirmé que estuvieran presentes las bandas  Utilizados para realizar la PCR para el set de

d | | q 0 primers TX9.
correspondientes a los amplicones de 55 >
P P y Vol (uL) Concentracion
600 pb. Una vez verificadas las bandas, se DNA ° 100 ng/mL
juntaron en un pozo los productos de PCR Buffer 25 N/A
correspondientes a las muestras 1-5 (reactor dNTP 2 100 mM
. BSA 0.7 N/A
con estrategia FTC) y en otro pozo los
. Tag TaKara 0.125 N/A
productos correspondientes a las muestras 6-9 TXOF 05 12.5 uM
(reactor con estrategia ED-TOC). Estas 1391R 0.5 12.5 uM
mezclas se corrieron en un nuevo gel de Suma 8.325 N/A
agarosa [1 %] y se realizd la escision del par
do band dient | ADN de | H20 16.675 N/A
n rr ndien
e bandas correspondientes a elos | 5 N/A

microorganismos de los tratamientos. EI ADN
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fue extraido del gel de agarosa utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Netherland) siguiendo el protocolo indicado por el proveedor.

El ADN extraido del gel de agarosa fue separado en una DGGE con un gradiente
desnaturalizante (urea/formamida) 40-60% en el sistema DCode (Bio-Rad) a una
temperatura de 56°C, por 17h a 80V. El gel fue revelado con SYBR Green (Bio-Rad) y
visualizado con luz UV. Al gel se le tom6 una fotografia digital y de las bandas

seleccionadas se recortaron las secciones centrales.

8.7.6. PCR para libreria de clonas
Para la amplificacion del material genético se utilizaron los primers TX9-F y 1391-R y la
polimerasa TaKara Taq Polymerase (Clontech, Japoén), con el programa de

termociclador y reactivos ya mencionados (tabla 6.4).

8.7.7. Verificacion de la PCR y separacion de ADN
Para verificar la correcta amplificacion de la PCR se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, (70V por 30 min) y se confirmd que estuvieran presentes las bandas
correspondientes al amplicén de 600 pb. Una vez verificadas las bandas, en un pozo se
juntaron los productos de PCR correspondientes a las muestras 1-5 (reactor con
estrategia FTC) y en otro pozo los productos correspondientes a las muestras 6-9
(reactor con estrategia ED-TOC). Estas mezclas se corrieron en un nuevo gel de
agarosa [1 %] y se realizé la escision del par de bandas correspondientes al ADN de los
microorganismos de los tratamientos. EI ADN fue extraido del gel de agarosa utilizando
el kit QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Netherland) siguiendo el protocolo indicado

por el proveedor.

8.7.8. Libreria de clonas 16S ARNTr y secuenciacion

Los productos de PCR, tanto de la operacion FTC como de la operacion ED-

TOC, fueron ligados, cada uno por separado, al vector PCR™ 2.1-TOPO® [3931 nt]
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y fueron transformados en células quimiocompetentes E. coli
DH50™-T1R (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células transformantes fueron cultivadas en
agar LB-ampicilina al que se le adicion6 X-gal para la diferenciacién de las células
(blancas/azules). Por cada una de las estrategias se recuperaron 100 colonias de
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células blancas, estas fueron resembradas en agar LB-ampicilina e incubadas por 14 h
a 37°C.

Para recuperar el inserto correspondiente al amplicon del 16S ARNr, se llevé a cabo
una PCR de colonia para 48 colonias provenientes de la libreria de cada estrategia. La
PCR se dirigio con los primers M13 F (5-GTA-AAA-CGA-CGG-CCA-GT-3") y M13 R
(5"-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-3), ambos primers se trabajaron a una
concentracion de 12.5 uM (tabla 6.5). Para llevar a cabo la PCR se utilizé la polimerasa

Vivantis Taq Polymerase (Vivantis

Technologies). Las condiciones en el Tabla 6.5. Reactivos y concentraciones

. . utilizados para realizar la PCR para el set de
termociclador incluyeron un paso de

primers M13.

desnaturalizacion a 94 °C por 2 min, Vol (uL) Concentracion
seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion a DNA colonia 100 ng/mL
94°C por 30 s, alineamiento de primer a 60°C  BUffer 25 N/A

30 ension de | g 7900 dNTP 1 10 mM
por 30 s, extensiéon de la cadena a por Taq Vivantis 0.2 N/A
1 min y un paso de extension final a 72°C por  primer M13F 2 125
5 min. Los reactivos y concentraciones _Primer M13R 2 12.5
utilizados se muestran en la tabla 6.5. Del Suma 7.7 N/A
producto de PCR obtenido se tomaron 15 L H20 17.3 N/A
y se mandaron a secuenciar por el método Tgtg 25 N/A

de secuenciacion capilar Sanger al centro High Throughput Sequencing (htSEQ,

Seattle, Washington).

8.7.9. Analisis filogenético de las secuencias

Una vez que se tuvieron las secuencias disponibles (48 para FTC y 48 para ED-
TOC), se realizé una depuracion de las secuencias que tuvieron una mala lectura. Con
la base de datos depurada se prosiguid a hacer una busqueda con cada una de las
secuencias en el BLAST del NCBI® para determinar cual era el microorganismo con el
que existiera la mayor relacién filogenética a partir del gen 16S ARNr, en la region que
comprende aproximadamente de los 800 a los 1400 pb. Con estos resultados se formé
una nueva base de datos del material secuenciado (secuencias problema) y las

secuencias de referencia.
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A partir de las secuencias problema y con el uso del programa Qiime®, se
juntaron las secuencias con mas de 97% de similitud, con las que se retribuyeron 43
nuevas secuencias “consenso” correspondientes a las unidades que fueron trabajadas
como OTUs. Para determinar la identidad de los organismos correspondientes a los 43
OTUs, sus 43 secuencias se trabajaron en el clasificador del Ribosomal Database
Project (RDP)®, el cual nos dio la clasificacion taxonémica de cada uno de los OTUs.

Para realizar el arbol filogenético, los OTUs y las secuencias de referencia fueron
alineados y recortados usando el programa SeaView®', para el alineamiento se utilizé el
algoritmo de Muscle. Con las secuencias debidamente alineadas se prosiguié a
construir el arbol filogenético con el programa PAUP *2 utilizando el método de distancia
Neighbour Joining con el modelo Kimura 2 parametros, con un valor de bootstrap de
100. El arbol se realizé con 103 taxones de los cuales 43 correspondieron a los OTUs
problema, 59 a las secuencias de referencia obtenidas con el BLAST y 1 secuencia
correspondiente a Cynechococcus elongatus, una cianobacteria que se utiliz6 como

outgroup con el cual se enraizé el arbol.
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9. RESULTADOS

9.1.Remocion de 4-CF

En la primera etapa el reactor se mantuvo operando en la estrategia FTC por 150 dias,
y en la segunda etapa se operd con la estrategia de control ED-TOC por 100 dias. En el
inicio de la estrategia FTC, se alcanzé un tiempo minimo de degradacion por ciclo de
210 min, sin embargo, se decidio llevar el tiempo de ciclo hasta 8 h para tener a la
biomasa trabajando el mayor lapso posible sin que existieran problemas de inhibicion,
esto con el objetivo de observar cual era el efecto en la poblacion microbiana cuando
hay un aumento en la actividad metabdlica. A continuacién se presentan los resultados

obtenidos a lo largo de la operacion del reactor.

9.1.1. Porcentaje de remocion de 4-CF
En ambas estrategias se midié el porcentaje de degradacion de 4-CF, la
concentracion de toxico que se alimentd al reactor estuvo entre los 300 y 500 mg 4-
CF/L, sin embargo aunque se varié la concentracion de 4-CF alimentado, la eficiencia

de remocion se mantuvo superior al 99.0% (tabla 7.1).

Tabla 7.1. Porcentaje de remocion de 4-CF por el SBR en ambas estrategias

4-CF influente 4-CFl efluente Porcentaje de 4-CF efluente Porcentaje de
[mg/L] [mg/L] FTC remocion (FTC) [mg/L] ED-TOC remocion (ED-TOC)
300-500 0.14+/-0.11 99.81+/-0.03 % 0.41+/-0.08 99.81 +/-0.09 %

9.1.2. Cinéticas de remocion 4-CF
Se llevo a cabo la medicion de las cinéticas de degradacion de 4-CF para calcular la
tasa especifica de consumo del sustrato (gx). Se muestran las graficas obtenidas para
para la estrategia FTC y para la estrategia ED-TOC (figura 7.1 Ay B). En la tabla 7.2 se
muestra la gx calculada para ambas estrategias. Para el caso de la estrategia FTC, la gy
se calculd a partir de la pendiente obtenida al graficar la concentracién de 4-CF vs
tiempo, y para hacer la medicion un parametro especifico, la pendiente se dividié entre
los sélidos volatiles totales en el reactor. Para la estrategia ED-TOC, la gx se calculd

determinando la cantidad de 4-CF alimentada y consumida en el ciclo, y esta se dividio
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entre el producto de los sdlidos volatiles totales dentro del reactor por el tiempo que

tardo el ciclo. Posteriormente se hizo la conversion a las unidades pertinentes.

Tabla 7.2. Tasa especifica de consumo de sustrato (q,) para ambas estrategias

Estrategia qx [mg 4-CF/ gSSV-d]
FTC 1190
ED-TOC 714
Cinética ED-TOC
CinéticaFTC
250 = 450 mg/L 60- -~ 276 mg/L
-e- 380 mg/L
_ 200 —+ 300 mg/L _
2 < 401
E 150+ g
LL LL
G 100- )
< & 201
50
B
0- O T T T 1
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 7.1. Cinéticas de degradacion de 4-CF a diferentes concentraciones tanto en la estrategia FTC (A), como en
la estrategia ED-TOC (B). Se observa la diferencia en la concentracion de 4-CF dentro del reactor entre ambas
estrategias. Mientras que en la estrategia FTC se hace el llenado por medio de un solo pulso que provoca una alta
concentracion de 4-CF, en la estrategia ED-TOC se hace la alimentacion por pulsos cortos, por lo que la
concentracion de 4-CF aumenta y disminuye en funcion del tiempo, mismo comportamiento que se relaciona con
la variacion del O, disuelto dentro del reactor. En las leyendas se muestra la concentracion de sustrato en el
influente, para el caso de la operacién en FTC debido al volumen de intercambio (50%) la concentracion inicial del
efluente se reduce a la mitad dentro del reactor.

La estrategia ED-TOC utiliza la concentracion de O2 disuelto en el licor mezclado
para decidir tanto el momento en el que se lleva a cabo la alimentacion, como el
momento en el que la bomba de entrada debe ser apagada. En la figura 7.2 se muestra
la evolucion de la reaccién de degradacion de 4-CF en la estrategia ED-TOC. La
operacion esta relacionada con el valor de O, disuelto en el licor mezclado. Se observa
como solo existe un punto que sobrepasa la concentracion de 50mg 4-CF/L, —evitando
problemas de inhibicibn en la biomasa— que corresponde al primer pulso de
alimentacién, mismo que provoca una disminucién en la concentracion de O disuelto.

El punto de inflexiéon en la concentracién de O,, donde observamos el aumento del O,
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disuelto, corresponde con la disminucién de 4-CF, por lo que se da otro pulso de
alimentacién al que le sigue una nueva disminucién en la concentracion de O, disuelto
repitiendo un ciclo. Este proceso concluye cuando se llega al volumen final de 4 L. El
software inicia el vaciado del reactor unos minutos después que el O, en el licor

mezclado llega al valor de saturacion.

60+
(6 02
= 40- o ~ 4CF
> L4 ™
E ]
LL <
O —
< 204 L, —
0] -0

0O 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
tiempo (min)

Figura 7.2. Evolucion de la concentracion de 4-CF y O, durante un ciclo de la estrategia ED-TOC. Se observa el
aumento en la concentracion del sustrato después del primer pulso de alimentacion (A), inmediatamente hay
una disminucion del O, debida a la accion metabdlica de los microorganismos (B). Conforme se degrada el
sustrato se observa un incremento en el O, disuelto (C), llegando a un nuevo maximo (D) al que le sigue un pulso
de alimentacion (E). Este proceso de llenado en pulsos se repite hasta que se ha llegado al volumen final (F), el
vaciado del reactor, y por lo tanto el fin del ciclo, comienza una vez que la concentracion de O, disuelto regresa
a su valor de saturacién (G). Se observa la concentracion de 4-CF y la concentracion de O, disuelto en el licor
mezclado.

9.2.Solidos en el reactor

Durante todo el periodo de operacion del reactor se monitorearon los solidos
suspendidos totales (SST). En la operacién en FTC se comenzd con una concentracion
de aproximadamente 1.0 gSST/L, sin embargo por problemas externos a la operacion,
la concentracion de SST disminuyd hasta 0.5 g/L. A partir del dia 60 la concentracion de
SST se recupero y de ahi en adelante se mantuvo en un valor de 1.709 +/- 0.065 g/L
(figura 7.3, A). Después del dia 90 de operacién del reactor en modo FTC se comenzd
a hacer la medicion de los SST en el efluente (SSTeq), se obtuvo un valor promedio de
0.027 +/- 0.007 g/L.
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Para la operacion en ED-TOC los SST en el reactor se mantuvieron en una
concentracion de 1.990 +/-0.125 g/L, mientras que los SSTej tuvieron un valor de 0.053
+/- 0.011 (figura 6.3, B).

9.2.1. Tiempo de retencion de solidos
A partir de los datos de la concentracion de solidos en el reactor y sélidos suspendidos
en el efluente se calculd el tiempo de retencion de sélidos (TRS) con la siguiente

ecuacion:

Solidos en el reactor (g)

TRS =
S Solidos en el efluente (g)/dia (d)

(12)

Para la estrategia FTC

Considerando una concentracion promedio de SST de 1.709 g/L, un volumen de

operacion de 4 L, una concentracion promedio de sélidos en el efluente de 0.025 g/L,

un ciclo promedio de 8 h (3 ciclos/dia) y un volumen de intercambio de 50% por ciclo (2

L).

1.709 g
L

Solidos en el reactor = ( > (4L)=6836g

. 0.025g\ /6L g 6.8
Solidos en el efluente = ( 11 )(7> = 0.1505 .. TRS =

Para la estrategia ED-TOC

Considerando una concentracion promedio de SST de 1.990 g/L, un volumen de

operacion de 4 L, una concentracion promedio de sélidos en el efluente de 0.053 g/L,

un ciclo promedio de 3 h (8 ciclos/dia) y un volumen de intercambio de 50% por ciclo (2

L).

1.990 g
L

Solidos en el reactor = ( > (4L)=7960g

7.960 g
0.848 ¢

Q053g)(16L

1L P =9.4d

Solidos en el efluente = ( ) = 0.848% .t TRS =
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Figura 7.3. Comportamiento de la concentracion de sdlidos suspendidos totales en el reactor y sdlidos
suspendidos totales en el efluente a lo largo de la operacion del reactor con la estrategia FTC (A) y con la
estrategia ED-TOC (B). Al inicio de la operacion del reactor con la estrategia FTC se tuvo una disminucion
considerable de biomasa por problemas externos, pero se recupero a partir del dia 60.

9.3.Velocidad de sedimentacion e indice volumétrico de lodos
Tanto para la operacion con la estrategia FTC, como para la operacion con la estrategia
ED-TOC, se calcularon la velocidad de sedimentacién (VS) de los granulos y el indice
volumétrico de lodos (IVL). Desde que se inicid la operacion en FTC la biomasa se
encontraba granular, por lo tanto ni la VS ni el IVL mostraron cambios de la magnitud
observada al pasar de biomasa floculenta a biomasa granular *°. Para el reactor en FTC
la VS tuvo un valor de 66.9 +/- 5.2 m/h, pero para el caso del IVL se observo una
disminucion progresiva del valor con una media de 137.2 +/- 18.6 gSST/L (figura 7.4).
Para la estrategia ED-TOC la velocidad de sedimentacion se mantuvo entre los
40-60 m/h los primeros 50 dias, pero después comenzo a disminuir, misma disminucién
que se correlaciond con el aumento en el IVL. En la operacion ED-TOC, para la VS se
tuvo una media de 39.5 +/- 3.8 m/h y un valor promedio para el IVL de 64.0 +/- 6.6
gSST/L. Por medio de una prueba de t, se determiné que tanto el IVL (p=0.0001) como

la VS (p=0.0001) fueron estadisticamente diferentes para ambos procesos.
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Figura 7.4. Velocidad de sedimentacion e indice volumétrico de lodos para la operacion del reactor en la
estrategia FTC (A y B) y en la estrategia ED-TOC (Cy D).

9.4.Respirometria
Se llevo a cabo el seguimiento de la actividad respirométrica de la biomasa granular por
medio de respirometria estatica. Para cada medicién se obtuvieron dos curvas (figura
7.5), la de respiracion enddgena, es decir, el consumo de oxigeno que llevan a cabo los
microorganismos sin la presencia de sustrato, y la de respiracion exdégena que se
registré6 cuando se aliment6 al mini reactor de pruebas con 4-CF a una concentracion
de 50 mgl/L.

A partir de la resta de la tasa de respiracién enddgena a la tasa de respiracion
obtenida con 4-CF (exdgena) se calculd la tasa especifica de consumo de oxigeno total

(TECOy). Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 7.3.
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Figura 7.5. Respirogramas tipicos obtenidos a partir de granulos aerobios trabajando en la estrategia FTC (A) y ED-
TOC (B). Se observa la disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto en el minireactor de pruebas.
Concentracion de SSV: 1.2859 g/L (A) y 2.1369 g/l (B).

Tabla 7.3 Tasa especifica de consumo de oxigeno total (TECO,) de la biomasa granular en ambas
estrategias de operacion.

Estrategia TECO; [mgO,/gSSV h]
FTC 197 +/- 48
ED-TOC 98 +/- 28

Por medio de una prueba de t se determiné que existe diferencia estadisticamente

significativa entre ambas medias (P=0.002).

9.5.Tamafio de granulo

A partir del dia 70 de operacion del reactor con la estrategia FTC se realizd el
seguimiento periodico del tamafio granular. Para la estrategia ED-TOC el monitoreo se
llevd a cabo desde el principio de la operacion. Los granulos fueron fotografiados
digitalmente (figura 7.6) y por medio del software AxioViso se realiz6é la medicion del
tamano promedio.

Para el intervalo de operacién con la estrategia FTC (figura 7.6 A) se obtuvo una
media en el didametro granular de 0.64 +/- 0.04 cm, mientras que para el intervalo de
operacion con la estrategia ED-TOC (figura 7.6 B) se tuvo una media de 0.56 +/- 0.06
cm.

61



Resultados

Figura 7.6. Grdnulos aerobios al inicio de la estrategia ED-TOC. La barra roja representa 5 centimetros (A). Se
muestra un acercamiento a los mismos grdnulos, la barra roja representa 1 centimetro (B).

Por medio de una prueba de t se determind que existe una diferencia estadisticamente
significativa (P=0.0253) entre el tamano promedio de los granulos entre ambas
estrategias, sin embargo, no se observa una tendencia dentro de los modos de
operacion, mientras que en algunas mediciones la media aumenta, en otras se observa
una disminucién. A pesar del menor valor promedio de la biomasa granular en la
estrategia ED-TOC, en esta operacidon se encontraron granulos de mayor tamano,

teniendo algunos de hasta 1.50 cm de diametro (figura 7.6).
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Figura 7.7. Tamafio promedio de los grdnulos aerobios en la estrategia FTC (A) y ED-TOC (B). Se muestra el
promedio con el intervalo de confianza del 95%. En las grdficas de caja se observan la media y los percentiles 25
y 75. Las barras representan los minimos y los mdximos. n=300-400.
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9.6. Coeficiente de integridad

El coeficiente de integridad de los granulos aerobios que trabajaron con ambas
estrategias fue superior al 98%, con un valor de 98.0 +/- 0.6% para el modo de
operacion en FTC y de 98.4 +/- 0.7% para la estrategia ED-TOC (figura 7.6). Por medio
de una prueba de t (P<0.05) se demostré que no existe diferencia estadisticamente

significativa para el coeficiente de integridad entre ambas estrategias.

=
o
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Figura 7.8. Coeficiente de integridad de los grdnulos aerobios sometidos a las estrategias FTC y ED-TOC. No se
observa diferencia alguna entre ambos tratamientos. n=14.Barras: 95% de intervalo de confianza de la media.

9.7.Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
Para las determinacion de EPS se extrajeron proteinas y carbohidratos, en sus
fracciones solubles y ligadas (tabla 7.4 y figura 7.9).

A pesar de la disminucion en la concentracion de las fracciones de las EPS que
se observa para la estrategia ED-TOC, se determiné que entre ambas estrategias de
operacion no existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en la
concentracion de carbohidratos ni en la concentracion de proteinas, tanto en la fraccion

ligada como en la fraccion soluble (tabla 7.4 y figura 7.8).
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Tabla 7.4. Sustancias poliméricas extracelulares, en sus fracciones solubles y ligadas, para biomasa
granular trabajando en las estrategias ED-TOC y FTC.

EPS Proteinas

Fraccion Solubles Ligadas

Estrategia FTC EDTOC FTC EDTOC
Promedio 14.3+/- 8.9 8.8+/-4.5 186.8 +/-51.7 178.6 +/-50.3

EPS Carbohidratos
Fraccion Solubles Ligados
Estrategia FTC EDTOC FTC EDTOC
Promedio 6.3 +/-7.7 4.0+/-1.4 |23.6+/-14.8 15.3 +/- 7.3
EPSFTC EPS ED-TOC
250 I Solubles 250+ IO Solubles
-|- E3 Ligadas E=3 Ligadas
200+ 200-
@ 150 e %
& 1501 i & 1501
) o>
2 1001 ﬁ 2 100+
50+ o 50-
Lo T e | e, b
Proteinas Carbohidratos Proteinas Carbohidratos

Figura 7.9. Sustancias poliméricas extracelulares (EPS) extraidas de grdnulos aerobios que trabajaron con la
estrategia FTC y ED-TOC. Se muestran proteinas y polisacdridos en sus fracciones ligadas y solubles. Barras= 95%
intervalo de confianza, FTC n=9 y ED-TOC n=10.

9.8. Actividad deshidrogenasa

Para observar la parte de los granulos aerobios que estaba activa
metabdlicamente se realizé la medicion de la actividad deshidrogenasa. Esta prueba
solo se llevd a cabo con los granulos en la estrategia ED-TOC. Se encontrd que toda la
superficie granular se tifié del color rojo obscuro correspondiente al compuesto oxidado
INT-F (figura 7.8).
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Figura 7.10. Grdnulos aerobios tratados con INT. Se observa en toda la superficie
granular el color rojo, tipico del compuesto oxidado INT-F lo que indica la presencia de
actividad metabdlica.

Se obtuvo una actividad deshidrogenasa promedio de 15.1 +/- 2.5 mgINT-F/gSSV
(n=4).

9.9. Microscopia de fluorescenciay CLSM

Se llevo a cabo la observacion en microscopio de fluorescencia y en CLSM de los
granulos aerobios del reactor que trabajo con la estrategia ED-TOC. Se realizaron
tinciones para observar proteinas (FITC), carbohidratos (Calcofluor White) y acidos
nucleicos (DAPI). La primera microscopia se realizdé en el microscopio Leica adaptado
con el sistema Apotome, que permite hacer visualizacion en profundidad (eje z). Una
vez confirmada la correcta tincion del granulo, se pasé al CLSM LSM 510 Zeiss y por
ultimo se realizaron capturas en el microscopio CLSM LSMT Duo Imager 2.2 Zeiss, que
permite una mejor resolucion de las tomas. Se muestran unas imagenes tomadas a
partir del granulo intégro, tanto con la camara digiltal como con el CLSM 510 Zeiss (sin
tincion) (figura 7.11). En la figura 7.12 se muestran las imagenes de la microscopia de

fluorescencia de los cortes realizados a los granulos (aprox. 40 um de grosor).
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a3

Figura 7.11. Imagen digital de un granulo aerobio (A). Imagen de la superficie granular (5X) tomada en CLSM (B), se
realizé un aumento (20 X) de la misma superficie donde se observa con mayor detalle las caracteristicas de la

supefficie (C).

Se muestra la microscopia de fluorescencia para la tincion de acidos nucleicos/proteina

y para carbohidratos]/proteinas de una seccién de granulo aerobio.

Figura 7.12. Microscopia de fluorescencia en los cortes realizados a los grdnulos aerobios Se muestra el mosaico
obtenido a 10X para los grdnulos tefiidos para dcidos nucleico/proteinas [DAPI/FITC] (A) y carbohidratos/proteinas

[CW/FITC] (B).

Una vez realizadas las observaciones con la microscopia de fluorescencia, se paso a la
CLSM, tanto al microscopio LSM 510 como al LSM 780 DUO donde se obtuvieron las

siguientes imagenes.
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e Sistema LSM 510

Acidos nucleicos y proteinas (DAPI/FITC)

Figura 7.13. Imdgenes de la microscopia confocal laser de barrido para dcidos nucleicos (azul) y proteinas (verde) a
diferentes acercamientos. Periferia granular a 20 X (A) y a 40 X (B). Los dcidos nucleicos son mds notables en el
acercamiento a 63 X (C). Se observa la matriz proteica rodeando las acumulaciones de microorganismos (C).

Carbohidratos y proteinas (CW/FITC)

Figura 7.14. Imdgenes de la microscopia confocal laser de barrido para carbohidratos (azul) y proteinas (verde) a
diferentes acercamientos. Se muestran dreas centrales, desde el acercamiento a 40 X (A) se puede ver la capa de
polisacdridos que rodean a las células. A mayor acercamiento (63 X) se observa como las células tienen una capa de
carbohidratos a su alrededor.
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e Sistema LSM 780

Para las tinciones de acidos nucleicos y proteinas se obtuvieron las siguientes

imagenes.

Figura 7.15 Microscopia confocal laser de barrido en el sistema LSM 780 Duo. Tincidn para dcidos nucleicos
(azul) y proteinas (verde) Se observa la periferia granular (A) (B) y dreas centrales. Notese la cantidad de
proteinas que rodean a los microorganismos.

9.10. DGGE

A continuacion se muestran los perfiles de bandeo de la DGGE obtenidos a partir de los
amplicones (primers 46F-534R y TX9-1391R) del ADN extraido de los granulos
aerobios trabajando en las estrategias FTC y ED-TOC. Las primeras dos bandas
corresponden a los tratamientos FTC y ED-TOC, para el amplicén obtenido con los
primers TX9, 1391R que cubre las regiones hipervariables V5, V6, V7 y V8. Las
siguientes dos bandas son los tratamientos FTC y ED-TOC, para el amplicon obtenido
con los primers 46F-GC, 534R que cubre las regiones hipervariables V1, V2 y V3 (figura

7.16). Para el set TX9 observamos 5 ribotipos (bandas) en las dos estrategias, mientras
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que para el set 46-F-534R se observan 10 bandas para la operacién en FTC y 9 bandas

para la operacion en ED-TOC.

FTC FTC

Figura 7.16. DGGE del ADN obtenido de los grdnulos aerobios. Se muestra el patrén de bandeo para las
estrategias FTC y ED-TOC con el set de primers TX9F, 1391R (A), el fragmento corresponde al amplicn de
aproximadamente 600 pb. Se muestra el patrdon de bandeo para las estrategias FTC y ED-TOC con el set de
primers 46F, 534R (B), el fragmento corresponde al amplicon de aproximadamente 500 pb. Después de las
PCR con los diferentes primers se juntaron las muestras 1-5 correspondientes a la operacion FTC y las
muestras 6-9 correspondientes a la operacion ED-TOC.

9.11. Clasificacién taxonomicay analisis filogenético de la libreria de clonas

Una vez creadas las librerias de clonas a partir del segmento del 16S ARNr del material
genético granular obtenido de ambas estrategias, se recupero el inserto clonado y se
mando a secuenciar. Las secuencias fueron recortadas y alineadas en el programa
SeaView, y posteriormente, estas secuencias fueron clasificadas taxondmicamente en
el Ribosomal Classifier en la pagina del RDP. A continuacion se muestran los
resultados de la clasificacion taxonémica de los 43 OTUs que se obtuvieron con el

clasificador (tabla 7.5).
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Tabla 7.5. Clasificacion taxonémica de los 43 OTUs (secuencias consenso) obtenidas con el clasificador RDP. Se muestran la
cantidad de secuencias correspondientes a cada OTU por reactor y en filas sombreadas se sefialan los microorganismos con
capacidad de degradacion de 4-CF (*).

FTC ED-TOC | Filum Clase Orden Familia Género
OTUO 2 10 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Arthrobacter*
OoTU7 0 1 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Arthrobacter*
0OTU18 0 1 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Renibacterium
0oTU24 1 0 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Acaricomes
0OTU38 0 1 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Zhihengliuella
0OTU34 1 0 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Arthrobacter
OTU11 1 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Oceanibulbus
OTU4 1 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Paracoccus
0OTU13 1 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodospirillaceae Oceanibaculum
0TU22 1 1 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium
OTU15 1 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Phyllobacteriaceae Mesorhizobium
0OTU27 3 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae  Devosia
OTU30 0 1 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae  Pelagibacterium
OTU1l6 1 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria  Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas*
0OTU17 4 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Erythrobacteraceae  Altererythrobacter
OTU10 0 1 Proteobacteria Alphaproteobacteria Geminicoccus
0OTU33 1 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Acidovorax
0TU29 1 7 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas*
0OTU41 0 1 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Xylophilus
OTU37 2 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Shinella
OTU21 1 0 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas*
OTU31 0 2 Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales  Xanthomonadaceae Lysobacter
0oTU42 0 1 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Ferruginibacter
OTUl 1 0 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Ferruginibacter
0OTU2 1 1 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Terrimonas
0OTUS8 0 4 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Flavihumibacter
0OTU12 0 1 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Sediminibacterium
0OTuU23 1 0 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Flavihumibacter
0TU28 2 0 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Flavihumibacter
0OTU25 0 1 Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Solitalea
OTUS 3 0 Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Elizabethkingia
OTU35 0 3 Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium
OTU9 1 4 Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Leadbetterella
0TU20 0 1 Bacteroidetes Ohtaekwangia
0oTU14 1 0 Bacteroidetes Ohtaekwangia
0OTU32 0 Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Verrucomicrobium
0TU36 2 Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Roseinmicrobium
OTU3 1 0 Chloroflexi Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineace Longilinea
OTU6 0 Chloroflexi Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineace Bellilinea
OTU19 1 C. Saccharibacteria Saccharibacteria
0TU26 0 C. Saccharibacteria Saccharibacteria
0TU40 2 C. Saccharibacteria Saccharibacteria
0OTU39 1 0 Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira
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9.11.1. Resultados de la clasificacién taxondmica

De todos los OTUs que se encontraron en el reactor para ambas estrategias, se
tuvieron 27 presentes cuando el reactor oper6 con la estrategia en FTC y 21 cuando se
operé en la estrategia ED-TOC (figura 7.17 A). De estos OTUs que estuvieron
presentes, solamente 5 fueron compartidos, mientras que los 38 restantes estuvieron

distribuidos solo en una u otra estrategia.

OTUs en cada tratamiento OTUs compartidos

Compartidos
12%

A B

Figura 7.17. Distribucion de los OTUs totales en el reactor cuando operd con las estrategias FTC (27
OTUs) y ED-TOC (21 OTUs) (A). OTUs compartidos (5) y no compartidos (38) por el reactor operando en
las dos estrategqias.

A partir de los 43 OTUs y de su clasificacion obtenida en el RDP se realiz6 el
analisis de los fila encontrados para cada estrategia. Para la operacién en la estrategia
FTC se encontraron un total de 7 fila, dentro de los cuales la mayoria correspondieron a
Proteobacteria (11 OTUs), Bacteroidetes (7 OTUs) y Actinobacteria (3 OTUs) (figura
7.18 A). De estos fila se realizé el analisis de sus clases que se muestra en la figura

7.18 B. Fila en los granulos trabajando con
A la estrategia FTC

H Actinobacteria

M Proteobacteria
W Bacteroidetes

m Verrucomicrobia
W Chloroflexi

w Saccharibacteria

Nitrospirae

B

Filum Actinobacteria Filum Proteobacteria Filum Bacteroidetes

u Alphaproteobacteria ® Sphingobacteriia

W Actinobacteria u Betaproteobacteria ™ Flavobacteriia

W Gammaproteobactera W Cytophagia

Figura 7.18. Principales fila encontrados en los granulos aerobios en la estrategia FTC (A). Se realizé el andlisis de
los drdenes de los microorganismos encontrados de los tres Fila principales (B).
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Para el reactor trabajando en la estrategia ED-TOC se encontraron 6 fila; con una
predominancia de los fila Bacteroidetes (8 OTUs), Proteobacteria (6 OTUs), y
Actinobacteria (3 OTUs) (figura 7.19 A). De estos fila principales se realiz6 el analisis de

sus clases (figura 7.19 B)

Fila en los granulos trabajando con
la estrategia ED-TOC

A m Actinobacteria
5%

H Proteobacteria
M Bacteroidetes

M Verrucomicrobia
M Chloroflexi

W Saccharibacteria

B

Filum Actinobacteria Filum Proteobacteria Filum Bacteroidetes

9% 17%

u Alphaproteobacteria ® Sphingobacteriia
H Actinobacteria

u Betaproteobacteria M Flavobacteriia

Gammaproteobactera Cytophagia

Figura 7.19. Principales fila encontrados en los grdanulos aerobios en la estrategia ED-TOC (A). Se realizo
el andlisis de los ordenes de los microorganismos encontrados de los tres fila principales (B).

9.11.2. Microorganismos en las estrategias FTC y ED-TOC

Una vez realizado el analisis por fila y orden de los OTUs encontrados en los granulos
aerobios del reactor trabajando en las estrategias FTC y ED-TOC, se prosiguié a
realizar el analisis por géneros y numero de clonas que correspondieron a estos OTUSs.
Para los granulos de la estrategia FTC se tuvieron un total de 37 clonas y para los
granulos en la estrategia ED-TOC se tuvieron 46 clonas.

La figura 7.20 muestra la distribuciéon de los géneros y el numero de clonas que
se encontraron en la biomasa granular trabajando con la estrategia en FTC. Se
encontraro un total de 7 fila y 27 géneros bacterianos. Para realizar una comparacién
con lo obtenido a partir del analisis de distribucién de los fila encontrado a con los
OTUs, se realizaron los analisis de como estuvieron distribuidas las clonas en los 7 fila
encontrados, y a los principales fila que fueron Proteobacteria y Bacteroidetes se les

realizé el analisis de los ordenes (figura 7.20 B). Para el filum Actinobacteria este
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analisis se omiti6 dado que todas las secuencias correspondieron a la misma clase,

orden e incluso a la misma familia.

Clonas y sus géneros en el reactor FTC
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Figura 7.20. Numero de clonas y géneros a los que correspondieron los microorganismos encontrados en
los grdnulos aerobios trabajando con la estrategia FTC; se realizd una agrupacion de las barras por
colores para mostrar el filum al que pertenece cada género. De algunos microorganismos se obtuvo la
clasificacion hasta especie, tal es el caso del Arthrobacter en la primer columna, que corresponde a
Arthrobacter chlorophenolicus (A). Porcentaje de distribucion de las clonas por filum en los grdnulos. Se
realizé el andlisis de clases en los fila Proteobacteria y Bacteroidetes (B).

La figura 7.21 muestra la distribucion de los géneros y el numero de clonas que se
encontraron en la biomasa granular trabajando en el reactor con la estrategia ED-TOC.
Se tuvieron un total de 6 fila y 21 géneros bacterianos. Se realizé el andlisis de las
clases de los fila Proteobacteria y Bacteroidetes. Al igual que para la estrategia FTC, en
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la estrategia ED-TOC no se realizd el andlisis del filum Actinobacteria dado que los

microorganismos que estuvieron en este compartieron la misma clase, orden y familia.

Clonas y sus géneros en el reactor ED-TOC
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Figura 7.21. Numero de clonas y géneros a los que correspondieron los microorganismos encontrados
en los grdnulos aerobios trabajando con la estrategia ED-TOC; se realizd una agrupacion de las barras
por colores para mostrar el filum al que pertenece cada género. De algunos microorganismos se obtuvo
la clasificacion hasta especie, tal es el caso del Arthrobacter en la primer columna, que corresponde a
Arthrobacter chlorophenolicus (A). Porcentaje de distribucion de las clonas por filum en los grdnulos. Se
realizé el andlisis de clases en los fila Proteobacteria y Bacteroidetes (B).

9.11.3. Arbol filogenético

La figura 7.22 muestra el arbol filogenético que se realizé utilizando el método de

distancia Neighbour Joining con el modelo Kimura, 2 parametros, con un valor de

bootstrap de 100.
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columna de la derecha se muestra en qué estrategia se encontrd cada microorganismos.




9.12. Tablaresumen

Resultados

Tabla resumen

Di .

Prueba FTC EDTOC iferencia
estadistica

Porcentaje remocion 4-CF | 99.81 +/-0.03% 99.81 +/- 0.09 % No <0.05

Qx [mg 4-CF/ gSsvd] 1190 +/- 450 714 +/- 100 Si 0.141

Solidos totales en el 1.709 +/-0.060  1.990 +/- 0.115 i 0.002

reactor [g/L]

Solidos totales voldtiles |, o0/ 513 1 6694/-0.223 i 0.005

en el reactor [g/L]

Carga organica

[gDQO/gSSVd] 0.499-0.833 1.171-1.953

Sélidos suspendidos

totales en el efluente 259 +/-0.6 53.2 +/-10.9 Si <0.001

[mg/L]

TRS [d] 45.6 9.4 N/A N/A

Velocidad de ,

sedimentacion [m/h] 66.9 +/- 5.2 39.5+/-3.8 Si <0.001

IVL [mL/g] 137.2 +/- 18.6 64.0 +/- 6.6 Si <0.001

TECOt [mg02/gSSV "h] 197 +/- 48 98 +/- 28 Si 0.002

Tamaiio de granulo [cm] 0.64 +/- 0.04 0.56 +/- 0.06 Si 0.025

Coeficiente de integridad 98.0 +/- 0.6 98.4 +/-0.7 No <0.05

[%]

EPS [mg/gSsV]

Proteinas solubles 14.3 +/- 8.9 8.8 +/-4.5 No <0.05

Carbohidratos solubles 6.3+/-7.7 40+/-1.4 No <0.05

Proteinas ligadas 186.8 +/- 51.7 178.6 +/- 50.3 No <0.05

Carbohidratos ligados 23.6+/-14.8 15.3+/-7.3 No <0.05

Actividad deshidrogenasa | 15.1 +/- 2.5 N/A N/A

[mgINFT/gSSsV]
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10. DISCUSION

En este trabajo se determind si existieron o no cambios en la comunidad bacteriana de
granulos aerobios que degradaban aguas inhibitorias con 4-CF cuando se modifico la
forma de operacion del reactor en el que se encontraban. Para esto se llevo a cabo el
seguimiento de la biomasa de los granulos aerobios cuando el reactor se mantuvo
trabajando en la forma usual de operacién de un SBR (estrategia FTC), y cuando la
biomasa fue sometida a trabajar constantemente en la mayor tasa de crecimiento (max),
debido a una estrategia de control que se aplicé al reactor (estrategia ED-TOC).
Durante todo el periodo de operacion fueron medidos y registrados los parametros
fisicoquimicos asociados al desempefio de la biomasa, y se tomaron muestras de los
granulos que al final fueron utilizadas para realizar pruebas de biologia molecular —
DGGE vy libreria de clonas/secuenciacion — con las cuales se observo el efecto que
tuvo la aplicacién de la estrategia de control en la comunidad bacteriana de los granulos
aerobios.

El cambio en la comunidad lo pudimos observar desde dos pruebas y
perspectivas diferentes. La primera es con relacion a la DGGE, haciendo alusion de que
la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante es una prueba de huella o trazado
molecular, que como tal, es una metodologia que busca ser rapida y de menor costo
que un analisis mas detallado ', sin embargo esta prueba puede tener sesgos debido a
que depende de los pasos de amplificacion de la PCR previa, y ya que el ADN
amplificado y estudiado fue un segmento del gen 16S ARNr, esta la posibilidad de llegar
a conclusiones incorrectas dado que el numero de copias que se obtengan del
fragmento amplificado estd en funcién de la abundancia de los microrganismos, la
cantidad de ARNr que tenga cada especie o la facilidad de los primers para hibridar con
el sitio de unién en el gen, con lo que se podria dejar de ver a miembros que estén
menos representados, que contengan poco ARNr o este sea de dificil acceso para los
primers, por lo que en el gel se observarian solo los ribotipos mas abundantes, que fue
lo que sucedié.

Recordemos que se utilizaron dos sets diferentes de primers que cubrian dos
regiones distintas del gen 16S ARNr, el set 46FGC-543R para las regiones
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hipervariables 1, 2 y 3, y el set TX9-1391R para las regiones hipervariables 5, 6, 7 y 8
(figura 6.2). Para ambos tratamientos, los resultados fueron similares, mostrando la
desaparicion de un solo ribotipo cuando se pasé de la estrategia FTC a la estrategia
ED-TOC. Para el set TX9-1391R la resolucion entre las bandas fue menor, esto es
debido a la similitud de los ribotipos y a que los primers no tenian la llamada “grapa” de
GC, es decir extensiones de guanina/citosina que le dan mas estabilidad a los
amplicones cuando se corren en el gradiente de desnaturalizacion. Para el set 46FGC-
534R, se observan mas ribotipos en la operacion en FTC, de 8 a 10 por la cercania
entre las bandas, y para la estrategia ED-TOC de 7 a 9 ribotipos, es decir un ribotipo
menos, aunque para la estrategia ED-TOC se observa la intensificacion de unas
bandas, pero con estas imagenes no seria posible decir que existe un cambio en los
microorganismos de los granulos al pasar de una estrategia a otra.

Los resultados de la DGGE fueron contrastados con lo que se obtuvo para la
libreria de clonas y su consiguiente secuenciacion, donde se presentaron resultados
diferentes, desde la cantidad de géneros (que relacionariamos con los ribotipos o las
bandas de la DGGE) hasta la distribucion de los mismos para las dos estrategias. Esto
era de esperarse debido a que con la clonacion se evita el problema relacionado al
sesgo de la informacion debido a la amplificacion del gen por la PCR, ya que todos los
OTUs en especial los poco abundantes, tienen una menor posibilidad de ser excluidos
del screening.

Con los resultados de la secuenciacidon observamos que dentro de todo el
intervalo de operacion, es decir con las dos estrategias, se encontraron un total de 43
géneros, de estos el 56% estuvieron en la estrategia FTC y un 44% en la estrategia ED-
TOC, 11 % menos. De estos 43 géneros, solo el 12% estuvo compartido, lo que nos
indica la variacion de estos géneros dentro del reactor.

Al concluir lo anterior, se realizd el analisis taxonémico, arrojando resultados
donde se observa que, para el reactor en FTC la predominancia de los fila fue:
Proteobacteria (42%), Bacteroidetes (27%) y Actinobacteria (11%). Para el reactor en
ED-TOC la predominancia de los fila fue: Bacteroidetes (38%), Proteobacteria (28%) y
Actinobacteria (19%).

Para el reactor FTC, el analisis de las clases dentro de los fila mostré que en el
filum Actinobacteria todos los microorganismos estaban en la clase Actinobacteria, de
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hecho los microorganismos de este filum compartieron hasta familia. La clase
dominante en el filum Proteobacteria fue Alphaproteobacteria (50%) y la clase
dominante para el filum Bacteroidetes fue Sphingobacteriia (60%). Para el reactor ED-
TOC, el andlisis de las clases dentro de los fila mostré que en el filum Actinobacteria
todos los microorganismos estaban en la clase Actinobacteria. La clase dominante en el
filum Proteobacteria fue Alphaproteobacteria (73%) y la clase dominante en el filum
Bacteroidetes fue Sphingobacteriia (67).Sin embargo el analisis pasado solo nos deja
conocer la distribucidon de los fila de los microorganismos encontrados en los granulos
aerobios.

El siguiente paso fue realizar el analisis de la distribucion de los 43 géneros
encontrados con respecto a la clasificacion taxonémica, encontrandose lo siguiente:
para los granulos del reactor trabajando en FTC hubo un dominio del filum
Proteobacteria con el 47% de las clonas (18), y dentro de este filum predominé la clase
Alphaproteobacteria con el 72%, lo que no es de sorprender debido a que las
proteobacterias son un filum de microorganismos con una amplia diversidad
metabdlica’®, en estudios realizados en reactores degradando fenoles se encontré que
el filum dominante fue Bacteroidetes seguido por el filum Proteobacteria™, sin embargo
a diferencia de lo que encontramos, no se habia observado una predominancia de
Alphaproteobacteria sino de Betaproteobacteria y de Gammaproteobacteria, incluso
para trabajos con granulos aerobios degradando 4-CF*®. Los géneros de
Alphaproteobacteria encontrados podrian estar debido a que, y como se discutira mas
adelante, la granulacion es un proceso donde participan bacterias que tiene ligandos en
su superficie celular y bacterias con receptores —también en su superficie —, como lo
son microorganismos como Paracoccus, Oceanibulbus, Oceanibaculum o
Pseudomonas®™. Dentro de las Alphaproteobacteria encontramos también a los
Rhizobiales y a los Sphingomonadales que contribuyen a la produccion de EPS%, y

)** como

dentro de estos se ha reportado a Sphingomonas (S. chlorophenolica
degradadora de clorofenoles. Para Altererythrobacter, por la cantidad de clonas
encontradas, cabria la posibilidad de que este microorganismo tuviera capacidad de
degradacion de 4-CF. Dentro de los Burkholderiales, que son bacterias filamentosas
halladas dentro de granulos poco densos®, encontramos a Comamonas que es un
microorganismo con capacidad de degradacion de 4-CF (C. testosteroni)®’. Los
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Rhizobiales (Mesorhizobium, Devosia y Rizhobium) y los Rhodocyclales (Shinella) han
sido reportados como microorganismos que aumentan la granulacic')n%. De igual
manera que con Altererythrobacter, la cantidad de Devosia es un hecho que indica que
podria tener la capacidad de degradacién de 4-CF. Para el filum Bacteroidetes, que
representd el 27% de las clonas, encontramos que los Sphingobacteriales han sido
reportados como consumidores de EPS, por lo que forman un sistema de
consumo/produccién de EPS con los otros microorganismos granulare394. En el filum
Actinobacteria (11% de las clonas) encontramos a Arthrobacter y géneros muy
relacionados, es decir compartiendo, clase, orden y familia. A. chlorophenolicus tiene
capacidad probada para la degradacion de 4-CF®, por lo que los otros
microorganismos encontrados en este filum, podrian tener la misma capacidad
metabdlica.

Para los granulos del reactor en la estrategia ED-TOC se observé un cambio en
la distribucion tanto en la primer analisis —de los porcentajes de los fila encontrados—
como en el segundo —de los porcentajes de las clonas en cada fila—. En el analisis de
los fila, encontramos una dominancia de Bacteroidetes (38%), seguido de
Proteobacteria (28%) y Actinobacteria (19%). La clase predominante en Proteobacteria
fue Alphaproteobacteria (73%), para Bacteroidetes fue Sphingobacteriia (67%), y en el
filum Actinobacteria los géneros encontradas compartieron clase, orden y familia.

Los resultados que mas llaman la atencion son los observados para la
distribucion de las clonas en la clasificacién taxondmica, ya que se aprecia un cambio
con relacion a la comunidad de la biomasa trabajando con la estrategia FTC. El filum
que predominé fue el de Bacteroidetes con 36% —vs 37% en la operacion FTC—, y
Proteobacteria que habia constituido casi el 50% de las clonas en FTC, pasé a tener el
30% de las clonas en ED-TOC. Por su parte el filum Actinobacteria pas6 de tener el
11% de las clonas en FTC, al 28% del total en ED-TOC.

Cuando se realiza el analisis por los géneros de los microorganimos, es mas facil
comprender el cambio observado en la comunidad. En la operacion FTC se tiene una
mayor diversidad (7 fila y 27 géneros) que en la operacion ED-TOC (6 fila y 21
géneros), perdiéndose géneros en la operacion ED-TOC, principalmente de las
Alphaproteobacteria, correspondientes a los ordenes de las Rhodobacteriales,
Rhodospirales y Sphingomonadales, que como se discutié anteriormente sus
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principales roles son la produccion de EPS y la participacidon en el proceso de
granulacion debido a los receptores lectina que tienen®, la reduccion en estos
microorganismos puede ser debida a que el TRS se redujo para la estrategia ED-TOC,
0 que el aumento en la cantidad de 4-CF haya provocado la muerte de estos. En la
operacion ED-TOC, también es notorio el aumento de las clonas de Comamonas, que
es una Betaproteobacteria del orden de los Burkholderiales, que como se comento es
un microorganismo degradador de 4-CF%. Un aumento similar se observa en el filum
Actinobacteria, donde el género Arthrobacter representa solo por si mismo el 21% de
las clonas en el reactor ED-TOC, cuando en el reactor FTC era solo el 5%, este
aumento que se dio por la capacidad de degradacion de 4-CF que tiene esta bacteria

(A. chlorophenolicus)®®-%

, 'Y por ende la seleccion que tuvo con la nueva estrategia. El
filum Bacteroidetes aumentd 9% en la operacion ED-TOC respecto a la operacion FTC,
pero se conservaron los o6rdenes Sphingobacteriales y Chytophagales, que son
consumidores de EPS y que forman el ya mencionado sistema de producciéon/consumo
de EPS con bacterias del orden de los Rhizobiales.

La discusién acerca del cambio en la comunidad bacteriana se va a cerrar con el
analisis del arbol filogenético. El arbol arrojé siete grupos (clusters) cercanos,
correspondientes a los 7 fila encontrados, esto nos dice que aun y cuando hay un
cambio a nivel de género en los microorganismos, con un aumento notable en los
microorganismos degradadores de 4-CF para el reactor ED-TOC, en general hay una
relacion filogenética estrecha, por lo que en el sistema granular, se conserva la
actividad metabdlica, estructural y funcional, que es justamente lo que se discutira en
mas adelante.

En cuanto a la degradacién de 4-CF se encontro que el reactor removié mas del
99.5% del toxico sin importar el tipo de operacién (FTC o ED-TOC), hallandose menos
de 0.5 mg/L de 4-CF en el efluente. En México no existe una norma que regule la
cantidad de este toxico que pueda ser liberada al medio ambiente. La OMS establece
como maximo permitido 1 mg/L de fenol en agua para consumo humano®. Sin embargo
se sugeriria un tratamiento posterior para eliminar las trazas del toxico.

Al realizar la comparacion de las cinéticas de remocién el resultado fue diferente
al esperado. Al saber que los microorganismos estarian trabajando en la mayor tasa de
crecimiento microbiano y por tanto en la mayor actividad metabdlica, se esperaria que
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la gx de la biomasa en el reactor ED-TOC (714 mga.cr/gssvd) fuera mayor a la del
reactor con la estrategia en FTC (1190 mgas.cr/gssvd). En cambio se encontré que la gy
del reactor FTC fue 66% mayor al reactor ED-TOC. La clave de este resultado podria
estar en la variacion de la actividad metabdlica y/o de los parametros cinéticos en la
biomasa, que como se observd con el analisis molecular sufre un cambio.
Especificamente, el parametro que variaria es la tasa de crecimiento (umax), S€ ha
reportado que cuando un sistema de lodos activados es expuesto a cargas de choque
de compuestos toxicos pueden existir cambios en los valores de los parametros
0

cinéticos'®; saber qué es lo que esta ocurriendo con este parametro en la biomasa

granular en contacto con el 4-CF seria un nuevo punto para investigar. No existen

muchos reportes al respecto, sin embargo Okaygun et al.'®

reportaron el estudio de los
efectos en los parametros cinéticos al alimentar pulsos de un sustrato inhibitorio (fenol),
y solo observaron cambios en las constantes medias de afinidad (Ks) y de inhibicién
(Ki). Resultados preliminares de respirometria dinamica (anexo 1) revelaron una
diferencia en ambas constantes entre las dos estrategias, observandose una menor Kg
en los granulos ED-TOC, es decir mayor afinidad por el 4-CF al estar constantemente
en contacto con este, que correlaciona con el aumento de los microorganismos
degradadores, aunque se observé un valor mas grande de la K; para la estrategia FTC,
mismo que lo relacionamos con las concentraciones de 4-CF a las que esta sujeta la
biomasa, recordando que para la estrategia ED-TOC el valor maximo de concentracion
de 4-CF que se llega a encontrar en el licor mezclado rondoé en los 50 mg/L, mientras
que para la estrategia FTC la concentracion de 4-CF alcanzé valores mayores a los 200
mg/L.

Este punto de las concentraciones y de la tasa de degradacién especifica es de
suma importancia, ya que podria dar paso a una confusién acerca del funcionamiento
de la estrategia de optimizacion, debido a que se nota que el desempeno fue mejor en
el modo de operacion FTC o “normal”. Lo que se debe de resaltar es que para estas
concentraciones de 4-CF se observa una mayor tasa de degradacion de 4-CF en la
estrategia FTC porque no se ha sobrepasado una concentracion toxica. Se ha
reportado que concentraciones mayores a 500 mg/L dentro del reactor causan la

22,23

inhibicién y/o muerte de la biomasa“~“°, valores que no se alcanzaron en este estudio,

pero que la estrategia ED-TOC soporta sin ningtin problema®*'",
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Para la degradacién de 4-CF se han reportado diferentes tasas de degradacion.

Buitron et al.®®

reportaron una tasa de degradacion de 784 mga.cr/gssvd muy similar a la
obtenida para la operacion en ED-TOC (714 mga.ce/gssvd) pero debajo de la estrategia
FTC (1190 mgs.ce/gssvd), sin embargo la biomasa utilizada en el estudio de Buitron et
al. trabajaba con concentraciones de 4-CF en el reactor de 30 mg/L, casi 7 veces
menos de lo que estaba en el reactor FTC.

En cuanto a degradacion de 4-CF con estrategias de control, Buitron et al.
utilizaron una estrategia basada en la medicion de la concentracion de oxigeno disuelto
en el licor mezclado. Utilizando biomasa previamente aclimatada a 4-CF en una
concentracion de 200 mg/L, encontraron una tasa de degradacién especifica que iba de
los 720-1440 mgy-cr/gssvd, sin embargo picos de 4-CF de 800 mg/L causaron el cese
de la actividad metabdlica de los microorganismos. En otro estudio, Moreno & Buitrén”®
buscaron las diferencias que se producian en la tasa de degradacién de 4-CF,
dependiendo de la estrategia de aclimatacién de la biomasa y el in6culo utilizado,
encontraron que la las tasas de degradacién iban desde los 840 hasta los 1392 mg,.
cF/gssvd con las variables optimas, valores similares a lo encontrado en el presente
trabajo de investigacién con las operaciones FTC y ED-TOC. En cuanto a biomasa fija
Moreno-Andrade et al.? al estudiar los efectos de los periodos de ayuno y de cargas de
choque en un SBR de lecho fluido, encontraron tasas de degradacion de 4-CF por parte
de la biomasa adherida a los soportes que iban desde los 588 hasta los 732 mga.
cF/gssvd.

Para granulacion aerobia no existen muchos reportes de remociéon de 4-CF,

Carucci et al.?®

reportan porcentajes de remocion de 4-CF del 99-100% y tasas
especificas de degradacion de hasta 110 mgs.ce/gssvd, aunque la biomasa granular que
utilizaron llevaba a cabo un cometabolismo de 4-CF con acetato de sodio, lo que
implicaria una comunidad bacteriana que no estuviera totalmente especializada en la
degradacién de 4-CF. Arellano-Badillo®, quien también trabajé con granulacién aerobia,
reporta remociones de 4-CF de 2088 mgscr/gssvd, es decir un 75% mas de lo
encontrado para el reactor FTC y 192% mas que la operacion en ED-TOC, cabe
sefalar que los granulos de Arellano-Badillo tuvieron el mismo proceso de aclimatacién

que los utilizados para esta tesis, y trabajaron en el modo de operacion en FTC con
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tiempos minimos de ciclo de 2.5 h y con concentraciones de 4-CF en el licor mezclado
de 200 mgl/L.

Con estos datos podemos concluir que el reactor que se utilizé en esta tesis
degrado 4-CF de manera adecuada tanto para la estrategia FTC, como para la
estrategia ED-TOC. La estrategia FTC puede proporcionar una mayor tasa de
degradacion de 4-CF a concentraciones no inhibitorias, aunque hay que mencionar que
en el agua residual de proceso es muy dificil controlar la concentracion de salida del
téxico o las cargas de choque, que en una operacion del tipo FTC causaria la inhibicion
o la muerte de la biomasa y el paro del reactor’?, en cambio aunque la operacién ED-
TOC presenta una tasa de degradacion menor que la operacion FTC a concentraciones
no inhibitorias, ha demostrado soportar influentes con una concentracién de 4-CF de
800 mg/L* sin tener consecuencias en el proceso ni en la biomasa, debido a que las
concentraciones dentro del reactor no eran mayores a 50 mg/L.

El reactor se trabajé a una concentracion de sélidos totales de 1.709 +/- 0.060
g/L en la estrategia FTC y de 1.990 +/- 0.0115 g en la estrategia ED-TOC, de los cuales
el 85 y el 83% correspondieron a los solidos totales volatiles, quedando un 15-17% de
sélidos inorganicos, valor reportado para los procesos biolégicos como los lodos
activados?.

La OLR utilizada en el reactor con las diferentes estrategias fue de 0.499-0.833 y
de 1.171-1.953 gpao/gssvd para la estrategia FTC y ED-TOC respectivamente. El
aumento en la OLR para el reactor ED-TOC fue debido al aumento en el numero de
ciclos que realizd por dia. Para sistemas de lodos activados de mezcla completa, los
valores de OLR reportados son de 0.2-0.6 gpso/gssvd, sin embargo observamos que el
consumo de oxigeno se reporta en cantidades de DBO? que por lo general son
menores a la DQO, en cambio el 4-CF lo estamos reportando como DQO. Por lo tanto
la carga utilizada por el sistema SBR es mayor que el que se podria utilizar en un
sistema de lodos activados.

Los solidos suspendidos en el efluente fueron 25.9+/-0.6 y 53.2+/-10.9 mg/L para
las estrategias FTC y ED-TOC respectivamente. Segun la NOM-001-SEMARNAT-
1996"%", por las cantidades de sélidos suspendidos en el efluente del reactor FTC, este
podria ser vertido en cualquier cuerpo receptor de aguas del dominio publico de la
nacioén sin ningun problema, mientras que el efluente del reactor ED-TOC no podria ser
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vertido en rios donde se busque la proteccién de vida acuatica (limite maximo SST 40
mg/L) o en embalses naturales y artificiales que tengan un uso publico urbano. En
cuanto al aumento en la cantidad de sélidos suspendidos en el efluente del reactor en
ED-TOC, al haber una mayor cantidad de ciclos existe un aumento de los sdlidos
suspendidos. El reactor en ED-TOC —que llevaba a cabo 8 ciclos diarios— present6 un
valor mayor (53.2+/-10.9 mg/L) al reportado por Arellano-Badillo'® de 43.8 +/- 15.2
mg/L. Carucci et al.®'% reporta valores de SST en el efluente de 30 a 70 mg/L para
granulos aerobios co-metabolizando 4-CF con acetato de sodio, argumentando que el
bajo valor en los solidos suspendidos es debido a que mayores concentraciones de 4-
CF provocan una mayor compactacion de la biomasa granular, haciendo granulos mas
densos. En el reactor con la estrategia FTC las concentraciones de 4-CF llegan a ser
mayores a 200 mg/L, mientras que en la estrategia ED-TOC las concentraciones son 4
veces menores. Microbioldgicamente podemos decir que los microorganismos del
orden de los Burkholderiales como lo es Comamonas, que tuvo un notable aumento en
el reactor ED-TOC tienen crecimiento filamentoso, lo que también podria explicar el
aumento de SST en el efluente.

El tiempo de retencion de solidos (TRS) es uno de los parametros de disefio y
operacion mas importantes en el proceso de lodos activados®'®. Un tiempo de entre 3-
7 dias es el recomendado para reducir la carga en materia organica, mientras que
tiempos mayores de 7 dias, son utilizados para tratamientos en los que se quiere hacer
remocidn de nutrientes como el nitrdgeno®. En los reactores granulares SBR que no
tienen un control intencional de TRS, se han encontrado valores de TRS que varian en
rangos de 2 hasta 40 d en el periodo de granulacion, mientras que en SBR trabajando
de manera estable se han reportado tiempos de 9 d'®. Hasta el momento hay muy
pocos reportes del papel del TRS en el desempefio de la granulacién aerobia. El reactor
FTC tuvo un TRS 4.8 veces mayor al reactor ED-TOC, 45.6 dias y 9.4 dias
respectivamente, esto se dio por el aumento en la cantidad de ciclos, sin embargo, el
diferente TRS no afecté el desempefo del reactor, siguiendo con remociones mayores
al 99.5% en ambas estrategias. En la comunidad microbiana, este cambio de TRS pudo
tener un efecto lavando microorganismos de crecimiento mas lento, aunque como se
observo en el perfil de la DGGE, los principales ribotipos, o los mas abundantes, se
conservaron; con el analisis mas detallado de la libreria de clonas se encontré menor
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diversidad bacteriana para la estrategia ED-TOC, aunque esta disminucion también
podria atribuirse a la presion de seleccion que represento la concentracion constante de
4-CF dentro del reactor.

Como era de esperarse ambos granulos presentaron velocidades de
sedimentacidon mayores a lo reportado para lodos activados. Lodos activados de
procesos comunes con velocidades de sedimentacion de 3-4 m/h son considerados con
excelente capacidad de sedimentacion®. En operacion SBR se pueden lograr

velocidades de sedimentacion de lodos de hasta 11 m/h'®

, para granulos aerobios se
han reportado velocidades de sedimentaciéon de 25-70 m/h®, recordando que una alta
velocidad de sedimentacion aumenta la capacidad de retencion de biomasa dentro del
reactor, aumentando por lo tanto la capacidad de degradacién del reactor, acortando el
tiempo del ciclo SBR y haciendo mas eficiente el proceso. Los granulos del reactor
tuvieron velocidades de sedimentacién de 66.9+/-5.2 m/h en la estrategia FTC y de
39.5+/-3.8 m/h para la estrategia ED-TOC. La disminucién en la velocidad de
sedimentacién en los granulos —aun y cuando se mantienen dentro del intervalo
reportado— nos indica una disminucion en la densidad de la biomasa granular. La
prueba de determinacion de la densidad de los granulos no fue realizada, pero seria
conveniente en estudios siguientes hacer el monitoreo de este valor, al igual que
realizar un estudio, sin la influencia de 4-CF, para determinar cuales son los
microorganismos implicados en el aumento de la capacidad de sedimentacion dentro de
este reactor. Las bacterias del orden de los Actinomycetales se han relacionado a la
capacidad autoagregativa y coagregativa'®, recordando que este es un proceso
mediado por proteinas adhesinas presentes en un microorganismos, que se
complementan con receptores de tipo sacaridos en otros microorganismos. Se ha
reportado que las Proteobacterias, son ricas en estos receptores'”. En ambos
reactores hubo la presencia de Actinomycetales. Arthrobacter es un microorganismo

con capacidad de degradar de 4-CF'%’

y que también podria tener la capacidad de
agregacion. Existen reportes de la capacidad autoagregativa y agregativa de
Sphingomonas con bacterias como Paracoccus, Micrococcus y Pseudomonas®
microorganismos que se encontraron en el reactor FTC a diferencia del ED-TOC.

El IVL es una prueba que evalua la capacidad de compactacion del lodo, en el
proceso de lodos activados. El rango que se maneja esta entre los 80-150 mL/g, un
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mayor valor indica que el lodo tiene poca edad y que hay crecimiento de organismos
filamentosos, mientras que un IVL menor a 80 mL/g se puede decir que es de lodo viejo
y se necesita aumentar el retiro de lodo?'®®. Para el lodo granular, este parametro no es
tan significativo como lo es para los lodos activados, ya que por la forma semi esférica
de los granulos, no es posible la total compactacién de la biomasa asi que su valor no
nos da informacion para modificar el proceso. Para granulos aerobios cultivados en
acetato de sodio se reportan valores de 80-100 mL/g49, para granulos cometabolizando
acetato de sodio con 4-CF se reportan valores de 65-80 mL/g'®. Para granulos en
condiciones similares a las que se tenian en este trabajo, Arellano-Badillo® reporto
valores de 46-56 mL/g, similar a los 64 mL/g del reactor ED-TOC, en el cual el TRS es
mucho menor al FTC, lo que podria estar causando el aumento en IVL en la primer
estrategia. En este estudio, no se puede relacionar el cambio de IVL con el desempefio
en la degradacion de 4-CF por los granulos aerobios del reactor.

El tamano de granulo, también pudo haber afectado el valor del IVL, ya que en la
estrategia FTC el tamano fue de 0.64 +/-0.04 cm, 14% mas grandes que en la
estrategia ED-TOC, con un valor de 0.56 +/- 0.06 cm. Este decremento en el tamafio se
relaciona a la concentracion maxima de 4-CF que era alimentada en los ciclos del
reactor. Se ha propuesto el aumento del tamafo granular como consecuencia al
aumento en la concentracion de un toxico en el agua, es decir, siendo los granulos de
mayor tamafo, hay una menor difusion del contaminante y por lo tanto los niveles de 4-
CF que llegarian a los microorganismos degradadores serian menores a los
inhibitorios'®. Por otra parte, se ha sugerido que el tamario granular pudiera ser un
impedimento para la difusidon de la materia organica y por lo tanto para la alimentacion
de los microorganismos, aunque hay reportes de granulos de 2.6 cm de diametro® que
trabajan correctamente. En el reactor ED-TOC se observaron granulos con diametros
mayores a 1.4 cm, aunque el promedio esta debajo de este valor (0.64+/-0.04 cm para
la operacion FTC y 0.56+/-0.06 cm para la operaciéon ED-TOC), sin embargo para la
degradacion de 4-CF, el tamafo de granulo no tuvo efecto en la degradacién del toxico.

Para la tasa especifica de consumo de oxigeno (TECO), en granulos aerobios se
ha reportado un rango de valores de 34-168 mgo./gssvh. Para biomasa floculenta
degradando 4-CF a una concentracion de 200 mg/L Buitrén et al.?® reportaron valores
de 100 mgo2/gssvh, que aumentaron hasta 160 mgoz/gssvh cuando se alimentd un pico
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de 4-CF de 400 mg/L. En el presente estudio, los granulos de la estrategia FTC
presentaron una actividad respirométrica 2 veces mayor (197+/-48 mgo2/gssvh) en
comparacién con la estrategia ED-TOC (98+/-28 mgo2/gssvh), este resultado
correlaciona con la tasa de degradacién de 4-CF encontrada (qx) que fue mayor en el
reactor FTC. Por otra parte, la relacion TECO/qx para el rector FTC fue de 3.97 gO,/g4-
CF y para el reactor en ED-TOC de 3.31 gO,/g4-CF, esta relacion es muy interesante
debido a que sefala que la biomasa en el reactor FTC tiene mayor capacidad de
respiracion (16% mas) que la biomasa en ED-TOC, es decir, al estar en contacto con
concentraciones mayores de 4-CF la vias metabolicas de degradacion estan mas
activas, habiendo una regulaciéon que podria estar relacionada a la concentracion de
sustrato. Este comportamiento fue observado también en el estudio de Buitron et al.?
donde se probaron dos estrategias de operacion: VTC, control a tiempos variables y
OB-TOC, control 6ptimo de tiempo dirigido por observador —que es la estrategia
antecesora de la ED-TOC— y observaron que la TECO de la biomasa que utilizé la
estrategia OB-TOC era menor a la VTC, donde la alimentacién se hace en un solo
pulso, similar ala FTC.

El coeficiente de integridad para los granulos no mostré6 modificacion alguna en
las dos estrategias, siendo mayor al 97% en ambas. El coeficiente de integridad es un
parametro que nos permite conocer la fuerza con la que estan unidos los granulos, es
decir, la biomasa estuvo muy bien compactada, lo que le permite a la biomasa granular
soportar fuerzas de corte altas gracias a una capa que protege a los microorganismos.
Dentro de este punto cabe sefalar a las EPS, que son las sustancias poliméricas
extracelulares, una matriz que rodea a los microorganismos, y que esta compuesta por
una mezcla de proteinas, carbohidratos, lipidos, material genético y sustancias

1“C. En este

humicas, siendo las proteinas y carbohidratos el componente principa
estudio se cuantificaron las fracciones solubles y ligadas de proteinas y polisacaridos, y
no se encontrd diferencia estadisticamente significativa, aun y cuando se observa una
pequefia disminucion en las EPS de los granulos de la estrategia ED-TOC. Para
granulos aerobios trabajando con 4-CF Arellano-Badillo et al.® reportaron valores de 50
a 80 MQpoiisacaridos/9SSV en la fraccion ligada y de 1-4 mgpoiisacaridos/dSSV en la fraccion
soluble. Los granulos trabajados en las estrategias FTC y ED-TOC tuvieron valores en
la fraccion soluble muy similares (6.3 +/- 7.7 y 4.0 +/- 1.4 mg/gSSV), pero menores en
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la fraccion ligada (23.6 +/- 14.8 y 15.3 +/- 7.3), que era de esperarse ya que los
granulos del estudio de Arellano-Badillo eran granulos recién formados. En el inicio de
la granulacion los carbohidratos sirven como material aglutinante, por lo que su
concentracion es mayor que en granulos maduros, donde la fraccion principal son las
proteinas, que confieren la forma y dan estructura al esqueleto granular'®. Para el
componente proteico, en la fraccidén soluble, los granulos de la estrategia FTC tuvieron
14.3+/-8.9 MQproteina/ 9SSV, mientras que en el reactor ED-TOC tuvieron 8.8+/-4.5
MQproteina/ @SSV, sin que se presentara diferencia estadisticamente significativa. Para la
fraccion ligada los granulos del reactor FTC presentaron 86.8 +/- 57.1 MQproteina/gSSV 'y
los granulos de la estrategia ED-TOC 178.6 +/- 50.3 mQproteina/9SVV, tampoco sin
diferencias estadistica significativas. Estos resultados se corroboraron al hacer la
observacion con la microscopia de fluorescencia y con la CLSM, donde se observa el
esqueleto de proteinas rodeado por una capa de carbohidratos, y a los aumentos de
63X se observo a los microorganismos embebidos en una capa de proteinas, y la
proteina rodeada con carbohidratos. Esta misma capa de EPS es la que complicé tanto
el proceso de extraccion del material genético, es tanta la cantidad de proteina que hay
que remover, que las columnas de purificacion que se encuentran en los kits de
extraccidn comerciales se saturan sin poder retener las moléculas de ADN.

Para cerrar la discusidn se haran algunas propuestas y recomendaciones que
guedan abiertas para siguientes investigaciones.

Respecto al alcance del proyecto, se debe considerar el punto de que, aun y
cuando se buscO tener a la biomasa del reactor en FTC lo menos activa
metabdlicamente, la estrategia solamente trabajo en la concentracién de 4-CF de 200
mg/L, y que justamente es esta concentracion a la que se atribuye que la biomasa de la
estrategia FTC tenga tasas de degradacion de 4-CF mayores que la estrategia ED-
TOC. Seria recomendable realizar este estudio de nuevo con el reactor FTC trabajando
en la concentracion no inhibitoria de 4-CF de 50 mg/L y posteriormente trabajando a la
concentracion de 200 mg/L, pero con los tiempos de ciclo mas cortos que se pudieran
tener (2 V2 h). De igual manera seria interesante recuperar la biomasa que se obtuvo de
la operaciéon en ED-TOC y ponerla a trabajar con la estrategia FTC tanto a

concentraciones de 4-CF no inhibitorias (50 mg/L), como inhibitorias (200 mg/L).
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De igual manera se debe tener muy presente que este estudio esta basado en un
modelo, es decir no es la realidad, pero a pesar de no estar apegado a un
funcionamiento real, los datos que se obtienen son dutiles, porque algunas de las
situaciones que predice eventualmente se cumpliran. Y al respecto con lo anterior, el
paso mas importante para este modelo seria el estudio y aplicacidn, primero en aguas
residuales con 4-CF, donde se tiene presencia de otros contaminantes, y observar
como es dirigida la comunidad microbiana y por ultimo la aplicacion en aguas
industriales contaminadas con 4-CF y otros compuestos fendlicos.

En torno al estudio molecular, lo primero por hacer es la purificacion,
reamplificacion y secuenciacion de las bandas de la DGGE, para conocer cuales son
los microorganismos que fueron resueltos por la electroforesis y que representan los
OTUs mas abundantes.

Este proyecto abre la idea de que la diversidad de la biomasa trabajando aguas
residuales inhibitorias es mayor de la que se esperaba. Se considerd hacer una libreria
de 48 clonas para cada tratamiento, ya que en un estudio previo se contemplaban 8
OTUs diferentes®, sin embargo, la clonacion permitié ver mejor la diversidad en los
granulos aerobios, por lo que se podria clonar de nuevo y secuenciar un numero mayor
de clonas, por ejemplo 96 por tratamiento. Otro acercamiento que se puede hacer en
torno a la biologia molecular es con las tecnologias de nueva generacién, como la
pirosecuenciacion o los lllumina I-tag, que dan una cantidad enorme de informacion de
las secuencias, aunque para la reconstruccion filogenética, la clonacion y la
secuenciacion Sanger capilar siguen siendo la mejor opcién por el tamafio de fragmento
que se puede analizar y por la fidelidad de la lectura, sin contar que el manejo,
tratamiento y analisis de los datos obtenidos en una corrida de un secuenciador de
nueva generacion no es una tarea trivial y demanda personal, equipo y software
calificado. Este punto abre la pregunta acerca de qué tan confiables o cercanos a la
realidad son los estudios que se han publicado donde el DGGE y algunas técnicas de
huella molecular son el estandar dorado para el seguimiento de reactores bioldgicos; si
en este modelo en el que se utilizé la DGGE se perdid de vista mas del 50% de los
OTUs presentes, en reactores como los metanogénicos y los productores de hidrégeno,
la pérdida de consciencia de la diversidad podria ser del mismo porcentaje el problema,
.y €eso cuantos géneros representaria? Antes de utilizar las técnicas de huella
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molecular seria conveniente realizar estudios a detalle de la diversidad y una vez se
tengan estos resultados, saber a qué organismos corresponden las bandas
encontradas en los patrones de bandeo en reactores que estén en estado estacionario.

Teniendo la informacién molecular, el siguiente paso es el disefio de sondas para
FISH, que acoplado a la CLSM nos permitiria observar la ubicacion exacta de los
microorganismos en el granulo, y si quisiéramos un estudio mas a fondo, se podrian
hacer inmunotinciones dirigidas a proteinas como las dioxigenasas para saber en
donde se lleva a cabo la degradacion de 4-CF.

En cuanto a la microscopia, por limitaciones de tiempo, solo se pudo llevar a
cabo la microscopia de florescencia y la CLSM, pero se hubieran obtenido muy buenas
imagenes con microscopia electronica de barrido, permitiéndonos observar
detalladamente las bacterias en la estructura granular.

Los microorganismos encontrados en este estudio también forma parte de los
aspectos a remarcar, con estos resultados, microorganismos como Renibacterium o
Zhihengliuella que tienen una relacion filogenética muy cercana a Arthrobacter se
pueden proponer como posibles degradadores de 4-CF, y los demas encontrados como
tolerantes a altas concentraciones del compuesto toxico e inhibitorio. Seria interesante
el tratar de aislarlos y comprobar estas hipétesis. Asi como conocer la respuesta de los
granulos de la estrategia ED-TOC con una poblacion mas especializada, si se
regresaran al trabajo en FTC.

Con todos estos puntos tratados, se debe comprender que el tratamiento
biolégico de aguas residuales, y sobre todo de las aguas industriales es un trabajo, del
que si se quieren obtener los mejores resultados, se debe de hacer en un ambiente
multidisciplinario, desde el disefio y puesta en operacidén de un reactor donde participan
ingenieros, bioquimicos, quimicos y demas, hasta los analisis a profundidad con
microbidlogos, bidlogos moleculares, bioinformaticos, etc.

Con este trabajo se abre la posibilidad de investigar nuevos microorganismos
que degraden 4-CF, asi como nuevos mecanismos que participan en la degradacion de
compuestos toxicos, y dejar abierta una linea de investigacion para la formaciéon de mas
recursos humanos que trabajen en temas que tengan aplicacion en la resolucion de
problemas no solo de interés nacional, sino mundial, como lo es el tratamiento de
aguas.
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11. CONCLUSIONES

Se presentd una especializacion en la comunidad bacteriana de los granulos
aerobios que operaron en la estrategia ED-TOC con relacion a la comunidad
bacteriana presente en los granulos que operaron con la estrategia FTC. La
comunidad de los granulos ED-TOC fue menos diversa (6 fila y 21 géneros) en
comparacion con la comunidad de los granulos FTC (7 fila y 27 géneros). Entre las
dos comunidades solo se compartieron un total de 5 géneros de 43 encontrados lo

que representa el 12% de los géneros totales.

Para la estrategia FTC las clonas secuenciadas estuvieron distribuidas
principalmente en los fila: Proteobacteria (46%), Bacteroidetes (27%) vy
Actinobacteria (13%). Para la estrategia ED-TOC las clonas estuvieron distribuidas
en: Bacteroidetes (36%), Proteobacteria (30%) y Actinobacteria (30%).

En la comunidad bacteriana de la estrategia ED-TOC, hubo un aumento en el
porcentaje de microorganismos degradadores de 4-CF, como Arthrobacter
chlorophenolicus —miembro del filum Actinobacteria, que pasé del 5% de las
clonas en la estrategia FTC al 22% de las clonas de la estrategia ED-TOC— o
Comamonas testosteroni —miembro del filum Proteobacteria, que pasoé del 2% de
las clonas en la estrategia FTC al 15 % de las clonas en la estrategia ED-TOC—. La
otra parte de la comunidad, que fue constante para las dos estrategias, estaba
conformada por Sphingobacteriales, Cytophagales —del filum Bacteroidetes—,
Rhizobiales, Rhodobacterales, Rhodospiarles y Sphingomonadales —del filum

Proteobacteria—, que forman el sistema granular de producciéon/consumo de EPS.

A pesar de los cambios a nivel de género que hubo en los microorganismos de los
granulos aerobios de una estrategia de operacién a otra, el andlisis filogenético
demostré que ambas comunidades son filogenéticamente similares, por lo que la
estructura granular y las actividades metabdlicas y funcionales de la biomasa se

conservan.
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Se registraron cambios en varios de los parametros seguidos durante la operacion
del reactor con ambas estrategias. La tasa de degradacion (qx) de 4-CF vy la tasa
especifica de consumo de oxigeno (TECO) fueron mayores en la estrategia FTC
(66% y 101%, respectivamente), que se atribuye al cambio en las constantes
cinéticas de la biomasa, en especial al cambio en la tasa maxima de crecimiento
microbiano y a la constante de inhibicion Ks. El tamafio de granulo fue 14% mas
grande en la estrategia FTC que en la ED-TOC, debido a que el estar en contacto
con concentraciones mayores de 4-CF provoca un aumento de la matriz de EPS. La
velocidad de sedimentacion de los granulos FTC fue 69% mayor que la de los
granulos ED-TOC, debido a que en la segunda estrategia hubo una proliferacién de
microorganismos filamentosos como Comamonas (Burkholderiales) o Arthrobacter
(Actinomycetales), que de igual manera se reflej6 en el aumento de sodlidos
suspendidos en el efluente de la estrategia ED-TOC. Parametros como la
concentracion de EPS y coeficiente de integridad no sufrieron modificaciones. Por
ultimo, el porcentaje de remocion de 4-CF fue similar para las dos estrategias. Sin
embargo se debe recordar que se trabajé con un intervalo de concentraciones no
téxicas para la biomasa en FTC, que de haber sido mayores a 500 mg/L dentro del

reactor hubieran ocasionado el cese de la operacién del reactor.
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Anexo 1

Determinacion de pardmetros cinéticos en la biodegradacion de 4-clorofenol con
biomasa granular aclimatada mediante microrrespirometria.

Estancia de investigacion realizada en el laboratorio de Bioprocesos Ambientales,
CINVESTAV, Unidad Zacatenco; con la cooperacion del M. en C. Miguel Angel Vital

Jacome y el Dr. Frédéric Thalasso.

1. Introduccion
La respiracion, desde una perspectiva bioquimica, es el proceso metabdlico de
generacion de adenosina trifosfato (ATP), en el cual pueden servir como donadores de
electrones tanto materia organica e inorganica, y donde compuestos inorganicos como
0,, NO,, NO5 and SO, sirven como el ultimo aceptor de electrones. Si el oxigeno es
el Ultimo aceptor entonces el proceso es llamado: respiracion aerobia’.
La respirometria es la medicion y la interpretacion de la tasa de consumo biologico de
oxigeno bajo condiciones experimentales bien definidas. Ya que el consumo de oxigeno
esta relacionado directamente tanto con la el crecimiento de la biomasa como con la
remocion de sustrato. Desde la década de los 90, la respirometria combinada con la
inyeccion de un pulso de sustrato ha sido empleada para obtener constantes
biocinéticas. La respirometria es una técnica util para el modelado y operacion de
procesos de biotecnologia ambiental, como los lodos activados?.
Desde el descubrimiento del proceso de lodos activados a principios del siglo XX, se
reconocio que la tasa en la que los lodos activados consumen oxigeno, es decir, la tasa
de respiracion, es un indicador importante de la condicién del proceso. La respiracion
se mide con un respirdmetro, que van desde botellas operadas manualmente, como las
utilizadas para medir DBO, a instrumentos muy avanzados que realizan las mediciones
automaticamente®.
En este Proyecto se determinaron los parametros cinéticos en la biomasa granular del
sistema de degradacion de 4-clorofenol, tanto para la estrategia FTC, como para la
estrategia ED-TOC.

2. Metodologia
Las muestras de granulos fueron transportadas al laboratorio de Bioprocesos
Ambientales, CINVESTAV, Unidad Zacatenco, D.F. para ser analizadas vy
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caracterizadas con la técnica microrespirométrica desarrollada en el CINVESTAV. A
partir de los resultados se determinaron los
parametros cinéticos para la biomasa de
cada estrategia. Se utilizé la técnica de
respirometria  dindmica de  pulsos’
adecuada a un equipo de microrreactores
Micro-24 (PALL® Corporation) (figura A.1).

La técnica consiste en la inyeccion de

pulsos de sustrato de concentracién conocida bajo condiciones controladas. Durante el
consumo del sustrato los cambios en la concentracion de oxigeno disuelto se siguen y

se registran por medio del uso de sensores. En el analisis de datos, los parametros

cinéticos se ajustan al modelo matematico ] , -
Figura A.1. Placa de microrreactores (24) utilizado

que mejor describa los datos || para las determinaciones respirométricas.

experimentales.

La técnica respirométrica acoplada al uso de microrreactores, permite aumentar

significativamente el numero de réplicas de cada experimento, lo que mejora la

precision de parametros calculados?.

Las condiciones experimentales usadas en cada caso se muestran en la tabla A.1.

Tabla A.1. Condiciones experimentales

Estrategia de control de la cual

. . FTC EDTOC

provienen los grdnulos
Tipo de cassette BFL PRC
Volumen de operacion 4 mL 4 mL
ango de kLa en los 14 - 24 h-1 16 — 21 h-1
microrreactores
Numero de granulos por 5 7
microrreactor
Digmetro promedio de los

i 5mm 5mm
grdnulos
Ao Oz oieBe e U o 17.1 - 164.8 mgDQO/L 3.3-129.2 mgbQO/L

pulsos de sustrato

Concentracion de biomasa

di 1747.97 £ 90.38 mgDQO/L 2461.40 + 68.43 mgDQO/L
promedio
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3. Resultados
La figura A.2 muestra ejemplos de perfiles de oxigeno disuelto (respirogramas)
observados a diferentes concentraciones de sustrato con los granulos de las 2

estrategias de control.

A) 6.5
6.1 +
ry
=
o AT
g’ ¢ 166.9 mgDQO/L
g 132.1 mgbDQO/L
Q53
o 100.5 mgDQO/L
+ 68.6 mgDQO/L
4.9 + = 33.3 mgDQO/L
+ 17.3 mgDQO/L
45 - } t } }
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
B)
6.3
5.9

# 129.2 mgDQO/L
» 36.4 mgDQO/L
= 21.4 mgDQO/L

16.0 mgDQO/L
4.3 + 12.9 mgDQO/L
+ 9.9 mgbQoO/L

3.9 - ® 6.3 mgDQO/L
+ 3.3 mgDao/L
3.5 + f f f } } :
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Tiempo (h)

Figura A.2. Respirogramas obtenidos de los granulos con las estrategias FTC (A) y ED-TOC (B). Las lineas de
colores muestran las diferentes concentraciones de sustrato (4-CF).

La degradacion del 4-CF presenta una cinética de inhibicion por sustrato. En los

respirogramas se observa una disminucion lenta del oxigeno disuelto conforme
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disminuye la concentracion del sustrato. Para describir los cambios en el oxigeno

disuelto (ecuacion 1).

(1) OUR,...S
0UR,, = LY RmaxS
S+ Ks + ?

Donde OURpax €s la tasa de respiracion maxima, Ks la constante de afinidad por el
sustrato y K; la constante de inhibicion.
Los parametros cinéticos se determinaron mediante el ajuste de los diferentes pulsos al

modelo de Haldane, como se ilustra en la figura A.3 para cada estrategia de control.

A) B)
6.5
6.4 -
6.1 ]
= = 56
57 =
=] Q
E E 52
o 53+ a
o =-Experimental o 48 -s=-Experimental
—Modela —Muodelo
49
4.4
4.5 } | } | 4 i | i i } i
a 05 1 L5 2 2.5 E 3.5 0 0.5 bl 1.5 2 2.5 3
Tiempo (h) Tiempa (h)

Figura A.3. Respirogramas obtenidos de los granulos con las estrategias FTC (A) y ED-TOC (B). Las lineas de
colores muestran las diferentes concentraciones de sustrato (4-CF).

El modelo de Haldane, al igual que otros modelos cinéticos no estructurados, es un
modelo cuyos parametros presentan problemas de identificabilidad, es decir, es dificil
hallar un conjunto de valores unicos para los parametros que describan
satisfactoriamente los datos experimentales, por lo que existen multiples combinaciones
de parametros que pueden ajustarse a los datos experimentales con el modelo de
Haldane, lo anterior nos llevé a desarrollar la siguiente estrategia:

1.- Se usaron los pulsos a bajas concentraciones de sustrato, donde el efecto inhibitorio

es menor. Se ajustaron estos pulsos a un modelo de Monod para la determinar la
104
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constante de afinidad Ks. A bajas concentraciones de sustrato, el término de inhibicion
del modelo de Haldane toma valores muy bajos, por o que se asemeja mas a un
modelo de Monod. De esta manera evadimos los problemas de identificabilidad que
adiciona la constante de inhibicion K; sobre la determinacion de Ks.

2.- Posteriormente, se usaron los pulsos con altas concentraciones de sustrato para
determinar simultaneamente los parametros OURax Y Kj, de tal forma que se pudiera
maximizar la inhibicidn por sustrato. Para esta determinacion se tomdé en cuenta el valor
calculado previamente para Ks a concentraciones bajas de sustrato.

Con base en la estrategia anterior, se determinaron los siguientes parametros cinéticos:

Tabla A.2 Parametros calculados
Estrategia de control de la cual

. . FTC EDTOC
provienen los granulos
OURmax/X [mg0, mgDQO™ h] 0.0178 +/- 0.0014 0.0139 +/- 0.0019
Ks (mgDQO/L) 16.01 +/- 2.22 7.25+/-1.24
Ki (mgbQO/L) 124.39 +/- 34.31 56.51 +/- 5.96
YO2/S (mg02/mgDQO) 0.22 +/-0.02 0.28 +/-0.02
YX/S (mgDQO/mgDQO) 0.78 +/-0.02 0.72 +/-0.02
Numero de réplicas 23 24

Con este estudié se determiné que existen diferencias significativas en los parametros
cinéticos de los granulos entre las 2 estrategias de control. La tasa de respiracion
maxima, presento una disminucion del 22% por unidad de biomasa (OURmaxx) al pasar
a la estrategia ED-TOC. Este efecto en la tasa de respiraciéon especifica entre la
biomasa de las 2 estrategias, también se ha reportado en los experimentos de
respirometria estatica realizados en el Instituto de Ingenieria (Seccién 7.4).

La constante de afinidad de los granulos de ED-TOC es menor que en el caso de los
granulos FTC, lo que significa que con esta estrategia, la biomasa ha desarrollado una
mayor afinidad por el sustrato. Lo anterior puede deberse a un incremento de la
cantidad y actividad de las poblaciones especializadas en la degradacion del sustrato,
que es lo que se observo cuando se realizaron los estudios de biologia molecular.

La constante de inhibicién es notablemente diferente entre las dos estrategias, lo que
indica que los granulos FTC se inhiben a una mayor concentracion de sustrato que los
granulos de ED-TOC. Este resultado es consistente con lo que se sabe de la estrategia
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de control, pues los granulos ED-TOC no estan en contacto con altas concentraciones
de sustrato, por lo que una disminucion de la Ki puede atribuirse, al menos en parte, a
un fenédmeno de desaclimatacion.

Se observo un menor rendimiento celular en los granulos ED-TOC respecto a los
granulos FTC, lo que significa que bajo la estrategia ED-TOC, existe una menor
cantidad de biomasa producida por cada miligramo de sustrato consumido.
Consideramos que hara falta mayor investigacion en el area, que tome en cuenta la
naturaleza granular de la biomasa, asi como fendmenos de difusion y otros factores
involucrados en sistemas heterogéneos. No obstante, esta breve colaboracién abre las

puertas para ampliar la investigacion en el tema.
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Productos del trabajo de investigacion
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e Premio al mejor cartel de la 4th IWA Mexico Young Water Professionals
Conference 2015. Guanajuato 2015.

e Premio a una de las mejores exposiciones en cartel durante el 39 Congreso
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