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Resumen

Los granulos aerobios son agregados microbianos, de estructura compacta,
biologicamente eficientes, con amplia diversidad de especies microbianas, de gran
tamafo (comparados con biomasa en forma de floculos), facil para retener en los
biorreactores, lo cual resulta una técnica prometedora para el tratamiento de
aguas residuales. Se ha observado que en los reactores discontinuos
secuenciales o SBR (Sequencing Batch Reactor por sus siglas en inglés), se
pueden generar granulos aerobios con la alta sedimentabilidad y una mayor area
superficial proporcionando asi una biomasa activa y resistente a cambios de carga
organica. El objetivo de esta tesis fue evaluar los cambios en una comunidad
bacteriana que degrada 4-clorofenol (4CF) durante el proceso de granulacion
aerobia en un reactor discontinuo secuencial. El proceso de granulacion se llevo a
cabo en un biorreactor SBR automatizado con capacidad de 7 L y un volumen (til
de 6 L. El reactor fue inoculado con microorganismos provenientes de una planta
de tratamiento de aguas residuales municipales (3 g SSV/L). Se alimenté con
agua sintética conteniendo 4-clorofenol (4CF) (200 mg4CF/L) como unica fuente
de carbono y energia. Se determinaron los cambios en la composicién de la
comunidad microbiana por medio de técnicas de biologia molecular (PCR, DGGE,
secuenciacion e identificacién). Una vez estable el reactor y concluida la
granulacion, se dividié la biomasa para ser sometida a condiciones de ayuno de
24, 48, 72, 96 y 120 hrs, y picos de concentraciéon de 200, 400, 600, 800 y 1000
mg 4CF/L. El seguimiento del tamafio de los granulos se realizO mediante
microscopia. El reactor oper6é de manera estable durante la fase de granulacion,
alcanzando una eficiencia de degradacion de 4CF mayor al 99%. La velocidad de
sedimentacién fue 6.3 m/h, el indice volumétrico de lodos fue 40 ml/gSSV vy los
SST del efluente fueron 12 mg/L. Lo anterior demostré6 una buena
sedimentabilidad de los granulos aerobios formados. El analisis de DGGE
demostré que existen cambios en la comunidad microbiana, siendo el género

Pseudoxanthomonas uno de mas representativos de la comunidad degradadora



de 4CF. Los granulos presentaron un tamafno de 585 + 35 ym. En el caso de los
ayunos, la estructura y forma del granulo no se observé afectada por el ayuno en
un periodo de 48 horas (545 £ 21 ym). Sin embargo, después de 168 horas de
ayuno, los granulos se disgregaron perdiendo con ello su forma y tamafio (460 +
14 um). El coeficiente de integridad se redujo de 92 a 18%, lo cual indica que los
granulos pierden la capacidad de permanecer agregados al estar expuestos a
ayunos prolongados. En general, La estructura de los granulos aerobios se vio
afectada por ayuno disminuyendo su integridad un 12%, en tanto, la actividad
degradadora también se vio afectada, aumentando el tiempo de reaccion hasta 11
veces Yy la actividad respirométrica disminuydé un 75%. Al estar expuesta la
comunidad microbiana a picos de concentracidon, se observé que existe una
reduccion de la actividad de los microorganismos relacionada al aumento en la
concentracion inicial del compuesto téxico. Al aplicarse un pico de 1000 mg4CFIL,
el tiempo de reaccién aumenté de 3 a 238 h y el coeficiente de integridad se
redujo de 93 a 37%. Esto indica que los microorganismos asociados en granulos
aerobios son afectados drasticamente al estar expuestos a condiciones extremas

de concentracion del sustrato toxico.

Palabras claves: 4-clorofenol, agua residual tdéxica, biodegradacién, granulos
aerobios, SBR.
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Abstract

The aerobic granules are microbial aggregates, with compact structure, biologically
efficient, with a several microbial species, large size (compared with biomass in
flocs form), easy to retain in bioreactors, which is a promising process for treating
toxic wastewater. It has been observed that in sequential batch reactors
(Sequencing Batch Reactor), aerobic granules can be generated with high
settleability and a greater surface area obtaining an active biomass with high
resistant to organic loading. The objective of this work was to evaluate changes in
a bacterial community degrading 4-chlorophenol (4CP) during aerobic granulation
in a sequencing batch reactor. The granulation process was carried out in an
automated SBR bioreactor with capacity of 7 L and a working volume of 6 L. The
reactor was inoculated with microorganisms coming from a municipal wastewater
treatment plant (3 g VSS/L). The reactor was fed with synthetic wastewater
containing 4-chlorophenol (4CP) (200 mg4CP/L) as sole carbon and energy
source. The changes in microbial community composition were determined
applying molecular biology technigues (PCR, DGGE, sequencing and
identification). Once the reactor showed a completed and stable granulation,
biomass was divided and exposed to starvation conditions of 24, 48, 72, 96 and
120 hours, and concentration peaks of 200, 400, 600, 800 and 1000 mg 4CP/L.
Monitoring the size of the granules was performed by microscopy. The reactor
operated stably during the granulation phase, reaching 4CP degradation efficiency
higher than 99%. The settling velocity was 6.3 m/h, the sludge volume index was
40 mL/gSSV and TSS of the effluent were 12 mg/L. This showed a good aerobic
settleability of the formed granules. DGGE analysis showed that there are changes
in the microbial community; the most representative genus was
Pseudoxanthomonas, which has been reported as 4CP degrader. The granules
showed a size of 585 + 35 um. The structure and shape of granules were not
affected due to starvation of 48 hours (545 + 21 um). However, the granules lost

the shape and size after 168 h of starvation (460 + 14 um). The integrity coefficient

VIl



was reduced from 92 to 18%, indicating that the granules lose the ability to remain
aggregated when exposed to prolonged starvation periods. In general, the
structure of aerobic granules was affected by starvation, decreasing its integrity by
12%, while the degradation activity was also affected, increasing the reaction time
11-fold and respirometric activity decreased by 75%. It was observed a decrease in
the microorganism’s activity related to the increased of the initial concentration of
the toxic compound due to the concentration peak. When a peak of 1000mg4CP/L
was applied, the reaction time increased from 3 to 238 h and the integrity
coefficient was reduced from 93 to 37%. This indicates that the microorganisms
associated as aerobic granules are drastically affected when exposed to extreme

toxic substrate concentration.

Keywords: 4-chlorophenol, toxic wastewater, biodegradation, aerobic granules,
SBR.
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Hibridacion fluorescente in situ (Fluorescence In Situ Hybridization
por sus siglas en inglés)

Relacion alimento/microorganismos (food to microorganism ratio por
sus siglas en inglés)

Organismos acumuladores de glucégeno (Glycogen accumulating
organisms por sus sigla en inglés)

Hora

indice Volumétrico de Lodos

Litro



mg
min
mM
mm
oD
OMS
PAO

PCR

rADN
RDP
rpm
rARN
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1. INTRODUCCION

La industrializacién nos ha llevado no solo al incremento en la demanda de agua
sino también a una mayor contaminacion de la misma debido a las descargas
industriales, las cuales contienen compuestos toxicos o dafiinos al ambiente, por
lo que se han desarrollado y se sigue investigando diferentes métodos para tratar

las aguas residuales.

El factor que mas influye sobre el tratamiento de las aguas residuales es, sin duda,
su composicién. En tanto, su procedencia determina gran parte de sus
caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas. De acuerdo a su origen, las aguas
residuales pueden ser clasificadas en: 1) domésticas o urbanas, 2) industriales, 3)
agropecuarias, y 4) pluviales (Ramalho et al., 1991). Para el objetivo de esta

investigacién nos centraremos en las industriales.

En México, existen 2,186 plantas de tratamiento de aguas residuales industriales
en operacion. De las cuales, 731 se clasifican en tratamiento de tipo primario,
1,193 secundario, 88 terciario y 174 con tratamiento no especificado. La industria
genera alrededor de 188.7 m®/s (6.01 km*/afio), lo que representa 7 millones de
toneladas de DBOs al afio (Demanda Bioquimica de Oxigeno en 5 dias, es la
cantidad de oxigeno requerido para la descomposicion bacteriana de la materia
organica) y de la cual solamente se remueve 1.15 millones de toneladas en los
sistemas de tratamiento existentes (CONAGUA, 2011).

Para el cumplimiento de los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales establecidos en la NOM- 001-ECOL-1996, en
condiciones particulares de descarga, solamente 475 cumplen y tienen un gasto
de 7.6 m¥s. El resto no lo cumple, y el volumen tratado por ellas es de 14.6 m®/s
(CONAGUA, 2011).

La seleccion del tipo de tratamiento dependera de varios factores; entre ellos, el
tiempo del tratamiento para efectuar la remocion, la robustez de la tecnologia, las



normas locales referentes a las descargas, la factibilidad del proceso y el
mantenimiento del mismo asi como la generacion de compuestos organicos

volatiles.

La tecnologia mas ampliamente utilizada en el tratamiento de aguas residuales, es
el sistema bioldgico comunmente conocido como proceso de lodos activados. De
manera general este proceso consiste en dos fases, una fase bioquimica (tanque

de aireacion) y una fase fisica (clarificador secundario).

El tanque de aireacion se caracteriza por la accibn combinada de
microorganismos para transformar la materia organica biodegradable, tanto
soluble como coloidal, a través de sus diferentes rutas metabdlicas teniendo como
Unica fuente de energia las sustancias presentes en el agua residual para cubrir
sus necesidades metabdlicas. De esta manera transforman completamente los
contaminantes, transformandolos en sustancias inocuas como el dioxido de
carbono, el metano, el nitrbgeno molecular y agua. La mineralizacion de
compuestos contaminantes mediante microorganismos es, por tanto, un proceso

de transformacion completo (Daphne, 1994).

Los microorganismos utilizan este sustrato por dos vias fundamentales: la via
desasimilatoria (reacciones de produccion de energia) y la via asimilatoria
(reacciones de sintesis). La primera de ellas tiene como mision fundamental
proveerlos de la energia necesaria para desarrollar las funciones vitales, mientras
gue la segunda supone la utilizacion de la materia organica para la produccion de

nueva biomasa celular y/o el mantenimiento de las estructuras celulares.

El hecho de que un contaminante sirva a los organismos heterétrofos como una
fuente eficaz de energia es funcién del estado de oxidacién del carbono en la
materia organica. En general cuanto mayor es el estado de oxidacion, menores
son los rendimientos energéticos puesto que el compuesto proporciona menos

energia. En cualquier caso, para un determinado estado concreto de oxidacion del



compuesto, el metabolismo respiratorio aerobio es el proceso mas eficaz, en
comparacién con el metabolismo anaerobio, pues es el que obtiene mayor
cantidad de ATP de un compuesto. Es por ello que en casos de compuestos no
demasiado energéticos o que tengan que ser incorporados en el influente a baja
carga (por su toxicidad, o por su baja solubilidad en agua) sea preferible utilizar un

proceso de biodegradacion aerobio.

La segunda fase del tratamiento es la sedimentacion, basada fundamentalmente
en la separacion de la biomasa y el agua tratada, por lo que compactacion de los
lodos activados en el clarificador secundario es una condiciébn necesaria para
garantizar una buena calidad de los efluentes provenientes del proceso de los
lodos activados (Martins et al., 2004).

Los lodos activados estan conformados por comunidades microbianas complejas,
donde las bacterias, que representan aproximadamente el 95% de la biomasa
activa, son las principales responsables de la degradacion de la materia organica
ya que presentan diferentes capacidades exo- y endoenzimaticas, destacando los
géneros Bacillus, Alcaligenes, Flavobacterium, Comamonadaceae, Pseudomonas,
Arthrobacter; Aeromonas, Klebsiella, Haliscomenobacter, Thauera, etc. (Li et al.,
2008). Suelen encontrarse también protozoos, rotiferos y nematodos,
conformando una red tréfica en la cual los nematodos se alimentan de protozoos y
rotiferos, estos ultimos, de protozoos, y todos de las bacterias en suspension
(Kapley y Purohit, 2009). La sucesion de comunidades de bacterias, hongos,
protozoos (fagelados, ciliados, etc.) y metazoos (rotiferos, nematodos), se
desarrolla durante la maduracion del lodo activado. Estos microorganismos se
encuentran en un estado de balance ecoldgico con el medio y por lo tanto la
abundancia relativa de los distintos grupos puede estar vinculada con las
condiciones de carga organica y la calidad de efluente producido (en particular los
tiempos de residencia celular y la relacion F/M [food to microorganism ratio]). La

relacion ocurre porque si bien existe un intervalo relativamente amplio en el que



estos microorganismos son capaces de sobrevivir, hay un intervalo mas estrecho

en el que pueden estar presentes en gran cantidad.

Actualmente se sabe que solamente del 5 al 15% de la totalidad de bacterias
presentes en muestras de lodos activados pueden ser detectadas mediante
conteo en cultivos de laboratorio (Etchebehere et al., 2001). En los ultimos afios la
introducciéon de nuevos métodos moleculares de andlisis, ha posibilitado un
progreso extraordinario en el analisis de poblaciones microbianas complejas.
Estos métodos, que utilizan preferentemente como marco de referencia la
secuencia del gen para la subunidad pequefia del ARN ribosomal (16S rADN), han
servido para mostrar la enorme riqueza de diversidad microbiana en la naturaleza
y a la vez han puesto en evidencia las limitaciones de las técnicas tradicionales de
cultivo para caracterizar la biodiversidad (Lozada et al., 2004), especialmente

cuando se trata de efluentes de origen industrial.

El rendimiento y la estabilidad del proceso biologico en el tratamiento de aguas
residuales, esta condicionado por la adaptacion y evolucion de los
microorganismos, su composicion dependera a su vez del tipo de efluente y otras
presiones selectivas, tales como el tiempo de retencion celular, la temperatura, las

condiciones rédox y demas factores extrinsecos.

Evidentemente, los tratamientos biolégicos estaran limitados cuando los influentes
a tratar contengan moléculas xenobidticas, inhibitorias, o toxicas para los
microorganismos, como es el caso de las aguas residuales de caracter industrial,
por lo que el enriquecimiento en cultivos especificos o aclimatados y tratamientos
integrados son algunas de las estrategias posibles en estos casos (Scott y Ollis,
1995). Otra de las estrategias para contrarrestar el efecto toxico o inhibitorio sobre
los microorganismos es la inmovilizacion de la biomasa. Recientemente se ha
propuesto la granulacién aerobia como una nueva forma de inmovilizacion de
células, que puede ser explotada en el tratamiento bioldgico de aguas residuales

industriales como se describira mas adelante (Tay et al., 2005).



2. MARCO TEORICO

2.1 Contaminacion del agua

Los cuerpos de agua pueden ser afectados en su estructura y su dinamica como
ecosistema por las actividades humanas al ser contaminados con diversos
compuestos. La contaminacion del agua favorece el desarrollo de algunas
especies de organismos que pueden soportar o tolerar el desequilibrio creado en
el sistema, de la misma forma, la desaparicién de otras especies, sobre todo las

pequefias o susceptibles, modificando asi las interacciones bioticas y abidticas.

La mayoria de las sustancias de desecho producidas en industrias presenta
efectos toxicos sobre la biota al ser vertidas sin tratamiento previo, de manera
natural el sistema receptor (e.g. lago, rio) presenta una capacidad de
amortiguamiento a cambios en el mismo pero esta puede ser sobrepasada debido
a la periodicidad o a la elevada concentracion de las descargas, por lo que en
muchos de los casos el sistema ya no puede recuperarse. La manera en que se
comporten los contaminantes en los cuerpos acuiferos dependerd de varios
factores, entre los que se destacan: las caracteristicas fisicas del cuerpo de agua
receptor, movimientos del agua, sustratos en el sistema, frecuencia de las
descargas, el tipo de contaminante y el tratamiento del agua residual previo a la
descarga (Quiroz et al., 2006).

Las aguas residuales industriales pueden contener una gran variedad de
compuestos xenobidticos, los cuales debido a su compleja estructura o
sustituyentes son dificiles de degradar por los microorganismos, por lo tanto son
persistentes en el medio ambiente. Por lo general, tales compuestos se pueden
clasificar en 4 principales tipos: (i) hidrocarburos saturados sin dobles o triples
enlaces, donde la degradabilidad de estos compuestos disminuye a medida que
su peso molecular y el grado de ramificacion aumenta, (ii) hidrocarburos

aromaticos con dobles enlaces conjugados. Los aromaticos con uno o dos anillos



se degradan con facilidad, mientras que aromaticos de mayor peso molecular son
menos biodegradables. Un ejemplo es el benceno, el cual es relativamente
degradable ya que es el mas simple de los aromaticos, (iii) la resinas, en las
cuales se incluyen las piridinas, quinolinas, carbozoles, sulfoxidos y amidas y (iv)
los asfaltenos, que incluyen los acidos grasos, cetonas, ésteres, fenoles y sus
derivados (Colwell y Walker, 1977; Leahy y Colwell, 1990).

2.2 Fenol y sus derivados

Los compuestos que poseen un grupo hidroxilo unido en forma directa con el anillo
bencénico se denominan fenoles. Es conocido comunmente como acido carbdlico;
se ioniza para dar H* hasta ciertos limites (Ka= 1.2 x 10, y en soluciones
concentradas es bastante toxico para las bacterias. Ha sido muy usado como
germicida, en incluso hace tiempo los desinfectantes eran graduados en
“coeficientes de fenol”, i.e., poder desinfectante relativo al fenol, aunque
actualmente ese sistema ha caido en desuso (Sawyer et. al., 2001). La tabla 1

muestra las propiedades fisicas y quimicas del fenol y algunos de sus derivados.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de algunos compuestos fendlicos (Merck
Chemdat, 2005).

Propiedades fisicas y Compuestos
guimicas Fenol 2-CF 4-CF 2,4-DCF 2,4,6-TCF
Formula quimica CeHgO CeHsCIO C¢HsCIO  CgHLCLL,O CeH3Cl;0
PM (g/mal) 94.11 128.56 128.56 163 197.45
Estado fisico sélido liquido cristales cristales  Polvo cristalino
Color incoloro incoloro incoloro blanco beige gris
Olor caracteristico  caracteristico  fendlico fendlico desagradable
Punto de fusién (°C) 40.8 7 41-44 40.43 65-68
Punto de ebullicion (°C) 181.8 174 216-218 209-211 244-246
Densidad (g/cm?®) 1.06 1.26 1.26 1.38

Solubilidad en agua (g/L,

20°C) 84 28.50 27 4.5 0.8




La presencia de fenol y compuestos fendlicos en efluentes industriales de desecho
se ha convertido en una fuente de contaminacién importante de las aguas
naturales. Pueden provenir de la degradacion de sustancias naturales, actividades
industriales y agricolas. Las principales fuentes antropogénicas de contaminacion
por compuestos fendlicos son las refinerias de petréleo, licores amoniacales de los
hornos de coque, manufactureras de colorantes, resinas sintéticas, plasticos y uso

de plaguicidas (Davi y Hundi, 1999).

El fenol (Figura 1) puede permanecer de 2 a 5 dias en el suelo, en tanto, en el
agua su permanencia se puede prolongar hasta 9 dias. Puede tener efectos
toxicos, bioacumularse en tejidos vegetales y organismos acuaticos, asi como en
los seres humanos (Davi y Hundi, 1999). Dada su alta toxicidad a baja
concentracion es considerado por la Environmental Protection Agency (EPA por
sus siglas en inglés) como un contaminante organico prioritario. La tabla 1

presenta las propiedades fisicas y quimicas de algunos compuestos fendlicos.

Fenol 4-Clorofenol 2,4-Diclorofenal
OH OH OH
cl
\\ \\
L s
Cl
cl
2,4.6-Triclorofenol 2,3.4 B-Tetraclarofenal Pentaclorafenol
OH OH
cl clcl cl

Figura 1. Estructura quimica del Fenol y algunos derivados clorados.



Dentro de los derivados del fenol encontramos los clorados o Clorofenoles (CFs),
los cuales son compuestos organicos obtenidos de manera sintética por la
cloracion de fenol o la hidrdlisis del clorobenceno en la industria. También pueden
ser intermediarios en la produccion del acido 2,3-diclorofenoxiacetato. Otras
fuentes de generacion directa o indirecta de estos compuestos recalcitrantes son

la industria del papel y la petroquimica (Young y Cerniglia, 1995).

Estos compuestos constituyen una seria amenaza para la vida en caso de
introducirse de alguna manera al organismo, debido a su alta toxicidad. En el caso
de los clorofenoles (Figura 1), esta toxicidad depende del grado de cloracion asi
como de la posicion de los d&tomos de cloro en relacion con el grupo hidroxilo. Se
ha observado una mayor toxicidad en cloros sustituidos en la posicion 3 -, 4 -y 5 -

gue en aquellos con sustitucion en 2-y 6- (Merck Chemdat, 2005).

La presencia de cloro en su estructura molecular hace a éstos sumamente
resistentes a la biodegradacion, por lo que pueden persistir en el ambiente
(Carucci et al.,, 2008). En condiciones aerobias se ha observado que la tasa de
biodegradacion decrece conforme aumenta el numero de &tomos de cloro
presentes. En la tabla 2, se muestran algunas concentraciones letales de

compuestos fenolicos en diferentes organismos.

Tabla 2. Toxicidad de compuestos fendlicos en diferentes organismos (Merck Chemdat,
2005)

Compuesto TOXICIDAD
P Peces Daphnia Ratas
Fenol - CEsp 10 mg/L/24 h DLsg 317 mg/kg, oral
P. promelas CL 5, 11-13
2-CF mg/L/96 h CEsp 7.4 mg/L/24 h DLso 670 mg/kg, oral
4-CF - CEso 6 mg/L/24 h DLsg 261 mg/kg, oral
P. promelas CL 5,8.2

2,4-CF mg/L/96h CEsp 1.4 mg/L/24 h DLso 580 mg/kg, oral
2,4,6-TCF - CEsg 2.2mg/L/48h DLso 820 mg/kg, oral

Notas: CLso: Concentracion letal, CEsy: Concentracion media maxima efectiva, DLsg:dosis
media letal



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) presenta tablas de valores guia de
sustancias quimicas nocivas en agua potable, donde se encuentran algunos
compuestos fendlicos como: el pentaclorofenol con un valor guia de 9 ug/L; el
2,4,6-triclorofenol con un valor guia de 200 pg/L. Asimismo, presenta tablas de
valores de sustancias en agua potable que pueden causar dafios a los
consumidores, en las que se encuentran el 2-clorofenol en un intervalo de 0.1-10
Mg/l y el 2,4-diclorofenol en un intervalo de 0.3-40 pg/L (OMS, 1996). En 1999 la
EPA publico en su Registro Federal once fenoles sustituidos considerandolos
peligrosos para la salud humana y les asigna una concentracion maxima admisible
en agua potable en un intervalo de 60-400 pg/L en relacion con su grado de

toxicidad.

2.3 4-Clorofenol

El 4-clorofenol (4CF) puede ser originado en procesos de cloracion de aguas
residuales que contengan fenol, durante la cloracion para blanquear la pulpa para
la fabricacion de papel y de la ruptura de herbicidas fenolicos como por ejemplo el
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Pritchard et al., 1987). El 4CF es también
un producto de la degradacion anaerobia de los fenoles mas altamente clorados
como el pentaclorofenol, que son utilizados intensivamente en el tratamiento de
madera (Madsen et al., 1992).

Se han desarrollado varios métodos fisico-quimicos para la remocién de CFs,
tales como la adsorcion y el intercambio idnico, generalmente usados en fase
sélida, lo cual requiere una mayor mineralizacion por oxidacion quimica o
biol6gica. La oxidacion quimica es un método rapido pero en muchas ocasiones
se producen compuestos intermediarios indeseables de dificil degradacién,
ademas de ser costoso (Movahedyan et al., 2008).

La biodegradacion de CFs es mas especifica y relativamente menos costosa, los
procesos anaerobios y aerobios se han utilizado como tratamiento de aguas
residuales para la remocion de estos compuestos, se ha mostrado que numerosas

bacterias son capaces de degradar clorofenoles (Jiang et al., 2004; Carucci et al.,



2008). El proceso anaerobio puede degradar eficientemente los CFs mas
sustituidos, sin embargo se ha detectado que durante la remocién pueden
acumularse compuestos menos clorados, tal como 4CF (Garibay-Origel et al.,
2005, Estrada-Vazquez, 2003) por lo que en muchos de los casos es necesario
acoplarlo a un proceso aerobio, donde la degradaciéon de CF’s con 2 0 menos
atomos de cloro en la molécula es més eficaz (por ejemplo en 4CF), donde a la
vez se observa una remocion completa sin aparicion de intermediarios (Noyola,
2004).

Para el caso del 4CF, la ruta propuesta de biodegradacion (Figura 2) consiste en
una monooxigenacion para formar clorocatecol seguida de una ruptura del anillo
orto obteniéndose &cido cloromuconico, una lactonizacion con la pérdida de cloro
provoca la subsiguiente degradacion del compuesto (Commandeur y Parsons,
1990).

El 4CF es resistente a la biodegradacion debido a que los atomos de cloro
interfieren con la accidon de muchas oxigenasas, las cuales normalmente inician la
degradacion de los anillos aromaticos (Copley, 1997). La biodegradacién del 4CF
se ha visto favorecida mediante una aclimatacion previa de los microorganismos al
toxico en cuestion, en este periodo se espera la induccion del metabolismo para la
produccion de enzimas que permitan a los microorganismos utilizar como fuente
de energia el sustrato a degradar, en este caso el clorofenol y con ello hacer una
seleccion y multiplicacién de los mismos (Moreno-Andrade y Buitrén, 2004).

Los periodos de aclimatacion puede tardar varias horas o hasta dias; Moreno-
Andrade y Buitrén (2004) estudiaron la influencia de la aclimatacién sobre la
degradacion del 4CF en un reactor discontinuo secuencial (SBR por sus siglas en
ingles), la previa aclimatacion redujo los tiempos de degradacion sugiriendo una
mayor afinidad de la comunidad bacteriana al 4CF, haciendo mas eficiente el

proceso de remocién.
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Figura 2. Ruta propuesta para la degradacion del 4-Clorofenol. Fuente: Commandeur y
Parsons (1990).

El conocimiento de los diferentes tipos de bacterias, asi como también de sus
metabolismos es una de las bases para el uso de biorreactores tales como el

SBR, el cual se describe a continuacion.



2.4 Reactor Discontinuo Secuencial

Para disminuir el efecto las variaciones en cuanto flujo y concentracion de
sustancias toxicas en el agua residual, se ha propuesto el uso de reactores
discontinuos secuenciales (SBR), cuyo funcionamiento se basa en la alimentacion
y vaciado ciclico (Figura 3). Usualmente los biorreactores SBR operan bajo cinco

fases bien definidas (Grady et al., 1999) que son:

Llenado, consiste en la adicion del sustrato (agua residual bruta o efluente

primario) al reactor,

e Reaccion, en esta fase se completan las reacciones iniciadas durante el
llenado. El licor mezclado se airea por un tiempo especifico para asegurar
el contacto de los microorganismos con el sustrato, hasta alcanzar el
efluente con las caracteristicas deseadas,

e Sedimentacion, la aireacion es detenida y los sélidos se sedimentan en el
fondo del tanque. El objetivo de esta fase es permitir la separacion de
sélidos, para conseguir un sobrenadante clarificado como efluente.

e Vaciado, el propoésito de esta fase es la extraccién del agua clarificada del
reactor,

e Tiempo muerto, corresponde al intervalo de tiempo entre el vaciado y el

comienzo de la fase de llenado.

El uso de este sistema representa varias ventajas tanto técnicas como
econdémicas, dentro de las cuales podemos encontrar la disminucion de espacio ya
gue todo el proceso se realiza en un mismo contenedor, se puede ajustar la
operacion en cualquier momento solo modificando el formato del ciclo, el llenado

puede ser de manera continua o discontinua.

A pesar de las ventajas de los mismos, aun existe pérdida de biomasa debido al
crecimiento disperso de los microorganismos que son poco sedimentables como

es el caso de algunas plantas de tratamiento (Pavan et al., 2007). Esto provoca
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una operacion deficiente del sistema, resultando en la baja eficiencia de remocién

de la materia organica y una mala calidad del efluente.

g
7 Gk

Adicion de
Sustrato \

FASE !.-A:Tn\h:m pea— REACCION —
Purga de lodos op LY ] .
C .
—1 » o ! 0: SR (1t

m—  VACIADO p— pu 55D ME\JTACIC] —

Efluente —] l Clarificacién

—

Figura 3. Fases de operacion de un SBR.

2.5 Granulacién Aerobia

La granulaciéon microbiana es un proceso de auto-inmovilizacion celular, en el cual
estan involucrados procesos bioldgicos, fisicos y quimicos. Los granulos aerobios
son agregados microbianos, de estructura compacta, biolégicamente eficientes,
con amplia diversidad de especies microbianas, de gran tamafo, faciles para
retener en los biorreactores debido a su excelente sedimentacion. Presentan una
alta tolerancia a la toxicidad, lo cual resulta una técnica prometedora para el

tratamiento de aguas residuales toxicas (Adav et al., 2008).

Los reactores SBR han demostrado ser una tecnologia eficiente para el desarrollo
de los granulos aerobios (Liu y Tay, 2002). El cultivo de granulos aerobios en

reactores discontinuos secuenciales ha sido promovida para ser aplicada en el
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tratamiento de aguas residuales de varias industrias tal como la cervecera

(Schwarzenbeck et al., 2004) y la de procesos de la soya (Su y Yu, 2005).

El crecimiento de los granulos aerobios es considerado como un caso especial de
desarrollo de biopeliculas. De hecho, la granulacion aerobia puede ser definida
como la aglomeracion de células para formar una asociacion multicelular estable

bajo distintas condiciones (Valera, 2006).

El lodo granular se caracteriza por una estructura compacta, amplia variedad de
especies microbianas, excelente capacidad de sedimentacién, alta retencion de
biomasa, habilidad para resistir altas cargas organicas y tolerancia a la toxicidad
(Morgenroth et al., 1997; Beun et al., 1999; Tay et al., 2001; Yang et al., 2003; Liu
y Tay, 2002; Adav et al., 2007).

La causa y el mecanismo de granulacion aerobia aun no es entendido en su
totalidad, pero los factores mas importantes han sido descritos en la literatura. Se
ha observado que para formar los granulos esféricos y compactos, la conversion
del sustrato biodegradable en sustancias de almacenado intracelular debe ocurrir
rapidamente en el reactor. Se ha reportado la granulacion espontanea debido a la
aplicacion de tiempos muy rapidos de llenado (Mc Swain et al., 2004). Asi mismo,
se ha descrito la formacion de granulos debido a la exposicion de la biomasa a
régimen de alimentacién-ayuno, lo cual se puede aplicar facilmente en los SBR
(de Kreuk y van Loosdrecht, 2004). Ademas, se han utilizado tiempos cortos de
sedimentacién, ejerciendo una seleccion de floculos y granulos con mayor
velocidad de sedimentacion, forzando la eliminacién de fléculos menos densos y
de microorganismos suspendidos (Beun et al., 2002).

Para la formacion de granulos a partir de bacterias en suspension, numerosas
condiciones deben de ocurrir asi como la accion de diferentes fuerzas. A partir de
estudios previos, Liu y Tay (2002) propusieron un modelo generalizado para el

proceso de granulacion, descrito en cuatro pasos:
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1. El movimiento fisico para iniciar el contacto bacteria-bacteria. Las fuerzas que
participan son: la fuerza hidrodindmica, la fuerza de difusion, la fuerza de
gravedad, las fuerzas termodindmicas (e.g. el movimiento browniano) y la

movilidad celular, ya sea mediante flagelos o cilios.

2. Las primeras fuerzas de atraccion para mantener estables los contactos
multicelulares, las cuales son: fisicas (Van der Waals, atraccion de carga
opuesta, fuerzas termodindmicas e hidrofobicidad); quimicas (puentes de
hidrogeno, formacién de pares ionicos, formacion de tripletes idnicos y enlaces
interparticulares) y fuerzas bioquimicas (deshidratacion de la superficie celular
y la fusion de la membrana celular).

Cabe sefalar que la hidrofobicidad de la superficie bacteriana juega un papel
importante durante la formacién de biopeliculas y granulos tanto aerobios como
anaerobios. De acuerdo con la teoria de la termodinamica, el aumento de la
hidrofobicidad puede causar una disminucion de la energia libre de Gibbs de la
superficie celular, favoreciendo la interaccion célula-célula y actuando como

una fuerza impulsora para la auto-agregacion bacteriana.

3. Fuerzas microbianas para la adhesion bacteriana o maduracién de los
agregados, tales como: la produccion de exo-polimeros, el crecimiento celular
en grupos, cambios metabdlicos y la competencia genética inducida por el
medio ambiente, que facilitan la interaccion célula-célula, y resulta en una

estructura altamente organizada.

4. La estructura tridimensional estable de los granulos microbianos es moldeada
por fuerzas hidrodinamicas de corte. La forma externa y el tamafio de los
granulos estara determinado por la interaccion entre la fuerza de corte y los

granulos, las especies microbianas y la tasa de carga de sustrato.

Con base en el modelo propuesto por Liu y Tay (2002), podemos ver que existen

varios factores que pueden estar involucrados durante el proceso de granulacion,



los cuales estaran determinados por las condiciones del medio y por los

microorganismos presentes en el mismo.

La formacion de granulos aerobios se entiende como un proceso gradual, esto ha
sido comprobado mediante el uso técnicas microscopicas y analisis de imagenes
(Beun et al., 1999; Weber et al., 2007). A partir de un inéculo de lodos activados,
el cual se caracterizaba por una estructura dispersa, esponjosa e irregular con
abundantes organismos filamentosos, Tay et al. (2001a) observaron al cabo de
una semana, la formacion de pequefos agregados, los cuales evolucionaron hasta
convertirse en un lodo granular compacto, madurando finalmente en granulos

aerobios con un tamafo promedio de 0.25 mm.

En cuanto a la participacion de los microorganismos durante la formacion de los
granulos aerobios, Weber et al. (2007), siguieron el proceso mediante microscopio
optico y por Microscopio Electrénico de Barrido (SEM sus siglas en inglés). Este
analisis revel6 la importancia de la interaccion entre protozoarios y bacterias

durante la granulacion aerobia, la cual se puede dividir en tres fases.

Fase 1. Los protozoos ciliados pululantes de la subclase Peritrichia se asentaron
en los fléculos presentes en los lodos activados (Figura 4A). Posteriormente,
proliferaron hasta formar grandes colonias, en tanto, los pedunculos o tallos eran
colonizados por bacterias (Figura 4B). Después de unos dias, la superficie de los
floculos fue cubierta por varios cientos de células ciliadas en forma de arbol,
colonias caracteristicas de los géneros Opercularia y Epistylis.

Durante la fase 2, pudo observarse floculos condensados y un enorme crecimiento
de ceélulas ciliadas (Figura 4C). Durante la formacion de estos floculos
voluminosos, la zona central estaba predominantemente formada por restos de
pedunculos y bacterias. Estos pedunculos sirven como "columna vertebral" para el
desarrollo de los granulos, ya que son utilizados por las bacterias como sustrato
de fijacion y crecimiento. Los agregados condensados fueron considerados como

precursores de granulos.
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Posteriormente, con el inicio de la fase 3, los zooides (cuerpos celulares) de los
ciliados fueron embebidos por bacterias en una biopelicula en expansion, para
después de un tiempo ser completamente cubiertos. La mayoria de los ciliados
muere durante este proceso. Algunas células de ciliados, se desprenden de la
biopelicula para escapar de la decadencia (Figura 4D). Asi finalmente, se forman
granulos bacterianos lisos y compactos (Figura 4E).

Sin embargo, estos granulos maduros son colonizados paso a paso por ciliados
sobrevivientes (Figura 4E), que a su vez forman tallos nuevos y colonias, los
cuales posteriormente seran utlizados como sustrato para el crecimiento
bacteriano. El tamafio de los granulos puede alcanzar un estado estacionario

debido a la abrasion, lavado, y la flotacion de granulos.

Un proceso similar al anterior se pudo observar en presencia de los hongos en las
muestras de lodo. Comparado con el proceso ciliado anterior, la formacion de
granulos, mediante las hifas de los hongos como “columna vertebral”, no dio lugar
a la lisis observada en la fase 2, ni a una recolonizacion de las superficies de los
granulos en la fase 3. En cambio, esporas germinadas de hongos en los fl6culos
crecieron rapidamente y de forma continua. Las bacterias utilizaron las hifas, al
igual que los tallos de ciliados, como un sustrato para crecer, pero nunca fueron

completamente cubiertas (Weber et al., 2007).

El que ocurra la granulacion mediada por ciliado u hongos dependera de la
abundancia de los mismos; en cuanto al tamafio, compactacion, sedimentabilidad
y composiciéon microbiana de los granulos dependera del tipo de agua residual y la
operacion del reactor.
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Figura 4. Desarrollo de granulos mediante ciliados. A) Fase 1, formacién de floculos.
Ciliados sedimentados junto con otros organismos y particulas. B). Crecimiento de
ciliados (e.g. Epistylis sp.) las flechas indican el inicio de la colonizacion por bacterias. C)
Fase 2, crecimiento del granulo y desarrollo de la zona central. La flecha marca zooides
translucidos de la colonia de ciliados y los restos celulares de los ciliados actian como
“columna vertebral”. D) Fase 3. Granulo “maduro”. Granulos compactos se han formado,
los cuales pueden servir como sustrato de fijacion para ciliados. E) Asentamiento de
colonias de ciliados en la superficie del granulo. Modificado de Weber et al., 2007.

2.5.1 Factores que afectan la granulacion aerobia

Existen varios factores que afectan la formacién y el mantenimiento de granulos
aerobios en procesos de tratamiento de aguas residuales entre los que se han
mencionado en la literatura se encuentran: el tipo de sustrato, régimen

abundancia-ayuno, oxigeno disuelto y el tiempo de sedimentacion.
2.5.1.1 Tipo de sustrato

En el caso de granulacion aerobia, la evidencia experimental indica que la
granulacién parece ser insensible a la naturaleza de la fuente de sustrato de

carbono; por ejemplo, han sido cultivados granulos aerobios con éxito con una
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amplia variedad de sustratos, incluyendo glucosa, acetato, etanol, fenol, y las
aguas residuales sintéticas, lo cual facilita su aplicacion en diferentes tipos de
tratamientos de aguas residuales (Morgenroth et al., 1997; Tay et al., 2001; Jiang
et al., 2002; Adav et al. 2008).

Sin embargo, la microestructura y la diversidad de especies microbianas se ha
relacionado con la fuente de carbono. Evidencia de esto es el trabajo de Tay et al.
(2001), los cuales cultivaron granulos aerobios en dos reactores SBR alimentados
en un caso con glucosa y acetato en otro, como Unica fuente de carbono. El
inoculo utilizado presentaba estructura irregular y suelta, dominado por bacterias
filamentosas. Al cabo de una semana de operacion de los SBR, los granulos
aerobios alimentados con acetato presentaron una estructura compacta; sin
embargo en el reactor alimentado con glucosa la estructura predominante fue
esponjosa, debido a la presencia de bacterias filamentosas durante toda la
operacion del reactor. Las observaciones a través de SEM, revelaron que los
granulos aerobios alimentados con glucosa tenian efectivamente una superficie
exterior filamentosa, mientras que los granulos alimentados con acetato estaban
conformados predominantemente por bacterias de forma esférica y con uniones

mas estrechas.

Wang et al. (2005) también realizaron experimentos con diferentes fuentes de
carbono como sustrato, llegando a la conclusién de que el uso de sacarosa como
Unica fuente de carbono producia inestabilidad en el lodo granular debido a la
proliferacion de hongos. Al usar una mezcla de acetato y sacarosa, se logré un
buen crecimiento de los granulos y la proliferacion de hongos disminuyd. En 1999,
Wang et al. demostraron que una alta concentracion de carbohidratos con baja
concentracion de oxigeno disuelto en el medio también favorecia el crecimiento de
hongos y en general de bacterias filamentosas, desestabilizando la operacién del

sistema.
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2.5.1.2 Régimen Abundancia-Ayuno

Durante el periodo de reaccion en el SBR podemos destacar dos fases: una fase
de degradacion en la que se agota el sustrato, seguido por una fase de ayuno
aerobio en la que el sustrato externo ya no esta disponible. Por lo tanto, los
microorganismos en el SBR son sometidos a un periodo de abundancia y
posteriormente a un periodo de ausencia de sustrato, llamado ayuno periddico
(Tay et al. 2001).

Bajo condiciones periédicas de abundancias-ayunos, las bacterias se hacen mas
hidrofébicas y una hidrofobicidad alta a su vez facilita la agregacion microbiana
(Tay et al.,, 2001, Liu et al., 2004). McSwain et al. (2004) desarrollaron una
estrategia de operacion para mejorar la granulacion mediante alimentacion
intermitente, i.e. diferentes tiempos de llenado fueron aplicados a reactores SBR,
resultando en diferentes grados de abundancia-ayuno para los microorganismos.
La formacién de granulos aerobios compactos y densos fue favorecida por
periodos prolongados de saciedad-ayuno asi como la alimentacion en pulsos. Sin
embargo, hasta ahora no hay evidencia experimental sélida para demostrar que
los periodos de ayunos actien como fuerza inductora de la granulacion aerobia en
SBR’s.

2.5.1.3 Oxigeno Disuelto

El oxigeno disuelto (OD) es un importante parametro en la operacién de sistemas
de tratamiento aerobio de aguas residuales. Los granulos aerobios pueden
formarse en una concentracion de oxigeno bajo (0.7-1.0 mg/L) en un SBR (Peng
et al., 1999), mientras que los estudios muestran que también se puede desarrollar
con éxito en concentraciones de OD de 6.2 mg/L (Yang et al., 2003; Qin et al.,
2004a). Beun et al. (2002) observaron que durante el periodo en que estaba
disponible el sustrato, el oxigeno disuelto se consumia rapidamente y descendia

hasta el 75% de saturacion de oxigeno, mientras que en la etapa en que el
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sustrato escaseaba tras haber sido consumido por los microorganismos (periodo
de ayuno), el porcentaje de saturacidbn de oxigeno era cercano al 100%. El
oxigeno disuelto se incrementaba bruscamente durante la transicion de
abundancia a ayuno. Ademas, observaron que un descenso prolongado del 50%
de OD produce rupturas en los granulos aerobios formados. Por lo cual se puede
concluir que si es mantenida una aireacion suficiente, la concentracion de oxigeno

no es un parametro decisivo en la granulacion aerobia.

2.5.1.4 Tiempo de sedimentacion

En el SBR, las aguas residuales son tratadas en ciclos sucesivos con duracion de
algunas horas cada uno. Al final de cada ciclo, la sedimentacion de la biomasa
ocurre antes de que el efluente sea drenado. Los microorganismos que no puedan
establecerse en un tiempo dado de sedimentacion podrian ser lavados del reactor.
Por lo tanto, este tiempo ejercera una presién de seleccion hidraulica en la
comunidad microbiana. Qin et al. (2004a, b) estudiaron el efecto del tiempo de
sedimentacién en la granulacion aerobia en reactores SBR disefiados con un
orificio de descarga fijo situado a una altura de 0.63 m, y encontraron que los
granulos aerobios se cultivaron con éxito y se convirtieron en la biomasa
dominante del SBR operado en tiempo de menos de 5 minutos de sedimentacion.
Sin embargo, cuando el tiempo de sedimentacion fue largo, se observd una

mezcla de granulos aerobios y lodos en suspension.

En la investigacion de granulacion aerobia, se han establecido comunmente
tiempos de sedimentacion para mejorar la granulacién aerobia en el SBR (Jiang et
al.,, 2002; Yang et al.,, 2003; Wang et al., 2004). De hecho, tiempos largos de
sedimentacion, forman fléculos con pobre capacidad de sedimentacion los cuales
pueden ser eliminados del reactor, y también en caso de mantenerse en el reactor,
competir con los microorganismos formadores de granulos. Esto parece indicar

gue los granulos aerobios se pueden formar sélo en tiempos cortos por debajo del
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nivel critico, por lo que, el tiempo de sedimentacién es un factor decisivo en la

formacién de granulos aerobios en SBR.

2.5.2 Diversidad y estructura microbiana de los granulos aerobios

Los sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas residuales son ecosistemas
complejos en los que ocurren multiples interacciones, que pueden explicarse con
modelos ecoldgicos clasicos (Figuerola y Erijman, 2007). Las comunidades
microbianas en las plantas de tratamiento son diversas, producto de las
interacciones con los recursos disponibles, con sus competidores y depredadores.
La inmensa diversidad genética y metabdlica que poseen los microorganismos les
permite catalizar las transformaciones indispensables para la degradacion de casi

todos los contaminantes organicos conocidos (Erijman et al., 2011).

La estructura de la comunidad y su funcién en los granulos aerobios ha sido un
tema de reciente interés donde la distribucion espacial de microorganismos dentro
de granulos aerobios ha sido visualizada en secciones delgadas de granulos
utilizando diferentes sondas de oligonucle6tidos, fluorocromos especificos y
microscopia confocal laser de barrido (CLSM, por sus siglas en inglés) (Tay et al.,
2002, Lemaire et al., 2008).

Mediante la combinacion de las técnicas de Hibridacion fluorescente in situ (FISH,
por sus siglas en inglés) y CLSM, Tay et al. (2002) identificaron la presencia de
Nitrosomonas spp., bacteria aerobia obligada amonio-oxidante, en la capa aerobia
de granulos de un proceso de nitrificacién-desnitrificacion. Esta capa comprende
una profundidad de 70-100 um desde la superficie del granulo. Condiciones
aerobias en el interior del granulo se mantuvieron probablemente por el transporte
de oxigeno a través de canales y poros detectados en los granulos. Los valores de
porosidad alcanzaron un méaximo de 300-500 um de profundidad desde la

superficie del granulo.
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En la capa anaerobia en el granulo de crecimiento aerobio fue detectada la
presencia de Bacteroides spp. bacterias anaerobias obligadas. Esta capa estaba
situada a una profundidad de 800 a 900 um de la superficie del granulo. La capa
de bacterias anaerobias fue seguida por otra capa de células microbianas muertas
a una profundidad de 800-1000 um desde la superficie del granulo. Se determiné
que existe anaerobiosis y muerte celular en el interior del granulo provocado
posiblemente por la formacién de “tapones” de polisacaridos en los canales y
poros. Estos “tapones” disminuyen la tasa de transferencia de masa de nutrientes

y metabolitos (Tay et al., 2002).

Lemaire et al. (2008), analizaron granulos aerobios menores a 500 um de
diametro, identificando Accumulibacter spp. como dominante en la regién
superficial y hasta una profundidad de 200 um de los granulos, mientras que
Competibacter spp., domind la zona central del granulo. La estratificacion de estas
dos poblaciones entre la parte exterior aerobia e interior andxica de los granulos

fue altamente significativa (P <0.003).

2.5.2.1 Diversidad microbiana de los granulos aerobios

La abundancia relativa y la estructura de la comunidad bacteriana de los grupos
funcionales en granulos aerobios ha sido estudiada usando diversas técnicas de
microbiologia clasica (aislamiento e identificacion morfolégica) y de biotecnologia
molecular, principalmente basados en la secuenciacion de genes 16S rRNA (Adav
et al., 2010; Jiang et al.,, 2004). La diversidad microbiana de granulos aerobios
esta estrechamente relacionada con la composicion del medio de cultivo en el que

se desarrollan y la estructuran los granulos aerobios (Liu y Tay, 2004).

Se han identificado bacterias heterotrofas, nitrificantes, desnitrificantes,
acumuladoras de fésforo (PAO) y glucdgeno (GAO), hongos en granulos aerobios
desarrollados bajo diferentes condiciones (Jang et al., 2003; Lin et al., 2003; Liu et

al., 2003; Lemaire et al., 2008). Whiteley y Bailey (2000) estudiaron la poblacién
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bacteriana en compartimientos especificos de una planta de tratamiento de lodos
activados degradando aguas con fenol, encontraron que estaba dominada por
bacterias pertenecientes a la clase B-proteobacteria y y-proteobacteria. Jiang et al.
(2004) identificaron diez aislados de granulos maduros alimentados con fenol, de
los cuales seis pertenecieron a la clase B-proteobacteria, uno a y-proteobacteria y
tres gram-positivas con altos contenidos de G+C.

Adav et al. (2008) aislaron nueve cepas (I11-19) de granulos aerobios degradadores
de fenol, basados en la morfologia de las colonias, color y forma. Su afiliacion se
determind mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA. Las cepas fueron
agrupadas en los siguientes grupos taxondémicos Eubacteria, Ascomycetes,
Enterobacteria y y-Proteobacteria, esta ultima fue dominante en los granulos
aerobios. Todos los aislados excepto el 13, exhibieron alta capacidad degradadora
de fenol. 11 y 15 presentaron un rapido crecimiento a 500 mg fenol /L.
Adicionalmente, 12, 16, y I8 presentaron gran capacidad de auto-agregacion.

Mediante analisis de tincion de Gram y Neisser asi como FISH, se ha encontrado
que la mayoria de las bacterias filamentosas en granulos aerobios cultivados a
partir de lodos activados de la industria cervecera pertenecian al género Thiothrix

0 a Sphaerotilu natans (Weber et al., 2007).

Juang et al. (2009) estudiaron la estructura de la comunidad microbiana en un
biorreactor aerobio granular con membrana a altas cargas organicas. Demostraron
la dominancia de la comunidad microbiana desnitrificante, la cual esta afiliada con
miembros de las familias Comamonadaceae y Alcaligenaceae, de la clase -

proteobacteria.

A pesar de lo anterior, no existe hasta este momento un conocimiento detallado de
la dinamica poblacional y los cambios en la estabilidad del granulo al ser
sometidos a condiciones de estrés microbiano, las cuales normalmente se

presentan en las plantas de tratamiento de aguas residuales toxicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar si existen cambios en una comunidad bacteriana que degrada 4-
clorofenol durante el proceso de granulacion aerobia en un reactor discontinuo

secuencial.

3.2 Objetivos Particulares

¢ Inducir la formacion de granulos aerobios que degradan 4-clorofenol en un

reactor discontinuo secuencial aerobio

e Evaluar los cambios en la comunidad bacteriana durante la formacion

granulos aerobios por medio de técnicas de biologia molecular.

e Determinar el efecto de la exposicion de granulos aerobios a condiciones
puntuales de estrés microbiano (ayunos y picos de concentracidn) sobre la

actividad microbiana y el tamafio del granulo.
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4. HIPOTESIS

La formacion de granulos aerobios en un reactor discontinuo secuencial producira
diferencias significativas en la presencia de especies bacterianas de la comunidad

y en las caracteristicas de sedimentabilidad de la biomasa.
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5. METODOLOGIA

5.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental contemplé dos fases, en la primera de ellas se estudio
la formacion de los granulos aerobios en un reactor discontinuo secuencial; en
especial se hizo un monitoreo del tamafio de los granulos y los cambios en la
composicion de la comunidad microbiana. Con el conocimiento generado y el
reactor granular operando de manera estable, se procedio a la segunda fase del
proyecto, en la cual se evalud la estabilidad de los granulos bajo condiciones de
estrés (ayunos y picos de concentracion), similares a las que se encontrarian en

una planta de tratamiento de aguas residuales.

5.2 Etapa 1. Formacién y monitoreo del tamafio de los granulos aerobios

En esta etapa se llevo a cabo el arranque de un reactor operado de forma SBR
para la formacion de granulos aerobios. Uno de los principales objetivos fue la
aclimatacién de los microorganismos al 4CF para su subsecuente degradacion,
posteriormente se dio paso a la fase de granulacion en donde se evaluaron los
cambios en el tamafio de los granulos asi como en la composicion de la

comunidad bacteriana.

5.2.1 Arranque y operacion del biorreactor

El montaje del biorreactor se realizO en el Laboratorio de Investigacion en
Procesos Avanzados para el Tratamiento de Aguas de la Unidad Académica del

Instituto de Ingenieria, en Juriquilla, Querétaro.

Se empleo un biorreactor con capacidad de 7 L y volumen util de 6 L, el volumen
de intercambio fue de 50%. El flujo de aire empleado fue de 1 L/min (fuerza de
corte de 0.23 cm/s) y la temperatura se mantuvo controlada a 20°C dentro del

reactor a través de la recirculacion de agua con un calentador, que se equip6 con
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un sensor en linea de oxigeno disuelto y temperatura Hendress+Hauser Modelo
COS41 el cual cuenta con un transmisor (Liquisys-M COM223-DX1105). Los flujos
de entrada y salida se controlaron mediante el uso de bombas peristélticas
(Masterflex, 200 rpm) (Figura 5).

Figura 5. Reactor aerobio SBR automatizado. Reactor (1), bomba de llenado (2), bomba
de vaciado (3), controlador de flujo masico (4), termdémetro (5), oximetro (6), calentador
(7) ordenador (8), interfase (9)

El SBR operd bajo los siguientes tiempos en cada etapa: pre-aeracion: 15 min;
llenado: 5 min; reaccién, variable dependiendo del tiempo necesario para
conseguir una eficiencia de remocién de 4CF de 99%; sedimentacién variable: 60

a 5 min., vaciado: 5min. y un tiempo muerto de 1 min.

El biorreactor fue inoculado con microorganismos provenientes de una planta de
tratamiento de aguas residuales municipales (3600 mg sélidos totales/L). Como
sustrato se empleo agua sintética que incluia como Unica fuente de carbono y
energia el 4CF (Aldrich, pureza = 99.0%) a una concentracion inicial de 50 mg/L;
una vez alcanzado el 99% de degradacion del 4CF se aumento a 100 mg/L. En
ambos casos se agregaron los siguientes nutrientes por cada litro de agua
preparada: 8.5 mg KH,PO,, 10.87 mg Ko;HPQOy4, 25.15 mg Na,HPO4- H,0,
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2.5 mg NH,4CI, 8.67 mg MgS0O,4-7H,0, 36.4 mg CaCl-2H,0, 0.25 mg Fe,Cl3-6H20,
0.036 mg MnSO4:2H,0, 0.057 mg H3BOj;, 0.02 mg ZnSO47H,0, 0.0347 mg
(NH4)6MO7024, 0.055 mL EDTA Yy 0.054 mg FeC|3'6H20.

La aclimatacion de los microorganismos en todos los casos se realiz6 por medio
de la estrategia de tiempos de reaccion variables (y eficiencias fijas) descrita por
Moreno-Andrade y Buitron (2004).

5.3 Etapa 2. Estabilidad de los granulos aerobios bajo condiciones de estrés

En esta etapa se determinaron los cambios en la biomasa granular durante la
operacion estable del biorreactor bajo condiciones de estrés microbiano, en este
caso ayunos prolongados y picos de concentracion tal como ocurre en una planta

de tratamiento.

5.3.1 Periodos de ayuno

Una vez que el reactor degradoé el 4CF de manera estable (298%) y concluida la
granulacion, 2.1 L del Licor Mezclado Granular fue colocado en probetas (500 mL)
para ser sometida a condiciones de ayuno de 24, 48, 72, 96 y 120 hrs (Figura 6).
La toma de muestra se realizé una vez terminado el ciclo de degradacién de 4CF y
se corroboré por medio de la técnica de Fenoles Totales que la concentracion

fuese menor a 1 mg/L 4CF.

La biomasa se mantuvo en aireacion durante todo este tiempo, una vez terminado
el ayuno se alimenté con 4CF (100mg/L). Se dio seguimiento a la cinética de
degradacion, la estabilidad de los granulos y la medicion de los parametros fisico-

quimicos.
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5.3.2 Picos de concentracion

La biomasa granular del SBR fue sometida a picos de concentracion de 4CF (200,
400, 600, 800 y 1000 mg/L) entre cada pico se dio un lapso de tiempo hasta que el
reactor operara de manera estable como antes del pico de concentracion. Durante
cada pico de concentracion se dio seguimiento a la cinética de degradacion del
4CF, al final se midi6 la estabilidad de los granulos asi como los parametros fisico-

quimicos.
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Figura 6. Granulos aerobios en periodo de ayuno.

5.4 Técnicas Analiticas

5.4.1 Técnica de Fenoles Totales

La concentracion de 4CF fue medida mediante muestreo y su andlisis fuera de
linea. EI método estandar fotométrico directo para cuantificar las concentraciones
de fenoles totales (APHA, 2005) esta basado en la reaccion de los compuestos
fendlicos con 4-aminoantipirina a pH 7.9 + 0.1 en presencia de ferrocianuro de
potasio para formar un complejo de color que va del amarillo al naranja, el cual
absorbe a una longitud de onda de 500 nm. La concentracion de fenol es
proporcional a la absorbancia, por lo que previamente se realiz6 una curva de

calibracion.
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5.4.2 Sélidos suspendidos volatiles y totales (SSV y SST)

Los solidos suspendidos volatiles y totales (SSV y SST) se determinaron de

acuerdo a Standard Methods ( APHA 2005) por métodos gravimétricos.

5.4.3 indice volumétrico de lodos (IVL)

Esta se realiz6 con la finalidad de evaluar la capacidad de compactacién del lodo.
Es definida como el volumen que ocupa un gramo de lodo después de sedimentar
durante 30 min. Se determino de acuerdo a Standard Methods (APHA, 2005).

5.4.4 Velocidad de sedimentacién (VS)

Indica la rapidez con la que sedimenta un lodo y es expresado en m/h. Se realizo
de acuerdo a Standard Methods (APHA, 2005). Para obtener la VS se empleando

los resultados obtenidos del IVL en la ecuacién 1:
VS= 0.6 (m/At) (1)

Donde m es la pendiente méaxima en el experimento de IVL (cm®min). At es el
area transversal de la probeta (cm?) y 0.6 es el factor de conversién de tiempo y

volumen (minutos a horas y cm a m, 60 min/1 h'y 1 m/100 cm).

5.4.5 Respirometria

Mediante una solucién saturada de oxigeno con nutrientes y sustrato (acetato
[50mg/L] o 4CF [50mg/L]), a la cual se le afiadi6 10ml de los microorganismos de
SBR y se monitoreo la cantidad de oxigeno disuelto en el reactor durante 15
minutos. La tasa especifica de consumo de Oxigeno (TECO) fue determinada por
medio de la pendiente obtenida al graficar la concentracion de oxigeno en funcion
del tiempo y dividida por la concentracion de SSV.
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5.4.6 Coeficiente de integridad.

Para determinar la estabilidad de los granulos aerobios se uso el coeficiente de
integridad de los granulos aerobios (Cl) de acuerdo a lo recomendado por
Ghangrekar et al., (1996). De manera cualitativa el coeficiente de integridad esta

relacionado con la fuerza de los granulos.
5.4.7 Sustancias poliméricas extracelulares

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) se determinaron de acuerdo a Ng
y Hermanowicz (2005) con el fin de establecer su importancia en la formacion del

granulo.

5.4.8 Anadlisis de la estructura del granulo

La estructura del granulo se analiz6 mediante la digitalizacion de imagenes de
muestras obtenidas del reactor, donde se obtuvo el tamafio y forma de los
mismos. El tamafio de granulo se determind por medio del analisis por
microscopia (Leica DM500). La adquisicion de imagenes se realizé por medio de
la cdmara Leica ICC50 (Leica Microsystems). El analisis cuantitativo de las

imagenes se realizé utilizando el software Axiovision 4.8 (Carl Zeiss).

5.5 Biologia Molecular

Durante la operacion del reactor se tomaron muestras de manera periddica de la
biomasa, las cuales permanecieron en congelacion (-20°C) previo a su andlisis. La
extraccion del ADN se realiz6 por medio de UltraClean® Soil DNA Isolation Kit
conforme a lo recomendado por el fabricante. La extraccion fue verificada
mediante gel de agarosa al 1%.

El ADN extraido fue usado como templado para la amplificacion del gen rRNA 16S
via PCR. La mezcla de la reaccién (25 ul) contenia 1 uyl de ADN; el primer
apropiado a 0.5 uM; dATP, dCTP, dCTP and dTT, cada uno a una concentraciéon
de 200 puM; 2.5 mM MgCI; y 1U de DNA Taq polimerasa en el buffer de PCR
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(Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brazil). Los iniciadores especificos para
el gen rRNA 16S fueron 534R (ATT ACC GCG GCT GCT GG) y 46F-GC (CGC
CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAA
CAC ATG CAA GTC). Las condiciones de amplificacion fueron incluyendo el paso
de desnaturalizacion durante 2 min a 94°C seguido de 30 ciclos que consistieron

en 1 min 94°C, 2 min 54 a 72°C y 7 min a 72° C extension final.

Los productos del PCR fueron separados por medio de la técnica DGGE (40% /
60%). Las porciones centrales de las bandas seleccionadas fueron cortadas y los
amplicones extraidos se utilizaron como plantilla para la re-amplificacion, fueron
secuenciadas e identificadas por medio de una busqueda en la base de datos de
RDP (Ribosomal Database Project, Michigan State University).

Se realizé el arbol filogenético usando la aplicacion Tree Builder en RDP. La
construccion del arbol esta basado en el método llamado “weighted neighbour
joining” (Bruno et al., 2000), donde es calculada una matriz de distancia utilizando
un modelo corregido de Jukes Cantor. La cual asume que dos secuencias
divergen, por lo que la probabilidad de una segunda sustitucion de un nucleétido
en cualquier sitio aumenta. Los niveles de confianza de cada rama se calcularon

por bootstrap de 100 matrices generadas al azar.
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6. RESULTADOS

6.1 Aclimatacion de la biomasa

La biomasa fue aclimatada a una concentracion inicial de 4CF de 50 mg/L. Una
vez alcanzada una remocion mayor al 99%, al cabo de 97 h (Figura 7), la

concentracion de 4CF se aument6 en un 100%.

En la Figura 6, se puede observar que la pre-aclimatacion de la biomasa a 4CF
(50 mg/L) favorecié el tiempo de aclimatacion al aumentar la concentracién del

4CF, alcanzando una remocién mayor al 99% en 25 h durante el primer ciclo.

Movahedyan et al., (2008) muestran que un aumento gradual en la concentracion
de 4CF, favorece la aclimatacion de la biomasa, reduciendo el nimero de ciclos
necesarios para obtencion de eficiencias mayores a 99%. En nuestro estudio a
partir del ciclo 132 el valor promedio del tiempo de reaccién necesario para la
remocion mayor al 99% de 4CF fue de 2.5 h.

120 -

—m— Ciclo 1 (50 mg/L)
—o— Ciclo 8 (100 mg/L)
—a— Ciclo 132 (100 mg/L)

100

4CF mgl/L

0 T T T T T

0 20 40 60 80 100
Tiempo, h

Figura 7. Cinéticas de degradacion de 4CF durante la fase de aclimatacion de la biomasa
a 50 mg/L y 100 mg/L.
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6.2 Parametros operacionales del SBR

El biorreactor fue operado durante 1323 ciclos de degradacion. Tomando en
cuenta todos los datos de operacién del reactor se obtuvieron eficiencias de
93+£12%. Sin embargo, en importante puntualizar que esta eficiencia fue menor a
90% durante algunos ciclos en el periodo de aclimatacion, debido a los ajustes en
el tiempo de reaccion. La eficiencia de remocion del biorreactor después de la
aclimatacion fue de 99+0.8% (Figura 8). Para la formacién de los granulos
aerobios, se realiz6 la disminucién gradual del tiempo establecido para la fase de
sedimentacion en el SBR, el cual fue empleado como estrategia para la obtencion
de una biomasa granular (Beun et al., 2002). Esta estrategia consiste en la
eliminaciéon de fléculos menos densos y de microorganismos suspendidos, la
disminucién del tiempo se realiz6 de manera puntual una vez que el reactor
operaba de manera estable (Figura 8). Por lo que la pérdida de biomasa en el
reactor afect6 la eficiencia de remocion de 4CF, sin embargo, esta fue recuperada

al cabo de un tiempo.
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Figura 8. Eficiencias obtenidas en la degradacion de 4CF durante la operacion del reactor.
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Con respecto a la cantidad de biomasa presente en el reactor los SST y SSV,
fueron disminuyendo significativamente con respecto al inoculo (3.60 g/L SST y
3.5 g/L SSV). El valor promedio fue de 1.77 £ 0.73 g/L y 1.73 £ 0.78 g/L para SST

y SSV, respectivamente durante toda la operacion del reactor (Figura 9).

En cuanto a la sedimentabilidad y la compactacién de lodos, usualmente son
cuantificadas mediante el IVL. En general, valores menores a 80 mL/g se
considera una excelente sedimentabilidad y compactacién del lodo, en tanto,
valores mayores a 150 mL/g son considerados con pobre sedimentabilidad y un
lodo esponjoso debido a la presencia de bacterias filamentosas (Ng, 2005). En
nuestro estudio, los valores de IVL se redujeron de 141 mL/g SSV (in6culo) hasta
20 mL/g SSV debido a la formacién de granulos aerobios (Figura 10). Los valores
reportados en la literatura varian de entre 30 y 60 mL/g SSV en el tratamiento de
aguas industriales (Schwarzenbeck et al., 2004; Schwarzenbeck y Wilderer, 2005;
Val del Rio et al., 2012), por lo que los granulos obtenidos en este estudio

presentan una excelente sedimentabilidad y compactacion.

Aclimatacion Granulacion Experimentos: ayunosy
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2 37 |
> e
= 2.5 :
[9)] '
02 |
> |
h 15 :
0 B
11 i
0.5 - i

O T T T : T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
No. de ciclo

Figura 9. Fluctuaciones de los SST y SSV durante la operacion del reactor.
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La velocidad de sedimentacion inicial fue 0.6 m/h, una vez granulada la biomasa
del reactor se alcanzaron valores significativamente mayores al inoculo que
variaron de 9.6 m/h hasta un maximo de 11.8 m/h. Se sabe que velocidades altas
de sedimentacion incrementan la retencion de la biomasa y subsecuentemente la
capacidad de degradacion (Adav et al., 2008). Esto coincide con la concentracion
de sdlidos suspendidos totales en el efluente el cual fue de 30 mg/L ademés de

que una vez estable el reactor, alcanzaron eficiencias mayores al 99%.
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Figura 10. Comportamiento del IVL y VS durante la operacion del reactor.

Los granulos aerobios obtenidos presentaron un diametro promedio de 0.62 + 0.16
mm, estos resultados son similares a los obtenidos por Jiang et al., 2002, donde el
80 % del volumen de los granulos capaces de degradar fenol midieron entre 0.35
mm y 0.6mm. Se han obtenido granulos aerobios de mayor tamafio usando
sustratos de facil asimilacion, tales como el acetato de sodio y la glucosa (Tay et
al., 2001).

En el caso de la tasa especifica de degradaciéon (gq) del sustrato, esta fue
aumentando debido a la aclimatacion. En el ciclo 1, la q fue de 0.29
mg4CF/gSSV/h y en el ciclo 8 aument6é a 5.66 mg4CF/gSSV/h. Una vez que la
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biomasa fue aclimatada (a partir del ciclo 34), durante el resto de la operacion del
biorreactor, la tasa de degradacion fue de 51 + 24 mg4CF/gSSV/h. Esto coincide
por lo reportado en trabajos previos por Moreno-Andrade y Buitron (2004).

6.3 Comunidad microbiana durante la operacion del biorreactor

Durante el proceso de aclimatacion y granulacion se tomaron muestras de la
biomasa del reactor para hacer el seguimiento de los cambios en la estructura de

la comunidad microbiana.

Una vez extraido el ADN total del in6culo y del reactor a diferentes tiempos
(arranque del reactor y en los ciclos: 24, 201, 403, 578, 747 y 1320), los
fragmentos del ADN 16S fueron amplificados y analizados mediante DGGE. Las
bandas representativas fueron cortadas, posteriormente secuenciadas para su

identificacion.

El patrén de bandas del DGGE (Figura 11) indica que la estructura de la
comunidad microbiana es dinamica durante el proceso de aclimatacién al igual

gue durante la granulacion de la biomasa.

Tomando en cuenta el nimero de bandas individuales presentes en el DGGE, se
puede observar que existe una mayor diversidad en el inoculo (= 35), las cuales
fueron disminuyendo conforme aumentaba el tiempo de operacion del reactor
(=17). Indicando una seleccion de los microorganismos capaces de degradar 4CF

y su permanencia durante la formacion de granulos aerobios.

Como se puede observar en la Figura 11, algunas bandas permanecieron
constantes durante toda la operacion del reactor con menor o mayor intensidad
(Banda 2, 19 y 29) sugiriendo un papel importante en la degradacion del 4CF y
posiblemente en la estabilidad de los granulos aerobios. Algunas otras fueron
aumentando hasta establecerse o ser dominantes, ejemplo de ello son las bandas

27 y 33. Las cuales no presentaron una gran intensidad en la muestra del inoculo,
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conforme avanzo el proceso de granulacidon la presencia de ambas bandas fue
evidente. Por lo que en este caso, la presion de seleccién durante la granulacion
favorecio al establecimiento de la especies asociadas a la banda 27 y 33,
identificadas como Pseudoxanthomonas japonensis (91%) y Haliangium tepidum

(88%), respectivamente.
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Figura 11. Analisis de DGGE durante la operacion del SBR. A: inéculo, B: ciclo 24, C: ciclo
201, D: ciclo 403, E: ciclo 578, F: ciclo 747 y G: ciclo 1320
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La composicion de la comunidad bacteriana en los granulos aerobios
degradadores de 4CF mostré una dominancia del phylum Proteobacteria (Tabla
3), agrupadas mayormente en y-proteobacteria (8) seguido por B-proteobacteria
(3) y O-proteobacteria (1). También se obtuvo un aislado de Acidobacteria, asi
como de TM7. La dominancia del phylum Proteobacteria concuerda con lo
reportado en la literatura tanto para lodos activados como en los granulos aerobios
(Jiang et al., 2004; Juang et al., 2009; Li et al., 2008).

Como se muestra en la Figura 12, el arbol filogenético construido a partir de las
secuencias obtenidas se pueden identificar 3 clusters, destacando los dos
primeros. El primer cluster esta formado por tres secuencias de -proteobacterias
y seis de y-proteobacteria, en este grupo encontramos bacterias desnitrificantes.
De manera especifica encontramos el género Acidovorax, el cual se ha
identificado en lodos activados, granulos aerobios y relacionado con bacterias
formadoras de floculos (Schulze et al.,, 1999; Adav et al., 2010), también
encontramos  bacterias identificadas como Pseudorhodoferax soli vy
Pseudoxanthomonas japonensis, las cuales han sido recientemente aisladas del
suelo y clasificadas en la familias Comamonadaceae y Xanthomonadaceae,
respectivamente (Bruland et al., 2009; Thierry et al., 2004).

De acuerdo con la descripcién de P. japonensis, ésta presenta la propiedad de
crecer en ambientes anoxicos y es capaz de reducir nitrito, por lo que en los
granulos aerobios se ubicaria en el centro de los mismos ya que en esta zona
pueden existir este tipo de ambientes y contribuir en los procesos desnitrificantes.
La presencia de la familia Comamonadaceae y Xanthomonadaceae coincide con
lo observado por Adav et al. (2010), las cuales se distribuyeron entre los 200-250
MM desde la superficie de los granulos aerobios degradadores de nitrito. En cuanto
a la actividad desnitrificadora en granulos aerobios ha sido atribuida a especies

pertenecientes a la familia Comamonadaceae (Juang et al., 2009).
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En el segundo cluster, destaca la presencia Gamma proteobacterium, la cual ha
sido encontrada en el tratamiento de aguas contaminadas con compuestos toxicos
como el nonilfenol. Como se observa en el arbol filogenético esta relacionada con
Pseudomonas, este género ha sido reportado por varios investigadores como
microorganismos especializados en la degradacion de fenoles y clorofenoles como
Unica fuente de carbono y energia (Annachhatre y Gheewala, 1996; Farrell y
Quilty, 2002) por lo que en nuestro caso, es posiblemente que la presencia de

Gamma proteobacterium esté relacionada con la degradacion del 4CF.

Cabe destacar la identificacion de Pseudorhodoferax soli TBEAS,
Pseudoxanthomonas japonensis 12-3 y Lysobacter panaciterrae Gsoil068, en
nuestro estudio debido a que son especies recientemente descritas por lo que no
se tienen datos de su papel en el proceso de tratamiento de aguas residuales.
(Bruland et al., 2009; Thierre et al., 2004; Ten et al., 2009).
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Tabla 3. Microorganismos identificados de las bandas del DGGE.

Secuencia BLAST Clasificacion Taxonémica RDP *
Banda determinada Afiliaciont Cepa Referencia Similitud Afiliacion Taxonémica Similitud
(pb) P (%) (RPD) (%)
. . ATCC . .

2A 373 Bacteroides capillosus 29799 NR_025670 79 Acidobacteria ©) Gp4 100
Pseudoxanthomonas 3 (F)

6 F 404 japonensis 12-3 NR_024660 92 y-proteobacteria Xanthomonadaceae 97

9D 406 Acidovorax defluvii BSB411 NR_026506 97 B-proteobacteria ()  Acidovorax 98

10C 413 Pseudorhodoferax soli TBEA3 NR_044574 96 B-proteobacteria () Pseudorhodoferax 99

13F 400 Pseudorhodoferax soli TBEA3 NR_044574 97 B-proteobacteria () Pseudorhodoferax 94

15 A 352 Caenispirillum bisanense K92 NR_044081 83 ™7 fe’giesnera Incertae 100
Gamma proteobacterium . (F)

19A 415 RIB 1-20 RIB 1-20 NR_044323 93 y-proteobacteria Xanthomonadaceae 97
Pseudoxanthomonas : (F)

19C 383 japonensis 12-3 NR_024660 92 y-proteobacteria Xanthomonadaceae 96

25E 435 Lysobacter panaciterrae Gsoil 068 NR_041368 95 y-proteobacteria  (G) Lysobacter 81
Pseudoxanthomonas . (F)

27E 425 japonensis 12-3 NR_024660 91 y-proteobacteria Xanthomonadaceae 97
Pseudoxanthomonas . (F)

29D 407 japonensis 12-3 NR_024660 92 y-proteobacteria Xanthomonadaceae 99
Pseudoxanthomonas ] (F)

29G 391 japonensis 12-3 NR_024660 93 y-proteobacteria  yanthomonadaceae 93
Pseudoxanthomonas . (F)

32F 403 japonensis 12-3 NR 024660 92 y-proteobacteria Xanthomonadaceae 95

33F 435 Haliangium tepidum SMP-10 NR_024781 88 O-proteobacteria () Kofleria 83

* Usando el programa “classifier” de RDP (http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp), con un minimo de confidencia de 90%. G: genero, F:

familia

" Usando BLASTN 2.2.26 (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219856841?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CV8KDHTJ016
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp
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Figura 12. Arbol Filogenético construido por el método “weighted neighbour-joining”
(Bruno et al., 2000) de los segmentos de 16S ADN secuenciados. Los niveles de
confianza de cada rama se calcularon por bootstrap de 100. La secuencia 16S ADN de
Planktothrix rubescens; BC-Pla 9420, fue usado como grupo externo (aplicacién Tree
Builder en Ribosomal Database Project, Michigan State University). == 0.2 cambios por
posicion de nucleétido.

6.4 Condiciones de estrés
6.4.1 Efecto de periodos de ayuno sobre los granulos aerobios

Una vez granulada toda la biomasa del reactor, los microorganismos fueron
sometidos a distintos periodos de ayuno (24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 h). Los
granulos se mantuvieron con aireacion constante. Una vez terminado el lapso de

tiempo se volvio a alimentar con 4CF (100 mg/L) y se siguié la cinética de
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degradacion mediante un muestreo periddico y procesado posteriormente. Como
se observa en la Figura 13, el tiempo de degradaciéon de 4CF fue mayor en
periodos de ayuno prolongados (= 96 h). A pesar de que la actividad degradadora
en los granulos aerobios fue disminuida, estos mantuvieron la capacidad para
degradar el 4CF. Estudios han demostrado que la actividad inicial de la biomasa
puede ser recuperada como antes del ayuno (Buitrén y Moreno, 2004). En nuestro
caso, el tiempo de degradacion fue disminuyendo conforme aumento el numero de

ciclos de degradacion.
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Figura 13. Cinéticas de degradacion de 4CF por granulos aerobios posterior al periodo de

ayuno.

Tabla 4. Resumen de los parametros operacionales de los reactores correspondientes a
cada periodo de ayuno

Pardmetro Ayuno, h
0 24 48 72 96 120 144 168
IVL (mL/g) 21 10 14 16 15 15 13 10
VS (m/h) 11.83 5.09 340 318 3.18 255 424 424
g, g 4CF/g SSV/h 46.8 44.0 20 178 23 2.3 1.9 1.6
Tiempo de reaccion, h 3 3 7 8 24 26 25 28
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La estructura y forma del granulo no se vio afectada por el ayuno en un periodo de
24 horas (Fig. 13B), al cabo de 96 los granulos fueron disminuyendo en tamafio
(685 + 196, Fig. 13C), hasta 461 + 145 (Fig. 13D) para 168 horas.

Figura 13. Fotografias de los granulos aerobios durante el ayuno. A: 0 h de ayuno, B: 24
h, C: 120h y D: 168 h, == 500 um.

La integridad y la fuerza de los granulos (Figura 10) inferida mediante el
coeficiente de integridad, se ve comprometida a partir de 120 h de ayuno; para
las196 h el CI fue de 12%. Este valor refleja una baja fuerza de los granulos para
mantenerse agregados, esto es corroborado por un alto contenido de soélidos
suspendidos en el efluente (120 mg/L). El coeficiente de integridad se redujo de 92
a 12% debido a los diferentes periodos de ayuno (Fig. 14), lo cual indica que los
granulos pierden la capacidad de permanecer agregados al estar expuestos a

ayunos prolongados.
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Figura 14. Valores del IC (%) de los granulos aerobios posterior al periodo de ayuno.

De acuerdo al grafico, el tamafio de los granulos aerobios, posterior a periodos de
ayuno (Figura 15) podemos ver que existe una tendencia a la disminucion en el
tamafio de los granulos como respuesta al ayuno. Estudios a nivel de colonias asi
como a nivel individuo muestran una disminucion en el tamafio en ambos debido a
periodos cortos de ayuno, ejemplo de esto ultimo es el trabajo realizado por Sanin
et al. (2003), donde sometié una cepa de Pseudomonas, aislada de agua residual,
a un ayuno de fuente de carbono y nitrdgeno durante 4 semanas. Se tomaron
micrografias electrénicas al principio y al final de 16 dias de ayuno. Inicialmente la
cepa de Pseudomonas A, presentaba una forma de baston con dimensiones de
2.5 y 0.6 mm; posterior al periodo de ayuno presenté una forma esférica con un
diametro promedio inferior a 0.6 mm al término de 16 dias. En cuanto al ayuno de
nitrogeno, la hidrofobicidad de la superficie celular fue menor y con ello la
capacidad de agruparse disminuyd. Dado que en nuestro caso el ayuno consistia
en la eliminacién de toda fuente de energia, la presencia de nitrégeno también se
vio afectada, y extrapolando lo encontrado por Sanin et al. (2003), es probable que
la hidrofobicidad de la superficie celular haya disminuido y con ella la capacidad de
agruparse de los granulos aerobios por lo que esto pudo favorecer su

disgregacion, reflejado en la disminucion del coeficiente de integridad (Figura 14).
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Figura 15. Variacién del tamafio de los granulos aerobios posterior a periodos de ayuno.

En general, se observé que los periodos cortos de ayuno, en este caso de 24 a 72
hrs, no afectaron la estabilidad de los granulos aerobios, varios estudios han
reportado que la granulacion se ve favorecida por tiempos de ayuno durante este
proceso (Tay et al., 2001, Liu y Tay, 2008), ya que durante esta fase la superficie
bacteriana es mas hidrofébica lo cual facilita la agregacién o adhesién de otras
bacterias (Bossier y Verstraete 1996), como respuesta al estrés que provoca el
ayuno. Como se puede observar en la tabla 4, el tamafio de los granulos present6

fluctuaciones llegando a un maximo de 866 + 260 um durante un ayuno de 48 hrs.

Sin embargo en ayunos prolongados (>120 hrs), la integridad de los granulos se
ve comprometida (Cl de 12%). Como se observa en la figura 13 el tiempo de
degradacion del 4CF fue mayor en ayunos prolongados, ademas de que la
actividad respirométrica disminuyé hasta un 75%. Respuestas similares fueron
obtenidas por Coello et al., (2003), obteniendo una disminucién del 50% en la

actividad respirométrica de lodos activados en ayuno.

Un punto a notar es que durante el tercer dia de ayuno no se observo afectada la

actividad respirométrica, caso contrario en lo visto por Teuber y Brodish (1977),
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quienes obtuvieron un decremento del 80% en la actividad respirométrica en lodos
activados en los primeros tres dias, lo cual nos sugiere una mayor estabilidad y
resistencia al estrés generado por el ayuno en los granulos aerobios comparado

con los lodos activados.

A pesar de que la actividad degradadora en los granulos aerobios fue disminuida,
estos mantuvieron la capacidad de degradar el 4CF; estudios han demostrado que
la actividad inicial de la biomasa puede ser recuperada a niveles estables como

los existentes antes del ayuno (Buitrén y Moreno, 2004).

6.4.2 Efecto de los picos de concentracion sobre los granulos aerobios

Con el fin de determinar la capacidad degradadora de los granulos aerobios a
altas cargas de un compuesto inhibitorio como lo es el 4CF, los granulos aerobios
fueron sometidos a incrementos puntuales en la concentracion inicial de 4CF (200,
400, 600, 800 y 1000 mg/L). El reactor fue normalmente operado a una
concentracion inicial del influente a 200mg 4CF/L (100 mg 4CF/L en el reactor).
Una vez aclimatada y granulada la biomasa, se dio inicio a los experimentos de
picos de concentracion. Después de que un pico de concentracion fue aplicado, el
reactor fue operado a concentracion normal (100 mg/L), hasta alcanzar las
variables operacionales como antes del pico.

6,4.2.1 Pico 200 mg 4CF/L

Comparado con la operacion estable del reactor, el duplicar la concentracién de
4CF no afecto significativamente la eficiencia de remocion, se alcanzé una
remocién mayor al 99% en 4 h (Figura 16). La tasa especifica de remocion (q)
aumentd en un 150% (Tabla 5). El tiempo original de remociéon de 4CF fue
recuperado después del pico y los parametros operacionales no presentaron

cambios significativos.
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La estabilidad de los granulos no presenté efecto alguno al ser sometido al pico de
concentracion, el valor de Cl se mantuvo mayor al 90% (Figura 17), lo que indica
qgue presentan la fuerza suficiente para el mantenimiento de la forma granular por
los microorganismos que constituyen el granulo. En lo que respecta al tamafio de

los granulos no se encontraron diferencias significativas (Figura 18).

1000
900 —-100 mg4CF
800 —=-200 mg 4CF
700 —+-400 mg 4CF
- 600 —-0-600 mg 4CF
g 500 —%-800 mg 4CF
L(S‘ 400 —e-1000 mg 4CF
< 300
200
100
0 .
0 100 200
Tiempo, h

Figura 16. Cinéticas de degradacion de 4CF durante la exposicion de los granulos
aerobios a diferentes picos de concentracion.

Tabla 5. Resumen de las caracteristicas operacionales del reactor durante los picos de
concentracion de 4CF.

Parametro Picos de concentracion
4CF inicial, mg/L 100 200 400 600 800 1000
IVL, mL/g 21 29 23 27 31 30
VS, m/s 11.83 744 6.76 7.44 6.76 7.44
0, mg 4CF/gSSV/h 468 450 39.7 273 57 4.6
Tiempo total de reaccion, h 3 4 9 22 168 238
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6.4.2.2 Pico 400 mg 4CF/L

La eficiencia de remocion no se vio afectada (Figura 16) pero si el tiempo de
degradacion del 4CF, triplicAndose para obtener una eficiencia mayor al 99%. Las
eficiencias obtenidas concuerdan con lo observado por Buitron et al. (2003)
cuando aplicaron una concentracion similar de 4CF a lodos activados previamente
aclimatados a 200 mg 4CF/L. Con respecto al tiempo, en su estudid no se
encontraron diferencias significativas como en nuestro caso, lo cual sugiere que
un factor importante es la concentracion de 4CF a la que son aclimatados los
microorganismos, cuando estos son sometidos a altas carga de concentracion de
4ACF.

Se observé una disminucion en el valor del ClI (78%) y con ello un aumento en los
SST del efluente (65 mg/L). El tamafio de los granulos también se vio afectado
disminuyendo en un 27% (447 um, Figura 18). Tanto el tiempo de degradacién
como los parametros operacionales se recuperaron como antes del pico de

concentracion.
6.4.2.3 Pico 600 mg 4CF/L

Como se muestra en la Figura 16, la remocion mayor al 99% de 4CF por los
granulos aerobios se obtuvo al cabo de 22 h. Durante la degradacién del 4CF la
actividad microbiana presenté un aumento del 50% (27.3 mg 4CF/gSSV/h). La
mineralizacion del carbono organico total no fue completa (quedando un
remanente de 13 mg/L de COT). El valor de CI disminuyé un 20% asi como el
tamafo de los granulos (386 um, Figura 17). El tiempo original de degradacion se
recupero a los 6 dias posteriores al pico, asi como los valores operacionales del

reactor.
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Figura 17. Coeficiente de integridad de los granulos aerobios posterior a los picos de
concentracion.

Comparado con los lodos activados sometidos a la misma concentracion de 4CF
(Buitron et al., 2003), el uso de granulos aerobios presentd varias ventajas: i) un
menor tiempo en la remocion de 4CF (>99%), ii) la mineralizacion fue mayor v iii)
la estabilidad del reactor posterior al pico de concentracion fue recuperada en un

periodo corto de tiempo.
6.4.2.4 Pico 800 mg 4CF/L

La eficiencia de remocién fue menor a la establecida (97%) con un tiempo de 168
h (Figura 16). La actividad degradadora de los granulos aerobios fue
disminuyendo conforme el paso del tiempo, indicando un efecto inhibitorio, al final
del proceso se obtuvo una g de 5.7 mg 4CF/SSV/h. La mineralizacion fue

incompleta (quedando un remanente de 43 mg/L de COT).

El tamafio de los granulos disminuyd en un 60%, se observo una mayor
disgregacion de los granulos (58% de CI, Figura 17) y con ello un aumento en la

cantidad de SST del efluente (92 mg/L). La eficiencia de remociéon de 4CF fue
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recobrada como antes del pico al cabo de unos dias no asi el tiempo de remocion
(6 h) y el resto de los parametros operacionales.

6.4.2.5 Pico 1000 mg 4CF/L

La remocion de 4CF no fue mayor al 95% (Figura 16). Se observd un efecto
inhibitorio del 4CF sobre de la actividad microbiana disminuyendo la g en un 75%
(Tabla 5). La mineralizacion fue incompleta (remanente de 350 mg/L de COT) y el
proceso se detuvo al cabo de 238 h.

Con respecto a la estabilidad de los granulos tanto el valor del Cl como el tamafio
del granulo se vieron afectados por el pico de concentracion, disminuyendo ambos
alrededor del 60%. Los granulos aerobios presentaron un menor tamafo (Figura
19).

Los resultados obtenidos llevan a pensar que la estructura granular proporciona un
mecanismo de defensa contra altas concentraciones de compuestos toxicos, en
este caso el 4CF. Esta propiedad hace a los granulos aerobios una estrategia Util
como inoculo para el arranque de sistemas de tratamiento de aguas residuales

que contengan compuestos toxicos.
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Figura 18. Variacion del tamafio de los granulos aerobio posterior al pico de
concentracion.

Figura 19. Fotografias de los granulos aerobios sometidos a picos de concentracion
puntual de 4-CF. A: 100 mg/L, B: 200 mg/L C: 800 mg/L y D: 1000 mg/L. == 500 um.
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7. Conclusiones

Los granulos aerobios cultivados en 4-CF presentaron una excelente
sedimentabilidad y compactacion, ademas de eficiencias de remocién mayores al
99%.

La aclimatacion al 4-CF y el proceso de granulacion favorece la seleccion de las
bacterias especializadas en degradar el 4CF, asi como aquellas capaces de
agregarse. Se identificaron 14 secuencias, presentando una dominancia el phylum
Proteobacteria (57%), el cual estaba representado en su mayoria por la clase y-
proteobacteria (8), seguida de - Proteobacteria (3) y &- Proteobacteria (1). De
acuerdo a la relaciones filogenéticas, se encontraron especies que han sido

reportadas como bacterias desnitrificantes.

El ayuno prolongado (=120 h) afecta de manera negativa la actividad degradadora
de los granulos aerobios disminuyendo en un 75% la actividad metabdlica,
alargando el tiempo de la remocion de 4-CF. Tanto el tamafio como el Cl se vieron

comprometidos mostrando una disminucion = 50% y 87%, respectivamente.

Los picos de concentracibn no mayores a 600 mg/L 4-CF aumentaron la tasa
especifica de degradacién hasta un 150%. Concentraciones mayores afectaron
negativamente la eficiencia de remocion de 4-CF, mostrando al final del proceso
efecto inhibitorio sobre los granulos aerobios. La estabilidad de los granulos
aerobios presento efectos negativos a concentraciones mayores a 600 mg/L 4-CF,

disminuyendo el valor del Cl hasta un 55%.
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