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RESUMEN

En este trabajo de tesis se estudiaron las comunidades microbianas de dos reactores
anaerobios metanogénicos para el tratamiento de efluentes de una industria lechera
localizada en Melo, Uruguay. Se estudio el agregado a uno de los reactores UASB
(reactor A) de un preparado comercial hidrolitico disefiado para aumentar la remocion
de grasas en sistemas de tratamiento de efluentes anaerobios. El otro reactor (reactor B)

se oper0 sin ningun agregado como testigo para evaluar la eficiencia del suplemento.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto sobre la comunidad microbiana del
agregado de preparado comercial. Para ello se realizé el monitoreo de la comunidad
microbiana de los dos reactores durante un afio (periodo | sin agregado, periodo Il: con
agregado de preparado hidrolitico al reactor A), mediante la técnica de T-RFLP del gen

del ARNr 16S de Bacteria y Archaea.

Los resultados de andlisis quimicos mostraron un aumento en la remocion de grasas y
aceites con el agregado del preparado al reactor A, no observandose variaciones
significativas en la remocién de materia organica (medida como DQO) y produccién de

biogas.

El anélisis de Cluster y de Componentes Principales realizado con los perfiles de T-
RFLP de las comunidades bacterianas mostr6 un agrupamiento de las muestras del
reactor A luego del agregado del suplemento comercial (periodo Il), indicando cierto
efecto sobre la comunidad. Para estudiar si la estructura de la comunidad microbiana se
afecta con el agregado de preparado comercial, se utilizd los pardmetros: Dinamica,
Riqueza, y Organizacion de la Comunidad. Se encontr6 que en general la comunidad de
Bacteria tuvo una mayor riqueza que la comunidad de Archaea, y la dinamica para

Bacteria en general fue alta para los dos reactores. El agregado del preparado comercial



provocd un aumento en la dinamica y la desigualdad de la comunidad del reactor A pero

no afecto significativamente la riqueza.

En conclusion, el agregado de preparado comercial ayud6 a aumentar la degradacion de
grasas y afect6 la comunidad microbiana volviéndola mas dindmica y mas desigual, sin
embargo, este agregado no actuo en todo el proceso ya que no aumento la produccion de

metano ni la remocion de materia organica.



1. INTRODUCCION

EFLUENTES INDUSTRIALES

Importancia del tratamiento de aguas residuales

Hoy en dia, la gestion de residuos se ha convertido enuna prioridad en muchos
paises. Uno de los principales problemas es hacer frente auna creciente cantidad
de residuos primarios de una manera ambientalmente aceptable [5]. La sociedad
moderna genera grandes cantidades de residuos que representan una enorme amenaza
para el medio ambiente, la salud humana y animal. Para prevenir y controlar esta
amenaza, existen diferentes métodos de tratamiento y eliminacion de residuos. La
eleccion del método debe estar siempre basada en la méxima seguridad, el minimo
impacto ambiental y en la medida de lo posible, en la valorizacion de los residuos y

reciclado de los productos finales [1].

Una de las principales tendencias de las politicas actuales de gestion de residuos es
reducir la cantidad de residuos destinados a vertederos y reciclar la materia organica y
los nutrientes de las plantas industriales de nuevo a la tierra. La digestion anaerobia es
una manera de lograr este objetivo [1]. Se ha utilizado por afios en el tratamiento de
aguas residuales y representa un método atractivo para la reduccién de lodos con la
produccion de energia a través de biogas [54]. El biogas generado, principalmente

metano, puede ser utilizado como un potencial recurso energético renovable [1].

Normativa vigente

Actualmente el Uruguay posee un marco legal por el cual define las normas para
prevenir la contaminacion del medio ambiente. En el caso especifico de la industria,
cada vez se enfrenta a mayores requerimientos legales en cuanto la gestién ambiental, e
incluso a nivel de mercado existe cierta competencia “ecoldgica” que ha llevado a que
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las mismas deban adaptarse a tecnologias limpias que no generen impacto ambiental

negativo.

Para el caso de vertidos liquidos industriales, el Uruguay cuenta con el Decreto 253/79
(reglamenta al Codigo de Aguas, Ley N° 14.859) el cual es especifico para cursos de
agua. En dicho decreto los cursos de agua del pais son clasificados en cuatro clases
segun su uso actual o potencial. De acuerdo a esta clasificacion (realizada por el
Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente (MVOTMA), en
acuerdo con OSE para los cursos de clase 1) se establecen los parametros que deben
cumplir con sus respectivos limites. Alli se establece que sélo se permitira el vertido de
efluentes en los cursos de agua si los mismos no perjudican la calidad de las aguas
receptoras. Los parametros controlados son entre otros: pH, oxigeno disuelto, DBO5
(demanda bioldgica de oxigeno), aceites y grasas, detergentes, amoniaco libre, nitratos,
fésforo total, solidos suspendidos, etc. Cuando algun cuerpo de agua no cumpla las
condiciones establecidas para la clase en que fuera clasificado, el MVOTMA debera
establecer los programas de recuperacion de dicho cuerpo de agua, tendientes a que se

alcancen las condiciones adoptadas.

Los efluentes en si mismos ademas tienen que cumplir con el articulo 11 del Decreto
253/79 donde la concentracion de amoniaco en el efluente no debe exceder los 5 mgN/L
si es desague directo al curso de agua, siendo ilimitado en caso de ser vertido a colector

o0 por infiltracion a terreno.

El MVOTMA es quien realiza las intimaciones correspondientes determinando las
condiciones que deben cumplir los efluentes. Ademas ejerce el control general de la
aplicacion de estas normas pudiendo requerir de las Intendencias Municipales y de
O.S.E. las acciones necesarias, en funcion de lo dispuesto por la normativa. A pesar de

existir dicha reglamentacion, cabe aclarar que aun quedan por resolver algunos aspectos



relacionados a la localizacion de las industrias y el efecto acumulativo de sus vertidos

[70].

Un parametro importante utilizado para monitorear el funcionamiento de reactores de
tratamiento de efluentes y que mide la cantidad de compuestos organicos en el agua es
la demanda quimica de oxigeno (DQO). Este pardmetro es presentado en forma de
porcentaje de materia organica removida en relacion con la cantidad de materia orgénica
introducida, la ecuacion de de remocion de materia organica expresada en términos de

DQO se expresa como:

% RemOCién DQO (DQOentrada' DQOSa“da) X 100/ DQOentrada

Este pardmetro es el de mayor utilidad en la evaluacion inmediata del sistema de

tratamiento [61].

Aguas residuales en la industria lactea

Dentro del ramo lacteo en el Uruguay existen varios tipos de industrias, tales como
plantas pasteurizadoras, queserias, etc. los cuales forman una parte importante de la
produccién nacional. Dicho ramo industrial es llevado a cabo en una parte importante
del pais, estando presente en todos los departamentos del territorio excepto en
Tacuaremb0, Rocha, Flores y Lavalleja (segun los datos de SADI "solicitud de

autorizacion de desague industrial” de la DINAMA) [70].

Sin embargo, la cuenca lechera de Montevideo (que comprende los departamentos de
Canelones, San José, Florida y Montevideo) concentra mas del 60% de la leche
producida en la Republica. Las zonas vecinas de Flores, Durazno, Lavalleja, y

Maldonado integran la misma cuenca y proveen aproximadamente un 8% del total [70].
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Figura 1. Comparacion del nimero de industrias lacteas del Uruguay en los departamentos del pais.
Tomado del trabajo de Travers 2008 [70].

Las caracteristicas de los efluentes de las aguas residuales de productos lacteos pueden
variar ampliamente de acuerdo conel tipo de planta industrial. Por lo tanto, cada
situacion individual debe ser considerada de forma separada para asegurar un disefio del
tratamiento adecuado. Sin embargo, considerando el proceso de filtracion de leche o
productos basados en leche, un numero de constituyentes son encontrados
sistematicamente en aguas residuales de la industria lactea: lactosa, lipidos, caseina y
otras proteinas. Los lipidos, compuestos de triglicéridos, se encuentran principalmente
en emulsiones resultado del proceso inicial de la etapa de homogeneizacion. Ademas los
efluentes seran acidos o basicos de acuerdo a la limpieza quimica usada en el proceso

[46].

BIOREACTORES DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

El principal objetivo para el uso de biorreactores es generar un ambiente 6ptimo para
que la actividad bioldgica tenga lugar a gran escala, por lo tanto para el disefio de los

biorreactores para el tratamiento de aguas residuales se deben conocer los parametros
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cinéticos asociados con las principales reacciones involucradas en el proceso como
velocidad de eliminacion de contaminantes por unidad de biomasa, velocidad de
crecimiento de microorganismos, factor de conversion del sustrato consumido en

biomasa y requerimientos nutricionales de los microorganismos.

Existen bioreactores aerdbicos y anaerdbicos, la principal diferencia entre estos es que
los altimos deben excluir el oxigeno del sistema, debido a que el oxigeno interfiere con
el metabolismo del sistema y ademas para que no salgan los olores producidos. Los
reactores aerobicos conteniendo masa suspendida requieren el uso de aireadores para

proveer oxigeno a los microorganismos.

Los sistemas aerdébicos permiten el tratamiento de un amplio rango de aguas residuales
con alto grado de estabilidad y alto grado de eliminacion de carga organica (demanda
biolégica de oxigeno, DBO), nitrégeno y fdésforo. Los sistemas anaerobios tienen la
desventaja de que requieren tiempo de residencia mayor en el reactor y mayor tiempo de
puesta en marcha; son mas sensibles a la variacion de las condiciones ambientales. La
desventaja de los reactores aerobios es la elevada produccion de biomasa, la cual puede

verse reducida en su volumen y estabilizada mediante degradacion anaerobica [61].

Otra clasificacion para biorreactores es continuos y discontinuos (batch), en los tltimos
el reactor se llena con el agua residual a tratar y se deja el tiempo necesario hasta
completar el proceso. La ventaja reside en que se puede seguir la evolucion del proceso
en el tiempo, son simples y requieren minimo equipamiento. Pero como los reactores en
batch tratan volumenes muy pequefios o utilizan un tiempo de residencia muy alto, se
requiere un lugar para el almacenamiento del material a tratar. Generalmente el
tratamiento biologico de aguas residuales a gran escala es operado a modo continuo,
donde la planta de tratamiento se alimenta continuamente por el agua residual y a su vez

una corriente es eliminada continuamente. Los sistemas continuos corren con la
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desventaja de que si el sistema falla y no se puede corregir, la descarga del efluente no
podré cumplir con los requerimientos. Existe un modo intermedio de operacion entre el
batch y el proceso continuo llamado semi-batch, en el cual el agua residual alimenta
continuamente a un reactor operado en batch. En tratamiento de aguas residuales este
sistema se usa extensivamente utilizando reactor discontinuo secuencial (sequencing

batch reactor, SBR) [61].

Los bioreactores también se pueden clasificar de acuerdo a si su biomasa se encuentra
en forma suspendida o inmovilizada. Los aglomerados formados por microorganismos
crecen hasta ser visibles y forman parte de la apariencia del lodo biolégico, que puede
encontrarse en forma de floculos, de granulos o adherido a un soporte (biofilm). En los
reactores con biomasa suspendida los microorganismos responsables de la degradacion
se encuentran libremente suspendidos y como deben ser recuperados y reciclados para
el buen funcionamiento del reactor, se puede utilizar un soporte solido para que la
biomasa no se lave con el efluente La eficiencia del proceso depende de la capacidad
del indculo para formar los lodos. Por otro lado, en los reactores de biomasa fija o
inmovilizada, los sélidos sobre los cuales los microorganismos se adhieren son soportes
inertes donde las bacterias que constituyen la biomasa forman biofilms. La ventaja del
crecimiento bacteriano adherido es que tienen la capacidad de operar con variedad de

condiciones y con carga organica elevada sin riesgo de perder biomasa [55].

Tipos de reactores anaerobios

Los reactores biologicos anaerobios utilizados para el tratamiento de aguas residuales

pueden ser divididos en dos grandes grupos en base a tipo de crecimiento microbiano:

1. de lecho fijo, formando biopeliculas,

2. de crecimiento libre o suspendido.
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Tabla 1. Tipos de reactores anaerobios clasificados segln el estado en el cual se encuentra la biomasa.

Tomado del trabajo de Schmidell et al., 2007 [61].

Reactores con la biomasa no unida a Reactores con la biomasa unida a un
soporte (Biomasa en suspension) soporte (Biomasa fija)
Reactor de mezcla completa (CSTR) Filtros anaerobios (AF)
Reactor de contacto (ACP) Biodiscos rotatorios (ARBC)

Reactor anaerobio de flujo ascendente con

R ASBER
e e e Ce e (A eactores de contacto con soporte (CASBER)

Reactores de lecho fluido y lecho expandido

Reactor anaerobio por lotes en serie (SBR) (FB/EB)

Reactor anaerobio con deflectores (ABR)

Reactor anaerobio de flujo ascendente UASB

Un tipo especial de reactor anaerdbico es el reactor llamado “upflow anaerobic sludge
bed” (UASB). Este reactor esta formado por un tanque donde el agua residual a ser
tratada entra por el fondo del reactor y lo recorre en un flujo ascendente hasta salir del
mismo por su parte superior. Durante el curso del agua residual en el interior, la materia
organica va siendo degradada y transformada en biogés. Dependiendo de la velocidad
de ascenso del liquido en el interior del reactor y la produccién de gas generado,
proveen de agitacion al sistema haciendo que se suspendan los sélidos sedimentados en

el fondo [61].

El reactor UASB posee un dispositivo situado en la parte superior del reactor (separador
de tres fases: solido-liquido-gaseoso) Ilamado separador trifasico que permite separar la
biomasa del efluente tratado y el biogas. Esto garantiza que la biomasa quede retenida
en el reactor, haciendo que el tiempo de retencion hidraulica sea independiente del
tiempo de retencion celular. Los gases son direccionados a una cdmara presurizada y los

solidos a un ambiente menos turbulento pudiendo asi sedimentar y retornar para el
12



medio en digestion. La operacién de este reactor se verifica con la estratificacion del
lodo en el interior del mismo, haciéndose méas denso en el fondo y a medida que
aumenta la altura disminuye la densidad del lodo. La materia organica que entra por el
fondo recorre el lecho de lodo donde inicia el proceso de hidrolisis y acidificacion,
finalizando en la produccion de metano que aparece en la parte superior del lodo. Por lo
tanto en condiciones normales se espera mayor acidificacion en el fondo del reactor que
en la parte superior del mismo. En la parte superior del reactor, la materia orgénica ya

fue consumida en un 70%, saliendo del reactor s6lo un 30% [61].

i 1 B e e

Sustrato | = Y f¢¢ig Agua

Tratada

Figura 2. Esquema de un reactor anaerobio de flujo ascendente con lecho de lodo (UASB). Tomado del

trabajo de Caldera et al., 2005 [10].

MICROBIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE LOS SISTEMAS DE TRATAMIENTO

ANAEROBICO

La digestion anaerdbica es el proceso por el cual la materia organica sufre una serie de
reacciones oxidativas secuenciales en las que participan distintos grupos de bacterias y
qgue culminan en la formacion de CH; y CO, (Figura 3). Este proceso ocurre en
ausencia de aceptores de electrones inorganicos (O, NOs, NO,, Fe*, Mn*, S0O47?,

S,057, S°, S04, etc.) y en ausencia de luz. Los electrones son finalmente transferidos
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al CO,, que es el aceptor terminal en esta compleja cadena tréfica de microorganismos

[61].

POLIMEROS
(proteinas, lipidos, polisacaridos)

|

( MONOMEROS Y OLIGOMEROS )

4

ACIDOS GRASOS
ALCOHOLES
LACTATO, ETC.

4 hY

N 7
&)

Figura 3. Flujo de carbono y electrones a través de los grupos troficos de diversos microorganismos

implicados en la degradacion metanogénica de materia organica compleja. Adaptado del trabajo de

Schink et al., 1997 [60].

Podemos distinguir en el proceso tres etapas basicas: | hidrdlisis y fermentacion, Il
acetogénesis y Il metanogénesis, que permiten entender la necesidad de una estrecha
cooperacion entre los diferentes grupos fisioldgicos de microorganismo para que el
proceso se lleve a cabo. La dependencia entre los grupos es tal que las bacterias de la
ultima etapa dependen exclusivamente de los productos generados en las etapas previas
para subsistir, pero su actividad puede afectar sustancialmente a las bacterias de las
otras etapas al consumir sus productos metabdlicos. Estas etapas en general se realizan

simultaneamente [60, 14].
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El funcionamiento eficiente y estable de los biorreactores metanogénicos, se basa
entonces en las interacciones entre los microorganismos que constituyen la comunidad
microbiana que incluye bacterias fermentadoras, acidogénicas especializadas y
acetogénicas sintroficas, y arqueas metanogénicas [4], con diversas vias paralelas para

el metabolismo del sustrato [75].

La degradacion microbiana anaerdbica de materia organica a CH4 y CO, se produce
naturalmente en una variedad de habitats anaerobios, tales como los tractos intestinales

de animales e insectos y sedimentos marinos [22].

Etapas del proceso de degradacion anaerdbia

1) Hidrolisis y fermentacion

Durante la primera etapa se produce la hidrélisis de los polimeros complejos
(polisacéridos, proteinas, acidos nucleicos, lipidos) a oligbmeros y mondmeros
(azucares, aminoacidos purinas, pirimidinas, acidos grasos y glicerol). Los monémeros
generados pueden ser fermentados por las bacterias fermentadoras primarias a acidos

grasos volatiles, lactato, alcoholes, succinato, etc. [61].

I1) Acetogenesis y deshidratacion

En esta etapa los alcoholes y los acidos grasos, producto de la fase de hidrélisis y
fermentacion son degradados a acetato e H,/CO, por bacterias fermentadoras
acetogeénicas. La degradacion de estos compuestos es energeticamente desfavorable en
condiciones estandar, pero si en el ecosistema existen bacterias consumidoras de Ho,
este puede mantenerse en bajas concentraciones y el cambio de energia libre se vuelve
favorable. Las bacterias metanogénicas son las encargadas de consumir el H, generado
permitiendo que se produzca la degradacion de estos compuestos. La asociacion entre
las bacterias que degradan acidos grasos y las bacterias metanogénicas consumidoras de
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H, se llama asociacion sintrofica y a la transferencia de equivalentes de reduccién por

medio del H; se llama transferencia de hidrogeno interespecies [60, 61, 69].

El sintrofismo puede definirse como un caso especial de cooperacién simbiética entre
dos clases de bacterias metabolicamente diferentes que dependen una de otra para la

degradacion de cierto sustrato, en general por causas energeéticas [54].

Si por distintas causas aumenta la concentracion de hidrégeno del sistema, cesa el
metabolismo de las bacterias acetogénicas y comienza a acumularse butirato y
propionato. Por encima de cierta concentracion se produce acidificacion, que puede
causar la inactividad total de la degradacién anaerdbica por desbalance metabdlico de la
compleja cadena trofica. La medida de la concentracion de acidos grasos volatiles es
uno de los pardmetros que sirve para el seguimiento de los reactores anaerobios

metanogénicos [61].

I11) Metanogénesis

Este proceso lo llevan a cabo microorganismos metanogénicas que convierten acetato y
H,/CO, a CH; y CO,. Los microorganismos metanogénicos pertenecen al dominio
Archaea. Son anaerobias estrictas y crecen solamente a bajos potenciales redox, por
debajo de -400mV. Son los Unicos microorganismos capaces de producir metano y por
lo tanto tienen enzimas y cofactores exclusivos. Consumen un ndmero limitado de
sustratos: H, y CO,, formiato, acetato, metanol, etanol, isopropanol, metilaminas,

piruvato y metilsulfuros [61].

La mayoria de los reactores metanogénicos empleados en el mundo operan a
temperatura meséfilas (30-35°C), pero en condiciones moderadamente termofilas (55-

65°C) incrementa la produccion de metano de un 50-100% comparado con la operacion
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a 35°C [60, 61]. Estos sistemas se utilizan sobre todo para el tratamiento de aguas

residuales que se producen a altas temperaturas.

Microbiologia de la degradacion anaerobia

Los reactores UASB son comunmente utilizados en el tratamiento de aguas residuales
municipales e industriales, especialmente en aquellas aguas residuales con alta carga
organica. Su disefio permite la retencion de una mayor cantidad de biomasa activa (en
forma de granulos) que otros reactores anaerobicos. Estos granulos anaerobios albergan
varios grupos metabélicos de microorganismos implicados en la degradacion anaerobia
de compuestos organicos complejos, incluyendo bacterias hidroliticas, fermentativas,
acetogéncias y metanogénicas. Estos diferentes grupos tréficos interactuan entre si
dentro de los granulos y convierten los compuestos organicos complejos de aguas

residuales en metano (CH,) y dioxido de carbono (COy) [53].

Los digestores anaerébicos son ecosistemas con wuna alta diversidad de
microorganismos. Estudios para el andlisis del dominio Bacteria revelan que existen
grupos dominantes en distintas proporciones en los digestores. La mayoria pertenecen a
los siguientes grandes grupos: Chloroflexi, Proteobacteria (Betaproteobacteria),
Bacteroidetes y Firmicutes; y un grupo minoritario de secuencias pertenecientes a
Chlorobi, Cianobacterias, Fusobacterias, Planctomycetes, Thermotogae [14, 50, 57,

62].

Se ha reportado que organismos de los filos Chloroflexi y Beta-Proteobacteria se
encuentran en la parte externa del granulo, los primeros contribuyen a la degradacion de
compuestos organicos complejos; el H; se produce principalmente por organismos del
filo Firmicutes en la capa intermedia, y arqueas del género Methanosaeta producen
CH, en la capa interna del granulo a partir de acetato solamente, mientras que las

arqueas del género Methanosarcina son metabolicamente mas diversas [69, 57, 21, 68].
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En general, las comunidades bacterianas son muy dindmicas, mostrando cambios
caoticos, incluso con un rendimiento estable del reactor. Hipotéticamente, esto se debe a
la redundancia funcional entre diversos grupos filogenético que permiten oscilaciones
de sus poblaciones sin efectos sobre la funcién del reactor. Las comunidades de arqueas
son menos dindmicas que las comunidades bacterianas [83], relacionandose sus cambios
filogenéticos con cambios en el rendimiento del reactor [18], esto se ha correlacionado

con parametros de proceso importantes, tales como acidos grasos volatiles [27].

Bacterias Hidroliticas- Fermentadoras

Estas bacterias son responsables de la degradacién de la materia organica polimérica
en acidos grasos de cadena corta y otros compuestos organicos reducidos (por
ejemplo, lactato, etanol), son bacterias anaerobias facultativas y anaerobias
estrictas [69]. El proceso de hidrolisis se produce principalmente a través de la actividad
de las enzimas hidroliticas extracelulares secretadas por
bacterias adheridas a un sustrato polimérico [64, 71]. Se han aislado un namero de
especies bacterianas que participan en la fase de hidrélisis de polimeros, incluyendo por
ejemplo las especies que pertenecen a los géneros Acetovibrio, Bacteroides,
Clostridium, y Coprothermobacter [19, 44, 79]. Comola fase de hidrolisis del
polimero se produce extracelularmente, no contribuyen directamente a la captacion de
energia del metabolismo de la comunidad microbiana implicada. Asi, las especies
bacterianas que acttan en la fase de hidrolisis polimérica también son activas durante la
fase de acidogénica con el fin de obtener la energia para el crecimiento celulary
replicacion. La fase de hidrdlisis de polimeros de la degradacion anaerdbia se considera

generalmente que es el paso de velocidad primaria limitante del proceso [19].

Durante la fase acidogenica, los compuestos monomeros u oligomeros producidos

durante las fases de hidrélisis son metabolizados intracelularmente, en esta variedad
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de vias metabolicas fermentativas, se han identificado como participantes en la fase
de acidogénesis de la degradacion anaerobia los filos Actinomyces, Bacteriodetes,

Chloroflexi, Firmicutes, y Proteobacterias.

Bacterias Acetogénicas y Sintréficos

Algunos acetdgenos (homoacetogenos) utilizan el hidrégeno y los productos de
fermentacion como propionato y butirato para generar a través de su oxidacion: acetato,

CO; e H, [69].

Los generos como Syntrophobacter y Smithella del orden Delta-Proteobacteria son
capaces de convertirel  propionato en acetato, mientras que los miembros del
género Syntrophomonas del filo Firmicutes son capaces de convertir butirato y &cidos

grasos de cadena mas larga [65, 82].

Archaea metanogénicas

La fase terminal del proceso de la digestion anaerobia es la metanogénesis, y sus
miembros pertenecen al dominio Archaea. Durante esta fase del proceso el acetato,

formiato, y/o CO, + H, se convierten en metano (CHy,) [69, 3, 7].

Los metandgenos se dividen filogenéticamente en tres grupos de acuerdo a la similitud
filogenética y fenotipica [3, 7]. El primer grupo de metandgenos (Figura 4), incluyen
los 6rdenes Methanobacteriales, Methanococcales, y Methanpyrales mientras que los
grupos | y II, solo incluye los érdenes Methanomicrobiales y Methanosarcinales
respectivamente [3, 14]. Esta distincion es importante, ya que los metanogenos Clase | y
Il son ambos considerados como hidrogenotroficas, sélo utilizan formiato, y / 0 CO, +
H, como sus sustratos para metanogenesis. La tercer clase, por otro lado, se caracteriza
por ser acetotrofica, es capaz de usar acetato y, dependiendo del género particular,
también puede utilizar metanol, metilaminas u otros compuestos de un carbono [3].
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Figura 4. Arbol filogenético de arqueas metanogénicas basado en siete enzimas esenciales de la

metanogeénesis y cofactores de biosintesis [2].

Durante el proceso de digestion anaerobia, la clase | de metandgenos juegan un papel
crucial en el consumo de hidrogeno libre en el reactor. Esto es critico dado que la
conversion sintréfica de acidos grasos de cadena corta, como por ejemplo propionato a
acetato, es termodinamicamente desfavorable bajo presiones parciales bajas de

hidrogeno [60].

Los estudios que examinan la distribucion de acetdgenos sintréficos han encontrado que
en general existe una estrecha proximidad fisica con metandgenos hidrogenotroficos,

esto permite realizar transferencia de hidrégeno [6]. Los metandgenos hidrogenotréficos
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incluyen los géneros Methanobacterium, Methanoculleus, y Methanospirillum [31].
Mientras metandgenos hidrogenotréficos son importantes en el mantenimiento de bajas
presiones parciales de hidrogeno en el reactor, se estima que la mayoria del carbono es
convertido en CH, a partir de acetato [33]. Los metandgenos de la clase Ill son
metandgenos acetotréficos, utilizan principalmente acetato para la produccion de
CH,. Las dos familias principales de la clase Il son Methanosarcina vy
Methanoseta. Mientras que los miembros de la Methanosarcina son capaces de utilizar
otros compuestos metilados méas alld de acetato, todas las especies conocidas de

Methanosaeta utilizan acetato como sustrato unico [43].

Formacién de granulos metanogénicos

La granulacién de lodos es un fendmeno tipico en reactores UASB, en el que los
microorganismos forman densos agregados como resultado de su propiedad de auto-
inmovilizacion. En estos reactores, el granulo es una unidad funcional que comprende
todos los diferentes grupos troficos de microorganismos necesarios para la degradacién

anaerdbica de compuestos organicos [52].

No se conoce con exactitud el proceso de formacion del granulo metanogénico pero se
ha analizado su compleja estructura mediante microscopia principalmente, y se ha
verificado que constan de varias capas: la mas externa estad formada principalmente por
bacterias fermentadoras primarias e hidroliticas y las internas (mas anaerobias) estan
constituidas por bacterias acetogénicas y metanogénicas. El centro del granulo esta
formado por minerales y restos celulares, que actuarian como soporte para la formacién
del granulo. Algunas de las bacterias metanogénicas son filamentosas (Methanosaeta
antes conocida Methanothrix), lo que ayuda a la formacion de un esqueleto; las
bacterias que forman polimeros extracelulares juegan un rol preponderante en la

cohesion del granulo [61, 62].
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Figura 5. Microfotografias que muestran imagenes de cortes de granulos metanogénicos mesdfilos y
termofilos obtenidas mediante hibridacion in situ fluorescente y microscopia confocal. Las secciones de
los granulos se hibridaron simultdneamente con las sondas dirigidas al dominio Bacteria (EUB338,
marcada con Cy3, verde) y al dominio Archaea (ARC915, marcada con Cy5, rojo). Los granulos
mesdéfilos (A 'y B) y terméfilos (C y D), se muestran a bajo aumento (A 'y C) y a mayor aumento (B y D).
Tomado del trabajo de Sekiguchi et al., 1999 [63].

La estructuracion de los microorganismo en distintas capas favorece la transferencia de
hidrogeno interespecies porque los microorganismos estan inmovilizados y la distancia
intercelular se reduce, favoreciendo la etapa Il que es energéticamente desfavorable.
Ademas protege a las bacterias individuales de efectos ambientales adversos como la
variacion de pH, ingresos de sustancias toxicas y aumentos abruptos de la concentracion

de sustratos por aumento de carga [61].

El flujo ascendente y el tiempo de retencion hidraulico bajo provoca el desarrollo de
biomasa granular, que es clave en el mantenimiento de la comunidad microbiana en el
digestor. La biomasa granular se asienta hacia abajo, contra el flujo hidraulico, para
formar un manto de lodo, donde se produce la mayoria de metabolismo activo

microbiano. Si bien los aspectos de la granulacion de la biomasa estan siendo todavia
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investigados, por lo general es aceptado que los microorganismos filamentosos tales
como Methanosaeta juegan un papel importante en la unién fisica y la agregacién de los
microorganismos durante la formacion del granulo. Debido a la estrecha proximidad de
los microorganismos en los granulos anaerobias, se ha demostrado que la tasa de
conversion de carbono en CH, es mayor en la biomasa granular que en la no granular,
esto se debe a una mayor transferencia de metabolitos entre organismos. La biomasa
granular se han investigado intensivamente debido a sus propiedades fisicoquimicas

unicas [52].
DEGRADACION ANAEROBIA DE LiPIDOS

La concentracion de proteinas y lipidos en reactores anaerobicos de tratamiento es en
general alta. La cantidad de lipidos en general es mucho menor que la de proteinas o
polisacaridos, pero en algunos casos, como el del lodo del desagie o industrias lacteas,
es un componente mayoritario. Aunque las proteinas y lipidos son sustratos
cuantitativamente importantes para la degradacion anaerobia, no ha sido estudiado tan

exhaustivamente como la fermentacion de carbohidratos [80].

Los lipidos se hidrolizan y liberan &cidos grasos. La galactosa (en el caso de
galactolipidos) y glicerol son fermentados a productos sin generar NH," o S%. Las
ultimas reacciones se llevan a cabo por otros grupos metabolicos de bacterias como las
bacterias reductoras de sulfato o los sintroficos productores de H,, que estan asociados

con bacterias fermentadoras en muchos ambientes anaerobicos [81].
Hidrolisis de ésteres de glicerol

En ambientes anaerobicos, los ésteres de glicerol primero se hidrolizan con la liberacion
de acidos grasos. El glicerol, galactosa, colina y otros componentes liberados por la

hidrélisis son fermentados principalmente a acidos grasos volatiles por las bacterias
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fermentadoras. Estas no degradan acidos grasos aunque algunas especies pueden
hidrogenar acidos grasos insaturados. En algunos ambientes como lodos de digestores o
sedimentos acuaticos donde el tiempo de retencion del material en el sistema es largo,
tanto los &cidos grasos de cadena larga como corta son B-oxidados a acetato por la

bacterias productora de H; [81].

En la digestion anaerdbica, los LCFAs (long chain fatty acids) son degradados
principalmente por f-oxidacion a acetato e hidrogeno y finalmente pasan a metano o
dioxido de carbono por la metanogénesis [28], esto se sucede en una serie de procesos
microbioldgicos que convierten los compuestos organicos a metano en la ausencia de

oxigeno. Un esquema de estos procesos se muestra en la Figura 6:

Lipidos Proteinas Carbohidratos
HIDROLISIS
LCFAs| Glicerol | Aminoacidos \ Aziicares

ACIDOGENESIS
Y Y Y

.| Acidos grasos volatiles (C>2)
pB-Oxidacion

\,
,

Oxidacion Acetogénica

' AN N S
Hidrégeno Acetato
uigtggggg;tgsfic;s Acetotrofos Metanogénesis
Y Y
Metano

Figura 6. Ruta metabolica para la digestion anaerobia de compuestos organicos mostrando la
degradacidn de lipidos. Adaptado de Kuang et al. 2002 [30].

Normalmente todos los LCFA requieren acetogénesis antes de la metanogenesis, la -

oxidacion es la principal via observada en la digestion anaerdébica de LCFAs:
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7 repeticiones de [(-oxidacion B-oxidacion
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Figura 7. Proceso de B-oxidacion a partir de LCFAs hasta acido acético. Adaptado de Kuang et al. 2002
[30].

Durante la B-oxidacion, los LCFAs insaturados y saturados se activan por la enzima
acil-CoA sintetasa presente en la membrana citoplasmatica de las células, estos LCFAS
activados entran en las células y son liberados en ésta antes de que comience la
degradacion a través de la B-oxidacion. A continuacion las cadenas largas saturadas de
acil-CoA se someten a -oxidacion. Las moléculas de cadena larga no saturadas de acil-
CoA requieren saturacion antes de entrar en el proceso de B-oxidacion. Durante el ciclo
de B-oxidacidn, la cadena larga de acil-CoA se rompe en una de dos carbonos formando
acetil-CoA, que puede ser liberado como acido acético sin activacion adicional. El resto
de cadena larga acortada de acil-CoA como sustrato permanece en el ciclo de f-
oxidacién hasta que todos los atomos de carbono se descomponen a acetil-CoA, y
finalmente a &cido acético y/o malénico. Por lo tanto la enzima Acil-CoA sintetasa, es
importante en la degradacion oxidativa, tanto en la transferencia de LCFA y como en -

oxidacion [30].

PROBLEMAS DE DEGRADACION DE LAS GRASAS DE EFLUENTES DE

INDUSTRIA LACTEA

El uso de reactores anaerobios en el tratamiento de aguas residuales en la industria
lactea ha sido limitado debido a que la tasa de hidrolisis de materia organica (grasas) es
baja, formandose dentro un manto por arrastre 0 adsorcion. ElI resultado es la

dilucion de la biomasa, la afectacion de las propiedades de transferencia de masa y
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el deterioro de la capacidad de la sedimentacion de los lodos. Como consecuencia de

esto la actividad de los lodos se reduce [58, 59, 55, 26].

Se reportd que el grado de biodegradabilidad anaerobia de aguas residuales de la
industria lactea ricas en grasas esta limitado por la hidrdlisis de las grasas (luego de un
ensayo en batch con biomasa no adaptada) [52]. Sin embargo, utilizando cargas
moderadas Yy sustratos adaptados a los microorganismos, la hidrdlisis de grasas puede no
ser la etapa limitante de la velocidad en el proceso total de tratamiento. Al no estar
limitados por la hidrdlisis, el ritmo del proceso total, puede estar limitado por una
transferencia de masa reducida debido a la adsorcion de acidos grasos de cadena larga
(LCFA) en el lodo [48 , 49] o por el efecto inhibitorio de LCFA en poblaciones
acetotrdficas metanogénicas [51, 25]. De acuerdo a una investigacion reportada [26], la
flotacion de lodo en reactores UASB debido a adsorcién de LCFA puede ocurrir a
concentraciones de LCFA menores a aquellas que producen el efecto inhibitorio [46].

Se demostrd que los efectos inhibitorios de palmitato (en representacion de la LCFA)
dependeran no sélo de la concentracion de palmitato sino de su relacion a la biomasa.
La retencion de lodos en el reactor se ve favorecida, y esto permite el uso de cargas de
alimentacion mas elevadas, de esta forma el digestor de lodos alcanza una alta
eficiencia [46].

Otro problema en la degradacién de las grasas en reactores anaerobios es la
acidificacion producida por aumento de la concentracion de ion hidrogeno del sistema
ademas del acido acético, generando el cese del metabolismo de las bacterias
acetogénicas y, debido a esto, acumulacion de ciertos metabolitos. ES necesario
entonces una continua eliminacién de estos compuestos del medio a través de la
metanogénesis [5]. La medida de la concentracion de &cidos grasos volatiles es uno de

los parametros que sirve para el seguimiento de los reactores anaerobios metanogénicos
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ya que permite detectar problemas de acumulacion de metabolitos y acidificacion de los

reactores [61].

Soluciones propuestas

La alimentacién de los reactores a través de pulsos genera un aumento de la tolerancia
de bacterias metanogenas acetotroficas a los LCFA, y se obtienen resultados
satisfactorios para la operacion continua tras una etapa de aclimatacion de la biomasa

por medio de estos pulsos de alimentacion [13].

El uso de lodos floculantes en lugar de granulares tiene una mayor eficiencia en la
eliminacién de LCFA vy el tratamiento de efluentes complejos. Por el contrario, los
lodos floculantes parecen ser menos resistentes a inhibicion de LCFA. Por lo tanto,
se sugiere el uso de lodos granulares como inéculo apropiado para el tratamiento de los
reactores de aguas residuales ricos en lipidos (grasas, aceites) para disminuir los efectos

toxicos de los productos de hidrolisis de lipidos o triglicéridos [25].

Como resultado de las dificultades en el tratamiento de efluentes complejos en reactores
de manto de lodo, usualmente se usan métodos de pre-tratamiento, como la separacion

de grasas mediante flotacién por aire disuelto [46].

Grandes cantidades de residuos ricos en lipidos (LCFAS) son generados en la industria
lactea, estos son buenos sustratos para la digestiobn anaerobia debido a que el
rendimiento de metano obtenido es superior en comparacién con el de proteinas o
carbohidratos [24]. Sin embargo, la degradacion anaerobia de lipidos es uno de los

temas menos investigados.

Hay mucha discusion en la bibliografia en cuanto al paso que limita la conversion del
sustrato a biogas cuando se degradan sustratos complejos tales como lipidos. Algunos
estudios han demostrado que la hidrolisis de los lipidos a glicerol y LCFAs puede ser
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répida, y que el problema principal durante la digestion de lipidos es la degradacion de
los LCFAs [35, 47]. Sin embargo, el area de la interfase de sustrato disponible para la
hidrélisis puede ser un factor limitante [56]. El tipo de lipido también tiene una

influencia sobre qué paso en el proceso de degradacion serd limitante [36].

Tratamientos para favorecer la degradacion de lipidos

Diferentes métodos de pre-tratamiento se han investigado para mejorar el proceso de

digestion, tales como:

(1) pre-tratamiento quimico de los residuos por NaOH, Ca(OH), o HCI,

(2) adicion de enzimas,

(3) pre-tratamiento biol6gico mediante la utilizacion de microorganismos hidroliticos,

Estos tratamientos pueden cubrir una variedad de residuos, tales como lodos activados,
aguas residuales ricas en lipidos, residuos sélidos de hogares y agua residual de
matadero [38, 35]. Pero, cada método tiene importantes inconvenientes. No se
recomienda el pre-tratamiento quimico alcalino ya que resulta en un aumento en el pH

en el proceso de digestion [35].

El pre-trata miento por adicion de la enzima fue demostrado tener efectos positivos
(aumento de la concentracion libre LCFAS), sin embargo, el proceso puede ser costoso
y por lo tanto no es factible econdmicamente. La posibilidad del pre-tratamiento con
enzimas producidas por microorganismos aerobios se ha demostrado con hongos
lipoliticos [11] y con una mezcla de cultivos bacterianos que comprenden productores
de lipasa, proteasa y amilasa [40]. Sin embargo, utilizando microorganismos aerdbicos
para el tratamiento previo, puede ser necesario el suministro de oxigeno, aumentando el
costo del proceso. Mientras que la adicion de microorganismos anaerdbicos ha sido

investigada como medio para mejorar las actividades xilanoliticas, celuloliticas y
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hemiceluloliticas, esto no ha sido muy investigado usando cepas que exhiben actividad

lipolitica [4, 39].

En este sentido, en el trabajo de Cirne y colaboradores [15], se estudié el efecto de
bioaumento utilizando una cepa anaerobia lipolitica como forma de mejorar la hidroélisis
y solubilizacién de los lipidos en el proceso de digestion anaerobia de residuos de un
restaurante con aguas residuales ricas en lipidos. Se utiliz6 una bacteria lipolitica
anaerobia estricta aislada de rumen bovino. Estos autores encontraron que cuando el
proceso de bio-aumento fue positivo, pueden producirse dos efectos: un incremento en
la produccién de metano y/o incremento en el ritmo de produccion de metano. Si se
observa un aumento la produccién de metano, significa un incremento de la bio-
disponibilidad de sustrato. Mientras que un aumento en el ritmo de produccién de
metano es resultado de una conversion mas rapida de él/los sustrato(s) involucrados en
el paso limitante de la conversidon. El principal efecto observado en el trabajo de Cirne y
colaboradores fue que la hidrdlisis enzimatica mejorada ayud6 a reducir la duracion de
la etapa hidrolitica. El principal inconveniente de la utilizacion de bioaumento en
condiciones anaerdbicas es la acumulacion de LCFAs, que puede inhibir el proceso de
digestion [15]. Se encontr6 que la inhibicion de la produccion de metano causado por la
acumulacion de LCFA es mas importante que la inhibicién debida a la acumulacién de
acidos grasos volatiles [16]. En vista de esto, el efecto del bio-aumento del proceso con
un microorganismo anaerobico lipolitico en lugar de s6lo la enzima es una alternativa
interesante. El bio-aumento ofrece la posibilidad de produccion de enzimas durante un
periodo de tiempo mas largo siempre que el microorganismo afiadido sea capaz de
competir con los otros microorganismos presentes en el reactor. Esto podria ser
ventajoso para la hidrdlisis de los lipidos una vez que los efectos de inhibicion de LCFA

comienzan a disminuir.
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Otra ventaja del bio-aumento es la posibilidad de mejorar la conversion de LCFAs. Los
resultados de estos experimentos muestran un efecto positivo cuando la biomasa con
bacterias lipoliticas activas y el in6culo metanogénico fueron agregados desde el
principio: se obtuvo una mayor produccion de metano, una mayor concentracion de
palmitato y patrones similares de AGVs, por lo tanto, la hipotesis de que la cepa
utilizada para el bio-aumento mejora la tasa de oxidacion de LCFAs parece factible

[16].

Los resultados de un estudio cinético de la influencia de la concentracién de LCFA
asociado a biomasa sobre la produccion de metano, indicaron que para concentraciones
debajo de 1000 mg DQO-LCFA g* VS (VS: Volatile solids), no hubo inhibicién del
indice de produccién de metano [50]. Por lo tanto, a concentraciones de LCFA por
debajo de este limite, la tasa de produccién de metano se espera que aumente junto con
el aumento de la concentracién de LCFA asociada a la biomasa. La tasa de produccién
de metano superior podria ser una consecuencia de la mejora de la B-oxidacion,
resultando en una alta concentracién de palmitato con una simultanea liberacion de

hidrégeno, que es consumido por metandgenos hidrogenotréficos.

El efecto de la utilizacion del bio-aumento como una estrategia para mejorar la
digestion de los lipidos en aguas residuales produce una disminucién en el tiempo
requerido para la digestion. Se reportd una reduccion de 5% en el tiempo de digestion se
para la digestion de aguas residuales de matadero después de un pre-tratamiento
enzimatico con lipasa pancreatica. En este caso, al alcanzar el 80% de la produccion de

metano el tiempo de digestion fue un 30% aproximadamente menor [37].

BASES DE LAS TECNICAS MOLECULARES UTILIZADAS EN ESTE

TRABAJO
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Las técnicas de biologia molecular independientes cultivo pueden evitar los problemas
asociados con el cultivo selectivo y el aislamiento de bacterias a partir de muestras
naturales, sin pasar por el llamado ‘‘great plate count anomaly’’. Dado que se ha
demostrado que mediante aislamiento in vitro de los microorganismos, solo se logra
observar menos del 1% de la diversidad total presente. Dos tipos diferentes de células
contribuyen a esta mayoria silenciosa pero activa: (i) especies conocidas para las que las
condiciones de cultivo aplicadas no son las adecuadas o que han entrado en estado no
cultivable y (ii) especies desconocidas que nunca han sido cultivadas antes por falta de
métodos adecuados [2, 67, 81].

Los estudios filogenéticos han mejorado la perspectiva sobre la diversidad microbiana
en las ultimas décadas. En arboles filogenéticos basados en secuencias de genes se
puede articular el concepto elusivo de la biodiversidad. Los andlisis comparativos de las
secuencias correspondientes a la subunidad pequefia del ARNr 16S o 18S y otras
secuencias de genes demostraron que los seres vivos se dividen en tres dominios
primarios: Bacterias, Eucarya, y Archaea [78]. Basandose en estos arboles filogéneticos
de ARNIr, se ha probado que la mayoria de la biodiversidad de la Tierra es microbiana.
Los resultados de la aplicacion de estos métodos a un nimero de entornos diversos
confirman que nuestra vision de la diversidad microbiana es limitada y apuntan al

estudio de una gran riqueza [44].

Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)

Esta es una técnica molecular desarrollada para el rapido analisis de la diversidad de
comunidades microbianas en distintos ambientes. En esta técnica uno de los dos
cebadores utilizados en la reaccion de PCR esta marcado en el extremo 5’ por un
fluoréforo. El producto de PCR se digiere con una enzima de restriccion, y el pool

de fragmentos terminales de restriccion marcados con el fluor6foro se separan mediante
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electroforesis capilar en un secuenciador automatico de ADN (Figura 8). Este equipo
separa y detecta los distintos fragmentos terminales (T-RF), de acuerdo a su longitud
conuna adecuada seleccion de los cebadores de PCRYy enzimas de restriccion, es
posible distinguir las diferentes especies en una comunidad bacteriana. EIl método es
rapido y permite obtener perfiles (huellas dactilares) que representan la composicion de

las comunidades de las muestras.

Anélisis de las comunidades bacterianas complejas utilizando T-RFLP revelan altos
niveles de diversidad de especies. T-RFLP es una poderosa herramienta para la
evaluacion dela diversidad de comunidades bacterianas complejas y para la
rpida comparacion de la estructura de la comunidad y la diversidad de los diferentes

ecosistemas [32].

El analisis del gen del ARNr 16S de de Bacteria y Archaea por T-RFLP es comunmente
utilizado para monitorear la dindmica de la poblacion en reactores metanogenicos [17,

69].
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Figura 8. Esquema de T-RFLP tomado de la pagina web http://nodens.ceab.csic.es/t-rfpred/method
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Nested PCR

En esta variante de PCR, el producto de una amplificacion es utilizado como molde para
realizar una segunda amplificacion con primers que se ubican dentro del primer
fragmento de ADN amplificado. Este tipo de PCR es altamente especifico y sirve para
evitar los problemas de deteccion moleculares relacionados con microorganismos en
baja proporcion, incrementando la sensibilidad de deteccion. Esto se concluye en el
trabajo de Vissers y colaboradores [73], donde describe un nuevo enfoque de Nested
PCR destinado a mejorar la amplificacion selectiva del gen 16S ARNr de arqueas en
ambientes de agua dulce utilizando el analisis de electroforesis en gradiente de gel
desnaturalizante (DGGE). Llegan a la conclusién de que Nested PCR tiene un mejor
rendimiento en ambientes de agua dulce que los enfoques directos descriptos

anteriormente [73].

Anélisis multivariados (analisis de componentes principales y anélisis en cluster)

Estos analisis estadisticos son utilizados para interpetar como las comunidades
microbianas reaccionan frente a cambios en distintos pardmetros ambientales. Tales
explicaciones requieren medir estadisticamente la diversidad de especies de una muestra
modificando una o méas variables ambientales como la temperatura o el pH. Esto se ha
logrado a escala de laboratorio, donde las variables ambientales pueden ser controladas
con precision y el efecto de un cambio es por un solo parametro, tal como un aumento
en la temperatura, puede determinarse sobre la base de los cambios observados en la
diversidad microbiana [43]. Sin embargo, tales analisis son controlados variando un
solo parametro y no explican los efectos de variables multiples en distintas especies.
Los andlisis estadisticos multivariados han sido desarrollados para permitir el examen
de las comunidades de los sistemas ecoldgicos sobre la base de la medida de la

diversidad de especies. Los analisis mas comunmente utilizados en ecologia microbiana
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son el andlisis de componentes principales (PCA), andlisis de coordenadas principales

(PCoA), y analisis de correspondencia (CA) [43].

El analisis de componentes principales (PCA) fue uno de los primeros métodos de
ordenacién desarrollado y se ha aplicado a una amplia variedad de conjuntos de datos
ecoldgicos. ElI PCA se basa en la descomposicion de una matriz de datos en un
conjunto de valores propios y vectores Eigen que explican la varianza de la matriz en un
conjunto reducido de ejes sintéticos. EI poder de PCA y métodos relacionados con la
ordenacién es que el primer eje explica la mayor proporcion de la varianza total de los
datos, con més ejes que explican cada vez menos de la varianza. EI nlmero maximo de
ejes sintéticos que se pueden determinar es igual al namero de variables en la matriz
original, sin embargo sélo los primeros dos o tres ejes son generalmente presentados

debido a la simplicidad de visualizar gréficos 2D y 3D [43].

PARAMETROS PARA DESCRIBIR COMUNIDADES MICROBIANAS

Riqueza, Dinamica y Organizacion de la comunidad

El concepto de gestion de recursos microbianos (MRM) permite correlacionar las
caracteristicas de la comunidad microbiana con el desempefio de un sistema. El
concepto MRM describe la comunidad microbiana con tres parametros [72]: (a) la
riqueza (Rr), que refleja el nimero de especies dominantes, (b) la dindmica del cambio
(Dy), que refleja el ritmo especifico de las especies volviéndose significativas, y (c) la
organizacion de la comunidad (Co), definido como una relacion entre la estructura de

una comunidad microbiana y su funcionalidad [12].

Cada uno de estos valores Rr, Dy y Co representa un score para describir una

comunidad microbiana, se pueden representar en un grafico combinado que da una
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interpretacion visual. La determinacion de estos tres parametros permite una
interpretacion ecoldgica y por lo tanto, una comparacion del comportamiento de las
diferentes comunidades microbianas, en determinadas condiciones en funcion del

tiempo [53].

Riqueza

En la técnica molecular T-RFLP, la riqueza es representada como la diversidad de
filotipos en la comunidad dada por el nimero de picos en el T-RFLP o el numero de
OTUs en biblioteca de clones [77]. A partir de un cromatograma la riqueza estara dada
por el numero de picos presentes (Figura 9) o en el caso de un biblioteca de clones por

el nimero de OTUs.
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Figura 9. Electroferograma de T-RFLP, cada pico representa un tipo de especie diferente en una comunidad

microbiana.

La técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) es ampliamente
utilizada para estudiar comunidades microbianas. En esta técnica los fragmentos de
ADN de doble cadena obtenidos por PCR se separan en un gel de poliacrilamida en
condiciones de desnaturalizacion (urea y formamida) y generan patrones de

desnaturalizacion [41].
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La distribucion de bandas puede ser correlacionada con el porcentaje del gradiente de
desnaturalizacion del gel que se necesita para representar la diversidad total de la
muestra, a continuacién, puede ser correlacionada con las caracteristicas del medio
ambiente analizadas. De hecho, si el medio ambiente es muy habitable, puede albergar
una gran cantidad de diferentes microorganismos y también por ende gran variabilidad
genética, por lo tanto, seria necesario un gradiente mas amplio para describir la
diversidad microbiana total. Por otro lado, si el entorno es adverso o exclusivo, menos
microorganismos seran parte de la comunidad microbiana y por lo tanto una diversidad
mas estrecha. El porcentaje de contenido en GC bacteriano del gen de rRNA de 16S
oscila entre 45% a 65%. Por lo tanto, cuanto mas amplia la capacidad de carga de un
entorno (el numero de individuos presentes), mayor es la probabilidad de que puede
alojar un gran nimero de bandas con una amplia variabilidad de GC (Tanto en términos
de porcentaje como en términos de posicionamiento de los tramos GC en el gen 16S
ARNIr) [34]. Este concepto se puede expresar matematicamente mediante la definicion
de un indice de rango ponderado de riqueza (Rr). Rr es el total de nimero de bandas
multiplicado por el porcentaje de gradiente de desnaturalizacién necesario para describir
la diversidad total de la muestra analizada, de acuerdo con la siguiente férmula

Rr = (N* x Dy)

Donde N representa el nimero total de bandas en el patron y Dg el gradiente
desnaturalizante compuesto entre la primera y la Gltima banda observada [34].

Aunque el 95% de los estudios experimentales apoyan la relacion positiva entre la
riqueza de especies y el funcionamiento de los ecosistemas, especialmente en los
niveles mas bajos de riqueza, muchos han encontrado que sélo el 20-50% de las
especies son necesarias para mantener los procesos ecosistémicos biogeoquimicos [66].

Algunos trabajos demuestran que la diversidad y la identidad de las especies en una
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comunidad son factores importantes para predecir la productividad de la comunidad [76,

8].
Dinamica

La dindmica representa la velocidad con que cambia la comunidad en un periodo de
tiempo. Este es un segundo parametro que se puede estimar en base a procesamiento
adicional de los patrones de DGGE. Se puede interpretar como el nimero de especies
que, en promedio, tienen dominancia significativa (por encima del limite de deteccion
de la técnica) en un hébitat dado durante un intervalo de tiempo definido. Cuantas mas
especies lleguen a la dominancia (por unidad de tiempo y en proporcion al nimero ya
detectado) méas puede cambiar la comunidad microbiana original, y por lo tanto mas

dindmica puede ser la comunidad [77].

El célculo de la tasa de cambio puede hacerse en base al coeficiente de correlacion de
Pearson determinado en el analisis de Cluster, segun la siguiente ecuacion:

Dinémica (6 % de cambio)= 100 -% de similitud,

De esta manera con los valores de porcentaje de similitud se calculan los porcentajes de
cambio. Cuanto mayor sea el porcentaje de cambio entre dos puntos consecutivos de

muestreo, mayor sera la dinamica [77].
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Figura 10. Se representa la velocidad con que cambia la comunidad (d) en un periodo de tiempo (1, 2, 3, 4,5).

Organizacion de la comunidad
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Esta organizacion es el resultado de la accion de los microorganismos que mas
intervienen en las interacciones microbiologicas ambientales en curso. Por esta razon,
tienden a ser dominantes dentro de la estructura de la comunidad microbiana [77].

Para abordar la cuestion de la relacion entre la funcionalidad y la estructura de la
comunidad, Fernandez y colaboradores [20], estudiaron el comportamiento de las
diferentes comunidades microbianas en condiciones perturbadas. Llegaron a la
conclusién de que la estabilidad de la funcionalidad no implica necesariamente la
estabilidad de las estructuras de la comunidad. Se ha sugerido que la conservacion de
una funcionalidad dada es asegurada por la flexibilidad de una comunidad microbiana
con miembros de la comunidad minoritarios que pueden llegar a ser dominantes en un
periodo corto después de una perturbacion significativa. Esta condicion asegura una
rpida recuperacion a partir de una condicion de estrés debido a la presencia de
redundancia funcional y formas alternativas para utilizar el flujo de energia [20]. Por lo
tanto, es posible definir el pardmetro organizacion de la comunidad, como la capacidad
de la comunidad para organizarse en una distribucion adecuada de los microorganismos
dominantes y redundantes, una condicién que debe asegurar el potencial de contrarrestar

los efectos de una exposicion repentina a tension [77].

Abundancia relativa acumulada

Figura 11. Representacion de la estructura de la comunidad microbiana teniendo en cuenta el concepto de Pareto de

distribucién del trabajo. a) Representacion de la comunidad microbiana conteniendo 7 especies. (b) Numero de
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representantes por filotipo. (c) proporciéon acumulada de especies, el area debajo de la curva de Pareto es igual al Co

(Gini)
Antecedentes MRM y Reactores Anaerobios

En el trabajo de Carballa, 2011 [12], se correlacionaron las caracteristicas de la
comunidad microbiana con la funcionalidad del reactor mediante el manejo de MRM.
Estudiaron cuatro reactores anaerobios continuos a escala de laboratorio (dos reactores
operados en el rango mesofilico y dos termofilos). Los anélisis de clUster de bacterias y
arqueas basado en el DGGE vy los perfiles T-RFLP mostraron una clara separacion entre
comunidades mesofilas y termofilas. Ambas técnicas mostraron que la comunidad
bacteriana era mas rica que la de arqueas independiente de la temperatura, y que las
comunidades mesofilas eran mas ricas que las termoéfilas. La organizacion de la
comunidad de arqueas fue mas desigual que la organizacion bacteriana, y ambas
presentaron mayor desigualdad en reactores mesoéfilos. La dindmica de la comunidad se
calculé cada 18 dias, siendo muy dindmica para ambas comunidades de bacteria y
arquea durante todo el experimento. En general, se observé que comunidades de arqueas
y mesdfilos fueron menos dindmicas que comunidades de bacterias y termdfilos,
respectivamente [12]. Ademéas se correlaciond el comportamiento general de la
comunidad microbiana anaerobia para procesar la eficiencia por medio de herramientas
y parametros propuestos por MRM. Se utilizd el Indice de Ripley (que mide la
acumulacioén de acidos organicos), para evaluar el proceso de estabilidad. Bioreactores
con valores bajos de Ripley (y por lo tanto un buen rendimiento en metano)
normalmente tenian también valores bajos de Co y altos de Rr, lo que indica que una
asociacion uniforme y rica de bacterias se correspondia con una buena conversion de los
acidos grasos en metano. Wittebolle y colaboradores [77], encontraron también que la
uniformidad inicial de la comunidad es un factor clave en la preservacion de la

estabilidad funcional de un ecosistema contra el estrés ambiental.
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En el trabajo presentado por Pycke [53], se describe la riqueza, dindmica y organizacion
de la comunidad microbiana de los dominios de Bacteria y Archaea de cuatro digestores
anaerobicos a gran escala durante un periodo de 45 dias, utilizando la técnica molecular
T-RFLP. Los andlisis en cluster separaron los perfiles obtenidos de las muestras de
reactores mesofilos y termofilas para las comunidades de arqueas como para bacterias.
Independientemente de la temperatura de funcionamiento, cada reactor tuvo un perfil de
comunidad diferenciada. Se encontr6é que la estructura de la comunidad de arqueas del
reactor UASB mesdfilo fue mas estable. La composicion de la comunidad fue altamente
dinamica para bacterias y arqueas. Este estudio ilustra que las comunidades microbianas
en digestores anaerobios a gran escala son Unicas en cada rector y que las comunidades

son muy dinamicas [41].
ANTECEDENTES DEL SISTEMA DE TRATAMIENTO ESTUDIADO

En este trabajo se realizd el monitoreo de un sistema a escala real de tratamiento de
aguas residuales de una industria lactea de Melo, Uruguay. El sistema fue disefiado para
una alta eficiencia en remocion de grasas, consiste en dos reactores UASB modificados
(A'y B) y un digestor de grasas. Los reactores UASB modificados incluyen un extractor
de espumas y un sedimentador externo de ldaminas, de esta forma se recuperan los lodos
que se flotan con la grasa que pasan al digestor de grasas. Este digestor tiene una

recirculacion hacia los reactores UASB de manera de recuperar la biomasa perdida.

Las aguas residuales de esta industria lactea tienen un contenido de lipidos superior a
40% de DQO total y el caudal medio es de 100 m®d. Los reactores fueron inoculados
con lodo de una laguna de tratamiento anaerobico de un frigorifico carnico, que poseia
una actividad metanogénica especifica de 0,12 gCH;-DQO /gVSS.d [46]. El digestor de

grasas se inoculd con lodos de la misma laguna que los reactores, y fue operado en
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condiciones de mezcla completa con recirculacion de lodos por medio de
bombeo. La corriente de salida del digestor se descarga en los dos rectores UASB a fin
de retener la biomasa del sistema. El biogas generado se utiliza para aumentar la
temperatura del flujo de ingreso al reactor en unos 3-4°C, ademéas de mantener los
contenidos digestores a temperaturas entre 32°Cy38°C. Para aumentar la
temperatura del afluente y del contenido del digestor se utilizan intercambiadores de

calor de tubos concéntricos construidos en acero inoxidable.

En el trabajo de Passeggi [46], fueron estudiados los parametros de rendimiento de este
sistema de tratamiento, esto se hizo mediante el control de la remocion de materia
orgénica y de grasa y aceites. Los resultados indicaron la viabilidad de realizar el
tratamiento de efluentes industriales de productos lacteos sin la necesidad de separacion
previa de grasas en reactores anaerobios, incluso cuando el contenido de material
lipidico es mayor a 40% de materia organica, expresada como demanda quimica de

oxigeno (DQO).

Los valores de la eficiencia de remocién de la DQO en condiciones estables de

funcionamiento fueron de alrededor del 90% para estos reactores anaerobios [46].

En otro trabajo donde se estudiaron digestores anaerobios UASB, los valores de la

eficiencia de remocién del DQO estan entre 83-91% [55].
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Figura 12. Reactores anaerobios metanogénicos para el tratamiento de efluentes de la industria lechera en estudio.
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Figura 13. Sistema completo de tratamiento lay-out. (—) Flujo continuo; (— ——) Flujo intermitente. En este trabajo

R1 es llamado reactor A 'y R2 reactor B. Tomado del trabajo de Passeggi et al., 2009 [46].

Tabla 2. Caracteristicas promedio del efluente para los reactores A y B. Tomado del trabajo de Passeggi et al.,

2009 [46].
Carga . Residencia
Reactores Volumen (m3) SSV (mg/L) (ngQO/m3.d) Temp. (°C) hidraulica (hs)
: 40 710 5.5 25.8 17

Los reactores se operaron al inicio con alimentacion intermitente (3 dias de

alimentacion, 3 dias de no alimentacion) durante el periodo de arranque 120 dias,

alcanzando el nivel total de aguas residuales generadas por la planta a los 160 dias

después de la puesta en marcha. Para mantener una operacion continua en el proceso

global los dos reactores se operaron en forma alternada. La alimentacion discontinua es

una estrategia sugerida para el arranque de reactores con alto contenido en grasas [42].

Los reactores UASB se operaron con alimentacion intermitente durante un afio, luego

del cual se paso a alimentacion continua.

El sistema de tratamiento se encuentra operando desde hace mas de cinco afios con

buena eficiencia de remocion de materia organica y produccion de metano. Sin
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embargo, en los Ultimos afios, se observo una disminucion en la capacidad de remocién

de grasas y aceites. Para buscar soluciones a este problema los encargados de la planta

resolvieron agregarle a uno de los reactores UASB (reactor A) un preparado comercial

hidrolitico disefiado para aumentar la remocion de grasas en sistemas de tratamiento de

efluentes anaerobios. El otro reactor (reactor B) se operd sin ningin agregado como

testigo para evaluar la eficiencia del suplemento.

Agregado de preparado hidrolitico al reactor A

Se agreg6 el preparado comercial BIO-SYSTEMS B120. De acuerdo a la descripcion de

este preparado (http://biobugs.com) contiene microorganismos de alto rendimiento

adaptados y desarrollados para su uso en el tratamiento biolégico de aguas residuales de

grasas Y aceites en digestores anaerobios. Contiene ademas depresores de tensién

superficial y penetrantes que sueltan y licuan los depositos de grasa pesada, ayudando

asi a su biodegradacion

Se comenzd a agregar producto al reactor A en la fecha 14/02/12. La dosis los primeros

10 dias de tratamiento fue de 200 g/dia y se continud con la etapa de mantenimiento

con 20 g/dia durante 120 dias. El porcentaje de preparado agregado al reactor A fue de

0,55% con respecto a la biomasa total (Tabla 3).

Calculo de preparado agragdo al reactor A

biomasa total

Viotal (L) €n el reactor 40000
Reactor A |Biomasa en el reactor (g/L) 20
Biomasa total en el reactor (g) 800000
2kg en10 dias 2000
Agregado del |20 g/dia por 120 dias 2400
preparado |Total de preparado agregado 4400
% del preparado agregado al reactor A respecto ala 0,55

Tabla 3. Calculos del porcentaje de agregado del preparado hidrolitico al reactor A con respecto a la biomasa total.
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El reactor B se mantuvo como testigo y se operd sin ningun agregado durante todo el
periodo de estudio. Para evitar la mezcla de biomasa de los reactores se cerro la
recirculacién de biomasa del digestor de grasas durante el periodo de agregado de

suplemento.

2. OBJETIVO Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo general

Determinar el efecto del agregado del preparado comercial hidrolitico sobre la
comunidad microbiana de reactores metanogénicos UASB de tratamiento de aguas

residuales de la industria lactea.

Objetivo especificos

Determinar la variacion de la comunidad microbiana de Bacteria y Archaea a lo largo

del tiempo en dos reactores metanogéenicos operados en paralelo.

Determinar los pardmetros Riqueza, Dinamica y Organizacion de la comunidad de las
comunidades microbianas de bacteria desarrolladas en los dos reactores en los

diferentes periodos de operacion.

Comparar la comunidad microbiana de Bacteria y Archaea con y sin agregado de

preparados comerciales hidroliticos.

Correlacionar los datos de operacion de los reactores con la composicion de la

comunidad microbiana.

Preguntas a responder

¢Es beneficioso agregar preparados comerciales con enzimas hidroliticas a reactores

metanogénicos de la industria lactea?

¢Como varia la comunidad microbiana del reactor metanogenico a lo largo del tiempo?
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¢Como varia la comunidad microbiana luego del agregado de enzimas a lo largo del

tiempo?

¢Como afecta la composicion de la comunidad de Bacteria y Archaea el agregado de

enzimas?

¢Como se correlacionan los datos de operacion del reactor con los cambios en la

comunidad microbiana?

Estrategia experimental

Se realiz6 el monitoreo de los dos reactores metanogénicos UASB operados en paralelo.
Los reactores se operaron en dos periodos, en el periodo | no se agregd ningdn
suplemento, en el periodo Il a uno de los reactores se le agregé un suplemento
comercial para aumentar la hidrdlisis. Se tomaron muestras de la biomasa de los
reactores a intervalos de 15-30 dias durante 1 afio. Cada muestra tomada fue producto
de la mezcla de 6 submuestras que se homogeneizaron en una sola muestra (Tabla 4) y

fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

Se realizo el andlisis de las comunidades microbianas mediante T-RFLP del gen del
ARNr 16S de Bacteria (Anexo 6.2) y Archaea (Anexo 6.3), y Nested PCR para Archaea
(Anexo 6.4). Basados en estos perfiles se realizaron analisis multivariados y se

calcularon los parametros Ri, Dy y Co.

Tabla 4. Fechas de las muestras tomadas del A (A) y del B (B), se sefialan las fechas que abarca cada
periodo (I: antes, y II: después del agregado del preparado hidrolitico), y un punto de acidificacion en

ambos reactores.
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Muestra Fecha Eventos importantesl
Al, B1 06/06/11
A2, B2 04/07/11
A3, B3 08/08/11 Acidificacién de Ay B
A4, B4 09/09/11
Periodo | A5, B5 27/09/11
A6, B6 17/10/11
A7, B7 31/10/11
A8, B8 14/11/11
A9, B9 13/02/12
A10, B10 27/02/12
Al1, B11 12/03/12 Agregado del -
Periodoll  A12,B12  26/03/12 Z;eﬁ]?gf:;’r;:m‘:ﬁz
Al3,B13 09/04/12 hidroliticos al reactor
Al4,B14 23/04/12 A

3. MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion de ADN se homogeneiz6 la muestra utilizando un mortero
estéril de manera de romper los granulos. Posteriormente se separo las células mediante
centrifugacion (5000g, 5 minutos), se descarto el sobrenadante y se extrajo el ADN a
partir de 1g de biomasa centrifugada utilizando el kit comercial UltraClean™ Soil
DNA Isolation Kit (MoBio laboratories, inc) (Anexo 6.1) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Se evaluo la calidad y cantidad del ADN extraido mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% en buffer de corrida TBE 0,5X. La corrida se realizo a 100V. El gel se tifid
previamente con Bromuro de Etidio (c.f. 5 pL/mL) y se observd traves de un

transiluminador con luz UV.
T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

Se amplifico el gen del ARNr 16S utilizando cebadores especificos para dominio
Bacteria 27F y 1492R y para dominio Archaea 21F y 958R [17]. Para amplificar el gen

de ARNr 16S por Nested PCR se utilizaron los primers internos 109F-938R y externos
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21F-1392R [73]. Todos los cebadores fueron sintetizados por la empresa Integrated
DNA Technologies. Los cebadores forward utilizados en el T-RFLP (27F, 21F y 109F)
fueron marcados en el extremo 5’con el compuesto fluorescente 6-FAM. Las

condiciones de cada reaccion de PCR se presentan en anexos 6.2, 6.3y 6.4.

Tabla 5. Secuencias nucleotidicas de los primers utilizados para amplificacion del gen del ARNr 16S

para organismos del dominio Bacteria y Archaea [17, 73].

Primers para el gen del ARNr 16S Bacteria | Primers para el gen del ARNr 16S Arquea

27F: 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 21F: 5'-TTCCGGTTGATCCYGCCG GA-3’

1492R: 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 958R: 5’-CCGGCGTTGAMTCCAATT-3’

109F: 5’-ACKGCTCAGTAACACGI-3’

1392R: 5'-ACGGGCGGT GTGTACA-3’

La purificacion del producto de PCR se realizd con el kit QIAquick PCR purification
kit (Qiagen) (Anexo 6.5), obteniéndose el ADN concentrado en 30 pL de agua
ultrapura. EI tratamiento con enzimas de restriccion se realizd con la enzima Mspl
(Fermentas) para Bacteria (incubacion 37°C por 4hs e inactivacion de las enzimas a
65°C por 10 minutos) y con Tagl (Fermentas) para Archea (incubacién a 65°C por 4 hs).
La purificacion de los fragmentos se realizd por precipitacion con etanol 95% (v/v) a
4°C (por 30 minutos), y luego centrifugacion a 17000g a 4°C (30 minutos),
posteriormente se lavo el pellet con etanol 70% (v/v) (Se adjunta protocolo en Anexo

6.2) y se dejo secar en estufa a 30°C.

Separacion y deteccion de fragmentos

Los fragmentos se separaron por electroforesis capilar en un secuenciador 3130
(Applied Biosystem) equipado don un detector laser en el servicio de secuenciacion del

Instituto Pasteur de Montevideo, utilizando el marcador interno GeneScan 1200L.iz.
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Analisis de los electroferogramas

Los cromatogramas se analizaron con el software Peak Scanner V1.0 (Applied
Biosystem). Se estandarizaron las muestras a través del célculo del porcentaje relativo
de la altura de cada pico. Las abundancias relativas de T-RFs se determinaron mediante
el calculo de la relacion entre la altura de cada pico y la altura total de todos los picos
dentro de una misma muestra. Se consideraron sélo los picos con abundancia mayor al
3% del total de la suma de intensidades de la muestra. La riqueza de la comunidad fue
determinada como el nimero de picos mayores con intensidad relativa mayor al 3% del
total. La dinamica de la comunidad se determin6 a partir del indice de distancia y
similitud (Bray-Curtis) determinado en el andlisis de Cluster. A partir de éste indice, la
dinamica se calculé como (1-Similitud) entre muestras tomadas para ambos reactores
cada 18 y 14 dias para el periodo 1 y II, respectivamente para la comunidad de Bacteria
y en muestras tomadas cada 28 dias para la comunidad de Archaea. Para determinar la
organizacion de la comunidad se utilizé la tabla de intensidad de T-RFs para cada
muestra obtenida utilizando solamente los picos con abundancia mayor al 3% del total
de la suma de intensidades. Estos valores se ordenaron de valor creciente a dec reciente
para cada muestra y se calculd el coeficiente de Gini de acuerdo a lo descripto por

Marzoratti y colaboradores [34].

Se realizaron analisis mutivariados utilizando el programa PAST [23].
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4. RESULTADOS

DATOS DE OPERACION DE LOS REACTORES

Los datos de pH, DQO, biogés, remocidn de grasas y aceites fueron suministrados por
los técnicos de la empresa. La fabrica cursd por un periodo de receso en los meses de
enero y febrero ya que no hubo produccidon de lacteos. Durante ese periodo no se
operaron los reactores por lo tanto no se obtuvieron muestras. Los analisis de los datos

se realizaron en este trabajo.

En el correr de un afio de muestreo el pH varié en el rango de 5,6-7,62 (Figura 14).
Durante el periodo muestreado, ambos reactores se acidificaron en dos puntos que
correspondieron al periodo comprendido entre la fecha del 11 al 23-07-2011 (muestras
A3y B3) llegando a un pH de 5,84, y al periodo correspondiente a la fecha del 26 al 31-
12-2011 llegando a un pH de 5,6. Los reactores mantuvieron un pH similar entre ellos

tanto en el periodo I como en el 1l.
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Datos de pH
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Figura 14. Grafico de promedios semanales de datos de pH para los reactores A y B durante el afio de muestreo. Barra roja: indica el agregado del preparado hidrolitico en la fecha

14/02/2012, sefiala final de periodo | y comienzo de periodo Il. Cuadro rojo: sefiala periodo de receso de la industria lactea.
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Remocion de DQO
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Figura 15. Promedios semanales de remocién de DQO para el reactor A y B durante el afio de muestreo. Barra roja: indica el agregado del preparado hidrolitico en la fecha

14/02/2012, sefiala final de periodo | y comienzo de periodo Il. Cuadro rojo: sefiala periodo de receso de la industria lactea.
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La remocion de DQO para el reactor A estuvo entre 28- 92% en el periodo | y entre 56-
97% en el periodo Il (Figura 15). Mientras que para el reactor B estuvo entre 19-92%

en el periodo | y entre 17-95% en el periodo I1.
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Figura 16. Porcentaje de remocién de DQO promedio para cada reactor en el periodo | y en el periodo II.

Las barras indican la desviacién estandar de los datos durante el periodo.

Los promedios de los porcentajes de remocién de materia organica (medida como
DQO) (Figura 16), no presentaron diferencias significativas luego del agregado del
preparado hidrolitico en el reactor A. Tampoco se observd una variacién significativa
para los valores obtenidos para el reactor B, si bien se ve una tendencia a incremento en
los dos reactores luego del periodo de no operacion (periodo Il). Para ambos reactores

se observé una alta dispersion de los datos.
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La produccién de biogas fue similar y fluctuante en el periodo | para ambos reactores
(Figura 17), en el periodo Il también se observa fluctuacion y valores similares en la

produccion de biogas para los reactores Ay B.
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Figura 18. Produccion de biogas promedio para los reactores Ay B en el periodo | y 1l. Las barras

indican la desviacion estandar de los valores durante el periodo.

No se observaron diferencias significativas para el reactor A entre el periodo | y Il, asi
como tampoco para el reactor B (Figura 18). La produccion de biogas en ambos

periodos entre los reactores fue similar.

54



x | |om

&
-

m« x|

A

-
X I -

x1A

(=]
o
—

Remocidn de grasas y aceites

o O O o oo o o o o
[ T B = Vo R~ U s B o

saj1aae A seseud ap uoldowal ap %

tiempo {semanas)

= Promedios de B

WA AB < Promediosde A

Figura 19. Porcentaje de remocidn de grasas y aceites semanal para los reactores A y B. Barra roja: indica el agregado del preparado hidrolitico en la fecha 14/02/2012, sefiala final
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Para el reactor A en el periodo I la remocidn de grasas y aceites estuvo entre 7-88%
mientras que en el periodo Il estuvo entre 28-75% (Figura 19). Para el reactor B la
remocion de grasas Yy aceites estuvo entre 6-82% en el periodo I y en el periodo Il entre
10-56%. Se observa que en el periodo | los reactores tienen una remocion de grasas y
aceites similar entre ellos mientras que en el periodo Il tienden a diferenciarse al
principio, y luego de un tiempo la diferencia es menor. En todos los casos se observa

una gran dispersion de los datos.

80

70 T

60 - | ]

50
40 - I

30 -

% de remocion de DQO

20

0 T T T T T T T
R1 periodo 1a R2 periodo 1a R1 periodo 1b R2 periodo 1h R1 periodo 2a R2 periodo 2a R1 periodo 2b R2 periodo 2b

Figura 20. Promedio de remocion de grasas y aceites para los reactores A y B durante el periodo 1 y I1.
Cada periodo se dividi6 en dos partes para los dos reactores: periodo | enay b, y periodo Il enayb. Las
barras indican la desviacion estandar de los datos tomados durante el periodo. La barra roja indica final de

periodo | y comienzo del periodo II.

Debido a la gran dispersion de los datos se decidio realizar los promedios en periodos
mas cortos. Para eso se dividié el periodo 1y Il en dos partes cada uno, el periodo | con
parte ay b de 11 y 12 semanas respectivamente, y el periodo 1l se dividié en ay b cada
una con 7 semanas (Figura 20) en el analisis observo que para ambos reactores entre la
parte a y b del periodo I no hay diferencias significativas en la remocion de grasas y
aceites, siendo para el reactor A de 42% (a) y de 46% (b), mientras que para el reactor B
fue de 39% (a) y de 38% (b). En el periodo Ila se observan diferencias entre ambos

reactores ya que para el reactor A se da un aumento de la remocion de grasas y aceites,
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los porcentajes de remocidn fueron de 64%para el reactor A y de 30% para el reactor B,
y en el periodo I1b esta diferencia disminuye siendo de 51% para el reactor A 'y de 35%
para el reactor B. Debido a una gran desviacion de los datos no se pueden observar

diferencias entre los promedios.

Extraccion de ADN de los lodos
La extraccion de ADN de los lodos de ambos reactores tuvo un buen rendimiento

utilizando el kit Ultra Clean Soil DNA extraction kit de MoBio. Se verifico presencia de
ADN vy la pureza del mismo mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 21a).
El producto de PCR tanto para Bacteria como para Archaea del gen de ARNr 16S fue
del tamario esperado, 1500pb aproximadamente (Figura 21by c).

a b

o

Figura 21. a- Gel de electroforesis que muestra las bandas de ADN gendmico extraido de varias muestras
de lodo para Ay B, b- Gel de electroforesis que muestra el producto de PCR del gen de ARNr 16S para
Bacteria, c- Gel de electroforesis que muestra el producto de PCR del gen de ARNr 16S para Arquea, d-
Gel de electroforesis que muestra el producto de PCR del gen de ARNr 16S para Arquea con problemas

de amplificacion donde se observa el control positivo. EI marcador de peso molecular de ADN utilizado
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fue: 1KB (Invitrogen), y el gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de Etidio. Flecha fina: control

positivo arqueas. Corchete: amplicones esperados para ambos dominios.

Se obtuvo solamente productos de amplificacion positivos para el gen del ARNr 16S de
Archaea de las primeras 5 muestras de cada reactor, es decir hasta la fecha 27-09-2011.
A partir de esta fecha no se pudo lograr amplificacion con los primers de Archaea
utilizados (21F y 1392R). Esto se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa
(Figura 21d), donde se observo la amplificacién solamente del control positivo (ADN

proveniente de una cepa pura perteneciente al dominio Archaea).

Para aumentar la sensibilidad del método se probd la técnica de Nested PCR, esta
técnica comprende dos rondas de amplificacion con distintos pares de primers en cada
una. Primero se realizd una reaccion con los primers externos para amplificar una region
de ADN mas extensa, que contiene el segmento diana. Después, con este producto de
amplificacion, se ejecutd una segunda reaccion de PCR con los primers internos para
amplificar la region especifica. No se obtuvieron resultados positivos para ninguna de
las muestras analizadas (A6, A7, Al12, Al4, B8, B9, B11), mientras que si se obtuvieron
resultados de amplificacion positivos para el control positivo. Se extrajeron nuevamente
ADN de algunas de las muestras (A6, A7, A12) para descartar que no amplificaran por
problemas relacionados al ADN como degradacion, pero en nuevos intentos de

amplificacion no se obtuvieron resultados positivos.

La ausencia de productos de PCR de organismos del dominio Archaea en estas muestras
no refleja su ausencia en los reactores en ese momento dado. Los miembros de estos

taxones podrian simplemente no ser detectado debido a un problema metodolégico.
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ANALISIS DE LA COMUNIDAD MICROBIANA DE ARCHAEA POR T-RFLP

DEL GEN DE ARNR 16S

Debido a los problemas con el PCR para este grupo de organismos solamente se

analizaron las muestras de tomadas en el periodo | de operacion (muestras 1 a 5) por lo

cual no se pudo estudiar el efecto del agregado comercial sobre este grupo de

microorganismos. A pesar de ello se analizaron los datos para obtener informacion del

proceso previo al agregado.

En los perfiles obtenidos de T-RFLP (Figura 22) se detectaron un total de 36 picos (T-

RFs) distintos, 12 de ellos estuvieron presentes en la mayoria de las muestras, lo que

indica su persistencia en el reactor.

Los perfiles obtenidos para las comunidades de ambos reactores mostraron similitud en

el tipo de picos presentes, variando la abundancia relativa de cada T-RF en el tiempo.
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Figura 22. Abundancia relativa de fragmentos de T-RFs. Cada color indica un T-RF diferente, la

proporcion relativa de los picos en el cromatograma se muestra como proporcion relativa de cada T-RF.

El tamafio en nucledtidos de cada T-RF se especifica a la derecha de la imagen.
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Analisis de cluster y de componentes principales

El andlisis de agrupamiento (cluster) de los resultados de abundancia relativa obtenidos
en el T-RFLP basado en similitud de Morisita mostré un agrupamiento entre las
muestras de ambos reactores para la misma fecha (Figura 23a). La misma tendencia se
observd en el andlisis de componentes principales (Figura 23b). En ambos analisis se
observé una separacion de la muestra A3, esta muestra fue obtenida luego de la
acidificacion de los reactores. La muestra B3 no se pudo analizar por no haber obtenido

resultado positivo en la amplificacion del gen.
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Figura 23a. Analisis de cluster basado en similitud de Morisita basdo en los perfiles del T-RFLP del
gen ARNr 16S de Archaea para muestras 1-5 para el reactor A'y muestras 1, 2, 4,5 para el reactor B. b.

Analisis de componentes principales (PCA) utilizando los perfiles de T-RFLP de Archaea el componente
1 explica el 46,7% y el componente 2 explica el 30,4%. Para ambos andlisis se tomaron en cuenta

solamente los fragmentos que aportan mas de un 3% a la abundancia total.

indices de diversidad

El indice de Simpson presenta valores menores cuando la comunidad es més diversa. De
hecho la interpretacion de D es que es la probabilidad de un encuentro intraespecifico,
es decir, la probabilidad de que dos individuos tomados de la comunidad al azar sean de
la misma especie. Cuanta mas alta sea esta probabilidad, menos diversa es la
comunidad. En la Tabla 6, se muestran los valores del indice de Simpson para la
comunidad de Archaea del reactor A y B. Se observa que los valores, estuvieron entre
0,74 a 0,90, por lo tanto es cercano a 1, lo que indica una comunidad diversa. El indice

de Shannon, H, normalmente toma valores entre 1 y 4.5. Los valores observados para
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las muestras de las comunidades de Archaea de ambos reactores estuvieron entre 1,78 y

2,40 (Tabla 6).

Tabla 6. indices de diversidad para las muestras del reactor Ay B

Indices de diversidad A1l A2 A3 A4 A5 Bl B2 B4 B5
Simpson_1-D 08 08 074 09 09 ] 079 076 08 0,8
Shannon_H 1,84 1,8 169 248 240 1,78 168 1,8 2,06

Determinacion de los parametros Ri, Dy y Co a partir de los perfiles de T-RFLP de
Archaea

Riqueza de la comunidad

Se observaron entre 8 y 23 picos de T-RFLP, con un promedio de 11 picos por muestra
para el reactor A, mientras que para el reactor B se observaron entre 8 y 16 picos, con
un promedio de 9 picos (Figura 24). Se observo un aumento en la cantidad de picos
para el reactor A en el transcurso del muestreo mientras que la cantidad de picos en las

muestras del reactor B se mantuvo mas estable.
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Figura 24. Rigueza de la comunidad en muestras de los reactores A y B determinada como el nimero de

(9]
|

picos en los cromatogramas de T-RFLP luego de la estandarizacion (s6lo se tomaron los picos con

abundancia relativa mayor al 3%).
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Dinadmica de la comunidad

Para realizar el calculo de la dindmica es necesario comprar muestras extraidas en
periodos de tiempo similares. Debido a los problemas con la amplificacion por PCR con
estas muestras solamente se pudo calcular la dinamica con unas pocas muestras, la

mayoria para el reactor A.

Se observa que la dindmica obtenida para la comunidad de arqueas del reactor A
present6 una gran variacion (entre 30 y 100%) (Figura 25). Las dinamicas obtenidas en
el periodo previo a la acidificacidn presentaron valores moderados para ambos reactores
(30% y 45% para reactor A y B respectivamente), mientras que las dinamicas mas altas
se observaron luego del periodo de acidificacion de los reactores (cercanas al 100%,

datos solo obtenidos para el reactor A).

[N

o
©

o
[

o
N

o
o)

Dinamica
o
(0]

o
~

o
w
|

o
N
|

o
[EEN
|

o
|

A1-A2 (28 dias) B1-B2 (28 dias) A2-A3 (35 dias) A3-A4 (32 dias)

Figura 25. Dindmica mensual de las comunidades de arqueas de los reactores A 'y B. Solamente se

analizaron muestras tomadas durante el periodo I.

Organizacion de la comunidad
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Figura 26. Coeficiente de Gini de las comunidades de arqueas de los reactores A y B en muestras
tomadas durante el periodo | de operacién. La muestra B3 no se incluye porque no se pudo obtener un

perfil de esta muestra.

El coeficiente de Gini es una medida de la desigualdad de la comunidad y varia entre O
y 1, en donde 0O se corresponde con la perfecta igualdad, y 1 se corresponde con la
perfecta desigualdad. En la Figura 26, se observa que para el reactor A el coeficiente de
Gini vari6 entre 0,37-0,70, mientras que para el reactor B varié entre 0,39-0,58. Por lo
tanto, el reactor A tuvo una mayor desigualdad en la comunidad de Arqueas en el

periodo de muestreo que el reactor B.

ANALISIS DE LA COMUNIDAD BACTERIANA POR T-RFLP DEL GEN

ARNr 16S

En los perfiles de T-RFLP de Bacteria de las muestras del reactor A se observaron 38
picos (t-RFs), 19 de los cuales se encontraron presentes en la mayoria de las muestras,
lo que indica persistencia en el reactor (Figura 27). Se observé un cambio de los
perfiles en las muestras A9 y A10, estas muestras corresponden al re-arranque de los

reactores luego del periodo de receso en la produccion de lacteos de los meses
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diciembre y enero y al agregado de enzimas hidroliticas (en el reactor A) en la fecha

14/02/12 previa a la extraccion de la muestra A10.
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90% - 531 520 510

502 11496 11484
80% -
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70% -
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60% 335 W319 m292
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20% - 137 W133 W123

10% - m118 W5 Mgl

W62 W52
0% -
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All Al12 Al3 Al4

Figura 27. Representacion de los perfiles de T-RFLP de Bacteria para muestras del reactor A. Cada
color indica un T-RF diferente, la proporcién relativa de los picos en el cromatograma se muestra como
proporcion relativa de cada T-RF. El tamafio en nucleétidos de cada T-RF se especifica a la derecha de la
imagen. Recuadro rojo: indica la muestra tomada luego del periodo de receso. Barra roja indica agregado

del preparado de microorganismos.
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Figura 28. Representacion de los perfiles de T-RFLP de Bacteria para muestras del reactor B. Cada color
indica un T-RF diferente, la proporcidn relativa de los picos en el cromatograma se muestra como
proporcion relativa de cada T-RF. El tamafio en nucle6tidos de cada T-RF se especifica a la derecha de la
imagen. Recuadro rojo: indica la muestra tomada luego del periodo de receso. Barra roja indica agregado

del preparado de microorganismos.

De forma similar, en los perfiles de T-RFLP de Bacteria de muestras del reactor B se
observaron 36 picos, de los cuales 12 estuvieron presentes en la mayoria de las
muestras, lo que indica persistencia en el reactor (Figura 28). También se observé un
cambio en la comunidad en las muestras B9 correspondientes al re-arranque del reactor

luego del receso de produccion.
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Figura 29. Representacion de los perfiles de T-RFLP para las muestras de los reactores A 'y B extraidas

durante el periodo | de operacién (muestras 1-8).

De manera de comparar la comunidad de bacteria de ambos reactores y el efecto del

agregado comercial sobre uno de ellos, se graficé en forma conjunta los perfiles de T-

RFLP de los dos reactores durante el periodo | y durante el periodo Il (Figuras 29y

30). Durante el periodo | se observo similar comportamiento para las comunidades de

ambos reactores, la abundancia relativa de los T-RF cambi6 en el tiempo mostrando un

cambio a partir de la muestra 8 con respecto a las muestras anteriores. Las primeras

muestras tomadas durante el periodo Il para el reactor A (muestras A 9 y A10) muestran

perfiles muy diferentes con las tomadas en el reactor B en las mismas fechas (B9 y

B10), volviéndose luego mas similares entre si.
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Figura 30. Comparacion de los perfiles de T-RFLP de Bacteria tomadas de los reactores Ay B durante

el periodo Il (muestras 9-14).

Anélisis de cluster y de componentes principales

El andlisis de agrupamiento (cluster), basado en similitud de Morisita de los perfiles de

T-RFLP para las muestras tomadas en el periodo | (1-8) para reactores A y B muestra

un agrupamiento de las muestras por fecha de muestreo y no por reactor (Figura 31 a).

Mientras que en el analisis realizado para el periodo Il se observa un agrupamiento de

muestras por reactor (Figura 31 b). Las muestras tomadas del reactor A en las fechas

mas cercanas al agregado (muestras A9 y A10) se encuentran separadas de las otras

muestras. En particular la muestra A10 es la que presenta menor similitud con las otras

muestras.
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Figura 31. Andlisis de cluster basado en similitud de Morisita, de los perfiles de T-RFLP del gen ARNr

16S de Bacteria para las muestras de los reactores A y B durante el periodo | (muestras 1-8) (a) y durante

el periodo 11 (muestras 9-14) (b).
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De forma similar, el analisis de componentes principales (PCA) muestra cierto
agrupamiento entre muestras por fecha de muestreo durante el primer periodo y un
agrupamiento de muestras por reactor durante el periodo 11 (Figura 32 ay b). Se
observa también que las muestras A9 y A10, tomadas luego del agregado comercial, son
las que estan mas separadas mientras que luego las muestras de los dos reactores
aparecen mas cercanas. La suma de los dos componentes (1 y 2) explica un alto
porcentaje de la variacion para los dos analisis (49,3% para el periodo |y 57,3% para el

periodo II).
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Figura 32. a. Andlisis de componentes principales utilizando los T-RFs para muestras 1-8. Donde el
componente 1 explica el 27,9% y el componente 2 explica el 21,4%. b. Andlisis de componentes
principales utilizando los T-RFs para muestras 9-14. Donde el componente 1 explica el 38,4% vy el
componente 2 explica el 18,9%. Al, A2, A3,... representan las sucesivas muestras del reactor A, lo

mismo para B que representa las muestras para el reactor B.

Indices de diversidad

Basados en los perfiles de T-RFLP de Bacteria se determind los indices de diversidad
utilizando el programa PAST (Tabla 7). Se observan valores similares para las
comunidades de ambos reactores en el afio de muestreo. Para el reactor A, el indice de
Simpson vario entre 0,82-0,94 y el indice de Shannon vari6 entre 1,97-2,90 mientras
que para el reactor B el indice de Simpson vario entre 0,79-0,95, mientras que el indice
de Shannon estuvo entre 1,79-3,01. Si comparamos el periodo | con el Il para el reactor
A no hubo grandes diferencias en el indice de Simpson, en el I los valores estuvieron
entre 0,85y 0,93 y en el Il entre 0,82 y 0,94, mientras que para el indice de Shannon
estuvo en el periodo | entre 2,11 y 2,77 mientras que en el 1l estuvo entre 1,97 y 2,90.

Lo mismo sucedié para el reactor B, los valores en el periodo | para el Indice de
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Simpson estuvieron entre 0,86 y 0,95 y en el Il entre 0,79 y 0,93 mientras que para el
indice de Shannon en el periodo | estuvo entre 2,20 y 2,64, y en el periodo Il entre 1,79

y 2,77.

En general, estos valores fueron mayores que los obtenidos para la comunidad de

arqueas (Tabla 6).

Tabla 7. indices de diversidad obtenidos a partir de los perfiles de T-RFLP de Bacteria para las muestras

del reactor A (a) y para las muestras del reactor B (b).

Indices de diversidad Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 | A9 A0 A1l A12 A13 Al4
Simpson_1-D 093 09 09 093 093 08 09 08|08 08 09 09 091 094
Shannon_H 266 248 244 275 277 248 245 211 | 1,99 1,97 238 267 25 2%
Indices de diversidad BL B2 B3 BA B5 B6 B/ BS | B9 BI0O B11 B12 BI13 Bld
Simpson_1-D 087 09 09 08 08 08 08 09079 09 08 09 091 087
Shannon_H 220 252 301 230 226 246 230 264 | 1,79 261 220 277 252 227

Determinacion de los parametros Ri, Dy, y Co para describir la estructura de la
comunidad de bacteria a partir de los perfiles de T-RFLP

Riqueza de la comunidad

En la Figura 33, se observa los valores calculados de riqueza de la comunidad de
Bacteria para las muestras de ambos reactores. Se observa que para ambos reactores el

namero de T-RFs disminuye en la muestra 9, tomada luego del receso de la fabrica.
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Figura 33. Nimero de picos de T-RF por muestra. Comparacion de muestras entre reactores.
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Figura 34. Gréafico de dinamica vs periodo de tiempo entre muestras, comparacion entre reactores en el
periodo I.

En el reactor A en el periodo | (muestras Al- A8), la dinamica varié en el rango de

14,5-48%, mientras que para el reactor B en el periodo | varia 15-52%. El andlisis entre

reactores muestra que la dindmica en el tiempo fue similar en este periodo con una gran

variacion.
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Figura 35. Gréfico de dindmica vs periodo de tiempo (cada 14 dias) entre muestras.

En el reactor A en el periodo Il (muestras A9- A14), la dindmica presentd valores en el
rango de 22-73%, mientras que para el reactor B en el periodo Il varia 33-46%. El
andlisis entre reactores muestra que la diferencia en dinamica entre reactores fue mayor
en este periodo en comparacién al primero. En particular luego del agregado de

preparado comercial se observé una alta dinamica de la comunidad en el reactor A.

Organizacion de la comunidad

Se determino el coeficiente de Gini como un parametro para medir la equitatividad de la
poblacion. Se observo que para periodo | el coeficiente de Gini del reactor A vario entre

0,26-0,63, mientras que para el reactor B vario entre 0,17-0,69 (Figura 36).
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Figura 36. Coeficiente de Gini de la comunidad de bacteria de los reactores A y B durante el periodo |

(muestras 1-8).
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Figura 37. Coeficiente de Gini de de la comunidad de Bacteria los reactores A y B durante el periodo Il

(muestras 9-14).

Para las poblaciones de bacterias desarrolladas durante el periodo Il se observaron
valores entre 0,16-0,69 para el reactor A y 0,22-0,74 para el reactor B. Se observo un
marcado incremento de la desigualdad (indice de Gini mayor) luego del agregado de
preparado comercial (muestra A10), no observandose lo mismo para la comunidad del

reactor sin agregado (muestra B10) (Figura 37).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Los reactores se monitorearon durante un afo, durante los primeros 6 meses los
reactores A y B se operaron en condiciones similares conectados en paralelo, a partir de
febrero del 2011 se agreg6 al reactor A un preparado comercial B120 de la empresa

BIO-SYSTEMS (www.BIOBUGS.com). Segln los fabricantes, el preparado contiene

una gama especialmente formulada de microorganismos de alto rendimiento adaptados
y desarrollados para su uso en el tratamiento biol6gico de aguas residuales de grasas y
aceites en digestores anaerobios. Ademas contiene depresores de tension superficial que
sueltan y licuan los depdsitos de grasa pesada, ayudando asi a su biodegradacion. La
dosis fue calculada segun las especificaciones del fabricante. Si se compara la cantidad
de biomasa del preparado comercial agregada con respecto al total de biomasa del
reactor (expresada como sélidos suspendidos volatiles) el agregado representa un 0,55%
de la biomasa del reactor considerando todo lo agregado durante los 6 meses del

tratamiento.

La proporcion utilizada en nuestro trabajo es considerablemente menor a las
proporciones utilizadas en otros trabajos, por ejemplo, en el trabajo reportado por Cirne
[15] la cantidad de biomasa de la cepa lipolitica utilizada correspondio al 1,3% del VS
del indculo metanogénico afadido. Por lo tanto es probable que la dosis de
microorganismos sea muy pequefia como para tener un efecto importante en la
poblacién, sobre todo teniendo en cuenta que para que la biomasa sea retenida en el

reactor se debe ademas adherir a los granulos.

EFECTO DEL AGREGADO COMERCIAL SOBRE LA OPERACION DE LOS

REACTORES

Los técnicos de la empresa realizaron el monitoreo diario de pH, DQO del influente y

efluente, produccién de biogas y remocion de grasas y aceites. Analizando estos datos
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se observo que los reactores mantuvieron un pH similar entre ellos tanto en el periodo |
como en el Il. Los valores de pH de los reactores variaron entre 5,6-7,6 no mostrando
diferencias significativas entre ellos ni en el periodo I ni en el 11, por lo tanto el pH no se

vio afectado por el agregado de preparado comercial.

Ambos reactores se acidificaron en dos puntos que correspondieron a los periodos de las
fechas del 11 al 23-07-2011 (muestras A3 y B3) llegando a un pH de 5,84, y del 26 al
31-12-2011 llegando a un pH de 5,6. Estas disminuciones del pH se correspondieron
con la acidificacion del influente probablemente causada por algun cambio en la
produccion. A pesar de estos descensos puntuales los reactores recuperaron muy

rapidamente su capacidad de producir metano luego de ajustado el pH del influente.

Para la remocion de DQO y produccién de biogas, no se observo diferencia
significativa entre los valores obtenidos para los reactores A y B ni antes ni después del
agregado del preparado hidrolitico. El promedio de remocion de DQO para el reactor A
en el afio de muestreo oscilé entre 76 y 90%, mientras que para el reactor B estuvo entre
73 y 88%. Sin embargo se ve una tendencia al incremento de remocion de DQO en los
dos reactores luego del periodo de no operacion, lo que podria indicar que seria
favorable para este proceso el receso en el funcionamiento de ambos reactores. También

podria deberse a un efecto estacional.

Los valores obtenidos en el proceso son similares a los reportados para algunos trabajos
de tratamiento de aguas residuales que contienen lipidos y LCFA en reactores

anaerobios UASB (Tabla 8) [65].

Tabla 8. Tratamiento de aguas residuales que contienen lipidos y LCFA en diferentes reactores

anaerobios. Adaptado de Sousa et. al 2007 [65].
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Tipo de agua Residual Tipo de Reactor Escala Remocion de DQO (%) Referencia
Mezcla de LCFA UASB Laboratorio 82-93 Hwu et al. (1998)
Mezcla de LCFA (glucosa) CSTR + UASB Real 60-95 Kim et al. (2004)
Fabrica de helados UASB Laboratorio 49 Hawkes et al. (1995)
Indutrias de alimentos UASB Real 84-98 Jeganathan et al. (2006)
Matadero UASB Real 60-93 Torkian et al. (2003)
Fabrica de aceite de girasol UASB Real 87 Saatci et al. (2003)
COLEME UASB Real 90 Passegi et al. (2009)

El Unico pardmetro de operacion monitoreado que se afectd sensiblemente con el
agregado fue la remocion para grasas y aceites. Se observo un aumento del 43% de la
remocidn de grasas y aceites para el reactor A después del agregado del preparado
hidrolitico con respecto al reactor B, a pesar de que los datos presentaron una gran

desviacion estandar.

El hecho de que aumente la degradacion de grasas y aceites y no se observe variaciones
en la remocion de DQO ni en la produccion de metano sugiere que el preparado
comercial esta actuando solamente en la primera etapa de la cadena de degradacion
anaerodbica no afectando los pasos siguientes. Por lo tanto, la materia grasa hidrolizada
deberia resultar en una acumulacion de intermediarios que no se degradan totalmente
como son los acidos grasos de cadena larga y el glicerol. Si el paso limitante es la
degradacion de é&cidos grasos de cadena larga, se deberia entonces detectar una

acumulacién de éstos.

Los trabajos de Cirne y colaboradores [15], mostraron que, cuando el proceso de
bioaumento con un microorganismo especifico es positivo, aumenta la produccién de
metano y/o aumenta el ritmo de produccion de metano [15]. El aumento en la
produccién de metano resulta de un incremento de la bio-disponibilidad de sustrato
mientras que un aumento en la velocidad de produccion de metano es consecuencia de
una conversion mas rapida de él o los sustrato(s) involucrados en el paso limitante de la
conversion. El principal efecto observado en nuestro trabajo fue que mejor6 la hidrdlisis

de las grasas, ayudando entonces a reducir la duracion de la etapa hidrolitica. El
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principal inconveniente de esta reduccion puede ser la acumulacion de LCFAs, que, en
determinadas concentraciones, pueden inhibir la metanogénesis [15]. Esta inhibicién no

fue detectada en nuestro trabajo ya que no se vio afectada la produccién de biogés.

En el trabajo presentado por Passeggi y colaboradores [46] se realizaron ensayos de
inhibicion con diferentes relaciones de &cidos grasos de cadena larga y biomasa
determinada como solidos suspendidos volatiles (VSS). En la Figura 38 se observa
cémo evoluciond la biomasa de los rectore durante el arranque y en la Figura 39 se
observan los resultados de los ensayos de inhibicién de la metanogénesis por palmitato
de sodio (componente mas abundante de los triglicéridos de la leche). Las mediciones se
realizaron con una concentracion variable de la biomasa (expresado como VSS) y

palmitato, mientras que la concentracion de acetato se mantuvo constante.

Volatil suspended
solids (g/L)
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Figura 38. Se muestra la evolucion de VSS. Contenido de sdlidos volatiles suspendidos en los reactores a

lo largo del tiempo.

De acuerdo a estos ensayos de inhibicion de la LCFA se encontrd que la actividad

metanogénica especifica disminuy6 con el aumento de la concentracion de palmitato y
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con el aumento de la relacion de palmitato/VSS (Figura 40).
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Figura 39. Efecto de inhibicion del Palmitato (Pa) sobre la actividad metanogénicas especifica [46].

En la Figura 39 se observa que la actividad metanogénica disminuye, es decir, hay

inhibicion, cuando la concentracion de palmitato supera los 600 mg/L [46].

A partir de los datos de remocién de grasas y aceites suministrados por la empresa, se
realizaron calculos aproximados para conocer la cantidad de palmitato presente en los
reactores luego del agregado del preparado hidrolitico. Para realizar estos calculos se
supuso que toda la grasa del efluente estd compuesta por triglicéridos de palmitato ya
que los datos de composicion de la leche indican que el 98% de esta esta compuesta por
triglicéridos en su mayoria de palmitato. Se calcul6 el promedio de grasa removida en
mg/L para el reactor A en el periodo | y en el periodo Il restando la cantidad de grasas y
aceites de entrada al reactor menos la de salida, estos datos fueron de 162mg/L y de

411mg/L respectivamente.

Se calculd si la cantidad de palmitato que se libera esta por debajo o por encima del
nivel de inhibicion antes y despues del agregado del preparado hidrolitico. se procedid

de la siguiente manera:

Considerando que el peso molecular del triglicérido de palmitato (TGP) es 807 g/mol,
en el caso del promedio de remocion de grasa en el periodo I si se divide 162mg/L de

grasa entre el peso molecular del triglicérido obtenemos que se liberarian un total de
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0,20 milimoles de TGP. Segun la estequiometria, por cada mol de TGP se liberarian 3
moles de palmitato, por lo tanto se liberan 0,6 milimoles/L de palmitato. Multiplicando
este valor por el PM del palmitato que es 256g/mol, tenemos un total de 154mg/L de

palmitato, que es inferior a la concentracion minima inhibitoria.

De igual manera se calculd la concentracion de palmitato luego del agregado del
preparado hidrolitico, con un peso molecular de 807g/mol y una remocion promedio de
grasa de 411mg/L. Se liberan un total de 0,51 milimoles de TGP, entonces por cada mol
de TGP se liberaria 3 moles de palmitato, por lo tanto se liberan 1,5 milimoles/L de
palmitato. Multiplicando esto por el PM del palmitato tenemos un total de 391mg/L,

que es inferior a la concentracion minima inhibitoria.

Estos resultados sugieren que no hubo inhibicion de la metanogénesis debido a que la
cantidad de &cidos grasos de cadena larga liberados durante al degradacion de lipidos

fue inferior a la concentracion inhibitoria.

EFECTO DEL AGREGADO DE PREPARADO COMERCIAL SOBRE LA

COMUNIDAD DE BACTERIA

Los resultados del monitoreo de la comunidad de Bacteria muestran que la comunidad
fue muy similar para ambos reactores durante el periodo | ya que se vio un
agrupamiento de muestras entre los reactores A y B para la misma fecha tanto para
analisis de cluster como analisis de PCA. Mientras que para el periodo Il se observo un
agrupamiento de muestras por reactor y no por fecha. Esto indica una diferenciacion en
las comunidades bacterianas entre reactores los reactores A y B luego del agregado del
preparado hidrolitico en el reactor A. El efecto fue sin embargo tenue y se va perdiendo
con el tiempo ya que las muestras de los dos reactores se vuelven a agrupar. Por otra
parte, la gran variabilidad en las comunidades de los reactores podria impedir que el

efecto se observe plenamente.
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A los efectos de determinar si el agregado de preparado comercial al reactor A produce
algun efecto en como se estructura la comunidad bacteriana, se calcularon los
parametros descriptos por Wittebolle [77] (Riqueza, Dinamica y Organizacion de la

comunidad) a partir de los perfiles de T-RFLP.

Pardmetros Riqueza, Dinamica y Organizacion de la comunidad para Bacteria

Riqueza de la comunidad de Bacteria

Segun los resultados para el reactor A en el periodo | la comunidad bacteriana la riqueza
vario entre 11 y 17 T-RFs por muestra (promedio de 15), y en el periodo Il de muestreo,
vario entre 9 y 19 picos (promedio de 13). Para el reactor B, fluctuaron entre 11y 21 T-
RFs por muestra (promedio de 15) en el periodo I, y entre 8 y 16 (con una media de 13)
en el periodo Il. Lo que representd una disminucién de la media de picos para ambos
reactores en el periodo I, no se observaron diferencias en la riqueza entre los reactores

debidas al agregado del preparado de microorganismos hidroliticos al reactor A.

Los valores de riqueza obtenidos son similares a los valores obtenidos con otros trabajos
también realizados con reactores de escala real metanogénicos [53] (Tabla 9). Estos
autores observaron también una gran variacion en este parametro a lo largo de la
operacion.

Tabla 9: Tabla comparativa de Riqueza, Dindmica y Organizacion de la comunidad para el dominio

Bacteria de distintos reactores anaerobios mesofilos.

BACTERIA
Industria lactea en estudio
Pycke et al. | Carballa et A B
2010 al. 2011 I ] | ]
Media 8 17 15 13 15 13
Riqueza Max 18 22 17 19 21 16
Min 2 12 11 9 11 8
Dinamica 0.20-0.40 0.48-0.61 0.14-0.47 | 0.22-0.73 |0.15- 0.53]0.33- 0.45
Org. de la 0.39 028051 | 020063 | 016068 |0.17-069[0.22-0.73
comunidad.
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Dinadmica de la comunidad de Bacteria

Los valores de dindmica fueron calculados para ambos reactores cada 14 dias. Las
muestras del reactor A tomadas durante el periodo | (muestras 1-8) tuvieron un rango de
variacion entre 15-60% y luego del agregado del preparado hidrolitico (muestras 9-14)
el rango de variacion fue 22-73% (periodo I1). Para ambos periodos la dinamica fue alta,
y ademas se observd un aumento en la dindmica de la comunidad para el reactor A
luego del agregado del preparado comercial. Este aumento de la dindmica refleja el
cambio ocurrido en la comunidad sobre todo durante el comienzo del agregado del

preparado.

Si bien en el reactor B el rango de variacion fue similar durante el periodo | (para las
muestras de 1-8 de 15-63% cada 14 dias) esta dinAmica no se vio incrementada durante
el periodo Il (para las muestras 9-14 fue de 33-46% cada 14 dias), sino que para este

reactor se observé una disminucion de la dinamica en el periodo Il de muestro.

Varios trabajos han reportado una alta dindmica en bioreactores anaerobios [12],
estudiando reactores metanogénicos escala laboratorio, encontraron una alta dinamica
tanto para el dominio Bacteria como para Archaea, el rango de variacion estuvo entre
30% y 75% cada 18 dias aunque se estuviese en periodos estables de funcionamiento de
los reactores. En el trabajo de [53] y colaboradores (referencia), estudiando reactores
metanogénicos escala real de tratamiento de diferentes aguas residuales tanto
industriales como de lodos de tratamiento de efluentes domésticos, reportaron que las
comunidades fueron muy dindmicas y variadas tanto para las bacterias y arqueas, con

tasas de cambio entre 20-40% y 18-44% respectivamente, en periodos de 15 dias.

Esta alta dinamica ha sido reportada como una caracteristica de bioreactores
metanogénicos con buen funcionamiento. Esto supone una convergencia en el

metabolismo de los distintos grupos, lo que hace que no se vea afectada la funcionalidad
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del sistema a pesar de la variacion de la dindmica. La digestion anaerobica no implica
un solo tipo de cadena tréfica, sino que representa una multitud de bioconversiones
convergentes, esto junto con la disparidad en las tasas de crecimiento afectan
significativamente a la dindmica de la comunidad [64]. Por otra parte, estas
caracteristicas de una alta dindmica de la comunidad son presumiblemente debido al
gran potencial metabdlico en las comunidades anaerdébicas en digestores [29]. Una
amplia gama de metabolitos (&cidos grasos, alcoholes, aminas, etc), tienen una via
especifica para ser convertidos en los dos productos finales principales, como CH,4 y
CO,. En tal situacion, de una canalizacién de bioconversiones, es concebible que
constantemente todas las rutas estén experimentando dificultades, por ejemplo,
metabolitos criticos de una conversién influyen en la cinética de otra conversion. En
este contexto, multiples rutas hacia un embudo comdn resulta en la no existencia de un
grupo dominante y estable de los organismos que gobiernan el proceso global. En
realidad, bajo condiciones donde hay productos que no deberian acumularse, puede ser
muy critico que con el tiempo cada grupo microbiano responsable pueda entrar en
dominancia. Por lo tanto, los altos valores de dindmica, pueden ser caracteristicas de un
buen funcionamiento del sistema de digestion anaerobia, en el cual todos los procesos y
su correspondiente cruzamiento de cadenas tréficas microbianas, entren en accién

apropiadamente [53].

Por el contrario, comunidades con bajos valores de dinamica, es decir, estables,
representan un pequefio reservorios que limita la entrada de nuevos microorganismos,
esto podria ser Util en términos de rendimiento técnico, pero peligroso en términos de la
capacidad de adaptacion general [72]. La alta dinamica durante periodos de buen
funcionamiento pueden ser explicados por esta redundancia funcional entre los diversos
grupos filogenéticos permitiendo oscilaciones de sus poblaciones sin efectos sobre la

funcién del reactor [83, 9]. Las transiciones entre condiciones de deterioro y estabilidad
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del reactor son comunmente relacionados con cambios significativos en las poblaciones

microbianas [9].

Organizacion de la comunidad de Bacteria

Se evalu6 mediante el coeficiente Gini (mayor valor, mayor desigualdad de la
comunidad). Las muestras correspondientes al reactor A en el periodo | de operacion
estuvieron entre 0,21-0,63 con un promedio de 0,38, mientras que en el periodo Il
estuvieron entre 0,16- 0,70 con un promedio de 0,49. Esto indica que la comunidad

microbiana en el reactor A para el periodo Il fue mas desigual.

Para el reactor B en el periodo I, los valores estuvieron entre 0,17 y 0,69 con un
promedio de 0,55 y en el periodo Il estuvieron entre 0,74 y 0,36 con un promedio de
0,48. Segun estos resultados la comunidad bacteriana para B fue menos desigual en el

periodo 1.

En otros trabajos [12], se reportaron valores de organizacion de la comunidad entre
0,28-0,51 para bacteria. Mientras que, en el trabajo de Pycke [53], reportan valores
promedio de 0,39 para comunidades bacterianas de reactores metanogénicos escala real.
De acuerdo con estos valores de organizacion de la comunidad, el reactor A cae dentro
de lo esperado, siendo el reactor B un poco més desigual en la organizacién de la

comunidad en el primer periodo de muestreo.

Estos valores representan comunidades donde las especies mas adaptadas son
dominantes y estan presentes en nimeros altos, mientras que la mayoria esta presente en
cantidades mas bajas. Debido a la elevada concentracion de algunas especies y la
disponibilidad de muchas otras, la comunidad puede potencialmente hacer frente a las
condiciones ambientales cambiantes y conservar su funcionalidad. Por lo tanto, puede

ser visto como una comunidad equilibrada [34].
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ESTUDIO DE LA COMUNIDAD DE ARCHAEA

En este trabajo no fue posible determinar los efectos del agregado del preparado
hidrolitico sobre la comunidad de Archaea ya que solamente se logré amplificar el gen
del ARNr 16S de Archaea en las primeras 5 muestras. No se encontraron razones
metodoldgicas para estos resultados negativos. Una posible explicacion seria que la
cantidad de arqueas pudo verse sensiblemente disminuida debido a la purga de ambos
reactores en la fecha correspondiente a la muestra A5 y B5. En la semana de la fecha 11
al 23-07-2011 se observo una acidificacion de ambos reactores, que corresponderia a
las muestras A3 y B3, esto también pudo haber provocado la disminucién de la
abundancia de arqueas y la consecuente no deteccion de éstas. Para aumentar la
sensibilidad del método se utilizo la técnica de Nested PCR, pero tampoco se obtuvieron
resultados positivos. Por lo tanto solamente se analizaron las muestras durante el primer
periodo de operacion, por lo cual no fue posible determinar si el agregado de preparado

comercial afectd o no a esta poblacion.

Los resultados obtenidos de T-RFLP del gen ARNr 16S para arqueas muestra que las
comunidades fueron similares entre los reactores A y B para la misma fecha de
muestreo en ambos analisis realizados, el analisis de agrupamiento (Cluster) y de

componentes principales (PCA).
Indices de diversidad para la comunidad de Archaea

Para el reactor A, el indice de Simpson varié entre 0,81-0,90. Lo que indica que la
comunidad fue poco diversa debido a que el indice fue cercano a 1. El indice de
Shannon varié entre 1,84-2,40, por lo tanto la comunidad fue poco diversa (valores
mayores a 3 indican representan comunidades diversas). Para el reactor B, el indice de

Simpson varié entre 0,79-0,85, mientras que el indice de Shannon 1,78-2,06, ambos
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valores indican una baja diversidad. Para el indice de Shannon el reactor A fue mas

diverso que el B.

Si se comparan los indices de diversidad para las primeras 5 muestras pero en los
andlisis del dominio de bacteria, se observa que la mayor diferencia se vio para el indice
de Shannon, donde fue mayor para el dominio bacteria en las muestras de ambos

reactores. Indicando una mayor diversidad de organismos de Bacteria que de Archaea.

Parametros Riqueza, Dinamica y Organizacion de la comunidad para Archaea

A pesar de que no se pudo estudiar la comunidad de Archaea en todas las muestras por
los problemas con el PCR ya discutidos, igual se decidié calcular los parametros Ri, Dy,
y Co para la comunidad de Archaea con los datos del primer periodo para evaluar si los

valores estan dentro de los reportados por otros trabajos.

Riqueza de la comunidad de arqueas

Segun los resultados para el reactor A, la comunidad de Archaea fluctuo entre 8 y 15
picos de T-RF por muestra (promedio de 11), mientras que para el reactor B fluctuaron
entre 8 y 10 picos de T-RF por muestra (promedio de 9). Si se comparan estas muestras
con las primeras 5 muestras de ambos reactores para el andlisis de dominio Bacteria,
encontramos que para el reactor A se encontraron entre 13 y 17 picos por muestra
(promedio de 15), y para el reactor B entre 11 y 21 picos (promedio de 15). Esto indica
que la comunidad de bacteria tiene una riqueza mayor que la de arqueas. Esto parece
I6gico ya que el primer grupo se refiere a una multitud de sustratos, mientras que el
segundo grupo se limita a nichos estrechos de produccion de metano a partir de acetato
e hidrégeno. Como ya fuera reportado en trabajos previos [12], la comunidad de
Bacteria tiene mayor riqueza que la comunidad de Archaea tanto para reactores

mesofilos como termofilos.
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En otros trabajos [53], se reportd que la riqueza de la comunidad de arqueas en dos
reactores anaerobios mesofilos vario entre 5 y 14 picos por muestra (promedio de 7)
mientras que para el caso de otros dos reactores termdfilos vario entre 2 y 10 picos por
muestra (promedio de 5). Esto mostré una mayor riqueza en comparacion con trabajos
reportados previamente a escala de laboratorio [74]. A su vez en el trabajo de Pycke
[53], se observé que la comunidad en los reactores mesofilos fue mas rica que en

reactores termoéfilos.

Tabla 10: Tabla de comparacidn de los pardmetros de Riqueza, Dinamica y Organizacion de la

comunidad para el dominio Archaea de distintos reactores anaerobios.

ARCHAEA

Pycke et al. 2010 | Carballa et al. 2011 A B

Mesof. Termof. | Mesof. Termof. | |

Media 7 5 11 11 10

Rigueza  Max 14 10 15 15 10

Min 5 2 7 8 8
Media 0,36 0,33
Dinamica Max 0,18-0,44 0,35-0,74 0,48 0,53
Min 0,15 0,15
Org.de Media 0,38 0,55
la Max 0,32 0,42-0,62 0,21 0,69
comunid Min 0,63 0,17

Dinadmica de la comunidad de arqueas

La dindmica para las muestras del reactor A analizadas (1-5) presentaron valores en un
rango de variacién entre 3-100% cada 30 dias, mientras que para el reactor B para las
muestras B1-B2, fue 46% cada 30 dias. Se obtuvieron muy pocos datos debido a los
problemas de la reaccion de PCR, por lo tanto no fue posible comparar estos datos con
los correspondientes al dominio Bacteria. En otros trabajos [53] se reporté que tanto las
comunidades de bacterias como arqueas fueron muy dindmicas y variadas con tasas de

cambio entre 20-40% Yy entre 18-44% respectivamente, cada 15 dias. En la mayoria de

88



los casos se obtuvo que la dinamica fue menor para el dominio de Arqueas que para el

de Bacterias.

Organizacion de la comunidad de arqueas

Se observo que para el reactor A el coeficiente de Gini varié entre 0,37-0,70 con un
promedio de 0,56, mientras que para el reactor B varié entre 0,39-0,58 con un promedio
de 0,49. Lo que indica que la comunidad de Archaea fue méas desigual en el reactor A
que en el B. En otros trabajos [41], se reportd un coeficiente de Gini en promedio de
0,32 para la comunidad de Argueas. Ademas reportan que la organizacion de Archaea
en reactores mesofilos es méas desigual (valores de Gini mas altos) comparada con

reactores termofilos.

Si se compara la organizacion de la comunidad para las muestras de Archaea con
respecto a las primeras 5 muestras de Bacteria (periodo 1), encontramos que en el
reactor A para bacteria el rango vario entre 0,43 y 0,21 con un promedio de 0,31. Lo
que indica que la comunidad de Archaea es mas desigual que la de Bacteria en el reactor
A. Mientras que en el reactor B mostrd lo contrario, los valores de organizacién
estuvieron entre 0,17 y 0,69, con un promedio de 0,54 para Bacteria; indicando que la

comunidad de Bacteria fue mas desigual que la de Archaea.

En otros trabajos [12], mediante la técnica de T-RFLP los valores de organizacion
obtenidos estuvieron entre 0,28 y 0,51 para bacteria y entre 0,42 y 0,62 para Archaea.
Indicando que la comunidad de Archaea fue mas desigual que la de Bacteria. Mientras
que, en el trabajo de Pycke [53], reportan que en general, las comunidades bacterianas
tienden a tener un mayor valor promedio de Co (0,39), lo que indica mayor desigualdad,

gue las comunidades arqueas (con un valor promedio Co de 0,32).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo mostraron que el agregado de preparado comercial no
afectd la remocion de DQO ni produccion de biogés, pero si tuvo un efecto al aumentar
la hidrolisis de grasas y aceites. Esto sugiere que la etapa limitante del proceso no fue la
hidrdlisis sino que es una etapa posterior. Por lo tanto para mejorar el proceso global
sera necesario aplicar otra estrategia que permita acelerar la etapa limitante. En este
sentido volver al régimen de alimentacion intermitente podria ser una alternativa exitosa

y de bajo costo de implementacion.

El aumento de la hidrdlisis de grasas y aceites y el no incremento de la metanogéneis
significa que debe haber acumulacion de algun intermediario que hace que no se
degrade totalmente la materia organica a metano. Sin embargo, no se detectd inhibicién
de la metanogénesis por acumulacion de acidos grasos de cadena larga. Esto indica o
que la concentracion de LCFA no lleg6 a la concentracion necesaria para la inhibicion o
que el lodo tiene una mayor tolerancia a estos acidos. Estimaciones basadas en los datos
de remocidn de grasas sugieren que no se llego a la concentracion inhibitoria reportada
previamente. El andlisis quimico de los acidos grasos de cadena larga en el efluente
podria ayudar a entender este efecto y determinar si realmente la etapa limitante es la

degradacion de LCFA.

El agregado de preparado comercial afectd la comunidad de Bacteria aunque este efecto
se fue perdiendo con el tiempo y las comunidades de los reactores tendieron a igualarse.
Los tres parametros calculados para describir las comunidades de bacteria y arqueas
mostraron que las comunidades son muy dinamicas, diversas y que presentan una
organizacion de la comunidad intermedia con algunos dominantes y varios organismos
con menor dominancia. Esta estructura es la tipica descripta por otros autores que

estudiaron comunidades bacterianas de reactores metanogénicos. A pesar de la gran
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variacion que presentaron estos tres parametros se observé que luego del agregado la
comunidad de bacteria se volvié mas dinamica y mas desigual, lo que indica que las
comunidades de los reactores tienen cierta organizacion que cambia cuando hay una
perturbacién pero que vuelve a su estado original cuando hay una adaptacion a estos
cambios. Estos parametros son Utiles para detectar perturbaciones o mal funcionamiento

de los reactores metanogénicos.

Asimismo, en ambos reactores se observo una gran capacidad de recuperacion a pesar
del descenso del pH en un momento dado, esto sugiere que la estructura de la
comunidad permite una rapida respuesta frente a perturbaciones, esta respuesta hace que
los procesos sean robustos y soporten las variaciones que habitualmente se presentan en

el tratamiento de aguas residuales industriales.

El método de biologia molecular utilizado para este trabajo (T-RFLP) dio buenos
resultados para la comunidad del dominio Bacteria, siendo menos efectivo para el
estudio de la comunidad de Archaea ya que no se logro obtener resultados positivos en
el PCR para muchas de las muestras analizadas, a pesar de las variaciones realizadas en
los protocolos. No se pudo determinar las causas de estas dificultades por lo cual sera
necesario realizar mas trabajos variando los protocolos tanto de extraccion de ADN o de
PCR para poder resolver este problema. Al haber detectado metano en esta muestras es
esperable que haya arqueas metanogénicas. Aplicar otras técnicas como FISH o PCR en
tiempo real pueden ser buenas alternativas para verificar la presencia de arqueas en

estas muestras.

Debido a estos problemas no fue posible determinar el efecto del agregado comercial
sobre la comunidad de arqueas, sin embargo, se obtuvo informacion que confirma
resultados anteriores de otros autores que muestran que la comunidad de arqueas tiene

en general menor riqueza y dindmica que la de bacteria.
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En este trabajo se estudid por primera vez el efecto de un agregado comercial en la
microbiologia de reactores metanogénicos escala real, son necesarios entonces mas

trabajos para poder confirmar estos resultados.

7. PERSPECTIVAS

Para mejorar el efecto del preparado comercial podria sugerirse aumentar la dosis del
agregado ya que en otros trabajos se agrega una mayor cantidad y se logran buenos
resultados aumentando en la remocion de DQO y produccién de biogas. También seria
importante conocer cuéles son los microorganismos que componen este producto
comercial para saber si pueden o0 no mejorar la degradacién de &cidos grasos de cadena
larga u otros de los intermediarios de la degradacion total de lipidos a metano. En este
sentido se podria realizar el andlisis del preparado comercial utilizando alguna técnica
que permita determinar cudles son los microorganismos se introducen al reactor y

evaluar si se mantienen o se lavan con la operacién del reactor.

Para poder confirmar que hay acumulacién de algun intermediario de la degradacion de
lipidos es necesario determinar la concentracion de acidos grasos de cadena larga y

corta .

Para profundizar mas en el tipo de microorganismos que prevalecieron en el reactor
podria realizarse el analisis de la composicion de la comunidad mediante
pirosecuenciacion o libreria de clones; también se podria cuantificar por la técnica de

PCR en tiempo real algin grupo en especial para ver diferencias entre los reactores.
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8. ANEXOS

Anexo 6.1. Protocolo de extraccion de ADN con el kit UltraClean™ (MoBio

Laboratories, inc)

Previo a la extraccién de ADN se homogeinizaron las muestras mediante agitacion para

sacar una alicuota representativa y los granulos se disgregaron utilizando un mortero

estéril.

o g > w DN

10.
11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.

Colocar 1,5 mL de muestra en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y centrifugar a 10000g
durante 5 minutos.

Colocar el pellet en tubos Bead Solution de 2 mL suministrados en el kit.

Mezclar en vortex.

Agregar 60 pL de la Solucién S1 'y mezclar en vortex.

Agregar 200 pL de la solucion de IRS (Inhibitor Removal Solution).

Colocar los tubos Bead en posicion horizontal sobre un vortex plano y asegurarlos
con cinta adhesiva. Mezclar en vortex a maxima velocidad durante 10 minutos.
Centrifugar los tubos a 10000g durante 30 segundos.

Transferir el sobrenadante a tubos Eppendorf de 1,5 mL (dependiendo de la
muestra se espera entre 400-450 pL de sobrenadante).

Agregar 250 pL de la Solucion S2 y mezclar en vortex durante 5 segundos. Incubar
a 4°C durante 5 minutos.

Centrifugar los tubos a 10000g durante 1 minuto.

Descartar el pellet, transferir sobrenadante a tubos Eppendorf de 2 mL.

Agregar 1,3 mL de la Solucién S3 al sobrenadante (con cuidado de no desbordar) y
mezclar en vortex.

Cargar aproximadamente 700 uL en las columnas con filtro y centrifugar a 100009
durante 1 minuto. Descartar el liquido que traspasé la columna, agregar mas
sobrenadante a la columna y volver a centrifugar a 10000g durante 1 minuto.
Repetir hasta pasar todo el sobrenadante a través del filtro de la columna (se
requiere u total de 3 veces por muestra).

Agregar 300 pL de la Solucién S4 y centrifugar a 10000g durante 30 segundos
Descartar el liquido que paso por la columna.

Centrifugar de nuevo durante 1 minuto.

Colocar cuidadosamente la columna en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL. Evitar

trasladar la columna con restos de Solucion S4.
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18. Agregar 30 pL de agua miliQ en el centro de la membrana del filtro.
19. Centrifugar durante 30 segundos.
20. Descartar la columna, EI ADN esta listo para su utilizacion. De lo contrario

almacenar a -20°C.
Anexo 6.2. Protocolo de T-RFLP del gen del ARNr 16S para Bacteria

1) PCR

2) Purificacion (PCR purification kit Qiagene)
3) Corte con enzimas de restriccion

4) Precipitacion de fragmentos con etanol

5) Separacion en secuenciador capilar

6) Analisis de perfiles

1)  PCR

Para una reaccion de 50 pL (49 pL de master mix y 1 pL de ADN (dilucion 1/10).

Reactivos Volumen (pL)
H20 31,5
Buffer 10x 5
MgCI2 (Invitrogene, 50mM) 3
BSA 0,5
DNTP(2,5mM clu) 4
27F lab (10uM) 2
1492 R (10pM) 2
ADN 1
Taq polimerasa (Invitrogene) 1
(500U/pL)

2) Amplificacion
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Paso Temperatura Tiempo (minutos)
Hold 1 94°C 5
Ciclo 30 94°C 1
repeticiones 55°C 3
72°C 3
Hold 2 72°C 7
Hold 3 4°C 10

Duracion del ciclo de amplificacion: 3 horas y 20 minutos aproximadamente.
Correr en gel de agarosa 1% con Bromuro de Etidio para verificar productos de PCR.
3) Juntar 2 productos de PCR (100 uL) y purificar utilizando el PCR purification

kit (QIAquick), obteniéndose el ADN concentrado a 30 pL.

4) Corte con enzimas de restriccion Mspl por reaccion:

Reactivos Volumen (uL)
DNA 45
Buffer 10x 4
Mspl 1,2
H,0 4.8

Incubar a 37°C toda la noche. Inactivar al dia siguiente las enzimas (65°C-10minutos)
5) Purificacidn de los fragmentos

Los fragmentos obtenidos se precipitan con etanol 95% a 4°C (por 30 minutos), se
centrifugan a 17000g a 4°C (30 minutos) y se lava el pellet con 100 pL de etanol 70%,
centrifugar a la misma velocidad por 10 minutos y finalmente se secar en estufa a 65°C

por 5 minutos.
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7) Resuspender los fragmentos precipitados en 8 pL formamida y 0,3 pL de marcador
interno (GeneScan -1200 Liz, Applied biosystems), luego se separan por electroforesis
capilar utilizando un secuenciador automatico ABI3130 (Applied Biosystems) en el

servicio que brinda el Instituto Pasteur de Montevideo.

Condiciones de corrida en Instituto Pasteur

El programa de andlisis utilizado es el genemapper, la corrida se realiza con capilares de
36 cm y polimero POP7. La matriz utilizada es la DS-33 (esto depende de los
fluorocromos y el marcador que se utilice), la corrida es de 20 minutos, a 15 kV, tiempo
de inyeccion 16 segundos, 180 segundos de precorrida, 60°C temperatura del horno.

6) Los cromatogramas se analizan con el programa Peak Scanner (Applied
Biosystem).

Anexo 6.3. Protocolo de T-RFLP del gen del ARNr 16S para Archaea

1- PCR

2- Purificacion (PCR purification kit Qiagene)
3- Digestion con enzimas de restriccion

4- Precipitacion de fragmentos con etanol

5- Separacion en secuenciador capilar

6- Analisis de perfiles

1- Reaccion de PCR para Arquea

Reactivos Volumen (uL)
H20 30,5
Buffer 10X 5
MgCl, 3
BSA 0,5
dNTP 5
Primer Reverse 958 2,5
Primer Foward 21 2,5
ADN 1
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Correr en gel de agarosa 1% con Bromuro de Etidio para verificar productos de PCR.

Taq polimerasa

(Invitrogen)

Paso Temperatura Tiempo
Hold 1 94°C 5 minutos
Ciclo 30 repeticiones 94°C 45 segundos
55°C 1 minutos
72°C 90 segundos
Hold 2 72°C 7 minutos
Hold 3 4°C 10 minutos

2) Purificacion: Se juntan 2 productos de PCR (100 pL) y se purifica por PCR

purification kit (QIAquick), obteniéndose el ADN concentrado a 30 pL.

3) Digestion con enzimas de restriccion

Reactivo Volumen (uL)
DNA 45
Buffer 10X 4
Taql 1,2
H,0 4.8

Incubar a 65°C por 3 horas.

4- Purificacion de los fragmentos

Los fragmentos obtenidos se precipitan con etanol 95% a 4°C (por 30 minutos), se

centrifuga a 17000 g a 4°C (30 minutos) y se lava el pellet con 100 uL de etanol 70%,

centrifugar a la misma velocidad por 10 min y finalmente se secar en estufaa 65°C por

5 minutos.
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Resuspender los fragmentos precipitados en 8 puL formamida y 0.3 pL

Condiciones de separacion de los fragmentos en secuenciador automatico del
Instituto Pasteur de Montevideo

El programa de analisis es el Genemapper (Applied Biosystem), la corrida se realiza con
capilares de 36cm y polimero POP7, La matriz utilizada la DS-33 (esto depende de los
fluorocromos y el marcador utilizado), la corrida es de 20 minutos, a 15 kV, tiempo de

inyeccion 16 segundos, 180 segundos de precorrida, 60°C temperatura del horno.

Los cromatogramas se analizan con el programa Peak Scanner (Applied Biosystem).

Anexo 6.4. Nested PCR para Archaea

PCR 1 (21F-1392R)

Reactivos Volumen (uL)
H.0 13,5
Buffer 10X 2,5
dNTP 2,5
Primer Forward 21 0,5
Primer Reverse 1392 1,0
DNA 1,0
Taq polimerasa 0,1

Para una reaccion de 25 pL (24 pL de master mix y 1 pL de ADN (dilucion 1/10).

Paso Temperatura | Tiempo (minutos)
Hold 1 94°C 5
Ciclo 30 repeticiones 94°C 1
55°C 1
72°C 3
Hold 2 72°C 7
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Hold 3 4°C 10

PCR 2 (109F*-938R)

Reactivos Volumen (uL)

H,O 27

Buffer 10X 5
dNTP 4
Primer Reverse 958 2
Primer Froward 109 1
DNA 1

Taq polimerasa 0,2

Para una reaccion de 25 pL (24 pL de master mix y 1 pL de ADN (dilucion 1/10).

Paso Temperatura Tiempo
Hold 1 94°C 5 minutos
Ciclo 30 repeticiones 94°C 30 segundos
52°C 45 segundos
72°C 90 segundos
Hold 2 72°C 7 minutos
Hold 3 4°C 10 minutos

Anexo 6.5. Protocolo de purificacion de producto de PCR mediante el kit
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

1. Agregar 5 volimenes de Buffer PB y 1 volumen de la reaccién de amplificacion
por muestra, mezclar en vortex por 5 segundos.

2. Colocar en las columnas de 2 mL QlAquick spin column.

3. Paraunir el ADN, centrifugar las columnas a 17000g por 30-60 segundos.

4. Descartar el filtrado. Colocar el filtro en la misma columna QIAquick y volver a

centrifugar.
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Para lavar, agregar 0,75 mL de Buffer PE en la columna y centrifugar 30-60
segundos.

Descartar el filtrado. Colocar el filtro en la misma columna QIAquick y volver a
centrifugar por 1 minuto a velocidad maxima.

Colocar la columna QIAquick en un Eppendorf de 1,5 mL estéril.

Para eluir el ADN, agregar 30 pL de agua miliQ en el centro de la columna, dejar

reposar por un minuto, y centrifugar 1 minuto.
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