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RESUMEN

El vertido directo de los efluentes industriales hacia cursos de agua puede ocasionar
serios problemas ambientales como la eutrofizacion. Es por ello que se implementan
diversos sistemas para el tratamiento de efluentes antes de ser vertidos. En este caso se
estudiaron dos sistemas de tratamiento bioldgico constituidos cada uno por un reactor
SBR (sequencing batch reactor) a escala de laboratorio (Rector F y Reactor M) durante
aproximadamente 650 dias. Los mismos fueron disefiados para llevar acabo la remocién
de carbono y nitrogeno de efluentes de industria lactea, alternando en el mismo tanque

las etapas aerobia (nitrificacion) y andxica (desnitrificacion).

El anélisis de la comunidad microbiana de estos reactores se abordd mediante el uso de
distintas estrategias: técnicas moleculares (FISH, T-RFLP, clonado y secuenciado de los
genes ARNr 16S amoA y nirS), medidas de actividad respirométrica (nitrificante y

heterdétrofa), de actividad desnitrificante, y técnicas clasicas de cultivo.

Las medidas de actividad respirométrica reflejaron los cambios en la eficiencia de
remocion de nutrientes dentro los reactores durante la operacion. Tanto la actividad
nitrificante como la heterotrofa lograron recuperarse luego del agregado de tdxicos
(Aliltiourea y 4-clorofenol) lo cual resulta interesante para sistemas reales donde pueden
ocurrir descargas de sustancias provenientes del lavado de tanques o derrames. Esta
técnica sencilla podria utilizarse para el control de sistemas reales donde el monitoreo

permanente es menos habitual y mas costoso.

Las herramientas moleculares utilizadas permitieron identificar las especies nitrificantes
y desnitrificantes mas abundantes presentes y explicar parcialmente los cambios en la

eficiencia de remocion de nutrientes. Entre las bacterias desnitrificantes mas abundantes



se encontraron presentes los géneros Ochrobactrum, Thauera, Pseudomonas,
Alcaligenes, Azoarcus, Paracoccus y Dechloromonas. Mientras que las bacterias

oxidantes de amonio dominantes fueron Nitrosomonas europaea y Nitrosospira tenuis.

Se demostrd que los cambios en la operacion y algunas perturbaciones generan cambios
en la estructura de la comunidad y en la diversidad microbiana, lo cual, en la mayor

parte de los casos influye en la actividad y el desempefio del reactor.

Palabras clave: SBR, efluentes industriales, nitrificacion, desnitrificacion,

respirometria, FISH, T-RFLP, ARNr 16S, amoA, nirS, diversidad microbiana.



ABSTRACT

Industrial wastewater can cause serious problems for aquatic environment such as
eutrophycation. That is the reason why different systems are employed for effluent

treatment before throwing it to water course.

In this work, two biological treatment systems (laboratory scale) were analyzed during
approximately 650 days. Each system is based on a SBR reactor (sequencing batch
reactor). Both reactors (Reactor F and Reactor M) were developed in order to remove
carbon and nitrogen from dairy wastewater, switching from aerobic (nitrification) and

anoxic (denitrification) steps.

Different strategies have been used so as to study the reactor’s microbiology: molecular
techniques (FISH, T-RFLP, cloning and sequencing of 16S rRNA, amoA and nirS
genes), respirometric measures (nitrification and heterotrophic activity test),

denitrification activity, and culture methods.

Respirometric activity reflected the reactor’s performance (nutrient removal). Both
heterotrophic and nitrifying activities return to normal situation after toxic substances
additions (Alylthiourea and 4-clorophenol). Real systems can be monitored by

measuring this activity.

Molecular methods allowed the identification of most predominant nitrifying and
denitrifying species. They also explained changes in nutrients removal’s efficiency.
Denitrifying community was dominated by genus Ochrobactrum, Thauera,
Pseudomonas, Alcaligenes, Azoarcus, Paracoccus y Dechloromonas. While principal

ammonia oxidizing species were Nitrosomonas europaea and Nitrosospira tenuis.



It was proved that modifications and some disturbances during operation produced
changes in community structure and microbial diversity. Usually, this affects reactor’s

performance and microbial activity.

Keywords: SBR, industrial wastewater, nitrification, denitrification, respirometric

activity, FISH, T-RFLP, 16S rRNA, amoA, nirS, microbial diversity.



1. Descripcion y Relevancia de la Teméatica

La presente tesis de maestria fue enmarcada en el proyecto EOLI (Efficient Operation of Urban
Wastewater Treatment Plants, proyecto financiado por la Comunidad Europea) el cual tuvo
como objetivo optimizar y automatizar la operacién de sistemas de tratamiento tipo SBR

(Sequencing Batch Reactor) para el tratamiento de efluentes de industria lactea.

Con la mision de lograr que esta tesis sea multidisciplinaria, se ha desarrollado una
introduccion enmarcada globalmente, pensando en el marco ambiental, el cual incluye los
marcos econémico, legal, cientifico, social y técnico. Luego el desarrollo de la investigacion
experimental se enfoco en el analisis de la comunidad microbiana de sistemas de tratamiento de
efluentes de industria lactea, siendo esto Gltimo una pequefia contribucién dentro de la

problematica ambiental.

1.1 Marco legal y econémico

Historicamente el ambiente ha sido considerado un recurso inagotable a merced del
desarrollo industrial y econémico. Sin embargo actualmente se ha comenzado a apreciar
fuertemente el cuidado de los recursos naturales, y el nuevo concepto de desarrollo
intenta resaltar la sustentabilidad y calidad de vida. El desarrollo sostenible (término
utilizado en 2002 para la Conferencia de Johannesburgo, Cumbre del Desarrollo
Sostenible/Sustentable) promueve acciones para evitar la dilapidacion, el
desaprovechamiento, y la degradacion de los recursos, mejorando la calidad de vida
actual y futura. Es cada vez mas frecuente que la sociedad se exprese con una postura
“pro-ambiental” generando cierta presion en los tomadores de decisiones, muchas veces
a nivel politico, legal y econdémico, lo que ha implicado un desarrollo de las politicas

empresariales en cuanto a su gestion ambiental.

Actualmente el Uruguay posee un marco legal por el cual define las normas para



prevenir la contaminacion del medio ambiente. En este aspecto se pueden reconocer

algunos hitos en la legislacién ambiental uruguaya como:

1971 Ley 14.053. Se crea el INPMA (Instituto Nacional de Proteccion del Medio

Ambiente, que funcionaba en el &ambito del Ministerio de Educacion y Cultura)

1990 Ley 16.112. Creacion del MVOTMA (Ministerio de Vivienda Ordenamiento

Territorial y Medio Ambiente) donde se establecen las competencias del mismo

1994 Ley 16.466. Creacion de la LEIA (Ley de Evaluacion de Impacto Ambiental)

1996 Constitucionalizacion de la proteccion del ambiente. Articulo 47 de la
Constitucion de la republica: ““La proteccion del medio ambiente es de interés
general. Las personas deberan abstenerse de cualquier acto que cause depredacion,
destruccion o contaminacion graves al medio ambiente. La Ley reglamentara esta
disposicion y podra prever sanciones para los transgresores™. Este articulo fue la
plataforma para la el advenimiento de leyes que explicitamente buscan la

proteccion del ambiente.

2000 Ley 17.283. Creacion de la LGPA (Ley General de Proteccion del Ambiente).
El objetivo de esta Ley es, en cumplimiento del mandato previsto en el articulo 47
de la Constitucion, establecer previsiones generales basicas atinentes a la politica
nacional ambiental y a la gestion ambiental coordinada con los distintos sectores

publicos y privados.

En el caso especifico de la industria, cada vez se enfrenta a mayores requerimientos

legales en cuanto a la gestion ambiental, e incluso a nivel de mercado existe cierta

competencia “ecoldgica” que ha llevado a que las mismas deban adaptarse a tecnologias

limpias que no generen impacto ambiental negativo. Actualmente muchas industrias



optan por sistemas de certificacion de gestion calidad ambiental como la norma

1ISO14000 para competir en el mercado.

En nuestro pais, aun existen vacios legales en cuanto a la reglamentacion de emisiones
gaseosas y disposicion de residuos solidos industriales. Sin embargo existen varios
proyectos para fortalecer estos aspectos, y ante el vacio legal en normativas nacionales
de calidad de aire se formé en 1999 un comité multi institucional de gestion ambiental
(GESTA-Aire) para elaborar estas normas bajo la coordinacion de la DINAMA. La
propuesta técnica de estdndares de inmision y fuentes moviles se encuentra pendiente de

aprobacion desde el afio 2001 (Informe Ambiental-Geo Montevideo, 2004).

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
segln su uso actual o potencial. De acuerdo a esta clasificacion (realizada por el
MVOTMA, en acuerdo con OSE para los cursos de clase 1) se establecen los
pardmetros que deben cumplir con sus respectivos limites. Alli se establece que sélo se
permitird 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, OD,
DBO5, aceites y grasas, detergentes, amoniaco libre, nitratos, fosforo total, sélidos
suspendidos, etc. En cuanto a los compuestos nitrogenados, se establece que el limite
maximo de nitrato para cursos de agua clase 1, 2 y 3 es de 10mgN/L, y de amoniaco
libre 0.02 mg/L. Cuando algun cuerpo de agua no cumpla las condiciones establecidas
para la clase en que fuera clasificado, el Ministerio de Vivienda, Ordenamiento
Territorial y Medio Ambiente 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 desaglie directo al curso de agua, siendo ilimitado en caso de ser vertido a colector

o0 por infiltracion a terreno.

ElI 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.

En el Articulo 32° del Decreto 253/79 se establece que las infracciones a las normas
establecidas en el mismo seran sancionadas, de conformidad con el articulo 147 del

Decreto - Ley N° 14.859 segun distintos criterios especificados.

Por ejemplo establece que en el caso de no respetarse los plazos otorgados para la

construccioén de la Planta de Tratamiento se cobraran multas de:

1ra. VeZ .o 100 UR - 1000 UR
20a. VEZ ..o 200 UR - 2000 UR
3ra. vez y siguientes ............... 300 UR - 5000 UR

Por ejemplo por realizar vertidos sin tratamiento a un cuerpo receptor teniendo planta

de tratamiento construida y aprobada las multas son:

Sin antecedentes .................... 200 UR - 3000 UR

Con antecedentes ................... 500 UR - 5000 UR



Ademas de las multas establecidas, el Ministerio podra suspender o clausurar industrias

hasta tanto no se cumpla con la normativa.

A pesar de existir dicha reglamentacion, cabe aclarar que aiun quedan por resolver
algunos aspectos relacionados a la localizacion de las industrias y el efecto acumulativo

de sus vertidos.

1.2 Efluentes industriales

El término efluente industrial se utiliza para denominar a todo liquido, sélido o gas
proveniente de un proceso industrial. Las industrias han implementado tecnologias para
el tratamiento de efluentes liquidos de manera que los vertidos cumplan las normativas
vigentes, las cuales tienden a ser cada vez mas exigentes. Por ello es necesario
investigar e implementar sistemas de tratamiento de efluentes que sean de bajo costo y

eficientes en la remocién de contaminantes.

No todos los vertimientos representan los mismos riesgos. En este trabajo se centrara la
atencion en la industria lactea, donde se procesan diariamente volimenes muy altos de

leche, y se generan caudales de descarga de fluidos de cientos de litros por dia.

1.2.1 Industria lactea en Uruguay

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

desaguie industrial" de la DINAMA) (Fig. 1).
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Tabla I: Industrias del ramo lacteo con solicitud de autorizacion de desagie industrial (S.A.D.l) en

Uruguay (informacion obtenida de la DINAMA-MVOTMA)

Nombre Localidad Cuenca Vertido Tipo
Montevideo
Conaprole Usina N°2Montevideo La Bahia IColector Leche pasteurizada
Conaprole (C.1.M.) Montevideo Arroyo Pantanoso IColector Leche pasteurizada
LEONARDO ADRIAN
CRUZ Montevideo Falta Curso IColector Productos lacteos varios
Conaprole Central Montevideo La Bahia IColector Productos lacteos varios
Canelones
Conaprole
Canelones ICanelones IArroyo Canelén Chico |Colector Queso
Conaprole San
Ramoén - P9 iSan Ramoén Rio Santa Lucia ICurso de agua Queso
Luis Giovanelli
Palleiro y José Nieto
Coviello San Ramoén Rio Santa Lucia Curso de agua Dulce de leche

Alcides Fernandez

ISan Antonio

Rio Santa Lucia

Curso de agua

Enfriado de leche

Maldonado

Conaprole
Maldonado ISan Carlos Arroyo Maldonado Curso de agua Leche pasteurizada
San José
La Josefina San José Rio San José ICurso de agua Leche pasteurizada

Conaprole San Jose

Rincén del Pino

Arroyo Pavon

Curso de agua

Leche en polvo

Frigorifico Modelo La

Boyada La Boyada Rio de la Plata Curso de agua Queso
Lactosan (Gley) Puntas de Valdez |Arroyo Mauricio Curso de agua Queso
IArroyo del Tigre —

Bonprole Libertad 248 Curso de agua Queso
Conaprole Villa
Rodriguez (N° 8) illa Rodriguez Arroyo Cagancha Infiltracidn al Terreno Productos lacteos varios
Colonia

alle Sauce S.A. [Tarariras Arroyo Riachuelo Curso de agua Queso
Luis Alberto Artola
\Villanueva Rosario Rio Rosario Curso de agua Queso
Conaprole Tarariras [Tarariras Arroyo Sauce Infiltracién al Terreno Queso
Seglar S.A. [Tarariras Arroyo Sauce - 226 |Curso de agua Queso
Gualeguay [Tarariras Arroyo Sauce - 226 |Curso de agua Queso
Granja Naturalia
S.R.L. Picada Benitez Rio Rosario Curso de agua Queso
Jesus S. Brasetti IColonia Valdense [Rio Rosario Infiltracién al Terreno Queso
Howald & Krieg Nueva Helvecia |Rio Rosario Curso de agua Queso fundido
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Margaritas [Tarariras Arroyo Sauce Infiltracidn al Terreno Productos lacteos varios
Bantol S.A. (ex-
Caprolet) [Tarariras Arroyo Riachuelo Curso de agua Productos lacteos varios

La Magnolia LTDA.

Nueva Helvecia

Arroyo Cufre - 242

Curso de agua

Productos lacteos varios

Ecolat Uruguay (EX -
Parmalat Uruguay
S.A.)

Nueva Helvecia

Rio Rosario

Curso de agua

Productos lacteos varios

Granja Pocha

Juan L. Lacaze

Rio de la Plata - 220

Infiltracién al Terreno

Productos lacteos varios

Calcar ICarmelo Arroyo de las Vacas |Curso de agua Productos lacteos varios
Granja Pifierolo IColonia

LTDA ICosmopolita Arroyo Cufre Curso de agua Productos lacteos varios
Soriano

Conaprole Mercedes

Mercedes

Rio Negro

Curso de agua

Leche en polvo

IArroyo Grande del

Queseria Helvética |Cardona Sur Curso de agua Productos lacteos varios
Florida
Conaprole Florida  [Florida Rio Santa Lucia Chico|Curso de agua Productos lacteos varios

Treintay Tres

Calitt

[Trintay Tres

Rio Olimar Grande

Infiltracién al Terreno

Productos lacteos varios

Cerro Largo

Coleme

Melo

Arroyo Conventos

IColector

Productos lacteos varios

Durazno

Sociedad Fomento
Durazno

Durazno

Arroyo Tomas Cuadra

Curso de agua

Leche pasteurizada

Rio Negro

|Claldy

houng

IArroyo Negro

|Cu rso de agua

Productos lacteos varios

Paysandu

Conaprole Paysandu

Pueblo Esperanza

Rio Uruguay

Infiltraciéon al Terreno

Leche pasteurizada

Coleque

Quebracho

Rio Uruguay

Curso de agua

Queso

Pili SA 11 Parada Esperanza [Rio Uruguay Curso de agua Productos lacteos varios
Pili Paysandu Rio Uruguay IColector Productos lacteos varios
Rivera

|Conapro|e Rivera |Rivera lArroyo Cufiapiru |Curso de agua |Leche pasteurizada
Salto

|In|acsa |Sa|t0 |Arr0yo Ceibal Grande |Curso de agua |Productos lacteos varios |

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.

12




NC industrias lacteas
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Montevideo
Canelones
Maldonado
San José
Colonia
Soriano
Florida
Treintay
Cerro
Durazno
Rio Negro
Paysandu
Rivera
Salto
Tacuarembd
Flores
Lavalleja
Rocha
Artigas

Figura 1. Distribuciéon de las industrias lacteas en los distintos departamentos del territorio

nacional.

En torno a las ciudades méas pobladas se han desarrollado cuencas lecheras locales. Las
mas importantes cuentan con usinas pasteurizadoras. Por ejemplo en el caso de
CONAPROLE se cuenta con sistemas de tratamiento en cada una de sus Plantas
industriales habiendo desarrollado diferentes tecnologias. En Planta Industrial N° 14
(ubicada en la Ruta 5 en el Departamento de Rivera) desarrollé el primer sistema SBR
(sequencing batch reactor) instalado en el pais, donde una vez tratadas las aguas, se
bombea a un predio agropecuario distante 2 Km, para su aprovechamiento en riego de
forraje. En la mayoria de las Plantas ubicadas en zonas rurales se cuenta con
tratamientos basados en sistemas de lagunas anaerdbicas y lagunas aireadas con
funcionamiento de IAMC (aireacion intermitente en mezcla completa), complementado

con la instalacion de humedales previos a los vertidos (http://www.conaprole.com.uy).

1.2.2 Problema ambiental

El 71% de la superficie del planeta esta cubierta por agua y por lo tanto se considera el
agua como uno de los recursos naturales mas abundantes. Sin embargo, si se observa

méas detenidamente el presupuesto hidrico mundial, s6lo una pequefia fraccion esta
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disponible para el uso humano. Aproximadamente el 97 % es agua salada. Del restante
2.6%, la mayor parte estd congelada en los casquetes polares y glaciares y en acuiferos
subterraneos. La porcion remanente disponible equivale al 0.014%, que es infimo a la

luz de las crecientes necesidades humanas (http://www.minag.gob.pe)

América Latina muestra uno de los mayores indices mundiales de consumo de agua por
habitante, tanto por el uso doméstico o agricola, como por el empleo de rios para la

generacion de energia, etc. (http://www.tierramerica.net)

En Uruguay por mucho tiempo ha existido la "impresion” de la abundancia del agua en
el pais, debido a la disponibilidad del recurso hidrico en casi todo el territorio nacional.
Esta situacion condujo a la utilizacion indiscriminada del agua, descuidando su
preservacion. Esto ha provocado un creciente deterioro ambiental de los recursos
hidricos del pais. Los centros urbanos, las plantas industriales y los establecimientos
agropecuarios pueden producir contaminacion por el vertido de efluentes contaminantes
sobre los cursos de agua si es que no se llevan a cabo tecnologias de manejo sustentable

del recurso.

Dada la importancia del agua para la vida de todos los seres vivos, y debido al aumento
de las necesidades de ella por el continuo desarrollo de la humanidad, el hombre esta en

la obligacion de proteger este recurso y evitar toda influencia nociva sobre el mismo.

Entre los distintos tipos de uso del agua se destaca en la actualidad el de dilucién de
vertidos tanto industriales, domiciliarios, y pluviales, considerado como parte de la

oferta ecosistémica que ofrecen los cursos de agua.

Sin embargo hay que tener en cuanta que si se realiza el vertido de efluentes a cursos de

agua sin el debido tratamiento, se generan problemas ya que se supera la capacidad

14



autodepuradora de los mismos, e incluso se ha reportado que afectan la eficiencia de

desinfeccion con Cloro en el proceso de potabilizacion (Young-Ho Ahn, 2006).

En los efluentes industriales (dependiendo del tipo de industria que lo genere) a menudo
existen altas cargas de materia organica, en algunos casos esta es recalcitrante (con baja
biodegradabilidad), acomparfiada de un alto contenido en sélidos, y otros componentes

propios de cada proceso industrial.

En cuanto a los contaminantes nitrogenados y el fosforo cabe destacar que son las
actividades agricolas e industriales que han aumentado casi al doble la concentracion de

nitrégeno en la bidsfera.

En cuanto al fésforo, este no presenta ciclo gaseoso, y se destacan dos reservorios: el
geoldgico y el bioldgicamente activo. Muchas veces este elemento se encuentra
formando complejos con sales y compuestos organicos, lo que le da la particularidad de
tener alto tiempo de retencidn en un sistema, contrario a lo que ocurre con el NO3-. Este
nutriente no presenta cambios de estado de oxidacién (PO4~) pero podria tener distintos
efectos dependiendo de la forma en la que se encuentra, por ejemplo formando

complejos con Hierro, o como ortofosfato. (Bock et al, 1995; Brock y Madigan, 1991).

La descarga de compuestos nitrogenados y fosforo a cursos de agua provoca serios
problemas como la eutrofizacion. El término "eutrofizacion" se refiere al proceso de
cambio de un estado trofico a otro de nivel superior por adicion de nutrientes. Es el
enriquecimiento de las aguas superficiales con los nutrientes limitantes para el
desarrollo de organismos fotétrofos como las plantas, algas etc. Si bien la eutrofizacion
se puede producir en forma natural, normalmente esta asociada a fuentes antropogénicas
de nutrientes. Aunque tanto el nitrégeno como el fésforo contribuyen a la eutrofizacion,

la clasificacion del estado tréfico normalmente se basa en el nutriente que representa
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una limitacion. Cuando ocurre este fenomeno comienza el desarrollo de biomasa algal,
luego aumenta el consumo de materia organica por organismos heterétrofos los cuales
para ello requieren de oxigeno, aumentando la DBO (demanda biogquimica de oxigeno),

el contenido de didxido de carbono y a su vez la acidez.

Los sintomas y efectos de la eutrofizacion son los siguientes (http://www.fao.org):

- Aumento de la produccion y biomasa de fitoplancton, algas asociadas y macrofitas.

- Modificacion de las caracteristicas del habitat debida a la transformacion del conjunto

de plantas acuaticas.

- Produccion de toxinas por determinadas algas.

- Aumento de los gastos de operacion de los sistemas publicos de abastecimiento de
agua, ademas de problemas de gusto y olor, especialmente durante los periodos de

proliferacion de algas.

- Desoxigenacion del agua, especialmente al finalizar las situaciones de proliferacién de

algas, lo que normalmente da lugar a una mortandad de peces.

- Colmatacion y obstruccién de los canales de riego por las “malas hierbas acuéticas”.

- Reduccion de la posibilidad de utilizacion del agua para fines recreativos.

- Pérdidas econémicas debidas a la modificacion de las especies icticas, mortandad de

peces, etc.

Ademaés, en cuanto a la contaminacidn nitrogenada se debe tener en cuenta que el nitrito
es altamente nocivo para la salud humana. Desde hace tiempo, se ha puesto de

manifiesto que el principal efecto perjudicial para la salud derivado de la ingestion de
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nitratos y nitritos es la metahemoglobinemia, es decir, un incremento de
metahemoglobina en la sangre, que es una hemoglobina modificada (oxidada) incapaz
de fijar el oxigeno y que provoca limitaciones de transporte de oxigeno a los tejidos.
Una vez el nitrito en sangre es capaz de reaccionar con la hemoglobina y transformarla
en metahemoglobina. En condiciones normales, hay un mecanismo enzimatico capaz de
restablecer la alteracion y reducir la metahemoglobina otra vez a hemoglobina. Cuando
la metahemoglobinemia es elevada, la primera manifestacion clinica es la cianosis,
generalmente asociada a una tonalidad azulada de la piel. Ademas, el nitrito puede
reaccionar con compuestos nitrogenados formando nitrosaminas las cuales reaccionan
facilmente con las bases de los &cidos nucleicos y por tanto es un agente mutagénico y
cancerigeno. Los limites indicados para el nitrato se deben a que es reducido facilmente

a nitrito en la boca y tracto digestivo por la flora normal (http://www.gencat.net)

1.2.3 Sistemas de tratamiento de efluentes

En la actualidad se realizan tratamientos para reducir la materia organica de los
efluentes, la cual representa una importante fraccién de los mismos. Habitualmente se
realizan tratamientos de tipo Primario donde se produce la remocion de material
particulado, grasas, etc., principalmente por procesos fisicoquimicos y Secundario
donde el principal interés es la remocion de materia organica. Para este Gltimo se
pueden utilizar sistemas de tratamiento biologico en condiciones anaerobias donde
ocurre el proceso llamado metanogénesis, o sistemas de tratamiento bioldgico aerobios

como el de lodos activados.

En el caso del tratamiento de efluentes en sistemas metanogénicos la materia organica
sufre una serie de procesos oxidativos en los que participan distintos grupos de bacterias

y que culminan en la formacion de CH; y CO,. Sin embargo luego de esta etapa el
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efluente aln conserva nitrogeno principalmente bajo forma de amonio, debido a la

degradacion de proteinas.

En los casos donde se utilizan lodos activados, dependiendo de la carga inicial de N del
influente (agua residual que ingresa a la planta de tratamiento), el amonio puede ser
transformado en nitrito y nitrato por nitrificacion o puede ser asimilado, lo que implica

que la carga nitrogenada permanecera en el efluente o en la biomasa del lodo.

Debido a que el tratamiento secundario no logra reducir la contaminacion nitrogenada ni
el Fosforo es importante estudiar sistemas de postratamiento que sean aplicables en la
industria. A estos ultimos a menudo se les llama tratamiento de tipo Terciario cuyo

objetivo es la remocion de nutrientes: Ny P.

Los compuestos nitrogenados son nutrientes clave para el crecimiento de los seres
vivos, asi que el nitrogeno puede ser eliminado del agua si es asimilado por
microorganismos, pero el manejo de la biomasa producida de este modo resultaria en si
un problema. Por eso, los procesos bioldgicos no asimilativos como la nitrificacion y la
desnitrificacion, han sido la forma mas efectiva, y econémica de eliminacién de
nitrégeno en aguas residuales. En algunos casos este tratamiento se aplica en dos etapas
separadas fisicamente. Donde un reactor es destinado a la etapa aerobia de nitrificacion

y otro reactor a la etapa andxica de desnitrificacion.

1.2.3a Sistemas de tratamiento terciario tipo SBR (sequencing batch reactor)

Una alternativa valida para remover la contaminacion nitrogenada en un solo reactor es
la utilizacién del sistema de tratamiento bioldgico tipo SBR (sequencing batch reactor).
Este tipo de reactores son operados bajo una serie de periodos que constituyen un ciclo.

El ciclo consiste generalmente en periodos de llenado, reaccién, sedimentacion,
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extraccion y fase inactiva (se puede omitir). Esta operacion permite que un reactor
simple actie como una serie de reactores secuenciales y un clarificador. Durante el
periodo de llenado el agua residual que ingresa es agregada a la biomasa del ciclo
anterior que esta en el tanque. La extension del periodo de llenado depende del volumen
del SBR y la naturaleza del efluente de donde provenga. El llenado es intermitente y el
reactor puede o0 no ser agitado durante ese periodo. Luego en el periodo de reaccion el
reactor puede o no ser aireado dependiendo del objetivo del mismo (Schmidell et al,

2007).

Este método bioldgico es aplicable para la remocidon del amonio proveniente de
efluentes y en este caso consiste en una primer etapa aerobia de nitrificacion, seguido
de una etapa anoxica de desnitrificacion donde las formas oxidadas de nitrégeno son
reducidas a N, o N,O por bacterias desnitrificantes en condiciones anoxicas. Los

reactores SBR nitrificantes/desnitrificantes estdn constituidos por un solo reactor que

opera en discontinuo, en el cual se realiza la remocién de carbono, nitrégeno y fosforo.

Esto se logra alternando en el mismo tanque las etapas aerobias y anaerobias (Fig. 2).

Entre las principales ventajas de estos reactores son los altos rendimientos de
eliminacién de nitr6geno, materia organica biodegradable, y la adaptabilidad a cambios
en las condiciones de operacion. Otra ventaja importante es que este sistema consta de
un solo reactor donde ocurren las dos etapas (aerobia y anaerobia) abaratando los costos
de inversion y mantenimiento. Por otro lado también existen otras ventajas de los SBR,
como el hecho que puede prolongarse el tiempo de residencia del agua residual en el
reactor en caso de ser necesario. Ademas es un sistema mas simple comparado con el de
lodos activados, ya que suprime la necesidad de retornar el lodo bombeandolo desde un

clarificador, y son mas flexibles en cuanto a la adaptacion a grandes fluctuaciones de
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agua residual entrante. Esto no ocurre en los sistemas de lodos activados donde un
aumento en el flujo de agua residual entrante implica una disminucién en el tiempo de

residencia de la misma en el tanque de aireacion.

Anbxica Aerébica
Reacciodn
e |
Llenado sedimentacion
Efluente tratado ¢4+—
Lodo excedente _
Purgado

Figura 2. Etapas del ciclo de operacion de un reactor SBR nitrificante-desnitrificante
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1.3 Fisiologia de laremocion de nitrégeno

Es frecuente que en el tratamiento de aguas residuales a gran escala no se contemplen
los aspectos basicos de la fisiologia de los microorganismos que intervienen en el
proceso. Existen pocos estudios basados en los aspectos fisiologicos de la flora
nitrificante y desnitrificante. El desconocimiento puede derivar en desviaciones o mal
funcionamiento del proceso, lo cual se traduce en tecnologias no sustentables. Es por
ello que a continuacién se describen los procesos fisiologicos de la remocion de

nitrégeno.

1.3.1 Ciclo del Nitrégeno

El nitrogeno se encuentra en la naturaleza en muchos estados de oxidacion (su valencia
estable oscila entre -3 en el amoniaco y +5 en el nitrato). Este elemento es componente
de los aminoacidos, los éacidos nucleicos, los aminoazucares y sus polimeros. El
nitrdgeno gaseoso (N,) que constituye el 79% de los gases de la atmdsfera es un
reservorio importante aunque de incorporacion lenta y compleja. El nitrogeno fijo en la
naturaleza se encuentra formando parte de la materia organica y en minerales en forma
de nitrato y amonio. El ciclo biogeoquimico del nitrégeno depende en gran medida de
los microorganismos, ya que procesos claves del ciclo s6lo ocurren gracias a la accion

de determinados microorganismos.

El ciclo del nitrogeno (Fig. 3) "se inicia" con la reduccién del nitrogeno atmosférico
(N,) a amonio (NH;"), proceso al que se denomina fijacion de N2, esta puede ser
bioldgica (FBN, Fijacion Biologica de Nitrogeno), o catalizada por descargas
eléctricas (rayos) y de forma artificial para la fabricacion de fertilizantes.

Posteriormente, el amonio se convierte en nitrato (NO3) mediante la nitrificacion. El
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amonio y el nitrato son asimilables por ejemplo por las plantas, que a su vez sirven

para la nutricion del hombre y otros animales.

Por otro lado el nitrato se reduce a N, mediante el proceso de respiracion andxico
Ilamado desnitrificacion, lo que completa el ciclo del N en la biosfera. En condiciones
anaerdbicas ademas puede darse la reduccion de nitrato a amonio por procesos
asimilativos o por un proceso desasimilativo (reduccion desasimilativa de nitrato a
amonio, del inglés DNRA). Este ultimo es llevado a cabo en general por bacterias
fermentadoras que compiten por el nitrato con las bacterias desnitrificantes en

condiciones andxicas (Atlas y Bartha, 2002; Schmidell et al., 2007).

Nitrificacion

Proteinas Fijacion de

nitrégeno

Oxico

Anoxico

Fijacion
de N,

NO,-

Anammox,
Nitrosomonas spp

Desnitrificacion

Figura 3: Ciclo biogeoquimico del N (Modificado de Cabezas, 2005)
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En cuanto a la movilidad de los compuestos nitrogenados cabe destacar que las
moléculas nitrogenadas moviles (ej: nitratos, nitritos, etc.) pueden llegar a cursos de
agua y causar eutrofizacion. El principal impacto de origen antropico en el ciclo de N
ha sido la fabricacion y uso excesivo de fertilizantes, creando desbalances por la
transformacion de N (g) no disponible en formas si disponibles. Por ese motivo la tasa
desnitrificacion “natural” resulta insuficiente para cerrar el ciclo. Ademas, el cultivo
intensivo de leguminosas, ha provocado que la FBN (fijacion bioldgica de N) también

se vea altamente incrementada (Vitousek et al., 1997).

La reduccion del N, a amonio (FBN, Fijacion Bioldgica del Nitrogeno) es llevada a
cabo por microorganismos procarioticos, tanto en vida libre como en asociaciones
simbioticas con plantas. En todos los casos, la enzima que reduce el N, a amonio se
denomina nitrogenasa. Para su funcionamiento requiere grandes cantidades de energia

(ATP), y se inactiva en presencia de oxigeno y compuestos nitrogenados.

La fijacion de N, en vida libre es llevada a cabo por bacterias diazofréficas para su
propio crecimiento. S6lo cuando mueren se liberan al medio los compuestos organicos
nitrogenados que se transforman en nitrato y amonio, que ya pueden asimilarse por las

plantas o por otros microorganismos.

La fijacion de N2 en simbiosis es llevada a cabo por bacterias de la familia
Rhizobiaceae, conocidas con el nombre genérico de rizobios, y se caracterizan por
infectar las células de las raices de las plantas leguminosas y formar nodulos
(estructuras caracteristicas de la interaccion bacteria-planta) en el interior de las cuales
unas células especializadas, los bacteroides, reducen el N, a amonio. (Brock y Madigan,

1991)
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1.3.2 Nitrificaciéon

La nitrificacion es el proceso biogeoquimico donde se da la oxidacion de amonio a
nitrato. EI mismo es un proceso aerobio realizado por microorganismos Gram-negativos
litoautotroficos que pertenecen a la familia Nitrobacteriaceae, no son esporulados y

pueden ser de morfologia esférica, bacilar o espiral.

En general, en las plantas de tratamiento terciario de efluentes, la nitrificacion es la
etapa mas delicada, debido a que la flora nitrificante es sensible a cambios en el
ecosistema (Schmidell et al., 2007). Debido a esto, es fundamental conocer cémo se
afecta esta flora frente al agregado de toxicos, lo cual fue analizado en el presente

trabajo.

Este proceso respiratorio se lleva a cabo en dos etapas: 1) oxidacién de amonio a nitrito
y 2) oxidacion de nitrito a nitrato. Estas etapas son llevadas a cabo por dos grupos de
bacterias diferentes, donde la primera es realizada por bacterias oxidantes de amonio

(AOB) y la segunda es realizada por bacterias oxidantes de nitrito (NOB).

Las bacterias nitrificantes crecen de manera autotrofa utilizando CO, como fuente de
carbono y lo fijan mediante el ciclo de Calvin. Debido a que los potenciales redox de los
pares NO,/NH3; y NO,/NO3z son altos (E,’NO,/NH3=0.34V E,’NO,/NO3=0.43)
donan electrones a la cadena de transporte de electrones en los ultimos pasos del
proceso global. Esto limita la cantidad de ATP que pueden obtener de cada par de
electrones introducidos en la cadena respiratoria. Es por ello que se obtienen pequefias

cantidades de energia, lo cual explica el alto tiempo de duplicacién de estas bacterias.

Debido a los requerimientos especiales de cultivo y a la lenta velocidad de crecimiento

resulta muy complejo la obtencién de cultivos puros de bacterias AOB y NOB. Esto
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hace que sean dificiles de cuantificar mediante métodos cultivo-dependientes. Por lo
tanto para monitorear los microorganismos nitrificantes es necesario acudir a
herramientas cultivo-independientes. Para su deteccion y cuantificacion actualmente se
utilizan herramientas moleculares tales como: métodos basados en el ADN y/o el ARN
(ej: FISH (Fluorescent in situ Hybridization), T-RFLP (Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism), DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis)), métodos
basados en la medida de actividad enzimatica (ej: medida de actividad nitrificante

mediante respirometria) (Manser et al., 2005; Hortz et al., 2000)

En cuanto a las bacterias nitrificantes encontradas anteriormente en los reactores
tradicionales para el tratamiento de efluentes, habitualmente se aislaban bacterias de los
géneros Nitrosomonas y Nitrobacter. Sin embargo gracias al uso de herramientas
moleculares se demostrd que la diversidad de bacterias nitrificantes era mucho mayor

que lo que se estimaba (Juretschko et al., 1998)

Bacterias oxidantes de amonio AOB

Los géneros de AOB comunmente reconocidos son Nitrosomonas, Nitrosospira,
Nitrosococcus, Nitrosovobrio (habitat oceanico) y Nitrosolobus pertenecientes al
dominio Bacteria. Las bacterias AOB son genéticamente diversas, sin embargo se
encuentran relacionadas unas con otras principalmente dentro de la subdivision beta y

gamma-Proteobacteria (Fig. 4).

Son bacterias quimiolitoautotrofas que utilizan el amonio como fuente de energia en

condiciones aerdbicas y fijan CO, mediante el ciclo de Calvin como fuente de C.

En el proceso de oxidacion de amonio a nitrito participan dos enzimas (Fig. 5), la

amoniomonooxigenasa (AMO) y la hidroxilamina oxido-reductasa (HAO). En un
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primer paso la enzima AMO cataliza la oxidacién de amonio a hidroxilamina (reaccién
oxigeno dependiente) que posteriormente se convierte en nitrito mediante la enzima
HAO. La oxidacion de la hidroxilamina aporta 4 electrones, Unico sitio reductor en
donde se genera energia, lo cual explica por qué estas bacterias tienen un crecimiento
muy lento, razén por la cual se dificulta su aislamiento y su identificacion mediante

técnicas cultivo-dependientes.
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Figura 4. Arbol filogenético basado en el gen del ARNr 16S de las principales bacterias nitrificantes (AOB

marcadas en verde, NOB marcadas en rojo) (Tomado de The Prokaryotes)

26



La estequiometria de la reaccion de oxidacion de amonio a nitrito es la siguiente:

NH; + '/, O, — > NH,OH

NH,OH + H,O ——»HNO, + 4H" + 4¢’

O,+ 4H'+ 4&¢ — 2H,0

AMO HAO
NH," » NH,OH » NO;

Figura 5. Reaccidn de nitrificacion y enzimas involucradas. AMO: amoniomonooxigenasa; HAO:
hidroxilamina oxido-reductasa.

La enzima AMO (Fig. 5) es la que se ha utilizado para estudiar las relaciones
filogenéticas de las AOB, especificamente uno de los genes que la codifica: el gen

amoA. (Young-ho Ahn, 2006; Shrestha et al., 2001; Purkhold et al., 2000)

La oxidacion del amonio es un paso importante en el ciclo del nitr6geno, que durante
los ultimos 100 afios se creia que soOlo era realizado por bacterias. Sin embargo muy
recientemente se han encontrado microorganismos pertenecientes al dominio Archaea
capaces de realizar el proceso de oxidacion del amonio (Nicol y Schleper, 2006; Park et.

al., 2006).

Bacterias oxidantes de nitrito NOB

Existen varios géneros que llevan a cabo la oxidacion de nitrito a nitrato, como
Nitrospira, Nitrospina y Nitrococcus (habitat oceanico). El genero Nitrobacter,
pertenece a la clase alfa-Proteobacteria, Nitrospina gracilis se agrupa dentro de delta-
Proteobacteria, Nitrococcus mobilis dentro de gamma-Proteobacteria y las especies del

genero Nitrospira pertenecen al phylum Nitrospira (Fig. 4).

27



La mayor parte de estas bacterias son quimiolitoautotrofas, utilizan el nitrito como Unica
fuente de energia, sin embargo algunas especies pertenecientes al genero Nitrobacter
son capaces de utilizar ademés fuentes de energia organicas. Al igual que las AOB,

estas bacterias son autétrofas y fijan CO, como fuente de carbono.

Debido a su metabolismo se encuentran generalmente asociados a las AOB. La enzima

que cataliza el pasaje de nitrito a nitrato es la nitrito oxidorreductasa (NOR).
La estequiometria de la reaccion es la siguiente:

NO; +H,O0 — > NOz +2H" +¢

2H" + 2 +¥% 0, —»H,0

La reaccion es reversible por lo que en condiciones anaerobias muchos NOB pueden

reducir NO3'.

1.3.3 Desnitrificacion

La etapa andxica consta de la reduccion de nitrato a nitrdgeno gaseoso (via nitrito,
oxido nitrico y Oxido nitroso) y a este paso se le denomina “desnitrificacion”. La
desnitrificacion clasica es un tipo de respiracion heterotrofa que se lleva a cabo en
condiciones de anoxia (baja tension de oxigeno) y resulta en la produccion de energia
(ATP), lo que permite a las células crecer. En esta via se utiliza nitrato como aceptor
final de electrones, el cual luego de una serie de pasos es reducido hasta N,y en algunos
casos soOlo hasta N,O. Los géneros desnitrificantes mas citados incluyen: Alcaligenes,
Paracoccus, Pseudomonas, Thiobacillus, Thiosphaera, y Thauera, entre otros. La
mayoria de ellos son heterdtrofos, pero algunos pueden crecer autotroficamente con

hidrogeno y CO2, o con compuestos del azufre reducidos.
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Habitualmente se considera que los microorganismos desnitrificantes son
principalmente aerobios que utilizan el nitrato en situaciones de anaerobiosis como una
alternativa al O, Sin embargo, se han reportado microorganismos anaerobios estrictos
desnitrificantes e incluso existen casos en los cuales se da simultdneamente la reduccion
de nitrato y de oxigeno lo cual confiere la capacidad de desnitrificar en presencia de
oxigeno (por ejemplo en el caso de Paracoccus pantrophus, Microvirgula

aerodenitrificans y Thauera mechernichensis).
En el proceso de desnitrificacion estan involucradas varias enzimas (Fig. 6):

- La nitrato reductasa (NAR), cataliza la reduccion de nitrato a nitrito. Se han
reportado dos tipos de NAR, una unida a membrana y otra periplasmética. Esta
ultima es la que confiere la caracteristica de desnitrificar en aerobiosis ya que no se
inhibe en presencia de oxigeno. Sin embargo existe otro tipo de NAR soluble y
asimilativa, utilizada por algunos microorganismos no desnitrificantes para utilizar

NO3; como fuente de N.

- La enzima nitrito reductasa (NIR), cataliza la formacion de oxido nitrico a partir de
nitrito. Actualmente se conocen dos tipos, NIR cdl presente en la mayoria de las
bacterias desnitrificantes estudiadas y es codificada por el gen nirS, y la NIR Cu*?
codificada por el gen nirK. Ambas enzimas son exclusivas de los organismos

desnitrificantes.

- La oxido nitrico reductasa (NOR), cataliza la reduccién de oxido nitrico a 6xido

nitroso.

- La oxido nitroso reductasa (NOS), cataliza la formacion de gas nitrogeno a partir de

Oxido nitroso. Esta enzima habitualmente se encuentra en el periplasma, es muy
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sensible al oxigeno y es inhibida por el acetileno. Gracias a ello es que se ha podido
desarrollar un método capaz de medir la velocidad de desnitrificacion midiendo la
velocidad de produccion de N,O al inhibir el ultimo paso de la desnitrificacion con

acetileno (Philippot, 2002; Sorensen, 1978).

NAR NIR NOR NOS
NOg_ —> NOZ_ —> NO > Nzogp N2

Figura 6. Proceso de desnitrificacion y enzimas involucradas. NAR: nitrato reductasa; NIR: nitrito
reductasa; NOR: Oxido nitrico reductasa; NOS: 6xido nitroso reductasa.

Si bien existen microorganismos capaces de desnitrificar en los tres dominios (Bacteria,
Archaea y Eucarya) estos se encuentran principalmente distribuidos dentro de la
division Proteobacteria (principalmente alfa, beta y gamma) del dominio Bacteria. Sin
embargo no todas las Proteobacterias tienen la capacidad de desnitrificar. Las bacterias
con dicha capacidad se encuentran muy dispersas en el arbol filogenético, es decir que
no siguen un patron de distribucién reconocible, lo que hace que sea muy dificil
encontrar un método basado en el estudio del gen ARNr 16S para el andlisis de
comunidades desnitrificantes complejas (Zumft, 1997). Por lo tanto se han tenido que
desarrollar métodos basados en el estudio de genes funcionales tales como narH, nirS,

nirK, y nosZ (Philipot, 2002).

En cuanto al estudio de la desnitrificacion en sistemas de tratamiento de efluentes, la
mayoria de los estudios han realizado en sistemas de tratamiento estrictamente
desnitrificantes (andxicos) y de escala laboratorio (Etchebehere et al.,, 2002;
Etchebehere et al., 2003). En los mismos se ha encontrado que la flora se mantiene
estable durante la operacion y se ha reportado que independientemente del tipo de
alimentacién se selecciona el mismo tipo de organismos, con una preponderancia de

organismos pertenecientes a la clase beta del phylum Proteobacteria.
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Algunas especies de bacterias desnitrificantes pueden generar exopolimeros que causan
la flotacion de los lodos, el cual es un problema para la etapa de sedimentacion de los

mismos (Cuervo Lopez y Gémez, 2004).

En general los procesos de desnitrificacion son aplicados a la remocion de nitrdgeno,
por lo cual son sistemas de tratamiento terciario en los que se espera que ingrese una
baja carga de C orgéanico con el influente. Esto es un problema ya que muchas veces las
bacterias desnitrificantes son heterdtrofas, por lo que a menudo en esta etapa se debe
volver a agregar C al sistema. Este problema ya ha sido resuelto con sistemas de reciclo
(Borzacconi et al., 1999) o el agregado de fuentes de carbono no fermentable como el

metanol o aplicando otro tipo de tratamientos como la desnitrificacion autdtrofa.

La flora desnitrificante resulta interesante ademas, ya que algunas bacterias dentro de

este grupo poseen la capacidad de remover compuestos recalcitrantes.

1.3.4 Vias no clasicas

Tal como se viene explicando se puede observar que tradicionalmente se consideraba la

nitrificacion como un mecanismo estrictamente aerébico y autotrofico, y Ila
desnitrificacion como un mecanismo estrictamente andxico. Sin embargo estudios
recientes han sugerido la existencia de sistemas “no convencionales” de eliminacion de
nitrégeno entre los cuales se han reportado: la desnitrificacion aerdbica, la nitrificacion
heterotrdfica, la oxidacion anaerdbica del amonio y la desnitrificacion por bacterias
nitrificantes autotroficas (Young-Ho Ahn, 2006; Mulder et al., 1995; Robertson et al,

1990).

Actualmente se sabe que la oxidacion del amonio a N; (g) puede efectuarse en

condiciones anaerobias con nitrito como aceptor de electrones, en el proceso descrito
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como “ANAMMOX” (anaerobic ammonium oxidation, oxidacion anaerdbica de
amonio) el cual es llevado a cabo por bacterias autotrofas pertenecientes al linaje de los
Planctomycetales (Jetten, 1997; Strous et al., 1997; Strous et al., 1999; Egli et al.,
2001). Este proceso ha sido aplicado a nivel piloto para el tratamiento de aguas
residuales urbanas y aguas residuales con un contenido alto de nitrégeno y materia
organica limitada, como los efluentes de digestores anaerobios y a nivel real en la planta
de tratamiento de aguas residuales instalada en Rotterdam, Netherlands
(www.anammox.com). Actualmente se han descubierto nuevas especies anammox, entre
ellas Candidatus Brocadia catarinense descubierta por el grupo de trabajo de la Cétedra
de Microbiologia de la Facultad de Quimica-UDELAR con colaboracion de la
Universidad de Santa Catarina-Brasil. Esta especie se encontr6 en un reactor de
laboratorio operado en condiciones anaerobias y baja relacién de C/N. (Travers et al.,

2006).

Ademas de las bacterias nitrificantes litoautotrofas se han encontrado varias bacterias
heter6trofas como por ejemplo Pseudomonas putida (Daum et al., 1998), hongos y algas
capaces de oxidar amonio a nitrito y/o a nitrato. Sin embargo, en la nitrificacion
heterétrofa no ocurre la generacion de energia acoplada a este proceso como si ocurre
en la nitrificacion litétrofa. Como consecuencia de ello la nitrificacion heterétrofa es
dependiente de la oxidacion de sustratos organicos (Focht y Verstraete, 1977; Killham,
1986; Papen et al., 1989; Kuenen y Robertson, 1987). Durante la nitrificacion
heter6trofa el amonio o las formas organicas de nitrégeno (ej. grupo amino de los
aminoacidos) es cooxidado a hidroxilamina, 6xidos de nitrdgeno gaseosos, nitrito o
nitrato. A pesar de ello, la nitrificacion heterétrofa ha sido considerada un contribuyente
marginal en lo que respecta al ciclo global de nitrogeno y podria tratarse de un

mecanismo de detoxificacion de compuestos amoniacales (Brady, 1984; Brown, 1988).
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Otro proceso no convencional es la desnitrificacion llevada a cabo por algunas bacterias
nitrificantes. Se encontrd que la especie Nitrosomonas europaea es capaz de reducir el

NO; a N,O y N; en condiciones limitantes de oxigeno con un 22% de conversion

(Shrestha et al., 2001).
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1.4 Fundamentos de la metodologia a utilizar

Se sabe que menos del 1 % de los microorganismos de una muestra ambiental se pueden

cultivar en el laboratorio, perdiendo la diversidad genética y bioquimica disponible. La
biologia molecular permite determinar las secuencias parciales de los microorganismos
presentes en un ecosistema sin necesidad de cultivarlos y asi se evitan los problemas
asociados al cultivo en laboratorio. El estudio de los genes presentes en las
comunidades microbianas permite caracterizar cuantos organismos participan y de que

manera en una comunidad (Amann et al., 1995).

Este tipo de estudios estan en fase de desarrollo, pero también es cierto que han abierto
una puerta a muchos estudios de expresion y fisiologia, que en el futuro podrian dar las
claves del funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos més importantes del planeta. La
tendencia actual en ecologia microbiana es la combinacién de las técnicas tradicionales
de cultivo, y las técnicas moleculares para abordar el estudio de la diversidad de las

muestras naturales.

En esta tesis se optd por utilizar técnicas clasicas de cultivo, analisis de aislamientos de
microorganismos, medidas de actividad nitrificante, y herramientas de biologia
molecular como FISH (Fluorescent in situ hubridization), T-RFLP (Terminal
Restriction Lenght Polymorphism), clonado y secuenciado de genes funcionales y del

gen ARNTr 16S.

Este ultimo, con un tamafio de 1500 nucleétidos, o el ARNr 23S, con aprox. 3000
nucleotidos, son muy utilizados en estudio de comunidades bacterianas ya que ambas
moléculas contienen la suficiente informacion como para realizar un analisis

filogenético (Gutell et al., 1994). Existen muy buenas razones para utilizar como sitio
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blanco de andlisis a las moléculas de ARNr 16S de la subunidad pequefia del ribosoma

(Amann y Ludwig, 2000):

Funcion y distribucion universal de la molécula de ARNr

» Estimado: 1-2% variacién en la secuencia cada 50 millones de afios

= Facil de aislar y caracterizar

= Estructura secundaria conocida y secuencia comparable con otros organismos

= Abundancia de moléculas de ARNr dentro de las células que estan activas, en
crecimiento

= La aparente falta de transferencias laterales de genes en esta molécula, lo cual
asegura que las semejanzas entre secuencias se asocian con cercania en el tiempo
evolutivo.

= Buen tamafio, de aproximadamente 1500 nucle6tidos, con regiones muy
conservadas y otras muy variables

= | a existencia de un extenso banco de datos conteniendo las secuencias del ARNr
16S para un analisis comparativo con los de la muestra

A continuacion se detallan los fundamentos de las técnicas utilizadas para el desarrollo

de este trabajo.

1.4.1 FISH (fluorescent in situ hybridization)

Una manera muy habitual de visualizar el total de células en una muestra dada es el uso
de intercalantes del ADN. Estos reveladores de acido nucleico no discriminan entre
celulas de distintas especies ni discriminan células activas de las muertas, pero son de
gran utilidad para obtener un recuento aproximado del nimero total de células, y para la
observacion de su morfologia in situ. Dentro de los reveladores de acido nucleico
utilizados con mas frecuencia para observar células en microscopio de fluorescencia se
encuentran el DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; con una sefial fluorescente azul
cuando esta unido al ADN) y el naranja de acridina. En este caso se utilizé el DAPI

como tincion de células totales de cada muestra.
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A partir de los avances en la biologia molecular, surgio la posibilidad de utilizar sondas
de oligonucledtidos con el fin de detectar determinadas secuencias de acido nucleico
presentes en la comunidad microbiana en estudio. La Hibridacion In Situ Fluorescente
consiste en la deteccidbn de microorganismos en base a su secuencia de ARNr
especificas, y se realiza en las células morfologicamente intactas (whole cell
hybridization). Se logra una gran selectividad basada en el uso de sondas de ADN
(marcadas con un fluoréforo) complementarias a las secuencias blanco en el ARNr 16S

0 23S (Fig. 7).

Una de las razones por la cual se realiza FISH utilizando como blanco las moléculas de
ARNr y no las de ADNr, es que los genes que codifican el ARNr se encuentran en un
bajo numero de copias en cada célula, lo que hace que la sefial emitida por el fluoréforo
unido a la sonda complementaria, no sea suficientemente potente como para lograr su
deteccion. En cambio el ARNr en una célula activa se encuentra “amplificado” (gran
nimero de copias debido a un elevado contenido de ribosomas), logrando una mayor
probabilidad de que la sonda se una a su sitio blanco. Por lo tanto, a cada célula podra
unirse un alto nimero de sondas marcadas (segun el ndmero de copias de ARNr),
haciendo posible la deteccién de la sefial emitida por los fluor6foros (Amann et al.,

1990)

De este modo, al dirigirse la sonda al ARNTr solo hibridan las células en estado activo
(que conservan sus ribosomas debido a la sintesis proteica). La intensidad de
fluorescencia es proporcional al nimero de ribosomas y por lo tanto a la actividad

celular.

El uso de hibridacién in situ para contar e identificar organismos fue propuesto por

Olsen en 1986 (Olsen et al., 1986) Con FISH, no s6lo se puede determinar la
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morfologia celular de microorganismos no cultivables y su abundancia relativa, sino
también analizar la distribucion espacial in situ. En este trabajo se utilizaron las sondas

de oligonucleotido descritas en la Tabla I1.

Esta técnica presenta como ventajas su especificidad y su rapidez. Ademas por ser un
método directo de observacion, se pueden identificar y cuantificar microorganismos que
mediante técnicas cultivo-dependientes no seria posible. Esto ocurre por ejemplo con
microorganismos a los cuales ain no se han encontrado medios de cultivo aptos para su

aislamiento, o cuando se trata de microorganismos de crecimiento lento.

Tabla Il. Sondas de oligonucle6tidos utilizadas en el presente trabajo

Sonda 5’ Secuencia de lasonda 3’ Dominio
ARCH915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Arquea
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria
Sonda 5’ Secuenciade lasonda 3’ Dominio Bacteria
ALF1B CGTTCG (C/T)TCTGAGCCAG alpha Proteobacteria
BET42a * GCCTTCCCACTTCGTTT beta Proteobacteria
GAM42a * GCCTTCCCACATCGTTT gamma Proteobacteria
Ns01225 CGCCATTGTATTACGTGTGA ammonia-oxidizing beta Proteobacteria
Nit3* CCT GTG CTC CAT GCT CCG Nitrobacter spp.
Ntspa662* GGA ATT CCG CGC TCCTCT genus Nitrospira
Nsv 443 CCGTGACCGTTTCGT TCCG Nitrosospira spp.
Nsm156 TATTAG CACATCTTT CGAT Nitrosomonas spp., Nitrosococcus mobilis
NmV TCC TCA GAG ACT ACG CGG Nitrosococcus mobilis

* se deben usar con su correspondiente sonda de competencia
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Los cultivos nitrificantes generalmente tienden a formar estructuras denominadas flocs
(cumulo, agregado de células muy compacto), cuya estabilidad parece depender de la
formacion de sustancias exopoliméricas (aun se desconoce su composicion) que las
mantiene fuertemente unidas. Esto impide realizar el recuento mediante FISH (excepto
mediante el uso del microscopio confocal), razén por la cual a menudo se llevan a cabo
diversos métodos para lograr la disgregacion de estos granulos sin romper las células
(en este caso sonicado de la muestra). Ademas se utilizan software (en el caso de esta
tesis el software Image ProPlus e Image ProExpress) para realizar el recuento celular en

dichos granulos con el fin de minimizar los errores de recuento del observador.

.‘. sonda */fluoroforo I

Microscopio de
Epifluorescencia

muestra

Fixation blanco (rRNA)

Deteccion
1O=——=

o 0©C>
Fijacion

permeabilizacion Celulas hibridadas
L > Lavado

Hibridacion Ribosomas
Sondas de

ollgonucleot|dofluorescentes ,\ﬁ

Figura 7. Metodologia llevada a cabo para la hibridacion in situ fluorescente (FISH)
DISENO DE SONDAS DE OLIGONUCLEOTIDO
Para el disefio y seleccion de sondas para FISH se necesita un gran conocimiento acerca
de las relaciones filogenéticas entre los microorganismos, ya que las sondas son

disefiadas para grupos filogenéticos que no necesariamente concuerdan con los grupos

fenotipicos. Es importante destacar que la especificidad de una sonda est& basada en el
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conocimiento actual de las secuencias del ARNTr. En el futuro esta especificidad puede
variar por la descripcion de nuevas secuencias de microorganismos gque no pertenezcan
al grupo de interés, pero que puedan hibridar con la misma sonda por tener la misma
secuencia blanco. Usualmente se disefian oligonucleotidos de 18-25 bases aprox.
Existen tres consideraciones importantes a tener en cuenta a la hora de disefiar una
sonda con respecto a los mismatches (discrepancias con la secuencia complementaria a

la sonda):

*numero de mismatches en un rango del 5%-30%.

*posicion de los mismatches, tratando que se encuentre por lo menos un mismatch en
posicion central entre la sonda y el &cido nucleico no deseado, disminuyendo asi la
probabilidad de uniones inespecificas; por el contrario, en el caso de existir un
mismatch entre la sonda y la secuencia blanco deseada, es preferible que se encuentre

en un extremo de la sonda, para que este no interfiera con la hibridacion

*tipo de mismatch: G se apareara con alguna otra base

La Guanina (G) ademas de unirse con su nucleétido complementario (la Citocina (C)),
puede unirse fuertemente con Timina (T). Esta unién no se considera mismatch ya que
la fuerza de enlace no es considerada como tal. Cada nucledtido encuentra otro
nucledtido con el cual presenta la maxima fuerza de enlace para ambos, a los cuales se
les Ilama “nucledtidos complementarios”, por ejemplo Adenina-Timina, o Citocina-

Guanina (Tabla I11).

Sin embargo una union es considerada “mismatch” cuando la fuerza de enlace segun la

tabla I11 entre los nucleotidos analizados es menor al resultado de la operacion:
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Fuerza maxima de enlace para ese nuclestido MeN0s 0.5, de lo contrario, no es considerado como
mismatch. Tal es el caso de la unién entre T y G, donde la Frax de T es 1,1 (la cual se
presenta cuando se une a A) y la Fuerza de union a T-G es 0,9. Por lo tanto, 1,1 — 0.5

=0.6 < 0.9 es decir, que no se considera como un mismatch a la union de G con T.

Tabla I11. Valores de la fuerza de enlace de

cada unién nucleétido-nucleétido

A C G T
0 0 05 11
0 0 15 O
05 15 04 09
1,1 O 09 O

-0 0>

Es necesario conocer la estructura secundaria del ARNr para determinar si la sonda
puede formar “hairpins” (estructuras con formas de lazos y tallos, no deseadas).
Ademas, el conocimiento de la estructura del ARNTr, de las zonas variables por ejemplo,

es de gran ayuda para disefiar sondas dirigidas a esos sitios.

Se aconseja chequear las sondas contra las secuencias conocidas depositadas en bancos
de secuencias como: RDP, OPD, o GenBank, para determinar cuan especifica es la
sonda tedricamente. Igualmente, al final, es necesario determinar la especificidad

empiricamente ¢http://Lynxified.Pages.de/pub/ARB)/).

Algunas propiedades celulares, influyen en la relacion existente entre la intensidad de la
sefial de fluorescencia, y el contenido ribosomico de las células individuales; se sabe por
ejemplo, que la fluorescencia conferida por las sondas marcadas, no solo depende del
contenido original de ARNr celular, sino que también depende de la retencion de estas
moléculas durante el proceso de hibridacion, y durante el almacenamiento de las

muestras. Depende ademas, de la accesibilidad del sitio blanco en el ribosoma, y de las
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condiciones de permeabilizacion. Por esta razon, si se utilizan diferentes sondas, debe
tenerse en cuenta el tamafio (largo) de estas, y la eficiencia de union al sitio blanco

(Wallner et al., 1995).

1.4.2 Clonado y secuenciacion

Hoy en dia es posible abordar el estudio de la dindmica de un ecosistema natural a nivel
gendémico. Las moléculas de ADN extraidas a partir de muestras naturales (ADN
procedente, en principio, de todos los genomas de la muestra cuya suma constituye el
metagenoma de la misma) pueden ser secuenciadas tras ser clonadas en vectores con
capacidad de incorporar los insertos (Rondon et al., 2000). Esta herramienta puede
modificarse y en lugar de utilizar el genoma completo de la comunidad, hacerlo con
genes especificos de un grupo microbiano. Para ello es posible utilizar la técnica PCR
(Polymerase Chain Reaction), o Reaccion en Cadena de la Polimerasa, la cual ha hecho
posible la clonacién y otros tipos de analisis de secuencias especificas de ADN, sin
necesidad de utilizar células viables. Esta técnica permite amplificar mas de mil
millones de veces un ADN obtenido a partir de una region seleccionada de un genoma,
siempre y cuando previamente se conozca al menos una parte de su secuencia de
nucleotidos, para disefiar los primers. Estos primers se utilizan como cebadores para la

sintesis in vitro de ADN, catalizada por una ADN-polimerasa.

El clonado de ADN es un proceso por el cual se inserta un segmento de ADN de un
organismo en otro. Es una técnica muy utilizada en biologia molecular ya que permite
separar fragmentos de ADN, donde cada fragmento queda insertado en un "clon™ y este

puede ser estudiado separadamente.

Para este tipo de clonacion ademas del ADN de la muestra que se desea clonar

(habitualmente se utilizan los amplicones resultantes de la PCR para el gen especifico
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en estudio), es necesario un vector de clonado donde se liga el inserto (por ej. un
plasmido) y un hospedero el cual es transformado y multiplica la cantidad de vector

durante su crecimiento (por ejemplo E. coli)

Los pasos basicos de esta técnica son primeramente la extraccion de ADN de toda la
comunidad microbiana y la amplificacién de un determinado gen por PCR (por ejemplo
el gen del ARNr 16S o un gen funcional). Luego esos amplicones son ligados en un
vector que luego es utilizado para transformar las células competentes del hospedero
(Fig. 8). Estas células son sembradas en placa donde forman colonias (clones). Estos
clones pueden ser analizados mediante analisis de perfiles de restriccion, o pueden
estudiarse por secuenciacion del inserto. De esta forma se obtiene una biblioteca
gendmica de clones donde cada clon tiene un gen proveniente de uno de los organismos
de la comunidad. Estudiando un ndmero suficiente de clones se puede lograr describir la
composicion de una determinada comunidad microbiana. Ademé&s gracias a esta
herramienta se han detectado muchas especies que aun no han logrado aislarse en

cultivo puro (Schmidell et al., 2007).

Especificamente en este trabajo se realiz6 el clonado y secuenciado de los ARNr 16S
(para el anélisis de la comunidad bacteriana total), amoA (comunidad oxidante de
amonio), y nirS (comunidad desnitrificante). Para seleccionar los clones a secuenciar se
llevd a cabo a cabo la restriccion y el analisis de fragmentos de los clones (RFLP,
restriction fragmenth lenght polymorphism) de manera que se secuencio por lo menos
un clon representante de cada perfil de restriccion. Se analizé la similitud de cada
secuencia con las secuencias conocidas mediante el programa BLAST y corregidas
mediante inspeccion manual. Ademéas se realizaron &rboles filogenéticos con las

secuencias de cada clon secuenciado y las secuencias mas cercanas depositadas en el
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banco de datos de manera de identificar el grupo y género al cual pertenecen y en lo

posible identificarlos a nivel de especie.

Plasmidos con inserto

Ligacion de
_\ PCR gen fragmentos de

A especifica interés en el Q ﬂﬂl:>
vector de
—\\ clonado O Transformacion

de cepas E. coli =

4

——'\\ Seleccion y andlisis de

clones por: RFLP,
B secuenciado, etc.
Gen amplificado de los

. microorganismos Ay B
DNA ambiental 9 y

RFLP (Restriction Fragmenth Lenght Polymorphism) de los clones:

Esta es una técnica llamada de "huella genética" basada en el analisis de polimorfismos
del largo de fragmentos de restriccion. Se utilizan para ello enzimas de restriccion
(presentes en microorganismos como parte del sistema de defensa) las cuales cortan el
ADN en secuencias especificas. Por lo tanto la técnica consiste en someter determinado
ADN (puede provenir de la amplificacion de un gen especifico como en este caso:
amoA, nirS 'y ARNTr 16S) a la accion de una o mas enzimas de restriccion. El tamafio de
los fragmentos dependera de la secuencia de ADN por lo que dos moléculas de ADN
con distinta secuencia generaran distinto patron de fragmentos de ADN que pueden

visualizarse en un gel de agarosa separandolos por electroforesis.

1.4.3 T-RFLP (terminal restriction lenght polymorphism)

Esta herramienta permite evaluar cambios en el tiempo y el espacio de una comunidad,
asi como también es util para comparar la composicion de comunidades microbianas

diferentes. EI T-RFLP es una herramienta de screening y diagnostico debido a que
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resulta altamente sensible y habil, siendo mas rapida y precisa que otras técnicas como
el DGGE (electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante), RFLP y ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, también nombrado como RFLP del

gen ARNr 16S).

Si bien es cierto que el T-RFLP es una técnica util para obtener el perfil de una
comunidad en estudio, esta no proporciona la identidad de las especies presentes. Por lo
tanto a menudo es necesaria la asignacion de identidad a los T-RFs mediante la
restriccion in silico de secuencias del gen amoA depositadas en el banco de secuencias.
Sin embargo, de esta forma en muchos casos no es posible identificar los taxones a
nivel de especie ya que muchas de ellas comparten el mismo sitio de corte para las
enzimas utilizadas. En este trabajo se combinaron los métodos de T-RFLP y clonado
para obtenter mayor informacion de las comunidades estudiadas. Para ello se realizo el
clonado del gen en estudio (amoA, nirS, ARNr 16S) y se secuenciaron clones
representativos de cada perfil resultante del RFLP (con enzimas de restriccion). Para
correlacionar las secuencias obtenidas con los datos de T-RFLP, se calculd el tamafio
esperado para los T-RFs a partir de las secuencias del gen clonado (analisis de

restriccion in silico)

La técnica de T-RFLP se basa en el anélisis de patrones generados en una serie de pasos

que combinan PCR, digestion con enzimas de restriccion y electroforesis (Kitts, 2001).

El ADN extraido de la muestra ambiental es sometido a PCR utilizando primers
homdlogos a regiones conservadas del gen de interés (ARNr 16S, amoA, nirS, etc.).
Uno de los primers se encuentra marcado en el extremo 5’ con una molécula de

fluoréforo. Luego de amplificar el gen de interés de toda la comunidad mediante PCR
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se lleva a cabo la restriccion enzimatica. Las mismas digieren los amplicones en sitios

de reconocimiento especificos, habitualmente tetranucleotidos.

Los fragmentos de restriccion resultantes son corridos luego en un gel de poliacrilamida
(el caso de este trabajo) o en capilares en un secuenciador de ADN con detector de
fluorescencia. De esta manera solo se visualizan los fragmentos terminales unidos al

fluoréforo (Fig. 9).

PCR gen _
N\ especifica e
A con primer o -
fowaprd Restriccion con ER ﬂl]l:> — Poliacrilamida
marcado --""-\\ g Ry
¢ =
i 5 0 > i .. =
‘ N\ ﬁzﬁ':’f' Cromatograma
% ’."‘0"‘
>
B - g
Gen amplificado de ——J .
DNA los microorganismos
ambiental AyB

Figuraa Esquema que muestra el procedimiento del T-RFLP a partir de una muestra ambiental. Luego
de obtener el cromatograma se prosigue al anélisis de T-RFs, es decir a las posiciones de cada pico y a su
altura. Una cepa = Un T-RF = Un pico

Analisis de Biodiversidad

En este trabajo se analizo la diversidad microbiana presente en los sistemas estudiados
en base a los resultados de T-RFLP. Para ello es necesario conocer los fundamentos

teoricos de los indices que se manejaran como indicadores de diversidad.

Primero que nada se debe tener en cuenta que en el analisis de diversidad basado en los
resultados de T-RFLP, se considerd6 como unidad taxonomica cada T-RF (fragmento
terminal) es decir cada fragmento visualizado como un pico en el cromatograma. Estos
picos pueden corresponder a una especie 0 a mas de una, dependiendo de la secuencia

nucleotidica en el sitio de corte terminal para cada enzima utilizada. Por lo tanto, en el
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analisis de diversidad cuando se refiere a "numero de especies”, en realidad se trata en

este caso al nimero de T-RFs.

DIVERSIDAD DE ESPECIES

La forma mas sencilla de medir la diversidad es contar el nimero de especies. El
nimero de especies es el primero y mas antiguo concepto de la diversidad, y se
denomina riqueza de especies. Un segundo concepto de la diversidad de especies es el

de heterogeneidad.

Otro concepto de diversidad basada en la riqueza de especies es el de Fisher, quien llego

a la conclusion que:

S=a log [1+u ]
o

donde S=numero de especies en la muestra
N= numero de individuos en la muestra

a = indice de diversidad

La constante o s una expresion de la diversidad de especies de la comunidad. Fisher
informd que este indice de diversidad era independiente del tamafio de la muestra lo
cual es importante para comparar distintos datos de investigaciones en areas diferentes

(Krebs, 1985).

Sin embargo, esta constante no tiene en cuenta la heterogeneidad de la muestra. Por lo
tanto, mas que nada a partir de inquietudes de la "macroecologia” es que han surgido

una serie de preguntas como las que siguen a continuacion.

¢ Qué tan dificil seria predecir correctamente la especie del siguiente individuo que

se capture?
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Esta “incertidumbre” se puede medir con la funcion de Shannon-Wiener:
H=-2%1 (pi)(log2 pi)

donde H= indice de diversidad (contenido de informacién de la muestra, bits
por individuo)

S = namero de especies
pi = proporcion del total de la muestra que corresponde a la especie i

El contenido de informacién da una idea de la magnitud de la incertidumbre, es decir

gue un mensaje como bbbbbbb no tiene incertidumbre, y H=0.

La funcién Shannon Wiener combina los dos componentes de la diversidad: 1) el
namero de especies, y 2) la igualdad de la distribucién de individuos en las diversas
especies. Un mayor numero de especies hace que aumente el indice de diversidad, e
incluso la distribucion uniforme o equitativa también aumentara el indice de Shannon

Wiener (Krebs, 1985).

¢Cudl seria la diversidad de especies de esta muestra si todas las especies S

tuvieran igual abundancia?

En ese caso tendriamos

Hmax=-S (1 log2 1 [ logz S
S S

Donde Hmax= diversidad de especies bajo condiciones de igualdad maximay S= numero
de especies de la comunidad (Krebs, 1985). Entonces se puede definir “equidad o

equitatividad” como la proporcion siguiente:

E= H/Hmax

donde E = equitatividad (rango de 0 a 1); H= diversidad de especies observada y

47



Hmax= diversidad de especies maxima para ese numero de especies

Cabe aclarar que el logaritmo utilizado para el calculo del indice de diversidad “H”
puede ser logy, logip 0 In. Por lo tanto debe aclararse cual se utilizd para cada célculo de

manera de comparar los resultados en forma correcta.

Por otro lado, Simpson en 1949 planted otra medida de diversidad, derivada de la teoria

de probabilidades. Con este enfoque el se planteo la siguiente pregunta:

¢ Cuales son las probabilidades de que dos ejemplares seleccionados aleatoriamente

en una comunidad infinita correspondan a la misma especie?

Iindice de diversidad de Simpson = probabilidad de seleccionar aleatoriamente dos
organismos de especies diferentes = 1-(probabilidad de seleccionar aleatoriamente dos

individuos de la misma especie)

Si una especie dada i estd representada en la comunidad por pi (proporcion de
individuos), la probabilidad de seleccionar dos de estos aleatoriamente es la
probabilidad conjunta (pi)(pi) o pi°>. Al sumar estas probabilidades para todas las

especies i en la comunidad se llega a la diversidad de Simpson:
D = 1-3%4(pi)?

donde D es el indice de diversidad de Simpson y pi es la proporcion de la especie i en la
comunidad. La gama de valores es de 0 (diversidad baja) a 1-1/S. Se ha planteado (pero
hay diversas opiniones) que los habitat inclementes o impredecibles favorecen la
disminucion de la diversidad ya que se seleccionan especies especializadas (Krebs,

1985).
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1.4.4 Técnicas dependientes de cultivo

Dentro de las herramientas cultivo-dependientes utilizadas se encuentran la técnica del
NMP (Numero Mas Probable), el recuento en placa, y técnicas de aislamiento en cultivo

puro.

1.4.4 a. NMP (numero mas probable de bacterias desnitrificantes)

El método de NMP permite estimar la densidad de poblacion de una determinada muestra sin
necesidad de contar cada célula o colonia. EI mismo también es llamado método de dilucion
mdltiple, y estima la poblacion en base a la méxima dilucion en la cual los microorganismos de

interés presentan crecimiento.

Se basa en la determinacion de la presencia o ausencia de un determinado tipo de m.o.
(en funcidén de que crezcan o de que produzcan determinada reaccion en el medio), en
cantidades decrecientes de muestra. Se analizan en forma paralela por triplicado o
quintuplicado porciones de la muestra cada vez menores inoculadas en un medio

liquido. Luego de la incubacion, se observan y cuenta el nimero de tubos positivos.

Segun el tipo de microorganismos que se desea contar se utilizan medios de
enriquecimiento selectivo o medios nutrientes. En funcion de esto se puede considerar

como positivos aquellos tubos en los que:

1) Hubo crecimiento que se detecta como aparicion de turbidez (siempre que la

muestra sembrada no enturbie el medio).

2) Exista deteccion de productos del metabolismo del microorganismo

Ocasionalmente, es necesario subcultivar cada uno de los tubos positivos, o

presuntamente positivos a placa, o a otro tubo a efectos de confirmarlo.
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El nimero de tubos (positivos) que se busca en las tablas para el informe final es el que
resulta de esta etapa de confirmacion, siendo el valor anterior s6lo un valor presuntivo.
La interpretacion de los resultados, se hace en base a una distribucion de tipo Poisson, y

en general se emplean tablas preparadas de acuerdo a la cantidad de muestra que se

siembra en cada serie de tubos (http://mail.fq.edu.uy/ microbio/)

Esta técnica se utilizo para estimar el nimero de bacterias desnitrificantes, sin embargo
el NMP no es la concentracion absoluta de un determinado organismo, sino apenas una
estimacion estadistica de dicha concentracion. Para ello se utilizd6 un medio selectivo
(medio BCY acetato/nitrato, ANEXO 1) y se considerd positivo el tubo con
crecimiento, viraje de color de la resarzurina (de fucsia a incoloro), y ausencia de NO,’
y NOj3™ segun el analisis con el kit de bandas EM Quant (EM Quant ® Nitrate Test. EM
Science Gibbstown New Jersey 08027 Alemania). Los resultados se expresaron en

NMP de bacterias desnitrificantes/ml de muestra.

1.4.4 b. Recuento y aislamiento en placa de heterétrofos aerobios totales

Este método de recuento permite determinar indirectamente el nimero de m.o. presentes
en una muestra en base a que se desarrollen en medio de cultivo en placa, formando
colonias. Por lo tanto se determinan por este método solo las células microbianas
viables en las condiciones de trabajo (nutrientes, atmdsfera, temperatura). Como las
colonias pueden originarse tanto de una célula como de un grupo de células, se utiliza el

término: Unidades Formadoras de Colonias (u.f.c.).

Las bacterias recuperadas en cada recuento pueden ser reaisladas en placa para de ese
modo lograr trabajar individualmente con cada una y desarrollar distintas pruebas. En
esta tesis se llevaron a cabo las pruebas GRAM, oxidasa, catalasa, y de desnitrificacion.

Para este ultimo andlisis se realizd un subcultivo de cada colonia pura en el medio
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liguido BCY acetato/nitrato en atmosfera de N, Luego de su incubacion durante 24-
72hs se observé si hubo crecimiento (turbidez), si el indicador redox vird (de fuxia a
incoloro) y luego se llevo a cabo la medida de consumo de NO,/NOs. Se consideran
positivos para la desnitrificacion los viales que presentan crecimiento, viraje de color de

la resarzurina (de fucsia a incoloro), y ausencia de NO, y NO3".

1.4.5 Medida de actividad desnitrificante

Existen algunas técnicas para medir la actividad desnitrificante, de las cuales la mas
exacta y confiable se basa en la medida de N,O en el tiempo luego de incubar la
muestra en medio BCY acetato/nitrato en atmosfera con N2 y acetileno. Sin embargo,
debido a que no se cuenta con el equipamiento adecuado para ello, fue que se opt6 por
realizar la medida de actividad desnitrificante basada en la velocidad de desaparicion de

NOs".

Como se ha explicado anteriormente, la reduccion de nitrato es catalizada por la enzima
nitrato reductasa. Esta enzima también se encuentra presente en algunos
microorganismos no desnitrificantes los cuales utilizan nitrato como fuente de N (The
Prokaryotes). Los microorganismos reportados con dicha capacidad, en condiciones
anoxicas realizan el proceso de fermentacion. Para evitar que la medida de actividad
resulte enmascarada por esta causa se utiliza en el medio BCYacetato/nitrato una fuente
de carbono ya reportada como poco fermentable (muy oxidada) como lo es el acetato, y
se trabaja en condiciones de anoxia (atmdsfera de N2). Es necesario medir la
concentracion de amonio al inicio y al final de la medida de actividad para descartar que

la desaparicion de NO3™ sea causada por los microorganismos amonificantes.
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1.4.6 Medida de actividad potencial nitrificante y heterotrofa

En la actividad potencial se mide la actividad maxima posible de los microorganismos
presentes en la muestra para lo cual es necesario trabajar con los sustratos (NH;", NO,”
y acetato) en concentraciones de saturacion. La actividad potencial se puede relacionar

con la cantidad de biomasa presente en el reactor.

Actividad nitrificante: Ya que son dos los grupos responsables de la nitrificacion
(AOB y NOB), la medida de actividad nitrificante implica determinar la actividad de
estos grupos de bacterias. Dependiendo del método utilizado se puede determinar la
actividad total, la actividad oxidante de amonio y/o la actividad oxidante de nitrito. Por
ejemplo, los métodos basados en medir aparicion de nitrito y nitrato, determinan la
actividad nitrificante total. Inhibiendo la flora oxidante de nitrito con clorato se puede
determinar la actividad oxidante de amonio, midiendo aparicion de nitrito. Los métodos
respirométricos permiten determinar la actividad de cada grupo por separado midiendo

el consumo de oxigeno relacionado con el consumo de cada sustrato.

En el presente trabajo se desarrollé la medida de actividad oxidante de amonio y
actividad oxidante de nitrito utilizando un electrodo de oxigeno, un cronémetro, un
agitador magnético, y un aireador (Fig. 10). Los métodos respirométricos tienen la
ventaja de ser rapidos y sencillos y para el caso de la actividad nitrificante permiten
determinar la actividad de ambos grupos de microorganismos por separado (Cabezas A.,
2005). La respirometria se basa en determinar la velocidad de consumo de oxigeno
asociado a la utilizacion de un sustrato, en el caso de la actividad nitrificante, NH;"y
NO,. Actividad heterdtrofa: Los microorganismos heterdtrofos utilizan compuestos
organicos como fuente de carbono y energia y oxigeno como aceptor final de electrones.

La actividad heterdtrofa potencial se realizd determinando el consumo de oxigeno
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asociado a la oxidacion de acetato. La actividad heterotrofa real se determind como la
velocidad de consumo de oxigeno asociado a la oxidacion de los sustratos carbonados
presentes en el influente. La actividad heterétrofa potencial se puede relacionar con la

cantidad de biomasa heterdtrofa presente que utiliza acetato (Cabezas A., 2005).

) Electrodo de O>
aireador

7.58 mg02/ml

20°C

YSI Disolved oxigen meter

C ‘ 1= cronometro

Agitacién

Figura1o.: esquema del equipo utilizado para la medida de actividad potencial nitrificante y heterétrofa por el
método respirométrico
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1.5 Importancia y aplicaciones de los resultados de la tesis

Los sistemas de tratamiento de efluentes son disefiados en funciéon de optimizar la
eficiencia de remocion de contaminantes. Para ello es necesario establecer modelos
tedricos y parametros de control para la automatizacion de los procesos. Los resultados
de esta investigacién son muy importantes para obtener datos Utiles en el modelado y la
optimizacion de sistemas SBR de remocién de nitrogeno. En las ecuaciones de
modelado de este tipo de reactores se asume que cierto porcentaje de las bacterias
heterdtrofas presentes en el sistema son bacterias desnitrificantes. En este trabajo se
obtuvieron datos para verificar esta hipdtesis. Ademas para dicho modelado es necesario
poseer datos acerca de cual es la proporcion de cada grupo microbiano y su actividad lo
cual fue determinado en este trabajo. Para implementar el uso de sistemas bioldgicos es
importante conocer el comportamiento de la flora tanto en condiciones estables como en
condiciones desfavorables, estudiando su capacidad de recuperacion frente a distintas
perturbaciones. Los resultados de esta tesis lograron determinar que la flora relevante en
el proceso de nitrificacion y desnitrificacion es capaz de recuperarse frente a
perturbaciones en su ecosistema. Esto es muy importante en los reactores a gran escala
ya que muchas veces en el efluente industrial llegan sustancias toxicas, inhibitorias para
los microorganismos. Globalmente los resultados ofrecieron utilidad para predecir y/o
analizar el comportamiento bioldgico de las plantas de tratamiento de efluentes
instruyéndonos acerca del funcionamiento interno del reactor. Esto aporta
conocimientos vinculados con el sistema SBR que podran ser extrapolados a los
sistemas de tratamiento a gran escala. A su vez estos conocimientos podrian ser
utilizados como insumos para adaptar sistemas de tratamiento existentes a sistemas tipo

SBR de manera de mejorar la eficiencia de remocidn de nutrientes.
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Ademas, desde el punto de vista microbiologico y cientifico se obtuvieron datos
importantes, como ser la identificacion de la flora nitrificante, desnitrificante y

heterotrofa mas abundante los sistemas estudiados de la cual existe relativamente poca

informacion.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general:

Determinar las condiciones de operacion de reactores SBR nitrificantes/desnitrificantes
para el tratamiento de efluentes de industria lactea de tal forma que la comunidad
microbiana establecida presente una alta eficiencia de degradacion de contaminantes

nitrogenados.

2.2 Objetivos especificos

= Estudiar la variacion de la flora microbiana frente a perturbaciones y cambios de

operacion del sistema.

= Analizar la influencia de los cambios de composicién microbiana en la performance

del reactor (desempefio en cuanto a la remocion de nutrientes).

= |dentificar los principales microorganismos responsables de la actividad

Nitrificante/desnitrificante.

= Aportar conocimientos microbiologicos que permitan ajustar las ecuaciones del
modelado y optimizacion de reactores SBR para remocion de nitrogeno en la

industria lactea.



3. Hipotesis y Preguntas a Responder

3.1 Hipotesis

Los cambios en la operacion del reactor generan cambios en la composicion de la

comunidad microbiana. A su vez, los cambios en la composicion de la comunidad

microbiana generan cambios en la performance del reactor.

3.2 Preguntas a ser respondidas

¢ Como se correlacionan los cambios en la estructura de la comunidad de bacterias con

las variables de operacion del sistema?

¢Los periodos de mayor actividad nitrificante del reactor se corresponden con la
seleccion de especies con mayor actividad especifica?; o se corresponden con un

aumento en el numero de la bacterias nitrificantes presentes?

¢Existe correlacion entre la diversidad microbiana y la performance del reactor?

¢Cuales son los microorganismos predominantes en el reactor y cual es su funcion en el

mismo?

¢ Todas las bacterias heterotrofas del reactor son organismos desnitrificantes?
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4. Materiales Y Métodos

4.1 Reactores

En esta tesis se utilizaron muestras de lodo provenientes de dos reactores (F y M) SBR
nitrificante/desnitrificante a escala de laboratorio (15L), operados en Facultad de
Ingenieria en el marco del proyecto EOLI. En este trabajo se realiz6 el andlisis de los
primeros 650 dias de operacion de los reactores. Durante la operacion de los reactores
se indujeron perturbaciones de manera de analizar su incidencia en la eficiencia de
remocién de nutrientes (performance del reactor) y la composicion de la comunidad

microbiana de cada reactor (Tabla IV ay b).

Los datos correspondientes al balance de remocion de nutrientes (remocion de DQO,
Nt, N-NH,", etc.) en los reactores fueron obtenidos por la Facultad de Ingenieria, a
partir de los cuales se llevaron a cabo analisis de correlacion con los datos obtenidos en

el laboratorio.

El reactor F es un reactor SBR nitrificante-desnitrificante alimentado con 4 L de
infuente (agua residual) El influente estd compuesto por 75% efluente de salida de una
laguna anaerobia escala real para el tratamiento de efluentes de industria lactea + 25%
leche diluida y nitrato de sodio (NaNOs3). EI NaNO3 es agregado para simular aguas
residuales provenientes de industrias lacteas que emplean acido nitrico e hidroxido de
sodio durante los lavados de rutina. La composicion promedio del influente fue la
siguiente:  83mgN-NH4*/L; 3.2 mgN-NO,/L; 18mgN-NOs/L, 1000mgDQO%YL,
110mgTKN?/L, pH=7,5. El reactor F fue operado con 2 ciclos idénticos por dfa (de 12

hs. cada uno). De acuerdo a los resultados obtenidos en la performance del reactor se

! Demanda Quimica de Oxigeno
2 Nitrégeno Total Kjeldahl
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realizaron algunos cambios en la operacion (en la ley de control), donde se redujo la
fase de aireacion, y se aumentd la fase anoxica siendo de 2hs al inicio y 2hs luego de la

fase aerobia de 3hs (Fig. 11a).

El reactor M es un reactor SBR para remocién de carbono y nitrégeno, alimentado con
2 L de agua residual sintética de industria lactea preparada con leche diluida y NaNOs;
Las caracteristicas promedio del influente preparado son las siguientes: 80 mgN-NOj3
/L, 3000 mgDQO/L, 60 mgNTKI/L, pH = 6.2. Las condiciones de operacion del reactor
constan de una etapa de llenado andxico de 30min, 30min en anoxia, 10.5 hs de etapa
aerobia, una hora de sedimentacion y luego se realiza el vaciado del agua tratada. (Fig.
11b). El reactor M fue operado con 2 ciclos idénticos por dia (de 12 hs. cada uno).La
funcion de este reactor fue remover carbono y nitrato pero no se esperaba actividad

oxidante de amonio.

Debido a que la performance del reactor no era buena (mala sedimentacion y actividad
heterétrofa inestable), luego de 100 dias de operacién se adicioné un polimero como
floculante (5mg/L en el interior del reactor). El floculante utilizado fue PRAESTOL 644
(Stockhausen GmbH & Co). Ademas, con el objetivo de aumentar la eficiencia de
remocion de DQO, y con la hip6tesis de que la fase aerobia del ciclo | era excesiva,
luego del dia de operacién 450 se cambi6 la duracion de las fases del ciclo (ley de

control) aplicando el ciclo tipo Il (Fig. 11b).
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Figura 11. Esquema con las etapas y el tiempo de duracién en los ciclos de operacion del reactor F (a) y del
reactor M (b).

Tabla IV: a)Perturbaciones ocasionadas durante la operacién del lodo F. b) Perturbaciones ocasionadas durante la operacion del
lodo M.

a) b)
Dia de Dia de
Tipo de perturbacién a) operacion Etapa [l Tipo de perturbacion b) operacion Periodo
Operacion normal 0-71 | Operacion normal 0-99 1
Reinoculacion con sedimento de laguna 72-146 1l Agregado de polimero floculante 100-249 2
- Aumento de carga organica (de 0.8 a 1.6

Agregado de aliltiourea 0.69 uM 147-152 i kgDQO/M3.d) 250-449 3
Agregado de aliltiourea 1.03 uM 153-165 Il Reinoculacion con sedimento de laguna 450--- 4
Agregado de 4-Clorofenol 100mg/L 166-190 11 Cambio en la Ley de control 450--- 4
Cambio en la Ley de control 191-494 v

Reinoculacion con sedimento de laguna 495--- \Y

* Laguna anaerobia del tratamiento 2 de efluente de industria lactea

Toma de muestras:

El muestreo fue llevado a cabo por purgado de lodo homogeneizado durante agitacion.
Las muestras destinadas a la medida de actividad se tomaron en la fase previa a la
alimentacion (fase final del ciclo) y se mantuvieron aireando durante 15-16hs. Las

muestras destinadas a recuento por FISH, extraccion de ADN, se tomaron en la misma
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fase pero se mantuvieron a 4°C hasta ser llevadas al laboratorio. Las muestras para

extraccion de ADN se mantuvieron congeladas a —20°C hasta su procesamiento.

4.2 Medida de actividad potencial nitrificante y heterétrofa

Primero que nada se midid la concentracion de amonio en el lodo mediante el método
de salicilato-hipoclorito (ver seccién 4.4). Las muestras en las que el amonio remanente
era mayor que lug/ml fueron aireadas toda la noche (18hs aprox) para que todo el
sustrato fuese consumido, o cuando el lodo presentd buena sedimentabilidad se
realizaron lavados con agua destilada dejando sedimentar el lodo. En este caso luego se
resuspendio con buffer fosfato pH 8 y se adiciond solucidn de trazas minerales (segun

proporcién recomendado para el medio BCY acetato/nitrato, ANEXO 1).

Se control6 que la temperatura del lodo estuviese entre 20-23°C.

Se coloco el lodo en un frasco de volumen conocido (140 ml). Se agit6 con agitador
magnético siempre a la misma velocidad. Se midié el oxigeno disuelto (OD), y en el
caso de no estar saturado (mayor o igual a 7 mgO,/litro de lodo) se aireo el lodo hasta

Ilegar a saturacion.

Para monitorear el consumo de oxigeno se midié el OD en el tiempo mediante el uso de

un electrodo de oxigeno (YSI5010 OD probe).

La primer medida que se realiz6 en cada muestra fue la de actividad enddgena, esta es la
medida por el consumo de oxigeno sin agregado de sustrato (es favorable gque esta
actividad sea baja). Para ello se anotaron los valores de OD del lodo sin agregado de
sustrato cada 15 segundos hasta llegar a un valor de 3mg/L o hasta llegar a 5-10

minutos de medida.
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A continuacion se realizo el mismo procedimiento luego del agregado de cada sustrato
(KNO, 10ppm N-NOy, (NH4)2SO, 60 ppm de N-NH,", y acetato de sodio-DQO 200

ppm) siempre controlando entre una medida y otra la concentracion de OD y el pH.

Tanto las medidas tomadas luego del agregado de amonio como de acetato se realizaron
mas de una vez (sin necesidad de agregar nuevamente sustrato ya que estos fueron
agregados en exceso). Esto es importante ya que las oxidantes de amonio, tienen un
tiempo (10-30 min) de activacion, por lo cual se deberia medir esta pendiente tantas

veces como sea necesario hasta que se mantenga constante.

Se calcularon las pendientes maximas de las curvas de OD vs tiempo en un modelo
lineal. Luego para obtener la actividad oxidante de nitrito, se realizd la resta entre la
pendiente de nitrito (luego de agregar nitrito) y la pendiente de enddgena. Luego los

resultados se dividieron entre los sélidos suspendidos volatiles (SSV) del lodo.

Para la actividad oxidante de amonio, se realizd la resta entre la pendiente de amonio
(luego de agregar amonio) y la del nitrito sin corregir (oxidantes de nitrito + endogena)

sobre los SSV del lodo.

Para la actividad heterotrofa (oxidante de acetato) se realizé la resta entre la pendiente
de acetato (luego de agregar acetato) y la pendiente de amonio sin corregir (oxidantes de

amonio + ox. de nitrito + endogena) sobre los SSV del lodo.

4.3 Medida de solidos suspendidos volatiles

)] Se colocaron 10 ml de la muestra de lodo en un crisol limpio durante toda la

noche (18hs aprox.) en la estufa a 100 °C.
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i) Luego de la incubacién durante 18 hs. se colocd el crisol en un desecador hasta

Ilegar a temperatura ambiente.

1)  Se peso el crisol con los solidos totales

IV)  Luego se coloco en la mufla a 550 °C el crisol pesado y se incubd durante 2 hs.

V) Se coloco el crisol en desecador y al llegar a temperatura ambiente, se peso el

crisol con los solidos no volatiles

VI)  Los solidos suspendidos volétiles son el resultado de

gssv =Valor (1) - valor (V)

Este valor corresponde a los 10 ml depositados por lo tanto para calcular gSSV/ml se
dividio el valor calculado entre 10. Este valor se utilizé para calcular la actividad del

lodo por gSSV.

Sélidos suspendidos por célula

La determinacion de los sélidos suspendidos totales (SST) y volétiles (SSV) fue llevada
a cabo con las cepas: Thauera sp. (baston Gram negativo, cepa aislada en la Catedra de
Microbiologia, Facultad de Quimica; Etchebehere y Tiedje; 2005), y la cepa F11
(baston Gram positivo, proveniente del reactor F). Se utilizaron cultivos puros (en el
medio liquido TSB) de ambas cepas y se llevé a cabo la medida de sélidos suspendidos
totales y volatiles de un volumen conocido de cultivo (30 ml). Luego se realizd el
recuento microscépico luego de una tincién con DAPI de 10 ul de cultivo y se calculd

entonces el peso de SST y SSV por célula.
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4.4 Medida de amonio por método de salicilato-hipoclorito

(Bower y Hansen, 1980)

Reactivos:

Solucién estandar de amonio: se prepararon soluciones de (NH4).SO; con
concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10 y 20 ug/ml de N para realizar la curva de

calibracion.

Solucioén Salicilato de sodio-nitroprusiato de sodio: se disolvié 7.813g de NaC;HsO3 y
0.125g de NayFe(CN)sNO,.H,O (PM 298) en 80ml de agua, y se llevé a 100 ml. Se

conservo dicha solucion en una botella oscura a 4°C.

Buffer Hipoclorito: se disolvié 14.8g de NaOH en 700ml de agua, se agreg6 49.8g de
Na,HPO,.7H,0O y 200ml de solucién 5-5.25% de hipoclorito de sodio. Se ajusto6 el pH a

13 con NaOH y se llev6 a 1000ml.

Solucién de EDTA: se realizé una solucion con 30g de EDTA-sodio en 400ml de agua,

y se llevo a 500ml.

Procedimiento:

Primeramente se centrifugé a 7000 rpm la muestra de lodo (1.5ml) durante 2min. Se

descarto el pellet y se prosiguio a la medida de amonio en el sobrenadante.

1. Se midid con pipeta aforada 1ml del sobrenadante de la muestra y se colocé en un

vial no menor a 25 ml de capacidad.

2. Seagreg6 1 ml de EDTA'y se agito.
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3. Se agregaron 4 ml de solucion de salicilato de sodio-nitroprusiato y se llevé a 20 ml

con agua destilada.

4. Se agregaron 4ml de Buffer de Hipoclorito y se mezcld bien.

5. Se completo hasta un volumen final de 25ml con agua destilada.

6. Se incubaron los frascos en bafio de agua a 37°C durante 30 min.

7. Se dejaron enfriar los frascos a temperatura ambiente (10 min) y se midio

absorbancia a una longitud de onda de 667nm.

Este procedimiento se siguié de la misma manera para las soluciones estandares de
manera de construir la curva de calibracion. Esta curva se realiz6 cada vez que se

comenzaba a utilizar una partida nueva de reactivos.

4.5 Medida de actividad desnitrificante

Muestra de lodo para actividad desnitrificante: se almaceno6 la muestra a 4°C durante

un maximo de una semana previo a la medida de actividad.

Muestras de cepas puras para actividad desnitrificante: se partié de un cultivo puro en
500ml BCYacetato/nitrato, se centrifugd a 6000rpm durante 10min. Se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 200 ml de buffer fosfato pH 7
complementado con sales minerales. Del volumen total obtenido, 150 ml fueron
utilizados para el ensayo de respirometria, 40 ml para la medida de actividad
desnitrificante (16 ml c/u, por duplicado) y 300 ul se fijaron para un posterior analisis

por FISH.

Procedimiento:
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Se dejo llegar a temperatura ambiente el lodo almacenado a 4°C. Para extraer el lodo a

analizar se lo agitd con agitador magnético bajo corriente de No.

En el caso de este trabajo se tomaron 10ml de lodo (o el pellet de cultivo de cepas puras
para actividad especifica) y se agregé a un vial de 60 ml limpio y seco gaseado

previamente con N2. Se continu6 gaseando durante 5-10 min con N2.

Luego se le agreg6 agua destilada tal que completara un volumen de liquido final de 20
ml. El vial de agit6 bajo corriente de N2 durante 10 min, se cerrd con un tapon de goma
y precinto. A continuacion se le agreg6 en forma simultanea y con agitacion continua, 1
ml de KNO3; 20 mM y 1ml de acetato de sodio 40 mM. Se tomé nota de la hora y se
considero a este punto como tiempo = 0 min. Se tomaron muestras a distintos tiempos
(espaciadas 10-20 min. durante 1:30-2:00 hs de seguimiento). Luego se procedid a
medir nitrato y nitrito de las muestras. Para ello se utiliz6 un H.P.L.C (Shimadzu) con
columna de intercambio iénico (Ic pack anion) y detector UV. Como fase movil se
utiliz6 buffer fosfato pH 6.8. Se realizd una curva de calibracion con estandares de NO,
y NO3™ donde se analiz6 el cromatograma correlacionando el &rea de cada pico con la
concentracion de cada compuesto. Se calculé el N-NO3 consumido por unidad de

tiempo (expresando actividad desnitrificante en ppm N-NOs'/dia)
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4.6 FISH

FIJACION CON PFA (Gram negativos y algunos Gram positivos)

Reactivos y soluciones:

Buffer PBS 3 x (390 mM NaCl , buffer fosfato 30 mM pH 7.2-7.4)

Se preparé 1000 ml de buffer fosfato de sodio 0.5 M pH 7.2 - 7.4 mezclando 280 ml de

NaH,PO, 0.5 M, y 720 ml de Na;,HPO, 0.5 M

Finalmente para 300 ml de PBS 3X se mezclaron 23.4 ml de NaCl 5M, 18.0 ml de

buffer fosfato de sodio 0.5M, y 258.6 ml de H,O

Solucién 4% PEA-PBS (para 100 ml)

1. Se calentd en bafio de agua 66 ml de agua destilada a 60°C

2. Se agregaron 4g de paraformaldehido (con cuidado ya que los vapores son tdxicos)
y 100 uL de NaOH 10N. Se incub6 hasta disolver el PFA (no debe tomar mas de 10-

15 minutos).

3. Se agregaron 34 ml de PBS 3X, se enfrio a 20°C y se ajusté el pH a 7.2 — 7.4 con

gotas de HCI 10 N.

4. Se almaceno a 4°C no mas de dos semanas 0 a -20°C durante aprox. tres meses.

Técnica de fijacion con PFA:

1. Se centrifugd 1 volumen de células o suspension de lodo (300 ul) a 7000 rpm
10min; se lavo el pellet con 1X PBS y se centrifugd nuevamente para luego

descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 X PBS (300 ul)

67



2. Se agregaron 3 volumenes (900 ul) de solucion 4% PFA-PBS fria y se incubd por

1.5 a 18 horas a 4°C.

3. Se centrifugd a 7000 rpm, 10 minutos y se sescarto el sobrenadante mientras que el
pellet fue lavado agitando en vortex con 1X PBS. Se centrifugd nuevamente a 7000

rpm, 10 minutos y se resuspendié en 1X PBS (300ul).

4. Se agreg0 igual volumen de EtOH absoluto (300ul) mezclando bien. Se almacené a

—20°C.

FISH SOBRE PORTAS

Soluciones y buffers

Buffer de hibridacion (se prepar6 en el momento)

Para 2 ml se mezclaron: 40 ul Tris-HCI 1 M pH 8, 360 ul de NaCl 5M, formamida, agua
MQ, y 2 ul de SDS. EI volumen de formamida agregado dependié del porcentaje de
formamida necesario para cada sonda en particular y por lo tanto el volumen de agua

vario de manera de completar un volumen final de 2mL (ANEXO 2)

Importante: el SDS siempre debe agregarse al final para que no precipite.

Buffer de lavado (se prepard en el momento)

Para 50 ml se mezclaron: 1 ml de Tris-HCI 1M pH 8, 500 ul de EDTA 0.5M (solo si
formamida en buffer de hibridacion era mayor a 20%), xxx ul de NaCl*, Agua

Nanopure hasta 50 ml, 50ul de SDS (agregado al final)

* depende del % de formamida empleado (ANEXO 2)
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Preparacion de DAPI

Se prepard una solucion de DAPI (diamino-fenil-indol) con agua nanopure para hacer
una solucion stock de 250 ug/ml. Se alicuoto en eppendorf de 1 ml y almaceno en

oscuridad a =20 °C .

Para tefiir: se descongel6 una alicuota y se agregaron 9ml de agua miliQ para obtener

una solucién 25ug/ml. Se mantuvo fuera de la luz a 4°C.

PROCEDIMIENTO DE HIBRIDACION:

1. Se colocaron 5-10 ul de muestra fijada en cada posicion del porta y se secé al aire.

2. Se deshidraté con series de EtOH. Para ello se agregé 1 ml de EtOH 50 % y dejo
reposar 3 minutos para deshidratar. Se repitié el procedimiento con EtOH 80 y

luego con EtOH 96 %. Luego se secd al aire.

3. Se descongel6 una alicuota de sonda de 50 ng/ul .

4. Se prepararon los tubos falcon de 50 ml para hibridacion con pafiuelo de papel

adentro como se indica en el siguiente esquema:

Tubo de 50 mi \ . Porta

4/

QAN

Pafiuelo de papel

5. Se prepararon 2 ml de buffer de hibridacion por porta. Se colocaron 10 ul de buffer

de hibridacion por pozo y 1 ul de sonda (50 ng/ul).

6. Se utilizé el buffer de hibridacidn excedente para humedecer el pafiuelo del tubo de

hibridacion.
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7. Se coloco el porta dentro del tubo de hibridacion e incubé a 46°C realizando la

hibridacién durante 90 minutos a 4 horas en oscuridad.

8. Se lavd el porta con 1 a 2 ml de buffer de lavado previamente calentado a 48°C para

remover el buffer de hibridacion.

9. Se sumergio el porta en buffer de lavado e incubo a 48°C, 10 minutos. En este punto

se agreg6 50ul ul DAPI 25ug/ml para 50 ml de buffer de lavado.

10. Se lavo cuidadosamente con agua MiliQ o destilada fria y se seco al aire en

oscuridad.

11. Se mont6 el porta con aproximadamente 3ul de citifluor por pozo y cubri6é con un

cubreobjetos quedando listo para ser observado en el microscopio de fluorescencia.

Importante: luego de observar se puede retirar el cubre, lavar el porta, lavarlo con agua

nanopure y guardar a —20°C por varios dias o semanas. La sefial decaera.

4.7 Aislamiento de cepas

Se llevo a cabo el aislamiento de cepas a partir de placas de TSA sembradas con

diluciones de las muestras de lodo. Se aislaron las cepas seleccionadas en base a la
morfologia de las colonias. Se determind la capacidad de desnitrificacion de cada cepa

en base al consumo de NO3"y NO, en medio BCYacetato/nitrato en atmosfera de No.

4.8 Método de NMP (nimero mas probable) de bacterias desnitrificantes

Se realizaron diluciones sucesivas de las muestras de lodo. Se sembré 1ml de cada
dilucién (10°, 10°-, 107, 10®) por triplicado en viales con 10 ml de medio

BCYacetato/nitrato en atmdésfera de N2. Se incubd a 37°C 24-72hs.
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En los casos en que hubo crecimiento y decoloracion de la resarzurina, se confirmaron

los tubos positivos por desaparicion de NO3'.

Se estimd el NMP de microorganismos desnitrificantes en base a las tablas preparadas

de acuerdo a la cantidad de muestra que se siembra en cada serie de tubos (ANEXO 3).

4.9 Recuento en placa de heterétrofos aerobios totales

Se prepararon diluciones decimales sucesivas de la muestra de lodo en 9 mL de suero
fisiolégico (0.9 % NaCl) y asi sucesivamente en condiciones asépticas. Cada vez que se
prepard una dilucion se agité con Vortex para lograr homogeneizarla adecuadamente.
Se sembraron por duplicado 0.1 ml de cada dilucion (10-3, 10-4, 10-5, 10-6 ) de cada
muestra en placa TSA. Se incub6 a 37°C 24-48hs. Posteriormente se realizo el recuento
de colonias (a partir de placas con entre 30 y 300 colonias), se realizan los calculos
segun la dilucion y se informan las UFC (unidades formadoras de colonia) por ml de

lodo.

4.10 Actividad desnitrificante y heterétrofa especifica

Para llevar a cabo estas medidas se utilizaron las técnicas de recuento por FISH, NMP,

respirometria, medida de solidos suspendidos volatiles y actividad desnitrificante.

Para ello se prepararon 500 ml de cultivo puro fresco (24hs) de las cepas F23, F25 y
F29. Se centrifugé10 minutos a 6000 rpm. EIl pellet fue resuspendido en 200 ml de
buffer fosfato pH = 7 complementado con sales minerales (segin BCYacetato/nitrato).
El cultivo concentrado se utilizd para determinar la actividad respirométrica, la

actividad desnitrificante, recuento de células activas y totales por FISH, y peso seco.
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La actividad desnitrificante de la cepa F25 se determind de dos formas. La primera fue
dejando el cultivo en condiciones aerobias de cultivo de manera de analizar el efecto de
la fase aerobia previa a la etapa de desnitrificacion. Por otro lado se determind la
actividad desnitrificante de la misma cepa, sin embargo en el segundo caso la misma fue

incubada en condiciones de anoxia (atmosfera gaseada con Ny).

Para determinar la actividad por célula (desnitrificante y heterétrofa) se multiplico la
actividad especifica (actividad por gramo de SSV) por los gSSV por célula calculados

en este trabajo.

4.11 Extraccién de ADN

ADN del lodo: Se tomd 1ml de cada muestra de lodo almacenada a —20°C y se llevo a

cabo la extraccion del ADN total de la comunidad bacteriana segun el protocolo de
extraccion del kit UltraClean Soil DNA Isolation (Mo Bio Laboratories, Catalog

#12800-100).

ADN de cepas puras: Se llevé a cabo la extraccion de ADN de las cepas puras mediante
la técnica de lisis alcalina: se agregan 100ul de NaOH 0.05M a 10ul de una suspension
de células (10°-10" bacterias); se incuba a 95°C 15min; se centrifuga 2min a 12000rpm

y se almacena el sobrenadante (contiene el ADN).

4.12 T-RFLP (terminal restriction fragment lenght polymorphism)

Este método involucré varias técnicas detalladas a continuacion.

PCR especifica. Se llevé a cabo la amplificacion por PCR a partir del ADN total de la
muestra, con primers especificos para los genes ARNr 16S (Juretscho et al., 1998),

amoA (Hortz et al., 2000), y nirS (Braker et al., 1998) segun el grupo microbiano
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analizado (bacterias, oxidantes de amonio, desnitrificantes) donde uno de los primers
(en este caso los primers foward) estd marcado con el fluoréforo 6-FAM (5-[6]-

carboxy-fluorescein) (ANEXO 4).

Concentracion en speed vac. Luego de obtener un total de aprox. 180-200 ul de
producto de PCR (se mezclaron cuatro reacciones de 50ul cada una para cada muestra)

se concentrd en speed vac durante 2hs aprox. hasta obtener 20-30 ul.

Purificacion por gel en 0.8% de agarosa low melting/TBE 1X 'y Bromuro de Etidio (c.f
5ug/ml). Se sembré la muestra (30ul aprox.) + 5ul de Loading Buffer en el gel y se
corrio por electroforesis a 100 V en heladera (1.5hs). Luego se cortd la banda de ADN y
se extrajo el mismo de la agarosa mediante el kit “Qiaquick Gel Extraction kit” de
Quiagene segun manual del fabricante. Se obtuvieron 30ul aprox. de producto

purificado eluido en agua.

Tratamiento con enzimas de restriccion. Se llevd a cabo el corte con distintas
enzimas de restriccion de cada producto de PCR concentrado y purificado. Los genes
ARNr 16S y nirS se trataron con las enzimas Hhal y Mspl por separado y el gen amoA

con Cfol y Tagl por separado (ANEXO 5).

Electroforesis. Se prepar6 en un mix (sin guantes para evitar la contaminacion con
particulas de talco) con 2ul de producto de la restriccion + 2ul formamida + 0.5 ul de

estandar 5-TAMRA + 0.75 ul de LB (loading buffer).

Se desnaturaliz6 a 95°C durante 2 min e inmediatamente se colocd en hielo. Los
fragmentos obtenidos en la restriccion fueron separados (se sembraron 2ul de cada
mezcla) en un gel de poliacrilamida utilizando un secuenciador automéatico ABI 373.

Los fragmentos con extremo marcado con 6-FAM fueron detectados por el detector de
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fluorescencia del equipo secuenciador. Se empleo el servicio de ATGEN-Facultad de
Ciencias. Luego se analizaron los cromatogramas con los programas GeneScan
asignando el valor a cada pico del estandar y estableciendo los pardmetros indicados
para el analisis de cada muestra, y el programa Genotyper (Applied Biosystems). Cada
pico del cromatograma corresponde a un T-RF (o taxon), y su altura es proporcional a la

abundancia del mismo en la muestra original.

Las condiciones de corrida fueron:

Run module: GS run 36 A-2400 (Filtro)

El equipo de secuenciador y el gel poliacrilamida utilizado fue manejado por el servicio

de ATGEN en la Facultad de Ciencias.

Andlisis estadistico de los resultados del T-RFLP

Para analizar cada cromatograma fue necesario llevar a cabo una serie de
transformaciones en los valores obtenidos de manera de estandarizar los resultados. Esto
fue importante ya que la cantidad de ADN (producto de la amplificacién por PCR) no
fue la misma para cada muestra lo cual podria ocasionar sesgos en los resultados. Para
relativizar los datos del T-RFLP se aplicd una modificacion de la estandarizacion

realizada por Dunbar (Dunbar et al., 2001) (ANEXO 6)

Caélculo de los indices de diversidad

Para obtener los indices de diversidad de cada gen analizado en las muestras cada T-RF
fue considerado como un taxon y la altura de pico como la abundancia relativa de cada
taxon. Se utilizo el programa PAST (Hammer et al., 2006) para el calculo de los indices

de diversidad el cual aplica In en el célculo de H.
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Andlisis de cluster

Los datos obtenidos en el T-RFLP (abundancia relativa y tamafio de T-RF) se agruparon
jerarquicamente mediante el analisis de cluster. Los resultados se presentan en un
dendograma en el cual las muestras que tenian similitud entre si quedaron agrupadas
(formando clusters). Los dendogramas se construyeron a partir de la matriz de distancia
calculada en base a los indices de similitud de Sorensen-Dice, y de Morisita. El indice
Sorensen-Dice se seleccioné como el indice de similitud de presencia/ausencia mas
indicado para este tipo de comunidad ya que le da mayor peso a los casos de
coocurrencia que a los mismatches (ocurrencia en A 'y no en B, siendo A y B muestras
distintas). El indice Morisita fue seleccionado como indice de similitud cuantitativo ya

que ha sido el mas recomendado entre los mismos (Norbis, 2005).

Se utiliz6 el algoritmo (método de agrupamiento) UPGMA que realiza la fusion de
muestras segun la distancia minima promedio entre muestras y entre grupos, basado en
el promedio aritmético de las distancias entre todos los miembros. Este es el algoritmo
mas recomendado en la bibliografia para realizar el andlisis de cluster (Kent y Coker,

1997).

Multidimensional Scaling (MDS)

El método MDS ( Andlisis de escalado multidimensional) es un test no paramétrico que
trabaja con rangos (transforma la matriz en rangos) a diferencia del PCA que trabaja con
espacios euclideanos. La técnica de "multidimensional scaling" estd disefiada para
construir un mapa a partir de la matriz de distancia entre muestras y presenta las
relaciones entre los objetos dando solo una tabla de distancias entre ellos. EI mapa
puede ser en una dimension (si los objetos se presentan en una linea), en dos

dimensiones (en un plano), en tres dimensiones (representando los puntos en el
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espacio), o en un alto numero de dimensiones (donde la representacion geométrica de
los puntos no seria posible). Se utiliza para la reduccién e interpretacion de los datos
multivariados basandose en una matriz de distancia y utilizando un algoritmo que
coloca los datos en dos dimensiones "rankeando” las diferencias entre muestras (Manly,

1994).

En el anélisis MDS ademas se analizé el grafico de Shepard asociado. EI mismo es una
funcion de stress (o podria llamarse de ajuste) y puede expresarse con un Unico valor
>=0. Lo ideal para este método es reducir este valor de stress lo mas cercano a 0. El
ajuste perfecto tendria un valor de stress=0. El gréafico presenta la relacion entre rangos
obtenidos y rangos observados, por lo tanto lo ideal como se menciona arriba seria que

los valores de X=Y (Martin y Paddy, 1997).

Analisis de Componentes Principales (PCA)

Se utilizé el método de analisis de componentes principales (PCA) como otra forma de
reducir e interpretar la matriz de datos multivariados. El analisis por PCA encuentra
variables hipotéticas (componentes) a partir de los datos donde cada componente
explica el mayor porcentaje de varianza posible (por eso les llaman componentes
principales). Este permite reducir el andlisis de las muestras a dos variables (en un caso
ideal) dando un gréfico para visualizar la relacion entre muestras segin cada
componente. Por lo general el primer componente es el que explica el mayor % de
varianza (Pla, 1986). Otra de las utilidades del PCA es que se pueden construir hipdtesis
a cerca de cuales serian los componentes principales que se correlacionan con las

variables y que explican las diferencias entre muestras.

Para este andlisis se utiliz6 la matriz de correlacion (cuantifica la correlacion entre dos o

mas variables) de manera de que no fue necesario probar normalidad de los datos
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multivariables. Se seleccion0 esta matriz por la razon mencionada anteriormente y
porque al centrar y normalizar la matriz (realizar la division de los datos por la

desviacion estandar) los datos "outliers” (valores extremos) no distorsionan el analisis.

4.13 Clonado

Se realizo6 la amplificacion por PCR del gen a clonar (amoA, ARNr 16S, nirS. ANEXO
4) a partir del ADN total de la muestra de lodo. Luego se llevo a cabo el procedimiento
de clonado utilizando el vector de clonado 4-PCR TopoTA (Fig. 12) y céllulas de la
cepa de E. coli Topio segn el manual del kit de clonado (TOPO TA Cloning Kit for

Sequencing. Invitrogen Catalog n® K4580-01).

Luego de la seleccion de clones en placa de LB Ampicilina-Kanamicina realizé la
amplificacion del inserto de ADN utilizando los primers T3 y T7 del kit. Se
seleccionaron los clones con el inserto de tamafio esperado. Se llevd a cabo el
tratamiento con enzimas de restriccion de los clones (RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism) con las enzimas Hhal y Haelll (para clones ARNr 16S y nirS),
enzimas Cfol y Tagl (para clones amoA). Se agruparon los clones con el mismo perfil
de restriccion. Se seleccionaron clones representativos de cada perfil y se secuenciaron

los insertos para su identificacion.
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Figura 12. Esquema del mapa gendmico del vector de
clonado utilizado en esta tesis. EI mismo es un plasmido
(pCR®4-TOPO) de un tamafio de 4 kb.
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5. Resultados y Discusion

5.1 CAPITULO 1
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5.1.1. Actividad respirométrica del reactor F

Optimizacion del ensayo

Previamente se reportd que la medida de actividad respirométrica es reproducible y que
existe linealidad entre la actividad potencial medida y la biomasa del grupo microbiano
en estudio (Cabezas, 2005). Esto permitio utilizar la medida de actividad para el
seguimiento de la biomasa nitrificante (de acuerdo a la actividad nitrificante) y

heter6trofa desnitrificante (actividad oxidante de acetato) presente en reactores.

Para la medida de actividad oxidante de amonio, luego de la adicion del mismo, fue
necesario un periodo de aproximadamente 20-30 minutos con aireacion continua antes
de medir el consumo de oxigeno, de manera de lograr la completa activacion enzimatica

tal como se ha reportado previamente (Stein y Arp, 1998).

Por otra parte, ya que existe cierta influencia del pH y la temperatura sobre la actividad
(Cabezas, 2005), en esta tesis se realizo el ensayo de actividad siempre al mismo pH 'y

temperatura ajustando dichas variables cuando era necesario.

Antes de llevar a cabo el seguimiento de la actividad respirométrica se verifico que la
concentracion de los sustratos amonio y acetato utilizados en el anélisis fuesen
saturantes para el lodo F de manera de asegurar que las medidas correspondieran
realmente a una actividad potencial (velocidad maxima de consumo de oxigeno frente al
agregado de un sustrato, ya que se midié en condiciones Gptimas de temperatura, pH,
aireacion y de concentraciones de sustrato). Para ello se construyeron curvas de
saturacion con concentraciones crecientes de sustrato y se midié la actividad

respirométrica en cada caso (Fig. 13).
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Actividad
(mgO2/mI*h)

Se observd que la velocidad oxidante de amonio sigue una cinética tipo Michaelis-
Menten. La concentracion de saturacion determinada fue de aproximadamente 11 ppm
N-NH,", aunque luego la actividad disminuyé y volvié a aumentar con 60 ppm N-NH,"
(Fig. 13). El valor de saturacién para el amonio que se encuentra en la bibliografia es de

15 ppm N-NH4" (Gorska et al., 1996).

La composicion microbiana de cada lodo influye en este valor, ya que diferentes
especies de AOB tienen distinta afinidad por el amonio. Por lo tanto se deberia
determinar la concentracion saturante de amonio para cada lodo. Las concentraciones de
amonio mayores a 200 ppm podrian inhibir la flora nitrificante. Debido a las razones
mencionadas anteriormente se establecié 60 ppm N-NH,; como concentracion a utilizar

en los ensayos de actividad potencial ya que se verificd que era saturante.

La oxidacion del acetato sigui6é una cinética del mismo tipo, donde se verifico que la
concentracion de DQO agregada (200 ppm DQO-acetato) era saturante para ese lodo.
No se determind la concentracion de saturacién de nitrito. La concentracion utilizada
para el ensayo de actividad oxidante de nitrito fue 10 ppmN-NO;" sugerida por los

métodos de analisis del proyecto EOLI y por la bibliografia (Cabezas, 2005).

Amonio Acetato
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Figura 13. Curvas de saturacién de amonio y acetato para el lodo F. Para el ensayo de actividad potencial se

utilizaron 60 ppm de N-NH," y 200 ppm de DQO-acetato
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Determinacion de las actividades respirométricas en muestras del reactor F

tomadas a lo largo de dos afios.

Para estudiar los cambios en el reactor se dividio el periodo de operacion en 5 etapas

(Fig 2).:

Etapa I: start-up o arranque del reactor.

Etapa Il: periodo luego de la reinoculacion con sedimento de laguna anaerobia.

Etapa I11: periodo luego de la introduccién de toxicos (Aliltiourea, y 4-clorofenol).

Etapa 1V: periodo luego del cambio en el ciclo de operacién, ciclo II.

Etapa V: periodo luego de la segunda reinoculacion con sedimento de laguna.

A pesar de que los datos de actividad no presentaron distribucion normal (segun test
Shapiro-Wilk con alfa 0.05; oxidante de amonio p(normal) = 0.00605; oxidante de
nitrito p(normal) = 0.00052; heter6trofa p(normal) = 0.03215) se realizaron analisis de
estadistica descriptiva para comparar los resultados obtenidos de las actividades entre

las distintas etapas.

Para las actividades respirométricas de AOB y heterotrofas (Fig. 14) la etapa | presentd
los valores méaximos de actividad, sin embargo resulto la etapa mas variable lo que se ve
reflejado en los valores de desviacion estdndar (Tabla V). Si se observa la tendencia
(Fig. 14) puede deducirse que en la etapa | la inestabilidad del lodo resultd en la caida
abrupta (dia 60) de las tres actividades (amonio, nitrito y acetato) coincidiendo con el

aumento anormal de sélidos en el reactor provenientes del influente (laguna anaerobia).

En los tres casos luego de la reinoculacion (etapa I1) la actividad aumentd y permanecid

estable con medias de 406, 146, y 764 mgO2/gSSV.d para la actividad oxidante de
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amonio, de nitrito y heterotrofa respectivamente. Estos resultados sugieren que la
decision de inocular el reactor fue acertada ya que mejoro la estabilidad y performance.
Probablemente, durante la reinoculacién ingresaron microorganismos activos
provenientes de la laguna de tratamiento, los cuales lograron adaptarse a las condiciones
de operacion del reactor de laboratorio. Durante la etapa Il (luego del agregado de
toxicos) las actividades presentaron medias aritméticas menores que en la etapa Il
(Tabla V). Sin embargo al final de la etapa 11 ya se observaba esta tendencia, por lo que,
no se pudo concluir que esta disminucion fuera consecuencia del agregado de toxicos.
Durante un ensayo previo de inhibicion con aliltiourea, inhibidor especifico de las
bacterias AOB, realizado en batch (no en el reactor sino con una muestra en el
laboratorio) se observ6 una recuperacion del 100% de la actividad oxidante de amonio
(poblacion sensible al inhibidor aliltiourea) luego de 24h. de su agregado (ANEXO 7).
Por lo tanto, como era de esperar, la inhibicion por aliltiourea en el reactor F fue
reversible y la actividad de las bacterias oxidantes de amonio se recuperd rapidamente

(Fig. 14).

En cuanto a la actividad heterétrofa en la etapa Ill, se observé una disminucién en los
valores de media, minimo y méaximo, lo cual podria adjudicarse al agregado de toxicos,
en este caso al clorofenol, que inhibe la flora microbiana en general. Sin embargo, luego
del agregado de este toxico (clorofenol) la actividad comenz6 a aumentar observandose
una clara pendiente positiva. Esto indico que la flora heterotrofa, si bien es afectada
inmediatamente luego de la entrada de toxicos provenientes del influente, posee

capacidad de recuperacion una vez que el toxico ya no esta presente en el lodo.
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Actividad Potencial Nitrificante
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Figura 14. Actividad potencial vs tiempo de operacién del reactor F. A: actividad nitrificante de AOB y
NOB; B: actividad heterétrofa. Se indican las cinco etapas del periodo de operacion del sistema.

La aplicacion del nuevo ciclo de operacion, con cambios en los tiempos de cada ciclo,
(Etapa 1V) favorecio la actividad heterétrofa en cuanto al valor de la media (631
mgO2/gSSV.d, Tabla V) con respecto a la etapa anterior. Sin embargo, dentro de esta
etapa se podrian distinguir dos subetapas. La primera (SE1) que corresponde al periodo
entre el dia 191 hasta el dia 273 y la segunda (SE2) a partir del dia 273 hasta el dia 335
aproximadamente. En la SE1 se observd una pendiente positiva (pendiente = + 12,675)
lo que indicd una fuerte tendencia al aumento de actividad. Debido a que las bacterias

desnitrificantes en general tienen también la capacidad de oxidar acetato utilizando
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oxigeno como aceptor final de electrones, es de esperar que la biomasa heterotrofa este
compuesta por bacterias desnitrificantes y bacterias que oxidan acetato solamente en
condiciones aerobias. Se podria suponer entonces, que en esta subetapa la disminucién
del tiempo de aireacion favorecid la flora desnitrificante heterdtrofa. Por lo tanto el
aumento de la actividad heterotrofa de la SE1 podria corresponder a dicho grupo

bacteriano.

Sin embargo en la SE2 se observé una notable disminucién de la actividad,
observandose una pendiente negativa (pendiente = -9,9592) y luego del dia 335 las

medidas de actividad resultaron muy variables hasta el final de la etapa. Estas
variaciones podrian deberse a factores externos (por ejemplo a fallas del sistema de
control del reactor, entrada de toxicos en el influente proveniente de la laguna
anaerobia) o internos (cambios en la estructura de la comunidad por sucesion natural de

especies, etc.) que no pudieron comprobarse pero no se deben descartar.

Por otro lado, se observé una leve disminucion en la pendiente de la actividad oxidante
de nitrito en la etapa 1V la que continu6 disminuyendo durante la etapa V. Sugiriendo
que la disminucion de la duracion de la etapa aerobia pudo afectar negativamente a las
NOB. De todas formas para la eficiencia de remocién de nutrientes esto no seria un
problema, ya que la oxidacion de amonio a nitrito permanecio activa, y la etapa de

desnitrificacion podria darse via nitrito (Mulder y Kempen, 1997; Kempen et al., 2001)

85



Tabla V. Valores descriptivos de los estadisticos basicos de la
actividad respirométrica del lodo F. Los valores de media,
minimo, maximo y desviacién estdndar se expresan en
mgO,/gSSV.dia. N: nimero de muestras analizadas

Actividad oxidante de amonio
Etapal Etapall Etapalll EtapalV EtapaV

N 11 22 6 20 18
Media 355 406 240 202 320
Desviacion estandar 318 107 60 108 198
Minimo 18 246 201 0 0
Maximo 940 595 357 346 599

Actividad oxidante de nitrito
Etapal| Etapall Etapalll EtapalV EtapaV

N 11 22 5 20 18
Media 98 146 121 100 38
Desviacion estandar 106 73 21 58 31
Minimo 0 31 84 0 0
Maximo 294 305 139 204 117

Actividad hetero6trofa
Etapal| Etapall Etapalll EtapalV EtapaV

N 10 22 6 20 18
Media 620 764 379 631 759
Desviacion estandar 596 303 99 356 362
Minimo 46 409 260 14 107
Maximo 1973 1510 526 1279 1348

CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD RESPIROMETRICA Y LA

EFICIENCIA DE REMOCION DEL REACTOR F

Se intentd determinar cual era la relacion entre la actividad respirométrica y la
eficiencia de remocién de nutrientes dentro del reactor F (utilizando los datos de

remocion de nutrientes obtenidos en la Facultad de Ingenieria).

En este caso, como era de esperar, la actividad potencial heterétrofa reflejé los cambios
ocurridos en la eficiencia de remocion de DQOs (Demanda Quimica de Oxigeno
soluble), sin embargo el DQO (total) no se correlacion6 con DQOs ni con la actividad

heterdtrofa (Tabla VI).

Por otro lado la actividad oxidante de nitrito reflejé los cambios de eficiencia de

remocion de N-NH," y Nt en el reactor (Tabla V1).
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Sin embargo, la actividad oxidante de amonio (que presento correlacion con la actividad
oxidante de nitrito) no reflejo los cambios en la eficiencia de remocion de N-NH," y Nt.
Es decir que a pesar de que la actividad potencial varié durante todo el monitoreo, el
porcentaje de eficiencia de remocion de nitrogeno se mantuvo alto y estable. Esto podria

deberse a el hecho de que la actividad medida es potencial, es decir la velocidad

Tabla VI: matriz de correlacién entre la actividad potencial respirométrica y la eficiencia de
remocion del reactor.  Triangulo superior: probabilidad de que las columnas NO esten
correlacionadas. Triangulo inferior: Valores de correlacion r de Pearson's. Pearsons =1 hay
correlacion. alfa=0,05. DQO= eficiencia de remocién de DQO; Nt= Eficiencia de remocion de Nt;
N-NH,= eficiencia de remocién de amonio.

A0B |noB |acETATO DOt |paos |mT | M-t
AOH 100375981 00566311 01717 0365861 0754921 0619606
MNOB 0,39451 019611 0757176 0F82081 00412862 0,0420479
ACETATO [0364346 0251822 0659825 00241866 0889174 0811056
Dot 0400261 -00811655 0,0569534 0144542 0441892 020041
Da0s 0177622 -00809763 0424945 028297 0148482 0495724
NT 00617512 0383076 00275874 04151356  -0,280334 1,6951E-7
M-MH4 00980565 0386745 00473105 0249497 0133353 0810679

méaxima que tiene el lodo en condiciones Optimas. Por lo tanto podria ocurrir que aun
cuando la actividad potencial es minima, la misma es suficiente para remover el 100 %

del nitrogeno que ingresa en el influente.

Tabla VI. Matriz de correlacion entre la actividad potencial respirométrica y la eficiencia de remocion del
reactor. Triangulo superior: probabilidad de que las columnas NO estén correlacionadas. Triangulo inferior:
Valores de correlacién r de Pearson's. Pearsons =1 existe correlacion. alfa = 0,05.

DQO-= eficiencia de remocién de DQO (t = total y s = soluble); Nt= Eficiencia de remocién de Nt; N-NH,=
eficiencia de remocion de amonio; AOB: actividad oxidante de amonio, NOB: actividad oxidante de nitrito;

Acetato: actividad heterétrofa.

Para demostrar esta hipdtesis se procedio

A0B (el lacETATO  |DOGH lbaos T N-HH4
A0 0037EeE1 0056631 011717 0365861 0754821 0519606
NOB 0,39481 019611 0757176 0F82081 00412862 00420479
ACETATO  |0364346 0251822 0659625 00241868 0589174 0811056
Dt 0100261 -0,0611655 00569604 0144542 0441932 020041
DaO0s 0177622 -00809763 0424945 025297 0148452 0498724
NT 0017512 038E076 00275674 0151356 -0,280334 1 B9S1E-T
N-NH4 00980565 0386745 00473105 0249497  -0,133353  0,510679

a expresar los datos de actividad nitrificante

en mgN-NH,/hora y calcular la minima concentracion de amonio que pudo remover el

reactor F en cada ciclo.
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Para ello se tuvieron en cuenta las siguientes ecuaciones quimicas de oxidacion de

amonio:

4x (2H20 + NH3 - NO2- + 7H+ + 6e-)

6X (4e” + 4H" + 0, > 2H,0)

8 H,O + 4 NHz + 24H" + 6 O, > 4 NO, + 28H" + 12 H,0

Simplificando, se llega a la siguiente reaccion:

2NH3+30; > 2NO; +2H" + 2 H,0

Por lo tanto para oxidar dos moles de NH; (28g) se necesitan tres moles de O, (96g), lo
que significa que el factor de conversion de mgO, a mgN-NH,;" consumidos en la

oxidacion del amonio hasta nitrito es: 9690,/28gN-NH; = 3,43 gO,/gN-NH3

Sin embargo, en la bibliografia esta reportado un factor de conversién menor al
calculado (3,24 gO2/gN-NH3;). Este factor toma en. cuenta el carbono inorgénico
(HCOg3) que utilizan las bacterias AOB autdtrofas para su crecimiento celular y es
menor al calculado ya que el compuesto carbonado funciona ademéas como agente
oxidante, razén por la cual se consume menos oxigeno para oxidar el amonio (Henze et

al., 1997).

Ambos valores se utilizaron para transformar los datos de manera de comparar
resultados. Sin embargo, este Ultimo no seria el valor adecuado para este caso, ya que la
actividad respirométrica se lleva a cabo en condiciones de no crecimiento, es decir en

tiempos menores al tiempo de duplicacion celular de las AOB.
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Se llevo a cabo el mismo razonamiento pero para calcular el oxigeno requerido para

oxidar el amonio hasta nitrato, es decir para la nitrificacion completa.

3H20 + NH3 - NO3- + 9H+ + 8e-

2% (4€” + 4H" + 0, > 2H,0)

3 H,0 + NHz + 8H"+2 0, > NO3 + 9H" + 4 H,0

Simplificando la ecuacion anterior se llega a la siguiente reaccion:

NH; +2 O, 2 NO3 + H* + H,O

Por lo tanto en este caso para oxidar un mol de NH3 (149) se necesitan dos moles de O,
(649), lo que significa que el factor de conversion de mgO2 a mgN-NH4 consumidos en

la oxidacion del amonio hasta nitrato es: 64g0,/14gN-NH3 = 4,57 gO2/gN-NH3

De la misma forma que se explicé anteriormente se encontré en la bibliografia el factor
de conversion 4,25 gO,/gN-NH; que toma en cuenta el carbono inorgénico utilizado por
las bacterias AOB y NOB autotrofas para su crecimiento (Henze et al., 1997). Estos
factores también fueron utilizados para transformar los valores de actividad en mgN-

NH4 consumidos en el tiempo por unidad de biomasa a modo de comparar resultados.

Se transformaron los valores de la media, los minimos y los méaximos de actividad
oxidante de amonio y de actividad nitrificante (la suma de los valores de actividad
oxidante de amonio y oxidante de nitrito) para cada etapa utilizando los factores
descritos anteriormente (Tabla VII). Se calculd la actividad por hora, para calcular la
capacidad potencial de remocion de N-NH;" por unidad de volumen de lodo,

considerando el tiempo de aireacion por ciclo ya que la reaccién planteada es aerobia.
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Tabla VII: datos de actividad potencial oxidante de amonio y nitrificante transformados a desde

mgO,/gSSV.dia a mgNNH,*/L.hora

DATOS TRANSFORMADOS tomando en cuenta Cinorg

mgN-NH4/L.hora

Actividad oxidante de amonio

Actividad nitrificante (suma AOB y NOB)

Etapal Etapall Etapalll EtapalV EtapaV Etapal Etapall Etapalll EtapalV EtapaV
Media 6840 7829 4625 3900 6175 6661 8113 5305 4440 5262
Minimo 352 4739 3881 0 0 269 4064 4198 0 0
Maximo 18135 11474 6879 6676 11550 18151 13235 7281 8088 10532

DATOS TRANSFORMADOS sin tomar en cuenta C inorg
mgN-NH4/L.hora
Actividad oxidante de amonio Actividad nitrificante (suma AOB y NOB)

Etapal Etapall Etapalll EtapalV EtapaV Etapa | Etapall Etapalll EtapalV EtapaV
Media 6461 7396 4369 3684 5833 6194 7545 4933 4129 4893
Minimo 333 4476 3666 0 0 250 3780 3904 0 0
Maximo 17130 10839 6498 6306 10910 16880 12308 6772 7522 9794

Los valores minimos de actividad potencial de remocion de amonio durante toda la

operacion fueron (excepto en casos puntuales de las etapas IV y V donde hubo muestras

en las que no se detecto actividad) :

269 mgN-NH,"/litro.hora: minimo de remocion de amonio en nitrato tomando en

cuenta el carbono inorganico presente.

250 mgN-NH,"/litro.hora: minimo de remocién de amonio en nitrato sin tomar en

cuenta el carbono inorganico presente.

Si consideramos 250 mgN-NH,"/litro.hora como la velocidad minima de remocion de

amonio por unidad de volimen, entonces en los 15 litros del reactor la velocidad

minima fue:

250 (mgN-NH,"/L.h) x 15 (L) = 3750 (mgN-NH,'/h)

El influente contenia 83 mgN-NH,"/L vy el reactor fue alimentado con 4 L del mismo,

por lo tanto la carga de amonio que ingreso en cada ciclo fue de 332 mgN-NH,".
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Es decir que con la actividad potencial minima registrada durante todo el monitoreo, se
necesitarian (332mgN-NH,"/3750mgN-NH,*/h) 0,0885 horas de aireacion por cada
ciclo (aproximadamente 5,3 minutos) para remover el 100% de la carga de amonio.
Probablemente es por ello que las variaciones de actividad potencial nitrificante no se
reflejaron en los valores de eficiencia de remocion de NH;"y Nt en el reactor, donde a
pesar que la actividad potencial bajo en algunos momentos igualmente fue suficiente

para remover la carga de amonio que ingresaba al reactor.

Sin embargo el tiempo de remocién total (5,3 min.) podria no ser exactamente el
calculado, ya que el célculo se basa en medidas que corresponden a la velocidad
maxima (actividad potencial) que supone condiciones Optimas (temperatura, pH,
concentracion de sustratos, etc), que probablemente no fueran las condiciones reales del
reactor. Segun los datos obtenidos por medidas directas en el reactor (suministrados por
Departamento de Ingenieria de Reactores de la Facultad de Ingenieria-UDELAR) la
remocién completa de amonio ocurrié habitualmente en las primeras 1 a 1,5 horas
durante el periodo de aireacién de cada ciclo. Este tiempo fue mayor al calculado a
pesar de que la concentracién de amonio en el reactor fue superior a la de saturacién
(aproximadamente 22 ppm N-NH;" luego de agregar 4L de influente en 15L de
volumen final) y las condiciones de pH y temperatura fueron las 6ptimas. Pero, a pesar
de que el oxigeno disuelto (OD) se mantuvo en una concentracion mayor a 3mgO,/L
(de acuerdo a las medidas dentro del rector), pudo ocurrir que la transferencia de
oxigeno a toda la biomasa fuera insuficiente. Cuanto mayor es el volumen del reactor,
mas dificil es lograr una aireacion homogénea, por lo que el oxigeno pudo no haber
llegado a parte de la biomasa (por ejemplo la que se encuentra en el interior de cimulos
de bacterias). La deficiencia en la transferencia de oxigeno podria disminuir la

velocidad de oxidacion, en este caso de amonio.
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Con los valores calculados se siguio otra linea de razonamiento planteando una nueva
pregunta: ¢con la actividad potencial nitrificante minima registrada, cual seria la
minima carga de amonio que puede remover el reactor en cada ciclo si las
condiciones del reactor fuesen 0ptimas?. La pregunta esta enfocada a evaluar la carga

que soportaria el reactor en caso de aumentar el amonio en el influente.

Esta pregunta podria responderse con el siguiente célculo:

Si la remocidn potencial minima de amonio fue de 3750 mgN-NH,/horaen 15 L, en las
3 horas de aireacion por ciclo se podria remover 11250 mgN-NH,"/ciclo. Tedricamente,
esta seria la minima carga de amonio que el reactor podria remover en cada ciclo (ciclo
tipo 11). Como se alimento el reactor con 4 L de influente, el mismo podria haber

contenido 2812 mgN-NH,"/L.

Cabe destacar que a pesar de tratarse de calculos realizados en base a resultados
experimentales, por el hecho de tratarse de procesos bioldgicos con interacciones que
aun se desconocen, los valores de carga calculados deberian confirmarse

experimentalmente en el reactor.

5.1.2. Actividad desnitrificante del reactor F

Si bien la actividad desnitrificante en el periodo de operacion desde el dia 427 al dia 552
presentd una media de 6025 umolesNO3;/gSSV.dia, la actividad fue muy variable

(desviacion estandar = 2398 umolesNO3/gSSV.dia).

Se descartd la posibilidad de que la medida de consumo de NOs; (del ensayo de
actividad desnitrificante) sea debido al proceso de biosintesis ya que no hay crecimiento

durante el periodo de medida de actividad (1 a 2 hs), por lo tanto la biosintesis es
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minima o nula. Ademas, se descartdo que el consumo de NOjs se deba al proceso de

amonificacion ya que no se detectd un aumento del NH4" durante el ensayo .

La actividad desnitrificante presentd la misma tendencia que la actividad heterotrofa
(Fig. 15). Se demostré que existe correlacion entre ambas actividades (el indice de
correlacion r de Pearson's y p (probabilidad de que las variables no estén

correlacionadas) 0,87 y 0,001 respectivamente con un alfa de 0,05).

Este resultado sugiere que la mayor parte de la flora heterétrofa presente en el reactor
era desnitrificante (por ello la correlacion entre ambas). Para comparar los valores de
ambas actividades se deberian transformar los datos expresando ambas actividades
como la velocidad de consumo de acetato. Sin embargo la velocidad de oxidacién de
acetato con O, como aceptor muy probablemente difiera de la velocidad de oxidacion
acetato cuando el aceptor de electrones es el NOs ya que se trata de distintas via
enzimaticas, y por supuesto, se trata de distintas técnicas de medida con errores
asociados diferentes. Por lo tanto no se pueden comparar los valores de ambas

actividades pero si su tendencia.
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Figura 15. Gréfica de actividad desnitrificante (triangulos) y actividad heterdtrofa (circulos) vs tiempo.
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Sin embargo, solo por que exista una buena correlacion no se puede afirmar que la
mayoria de la flora heterétrofa este compuesta por bacterias desnitrificantes. Esta
correlacion podria deberse a la presencia de flora heterétrofa no desnitrificante que siga
la misma tendencia que la flora desnitrificante o0 a que el ensayo de actividad en las
condiciones que se realiza (utilizando acetato como dador de electrones) no detecte
otros microorganismos heterotrofos aerobios presentes en el reactor que no utilicen

acetato

5.1.3. Recuento por FISH

Se seleccionaron siete muestras tomadas en las diferentes etapas del reactor para
monitorear la comunidad microbiana mediante FISH (tomadas en los dias 35, 64, 89,

103, 126, 146, y 216).

Los resultados de FISH revelaron un bajo porcentaje (entre 30 a 60 %) de células que
hibridaron con la sonda dirigida al dominio Bacteria (Eub338) con respecto al total de
bacterias tefiidas con DAPI. Indicando que el nimero de bacterias detectadas representa
solo una pequefia fraccion de los SSV de la biomasa del lodo (Fig. 16). De todas
formas, cabe destacar que el total de bacterias resulto tres ordenes de magnitud mayor

que los grupos analizados con sondas especificas.
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35 64 89 103 126 146 216

Tiempo (Dias de operacion)

Figura 16. Gréafico que indica el monitoreo por FISH (nimero de células por unidad de biomasa) de
los grupos microbianos: Bacteria (sonda EUB8438), oxidantes de amonio (sonda Ns01225),
oxidantes de nitrito (sondas Nit3 Nitrobacter spp. y Ntspa662 Nitrospira spp.), Archaea (sonda
Arch915). Para los dias 35 y 216 no se realizaron recuentos con Ntspa662 y Arch915
respectivamente.



Durante todo el monitoreo se detectd bacterias que hibridaron con la sonda dirigida a las
bacterias oxidantes de amonio dentro del grupo beta-Proteobacteria (Ns01225) que se
agrupaban formando cumulos (Fig. 16). Estos resultados sugieren que la poblacion de
AOB se mantuvo dentro del reactor durante toda la operacion. Las bacterias que
hibridaron con la sonda dirigida al género Nitrobacter (oxidante de nitrito, sonda Nit3)
también se mantuvieron en la misma proporcion a lo largo de la operacion, sin embargo
solo fueron detectadas bacterias que hibridaron con la sonda dirigida al genero
Nitrospira (oxidante de nitrito, sonda Ntspa 662) a partir del dia 103. Esto podria
deberse al ingreso de bacterias de este género en el lodo de la laguna con que se
reinocul6 el reactor. Por lo tanto, la actividad oxidante de nitrito de los primeros 100
dias de operacion se podria deber exclusivamente a bacterias del género Nitrobacter.
Durante todo el monitoreo se detectd células que hibridaron con la sonda dirigida al

Dominio Archaea (sonda Arch915) (Fig. 16).

Relacion entre la actividad y FISH

Al analizar el nimero de AOB y NOB por FISH vy la actividad potencial nitrificante se
observd que los cambios en la actividad no eran reflejados en el conteo por FISH
realizado (Fig. 17). Esto se demostro realizando el analisis de correlacion, donde la
probabilidad de que ambos resultados no estuvieran correlacionados fue mayor a 0,05
(con alfa = 0,05) (Tabla VIII). Esto podria deberse a dos razones principales. Una de
ellas podria ser la subestimacion de bacterias nitrificantes debido a la dificultad en el
recuento de células dentro del fléculo nitrificante ya que se trata de una estructura
tridimensional observada superficialmente. Ya ha sido reportado un mecanismo

estimativo para calcular el volumen del floculo y el volumen celular. A partir de ello se
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podria calcular el nimero de bacterias (Manser et al., 2005). Sin embargo, este

mecanismo no es apropiado para lodos con granulos densos e irregulares

La falta de correlacion entre los resultados de FISH y la actividad también podria
deberse a la presencia de microorganismos activos en el lodo que no son abarcados con
las sondas seleccionadas para el FISH (obteniendo valores menores a los esperados). En
este caso se estarian subestimando los microorganismos activos podrian aun no estar
descriptos 0 pertenecer a especies descriptas pero no abarcadas por las sondas
utilizadas. Un ejemplo de ello son las Archaeas recientemente reportadas como
organismos capaces de llevar a cabo la nitrificacion, posiblemente con un rol importante
en ecosistemas terrestres y marinos las cuales no estan abarcadas por la sonda (Park et.
al., 2006; Nicol y Schleper, 2006). Esto podria ser una explicacion del alto numero de

Archaeas detectadas por FISH durante todo el monitoreo (sonda Arch915;Fig. 4)

Por otro lado, la herramienta FISH podria sobreestimar el nimero de células activas en
algunos casos. Por ejemplo debido a la presencia de microorganismos no activos que
conservan sus ribosomas y que por lo tanto son detectados por FISH y no por
respirometria. Esto ya ha sido reportado para algunas bacterias oxidantes de amonio
(Schramm et al., 1999).

Tabla VIII. Andlisis de correlacion entre la actividad potencial nitrificante y el

conteo de AOB y NOB por FISH entre los dias de operacion 13 y 146 del lodo

F. p(uncorr) = probabilidad de que no exista correlacion con alfa = 0.05

Actividad potencial FISH p (uncorr)
Actividad AOB Ns01225 0.08
Actividad NOB Ns01225 0.35
Actividad AOB Nit3 0.98
Actividad NOB Nit3 0.85

FISH vs. Actividad
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Calculo de la actividad oxidante de amonio por célula de AOB

Se calculd para cada fecha la actividad tedrica por célula de AOB. Para ello se dividio la
actividad oxidante de amonio (mgO2/gSSV.dia) entre el nUmero de AOB proveniente
del conteo por FISH (nimero de AOB/gSSV) para cada fecha analizada. Luego este
valor fue transformado de mgO, a mgN-NH4" consumidos, a partir de los factores de
conversion 3,24 (teniendo en cuenta el carbono inorganico presente) y 3,43 (teniendo en
cuenta solo el oxigeno). La actividad celular oxidante de amonio resultd en promedio
3,3 x10° mgN-NHs"/celula.dia y 3,1 x10° mgN-NH,*/celula.dia respectivamente

(Tabla IX).
Tabla IX. Actividad oxidante de amonio hasta
nitrito calculada por célula de AOB durante los
primeros 216 dias.

con Cinorg sin Cinorg
Tiempo Actividad oxidante de amonio
dias mgN-NH4/cel*dia mgN-NH4/cel*dia

35 8.1.E-06 7.6.E-06
64 1.7.E-05 1.6.E-05
89 4.6.E-05 4.4 E-05
103 3.4.E-05 3.3.E-05
126 8.0.E-05 7.5.E-05
146 3.4.E-05 3.2.E-05
216 9.8.E-06 9.2.E-06
Promedio 3.3.E-05 3.1.E-05

Los resultados de actividad oxidante de amonio calculada por célula en base al conteo
de AOB mediante FISH y la actividad respirométrica fue notoriamente mayor a los

valores reportados en la bibliografia (3.0 x10™° a 1.0 x10® mgN-NH,/cél*dia Feray,
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2000). Esto podria estar relacionado a la posible subestimacién en el recuento de AOB
realizado por FISH con la sonda Nso01225. Tal como se explico anteriormente, se han
reportado nuevas especies capaces de realizar la nitrificacion y que no estan abarcadas
por la sonda utilizada. Un ejemplo de ello son las Arqueas que podrian estar presentes y
activas en el lodo pero que no serian detectadas por FISH con la sonda Nso1225 (Park

et. al., 2006; Nicol y Schleper, 2006).

Otra causa de subestimacion en el nimero de células nitrificantes podria ser debido a la
disposicion en fléculos de las AOB, ya que en estos casos fue necesario calcular el
mismo en base a la observacion superficial de floculos (cuantificacion de area de

fléculos) y al area estimada por célula.

Por otro lado no se descartd la posibilidad de que la diferencia con los datos de
bibliografia en la actividad por célula se debiesen a la presencia de diferentes especies

con mayor actividad especifica.
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5.1.4. Aislamiento de cepas

Se aislaron 32 cepas del lodo F a lo largo de la operacion del reactor. Se determind la
de la capacidad desnitrificante a 23 de ellas, donde 9 dieron resultados positivos al test
de desnitrificacion. (Tabla X). Una cepa (F10) fue capaz de consumir el NO3™ sin

embargo acumulé NO, por lo tanto no se considerdé como desnitrificante

Tabla X. Cepas-heterstrofas-aerobias—aisladas-en—medio—FSA—a—partidel lodo F. B= Bastones; ch =

chicos; C = COCOISmeCl:B = B(g:obaéflayégttoigg{g%sg Ox. = or>]<|dasa desn. = desnitrifica segun la
medida de consGrege - | dia de operacion del reactor

] ) F9 B- = = Si

correspondiente al aislam F10 Bch+ + ) no

49 F11 B+ + - no

F12 Bch- - + Si

F13 B+ + + no

F14 B - + - no

427 F15 B+ + - no

F16 C- + - no

F17 Bch- + - no

F18 B - = + Si

F19 B - - + no

F20 CB- + - no

F21 B - - - no

F22 B- - - no

446 [F23 B- + + Si

F24 B - + + Si

F25 B+ + = Si

F26 B - + + Si

F27 B - + + Si

Ecg F28 B- + - no

F29 B - - + Si

574 F30 Bch- + - no

F32 B - + + no




Si bien este resultado no es suficiente como para determinar la proporcion de bacterias
desnitrificantes en el total de bacterias heterétrofas, se podria afirmar que dicha
proporcion es < 1 (<100%). Este dato (mg, término menor a 1 que multiplica la
expresion de Monod) es importante para el modelado de reactores en la ecuacion que

considera el crecimiento andxico de bacterias heterétrofas:

r2= Sg Kon Sno MNeXBH
KstSs | | KortSo | [KnotSng

Donde r, = crecimiento andxico de microorganismos heterétrofos

Ss = concentracion de sustrato facilmente degradable

Ks = constante de saturacion de sustrato

Ko = constante de saturacion de oxigeno para microorganismos heterotrofos

Sno = concentracién de nitrato / nitrito

Kno = constante de saturacion de nitrato / nitrito

Xg,n = concentracidn de biomasa heterotrofa
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ng = factor de correccion de velocidad de crecimiento andxico de heterotrofos. El
mismo considera la fraccion de microorganismos heterétrofos capaces de utilizar
nitrato como aceptor final de electrones y la variacion de la velocidad de crecimiento en

condiciones anoxicas.

El valor de ngdel modelo n° 1 ASM a 20°C es de 0.8, y en otros casos utilizan el factor
1.0 los cuales no deberian ser extrapolados al modelo de reactores SBR (Schmidell et

al., 2007).

IDENTIFICACION DE LAS CEPAS AISLADAS

Se secuencid el gen ARNr 16S de cinco de las cepas aisladas y se obtuvo el porcentaje
de similitud segln la herramienta Blast (Basic Local Alignment Search Tool) con
secuencias depositadas en el portal NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando el banco de secuencias Gen Bank. Las cepas presentaron los
siguientes valores de similitud con los microorganismos mas relacionados: F10 96 %
con Bacillus pumilus (AY437612), F25 93% con Bacillus cereus (DQ058163), B.
thuringensis (DQ206989) y B. anthracis (DQ232742), F29 90 % con Pseudomonas
(Pseudomonas mendocina CP000680; Pseudomonas fluorescens CP000094;
Pseudomonas syringae CP000075), F24 97% con Ochrobactrum antrophi (AJ867292)
y F26 96% de similitud con Ochrobactrum antrophi (AJ867292) y O. trictici

(AY972348).

Se determind también la secuencia del gen de nitrito reductasa (nirK) de las cepas F24 y

F26 (Fig. 18), los cuales presentaron 99% de similitud con secuencias depositadas de

Figura 18. Fotografia de un gel de agarosa 0.8 %.
Carriles 1y 2: 3ul de la reaccion de PCR del gen
nirK de las cepas F24 y F26 respectivamente. Carril
3: control negativo. Carril 4: marcador de peso
molecular (1Kb DNA ladder).




nirK de aisamientos del género Ochrobactrum.

La presencia de organismos afiliados al género Ochrobactrum ha sido previamente
reportada en reactores con capacidad de degradar compuestos recalcitrantes como
varios clorofenoles entre ellos el 4-clorofenol (Muller et al., 1998). Este fue uno de los
toxicos utilizados en el reactor para evaluar la capacidad de recuperacion de la biomasa.
Ademés se ha reportado que microorganismos de las especies Ochrobactrum
intermedium y O. antrhropi son capaces de tolerar altas concentraciones de Cr(VI) y de
reducir las diferentes formas del mismo (cromato y dicromato), entre otros metales
pesados [Cd(Il) y Cu(ll)] (Ozdemir et al., 2003; Sultan y Hasnain, 2006) . Esta
capacidad podria ser utilizada en métodos alternativos para la remocion de metales

pesados presentes en algunos residuos tanto sélidos como liquidos.

Otra de las cepas aisladas del reactor F que presentd capacidad desnitrificante (cepa
F29) resultd estar relacionada con el género Pseudomonas segln el analisis de la
secuencia del gen del ARNr de 16S. Algunas especies de Pseudomonas son capaces de
desnitrificar como por ejemplo Pseudomonas putida y Pseudomonas denitrificans

(Daum et al.,1998; Wang et al., 1995; Liu et al., 1998; Hamilton et al., 2005).

5.1.5. Analisis de la comunidad desnitrificante: T-RFLP y clonado del gen nirS

El monitoreo de la comunidad desnitrificante mediante T-RFLP del gen nirS se realizd
hasta el dia de operacion 219 (Fig. 19). Se detectaron ocho picos (T-RFs)
predominantes con la enzima Hhal, aunque su proporcién relativa vari6é con el tiempo
de operacion del reactor (Fig. 20a). Estos resultados sugieren la presencia de una
comunidad desnitrificante estable en el reactor F pero con diferentes predominancias a

lo largo del tiempo.
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Mediante el analisis con la enzima Mspl se detectaron 11 T-RFs en total a lo largo del
monitoreo (Fig. 20b) presentando mayor variacion en el tiempo que lo ocurrido en el
analisis con la enzima Hhal. Sin embargo, en este caso también se observé la presencia
grupos dominantes presentes en casi todo el monitoreo como los T-RFs 169, 143, 140y

101.

La flora desnitrificante se identificO mediante el analisis filogenético de secuencias
obtenidas de una biblioteca de genes nirS (cd1-nitrito reductasa) a partir del ADN de la
muestra del dia 103. Se seleccionaron 31 clones para ser secuenciados de los cuales se
obtuvo una buena secuencia (en cuanto a tamafio y calidad) de 14 clones. Las
secuencias de nirS obtenidas se relacionaron filogenéticamente con secuencias de nirS
de especies de los géneros Thauera, Pseudomonas, Alcaligenes, Azoarcus, Paracoccus,

y Dechloromonas (Fig. 21) .

Se compararon las secuencias de nirS obtenidas a partir de la biblioteca de nirS (clones
de nirS) y las obtenidas utilizando el portal NCBI (con el banco Gen Bank) con los
picos obtenidos en el andlisis de T-RFLP mediante el analisis “in silico” de las
secuencias con enzimas restriccion . Se logro asignar identidad a 4 picos del T-RFLP-
nirS (analisis con la enzima Hhal) y 5 picos con la enzima Mspl (Tabla XI) con una
tolerancia 5 pb (en algunos trabajos previos se habia sugerido un rango de tolerancia de
1,5 a 5,1 pb; Hoshino et al., 2005; Rich et al., 2003). Los resultados indicaron que los
géneros mencionados anteriormente fueron los dominantes y permanecieron en el

reactor durante todo el monitoreo.
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Figura 19. Electroferograma de T-RFLP del gen nirS con
Mspl de dos muestras del reactor F.
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Figura 20. Andlisis por T-RFLP del gen nirS de las muestras del lodo F durante 216 dias de operacion, con la

enzima Hhal (A) y Mspl (B). Un color = 1 T-RF
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A partir de los datos de T-RFLP del gen nirS se analizé el efecto de las perturbaciones
ocasionadas en la diversidad de microorganismos desnitrificantes del reactor. Todas las
muestras presentaron un indice de diversidad H mayor al 80% de la diversidad maxima
posible (Hmax) de acuerdo al niUmero de especies presentes, excepto la muestra del dia
126 que presento un 70 % de la diversidad méaxima posible teniendo en cuenta todo el
monitoreo. Ademas, esta muestra presentd los valores mas bajos de diversidad (de
Simpson y Shannon) teniendo en cuenta los resultados con ambas enzimas Hhal y Mspl

(Tabla XI1).

Tabla XI. Comparacion entre los T-RFs predominantes en el T-RFLP y los T-RFs
predichos a partir del analisis in silico de las secuencias de nirS obtenidas a partir
de la biblioteca de nirS del lodo F y de las secuencias depositadas en el banco de
secuencias Gen Bank Los valores estan expresados en pares de bases (pb)

Tamafio calculado de T-RF* T-RF en el T-RFLP
Hhal Mspl Hhal Mspl
Paracoccus pantrophus CAC03621 45 39 40 ninguno
Paracoccus denitrificans CAJ76797 45 39 40 ninguno
Acidovorax sp. AAL86942 70 100 72 101-103
Azoarcus toluvorans AAL86939 70 100 72 101-103
F30 112 174 | 109-111 171
F63 112 145 | 109-111 140-143
F5 112 103 | 109-111 103
F87 112 100 |109-111 101-103
F88 112 100 | 109-111 101-103
F18 112 100 | 109-111 101-103
F3 112 100 |109-111 101-103
F69 112 100 |109-111 101-103
F94 112 100 |109-111 101-103
F24 112 146 | 109-111 143
Thauera aromatica AAL86928 163 100 [ninguno 101-103
F43 304 103 |ninguno 101-103
F62 330 103 |ninguno 101-103
Thauera linaloolentis AAL86934 355 100 [ninguno 101-103
F42 441 142 |ninguno  140-143

* calculado a partir de la secuencia de oligonucle6tidos
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TABLA XII. Calculo de los indices de diversidad de las muestras del lodo F para los dias
de operacion 35, 64, 89, 103, 126, 146, 166, y 216 a partir del analisis del T-RFLP nirS
con Hhal (A), Mspl (B) y del analisis conjunto de ambas enzimas (C). Las muestras
correspondientes a los dias 35 y 166 no pudieron analizarse con la enzima Hhal debido a
problemas con la electroforesis del T-RFLP.

A Indices de Diversidad de las muestras
64 89 103 126 146 216
Taxa S 7 7 8 5 6 5
Individuals 1201 1211 1268 1182 1243 1269
Dominance D 021 0.8 0.17 0.40 0.23 0.29
Shannon H 1.74 181 1.90 1.19 1.58 1.39
Simpson 1-D 0.79 0.82 0.83 0.60 0.77 0.71
Evenness eH/S 0.81 0.87 0.83 0.66 0.81 0.80
B Indices de Diversidad de las muestras
35 64 89 103 126 146 166 216
Taxa_S 3 5 4 4 3 3 5 4
Individuals 519 635 566 584 616 643 746 750
Dominance D 042 031 0.32 042 042 036 0.26 0.31
Shannon_H 096 136 1.26 1.10 0.94 1.05 1.45 1.26
Simpson_1-D 058 069 0.68 0.58 0.58 0.64 0.74 0.69
Evenness e"H/S 0.87 078 0.88 0.75 0.86 0.96 0.85 0.88
C Indices de Diversidad de las muestras
35 64 89 103 126 146 166 216
Taxa_S 12 11 12 8 9 9
Individuals 1836 1777 1852 1798 1886 2019
Dominance_D 0.13 0.12 0.12 022 0.14 0.16
Shannon_H 225 2.26 227 175 2.04 2.00
Simpson_1-D 0.87 0.88 0.88 0.78 0.86 0.84
Evenness_e”H/S 0.79 0.87 0.81 0.72 0.86 0.82
Hmax 248  2.48 248 248 248 2.48
H/Hmax*100 91 91 91 70 82 81
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Se realizo una analisis de correlacion entre la diversidad de la comunidad desnitrificante
teniendo en cuenta el resultados de ambas enzimas y los valores promedio de las
actividades heterotrofa, oxidante de amonio y de nitrito. Esto resulto Util para responder
la pregunta planteada en cuanto a conocer si los cambios en la diversidad influyen en la

actividad del lodo.

Mediante estos andlisis se demostrd que la diversidad de la comunidad desnitrificante se
mantuvo relativamente estable, y ain cuando se produjeron pequefios cambios en la

diversidad, estos no influyeron en la actividad del lodo (Tabla XIII)

Tabla XIII. Matriz de correlacion r de Pearson's (abajo) y p (probabilidad de no
correlacion, arriba) entre los indices de diversidad del gen nirS con ambas enzimas
Hhal y Mspl y los resultados de actividad potencial respirométrica (Heterétrofa,
AOB y NOB) en el lodo F para los dias de operacion 64, 89, 103, 126, 146, y 216 ,

con alfa = 0.05.
Du:uminanu:e_[|Shannu:un_H |Simpsu:un_1 -E|heterntru:-fa |ADEI |NOEI |

Darminance _| (000224206 1 49989E-20 05858358 0845645  0,339049
Shannon_H |-0,961083 000224206 0521739 0751236 0817107
Simpzon_1-C)-1 0961083 05358835 0845645  0,5683049
heterotrofa |0, 210553 -0,330921  -0,210333 0023581352 0,0632675
ADH 010327 -0167406  -0,10327  0,855491 T 82018E-3
NOB 0074031 0122542 0074031 0786918 0992725

Por otra parte se realizaron analisis multivariados a partir de los resultados de ambas
enzimas con el programa PAST (Hammer et al., 2006). El objetivo fue obtener el grado
de similitud entre las muestras y poder explicar las variaciones en la comunidad
microbiana (si las hay) con los cambios ocasionados durante la operacién (variables
externas) o conocer simplemente si se debid a que las muestras poseen autocorrelacion
temporal (es dificil lograr independencia temporal ya que se trata de organismos vivos y
el tiempo podria ser un factor de diferenciacion en la comunidad). Para ello se utilizaron

tres metodologias: el analisis de cluster, el andlisis de escalado multidimensional
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(MDS), y el andlisis de componentes principales (PCA, Principal Components
Analysis)

ANALISIS DE CLUSTER

Se realizo el andlisis conjunto de los resultados con ambas enzimas (Hhal y Mspl) y por
separado el analisis con Mspl ya que el mismo involucré mayor nimero de muestras.
Los resultados obtenidos a partir de los indices de similitud Sorensen Dice y Morisita

fueron utiles para representar los cambios en la comunidad en el tiempo (Fig. 22).
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Figura 22. Andlisis de cluster de las muestras del reactor F utilizando el método de agrupamiento UPGMA
(Paired Group) y los indices de similitud Morisita (A y C) y Dice-Sorensen (B y D). Se indican los valores
de boostrap para 100 replicados excepto en C por exceso de datos con valor cero. Andlisis conjunto de los
resultados del T-RFLP nirS con ambas enzimas (Hhal y Mspl) (A y B); y con la enzima Mspl por separado

(CyD)
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, Coordinate 2

MULTI DIMENSIONAL SCALING (MDS)

Se construyeron mapas del “non metric-MDS” a partir de las matrices basadas en los

indices de similitud Sorensen-Dice, y Morisita junto con los valores de Stress de

Shepard del T-RFLP nirS con ambas enzimas (Hhal y Mspl) (Fig. 23).
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Figura 23. Mapas non metric MDS a partir de la matriz de similitud calculada con los idices de Dice-
Sorensen con in valor de stress de Shepard = 0,184 (A) y Morisita con un valor de stress de Shepard = 0,1796

(B). Resultados del T-RFLP nirS con las enzimas Hhal y Mspl.

El método MDS que resultd con mejor definicion (Valor de Stress 0,14) fue el realizado

en base a la matriz de distancia calculada a partir del indice de similitud de presencia

ausencia Dice-Sorensen.

En base a la matriz calculada para las dos enzimas con el indice de similitud de
Sorensen-Dice (Tabla XIV), se observé que todas las muestras presentaron mas de un
70% de similitud entre si. La muestra del dia 89 fue la que presenté mayor distancia con
las demas (30% de distancia aproximadamente). Las muestras del dia 64 y 103

comparten aproximadamente el 90% de las especies al igual que lo que ocurre entre las
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muestras 146 y 126. A su vez, estas ultimas tienen un 80% aproximadamente de
similitud con las muestras 216, 64 y 103. Si se tomase el criterio de que dos grupos son
diferentes cuando presentan como minimo un 20% de distancia, en este caso se
detectarian 3 grupos (no se hall6 reporte de definiciones de similitud entre
comunidades, por lo cual se tomo un criterio arbitrario en base a lo observado en la
comunidad en estudio, y los resultados se informaron teniendo en cuenta dicho criterio).
El grupo 1 estaria conformado solamente por la muestra 89, el grupo 2 por las muestras

126 y 146, y el grupo 3 por las muestras 64, 103 y 216 (Tabla XV, Fig. 22, Fig. 23).

Por otro lado, al analizar los resultados tomando en cuenta los cambios en la abundancia
de especies (indice Morisita) se observéd que solo existe similitud mayor al 80% entre
las muestras 64 y 216. Las demas muestras difieren entre si mas de un 30% (excepto las
muestras 216 y 113 que difieren 28%). Por lo tanto, a pesar de existir cierta estabilidad
en cuanto a la presencia/ausencia de especies, la abundancia relativa de las mismas

cambid durante el monitoreo (Tabla X1V, Fig. 22, Fig. 23).

Tabla XIV. Matrices de similitud calculadas a partir de los indices Sorensen Dice
(arriba) y Morisita (abajo). Resultados del T-RFLP nirS con las enzimas Hhal y

Mspl del lodo F.
B4 59 l103 125 146 216 |

B4 069565 081667  0& 07619 07619
59 0E95ES 1 078261 0EISE 07 07
103 081667 078261 1 0.5 085714 085714
126 0.3 063158 03 1 094118 070588
146 0.7649 0.7 085714 094118 1 077775
216 07619 07 035714 070588 077G A

1035 126 146 216
0.55547 0.52543 0.49965 072583 0.527E9
0.55547 1 0.52309 026636 0 GEEE1 042502
0.52543 0.52309 1 064734 0e4197 072105
0.4956:3 0.26636 064734 1 062564 0.39239
072533 0 6EEE1 064197 062564 1 0.3373
0.32769 0.42502 072103 0.3923 0.33731 1
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PRINCIPAL COMPONENTS ANALYSIS (PCA)

De los 15 componentes (T-RFs de ambas enzimas) cada uno considerado como
variable de este analisis) los primeros tres lograron explicar el 83,3 % de la varianza
(Tabla XV). Por lo tanto se alcanz6 un "nivel satisfactorio™ de varianza explicada con
pocos componentes (en este caso el software PAST brinda hasta tres componentes en la

visualizacion del gréfico).

Otro criterio para seleccionar el nimero de componentes consistié en incluir solo
aquellos cuyos valores propios fuesen mayores al promedio (0,996). Con este criterio,
los primeros 5 componentes principales podrian tenerse en cuenta para el andlisis (los

cuales explican el 99,99 % de la varianza).

En este trabajo, para seleccionar los componentes a tener en cuenta, se considerd un
nimero de componentes minimos necesarios para explicar como minimo el 80% de la
varianza (Pla, 1986). Por lo tanto se seleccionaron los tres primeros componentes

principales para el analisis (Tabla XV)

El PCA permitié agrupar las muestras y establecer hipétesis a cerca de cual o cuales
podrian ser los componentes principales (de los cuales se obtuvo el % de varianza
explicada, es decir la presion ejercida sobre la comunidad) que ocasionaron cambios en
la estructura de la comunidad desnitrificante. ElI primer componente principal
(component 1) el cual explicd un 34,7% de la varianza ocurrida, fue el componente por
el cual se diferencié la muestra 89 de las demé&s. Este componente podria estar
relacionado con la reinoculacion (Etapa Il), donde puede haber ingresado flora
desnitrificante proveniente de la laguna anaerobia. Esta flora luego fue desplazada por
la comunidad establecida anteriormente ya que se observd una readaptacion de la

comunidad desnitrificante (muestras 103 y 146 resultaron similares a la muestra 64 de la
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Component 2

Etapa I, segun el componente 1). Sin embargo a las muestras 126, 146, 64, 103, y 216 se
dividieron en dos grupos segun el componente 2 el cual explico el 27,4% de la varianza
y segun el componente 3 que explico un 21,2%. Estos componentes dificilmente se
encuentren relacionados con el cambio en la ley de control ya que la muestra 216 (Etapa

IV) no se diferencio notoriamente de las muestras de etapas anteriores (Fig. 24).

Tabla XV. Valores propios de la matriz de correlacion para cada
componente y porcentaje de varianza total explicada por cada uno de
los 15 componentes principales. Resultados del T-RFLP nirS con las
enzimas Hhal y Mspl del lodo F. Valor Propio = Eigenvalue

Componente  Valor Propio % Varianza

1 5.18 34.70
2 4.09 27.41
3 3.16 21.16
4 1.37 9.16
5 1.13 7.56
6 5.3E-16 3.5E-15
7 4.6E-16 3.1E-15
8 3.4E-16 2.3E-15
9 1.0E-16 6.9E-16
10 5.6E-17 3.8E-16
11 -3.1E-17 -2.1E-16
12 -2.7E-16 -1.8E-15
13 -3.3E-16 -2.2E-15
14 -4, 7E-16 -3.1E-15
15 -1.1E-15 -7.3E-15
Promedio SUMA
0.996 100.00
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Figura 24. Graficos que representan las distancias entre muestras seguin los componentes 1 y 2
(izquierda), 1 y 3 (derecha) a partir del andlisis por T-RFLP del gen nirS Hhal y Mspl basado en la
matriz de correlacion.
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5.1.6. Analisis de la comunidad de AOB: T-RFLP y clonado del gen amoA

Se monitoreo la estructura de la comunidad de bacterias oxidantes de amonio mediante
T-RFLP del gen amoA hasta el dia de operacion 216. En la reaccion de amplificacion
por PCR del gen amoA a partir de las muestras de lodo se obtuvo una sola banda y del
tamafo esperado (Fig. 25) indicando la presencia de este gen en las muestras.
Primeramente se utilizaron las enzimas de restriccion Tagl y Cfol, tanto para el T-RFLP
como para el analisis de los clones ya que han sido las enzimas mas utilizadas para este
gen en trabajos previos (Horz et al., 2000). Las mismas poseen sitios de corte conocidos
dentro del gen amoA para distintos géneros de AOB a partir de los cuales se calcul6 el
tamafo del fragmento terminal esperado (tomando en cuenta el primer utilizado como

origen del fragmento) (Tabla XV1I).

amoA amoB

PCR con primer amoA foward
marcado con fluorescencia

fluorocromo ~
491 bp
AMOA——> 4 s S S "% on

amoA digestioén con Tagl

491bp (sin sitio de corte)

Figura 25. A. Fotografia de gel agarosa 0,8%. Amplificacion por PCR del gen amoA de las muestras 35, 64,
89, 103, 126, 146, control negativo y marcador de peso molecular 1Kb leader. B. Esquema del gen amoA de
codificante de la subunidad A de la enzima AMO y ejemplos de los sitios terminales de corte con Tagl para
distintas especies de AOB.
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Los T-RFs predominantes en el analisis con la enzima Taql fueron los correspondientes
a los tamafos 219pb y 283pb (Fig. 26). Estos picos se corresponden con el tamafio
esperado a partir analisis in silico de secuencias de amoA (depositadas en el banco de
portal NCBI) provenientes de organismos del cluster de Nitrosomonas europaea
(219bp) y del cluster Nitrosospira/ Nitrosovibrio (283bp) (Tabla XVI). Sin embargo, a
partir del dia 146 el T-RF con Taql correspondiente a secuencias de amoA posicionadas
en el cluster de Nitrosomonas europaea no fue detectado. Esto podria sugerir que se
habrian seleccionado organismos nitrificantes diferentes a pesar de que su nimero no
presento variaciones de acuerdo a la cuantificacion por FISH. Ademas, las muestras de
los dias 166 y 216 presentaron un T-RF de tamafio 70pb con la enzima Taqgl no
detectado previamente, que no se corresponde con los tamafios de T-RFs (calculados en
el andlisis in silico) de ninguna de las AOB descritas hasta el momento (cuyas

secuencias estan depositadas en el portal NCBI). Esto podria estar relacionado con la

Tabla XVI. Resultados de la restriccion in silico con Cfol, Alul y Taql de secuencias de clones amoA
(derecha) y de secuencias del banco de datos con el nimero de acceso (izquierda). Los valores estan
expresados en pares de bases (pb) y corresponden al tamafio esperado de fragmento terminal (T-RF). no cut

= no presenta sitio de corte; ? = secuencia insuficiente para restriccion in silico.

Secuencia depositada  N°acceso Cfol Alul Taqgl [Nombredelclon Cfol Alul Taql
Nitrosospira sp. AJ298723 100 Nocut 283 Famol 68 Nocut 219
Nitrosospira briensis U76553 66 Nocut 283 Famo37 68 117 219
Nitrosospira sp. AY445617 68 Nocut 283 Famo19 68 117 219
Nitrosococcus mobilis AJ298701 119 379 219 Famo33 68 Nocut 219
Nitrosolobus multiformis U15733 66 Nocut 283 Famo25 68 117 219
Nitrosovibrio tenius U76552 68 34 283 Famo7 Nocut Nocut 219
Nitrosomonas nitrosa AF272404 119 Nocut 48 Famo26 135 Nocut 283
Nitrosomonas nitrosa AJ238495 119 Nocut 48 Famo3 135 223224 283
Nitrosomonas halophila AF272398 66 Nocut 219 Famo15 135 Nocut 283
Nitrosomonas communis AF272399 66 184  No cut Famol4 301 Nocut 139
Nitrosomonas marina AF272405 66 208 48 Famo2 301 ? 283
Nitrosomonas cryotolerans ~ AF272402 66 86  No cut
Nitrosomona europaea AB070981 68 Nocut 219
Nitrosomonas aestuari AF272400 Nocut 208 No cut
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seleccion de un nuevo taxon capaz de competir en las condiciones de operacion del

reactor luego del agregado de aliltiourea.

El T-RF de 491pb (tamafo del gen amoA sin digerir) podria corresponder a:
Nitrosomonas communis, N. cryotolerans, Nitrosomonas sp Nm143 (Purkhold et al.,

2000) o a Nitrosomonas aestuarii (de acuerdo al andlisis in silico).

amoA Cfoll m491 amoA Taq|
o 9
G 100% ) mew  pmm g g 100% o
S sow - "0l 5 80% I
< —~
25 6% 3¢ 23 O0%
ST 40% S5 40%
L 20% m o 20%
'm_l o% Dl: 0% T T T T T T T T 1
[ Lo < [o)] ™ © O (o) ©
3 3 8 § ¢ 53888883
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 26. Analisis por T-RFLP del gen amoA de las muestras del lodo F. Resultados de la restriccién
con la enzima Cfol y con la enzima Tagl. Un fragmento = un color.

Por otra parte, segun el perfil de T-RFLP con la enzima Cfol, no sucedieron cambios en
la composicion de taxones del gen amoA (Fig. 26), pero si hubo cambios en cuanto a la
distribucion de los mismos durante la operacion principalmente en la muestra del dia

146 la cual se diferencio de las demas con mas de un 20 % de distancia (Tabla XVII).

Tabla XVII. Matriz simétrica basada en el indice de similitud cuantitativo
Morisita entre muestras de T-RFLP amoA con Cfol.

B4 |aa |103 |128 |148
B4 1 099963 099441 087112 067233
a3 noasEa 1 080665 097595 068504
103 093441 099665 1 098638 073433
1268 047112 097595 088838 A 077308
148 067233 068804 073438 077908 4

El andlisis con la enzima Alul mostré que la comunidad mantuvo los mismos taxones
dominantes durante todo el monitoreo. Sin embargo los resultados obtenidos con dicha
enzima no fueron los esperados en cuanto al numero de picos que se observaron en los

cromatogramas, probablemente por digestién incompleta. Debido a ello y a que solo
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pudieron analizarse tres muestras con esta enzima, estos datos no fueron utilizados para
comparar la diversidad y la similitud entre muestras (ANEXO 7).

Se analizé la diversidad de la comunidad AOB durante el monitoreo por T-RFLP del
gen amoA con la enzima Cfol (los resultados obtenidos con la enzima Taql mostraron la
misma tendencia). Los resultados indicaron que la diversidad de bacterias oxidantes de
amonio en el reactor F fue en aumento a pesar de que se mantuvo el nimero de taxones
presentes (cuatro taxones), ya que aumentd la equitatividad en cuanto a la distribucién

de los mismos (Tabla XVIII).

Tabla XVIII. indices de diversidad de AOB calculados a partir del T-
RFLP del gen amoA con la enzima Cfol.

indices de diversidad AOB

dia 64 dia89 dial03 dial26 dia 146
Taxa_S 4 4 4 4 4
Individuals 14872 14845 14813 14934 14910
Dominance_D 0.44 0.43 0.39 0.35 0.26
Shannon_H 0.91 0.96 1.07 1.14 1.37
Simpson_1-D 0.56 0.57 0.61 0.65 0.74
Evenness_e"H/S 0.62 0.65 0.73 0.78 0.99
Hmax 1.39 1.39 1.39 1.39 1.39
H/Hmax*100 65.82 69.08 77.33 82.52 98.97

0.3 Con los resultados del analisis del T-RFLP del
0.2 '% o . i,
014 9.103 .46 gen amoA con la enzima Cfol se realizd el
O_
30.1— analisis de componentes principales. Se
c
$0.2-
80.3- confirmo que la muestra mas distante es la del
G 0.4-
-0.5- dia 146 (Fig. 27) y el primer componente
-0.6
-0.71 %26 principal explico un 96% de la varianza. Este
1 0o 1 2 3 4 : .
Componente 1 cambio no pudo explicarse con las

Figura 27. Representacién grifica de las perturbaciones ocasionadas en la operacion del

distancias entre muestras segun los dos
componentes principales (analisis PCA) basada
en la matriz de correlaciéon. Resultado del T-
RFLP amoA con la enzima cfol.
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reactor F. Probablemente existieron variables desconocidas que causaron cambios en la
comunidad AOB (cambio en la abundancia relativa segun la enzima Cfol y la aparicién
de un T-RF no detectado previamente segun analisis con la enzima Tagl).

Analisis de la comunidad AOB mediante clonado del gen amoA vy correlacién de

las secuencias obtenidas con los datos de T-RFLP

Mediante el analisis del T-RFLP no se logré identificar los taxones a nivel de especie ya
que muchas de ellas comparten el mismo sitio de corte para las enzimas utilizadas. Por
lo tanto se realizo el clonado del gen amoA de la muestra del dia 103 y se secuenciaron
clones representativos de cada perfil resultante del RFLP (con Tagl y Cfol) de modo de

analizar ambos resultados (analisis de clones y T-RFLP) conjuntamente.

Andlisis de clones

Se realizd un screening de 34 clones mediante RFLP con las enzimas Tagl y Cfol donde
se observd la presencia de cuatro perfiles de restriccion diferentes. Se seleccionaron
clones representativos de cada perfil para ser secuenciados y se realizd el analisis
filogenético de las mismas. Para la construccién del arbol filogenético se seleccionaron
las secuencias de mejor calidad abarcando todos los perfiles obtenidos. Por ejemplo la
secuencia del clon Famo7 (perteneciente al perfil 1) no fue utilizada para la construccién
del arbol filogenético. En ese caso se secuenciaron otros clones del mismo perfil para

los cuales se obtuvo mejor calidad de secuencia, como el clon Famo9.

El analisis indico que las secuencias obtenidas se agruparon en el cluster 7 donde se
ubican secuencias de amoA de N. europaea y Nitrsococcus mobilis, y en el cluster 3
donde se ubican secuencias de amoA de organismos del genero Nitrosospira (Fig. 28).
Se utilizo el criterio sugerido por Purkhold donde se establece como umbral minimo un

80 % de similitud entre genes amoA para considerarlos de la misma especie (Purkhold
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et al., 2000) aunque existen otros criterios que establecen un umbral mayor a un 90 %

(Sakano et al., 2002).

Tabla XIX. Resultados del analisis de secuencia de clones basado en la matriz de similitud del analisis
filogenético de aminoacidos del gen amoA del lodo F. Homogeneidad se refiere a la similitud de
secuencia entre los clones agrupados dentro del mismo perfil

Perfiles Abundancia relativa “Homogeneidad” Secuencia tipo* Similitud
Taql/Cfol (%) de 34 clones (%) (%)
A 82,4 92.7-99.5 Nitrosomonas europaea 94.3 - 100
B 11,8 96.4-99.0 Nitrosospira tenuis 83.5-954
c 29 Nitrosospira tenuis 88.2
' Nitrosospira cryotolerans 88.4
D 29 e Nitrosospira tenuis 94.2

En la muestra del dia 103 (muestra donde se realizo el clonado) se observd dominancia
de genes de amoA relacionados con genes provenientes de la especie Nitrosomonas
europaea y en segundo orden las secuencias se relacionaron con secuencias de amoA de

organismos de la especie Nitrosospira tenuis (Tabla XIX).

La correlacion entre los datos del T-RFLP (con Cfol) y el analisis in silico de las
secuencias de amoA mostré que la muestra 146 presentd mayor proporcion de los T-
RFs de 134, 301 y 494 los cuales se correlacionaron (con una tolerancia de 5 pb) con
las secuencias de los clones F26-F3-F15 (T-RF 134) y F14-F2 (T-RF 301). Estas
secuencias se relacionaron filogenéticamente con secuencias de amoA de organismos de
la especie Nitrosospira tenuis y con la secuencia del clon F7 (T-RF 494, sin sitio de
corte para Cfol) relacionado con la especie Nitrosomonas europaea. Sin embargo las
demas muestras presentaron mayor abundancia de los T-RFs 71 y 134, donde el T-RF
de tamafio 71 se correlaciono con el tamafio esperado a partir del andlisis in silito de la
secuencia de los clones F1-F37-F19-F33-F25, estas secuencias se relacionaron

filogenéticamente con secuencias de amoA de la especie Nitrosomonas europaea.

119



T-RF

5.1.7. Analisis de bacterias totales: T-RFLP y clonado del gen ARNr 16S

La dindmica de la comunidad de bacterias totales se analizd mediante el T-RFLP del

gen ARNr 16S con las enzimas Mspl y Hhal.

Se detectdé un alto nimero de T-RFs con ambas enzimas donde algunos de ellos
estuvieron presentes en mas de una muestra. Sin embargo ningin T-RF se detectd en

todas las muestras (Fig. 29).

El analisis con ambas enzimas mostré una comunidad muy compleja y variable en el
tiempo donde todas las muestras presentaron indices de similitud bajos entre si (<80%
segun el calculo de los indices de similitud Dice-Sorensen y Morisita, representados en
el analisis de Cluster, Fig. 30) indicando que en cada punto ocurrié un recambio de
especies en el reactor. La muestra del dia 146 fue la que presentd mayores diferencias
con respecto a las demas muestras, indicando un cambio en la estructura de la

comunidad de bacterias tanto a nivel taxondmico como cuantitativo en este punto (Fig.

30).

ARNr 16S Msp | m64 m70 100% ARNT 16S Hha | 046 m64

100% | pomy ey e m76 o83 - o7 m77

g 1 ] m86 m92 g mol mo97
g 80% | B 0126 m 138 3 %) @100 o134
E 60% . [ L O 145 O 154 & g @203 O209
= | m158m162 . 5 50% - m212 m245
< 40% - . 213 @ 245 E D281 m301
S0  mm — 02820340 8 25% - @333 @340
g B m 3750403 g 0344 O350
0% S ‘ ‘ m 438 @ 455 0% | m370 m374
85 64 103 126 146 475 mago 35 64 89 103 10602 D483
Tiempo (dias) Tiempo (dias) O 511 @532

Figura 29. Analisis por T-RFLP del gen ARNr 16S de las muestras del lodo F. Resultados de la restriccion

con las enzimas Mspl y Hhal. Un color = un T-RF
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Las muestras presentaron altos valores de diversidad, aunque la muestra del dia 64 fue
la menos diversa comparada con las demas (Tabla XX). Se analiz6 la correlacion entre
la diversidad obtenida con ambas enzimas y las actividades oxidantes de amonio, de
nitrito y de acetato. Los resultados indicaron que no hubo correlacion significativa (la

probabilidad de no estar correlacionadas fue >0,05).
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Figura 30. Analisis de cluster de las muestras a partir del T-RFLP del gen ARNr 16S con las enzimas Mspl (A
y B) y Hhal (C y D) utilizando el algoritmo UPGMA (Paired group) y el indice de similitud cuantitativo
Morisita (B y D) y el indice de similitud presencia/ausencia Dice-Sorensen (A y C). Se indican los valores de
bootstrap para 100 replicados excepto en A donde ocurrié un defecto en el programa PAST por exceso de
datos con valor 0.

121



En este caso no se realizd la asignacion de identidad a los T-RF obtenidos ya que se
trata de una poblacion compleja (dominio Bacteria) donde cada T-RF podria
corresponder a una alto nimero de especies presentes. Por lo tanto se analizé la

estructura de la comunidad en el tiempo sin identificar las especies presentes.

De todos modos se realizo el clonado del gen ARNr 16S de una muestra para conocer
cuales fueron los grupos bacterianos dominantes en ese punto tal como se describe a

continuacion.

Tabla XX. indices de diversidad de bacterias en el lodo F calculados a partir
del T-RFLP del gen ARNr 16S con las enzimas Mspl, Hhal, y el analisis
conjunto de ambas enzimas durante los dias de operacién 35, 64, 89, 103, 126
y 146. nd = no hay datos debido a problemas con la electroforesis del T-RFLP.

indices de diversidad (Msp 1)
dia35 dia64 dia89 dia103 dia 126 dia 146

Taxa_ S 10 6 nd 8 8 7

Individuals 989 901 nd 916 1125 1508
Dominance_D 0.16 0.24 nd 0.16 0.14 0.21
Shannon_H 2.09 1.58 nd 1.96 2.02 1.71
Simpson_1-D 0.84 0.76 nd 0.84 0.86 0.79
Evenness_e"H/S 0.81 0.81 nd 0.89 0.94 0.79
Hmax 2.30 2.30 nd 2.30 nd 2.30
H/Hmax*100 91 69 nd 85 nd 74

indices de diversidad (Hha I)
dia35 dia64 dia89 dial03 dia 126 dia 146

Taxa_S 13 11 10 12 12 nd
Individuals 3642 3341 3655 3414 3701 nd
Dominance_D 0.26 0.19 0.15 0.13 0.18 nd
Shannon_H 1.91 195 2.05 2.25 2.01 nd
Simpson_1-D 0.74 081 0.8 0.87 0.82 nd
Evenness_e”™H/S 0.52 0.64 0.78 0.79 0.62 nd
Hmax 2.56 256 256  2.56 2.56 nd
H/Hmax*100 74 76 80 88 78 nd

indices de diversidad (Hhaly Msp )
dia35 dia64 dia89 dia103 dia 126 dia 146

Taxa_S 27 21 nd 24 24 nd
Individuals 4966 4539 nd 4938 5314 nd
Dominance_D 0.15 0.12 nd 0.07 0.10 nd
Shannon_H 2.64 2.57 nd 2.91 2.75 nd
Simpson_1-D 0.85 0.88 nd 0.93 0.90 nd
Evenness_e™H/S 0.52 0.62 nd 0.77 0.65 nd
Hmax 3.30 3.30 nd 3.30 3.30 nd
H/Hmax*100 80.0 77.9 nd 88.4 83.6 nd
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Analisis de clones del gen ARNr 16S

Se secuenciaron 75 clones del gen ARNr 16S de la muestra del dia 103 del reactor F. Se
realizd el analisis filogenético de las secuencias de manera de identificar los grupos
microbianos presentes en la muestra. Los resultados obtenidos mediante la comparacion
con secuencias del banco de datos Gen Bank realizada con la herramienta Blast
indicaron una notoria dominancia de los phylum Proteobacteria y Bacteroidetes. Luego
en menor proporcion se encontraron clones relacionados con Actinomycetales,
Planctomycetes, Chlorobium, Spirochaetales, Sphingobacteriales, Chloroflexi,
Firmicutes, y Nitrospira. Ademés muchas secuencias resultaron estar relacionadas
secuencias de especies aun no descriptas (AF314423) que, de acuerdo a la muestra de la
que provienen, podrian estar involucradas en la remocién de fosforo (Dabert et al.,
2001). Dentro del phylum Proteobacteria las clases dominantes fueron gamma con un

21,3 %, beta un 17,3 %, y alfa un 14,7 % (Fig. 31).

O alfa
O Proteobacterias B gamma
I Bacteroidetes O beta
O Actinomycetales O delta
@ Chlorobium

B Spirochaetales
B Sphingobacteriales
O Planctomycetes

[ no cultivados

57%

Figura 31. Frecuencia relativa de clones donde se representan los grupos microbianos presentes en la muestra
del dia 103 del lodo F segun el andlisis de secuencias de clones del gen ARNr 16S. Se indica la distribucion de
las clases de alfa, beta, gamma y delta Proteobacterias
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La mayor parte de las secuencias presentaron bajo porcentaje de similitud con
especies conocidas por lo cual solo se logré relacionar a nivel de clases y grupos de
bacterias. Este resultado no fue sorprendente ya que en la bibliografia se encontrd que
un alto porcentaje de bacterias presentes en un reactor SBR aerobio/anoxico no
pertenecian a especies conocidas segun el analisis de secuencia de clones ARNr 16S
(Dabert et al., 2001). Esto sugiri6é que probablemente la mayor parte de las bacterias
presentes se traten de especies no descriptas aun, y que tal vez las bacterias aisladas a

partir del lodo no representen realmente las especies heterdtrofas dominantes.
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Consideraciones finales y
conclusion general capitulo 1

En este capitulo se presentd el analisis de la comunidad microbiana del reactor F
durante 643 dias de operacion, utilizando métodos de medida directa de actividad por
respirometria, métodos de biologia molecular (T-RFLP y clonado) y métodos de

cultivo.

La caida abrupta de las tres actividades potenciales el dia 60 coincidié con la entrada
anormal de sélidos totales y volatiles provenientes de la laguna anaerobia, lo cual
deberia prevenirse ya que podrian ingresar téxicos que afectan a todos los
microorganismos de forma irreversible. A partir del dia 35 se detectaron organismos del
dominio Archaea, coincidiendo con un aumento de sélidos en el influente.
Probablemente se trate de microorganismos metanogénicos presentes en la laguna
anaerobia, o podria tratarse de AOB del dominio Archaea las cuales podrian tener un rol
importante en el ciclo del nitrgeno tal como se ha reportado recientemente (Park et. al.,

2006; Nicol y Schleper, 2006).

En cuanto a la evaluacion de las medidas tomadas en la operacion del reactor se llegé a
la conclusién que la reinoculacion fue atil para lograr recuperar la actividad del reactor.
Si bien a escala real es una medida muy costosa, esta seria la medida mas rapida en caso
que el reactor perdiera la capacidad de remocion de nutrientes. La comunidad
microbiana presente tardd cierto tiempo en estabilizarse (estabilizarse funcionalmente,
ya que la estructura no se estabilizé en ningin momento segln el andlisis por T-RFLP)
luego de la reinoculacion pero la eficiencia de remocion de nutrientes se recuperd

rapidamente una vez reinoculado el reactor.
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Se ha reportado que la nitrificacion es la etapa limitante en el proceso de remocién de
nitrégeno debido a la baja velocidad de crecimiento de los microorganismos que la
llevan a cabo y a la sensibilidad frente a cambios en el medio (pH, temperatura etc.)
(Okabe et al., 1999). Incluso habia sido reportado que el primer paso de la nitrificacion
(oxidacion de amonio a nitrito) es el limitante en el proceso de nitrificacion debido a la
mayor sensibilidad a toxicos de las AOB (Barnes y Bliss, 1983). Sin embargo se
demostré que la entrada de algunos inhibidores (aliltiourea y 4-clorofenol) al reactor no
alteran significativamente la estructura de la comunidad microbiana ni la eficiencia de
remocion de nutrientes del reactor, y la actividad potencial se recuper6 una vez
eliminados los inhibidores del lodo (tanto para las actividades heterdtrofa y oxidante de

nitrito como para la actividad oxidante de amonio).

La disminucidn en el tiempo de aireacion (ciclo tipo 1l) fue planteada debido a que la
desnitrificacion en el reactor no era completa quedando materia organica (DQO) y
nitrato remanente al final del ciclo. La DQO remanente podria ser no biodegradable por
las bacterias heterotrofas presentes tal como se ha reportado en trabajos previos
(Bortone, 1992). Debido a que luego de 4 horas de aireacion no se observaban cambios
en los parametros del efluente se concluyé que dicha etapa era excesiva y debia tomarse
una medida aplicable a nivel industrial. Por estos motivos fue que se modificé el ciclo
de operacién reduciendo la etapa aerobia de manera de mejorar la eficiencia de
remocion de nutrientes favoreciendo la desnitrificacion. Luego de tomar esta medida se

logré una eficiencia de remocién de nitrégeno y DQO alta y estable en el reactor F.

La actividad oxidante de amonio potencial resultd mayor que la obtenida dentro del
reactor, sin embargo la eficiencia de remocion de amonio fue alta (media = 97 %)
durante todo el monitoreo. Si se aplicara mayor carga de amonio durante el ciclo tipo 11,

probablemente el reactor removeria el nitrogeno con alta eficiencia, pero en un tiempo
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mayor que el calculado (Seccion 5.1.1). En caso de demostrarse que el factor limitante
en la velocidad de oxidacion de amonio fuese el oxigeno, y se necesitase remover el
amonio con mayor velocidad deberia optimizarse la transferencia de O, en el reactor por

ejemplo aplicando mayor agitacion durante la aireacion.

Por otro lado, el hecho de que la remocion de amonio en el reactor se haya efectuado
con un 100% de eficiencia no significa que la disminucion del tiempo de aireacién no
haya afectado el crecimiento de las AOB y NOB; de hecho la actividad potencial de las
NOB tuvo una disminucién importante luego del cambio de ley de control al disminuir

el tiempo de aireacion por ciclo.

En cuanto a la comunidad oxidante de amonio, segun los resultados del T-RFLP amoA
se observd una flora oxidante de amonio relativamente estable en el tiempo en cuanto a
la composicion microbiana y con poca riqueza de especies (segun el anélisis con Taql y
Cfol) pero con indices de diversidad que fueron aumentando en el tiempo. Los cambios
en la abundancia relativa diferenciaron a la muestra del dia 146 de las demas, y luego en
la muestra del dia 166 aparecié un nuevo taxon (detectado en el andlisis con la enzima
Tagl). Este cambio en la estructura coincidi6 con el cambio observado en la comunidad
de organismos del dominio Bacteria detectados con el T-RFLP del gen ARNr 16S. Esto
podria indicar que la presencia de algunas especies de bacterias favorecié la instalacion
de otras especies de AOB o viceversa, tal vez por razones de mutualismo, competencia,

etc.

En el andlisis de T-RFLP del gen amoA los picos obtenidos con las enzimas Cfol y Tagl
pudieron ser asignados en su totalidad excepto para el T-RF con Tagl con un tamafio de

70 pb. Este T-RF podria corresponder a un gen amoA de una bacteria aiin no descrita.
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La estructura de la comunidad oxidante de amonio estuvo dominada principalmente por
bacterias relacionadas con Nitrosomonas europaea y Nitrosospira tenuis durante todo el
monitoreo excepto en el dia 146 donde no se detectd Nitrosomonas europaea. Esta
especie habitualmente se encuentra en plantas de disposicion final de residuos, aguas
eutrofizadas y aguas negras junto con Nitrosomonas eutropha, Nitrosomonas halophila
y Nitrosococcus mobilis. Sin embargo Nitrosospira tenuis habitualmente se encuentra
en suelos, rocas y en algunos tipos de aguas residuales (Koops y Pommering-Roser,
2001). Por otro lado en sistemas de lodos activados se ha encontrado principalmente
Nitrosococcus mobilis (Koops y Pommering-Roser, 2001; Juretschko et al., 1998) el

cual no fue detectado en el reactor F segun el analisis de clones.

En cuanto a la estructura de la comunidad desnitrificante permanecio relativamente
estable en cuanto a la composicion de especies que contienen el gen nirS, variando la
proporcion de las mismas a lo largo del monitoreo. Sin embargo, la perturbacion
ocasionada con la primer reinoculacion causé cambios en la estructura de la misma (dia
89) pero que luego con el transcurso del tiempo la comunidad establecida volvié a

estabilizarse previo a la reinoculacion.

Entre las bacterias desnitrificantes que predominaron en el monitoreo del reactor F se
encontraron los géneros Thauera, Pseudomonas, Alcaligenes, Azoarcus, Paracoccus, y
Dechloromonas. Ademés, mediante FISH con una sonda especifica para el género
Thauera se demostré la presencia de este microorganismo (Fig. 32), y mediante
aislamiento en placa de TSA se encontr6 el género Pseudomonas. Estos géneros
también han sido encontrados en otros tipos de sistemas de tratamiento de efluentes con
distinto tipo de alimentacion. Esto podria deberse a una presion selectiva que favorece

estos grupos, como por ejemplo la capacidad de formar cimulos y mantenerse en el
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reactor (Travers et al., 2005¢). En estudios previos se encontro especies desnitrificantes
del género Paracoccus y Thauera en sistemas SBR aunque en distintas proporciones
que en este caso (Calli et al. 2003). Ademas el género Thauera junto con Acidovorax y
Alcaligenes han sido reportados en ecosistemas ricos en compuestos recalcitrantes
(Etchebehere et al., 2001) al igual que los microorganismos desnitrificantes aislados

pertenecientes al género Ochrobactrum (Muller et al., 1998).

Figura 32. Fotomicrografia de fluorescencia del lodo F
con la sonda especifica para el género Thauera.

En cuanto a la comunidad de bacterias presentes en el reactor F se destacd la alta
riqueza taxondmica (numero de T-RFs) encontrada y su variabilidad en el tiempo
sugiriendo un posible proceso de sucesion de especies. Este fendmeno podria deberse a
la presion selectiva del tipo de operacion del sistema (teniendo en cuenta ademas el
aporte de especies que podrian ingresar desde el efluente de laguna anaerobia). En este
caso se podria decir que las especies mejor adaptadas fueron las dominantes por
ejemplo aquellas con capacidad de formar floculos para sedimentar y no ser eliminadas
del reactor con el efluente. O bien podria tratarse de una sucesion (desarrollo de la
comunidad por cambio direccional en el tiempo) donde las especies pioneras se
establecieron en primer lugar modificando algunas caracteristicas del ecosistema, donde
luego otras especies mejor competitivas comenzaron a dominar. Otros tipos de

interacciones ademas de la competencia podrian tener un rol importante en la sucesion
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de especies como la cooperacion, el mutualismo, la predacién, etc., no solo entre las
bacterias presentes sino también con otros organismos como por ejemplo protozoarios.
El entendimiento de las sucesiones ecoldgicas en un reactor permite optimizar la
performance y la estabilidad ya que a menudo las plantas de tratamiento sufren fallas

impredecibles que de esta manera podrian preverse.

En la muestra del dia 146 (Etapa Il) se observé un cambio en la estructura de la
comunidad de bacterias (y de AOB) lo que coincidié con el descenso de las tres
actividades respirométricas y con la disminucién de la proporcién de bacterias activas
con respecto al total de bacterias presentes (Fig. 33). Lo que podria sugerir que se
seleccionaron especies con menor actividad especifica previo al agregado de tdxicos
que desplazaron otras especies presentes probablemente por mecanismos de
competencia. Otra explicacion podria ser que hubo algun factor que causo la muerte de
parte importante de la biomasa o que se produjo la entrada de células muertas durante la
reinoculacion y por ello el aumento de sélidos de los cuales solo una fraccion

corresponderia a biomasa activa.

100

39 0]

3 &

o @ 40

S@ 20/
0

35 64 89 103 126 146 166 216
Tiempo (dias)

Figura 33. Proporcion de bacterias activas en el total de bacterias
durante 216 dias de monitoreo.
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En cuanto a los grupos microbianos presentes, el reactor F presentd una comunidad
diferente a las que han sido reportadas para otros sistemas de tratamiento de aguas
residuales industriales encontrandose una alta proporcion de organismos afiliados a los
grupos Bacteroidetes y gamma Proteobacteria comparado con datos reportados de otros
sistemas. Por ejemplo en un sistema de lodos activados aireado intermitentemente
(nitrificante/desnitrificante) se encontr6 mediante analisis de clones un 59% de
Proteobacterias (principalmente de las clases Beta, Alfa, y Delta), un 16 % de GNS
(green nonsulfur bacteria), 12 % Planctomycetes y un 1 a un 5 % de Bacteroidetes,
Verrucomicrobia, Acidobacteria, Nitrospira, Firmicutes y Actinobacteria (Juretschko et

al., 2002).

Se compar6 la composicion de bacterias del reactor F con la de un sistema SBR escala
real para el tratamiento terciario de efluentes de una curtiembre en Uruguay (Lodo
BRC1; los datos fueron extraidos a partir del trabajo realizado por Draper, 2006 en el
Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Quimica UDELAR). La comunidad
microbiana de ambos lodos resultd diferente (Fig. 34), es decir que el tipo de influente,
el tipo de operacion (1 ciclo por dia y aireacion de 12 horas) y el hecho que sea un
sistema a escala real de algiin modo pudieron tener un rol importante en la seleccién de

la flora predominante.

Es importante destacar que por medio de este trabajo se reportd por primera vez que
miembros del phylum Bacteroidetes fueron numeéricamente importantes en un sistema
tipo SBR nitrificante/desnitrificante. Seria interesante determinar con sondas de FISH
especificas para este grupo si el porcentaje encontrado se trata de microorganismos
activos. Sin embargo este phylum habia sido reportado aproximadamente con 40 % de

abundancia en un sistema de lodos activados para el tratamiento de aguas domésticas de
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recirculacion (Hoshino et al., 2006) y con un 20 % en un reactor de laboratorio

(Hoshino et al., 2005).

Por otra parte se observd que las especies encontradas segun el analisis del gen ARNr
16S no se corresponden con las especies encontradas segun el andlisis de los genes
amoA y nirS, ni con las especies aisladas en TSA. Esto indicd que la proporcion de
bacterias desnitrificantes con gen nirS, y de bacterias oxidantes de amonio es menor que
las detectadas con andlisis dirigido a Bacterias totales. Sin embargo se debe tener en
cuenta que se trata de analisis a partir de técnicas que tienen cierto sesgo como la
amplificacion por PCR donde podria existir una amplificacion diferencial de los genes
en estudio, es decir que algunos ADN amplifican preferencialmente sobre otros. Esto
puede ocurrir debido a que no todas las bacterias poseen el mismo nimero de copias del
gen del ARNr, por lo tanto se sobrestimaria la proporcion de aquel organismo con alto
nimero de copias y a la inversa con los que tengan sélo una copia del gen en estudio.
La frecuencia observada de clones también se puede ver modificada por la eficacia de
lisis celular llevada a cabo en la obtencién del material genético, y de la eficacia de
extraccion y purificacion del ADN (Amann et al., 1995). Por lo tanto, la frecuencia
obtenida mediante el analisis de clones, no se considera una medida exacta de la
verdadera proporcion de bacterias en la muestra original. Sin embargo, conocer la
procedencia y la abundancia de ciertos clones, puede ser de gran utilidad para identificar
la flora existente en la muestra y obtener a grandes rasgos las proporciones de dicha

flora asi como también es (til para asignar identidad a los T-RFs del T-RFLP.
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Resultados y Discusion

5.2 CAPITULO 2

Reactor M
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Actividad (mgO2/ml*h)

5.2.1 Analisis de actividad respirométricay FISH

En este caso, al igual que para el reactor F, se verificd que la concentracion de uso de
los sustratos amonio y acetato fuesen saturantes para el lodo M de manera de asegurar
que las medidas correspondian realmente de actividad potencial ya que se midio en
condiciones dptimas de temperatura, pH, aireacién y de concentraciones de sustrato.
Para ello se construyeron curvas de saturacion con concentraciones crecientes de
sustrato y se midio la actividad respirométrica en cada caso. Se observo que tanto la
velocidad oxidante de amonio como la oxidante de acetato siguen una cinética tipo
Michaelis-Menten. En este caso la concentracion de saturacion para el amonio fue de
aproximadamente 2 ppm N-NH," lo cual difiere de lo encontrado en bibliografia donde
se plantea un valor de saturacién de 15ppm para el amonio (Gorska et al., 1996). La
cinética de oxidacion del acetato siguié una cinética del mismo tipo, donde se verifico

que la concentracion de DQO agregada (200ppm DQO-acetato) era saturante (Fig. 35).
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Figura 35. Curvas de saturacién de amonio y acetato para el lodo M. Para el ensayo de actividad potencial se
utilizaron 60 ppm de N-NH,"y 200 ppm de DQO-acetato

En este caso tampoco se realizaron curvas de saturacion de nitrito por lo que se utilizo la
concentracion (10 ppmN-NO;" ) sugerida por los métodos de analisis del proyecto EOLI

y por la bibliografia (Cabezas, 2005).
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Para analizar los cambios en la actividad ocurridos en el reactor M, se distinguieron 5

periodos segun el tipo de operacion y las perturbaciones ocasionadas (Fig. 36):

Periodo 1. Inicio de operacion (start up). El reactor present6 valores promedio altos de
actividad heterotrofa pero con muy alta variabilidad (Tabla XXI). Esto podria deberse a
que las condiciones de operacién aun eran variables, por lo que la comunidad
microbiana probablemente no era estable. Por otra parte se observd que el lodo

presentaba poca sedimentabilidad ocasionando pérdidas de lodo en el efluente.

Periodo 2. Se realiz6 el tratamiento del reactor con polimero floculante de manera de
mejorar la sedimentacion del lodo (para minimizar los sélidos en el efluente) y para
lograr estabilizar la comunidad presente evitando su lavado durante el vaciado del
reactor. Si bien la actividad heterotrofa promedio disminuyd (casi un 50%), la misma se
logro estabilizar (Fig. 36). Probablemente el agregado de floculante selecciond una
poblacion heterétrofa mas estable, lo que hace mas predecible el funcionamiento del
reactor. En cuanto a la performance del reactor se obtuvieron resultados positivos, entre
ellos el aumento de velocidad de sedimentacion del lodo (40%) disminuyendo los

s6lidos en el efluente.

Periodo 3. Aumento de la carga orgénica. La actividad heterétrofa mostré un leve

aumento (Tabla XXI), sin embargo el mismo no fue estadisticamente significativo.

Periodo 4. Reinoculaciéon y cambio de ley de control. Entre el periodo 3 y 4 el lodo
volvio a perder sedimentabilidad por lo que fue necesaria la reinoculacion del reactor.
De esa forma se recuperd biomasa de lodo y se pretendia mejorar la sedimentabilidad
del mismo. El lodo presentd un pico con alta actividad el dia de reinoculacion.

Simultdneamente con la reinoculacion, se cambid la ley de control del reactor. La
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actividad heterdtrofa aumento durante este periodo (Tabla XXI). Podria suponerse que

la comunidad establecida tiene microorganismos con mayores tasas de degradacion.

Actividad Potencial Hetero6trofa
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Figura 36. Actividad potencial heterétrofa vs. tiempo de operacion del reactor M.

Tabla XXI. Valores descriptivos de los estadisticos basicos de la actividad potencial heterétrofa del
lodo M. Los valores de media, minimo, maximo y desviacion estdndar se expresan en
mgO2/gSSV.dia

Actividad heterétrofa
Periodo 1 Peridodo 2 Periodo 3 Periodo 4

N 22 25 14 21
Media 541 237 274 567
Desviacion estandar 346 135 62 295
Minimo 13 77 196 0
Maximo 1080 581 387 1185

Debido al bajo contenido de amonio del influente, el reactor M presentd baja actividad
nitrificante o por debajo del limite de deteccion (no se presentan los datos) al igual que
el nimero de bacterias nitrificantes analizadas mediante FISH durante todo el monitoreo

(Tabla XXI1I).
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Tabla XXII. Resultados de FISH del reactor M. Los grupos
microbianos analizados fueron: Bacteria (EUB338),
oxidantes de amonio (Ns01225), oxidantes de nitrito (Nit3
Nitrobacter spp. y  Ntspa662 Nitrospira spp.), Archaea

(Arch915)
Dia de operacion del reactor M

64 132 153 216 252
DAPI 29E+09 1,7E+09 9,6E+08 6,0E+08 7,8E+08
EUB 1,8E+09 7,4E+08 5,1E+08 3,1E+08 2,5E+08
NSO <lim <lim <lim <lim <lim
Nit <lim <lim <lim <lim <lim
Ntspa <lim <lim <lim <lim <lim
Arch 6,4E+06 2,0E+07 <lim <lim <lim

La eficiencia de remocion de DQO en el reactor M (segin datos obtenidos en la
Facultad de Ingenieria) se vio reflejada en la actividad heter6trofa medida en el ensayo
respirométrico. Sin embargo, la eficiencia de remocion de amonio, nitrito y nitrégeno
total en el reactor fue >90% lo cual no coincide con el ensayo respirométrico. Esto
podria deberse a que si bien la relacion C/N del influente es alta (por ello la nitrificacion

es desfavorecida), el nitrdgeno es eliminado del efluente por procesos asimilativos y una

minima tasa de nitrificacion, suficiente para remover el amonio y el nitrito.

5.2.2 Aislamiento de cepas

Tabla XXI111. Cepas heterétrofas aerobias ~ EN el caso del reactor M se aislaron las cepas
del lodo M aisladas en medio TSA. B=

Bastones; Cat. = catalasa; Ox. = oxidasa;

heter6trofas aerobias mas abundantes en la

desnitrif.=desnitrifica. En color se indican ~ muestra del dia 64. Se aislaron seis cepas de las

las cepas desnitrificantes. ) o
cuales cinco resultaron ser desnitrificantes de

Aislamientos en TSA

Gram Cat. Ox. Desnitrif. acuerdo  al ensayo de desnitrificacién (Tabla
M1 B - + + Si
M2 B - - + Si XXII).
M3 B - - - Si
M4 B- + + S N
M5 B - ) ) no Estos resultados demuestran que las condiciones
M6 B - - + Si

de operacion permitieron que se estableciera una

comunidad desnitrificante activa en el lodo M (donde el promedio de actividad
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desnitrificante en el reactor M fue de 1061 umoles NOj/gssV.dia). Corresponde
mencionar que muchas especies desnitrificantes son capaces de realizar respiracion
aerobia, y llevan a cabo la desnitrificacion como via alternativa en ausencia de oxigeno

(Richardson, 2000).

5.2.3 Andlisis de bacterias totales: T-RFLP del gen ARNr 16S

La estructura de la comunidad de bacterias totales se analizd6 mediante el T-RFLP del

gen ARNr 16S con las enzimas Mspl y Hhal.

El analisis de T-RFLP en las muestras del reactor M detectd un alto numero de T-RFs
con ambas enzimas (44 con Mspl y 53 con Hhal) donde algunos de ellos se detectaron
en mas de una muestra. Sin embargo ningin T-RF persistié en todas las muestras al

igual que lo ocurrido en el reactor F (Fig. 37).

La comunidad microbiana analizada en funcion del gen ARNr 16S present6 indices de
diversidad bajos (< 80% de Hmax) cuando se analiz6 con la enzima Hhal. Sin embargo,
mediante el analisis con la enzima Mspl se observo que las muestras de los periodos 1y

4 fueron las que presentaron mayores indices de diversidad. (Tabla XXIV)

Durante el segundo periodo, el agregado de floculante afectd la actividad heterétrofa tal
como se menciond anteriormente. Se observd que el agregado también afectd la
seleccién de la biomasa microbiana, la cual present6 mayor dominancia de especies y
menor diversidad (Tabla XXIV). La comunidad seleccionada podria tener menor
actividad especifica y asi mismo tener buena adaptacion (o ser buenos competidores) a

las condiciones de operacion (por ello la mayor dominancia de especies). Esto pudo
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haber sido la causa por la que el periodo 2 presentd una actividad heterétrofa menor y

mas estable.

En el siguiente periodo el aumento de carga causo un cambio notorio en la estructura de

la comunidad ya que se seleccionaron poblaciones bacterianas diferentes a las presentes

en los periodos 1y 2 (Fig. 38).

TABLA XXIV. Calculo de los indices de diversidad de las distintas muestras a partir del analisis de los resultados
del T-RFLP ARNTr 16S con Hhal (A), Mspl (B). *Las muestras correspondientes a los dias 64 y 783 no pudieron
analizarse con la enzima Hhal debido a problemas con la electroforesis del T-RFLP.

dia de operacion

A 132 153 216 252 335 495 509 586 599 637 789
Taxa_S 6 10 12 6 18 24 14 12 14 8 12
Individuals 11958 17056 18273 (16416 18390 [19696 19985 17910 12846 17984 21462
Dominance_D 0.3 0.2 0.2 0.3 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Shannon_H 15 2.0 2.1 14 24 2.7 1.9 2.0 2.0 1.7 2.0
Simpson_1-D 0.7 0.8 0.8 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Evenness_e"H/S 0.7 0.8 0.7 0.7 0.6 0.6 0.5 0.6 0.5 0.7 0.6
Hmax 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2
H/Hmax*100 470 63.0 644 451 746 858 59.7 612 61.7 53.2 61.3
dia de operacion
B 64 132 153 216 252 335 495 509 586 599 637 783 789
Taxa S 10 10 6 7 5 9 8 8 13 12 14 12 13
Individuals 3014 (3402 3835 3661 (2948 3940 |3168 3318 4246 4127 3550 3696 3631
Dominance D 0.1 0.2 0.2 0.2 0.4 0.3 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 01 01
Shannon H 2.2 2.0 1.6 1.7 1.2 1.7 1.9 1.7 2.4 2.2 24 24 24
Simpson 1-D 0.9 0.8 0.8 0.8 0.6 0.7 0.8 0.8 0.9 0.9 0.9 09 09
Evenness e"H/S 0.9 0.8 0.9 0.8 0.7 0.6 0.8 0.7 0.9 0.7 0.8 09 08
Hmax 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 2.6 26 26
H/Hmax*100 85.0 |[775 634 649 469 643 |71.4 650 934 837 909 91.0 91.0

En el periodo 4, la velocidad de consumo de oxigeno fue mayor y la composicion de la

comunidad cambid, esto sugiere que se seleccionaron microorganismos con mayor

velocidad de consumo de oxigeno. Se demostrd mediante el analisis de cluster que la

comunidad establecida en este periodo fue diferente a la del periodo 3, aunque presento

mayores diferencias con la estructura de la comunidad de los periodos 1y 2 (Fig. 38).

Dicho cambio en la comunidad podria explicarse por el ingreso y la adaptacion de

especies nuevas durante la reinoculacion, y por otra parte, debido a la disminucion de la

etapa aerobia, donde se podrian seleccionar especies capaces de resistir largos periodos

de anoxia.
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Figura 37. Andlisis por T-RFLP del gen ARNr 16S de las muestras del lodo M.
Resultados de la restriccion con las enzimas Mspl y Hhal. Un color = un T-RF

Por otra parte se demostr6 que los periodos con mayor actividad heterétrofa
coincidieron con los periodos donde la comunidad bacteriana presentd indices de
diversidad mayores. Esto pudo observarse ya que existié correlacion positiva
(correlacion r de Pearson’s > 0.8) entre los indices de diversidad utilizados y la

actividad heterotrofa promedio para cada periodo (Tabla XXV).
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Tabla XXV. Analisis de correlacion de Pearson’s entre la actividad
potencial heterétrofa, los indices de diversidad Shanon y Simpson, y el
indice H/HmMax*100. alfa =0.05

Actividad H [Shanon |Simpson [H/Hmax*100
Actividad H 1
Shanon 0.862 1.000
Simpson 0.862 1.000 | 1.000
H/Hmax*100 0.883 0.998 | 0.998 1.000
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Figura 38. Dendograma del andlisis de cluster basado en el T-RFLP del ARNr 16S con la enzima Mspl (A) y Hhal (B). Se
construyé en base al indice de similitud presencia/ausencia Dice-Sorensen y el algoritmo UPGMA. En los nodos se
observan los valores de bootstrap para 100 replicas.
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5.2.3 Analisis de bacterias oxidantes de amonio (AOB): T-RFLP del gen amoA

T-RF

A pesar de no haberse detectado bacterias oxidantes de amonio (mediante FISH) ni
actividad nitrificante en el lodo M, se detectd la presencia de genes amoA por PCR y se
analizé la comunidad mediante T-RFLP del gen amoA. A pesar de no detectarse con las
otras técnicas (técnica respirométrica y la técnica FISH) se detectaron genes amoA por
PCR a lo largo de 252 dias de monitoreo, e incluso dicha poblacion sufrié cambios en
su estructura (Fig. 39). Durante todo el monitoreo se encontraron 8 T-RFs diferentes de
los cuales a solo tres de ellos se pudo correlacionar con secuencias de amoA mediante
restriccion in silico. De esta manera se determind que en el reactor M se encuentran
presentes bacterias oxidantes de amonio del cluster de Nitrosomonas europaea (T-RF =
219bp) y del cluster Nitrosospira/ Nitrosovibrio (T-RF = 283bp) (Tabla XVI, capitulo
). EI T-RF de 491pb (tamafio del gen amoA sin digerir) podria corresponder a:
Nitrosomonas communis, N. cryotolerans, Nitrosomonas sp Nm143 (Purkhold et al.,

2000) o a Nitrosomonas aestuarii.

Los T-RFs con los tamafios 273, 268, 262, 208, y 67 no pudieron ser correlacionados

con secuencias de amoA conocidas. Estos resultados sugieren que se trate genes amoA

- s - N [32] [{e} N
de especies alin no descriptas. L = = & & 3
L ]
amoA Taql 0.9 93 65
100% - —
m491
- 0.8 =
> 80% | 283
x | m273
o 00% [ 0.6
o 268 2
© 0 Bq ]
g 0% 262 g5
3 @
< 20% | 219 0.4
O\Q
= m 208 0.34
0% ,l_- - o
64 132 153 216 252 ™ 0.2
Tiempo (dias) 100
0.14

Figura 39. Andlisis por T-RFLP del gen amoA con la enzima Tagl de las muestras del lodo M. Resultados de la
restriccion con la enzima Tagl (A) y dendograma del analisis de cluster construido en base al indice de similitud
cuantitativo Morisita y el algoritmo UPGMA. En los nodos se observan los valores de bootstrap para 100 replicas.
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Consideraciones finales y
conclusion general capitulo 2

El reactor M fue destinado principalmente a la remocion de materia organica de
efluentes de industria lactea, mas que nada como una alternativa de tratamiento de tipo
secundario. Se demostré que dicho reactor fue capaz de mantener una alta tasa de
degradacién de materia organica y de remover los compuestos nitrogenados que
ingresaban en el influente a pesar de no detectarse actividad nitrificante por
respirometria. Esto podria deberse a la utilizacion del nitrogeno para el metabolismo
asimilativo de bacterias heterétrofas presentes y de esta forma podria darse la remocion
de nitrégeno del efluente. Otra causa posible podria ser que exista una minima tasa de
nitrificacion en el reactor (no detectable por respirometria) y que la misma sea
suficiente para remover el poco amonio que ingresa con el influente. La desnitrificacion
ocurrié sin problemas en el reactor ya que se removio el nitrato del efluente,
probablemente debido a que las condiciones de alimentacién y de anoxia fueron

adecuadas para dicho proceso.

El agregado de polimero floculante resultd una medida acertada para resolver el
problema de sedimentacion del lodo y para mejorar la estabilidad de la actividad ya que
facilito la prediccion del comportamiento del reactor. Por otro lado es una medida viable
(aungue costosa) para realizar a escala real cuando ello sea necesario. De todas formas
deberian realizarse ensayos (respirométricos) en batch previos para cada reactor real
para verificar que la actividad no sea inhibida. Por otra parte, en este periodo ocurrié un
cambio en la diversidad de la comunidad de bacterias acompafiado de un cambio en la

actividad heterotrofa.

144



En el periodo 3 la comunidad microbiana sufrié un cambio en la estructura, sin embargo
esto no fue reflejado en la actividad respirométrica. En este caso podria deberse a que si
bien hubo un recambio de especies, aquellas del periodo 2 tal vez tenian la misma
actividad especifica que las del periodo 3. En cuanto al aumento de carga organica, Si
bien no afecto significativamente la actividad, el hecho que la misma no haya
disminuido y que la performance del reactor se mantuvo es un resultado alentador ya
que sugiere que el sistema es capaz de soportar sobrecargas sin afectar su desemperio.
Esto es muy importante a escala real donde suelen ocurrir aumentos de produccion, o

fallas en el sistema de tratamiento previo lo cual implicarian sobrecargas del sistema.

En el cuarto periodo, la reinoculacion causé un cambio notorio en la estructura de la
comunidad bacteriana y en este caso se vio reflejado en la actividad heterétrofa. A su
vez el cambio en la ley de control disminuyendo la fase aerobia fue positivo, ya que se
mantuvieron niveles altos de actividad tanto respirométrica como en el reactor logrando
disminuir el costo de aireacion. En este periodo, las perturbaciones generaron cambios
en la estructura de la comunidad, dandose un aumento en la diversidad y en la actividad

heterétrofa.

Probablemente durante la reinoculacién ingresaron nuevas especies al reactor, las cuales
podrian tener mayor actividad especifica o bien podrian estar en un estado “mas activo”.

Luego se seleccionaron especies mejor adaptadas a las nuevas condiciones de aireacion.

Se demostrd entonces, que los cambios en la operacion y algunas perturbaciones
generan cambios en la estructura de la comunidad y en la diversidad microbiana, lo
cual, en la mayor parte de los casos influye en la actividad y el desempefio del reactor.
En los casos donde se da un recambio en la comunidad y no existe cambio en la

actividad heterétrofa probablemente se deba a que el universo bacteriano heterétrofo es
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muy amplio y muchas veces podrian darse ‘“sucesiones naturales” intercambiando
especies pero no necesariamente la funcion. Es decir existen muchas especies que
redundan sus funciones, por lo que los intercambios entre dichas especies no serian

reflejados en la actividad.

El hecho de que exista una correlacion positiva entre la actividad heterotrofa y la
diversidad bacteriana tal vez podria deberse a que los sistemas con mayor diversidad
son mas versatiles y se adaptan a pequefias perturbaciones sin perder la “funcion” del

ecosistema.
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Resultados y Discusion

5.3 CAPITULO 3

Aplicaciones en el Modelado de Reactores SBR

Fotomicrografia del Lodo M
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5.3 Aplicaciones en el modelado de reactores SBR

En los capitulos anteriores se estudié el comportamiento de la flora microbiana de dos
reactores SBR bajo distintas condiciones de operacion. En este capitulo el objetivo fue
determinar algunos de los parametros necesarios para las ecuaciones de modelado de
reactores tipo SBR nitrificantes/desnitrificantes (como los sélidos por célula, la
actividad nitrificante y desnitrificante por célula, etc). Estos datos resultan muy utiles ya
que habitualmente se utilizan parametros calculados para sistemas de lodos activados lo
cual genera modelos inexactos cuando se extrapolan dichos valores a otros tipos de
sistemas de tratamiento. Los parametros determinados en esta tesis fueron utilizados en
las ecuaciones de modelado desarrolladas en el marco del proyecto EOLI junto con el
Instituto de Ingenieria Quimica y el Instituto de Ingenieria eléctrica de la Facultad de

Ingenieria-UDELAR.

5.3.1 Determinacién de sélidos por célula

Se seleccionaron dos cepas con caracteristicas diferentes para obtener resultados
representativos de los sélidos por célula. Se utilizé una cepa Gram negativa (Thauera
sp., Etchebehere y Tiedje, 2005) y una cepa Gram positiva (cepa F11, aislada en el
presente trabajo) aisladas de sistemas de tratamiento de efluentes. Se realiz6 la medida
de los SST y SSV para cada cultivo puro, y se realizo el recuento de células mediante
FISH con la sonda EUBg33g y tincion con DAPI. A partir de estos datos (SST, SSV y
células totales con DAPI) se calcularon los sélidos por célula. Los resultados obtenidos
para la cepa F11 fueron 23 pg SST /célula'y 14 pgSSV/célula. Mientras que para la cepa

Thauera sp. Los valores fueron 6 pg SST /célulay 3 pgSSV/célula.

Al conocer la masa de una célula (de bacterias tipicas en el lodo (Tabla XXVI), el

numero de células totales (tinciobn DAPI) y viables (sonda EUB en FISH), y el valor de
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solidos en el lodo se pudo calcular la fraccion de biomasa total y biomasa activa en el
reactor (Tabla XXVI). De esta forma ademas se determino la fraccion de sélidos que
podria corresponder a otros materiales inertes solubles y particulados los cuales son

considerados en las ecuaciones de modelado (Schmidell et al., 2007).

Tabla XXVI. Proporcion de SSV correspondiente a la biomasa activa a partir del recuento por FISH
y los dos valores de gSSV/célula obtenidos en este trabajo (a partir de los cuales se calcul6 el rango)

% solidos biomasa activa % solidos biomasa total (DAPI)

Tiempo (gSSVcelulas/gSSVtotal)*100 (gSSVcelulas/gSSVtotal)*.
(Dia de operacion) RANGO RANGO

35 1.24 5.79 2.20 10.27

64 0.04 0.21 0.12 0.57

89 0.03 0.12 0.05 0.24
103 0.16 0.74 0.33 152
126 0.26 1.20 0.52 241
146 0.09 0.42 0.33 153

Segun estos calculos un porcentaje muy bajo (entre un 0.03 y un 5,8 %) de los
solidos suspendidos volatiles corresponde a la biomasa activa del lodo F (Tabla

XXVI) donde el mayor porcentaje corresponde a solidos inertes.

5.3.2 Determinacion de la actividad especificay por célula

En el capitulo 1 se determiné la actividad nitrificante tedrica por célula de modo de
comparar dichos resultados con valores de bibliografia y obtener mas informacién para
caracterizar la flora nitrificante presente en el reactor. Del mismo modo se realizo el
calculo de actividad heterétrofa y desnitrificante tedrica por célula en base a una serie

de célculos a partir de los recuentos (NMP) y de la actividad desnitrificante.

Calculo teorico de actividad desnitrificante por célula

El nimero de bacterias desnitrificantes (BD), determinado mediante recuento por NMP

en la muestra del dia 427, fue de 2,1 x 10° NMP BD/ml. A partir de este dato y de la
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actividad desnitrificante de este dia se calculo la actividad desnitrificante por célula la
cual resultd 4,2 x 10° umolesNOs/célula.dia. Ademas se calculé la velocidad de
oxidacion de acetato por célula, asumiendo que la totalidad de las bacterias responsables

de la actividad heterotrofa observada son desnitrificantes (Tabla XXVII)

Tabla XXVII. Calculo de actividad tedrica desnitrificante y heterétrofa por célula segin los valores de
actividad desnitrificante y del recuento por NMP. BD = Bacterias desnitrificantes.

15A 93\ 1780 885@ S'TE+093 1'SE-0@ 2'RE-0A
Qi Wa2aA\F wdos\d22Adly nuJolez 103\d22A VINBb\d22A Moz 103\celNe gy WAOS\Cen|g gLy
) VCEIAIQYQ Q6] 090 £ BD VCEHAIQIQ\CE|N|Y

Determinacion experimental de la actividad especifica desnitrificante y heterotrofa

Por otro lado en este capitulo se presentan resultados de la actividad desnitrificante y
heter6trofa por célula realizada experimentalmente a partir de cultivos puros

procedentes del lodo F.

Para llevar a cabo estas medidas se utilizaron las técnicas de respirometria, FISH,
medida de sélidos suspendidos volatiles y actividad desnitrificante. Por otro lado se
mididé la concentracion de amonio en el tiempo cero y en el final de la medida de
actividad desnitrificante. Los resultados indicaron que no hubo incremento en la
concentracion de amonio luego de la actividad desnitrificante lo que confirma que no se

detecto el proceso de amonificacion.

Los resultados de actividad desnitrificante (medidos) de la cepa F29 y de la cepa F25
(Tabla XXVIII) resultaron consistentes con la actividad promedio del reactor (6025
umoles NO3/gSSV.dia). Esto podria sugerir que las cepas F29 y F25 fueron unas de las
principales responsables de la actividad desnitrificante en el reactor. Sin embargo otra
explicacion podria ser que las bacterias desnitrificantes mas abundantes (no solamente

F29 y F25) tienen una velocidad de desnitrificacion similar a la de las cepas analizadas.
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Con la determinacion de actividad de la cepa F25 luego de incubacion anoxica se
observo que la actividad desnitrificante fue favorecida por un periodo de “activacién
previo” ya que la misma cepa cuando fue incubada en condiciones aerobias presentd

una actividad desnitrificante menor.

La cepa F23 resultd con una actividad notoriamente superior a la del lodo, esto podria
deberse a alguna de las siguientes razones: que dicha cepa no sea abundante en la
comunidad desnitrificante del lodo F; o a que bajo las condiciones de operacion la cepa

si bien podria ser abundante tal vez su actividad era menor a la potencial.

Por otro lado se compararon los resultados obtenidos con datos de bibliografia donde la
actividad desnitrificante de una cepa de Pseudomonas sp. (en condiciones de
crecimiento exponencial) fue de 0.384 umoles de N-NOs;/ml.dia (Kariminiaae-
Hamedaani, 2004). Los valores de actividad de las cepas del reactor F resultaron un
orden mayor que lo reportado por Kariminiaae. Sin embargo, el valor de actividad por
mililitro puede no ser comparable entre dos cultivos si estos contienen distinto
contenido de sdlidos/ml. Por lo tanto, la diferencia entre los valores de actividad
desnitrificante podrian deberse a que los s6lidos suspendidos volétiles (proporcional a la
biomasa) en el cultivo puro del dato de bibliografia tal vez era menor a los SSV en los

cultivos puros de este trabajo (Tabla XXVIII)

Asi mismo existen otros datos de bibliografia donde se han reportado actividades
especificas de cultivos puros entre 69120 y 120960 umoles de N-NO3;/gSSV.dia
(Etchebehere et. al., 2001) los cuales son comparables con algunos de los valores

obtenidos en el marco de esta tesis (Tabla XXVIII).

Los valores de actividad desnitrificante por célula empirica y tedrica se diferenciaron

entre uno y dos 6rdenes de magnitud (excepto en el caso de la cepa F25 cultivada en
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anoxia previamente; Tabla XXVIII). Esto tal vez podria deberse a la subestimacion del

namero de células desnitrificantes cuantificadas mediante la técnica de NMP utilizada

para el calculo tedrico. En este caso la actividad tedrica podria resultar hasta un orden

de magnitud menor y de ese modo ser consistente con algunos de los resultados

empiricos (Tabla XXVIII).

Tabla XXVIII. Valores de actividad desnitrificante de las cepas F29, F15 y F23. anox = condiciones de cultivo
anoxico. aerob.=condiciones de cultivo aerobias. La actividad empirica por célula se estimd utilizando los valores de
actividad especifica y los valores de SSV por célula de la tabla XXVI. La actividad tedrica corresponde a los valores
calculados a partir del NMP de bacterias desnitrificantes y actividad desnitrificante del reactor F.

ACTIVIDAD DESNITRIFICANTE

Cepa | Solidos| SSV/célula (rango) Actividad empirica Actividad teorica
(cultivo umoles umoles
puro) | 9SSVIml | gssvicsl gSSV/cél [ NOyml.dia NO4/gSSV.dia | umoles NO4/cél.dia (rango) | umoles NOy/cel.dia
F29 anox | 4.4E-04 3.0E-12 1.4E-11 25 5642 1.7E-08 7.9E-08
F25anox | 8.9E-05 3.0E-12 1.4E-11 7.1 79596 2.4E-07 1.1E-06 4006
F25 aerob | 7.8E-04 3.0E-12 1.4E-11 45 5793 1.7E-08 8.1E-08
F23 aerob | 8.2E-05 3.0E-12 1.4E-11 36 43849 1.3E-07 6.1E-07
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Consideraciones finales y
conclusion general capitulo 3

Segun los resultados obtenidos el lodo F presentd una pequefia fraccion de biomasa
activa comparado con el total de sélidos suspendidos volatiles. La fraccion mayoritaria
podria tratarse de materia organica de dificil degradacion capaz de permanecer en el
reactor ya sea porque es material sedimentable o material capaz de adsorberse a
superficies e incluso a los floculos de bacterias. Otra explicacion podria ser que el alto
tiempo de residencia celular del reactor (1 semana aprox.) produjo la retencién de

células favoreciendo la acumulacion de biomasa muerta y aumentando la edad del lodo.

Por otro lado no deberia descartarse que la técnica de FISH podria haber subestimado el
namero de células activas en el reactor y por lo tanto generar resultados erroneos en
cuanto a la proporcién de biomasa activa. Esto podria ocurrir ya que el recuento por
FISH se dificulta en los casos donde las células forman fléculos, por lo tanto sélo se

observan las células que se encuentran en la capa superior del mismo.

Se observé que la actividad desnitrificante especifica de las cepas F25 y F29 fue
consistente con la actividad del reactor. Por otro lado, se demostrd que las condiciones
previas de cultivo en anoxia favorecieron la actividad desnitrificante en la cepa F25.
Esto podria deberse a que la duracion del periodo aerobio afecta la permanencia en fase
lag del crecimiento diauxico (para oxigeno y nitrato como aceptores de electrones). Es
decir, cuanto mayor tiempo se expongan las bacterias desnitrificantes a condiciones de
aireacion, mayor tiempo permaneceran en fase lag antes de comenzar a utilizar nitrato
para su respiracion. Actualmente existen investigaciones que indican la posible
existencia de un operon para la respiracion de nitrato que podria estar regulado de

alguna forma por la presencia de oxigeno entre otros (Hamilton et al., 2005; Liu et al.,
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1998). Este aspecto es muy interesante ya que los sistemas SBR a menudo poseen una
fase aerobia extensa, la cual debe ser evaluada para lograr minimizar la fase lag de la

desnitrificacion.
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CONCLUSION GENERAL

Se acepto la hipdtesis parcialmente ya que solo algunos cambios en la operacion del
reactor generaron cambios en la composicion de la comunidad microbiana
(reinoculacién, agregado de floculante, aumento de carga). Por otro lado, el hecho que a
su vez los cambios en la composicion de la comunidad microbiana generarian cambios
en la performance del reactor, no se cumplié en los casos de redundancia funcional,

donde ocurre un cambio estructura pero se mantiene la eficiencia y la funcion.

En el comienzo de este trabajo se plantearon una serie de interrogantes (P). A

continuacion se resumen las respuestas (R) a las mismas.

P. ¢Los cambios en la estructura de la comunidad de bacterias se correlacionan

con las variables de operacion del sistema?

R. Si, existe correlacion . Se demostro que los cambios en la operacion del reactor
generan cambios en el desempefio del reactor y en ciertos casos se encuentra
relacionado con cambios en la composicion de la comunidad microbiana. La estructura
de la comunidad microbiana fue afectada en distinto grado segun el tipo de perturbacion
0 cambio de operacion que fue efectuado. En ambos reactores la reinoculacion parece
haber sido la perturbacion que causé mayores cambios en la comunidad y en la

performance del reactor.

P. ¢ Existe correlacién entre la actividad potencial y la performance del reactor?

R. Si, en algunos casos (entre remocion de DQOs y Actividad heterotrofa, y entre

remocion de Nt, de NH4" y actividad de NOB). La medida de actividad respirométrica
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reflejé los cambios en la performance de los reactores resultando en una técnica rapida y
sencilla para monitorear sistemas de tratamiento reales. Por otro lado, las herramientas
moleculares utilizadas permitieron identificar las especies nitrificantes y desnitrificantes
mas abundantes presentes y explicar parcialmente los cambios en la eficiencia de
remocion de nutrientes. El estudio del gen nirS solo abarca el analisis de una fraccion
de la comunidad desnitrificante. Seria interesante analizar ademas el gen nirK en este

tipo de comunidades.

P. ¢La flora presente en el reactor se recupera frente al agregado de toxicos?

R. Si. Para implementar el uso de sistemas bioldgicos es importante conocer el
comportamiento de la flora tanto en condiciones estables como en condiciones
desfavorables, estudiando su capacidad de recuperacion frente a distintas
perturbaciones. Los resultados de esta tesis lograron demostrar que la flora relevante en
el proceso de nitrificacion y desnitrificacion es capaz de recuperarse frente a
perturbaciones en su ecosistema. Esto es muy importante en los reactores a gran escala
ya que muchas veces en el efluente industrial llegan sustancias toxicas, inhibitorias para

los microorganismos.

P. ¢Los periodos de mayor actividad nitrificante del reactor se corresponden con la
seleccién de especies con mayor actividad especifica; o se corresponden con un

aumento en el nimero de la bacterias nitrificantes presentes?

R. No se demostrd la seleccion de especies con mayor actividad especifica pero se
observo que cuando hubo un cambio en la estructura de la comunidad AOB (en el lodo
F) ocurri6 la caida de actividad oxidante de amonio. Por otro lado se demostrd los
periodos en que el reactor F presentdé mayor actividad nitrificante no se relacionaron con

los periodos de mayor numero de AOB y NOB segun el analisis por FISH (ver seccion

156



5.1.3). A su vez, si bien se observaron ciertos cambios con la aparicion de nuevos
taxones y en el aumento progresivo en la diversidad de AOB, la comunidad nitrificante

se mantuvo estable durante la operacion segun los analisis de T-RFLP del gen amoA.

P. ¢Existe correlacién entre la diversidad microbiana y la performance del

reactor?

R. Si (en reactor M). No, en algunos casos de posible redundancia funcional. En el caso
del reactor M se observo una correlacion positiva entre la diversidad microbiana (segun
T-RFLP ARNr 16S) y la performance del reactor en cuanto a la remocion de COD

(actividad heterotrofa).

P. ¢Se determind cuales son los microorganismos predominantes en el reactor y

cual es su funcidn en el mismo?

R. Desde el punto de vista microbioldgico y cientifico se obtuvieron datos importantes,
como ser la identificacion de la flora nitrificante, desnitrificante y heterétrofa mas
abundante los sistemas estudiados de la cual existe relativamente poca informacion. Las
AOB vy bacterias desnitrificantes predominantes se detectaron por medio del anélisis de
T-RFLP y clonado. Existe otra flora presente con funciones de remocion de DQO o

funciones desconocidas (ej. Bacteroidetes).

P. ¢ Todas las bacterias heterotrofas del reactor son organismos desnitrificantes?

R. No, segun los métodos utilizados. Se demostré que la proporcion de bacterias
desnitrificantes en el total de bacterias heterdtrofas presentes en los sistemas estudiados
es < 1 (<100%). Este dato (ng, término menor a 1 que multiplica la expresion de
Monod) es importante para el modelado de reactores en la ecuacion que considera el

crecimiento andxico de bacterias heterdtrofas (ver seccion 5.1.4).
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Globalmente los resultados fueron Utiles para predecir y/o analizar el comportamiento
bioldgico de las plantas de tratamiento de efluentes instruyéndonos acerca del
funcionamiento interno del reactor. Por ejemplo, se observo que la disminucion de la
etapa aerobia baja los costos de operacion y no afecta negativamente la actividad AOB
y heterotrofa. Ademas, la reinoculacion resulto atil para recuperar la actividad de ambos
reactores. Estos conocimientos vinculados con el sistema SBR podran ser extrapolados
a los sistemas de tratamiento a gran escala. A su vez estos conocimientos podran ser
utilizados como insumos para adaptar sistemas de tratamiento existentes a sistemas tipo

SBR de manera de mejorar la eficiencia de remocion de nutrientes.
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PERSPECTIVAS

Estudiar la funcion de las Archaeas presentes en el lodo F. ¢Podrian jugar un

papel importante en la oxidacion de amonio en este tipo de sistemas?

Disefiar sondas de FISH especificas para las especies desnitrificantes
encontradas (principalmente para las pertenecientes al género Ochrobactrum, el

cual podria ser interesante para la degradacion de sustancias recalcitrantes)

Estudiar la funcién de los organismos Bacteroidetes encontrados mediante el
analisis de clones del gen ARNr 16S. ¢Podrian tener un rol importante en la

remocion de Fésforo?

Analizar la comunidad desnitrificante mediante el analisis por T-RFLP del gen

nirk.

Estudiar la flora desnitrificante en el reactor M (se aislaron especies

desnitrificantes y present6 remocién de N)
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ANEXO 1 : Medios, Reactivos Y Buffers

Medio LB (Luria Bertoni)

Composicion en 1000ml:

THAPLONA. ..o 10g
Extracto de levadura............c..cccveeneee. 5¢
NaCl..coiiieeeeee e 10g
N LTS 15g
Agua destilada.............cccoevveiiernennn. 1000ml

Se ajustd el pH 7 y se autoclavé 15min a 121°C.

Para la seleccidon de clones resistentes a ampicilina y kanamicina se dej6é enfriar a
temperatura ambiente el LB estéril y se agregaron los antibidticos asépticamente (tal
que la concentracion final fuese de 100 ug/ml ampicilina y 50 ug/ml kanamicina). Se

repartié en placas (20ml/placa)
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Buffer fosfato

Composicion en 1000ml:

G 5 1210 VI 53¢
KH2POseveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer 2,66 g
NaCl.....ooeieiieeeeeee 5849
Agua destilada.............ccccueneee. 1000ml

Se ajustd a pH = 8 para realizar la resuspension de los lodos luego del lavado.
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Medio para heterotrofos aerobios: TSA (BactoT ryptic Soy Agar, Difco)

Composicion en 1000ml:

Digerido pancreético de caseina ......... 15¢
Digerido papaico de Soja .........cccervnene. 5¢g
Cloruro SOAIiCO .......coovvveieereieieiiiens 59
AGAr 159
Agua destilada .........cccccoevviiiiinnnnns 1000 ml

Se ajusto el pH 7.3 £ 0.2y se autoclavd 15min a 121°C. Se repartio en placas

(20ml/placa)
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Medio para desnitrificantes: BCY-acetato/nitrato

Composicion en 500ml:

- NaS (250/L)...ccvvveiennnne 0.10 ml

- Rezarsurina........ 0.50mlI de solucion 0.2%

= KNOzoorooiroerronn, 0.36g

- KAC.....ccoii, 0.92g
- HO. 500ml
- NaCl.....coovreen. 2.99

Se dejo hervir, y se enfrié con gaseado de N, y agitacion. Se controlé el pH a 7 y se
repartio 10ml/vial gaseando con N,. Se cerré con tapon de goma y precinto. Se

esteriliz6 en autoclave a 121°C y 1.05 atm. x 15 min. el mismo dia.

Luego se agregd con jeringa estéril 0.2 ml de solucion CaMg (MgCl2.2H,O 7.5 g/L y
CaCl.2H,0 3.72 g/L ) y 0.1ml de vitaminas. Se resuspendié la colonia en 500ul de

suero fisioldgico estéril (en el caso de cultivo puro) o se realizo la dilucion del lodo (en
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el caso de recuento por NMP) y se sembro el volumen indicado (500-1000 ul) en el vial

con una jeringa estéril en condiciones asépticas. Luego se incubd a 37°C 24-72hs

Solucién de vitaminas para BCY

Biotina (Vit K)............... 2.0 mg/L

Ac. FOlico......ccovvvinnnn, 2.0 mg/L

Piridoxina. HCI (B6)........ 10.0 mg/L

Tiamina HCI (B1).............. 5.0 mg/L
Riboflavina (B2) ............... 5.0 mg/L
Ac. Nicotinico........c.cccuen.. 5.0 mg/L

DL-Pantoneato de Ca......5.0 mg/L
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Composicion del loading buffer (6x) para corrida en geles de agarosa

0,25 % azul de Bromofenol

50% glicerol en agua
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ANEXO 2: % Formamida

Buffer de Hibridacion

Para 2 ml de buffer de hibridacion se mezclaron: 40 ul Tris-HCI 1 M pH 8, 360 ul de
NaCl 5M, 2 ul de SDS. Ademas se agregd agua y formamida segun el porcentaje de

formamida necesario para cada sonda tal como se detalla a continuacion (Tabla A).

Tabla A: Volimenes de formamida y de agua mQ agregados al
buffer de hibridacion (2 mL volumen final) dependiendo de las
condiciones de astringencia requerida (a mayor concentracion de
formamida, mayor astringencia)

. Volumen agregado Volumen
% Formamida (v/v) de Formamida (ul) agregado de
Agua mQ (ul)
0 0 1600
5 100 1500
10 200 1400
15 300 1300
20 400 1200
25 500 1100
30 600 1000
35 700 900
40 800 800
45 900 700

Buffer de lavado

Para 50 ml se mezclaron: 1 ml de Tris-HCI 1M pH 8, 500 ul de EDTA 0.5M (solo si
formamida en buffer de hibridacion era mayor a 20%), NaCl segun se detalla a
continuacién (Tabla B) segun el porcentaje de formamida utilizado, y se completd con

Agua mQ hasta 50 ml. Al final de la preparacion se adicionaron 50ul de SDS.
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Tabla B: Volumenes de NaCl y de EDTA agregados al buffer de lavado (50
mL volumen final) dependiendo de las condiciones de astringencia requerida
(a mayor concentracion de NaCl, menor astringencia)

% Formamida (v/v)

Volumen agregado Volumen agregado de

de NaCl 5M (ul)

EDTA 0.5M pH 8.0 (ul)

10
15
20
25
30
35
40
45

9000
6300
4500
3180
2150
1490
1020
700

460

300

[oNeNeNe]

500
500
500
500
500
500
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Tabla del Nimero Mas Probable (NMP) por ml de muestra, utilizando series de tres tubos

inoculados con 10, 1.0, 0.1 ml respectivamente.

NMP/ml

0.1

10

NMP/ml

0.1

10

14
20
26

15
20
27

6.1

3.2

34
21

12
6.2
9.3

28
35

12
16
9.4

42

29
36

13
16
19

44
53

23
39

3.6

7.2

64
95

11
15
7.3

43

75
120
160

11
15
19
11
15
20

93
150
210
290
240
460
1100
>1100

24
16
20

2
3

24
29
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ANEXO 4 Condiciones De Amplificacién Por PCR

PCR del gen 16S

Para una reaccion de 50ul mezclaron:

H20 32ul

Buffer 10x 5ul
MgCI2 (25mM) 3ul
BSA 0.5ul

dNTPs (2.5mM) 4 ul
primer 27F* (10uM) 2ul
primer 1492 R (10uM) 2ul
Taq Invitrogen® (5U/ul) | 0.5ul

Se agreg6 1ul de ADN para cada reaccion (aumentando o disminuyendo esta cantidad

cuando fue necesario)

La reaccion de PCR 16S se realizé utilizando los siguientes ciclos de tiempo y

temperatura:

5’ 94°C + 30 ciclos (1’ 94°C + 1” 55°C + 3’ 72°C) + 7* 72°C

*Para la reaccion por PCR previa al T-RFLP se sustituyé el primer 27F por el primer de
la misma secuencia pero marcado con fluor6foro FAM (fluoréforo 6-FAM (5-[6]-

carboxy-fluorescein, derivado de la fluoresceina), 27F-6-FAM.

PCR amoA

Para una reaccién de 50ul se mezclaron:

H20 34.75 ul
Buffer 10x 5ul
MgCI2 (25mM) 1.5ul
BSA 0.25ul
dNTPs (2,5 mM) 4 ul
AmoA R (10uM) 1.5ul
AmoA* F (10uM) 1.5ul
Tag Invitrogen® (5U/ul) 0.5ul
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Se agreg6 1ul de ADN para cada reaccion (aumentando o disminuyendo esta cantidad

cuando fue necesario)

La reaccion de PCR amoA se realiz6 utilizando los siguientes ciclos de tiempo y

temperatura:

57 94°C+ 35 ciclos (907 60°C+ 90°" 72°C+ 60" 94°C)+ 60°" 94°C +90”" 60°C+ 10’

72°C

*Para la reaccion por PCR previa al T-RFLP se sustituyo el primer amoA F por el
primer de la misma secuencia pero marcado con fluor6foro FAM (fluoréforo 6-FAM

(5-[6]-carboxy-fluorescein, derivado de la fluoresceina), amoAF-6-FAM.

PCR del gen nirS

Para una reaccién de 50ul se mezclo:

H20 345
Buffer 10x 5
MgCI2 (25mM) 2.5
BSA 0.5
dNTPs (2.5mM) 4
primer nir F* (10uM) 1
primer nir R (10uM) 1
Taq Invitrogen® (5U/ul) | 0.5

Se agreg6 1ul de ADN para cada reaccion (aumentando o disminuyendo esta cantidad
cuando fue necesario). Los primers nir fueron nirS-1F y nirS-6R para el gen nirS, y
nirK-F y nirK-R para el gen nirK utilizando las mismas condiciones de reaccion para

ambos genes.

La reaccion de PCR del gen nir se realizé utilizando los siguientes ciclos de tiempo y

temperatura:
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Ciclo: PCR Program. Touch down

95°C 5"

1) 95°C 30"+ 56°C 40" + 72°C 40~

2) 95°C 30"+ 55.5°C 40" +72°C 40”

-

“ 10 Ciclos touch down
baja la T 0.5°C/ciclo

10) 95°C 30"+ 51°C 40"+ 72°C 40"
) .

95°C 30" + 54°C 40” + 72°C 40” } 25 ciclos

72°C 7'+ 4°C

*Para la reaccion por PCR previa al T-RFLP se sustituyo el primer nirS-F por el primer
de la misma secuencia pero marcado con fluor6foro FAM (fluoréforo 6-FAM (5-[6]-

carboxy-fluorescein, derivado de la fluoresceina), nirS-1F-6FAM.
PCR del inserto en los clones con primers del vector: T3/T7

Para una reaccién de 50ul se mezclaron:

H20 37,75 ul
Buffer 10x 5ul
MgCI2 (25mM) 3ul
BSA 0,5ul
dNTPs (2,5 mM) 2,5ul
T3 (50uM) 0,5ul
T7 (50uM) 0,5ul
Taq Fermentas® (5U/ul) 0,25ul

Se pico un clon (con tip esteril) asépticamente y se coloco en el eppendorf de reaccion
mezclando bien sin que queden burbujas (se realizo el mismo procedimiento para cada
clon). Se llevo a cabo el ciclo de tiempo y temperatura sugerido por el fabricante del kit

de clonado (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing. Invitrogen Catalog n°® K4580-01).
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ANEXO 6: Normalizacion de Datos del T-RFLP

Los resultados del andlisis por T-RFLP fueron normalizados utilizando una
modificacion de la técnica reportada por Dunbar (Dunbar y cols., 2000; Dunbar y cols.,
2001) de manera de poder comparar los datos obtenidos para diferentes muestras. De
este modo se minimizo el error debido a las diferencias de concentracion de ADN
extraido en cada muestra y el sesgo en la amplificacion por PCR vy la restriccion de las
distintas muestras. Ademas, con un criterio conservador se fijé un umbral de base
constante (limite inferior) por debajo del cual los picos no se tuvieron en cuenta. De esta

manera se minimizo el ruido de fondo.

Para ello se utilizaron los datos extraidos de cada cromatograma de las distintas
muestras. Primeramente se realizd la suma de las todas las alturas de los picos
(intensidad de fluorescencia) para cada perfil de datos (para cada muestra). Los valores
de altura total para cada perfil fueron normalizados a un mismo valor (el menor valor de

altura total) calculando el factor de correccion para cada perfil de datos.

Luego cada una de las alturas de pico fue dividida por el factor requerido para su perfil

de datos para calcular la altura normalizada de cada pico.

Se fijé una linea de base constante de 50 unidades de fluorescencia (UF) tal como ya se
ha reportado (Osborne y cols., 2006), de modo que los picos que luego de la

normalizacion resultaron con altura igual o menor a 50UF fueron descartados del perfil.

Como ejemplo a continuacion se presentan los resultados del T-RFLP amoA con Cfol
del reactor F antes y después de la normalizacion. Tal como lo indica el ejemplo, las

muestras que presentaron intensidad de fluorescencia significativamente menor que las
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demas (diferencias de uno o mas ordenes de magnitud) fueron eliminadas del analisis

(Fig. A).

Figura A: resultados del T-RFLP amoA con la enzima Cfol del reactor F. En amarillo se remarcé la
muestra que no fue tenida en cuenta para el célculo ya que la intensidad de fluorescencia total (suma de
alturas de pico) fue dos 6rdenes menor que las demas muestras. Debajo se presentan los resultados de los
calculos realizados para la normalizacion.

T-RF (pb)
Muestra 71 134 301 494 Suma total factor
64 6972 7019 627 254 14872 1
89 7023 7112 747 409 15291 1.03
103 7189 7040 1178 888 16295 1.10
126 6820 7070 744 2391 17025 1.14
146 4631 7119 7227 6222 25199 1.69
185 0 172 0 0

T-RF (pb) normalizado

Muestra 71 134 301 494 Suma total
64 6972 7019 627 254 14872
89 6818 6905 725 397 14846
103 6535 6400 1071 807 14814
126 5982 6202 653 2097 14934
146 2740 4212 4276 3682 14911
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ANEXO 7: Efecto de la Aliltiourea (ATU) en la actividad nitrificante

Se determind la concentracion inhibitoria de la aliltiourea (ATU) en la actividad
oxidante de amonio del lodo F (mediante respirometria) y se estudio la capacidad de

recuperacion de dicha actividad.

Para ello previamente se aire6 el lodo toda la noche. Luego se midié la actividad
oxidante de amonio potencial (sin agregado de ATU) el cual se estableci6 como el
punto de inhibicién “cero”. A partir de ese momento se comenz6 a agregar ATU
aumentando sucesivamente la concentracion y midiendo la actividad oxidante de
amonio (Tabla A). De este modo se determiné la concentracion efectiva para inhibir el
20% de la actividad nitrificante (CE,) y el 40% de la misma (CE4o). Se observé que la
actividad oxidante de amonio fue aumentando aun cuando se adicionaba ATU hasta
llegar a una concentracion del inhibidor de 0.514 uM. A partir de alli se comenzé a

observar una disminucion en la actividad potencial oxidante de amonio (Tabla A).

El fenémeno inicial podria deberse a un retardo en la activacién de enzimas
involucradas en la oxidaciéon de amonio por lo que pudo verse enmascarada la
inhibicion causada por la ATU. Debido a esto se repitié el ensayo para verificar las
concentraciones inhibitorias de ATU. Para ello primeramente se midi6 la actividad
oxidante de amonio hasta llegar a un valor constante de la misma y luego se chequearon

dos concentraciones de ATU (Tabla B).
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Tabla A: resultados del

ATU =0.514 uM)

efecto de concentraciones
sucesivas de ATU (concentracion final) en la actividad
oxidante de amonio. Se calculd el porcentaje de
inhibicidén para cada concentracion de ATU en base a la
actividad potencial maxima obtenida (con concentracion

Concentracion| Actividad Inhibicion
ATU 0X. Amonio
(uM) mgO2/mi*h (%)
0 0,0298 0
0,171 0,0344 0
0,171 0,0375 0
0,343 0,0397 0
0,514 0,0399 0
0,686 0,0365 8,5
0,857 0,0328 17,7
1,028 0,0249 37,5
1,200 0,0180 54,9
Tabla B: \verificacion de las

concentraciones inhibitorias de ATU
(concentracion final) en la actividad
oxidante de amonio.

Concentracion| Inhibicion
ATU
(UM) (%)
0.686 24,7
1.028 455

un 46 % de inhibicién (Fig. a).
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Se observo que con una concentracion de ATU de aproximadamente 0.7 uM se obtuvo
entre un 18 % y un 25 % de inhibicién de actividad oxidante de amonio. Mientras que

con una concentracion de ATU de aproximadamente 1 uM se obtuvo entre un 38 % y

Luego de finalizar los ensayos de inhibicion (hasta un 50 % de la actividad potencial) se
mantuvo aireando el lodo durante 24 hs. Luego de ello se midi6 la actividad potencial

oxidante de amonio agregando 60 ppm de N-NH4 (c.f) de modo de conocer si la




actividad nitrificante era capaz de recuperarse del inhibidor. Los resultados obtenidos
demostraron que luego de 24 hs la actividad oxidante de amonio se recuperé en un

100% (Fig. a).

Figura a: porcentaje de inhibicion de la actividad oxidante de
amonio en funcion de la concentracidn final de ATU. Se sefiala
que luego de 24 hs se recuperd en un 100 % la actividad
desapareciendo el efecto inhibitorio de la ATU.

24 hs

% inhibicion

OA A4 4 \ A ‘

0 0.5 ATU (uM) 1 15
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ANEXO 8: T-RFLP amoA con Alul

Mediante el analisis con la enzima Alul se demostré que la comunidad mantuvo los
mismos taxones durante todo el monitoreo. Sin embargo debido a que solo pudieron
analizarse tres muestras con esta enzima, los datos no fueron utilizados para comparar la
diversidad y la similitud entre muestras. Luego de normalizar los datos, se obtuvieron
perfiles similares, sin embargo se observé un numero de TRF-s mayor al esperado los
cuales no pudieron ser identificados (Fig. A).

A pesar de ello se calcul6 la similitud entre muestras tratadas con Alul y se observé que
los resultados fueron concordantes con lo observado anteriormente con las enzimas

Taql y Cfol (Tabla A).

amoA, enzima Alul 58 67

100% -
90% |
80% |
70% |
60% |
50% |
40% 1
30% |
20% |
10% -
0%

73 79

85 94

m 104 w107

m1l13 m117

132 256

Abundancia relativa (%)

m375 w407

103 146 F64

Tiempo (dias) W475  mA4%

Figura A: Andlisis por T-RFLP del gen amoA de tres muestras del
lodo F. Resultados de la restriccion con la enzima Alul. Se indica el
tamafio de los T-RF en pb.

Tabla A: Matriz de similitud entre muestras del lodo F partir del indice de
similitud cuantitativo Morisita y los resultados del T-RFLP amoA con
Alul. Las muestras resultaron tener > 93 % similitud entre si.

F103 F145 FG4
F103 095499 094472

F146 0.95499 1 0,93549
FE4 0,894472 0,93349 1
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Por otro lado se utilizé la enzima Rsal ya que se buscaba identificar de forma mas
precisa las especies de AOB presentes en el reactor. Sin embargo los resultados
obtenidos con Rsal no fueron confiables ya que los controles (T-RFLP de clones del
gen amoA) no resultaron como se esperaba (los cromatogramas de los clones
presentaron >10 T-RFs). Por lo tanto, no se analiz6 el resultado obtenido con dicha

enzima.
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Figura 21: arbol filogenético construido a partir de secuencias parciales de 119 aminodacidos del gen nirS basado en el analisis
neighbor-joining con el modelo matricial de Dayhoff. Barra = diferencia de 20 aminoacidos en 100. Se presentan valores de
bootstrap mayores a 50 en 100 réplicas.
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Figura 28: arbol filogenético construido a partir de secuencias parciales de 97 aminoacidos del gen amoA basado en el analisis neighbor-joining con el modelo matricial de Dayhoff. Los
ndmeros en negrita indican el tamafio de OTUs (operational taxonomic units= lengths of terminal restriction fragments) para el grupo sefialado con las enzimas Taql y Cfol segun el
andlisis in silico de T-RFLP. Barra = diferencia de 10 amino&cidos en 100. Se presentan valores de bootstrap mayores a 50 en 100 réplicas.
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