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Resumen

La biofiltracion ha demostrado ser una tecnologia exitosa para la eliminacién del H,S y del NH;
de las corrientes de gases contaminadas. El tema asume relevancia pues se establece como
tecnologia limpia y sostenible. Debido a su organizaciéon los biofiltros son considerados
ecosistemas artificiales complejos en donde las variables ambientales y la composiciéon de la
comunidad estan estrictamente relacionadas y de ellas depende el éxito del proceso. La
diversidad de bacterias y la dinamica de la comunidad son elementos importantes del
componente biolégico aunque su conocimiento es aun muy limitado. Para comprenderlo mejor
se necesitan perfiles poblacionales elaborados mediante herramientas de biologia molecular
tales como la pirosecuenciacion e hibridacion con fluorescencia in situ (FISH). Este fue el eje
tematico de la presente tesis: Estudiar la composicién y la dinamica de comunidades de
Eubacteria de biofiltros percoladores mediante pirosecuenciacién 454-Roche (tag-454).
También se procedié a optimizacion de protocolos FISH. Para ambas herramientas se evalu6
la cobertura de la diversidad y su efectividad para el estudio y seguimiento del componente
biolégico.Se estudiaron dos sistemas de desulfuraciéon de biogas, uno aerobio y otro anéxico, y
un tercer sistema de tratamiento de corrientes ricas en NHi;. Los resultados obtenidos
demostraron que la comunidad fue capaz de sostenerse bajo las condiciones de operacion
probadas. En el biofiltro de desulfuracion aerobia ocurrié un cambio drastico en la composicion
de la microbiota en funciéon de la acidificacion del medio (pH; 7-2.5), y que la pérdida de
diversidad fue compensada por la eficacia de las poblaciones acidéfilas. En el biofiltro andxico
los cambios poblacionales no afectaron, en general, en el rendimiento de la desulfuracion del
biogas, y la actividad de Sedimenticola fue determinante para el éxito del sistema. En el biofiltro
percolador de NHj3; se comprobd los efectos combinados de tiempos de residencia con
diferentes concentraciones de entrada del gas. Las alteraciones en dichos parametros
produjeron cambios significativos en la comunidad nitrificante. Las condiciones favorecieron el
crecimiento de Comamonas, Nitrosomonas (AOB) y Nitrobacter (NOB). Fue interesante
encontrar una presencia marcada de bacterias desnitrificantes, cosa que no perjudicé al
rendimiento de la nitrificacion. En los estudios con tag-454 se encontré dificultad a la hora de
asignar identidad a secuencias, lo que se justificé por la longitud insuficiente de los fragmentos
y por la falta de cobertura de las bases de datos. De todos modos los resultados indicaron que
la diversidad fue representada adecuadamente, permitiendo una cobertura muy buena de las
distintas comunidades hecho que corrobora la efectividad de la aproximacion. El trabajo de
optimizacién de la FISH se enmarca en el conocimiento previo de la diversidad microbioldgica a
la hora de elegir sondas y se comprobd la influencia de la autofluorescencia del SO sobre el
recuento de células. Los resultados mostraron que la eleccion de los fluorocromos fue
fundamental para eliminar la autofluorescencia de las particulas de SO que originaban datos

sobre-estimados de abundancia relativa..






Abstract

Biofiltration has proved to be a successful technology for the removal of H,S and NH; from
contaminated gases. The subject becomes significant because it is established as a clean and
sustainable technology. Due to their complex organization, biofilters are considered artificial
ecosystems, where environmental variables and community composition are strictly related.
Consequently, process performance highly depends on both factors. The bacterial diversity and
dynamics of the community are very important elements of the biological component, but their
knowledge is still very limited. To better understand biofiltration mechanisms, development of
microbial population profiles with comprehensive coverage is necessary. To this aim, molecular
biology tools such as Pyrosequencing of genomic DNA and Fluorescence in situ hybridization
((FISH) are the most suitable tools. The goal of the thesis was to study the composition and
dynamics of Eubacteria communities in biotrickling biofilters (BTF) using the 454-Roche (tag-
454) and FISH. Three BTFs were used: one aerobic y other, anoxic, for desulfurization of H,S,
and a third system for the treatment of gas flows contaminated with NH3. Results showed the
ability of the community to sustain itself under the operational conditions proved in all cases. In
the aerobic BTF a drastic change in the composition of the microbiota occurred in response to
environmental acidification (pH 7-2.5). Biodiversity losses were compensated by the high
efficiency of acidophilic populations (Acidithiobacillus and Acidiphilium). In the anoxic BTF,
changes did not affect either the populations or the global performance of biogas
desulfurization. The activity of Sedimenticola was crucial to the success of the anoxic
desulfurization. In the NH; BTF, the combined effects of the gas residence time and different
concentrations of gas inlet were assessed as well as their impact over microbial diversity.
Significant changes in the nitrifying community were detected. The resulting conditions favored
the growth of the Comamonas, Nitrosomonas (AOB) and Nitrobacter (NOB). Interestingly, a
strong presence of denitrifying bacteria was found in the aerobic BTF, which did not affect the
nitrification performance.Pyrosequencing through tag-454 revealed a large difficulty to find the
identity to some sequences, which was justified by insufficient length of the fragments and
limited coverage of databases. Also, results indicated that diversity was adequately represented
and that, ultimately, a very good coverage of different communities was obtained. The relative
abundance data allowed explaining the dynamics of these communities, a fact that confirms the
effectiveness of the approach. The FISH protocol was optimized based on the knowledge of
microbial diversity previously obtained to properly choose FISH probes. In addition, it was
possible to verify the origin of the autofluorescence emitted by the samples, which was caused
by elemental sulfur (biosulfur). Results showed that the choice of fluorochromes was
fundamental to eliminate the interference due to elemental sulfur particles, which were

responsible for originating overestimated data of the relative abundances.
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1. Motivaciones de la investigacién y estructura

de la tesis

1.1. Motivaciones

Los sistemas de tratamiento bioldgico de corrientes de gases contaminadas son
ecosistemas artificiales. De hecho, son disefiados para favorecer tanto los procesos de
naturaleza fisico-quimica como bioldgica. El objetivo es degradar los contaminantes
del aire por medio de la actividad microbiolégica. En biofiltracion, el componente de
proceso ha sido el tema principal de los estudios de optimizacion de los sistemas y
gracias a ello, se ha avanzado mucho en el conocimiento de este componente. Sin
embargo, los estudios del componente biolégico siguen limitados por los métodos de
identificacion de especies y su recuento. En consecuencia, las bases de la ecologia de
biofiltros no se han establecido hasta la fecha. Si por un lado la aplicacion de métodos
clasicos de biologia molecular ha limitado el acceso a la diversidad, por otro las
aproximaciones bio-omicas pueden contribuir a la ampliacion del conocimiento de la
comunidad. Como en otras areas de la biotecnologia el avance en el conocimiento de
la comunidad depende del empleo de aproximaciones moleculares de alto
rendimiento, como la secuenciacion masiva de ADN ambiental conjuntamente con el
analisis filogenético (Konopka 2009; Vallero 2010; Cabrol&Malhautier 2011; Lu,
Chandran,&Stensel 2014). Ademas, el estudio del componente bioldgico mediante
ecologia molecular, aunque no exento de sesgos potenciales, puede proporcionar una
imagen mas representativa de la comunidad y de las relaciones ecolégicas. En
realidad, hasta la fecha sdélo unos pocos estudios aplicaron plataformas de alto
rendimiento como el tag-454 de Roche en el estudio de comunidades en el area de
biofiltracidon de gases (Li et al. 2011; Montebello et al. 2013).

En este escenario, el grupo de investigacion GENOCOV de la UAB en su linea de
tratamiento y valorizacion biolégica de compuestos gaseosos destaca por la aplicacion
de aproximaciones de metagendmica y metatranscriptomica en biofiltros (Bezerra et al.
2013). La aplicacion de las plataformas de alto rendimiento puede ayudar a aumentar
el conocimiento sobre la dinamica de estos sistemas, a medida en que encuentren
respuestas sobre los cambios de diversidad microbiana, y sobre resistencia y
resiliencia de las poblaciones. Este proyecto de investigacion surgié de un deseo de
profundizar en el conocimiento de las comunidades microbianas que operan en
biofiltros percoladores. El trabajo es innovador en el campo de la biofiltracion y

pretende ser una gran herramienta de seguimiento del componente biolégico del
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proceso. Con respecto a técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus
siglas en inglés: fluorescent in situ hybridization) el trabajo surgié de la necesidad de
optimizar protocolos destinados a muestras enriquecidas con azufre elemental (S°) ya
que la obtencién de resultados coherentes es dependiente de la eliminacion de la
autofluorescencia y de la eleccién de un pool de sondas adecuadas al andlisis de la

biopelicula.

El trabajo que se presenta en esta memoria se ha realizado a partir de biomasa
obtenida de tres biofiltros percoladores (BTF) experimentales operados durante un
largo periodo de tiempo. Dos de los sistemas eran plantas a escala de laboratorio,
ubicadas en la Universidad Autonoma de Barcelona, mientras que una tercera
instalacion fue un montaje a escala semi-piloto, ubicado en la EDAR de San Fernando,
Cadiz. El estudio de la comunidad microbiana con tag-454 de Roche en BTF para la
desulfuracion de biogas bajo condiciones aerobias (BTF-H,S AER) y anoxicas (BTF-
H,S ANOX) ha sido subvencionada por el proyecto “Monitorizacion, modelizacion vy
control para la optimizacion de biofiltros percoladores de desulfuracién andxicos. y
aerobios- MICROBIOFIN”, con referencia CTM2012-37927, financiado por el Ministerio
de Economia (MINECO). La parte de la tesis de optimizacién de la técnica FISH fue
financiada por el proyecto “BIODESULFURA-Desulfuracion de gases ricos
energéticamente mediante biofiltros percoladores: desarrollo y optimizacién del
proceso en condiciones andxicas y aerobias”, con referencia CTM2009-14338-C03,

financiado por el Ministerio de Economia (MINECO)

1.2. Estructura de la tesis

La presente tesis tuvo como eje tematico la aplicacion de técnicas de secuenciacion
masiva para el estudio de diversidad en distintos biofiltros percoladores. Sin embargo
también se realizé un extenso estudio de FISH que sirvio de bases para la
optimizacion de protocolos. Asi, para facilitar en el entendimiento de los dos temas la
tesis fue organizada en dos partes, siendo la primera dedicada a técnica de
pirosecuenciacion tag-454 y la segunda al FISH. El contenido se organiz6 en 14

capitulos.
-Capitulo 1: Motivaciones de la investigacion y estructura de la tesis;

-Capitulo 2: Introduccion general a la biotecnologia de la biofiltracion y las bases de

estudios de ecologia microbiana; proceso de pirosecuenciacion;



-Capitulo 3: Objetivos;

-Capitulo 4: Materiales y métodos: descripcién de las plantas y de los parametros de

operacion empleados en los tres BTFs; toma de muestras y protocolo tag-454

Parte I: Estudios de diversidad mediante tag-454

-Capitulo 5: Resultados del estudio del efecto de la acidificacion del BTF-H2S AER

sobre la comunidad de Eubacteria.
-Capitulo 6: Resultados del estudio de diversidad realizado en el BTF-H2S ANOX

-Capitulo 7: Resultados del estudio de diversidad realizado en el BTF-NH3

-Parte Il: Proceso de optimizacion de los protocolos FISH
-Capitulo 8: Introduccién al FISH

-Capitulo 9: Materiales y métodos de FISH

-Capitulo 10: Resultados del estudio optimizacion de las sondas
-Capitulo 11: Resultados del estudio de autofluorescencia del S°

-Capitulo 12: Conclusiones generales y perspectivas de trabajo futuro






CAPITULO 2

Introduccion general
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2. Introducciéon general

2.1. Biotecnologia de la Biofiltracién

La contaminacién ambiental es uno de los problemas mas graves con que se encontré
la sociedad moderna desde la llegada de la era industrial. La mejoria de los sistemas
de produccién industrial, de la salud y del transporte genera por un lado una mejor
calidad de vida, pero por otro, llevan a la explotacién descontrolada de los recursos
naturales y a la degradacion ambiental. En este escenario se identifica la
contaminacion del aire. En las ultimas décadas, el concepto de contaminacion
atmosférica ha sido ampliado; asi, un contaminante puede ser un compuesto que
implique molestias o riesgo para la salud de las personas o de los demas seres vivos,
asi como que pueda degradar distintos materiales, reducir la visibilidad o producir
olores desagradables. Se ha realizado un gran esfuerzo para normalizar y controlar los
niveles de las emisiones de los contaminantes en el aire des de los afos 1970. Se
discuti6 mucho en la convencién de la Tierra en 1992 y a continuacién durante la
elaboracion del protocolo de Kioto en 1997. Asi que la Comunidad Europea mantiene
el compromiso de disminuir las emisiones. Los detalles se pueden consultar en la ficha
técnica 4.9.2 del parlamento europeo que trata del tema

(http://www.europarl.europa.eu/factsheets/4 9 2 es.htm). Desde entonces, se han

desarrollado procesos fisicos, quimicos y biolégicos para tratar de los mas diversos

contaminantes siendo comun la utilizacion de dos o mas técnicas simultaneamente.

A dia de hoy, el empleo de métodos fisicos-quimicos en fase gas (ej. con ozono), fase
liquida (ej. torres de absorcion) o fase sélida (ej. adsorcion con carbén activo, zeolita,
alumina) y de combustién es frecuente. Sin embargo, todas estas tecnologias son
indicadas para corrientes especificas, debido a que son caras, desde su instalacion
hasta el mantenimiento en reactivos. Ademas de costes de regeneracién de material,
también presentan riesgo por utilizar compuestos con alta toxicidad, generacion de
efluentes liquidos con contenidos en metales, o por trabajo a alta presion y/o
temperatura. Desde el punto de vista econdmico, las tecnologias bioldgicas requieren
menor coste y, al contrario de las anteriores, permite utilizar condiciones suaves de
presion, temperatura y pH; y el uso de reactivos se limita a nutrientes para medio de
cultivo. Sin embargo, a pesar de las ventajas, el sector industrial aun prefiere invertir
en los procesos de tratamiento fisico-quimicos. En general, eso se da en funcion de
las caracteristicas de las corrientes de gases que se necesita tratar, que hace la

eleccion de la tecnologia (Delhoménie & Heitz, 2005; Cabrol & Malhautier, 2011).
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2.1.1. Sistemas de biofiltracion

Las tecnologias para la eliminacion biolégica de contaminantes del aire son descritas
ya desde la década de 1950. A dia de hoy, se consolidd como una alternativa mas
sostenible, ademas de econdmicamente viable, y mas sencilla que las técnicas fisico-
quimicas. Varios estudios han demostrado que en comparacion con otros métodos, los
sistemas de depuracién biologica de aire (biofiltros) son bastante atractivos, ya que
son mas amigables con el medio ambiente, y los costes tanto de de inversion y
mantenimiento pueden ser mas bajos (Devinny et al. 1999; Gabriel & Deshusses,
2003).

La biofiltracion se basa en la habilidad natural de los microorganismos de utilizar los
mas diversos compuestos en su metabolismo, principalmente como fuente de energia.
Los biofiltros son bioreactores construidos para favorecer dos procesos, uno de
naturaleza quimica (de transferencia), y otro de naturaleza biolégica (biodegradacion).
En resumen, el proceso se desarrolla en tres etapas: 1- ) transferencia del
contaminante de fase gas a fase liquida, 2- ) absorcion del compuesto por la biomasa,
y 3- ) la metabolizacion del compuesto diana (Cox & Deshusses 1998). Diversos tipos
de bidfiltros fueron disefados a lo largo de los afos, siendo los mas comunes los
biofiltros convencionales, los biolavadores y los de percolacién (fig. 2.1), pero en los
ultimos anos nuevas configuraciones fueron siendo introducidas o combinadas. Los
nuevos tipos de biofiltros incluyen bioreactores sin soporte, es decir, con biomasa
suspendida, con un tanque agitado; de membranas; fotoreactores; y de rotacion
(RBC). Estas nuevas configuraciones han ayudado a eliminar compuestos
xenobidticos en mezclas complejas, y tienen como objetivo mejorar el contacto entre
microbiota y contaminantes (Rene et al. 2013; Padhi & Gokhale 2014). En la mayoria
de modelos, la fase gas se hace pasar por la fase liquida, en donde se absorbe el

contaminante.

En la fig. 2.1 se aprecian esquemas de los principales tipos de biofiltros. El primer
sistema (A) es un biofiltro convencional que demanda primero humidificacion del gas,
antes de hacerlo pasar por el lecho, que en general se empaca con material organico.
Se ilustra también un biolavador (fig. 2.1B).donde el gas pasa por un sistema de
lavado que absorbe el contaminante. El purgado de este compartimento se pasa al
bioreactor para ser metabolizado. El tercero es un biofiltro percolador (fig. 2.1C). Se
ilustran el sistema de control, la recirculacion de liquido y el lecho empacado con
material inerte. EI hecho de ser un sistema cerrado permite recuperar la corriente

tratada para uso posterior
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Figura 2.1. Esquemas de los principales sistemas de biofiltracion: biofiltros convencional,

biolavador y biofiltro percolador

Tras mas de 6 décadas de desarrollo, los biofiltros convencionales siguen siendo
utilizados en la industria gracias a su facil manejo y bajo coste de manutencién. Su
eficacia para el tratamiento de mezclas complejas de gases, a bajas concentraciones,
se ha comprobado a lo largo del tiempo (Jiang & Tay 2010; Ralebitso-Senior et al.

2012; Rene et al. 2013). Sin embrago, los biofiltros son inadecuados para corrientes
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que contienen concentraciones elevadas de contaminantes como las paraqué han de
ser tratadas para el enriquecimiento de gas natural y la utilizacién de biogas. En estos
casos, se utilizan los biofiltros de tipo percolador (BTF, por sus siglas en inglés:
biotrickling filter) o de tipo biolavador (proceso Thiopaq, patentado por Shell-Paques),
que permiten eliminar de la corriente solamente compuestos indeseables, con alto
rendimiento y control del proceso. En un biofiltro de gases de tipo percolador, el lecho
empacado de la columna proporciona superficie para el crecimiento microbiano. Se
hace percolar una solucién de nutrientes por la columna, para llevar nutrientes hasta
las células. A dia de hoy se han probado variaciones en las tres configuraciones
basicas, que han permitido optimizar su funcionamiento. Las principales
caracteristicas, las ventajas y desventajas de cada uno de los sistemas se resumen en
la tabla 2.1.

Para que se elimine un contaminante de una corriente de gas, es necesario que el
mismo sea biodegradable, que sea minimamente soluble en el agua y no toxico para
los microorganismos. Las condiciones de operacion deben ser ajustadas para obtener
el maximo rendimiento. Muchos bioreactores funcionan bien a temperatura ambiente
(6ptima por lo general entre 20 y 35 °C para los microorganismos mesofilos) y pH
alrededor de 7. La transferencia del contaminante de la fase gas hasta el liquido
(absorcion) puede ser un proceso limitante para la eficiencia del sistema, asi que, a lo
largo de los afos se han desarrollado distintos sistemas con el objetivo de mejorar
esta transferencia. El contenido de humedad en el lecho filtrante y la disponibilidad de
nutrientes esenciales son factores criticos de la operacion. Otro punto importante es la
capacidad de crecimiento de la microbiota, que depende de la absorcion de los
nutrientes desde del medio de cultivo, del soporte de crecimiento, de la toxicidad del

compuesto y de su concentracion (Cox & Deshusses 1998).

Los biofiltros estan basicamente empacados con material poroso de origen natural o
sintético, como restos de madera, anillos de espuma de poliuretano o plastico, y su
funcion es la de apoyar el crecimiento de una biopelicula especializada. El gas
contaminado es forzado a pasar a través del lecho poroso, y la biopelicula lo utiliza

como fuente de carbono o energia.
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Tabla 2.2.1. Caracteristicas de los biofiltros

COMPONENTE BIOFILTRO CONVENCIONAL BIOLAVADOR BTF
- inmovilizada/ biopelicula i _ - inmovilizada/ biopelicula

des del material de soporte) - inoculada (cultivo puro o consorcio)

- soporte inerte
- dos unidades de operacion: lecho
empacado para absorcién del

-Soporte de naturaleza organica, o

MATERIALES DE mezclas (uso de material

SOPORTES/ LECHO estructurante) ;
. . contaminante y tanque para la
- degradacién del contaminante I S
degradacion en fase liquida
- recirculacioén posible. - circula entre columna y tanque.
FASE LIQUIDA - humidificacién discontinua. - agitada en el tanque
- agua o solucion de nutrientes - solucion de nutriente
-muy eficiente para bajas cargas - eficiente para cargas elevadas y
VENTAJAS -menor inversion, contaminantes con alta solubilidad-

-operacién simple/ aerobia - operacion anoxica o aerobia

-bajo control del proceso - alto coste de inversion
-descomposicioén rapida del soporte y -coste de mantenimiento con solucién
colmatacion del lecho de nutrientes y energia

- OD limitado - poco eficaz para compuestos menos
-tiempos de residencia elevados. solubles

- humedad, pH, T, OD
- disponibilidad de nutrientes
- colmatacion lecho/ desgaste del
soporte

INCONVENIENTES

- saturacion del medio con sustrato y
subproductos del metabolismo
-pHyY T

FACTORES
LIMITANTES

-soporte inerte
-organico o inorganico
- degradacioén del contaminante

- con o sin recirculaciéon
- humidificacién en continuo o
discontinuo
- solucién de nutrientes

-alta eficiencia para altas cargas con
tiempos de residencia menores
- alto nivel de control de operacion
- operacion andxica o aerobia

- exige sistema de control y
- coste de mantenimiento con
solucion de nutrientes, control de pH
y energia

- desgaste del soporte
- colmatacién del lecho,
-0OD
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2.2. Contaminantes

El sulfuro de hidrégeno (H.S) y el amoniaco (NH3), que son los compuestos tratados
en los BTF utilizados en esta tesis, estan entre los contaminantes del aire mas

importantes, y se emiten desde fuentes naturales y antropogénicas.

El H,S se emite de forma natural por la activad volcanica, y desde sedimentos y fondo
oceanico por la actividad anaerobia. En la actividad humana se emiten desde la
combustién de combustibles fosiles, la produccion de biogas, y plantas de tratamiento
de aguas residuales y de residuos urbanos y son motivo de frecuente quejas del
vecindario (Hong & Park 2005; Pagans et al. 2005). El H,S es téxico y corrosivo, es
peligroso para la salud y para el medio ambiente. En la atmésfera forma acido y éxidos
de azufre que pueden originar precipitaciones acidas. Debido a esta forma de
dispersioén, estos contaminantes son muy agresivos con el medio ambiente y, por lo
tanto, su eliminacion es casi obligatoria. En cuanto a su produccion durante la
produccién de biogas, su presencia en el biogas bruto puede ultrapasar las 20,000
ppm,, siendo tipicamente de entre 1,000 y 5,000 ppmv (Rene et al. 2013) .Se han
desarrollado varios procesos para desulfurizacion, fisicos, quimicos y biolégicos para
su tratamiento en las dos Ultimas décadas (revisados en Syed et al. 2006; Cabrol &
Malhautier 2011; Nanda et al. 2012; Rene et al. 2013).

El amoniaco gas (NH3) se produce a partir de la degradacion de materia organica,

principalmente a partir del ion amonio (NH,) que, por su parte, se genera de la
degradacion de proteinas, urea o acido urico. Las emisiones de origen antropogénicas
son muy comunes, siendo la ganaderia y el compostaje las actividades que mas
contribuyen (Taghipour et al. 2005). En operaciones industriales, son emitidas en la
fabricacion de fertilizantes; de papel y celulosa; petroquimica; industria de alimentos, y
tejidos. La carga de contaminante generadas del compostaje suelen ser del orden de
18 a 150 gNH; mg™ de residuo solido (Clemens & Cuhls 2003) y superiores a 700
mgNH; m™® para gases provenientes del lodo de compostaje (Haug, 1993). El
nitrdgeno amoniacal es el compuesto de nitrégeno mas responsable de los efectos
téxicos en los peces y otros animales acuaticos debido a la eutrofizacion de las aguas.
El amoniaco disuelto en agua existe como un equilibrio entre amoniaco molecular
(NH3) y amonio ionizado (NH,"), y su toxicidad es atribuible mayoritariamente a la
forma no ionizada (NH3;). Las condiciones mas importantes que controlan el equilibrio
entre las dos formas, y por tanto el porcentaje de amonio libre, son el pH y la

temperatura, aunque también puede ser significativo el efecto de la fuerza idnica.
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El nitrato asi como el nitrito constituyen un problema de salud publica, relacionado
principalmente con la cianosis infantil y la carcinogénesis. La toxicidad del nitrato
aparece después de su transformacion en nitrito, un proceso que puede producirse en
la saliva o en el estdbmago. El nitrito formado es capaz de oxidar el hierro de la
hemoglobina de Fe** a Fe**, lo que afecta a su capacidad de transporte de oxigeno. La
mayor parte de casos asociados al consumo de agua con nitrato ha aparecido para
concentraciones mayores de 10 mg/l de N-NOj;. La carcinogénesis, cancer de
estdmago en particular, ha sido asociada a la ingestion de compuestos con nitrégeno
en forma de nitrito. Estos compuestos son formados al reaccionar el nitrito
(proveniente del nitrato) con aminas y amidas para formar nitrosaminas y nitrosamidas.
Las evidencias epidemioldgicas sugieren que un consumo alto de nitrato puede ser un

factor que contribuya al cancer de estémago.

2.3. Mecanismos de eliminacion biolégica de H,S y NH;

Debido a la naturaleza de las reacciones quimicas utilizadas en la depuracién, es
probable, que estos procesos se hayan desarrollado muy pronto en la historia de la
vida en la tierra; quizas en el medio acuatico, y que hayan evolucionado desde
entonces (Atlas & Bartha 2002). La temprana implicacion de los procariotas en la
transformacién de la materia (compuestos organicos e inorganicos) mediante la
biocatalisis, fue fundamental para su movilidad entre los distintos reservatorios
geoldgicos (tierra, agua y atmésfera). El desafio de obtener alimento a partir de la
materia bruta les ha proporcionado las condiciones para la aparicion de los sistemas
multi-enzimaticos. Pero la evolucion de dichos procesos solo fue posible gracias a la
las moléculas de memoria metabdlica (ARN y ADN). Desde un punto de vista
evolutivo, los principales factores que favorecieron la dispersién de la vida y su
organizacion en distintos ambientes fueron la versatilidad, es decir la capacidad de
utilizar distintos compuestos como fuente de energia y materia; y la plasticidad
genética, o sea la “interactividad” del cédigo genético, imprescindible a la perpetuacion

de los sistemas enzimaticos, que son empleados en las distintas rutas, y su evolucion.

La capacidad metabdlica de los microorganismos los ha convertido en agentes del
ciclo de la materia (Konopka 2009). A dia de hoy se asume que durante la evolucion,
los mecanismos de dispersion de la informacién genética favorecieron la construccion
de las rutas metabdlicas. La investigacion de las relaciones filogenéticas es decir de

parentesco entre especies son a base de la clasificacion de los microorganismos.
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Los microorganismos son clasificados en dos grandes grupos en base al metabolismo
de carbono: desde la autotrofia (que utilizan fuentes inorganicas de C) hasta la
heterotrofia total (que emplean solo fuentes organicas de C). Los primeros pueden ser
subdivididos en grupos mas o menos especializados. Los quimiolitoautotrofos
obligados son bacterias que fijan el CO, por el ciclo de Calvin-Benson. Luego, estan
los facultativos que crecen en presencia de CO, teniendo otro compuesto inorganico
como fuente de energia (ej. compuestos de azufre reducidos). También hay los que
crecen en una fuente organica de C mientras utiliza los compuestos inorganicos como
fuente de electrones. La nitrificacion, la desnitrificacion y la oxidacion de azufre (HS,
S% son ejemplos de procesos que ocurren mediante quimiolitotrofia. Algunos
microorganismos quimiolitoautétrofos son capaces de desarrollarse en fuentes

organicas o inorganicas de carbono (mixotrofia).

En un ciclo biogeoquimico los procesos permiten transferir materia y energia entre la
litosfera y los seres vivos, y también al reverso. Posee etapas bidticas y abibticas en
las cuales el elemento se transforma de una especie quimica a otra, mientras se
desplaza en el ecosistema. Una parcela importante de las reacciones es de tipo
oxidacién-reduccion. Los microorganismos son agentes importantes en los ciclos
porque son responsables por el proceso de regeneracion de distintas formas del
elemento y luego, de su disponibilidad para posterior incorporacién por la biomasa. Por
ejemplo, el azufre del H,S puede ser oxidado o reducido por distintos microorganismos

autotrofos (foto o quimiolitoétrofos) (Madigan et al. 2004).

Desde un punto de vista de proceso los sistemas de biofiltraciéon se constituyen de
circuitos semi-cerrados que dificulta cerrar los balances de materia y como
consecuencia seguir las transformaciones bioldgicas es complicado. Esto ha
dificultado la comprension de muchos fendmenos bidticos y abidticos. La complejidad
en seguir el ciclo del nitrégeno y las especies nitrogenadas es un problema reportado
también en el area de tratamiento de aguas residuales. En algunos estudios con
bioreactores experimentales de eliminacion de N-NH; los balances de materia no se
cumplieron o, no se pudieron comprobar el origen de las discrepancias entre medidas
tomadas de las distintas especies del nitrogeno. Armeen, y colaboradores reportaron
la importancia de seguir las concentraciones del nitrito y del nitrato, producidos, y su

utilidad para evaluar el rendimiento de los biofiltros (Armeen et al. 2008)

18



2.4. Ecologia de la biofiltracion

Debido a sus caracteristicas, un biofiltro percolador multiespecie puede ser
considerado un modelo de ecosistema microbiano artificial y las caracteristicas que lo
determinan son tres: 1- ) la organizacién de la comunidad, que establecen relaciones
ecologicas complejas de competencia, sinergismo, colaboracion, depredacion; 2- ) la
formacion de un ambiente propio: biopelicula en el lecho empacado en donde la
comunidad interacciona con los parametros ambientales y, 3- ) la monitorizacion de los

parametros ambientales: control del proceso (Cabrol & Malhautier 2011).

El mecanismo basico de la biofiltracion y algunos de los aspectos relevantes de la
ecologia del sistema se pueden apreciar en la figura 2.2. En el recuadro mayor se
ilustra el recorrido de la fase gas, es decir el flujo del aire (contaminado— limpio); y de
la fase liquida (agua + nutrientes + OD) que los distribuye por percolacién (incluso el
contaminante disuelto). También se representa la biopelicula, con las distintas capas
(adherida al soporte y en dispersién), y la diversidad de la comunidad. En el recuadro
de arriba, a la derecha, se resumen los 3 procesos mediante los cuales se puede
eliminar los gases H,S y NH; (aerobio 0 anéxico), y en el dibujo de abajo, también a la
derecha, se ejemplifica algunos de los nichos ecoldgicos, el flujo de materia (flechas),

y algunas de las relaciones ecoldgicas que se establecen en el bioreactor.

Capas T FasB quuida Aire contaminado Gas Proceso Microorganismo

3 > Oxidacion/aerobio SoB
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Figura 2.2. Mecanismo basico de la biofiltraciéon: Ecologia del sistema (adaptada de Cox &
Deshusses 2001)
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Teniendo en cuenta las bases conceptuales de la ecologia, los componentes de
proceso son los parametros abidticos y se refieren al flujo de materia y energia a
través del ecosistema. La materia se compone basicamente de carbono, oxigeno,
nitrogeno y fésforo, ademas del agua, y micro elementos. Al igual que sucede en
ecosistemas naturales, en un ecosistema artificial ambos flujos se dirigen de los
productores que fijan el carbono (comunidad autotréfica), hacia los consumidores
(heterdtrofos), y microorganismos que se encargan de descomponer la materia
compleja, permitiendo el reciclaje de nutrientes. En ecosistemas microbianos, ambos
flujos dependen estrictamente del metabolismo de los microorganismos que son los
verdaderos agentes de las transformaciones (McNevin & Barford 2000; Cabrol &
Malhautier 2011). En sistemas de tratamiento de residuos, se aprovecha del potencial
metabdlico de los microorganismos para llevar a cabo la actividad de interés, es decir

la degradacion de contaminantes (Deshusses 1997).

2.4.1. Componente de proceso

Los biofiltros percoladores son ecosistemas saturados de humedad que necesitan de
una fuente de nutrientes. Para ello, se utilizan medios de cultivo que pueden ser de
tipo selectivo o de enriquecimiento, pero ambos cumplen el doble objetivo de sostener
la comunidad y seleccionar poblaciones adecuadas. Con respecto a la direccion del
flujo de gas, se puede alimentar en flujo ascendente o descendiente. En el sistema
que opera en flujo co-corriente o paralelo, las fases liquidas y gas van en la misma
direccion (descendente), mientras en contracorriente opera con flujos en direcciones

opuestas de liquido (descendiente) y gas (ascendiente).

De entre los elementos de proceso algunos son muy importantes ya que promocionan
la actividad microbiolégica. El papel de factores como temperatura, pH, disponibilidad
de nutrientes, y de aceptores finales de electrones se han investigado a fondo. La
mayoria de los biofiltros opera a condiciones mesdfilas de temperatura tanto por la
mejor performance en transferencia del gas tanto por el perfil fisiologico de de las
poblaciones de interés. En respecto al pH se puede decir lo mismo, sin embargo el
empleo de especies extremdfilas tipo termdfilas o aciddéfilas ha sido investigado por su

potencial para uso en el sector industrial.

Conceptualmente, un biofiltro es similar a otros sistemas de cultivo complejos, como
los microcosmos. La diferencia esta en que se puede operar a cualquier escala. De

hecho, un bicfiltro a escala laboratorio es un sistema particularmente robusto, y sus
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caracteristicas lo hace atractivo al area de la ecologia de la biodegradacion. Ademas,
el facil acceso a los microambientes que se forman en el soporte lo indican como
herramienta de estudio a escala microscopica. En esta tesis, se opté por tratar
solamente de caracterizar a la ecologia de los biofiltros de tipo percolador (BTF) con
cultivos mixtos pues son los que se reproducen posteriormente en reactores

industriales.

Desde su implementacién hace mas de 50 anos, se ha emprendido un enorme
esfuerzo para entender el componente de proceso, lo que favorecié el establecimiento
de la técnica. A lo largo del tiempo se investigaron diferentes estrategias de
desulfuracién y enriquecimiento de biogas en sistemas andxicos (Kleerebezem &
Mendez 2002; Soreanu, Béland, et al. 2008; Soreanu, Falletta et al. 2008; Soreanu et
al. 2009; Fernandez et al. 2014; Silva et al. 2014 ) y aerobios a escala laboratorio
(Ramirez-Saenz et al. 2009; Charnnok et al. 2012; Montebello et al. 2013; Montebello
et al. 2014; Lépez et al. 2015) y piloto-industrial (Rodriguez et al. 2013). Se probaron y
caracterizaron distintos modelos de reactores y de materiales de soporte (Cohen 2001;
Malhautier et al. 2003; Khammar et al 2005; Andres et al. 2009; Hort et al. 2009;
Ramirez et al. 2009; Cabrol et al. 2010; Anet et al. 2013; Montebello et al. 2013). Se
estudiaron el efecto de perturbaciones normales en la operacion real, sobre la eficacia
de eliminacion (McNevin & Barford 2000; Burgess et al. 2001; Cohen 2001;
Delhoménie & Heitz 2005; Syed et al. 2006; Cabrol & Malhautier 2011; Nanda et al.
2012; Padhi & Gokhale 2014). La eficacia de eliminacién fue relacionada con la
velocidad de renovacién de liquido, tiempo de residencia del gas y del liquido
(Fernandez et al. 2014; Montebello et al. 2014; Lopez et al. 2015) y concentracion de
OD (Munz et al. 2008; Roosta et al. 2011; Bassin et al. 2012; Estrada et al. 2012;
Rodriguez et al. 2013). Se ha comprobado el efecto negativo del shock de cargas
(Chung et al. 2005; Deng et al. 2009; Cabrol et al. 2012; Yang et al. 2014).

Los parametros de operacion relevantes en el ambito de la tesis fueron el pH, la tasa
de renovacién de liquido, direccion del flujo de gas y concentracion de entrada del
contaminante. Se monitorizaron la carga aplicada del contaminante y la capacidad de

eliminacion (EC).para inferir al respecto del rendimiento del proceso de eliminacion.

2.4.2. Componente biolégico

Dentro del biofiltro habita una variedad de organismos que comprenden desde virus,

bacterias, hongos, hasta protistas e invertebrados (Cox & Deshusses 1998). Lo comun
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es que la microbiota se organice en biopeliculas que crecen sobre el material de
relleno. La biomasa es un factor critico en la biofiltracion de gas. La distribucion
desigual y el exceso de acumulaciéon dentro biofiltros de gas a menudo resultan en
problemas operativos tales como obstruccion, pérdida de carga, y formacion de
canales preferenciales que conduce a una perdida en el rendimiento (Delhoménie &
Heitz 2005; Yang et al. 2010).

Debido a su importancia para esta tesis, el tema central del componente biolégico es
el dominio Bacteria. La biopelicula pueden ser de dos tipos: uni especifica o en
consorcio, que, tal como el nombre indica, esta formada por una o mas especies. La
inoculacion del sistema se puede hacer desde un cultivo puro, o de consorcios;
aislados o naturales. La eleccion del inoculo depende basicamente del objetivo y de la
tecnologia, 0 mejor dicho, de la composicion del gas a tratar y de las caracteristicas de
la planta de tratamiento. En la practica se ha establecido como regla general la
inoculaciéon con lodo tomados de sistemas de tratamiento de aguas (de la recirculacion
externa, principalmente), o de medios de enriquecimiento de muestras de suelo, ya
que proporcionan gran diversidad de microorganismos involucrados en el ciclo de
diversos elementos, como S y N. La estrategia de inoculacion con lodos reduce el
tiempo de puesta en marcha y de aclimatacion de la biomasa (Cox & Deshusses 2001;
Sonil Nanda 2012).

El papel ecolégico de una poblacién se define por su fisiologia, y su conocimiento
permite optimizar los procesos. En biofiltros para tratamiento de corrientes gaseosas
contaminadas, lo que se potencia es la actividad autotréfica de microorganismos que
son naturalmente capaces de utilizar el contaminante como fuente de energia a su
crecimiento (quimiolitoautotréfia). Los compuestos reducidos de azufre y el amoniaco
son ejemplos de contaminantes que se pueden tratar de forma efectiva segun este
principio ecoldgico. Las bacterias oxidantes de azufre (SOB, por sus siglas en inglés:
sulfur-oxidizing bacteria) y del amonio (AOB, por sus siglas en inglés: ammonium-
oxidizing bacteria) forman un grupo de particular interés biotecnoldgico por su
capacidad de utilizar, de manera selectiva, las distintas especies del azufre y del

nitrégeno.

Como en cualquier otro ecosistema microbiano, el crecimiento celular lleva al
surgimiento de las poblaciones (donde cada genotipo define una poblacion). Luego,
las poblaciones metabdlicamente relacionadas constituyen asociaciones (o gremios),
mientras que los conjuntos de agremiaciones, que interaccionan, forman las

comunidades. Lo peculiar de los biofiltros es que cada sistema tiene una composicion
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distinta, pero determinadas especies asumen papeles similares en la dinamica de
cada ecosistema. El ecosistema engloba la comunidad, la matriz de exopolisacarido

(EPS), y con ella, toda la gama de interacciones con el ambiente.

En la ultima década se utilizaron distintos montajes para estudiar a los dos
componentes (Khammar et al. 2005; Yu et al. 2007; Andres et al. 2009; Cheng et al.
2010; Maestre et al. 2010; Lebrero et al. 2011; Li et al. 2011; Omri et al. 2011; Ramirez
et al. 2011; Barcon et al. 2012; Cabrol et al. 2012; Li et al. 2012; Kennes & Veiga 2013;
Montebello et al. 2013; Jaber et al. 2014; Zhang et al. 2014). Estas plantas fueron
particularmente interesantes justamente por su alto nivel de control e independencia
del medio exterior. En cualquier caso, los estudios han ayudado a aclarar aparentes
discrepancias en el comportamiento del sistema que no se lograron entender teniendo

en cuenta solo los componentes de proceso.

Algo interesante al respecto de la distribucion espacial de la comunidad microbiana en
biopeliculas de biofiltros es que, a pesar de los mecanismos de dispersion y
renovaciéon (via fase liquida) que podrian contribuir a la homogeneidad dentro de la
columna, lo que suele ocurrir es la formacion de microbiomas. Es frecuente, por
ejemplo, encontrar regiones aerobias en la capa mas externa de la biopelicula, y sitios
anoxicos en su interior; lo que fuerza la distribucion heterogénea de la diversidad.
Algunos biofiltros producen una estratificacion bien marcada en funcion del perfil de
gradientes debido a su tamafo. Puede que su aspecto sea similar a escala
macroscoépica, pero a escala microbioldgica pueden ser muy distintos. Asi que para
entender la ecologia hay que considerar los factores ambientales y biolégicos a micro-
escala. A escala laboratorio se ha estudiado la eficiencia de distintos microorganismos
en la eliminacion de compuestos reducidos de azufre; destacando Thiobacillus y
Acidithiobacillus (Chung et al. 1996, Sercu et al. 2006, Aroca et al. 2007, Ramirez et al.
2011), y nitrogenados, por bacterias amonio y nitrito oxidantes (AOB y NOB),
principalmente Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrobacter y Comamonas (Juhler et al.
2009; Ottosen et al. 2011).

A lo largo de los afos se ha probado la eliminacion de un amplio rango de
contaminantes gaseosos por consorcios indefinidos. Pero, si por un lado se contempla
el gran avance al que se refiere a la modelizacion de plantas y su mejoria, por el otro,
poco fue establecida su microbiologia, y menos aun, la ecologia. Los principales
estudios que se llevaron a cabo tenian un abordaje direccionado a la observacion de
cambios poblacionales ocurridos en el tiempo, y en el espacio mediante técnicas de

biologia molecular clasicas como el fingerprinting y el FISH. A dia de hoy sélo unos
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pocos estudios se llevaron a cabo en bases bio-0micas (basados en la secuenciacion
masiva y expresion de genes), convirtiéndose en todo un campo de estudios a ser

desarrollado.

Con respecto a la composicion de la comunidad microbiana involucrada en
biofiltracién, el denominador comun ha sido encontrar un fuerte predominio del filo
Proteobacteria, que en general representa mas del 80% de la abundancia total. Dentro
de este filo el listado de poblaciones residentes en biofiltros se ha incrementado en
funcion de la mejora de los métodos de clasificacion y ampliacion de las bases de
datos. Al nivel de las poblaciones se han reportado una sorprendente diversidad de
bacterias que se desarrollan en biofiltros inoculados con lodo de depuradora. En
general se encontraron mezclas de poblaciones autétrofas especialistas, heterétrofas,
nitrificantes (ej. Nitrosomonas), desnitrificantes (ej. Rhodanobacter) sulfooxidantes
(Thiobacillus y Acidithiobacillus) con otras mas generalistas como es Xanthomonas y
Dokdonella (Friedrich et al. 2002; Cheng et al. 2010; Omri et al. 2011; Ralebitso-Senior
et al. 2012; Bezerra).

2.4.3. Integracion de los componentes biolégicos y de

proceso

Un BTF es un sistema en 4 fases: gas, liquida, sdlida; y biopelicula en donde se
intenta mimetizar un ambiente natural, saturado de humedad. El ciclo de la materia y la
energia sigue la tendencia natural, determinada por los gradientes, tanto para la
distribucion de nutrientes y metabolitos, incluyéndose al contaminante y, cuando
necesario al O,. La influencia de los parametros fisico-quimicos en la profundidad del
lecho es comparable al que ocurre en sitios saturados de humedad; como un charco, o
el sedimento de un lago. Esto es, porque se presenta estratificada, es decir, que se
forman estratos, tanto verticales como horizontales. La estratificacion también es
resultado de la escala, o sea que depende del tamano del biofiltro, lo que puede variar
de milimetros o centimetros. En un biofiltro de laboratorio se puede observa el lecho, y
a simple vista, no se encuentra diferencias muy marcadas en el aspecto
macroscépico. Pero tanto los horizontes, cuanto las capas, se enmarcan en virtud de

la distribucion de los gradientes y de la acumulacion de biomasa.

La estrategia de dividir la columna en capas fue utilizada para evaluar temas como
resistencia a shock de carga (Cabrol et al. 2012), modelizaciéon de parametros (Mora et

al. 2014), y estudio de comunidad (Maestre et al. 2010). En un esquema elaborado por
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Almenglé (2014) se aprecia la importancia de la division de la biopelicula en capas
horizontes y verticales en la elaboracion de modelos matematicos de simulacion (fig.
2.3.). En el caso, se intenté simular un modelo para la actividad de biodegradacion,
pero como no se conocia la composicién del consorcio microbiano, se asumio que la

comunidad se constituy6 exclusivamente de bacterias de perfil quimiolitoautortrofica.
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Figura 2.3. Esquema de discretizacion del BTF-H,S ANOX para modelizacién de la actividad
biolégica en la capas de la biopelicula (reproducido de Almenglé, 2014).

Sin embargo, hace falta conocer la capacidad de degradacién del sistema para poder
delimitar los horizontes de manera adecuada, representada por el perfil de
degradacion a lo largo columna. En el caso de un biofiltro aerobio de flujo ascendente,
por ejemplo, se ha visto que la transferencia de materia depende de la carga, y que se
forman gradientes en la extension de la columna (Rodriguez et al. 2013). Tanto el OD
cuanto el contaminante forman gradientes y la microbiota responde a los cambios
ambientales (Cabrol & Malhautier 2011; Cabrol et al. 2009).

Experimentalmente se describen por lo menos dos regiones extremas, la entrada y
salida de gas. El empleo de mas capas permite estudiar los perfiles de distribucion de
los elementos. En la figura 2.4. se presenta un esquema elaborado en base
informaciones de distribucion de gas, de nutrientes y del oxigeno (Li & Moe 2004;
Steele et al. 2005; Ivnitsky et al. 2007; Ding et al. 2008; Cabrol et al. 2010; Jiang & Tay
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2010; Charnnok et al. 2013). El esquema representa un sistema percolador con 3
divisiones. A la izquierda se ilustra la delimitacion tedrica de los horizontes (lineas que
delimitan capas) y las tres macro regiones que se forman en funcion de los horizontes.
El horizonte 1 esta situado donde empieza la entrada del liquido; dando inicio a la
region rica en nutrientes y en OD. En esta region esta localizada la salida del aire
tratado, y es alli donde se ha observado el efecto de la renovacion de la fase liquida
mediante recirculacion en contracorriente. Se ha reportado la presencia de bacterias
extremdfilas y heterétrofas en esta region (Friedrich et al. 2003). Es en este tercio
donde se concentra la actividad de reciclado de materia organica proveniente del

propio reactor (C de origen organico; O, biolégico, Ny S).
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Figura 2.4. Distribucion de gradientes en biofiltros percoladores de flujo ascendiente y con
disolucién previa de oxigeno en la fase liquida, A izquierda gradientes a lo largo de la columna
y a la derecha en los soportes

Los horizontes 2 y 3 delimitan la porcion intermedia, que es la mas estable, donde se
encuentran gradientes mas homogéneos. Los aceptores de electrones y el
contaminante estan disponibles, pero en concentraciones que limitan el crecimiento
microbiano. En esta capa se ha encontrado una mayor diversidad de especies, en
virtud del efecto de bordas, es decir, que poblaciones que en otras capas sufren la

competencia se mezclan en la porcion intermedia (Ding et al. 2008; Ralebitso-Senior et
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al. 2012). Este fendbmeno es muy interesante para la ecologia porque promociona el
intercambio genético y favorece el mantenimiento del potencial metabdlico dentro de la
comunidad del biofiltro, a medida en que distribuyen genes relacionados a tareas clave
para la degradacion, lo que refuerza la memoria metabdlica. La importancia practica es
que la mezcla de poblaciones fortalece la capacidad de respuesta en episodios de
perturbacion, y ayuda a que el sistema sea capaz de recuperarse tras un episodio de
estrés (Lenk 2006; Konopka 2009; Cabrol & Malhautier 2011). En la region inferior, de
entrada del gas, ocurre gran parte de la transferencia, y el contaminante se disuelve
en la fase liquida, para luego ser absorbido por la biopelicula, y ser degradado. La
region de entrada del gas es interesante debido a la alta concentracion de sustratos y
la limitacidon en aceptores finales de electrones. Curiosamente, las condiciones son
extremas, cosa que deberia favorecer el desarrollo de especies autoétrofas
(quimiolitoautétrofos) especialistas. El horizonte 4 enmarca el limite entre el lecho y el
depdsito de purga. Debido a los flujos en contracorriente, los gradientes de metabolitos
intermediarios son elevados en esta region, en cuanto que la concentracion de
nutrientes del medio de cultivo es baja. Asi, al hacerse recircular parte del liquido se
promueve una redistribucion de subproductos y del resto del contaminante entre las
demas regiones, incrementando la degradacion. La capacidad de eliminacién del
reactor se examina mediante un balance de materia que envuelve a las
concentraciones de sustratos y productos en liquido de entrada y salida, y del gas de

entrada y salida.

En la parte derecha de la figura .2.4 se ilustran los gradientes a escala microbiolégica,
en un soporte inerte. Lo curioso es que, al adentrarse en la biopelicula, los gradientes
atienden a un perfil distinto del descrito para la longitud del reactor. Si se toma como
sitio de la actividad la biopelicula adherida al soporte, se obtiene una distribucién radial
en tres dimensiones. En distintas biopeliculas se ha visto que los nutrientes, el
contaminante disuelto y el OD tienden a concentrarse en la periferia de la biopelicula,
mientras los metabolitos se distribuyen en flujo inverso (Jang et al. 2003; Terada et al.
2003; Gieseke et al. 2005; Lee et al. 2008; Ni et al. 2012). En sistemas verticales hay
que agregar el efecto de adveccion en la fase liquida, es decir, del arrastre de
contaminante y demas componentes hacia la parte inferior que se produce por la
accioén de la fuerza de la gravedad, que genera una corriente percoladora. De hecho,
se ha visto que la dispersion de la fase liquida, y luego de los gradientes (alimento y
residuos metabdlicos) en biofiltros verticales sigue una dinamica de fluidos muy
compleja en donde factores como acumulacion de biomasa interfiere junto a la

distribucion del liquido (Yang et al. 2010). El resultado a escala micro, es que se
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forman micro-habitats, que permiten el desarrollo de poblaciones mas o menos
especialistas. Esta distribucion puede interesar a la ecologia del proceso, pues permite
explicar mejor la cinética de la degradacion. Las informaciones de diversidad se
pueden obtener por FISH en esta escala, y la lectura de los parametros abioticos se
puede hacer in situ mediante microsensores. La heterogeneidad del componente
abidtico se diluye a medida en que se cambia de escala, es decir que el efecto se
mezcla y minimiza las diferencias a macro-escala, y la composicion de la comunidad

se puede abordar en cada caso (Lydmark et al. 2006).

Finalmente, de lo que se reviso en la literatura para biofiltros percoladores; se encontrd
que la competencia entre las especies menos comunes (con abundancia entre el 1 y el
2%) contribuye para equilibrar la comunidad, funcionando como un mecanismo de
autocontrol de la fraccion no especialista. Igualmente, se pudo averiguar que especies
antes no reportadas mediantes técnicas clasicas de biologia molecular, fueron
encontradas y, que representaron un potencial fisiolégico auxiliar, que se podria
explorar en la actividad de la degradacién. Este fendmeno fue relacionado a lo que en
ecologia se denomina redundancia de la funciéon principal. Este hecho resulté
altamente interesante ya que representd el potencial de reaccion y supervivencia del
sistema frente a perturbaciones extremas, que tienden a eliminar a las poblaciones
prevalentes (Cabrol & Malhautier 2011; Montebello et al. 2013 ).

Debido a que los biofiltros son ingenierizados, es decir que, en lo general, son
ingenieros los que hacen el disefio y el manejo, la parte de los parametros fisico-
quimicos es mucho mas estudiada que su ecologia. De hecho, la biologia, o mejor

dicho, la ecologia ha sido considerada “la caja negra” del proceso.

2.5. Pirosecuenciacion tag-454

La tag-454 es una tecnologia de sintesis, es decir, que emplea el principio de la
polimerizacion del ADN, combinada con deteccion de fluorescencia. Durante la
reacciéon de secuenciacién se genera de modo controlado, en modo paralelo, las
cadenas complementarias de miles de amplicones de ADN de cadena simples
amplificados previamente en una PCR en emulsién (PCRe). Durante el proceso de
sintesis, a cada ronda se anade un tipo diferente de nucleétido. La reaccion tiene lugar
en una placa optica y mientras se extiende la cadena el nucledtido incorporado emite

luz de la liberacién de los pirofosfatos unidos a ellos. La fluorescencia se localiza y se
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elabora un cromatograma para cada molécula que informa el orden de incorporacion.

De esta forma se obtiene las lecturas de secuencias.

2.6. Tag-454

El proceso de pirosecuenciacion 454 Roche se describe en base a Margulies y
colaboradores (2005).

El proceso ocurre en 3 etapas entre preparacion de ADN y reaccion de sintesis. En la
primera etapa el ADN se extrae de la muestra de biomasa, por métodos
convencionales, se cuantifica la concentracion, con ayuda de espectrometria (ej. en
Nanodrop) y se comprueba su calidad, teniendo el cuidado de eliminar posibles
inhibidores de PCR, como acido humico y EPS. La calidad del ADN es un factor clave
para el suceso y su control se hace en distintos pasos del proceso. A continuaciéon se
fragmenta el ADN (fragmentos de entre 300 y 600 pb) se desnaturaliza y se
construyen los cebadores de ligacion. Esto se hace en una PCR convencional en
donde se incorporan tres elementos: identificadores de origen siendo un mismo tag
para cada muestra, secuencias de adaptadores, biotinizados y, cebadores para
amplificacion selectiva de las secuencias. En muchos casos los cebadores son para
regiones del gen 16S que pueden ser universales para dominio o filo. La eleccion
depende del objetivo del estudio. El ultimo procedimiento de la etapa 1 es el analisis
de calidad, que se hace en gel seguido de titulacién para preparacién de protocolo de

la PCRe y para la reaccion de secuenciacion.

La segunda etapa es la PCRe para formacion de la biblioteca de amplicones (fig. 2.5).
Esta PCRe ocurre en una mezcla de agua y aceite que permite aislar las moléculas de
modo que la amplificacién ocurre en cada fragmento de ADN, por separado. Los
fragmentos son previamente inmovilizados en una perla biotinizada y capturado en
una burbuja de la soluciéon de emulsion. Cada una de las burbujas es un microreactor
que contiene un unico fragmento de ADN y todos los reactivos necesarios para una
PCR. Al final se obtiene la amplificacion de cada molécula, individualmente, y sus

clones permanecen inmovilizados en la perla donde se originaron.

La etapa 3 es la reaccién de secuenciacion (fig. 2.5C). Al final de la PCRe se liberan
las perlas, con sus respectivos clones, que luego se depositan en los pocillos de una
placa de fibra 6ptica. En cada pocillo se depositan, ademas de una perla, las enzimas

polimerasas para extension de la molécula, y la luciferasa que cataliza una reaccién
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luminosa que permite al sistema identificar la extensidon en la molécula molde.
Basicamente, un pirofosfato (PPi) liberado durante la incorporacion de un nucleétido
(dNTP) es convertido en ATP. Esta reaccion genera una sefal luminosa (de la
oxidacién de luciferina en oxiluciferina) que permite identificar en que pocillo fueran
adicionados los nucledtidos, asi como permite cuantificarlos. .El sistema contiene un
dispositivo capaz de detectar y registrar la luz generada durante el proceso de sintesis
de ADN. (Margulies et al. 2005).

PREPARACION ADN

adaptadores

fragmentacion ADN
ligacion adaptadores Ay B

CATG
¢ s 8

polymerase

ANALISIS BIOINFORMATICO

Arbol Filogenético Universal

diversidad

Figura 2.5. Proceso tag-454. Etapas de pirosecuenciacion y analisis bioinformatico.

Debido a la amplificacion por PCR, la lectura de un fragmento de ADN es efectuada en
millares de copias (clones), al mismo tiempo, lo que permite mejorar la adquisicion de
datos. Cada ronda de secuenciacién genera un grafico para cada fragmento y las
lecturas de las secuencias obtenidas pasan por una etapa de analisis de calidad y de
seguido, los datos brutos son tratados y contrastados con las bases de datos, en
busca de su identidad, utilizando para ello herramientas de bioinformatica. Al final se
realiza la cuantificacion por niveles taxonémicos y se hace el analisis estadistico de los
datos. (Droege & Hill, 2008). Debido a la amplia cobertura de la secuenciacion, es
posible contabilizar las especies y utilizar valores de abundancia relativa para estudiar

la diversidad de la muestra. Entretanto, este tipo de trabajo es un desafio porque las

30



bases de datos de secuencias cubren apenas una pequefa fracciéon de la diversidad

real de las bacterias.

Hasta el presente, poco ha sido publicado sobre la aplicacion de plataformas de alto
rendimiento, como 454 de Roche, para estudios de diversidad de bacterias en
biofiltros. Li y colaboradores (2011) utilizaron la region del 16S comprendida entre V4-
V5 amplificadas con los cebadores 515F y 907R para estudiar la estructura vy
diversidad de la comunidad en dos BTFs para la eliminacién de H,S. Ademas de este
trabajo, el grupo GENOCOV de la UAB concluy6 el primer estudio de metagenoma y
metatranscriptoma de un biofiltro percolador (Bezerra et al. 2013; Montebello et al.
2013).

Debido a dificultad en comparar la comunidad de distintos sistemas se han aplicado
testes estadisticos no paramétricos que permiten hacer inferencias también cuando las
bibliotecas tienen tamafo distinto. La diversidad («) se reporta para muestras de un
mismo ecosistema bajo condiciones ambientales distintas. Estos parametros permiten
establecer comparativas entre muestras tomadas de distintos puntos o fechas, sin
conocer los detalles de los recuento de especies. El indice Chao? permite estimar el
namero de filétipos, definidos como unidades taxondmicas operacionales (OTUs, por
sus siglas en inglés: operational taxonomic units) encontradas en la comunidad, en
funcién de la distancia filogenética o, dicho de otra manera, en los distintos niveles
taxondmicos. Este indice se utiliza como parametro de riqueza en ecologia microbiana
de comunidades naturales porque lleva en consideracion a las OTUs que contribuyen
con muy pocas secuencias (hasta el 1% de lecturas). De hecho pueden ser bastante
utiles también en sistemas especializados como lo son los biofiltros. En estos sistemas
la fraccién de especies raras, puede albergar a grupos que podrian ser importantes en
situaciones de estrés. Estas especies pueden contribuir con la redundancia funcional y
reforzar la capacidad depuradora del biofiliro. En situaciones normales ayudan a
mantener la estabilidad ecolégica mediante las relaciones inter-especificas (entre
microorganismos y micro fauna) que se establecen, como la cooperacion, competencia

o depredacion.

El indice de Shannon (H’) permite comparar muestras en base a riqueza. Conforme los
valores de H’, las muestras se acercan mas o menos en cuanto a distribucion de
especies. El indice H’ se acerca a cero cuando hay fuerte predomino. Cuantas mas
especies fueron representadas por el mismo numero de individuos mayor es H'. El
valor maximo suele estar cerca de 5, pero en sistemas microbianos la riqueza puede

superar con frecuencia este valor. El indice “E” asociado a Shannon indica la
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uniformidad en la distribucién de las especies en el medio ambiente. Un valor de “E”
igual o cercano a 0 debe ser interpretado como heterogeneidad (no uniformidad),
mientras que 1 indica que todas las especies estarian igualmente representadas
(Magurran 1989).

Para no perder la confianza la pirosecuenciacion 454 de Roche limita la longitud de
los fragmentos de ADN de entre 600 a 800 pb dependiendo del alcance del
modelo, que puede limitar la precision a la hora de asignar identidad a las
secuencias. Sin embargo los resultados obtenidos en diversas areas han sido muy
buenos, teniendo en cuenta la limitacion de los bancos de datos de secuencias
(Tamaki et al. 2011; Gobet et al. 2012; Ibarbalz et al. 2013).

La pirosecuenciacion del gen 16S ARNr ha revolucionado los estudios en ecologia
microbiana. Si bien la seleccion del cebador y la longitud de lectura corta podrian
afectar el rendimiento en relacion a cantidad de lecturas recuperadas. De hecho la
eliminacién de secuencias en la verificacion de calidad no afecta el analisis de
diversidad debido al gran numero de secuencias que se recupera en el proceso
(Tamaki et al. 2011).

2.7. FISH: Principios fundamentales de la técnica

La técnica de FISH se basa en el principio de la complementariedad de los acidos
nucleicos. La sefal fluorescente se emite cuando se excita el reportero (fluorocromo)
al espectro de luz adecuado. Los andlisis se hacen a parir de imagenes digitales
obtenidas por sistemas de microscopia Optica como el de epifluorescencia o el
confocal. La cuantificacion de las células se lleva a cabo mediante herramientas

bioinformaticas.

La hibridacion se realiza normalmente con sondas que son oligonucledtidos de entre
15y 20 bases de longitud que son complementares a zonas especificas del ARN o del
ADN celular. Un protocolo tradicional de FISH tiene 4 etapas (ilustradas en la fig. 2.6).
Se inicia con la aplicacion de fijadores quimicos adecuados para preservar la
estructura de las células en la muestra y el tratamiento para mejorar la permeabilidad a
la sonda. La siguiente etapa es la de hibridacion, en la cual se produce el alineamiento
y la uniéon de la sonda deseada en la secuencia diana, por el principio de la
complementariedad. En la ultima etapa se hace un lavado cuidadoso para eliminar las

sondas que no han hibridado y las sales residuales. La preparacion de los porta-
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objetos puede ser laboriosa y lenta, pero cuando esta bien realizada es reproducible y
bastante fiable (Amann et al. 2001).

Debido a su importancia para la microbiologia ambiental se crearon bases de datos de
ARNr como herramientas de apoyo que son utiles a la hora de elaborar una aplicacion
FISH. Es posible por ejemplo, realizar el disefio de una sonda, evaluarla y elaborar el
protocolo basico para su implementacion, en via seca. Las aplicaciones son capaces
de predecir los problemas que puedan ocurrir en la cobertura y también en la
hibridacion. Algunas herramientas se pueden utilizar en linea des de las paginas del
Ribosomal Database Project (RDP) http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp y del ProbeBase

(http://www.probeBase.net).
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Figura 2.6. Esquema de la FISH adaptado de Amann & Fuch, (2008).

A lo largo del tiempo se desarrollaron distintos tipos de sondas y de marcadores
fluorescentes pero los mas empleados son de ADN mimético. En este caso, la
hibridacion da origen a una molécula hibrida (ADN-ARN) de doble cadena, bastante
estable, que puede ser identificada por el marcador fluorescente. Ademas, el pequefio
tamafo de los oligonucledtidos facilita el acceso al espacio intracelular, hecho que
permite utilizar células enteras, vivas y, in situ (Amann & Fuch, 2008). La mayoria de
las sondas disponibles comercialmente tienen entre 15 y 30 pares de bases de
longitud y son disefiadas en base a tres principios: la especificidad, la sensibilidad y la

capacidad de penetracion en el espacio intracelular. Se dice que una sonda tiene
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buena especificidad si solo hibrida en un determinado grupo filogenético, es decir,
funciona como una firma para el grupo diana. La sensibilidad es, en cierto modo, la
garantia de que la sonda se hibrida en la diana. Con respecto a la capacidad de
penetracion de la sonda en el espacio intracelular este depende de las caracteristicas

de las células, directamente de la estructura de la pared celular (Moter & Gobel 2000).

Los marcadores mas comunes son los fluorocromos que son incorporados en el
extremo de la secuencia de la sonda. Este tipo de marcaje es, sin lugar a dudas, una
via directa, rapida, simple y econdémica de identificar poblaciones de células. El
fluorocromo sélo debe emitir fluorescencia cuando es excitado en un determinado
rango del espectro de luz y ésta es la caracteristica que determina la confianza.
Ademas, la hibridaciéon debe ocurrir en el sitio correcto en la molécula diana (Moter &
Gobel 2000).

En 30 anos la FISH ha evolucionado desde ser una técnica de “tincion filogenética”
(Amann 1995; Giovannoni 1988; DelLong 1989; ) a ser una exitosa herramienta de
biologia molecular para identificacion directa y cuantificacion in situ de células
individuales y/o genes. (Amann et al. 2001). Se hizo popular debido a la incorporacién
de avances obtenidos en microscopia y genomica, de modo que la precision en los

analisis se tornd su punto fuerte (Zwirglmaier 2005; Stoecker et al. 2010).

Su amplia difusion también se debe a sus protocolos flexibles y al hecho que se puede
combinar con otras técnicas (Amann & Fuchs 2008). A dia de hoy, la técnica se utiliza
a menudo tanto para la investigacion de la composicion de las comunidades
microbianas y de su dinamica como para la localizacion de células. También se ha
aplicado en ecofisiologia para la identificacion in situ de actividad fisiologica
caracteristica de un tipo celular en particular, como por ejemplo la eliminacién del NH;
en plantas de tratamiento de aguas residuales (Daims, Nielsen, et al. 2001) También
se buscod identificar una actividad fisiolégica especifica. Para medir los perfiles
metabdlicos se logré marcar los substratos, técnica conocida como MAR-FISH,
(Kristiansen, Lindholst, et al. 2011).

En los ultimos afios, el esfuerzo de secuenciacion de material genémico originario de
muestras ambientales ha impulsado la ampliacion de los bancos de datos de
secuencias del ARN ribosomal y por supuesto del banco de datos de sondas de
oligonucledtidos. De cara a la biorremediacion, este avance se extendié especialmente
en el area de tratamiento de aguas residuales donde han permitido avanzar en el
conocimiento de la ecofisiologia de la eliminacién de compuestos industriales (van

Kessel et al. 2010). En el campo de la biofiltracion la falta de informacion de
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biodiversidad inherente a este ecosistema es todavia uno de los pasos limitantes. En
biofiltros, las sondas mas utilizadas fueron aquellas dirigidas hacia los grupos de SOB,
AOB y NOB. En general se emplearon sondas para los dominios Eubacteria y
Archaea; y para los filos Actinobacteria y Proteobacteria, especialmente para las

clases Alpha, Beta, Gamma y Epsilon.

A lo largo de los afos la FISH se aplico para confirmacion de presencia microbiana
(Daims & Wagner 2007; Amann & Fuchs 2008; Nielsen 2009; Wagner & Haider 2012),
en analisis comparativos y en seguimiento de la microbiota bajo influencia de distintas
condiciones medio ambientales y/o en el tiempo (Friedrich et al. 2003; K. L. Ho et al.
2008; Kristiansen, Pedersen, et al. 2011) . Pero, la precision en muestras ambientales
se mostrado depende del acceso a las células y de la representatividad de de las
muestras (Wagner et al. 2003). En biopeliculas el FISH se estableci6 como técnica
rutinaria tanto para estudio de composicion cuanto para observar la distribucion
espacial a lo largo de la extensién del tapete microbiano (Amann & Fuchs 2008). En
sistemas de tratamiento de aguas residuales se ha aplicado para estudiar la
heterogeneidad de la biopelicula, en bioreactores, y sus variaciones espacial y
temporal, asi como para estudiar la influencia de gradientes tanto fisicos como

quimicos en la distribucion de la diversidad (Nielsen et al. 2009).

La técnica FISH ha permitido la identificacién de poblaciones diana con muy buena
precision, si se compara con técnicas de cultivo. Pese a ello, la evolucion de la técnica
ha estado marcada por la superaciéon de problemas principalmente relacionados a
errores de disefio experimental, a falta de permeabilidad de la célula a la sonda; a la
hibridacion inespecifica, baja cobertura, pérdida de senal o baja calidad de la imagen.
En este sentido la optimizacion de alguno que otro punto del protocolo es una
constante entre los especialistas que trabajan con FISH y el hecho de que sea flexible
facilita el avance de la técnica. En esto como en otros trabajos fue necesario eliminar
los principales problemas con que encontré durante la adaptacion de los protocolos a

las muestras.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos Generales

El principal objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de la plataforma de
pirosecuenciacion 454-Roche para generar informacion de diversidad microbiana y al
mismo tiempo evaluar su potencial uso para seguir la dinamica de la comunidad a lo
largo de la operacién. Al final, se buscé relacionar la estructura de las comunidades
con las condiciones de operacion de biofiltros percoladores. El otro objetivo fue el de
actualizar los protocolos FISH por medio de la optimizacion de las consignas de

trabajo en muestras enriquecidas con S°.

3.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de cada estudio se presentan en los capitulos de resultados

pero en resumen se busco:

Organizar un protocolo para utilizacion de pirosecuenciacion 454 de Roche a ser

aplicado en muestras de BTFs;

sistematizar el uso de herramientas de bioinformatica para el analisis de lecturas de
secuencias y de los datos ecolégicos.

Desarrollar perfiles de distribucion espacial y temporal de poblaciones.

Correlacionar la diversidad de la comunidad con las condiciones de operacion

Demostrar la capacidad de recuperacion de la microbiota tras episodios de estrés.
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4 Materiales y métodos

4.1 Biofiltros

En el presente estudio se utilizaron tres biofiltros percoladores experimentales. El
primero fue un BTF a escala laboratorio que pasa a ser nombrado de BTF-H,S AER
ya que se trata de un sistema escala laboratorio que fue empleado para la eliminacion
de altas cargas de H,S, disuelto en mezcla mimética de biogas, en condiciones
aerobicas. El segundo biofiltro fue un piloto a escala semi-industrial operado en
condiciones anodxicas utilizado en desulfuracién de biogas real (BTF-H,S ANOX). El
tercero biofiltro fue un sistema escala laboratorio proyectado para investigar la

eliminacion de NH5,

En este capitulo se presentan los materiales y métodos generales que se aplicaran a
los 3 sistemas de biofiltracién; las configuraciones de cada sistema y parametros de
operacion. Los detalles de los sistemas de medicidn y control y, los datos obtenidos de
la operaciéon de los BTF-H,S fueron tratados por Montebello (2013) para AER vy
Almenglé (2013) para el ANOX. Mas detalles se pueden consultar en las publicaciones
(ver tabla 4.1.). A continuacién se presenta un breve resumen de los montajes
experimentales, de las condiciones de operacion y de los métodos de analisis

aplicados a cada sistema.

4.2 Parametros y variables

Los parametros utilizados para el control de la planta fueron:

- Carga del contaminante: en gX* m™ h™ (L, por su sigla en inglés: load);
- Eficiencia de eliminacién: calculado también como el porcentaje de remocion (R,
por su sigla en inglés: removal efficiency) en respecto a fase gas y liquida, vy,

entrada y salida.
Que se calcularon como:

-Carga de alimentacion de H,S o NH; / en forma de azufre o nitrégeno_(L)

C; (gXxm™3)

L(gXm™h™) = —pprp )

Donde:
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C;- concentracion de entrada de H,Sy NHj; que se calculé a través de la expresion:

C;(mlm=3) PM(g mol™Y) V (m3)P(atm) L

C,(gX m™3) =
(X m™) = <5082 (atm Lmol LKD) (273 + T)(K) 10°ml

Donde:

PM: peso molecular del azufre o del nitrdgeno
P: presién atmosférica (1 atm)

T: temperatura en °C

-Porcentual de eliminacion (R,)

G =G

R = 100

L

Donde (;es la concentracion de X que se medio a la entrada y C; a la salida.

-Capacidad de eliminacion (EC)

EC=1L R
~ 7100

Ademas se utilizé la informacion de los tiempos de residencia del gas en el biofiltro
(EBTR) y del liquido (HRT).

-Tiempo de residencia del gas en lecho vacio (EBTR) en sequndos

V(L)
Q(Ls™H)

EBTR(s) =
Donde:

V: volumen util del biofiltro
Q: Caudal de gas

*X = equivale al contaminante N (nitrégeno) o S (azufre)

En la tabla 4.1 se detallan los parametros y condiciones de operacion, para cada
biofiltro. También se describen los materiales basicos utilizados en la construccion de
las plantas, material de soporte, particularidades de los bioreactores, las
concentraciones tratadas de los contaminantes, caudales de referencia de gas y

liquido,y composicion de las fases gas y liquida.
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Tabla 4. Caracteristicas de los BTFs

Parametro BTF-H,S AER BTF-H,S ANOX BTF- NH; AER
Gas tratado H,S (Carburos Metalicos, Espafia) H,S (natural) NHs (Técnico, A;()IOSQOO kg cm-
% Composicion del gas (mezcla) gjs(gztiﬂfssl I\a;ligtaécliiior:,dg;s:::l’?a;) biogas producido en EDAR biogas sintétl(;c(;/eNH& aire de
(7] . .
E | comcamiaciones deaniasn e e T,
Caudal de entrada* H,S= 1.59 mL-min” HS=1-52m?h’ NH,= 5.64 mL min™ *
Material de soporte anillos pall de acero espuma poliuretano espuma poliuretano
% Tuberias y conexiones polifluoruro de vinilideno (PVDF) y polietileno, caucho de silicona y, valvulas de plastico o PVDF
28 28 Columnes " s y mmieacitny | deitl (ronctor) PV (reacion
2% Longitud total 0.855 m 2.4m 12m
"3 £ Longitud del lecho empacado 0.53m 0.85m 0.5m
§ Diametro interno 0.071m 0.5m 0.089 m
Volumen utilizado 24 L 167 L 3.1L
S Régimen de recirculacion contracorriente contra corriente y paralelo contracorriente
S (caudal) @Bm?hM @B m3h’y Bm3hT)
E’_ Temperatura ambiente/ (25 -30 °C) ambiente (15-33 °C) ambiente/ aclimatada a 25 °C
§ pH 2.5- 7.5 *(controle automatizado) 7.4 * ( controle automatizado) 7.1* (controle automatizado)
g L* 51.5gSm>h" 6.14 g S°m™ (promedio) 62.26 gN/m>h™" *
£ TLV* 3.6mh™ 0.01-10 m h” 8mh’
T HRT * 31+£1h* 7.6 h* 9*-10 h
3 EBTR* 130's 180" 46s*




Tabla 4.1. Caracteristicas de los BTFs (continuacion)

Parametro

BTF-H,S AER

BTF-H,S ANOX

BTF-NH, AER

Alimento

Medio mineral (g L"): NH CI, 1;
KH,PO, 0.12; K HPO,, 0.15; CaCl,,
0.02; MgSO,'7H,0,0.2. 1 mI L™ de

solucién de elementos traza: 1 mL
preparada como en Pfenning et al.

(1981).

S1: Solucién de nitrato. (g L™)
NaNOB, 500; KH2P04, 10; NH4C|, 5;

MgSO4-7H20, 4; ademas de 10 mL
L”" de la solucién de FeSO, 7H,02
de H,SO, 0.1N; y 5 mL L de

solucion de elementos traza
ATCC1255: SL4 (g L'1): EDTA, 0.5;
FeSO,"7H,0,0.2; SL-6 (g L):

Medio mineral (g L™): K,HPO,,
0.037; KH_PO,, 0.015; MgSO,
0.044; CaCl -2H 0, 0.070; KCl,

0.019; 2.6 ml de la soluccion de
elementos traza (g L'1):
FeCI3-6H20, 1.5; Kl, 0.18;

H.BO_, 0.15; MnCI_-4H_O, 0.12;
373 2 2

g PesouTO 02 SLe ol ): CoCl,-6H,0, 0.15; ZnSO,-7H,0,
5 0.03: H.BO . 0.3: CoCl. 6H.O 0.2: 0120 CUSO, S0, (.)'03;
P D95 BV, Vs, LOLL, 1OHY, B4 NaMoO,-2H,0, 0.06;
§ CUC|2'2H20, 0.01; NIC|2'6H20, 0.02; EDTA-Na208-2H20, 10: Hzod-
R Na,MoO,2H 0, 0.03; H O, .pH 3.4.
Caudal de entrada 2.8 mL min ' 3mL min’ 2 mL min’
HCI 1™ 05M 0.5M
NaOH 1M 05M 0.5M

Fuente de carbono

NaHCO, 3gC L~

NaHCO, 3gC L~

-1
NaHCO,, 2.5gC L

Parametros
monitorizados

pH, ORP y OD

pH, ORP,ODy T

pHyYT

Toma de muestra de biomasa
| técnica microbiolégico

dias 245 y 586/ tag-454, FISH, SEM

dias 343, 415,438/ tag-454

dias 66,160 y 275/ tag-454

Tiempo total de operacion

990 dias

438 dias

275dias

Trabajos publicados

Montebello et al. 2011, Montebello et al.
2012, Bezerra et al. 2013, Montebello et

al. 2013, Montebello et al. 2014.

Almenglé et al. 2011; Almengl6 et al.

2013ay 2013b

Enrique et al. 2015

*valores de referencia
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También se describe los valores de referencia de los parametros mas importantes:
temperatura (T), pH, carga (L), velocidad de percolacién del liquido (TLV- por sus
siglas en ingles: trickling liquid velocity), tiempo de retencion hidraulico (HRT- por sus
siglas en inglés: hydraulic residence time) y tiempo de contacto del gas (EBTR- por
sus siglas en inglés: emply bed residence time). Al final de la tabla se muestran los
tiempos de operacion y el dia de toma de muestras de biomasa con un resumen de los
métodos empleados en cada sistema. Mas detalles se encuentran en los capitulos de

resultados.

4.3 BTF-H,S AER

4.3.1 Descripcion de la planta

El biofiltro operé en modo continuo en régimen contra-corriente durante 990 dias. En
resumen, el reactor principal consistié en una columna de 0.07 m de diametro interno y
0.53 m de longitud dividido en 3 secciones longitudinales de dimensiones
equivalentes. Esta subdivision fue disenada con el propdsito de facilitar el acceso a la
biomasa, de modo independiente, en diferentes puntos del cuerpo del reactor y asi
minimizar dafos por desplazamiento de biopelicula durante las tomas de muestras. El
volumen de trabajo del reactor fue de 25 L y el lecho fue empacado,
desordenadamente, con anillos pall de acero inoxidable de 1/2”. Una imagen del set
experimental, del material de soporte y un esquema detallado del montaje se aprecian

en la figura 4.1.

La puesta en marcha fue ejecutada con indculo de composicion indefinida. Para ello se
prepard una disolucion 1:3 de lodo fresco de EDAR en medio mineral que se hizo
recircular por 24h. El biofiltro operé continuamente en condiciones estacionarias a pH
6.5, durante 440 dias, a temperatura de 25 °C. El dia 440 se realizé el cambio gradual
de pH hasta atingir 2.5. El sistema operd bajo condiciones acidas hasta el final del
periodo experimental (dia 990). A modo resumen el sistema oper6 a un EBRT
promedio de 130 s, un TRL de 51 + 6 h, concentracion de H,S de 2,000 ppm, a la
entrada (L= 55.6 g H,S m> h™") y un VRL de 3.6 m h™".Conforme se puede apreciar en
la fig.3-3 el BTF-H,S AER cuenta con un sistema de control independiente y muy
elaborado de todos los parametros y por esta razén se mostré especialmente atractivo

para estudio de ecologia de biofiltros.
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Figura 4.1. Descripcion de la planta BTF-H,S AER. Foto del montaje, detalle del material de relleno y esquema del la planta. En 1, reactor principal; 2,
deposito de precipitados; 3, unidad aireacion; 4 y 14, controladores masicos de flujo (CMF) de entrada de aire (4; salida); 5, bomba de suministro de base; 6,
bomba de suministro de acido; 7, CMF H,S; 8, reservatorio H,S; 9, CMF N,; 10, CMF auxiliar; 11, puntos de suministro de gas adicional; 12, sensor H,S; 13,
columna de humidificacion del aire; 15, rotametro; 16, alarma de seguridad para H,S; 17, bomba para recirculacion; 18, sistema de control de pH; 19, sonda
ORP; 20;21;23 y 24, sistemas de medicion de OD; 22, bomba de purga; 25, bomba de suministro de MM; 26, deposito de MM; 27, bomba de suministro de
bicarbonato; 28, depdsito de bicarbonato sédico. Cl cromatografia idnica (adaptado de Montebello; 2013)
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4.3.2 Caracteristicas de las fases gas y liquida

La fase gas se formdé con una mezcla de H,S en N, (Carburos Metalicos, Espana) y
aire puro que se alimentd en sentido ascendiente. La concentracion de H,S de
referencia fue 2,000 ppm, (ajustadas de acuerdo con los ensayos programados de
entre 0-10,000 ppm, en experimentos de carga). El aporte de gases se controlé por
medio de caudalimetros masicos de flujo (CMF- fig. 4.1.)

La fase liquida fue elaborada a partir de medio mineral, como alimento (MM), que se
preparé de acuerdo con la composicién descrita en la tabla 4.1.; acido y base (para
control de pH) y NaHCO; (como fuente de C, 3 g L™") que se afadian al reactor por la
parte superior. La aeracion de la fase liquida ocurrié en una columna auxiliar en donde
se hacia burbujear aire a fin de incrementar la disponibilidad de O, en el liquido (fig.
4.1. columna de aireacién). El pH se monitorizd6 en linea (sonda PH28, Crison
Instruments, Espafia) y la dinamica de recirculacion se controlaron en modo
automatico. También se monitorizé la ORP (sonda Crison Instruments, Espana), y

oxigeno disuelto en la fase liquida (OD) (sonda oxi340i, WTW, Alemania).

4.3.3 Métodos analiticos

Las concentraciones de H,S fueron medidas a la entrada y a la salida de la columna
principal utilizando un sensor electroquimico de H,S (SureCell; EuroGas
Manangement, Reino Unido). El seguimiento de los productos de la oxidacién se
realizd en la fase liquida en muestras diluidas 20x en agua ultra pura. Para ello se
utilizé un equipo ICS-2000 equipada con una columna lonPac AS9-HC (Dionex
Corporation-Thermo Scientific, EE.UU.) de 250 mm. Las condiciones de analisis
fueron: T de la columna, 30 °C; eluyente, KOH (gradiente: 18-50 mM de 0-10 min; 50-
18 mM de 10-15 min), volumen de inyeccién de 0.25 yL y tiempo de analisis de 25
min. El azufre elemental en la biopelicula fue cuantificado durante el analisis elemental
con rayos X de los sdlidos: (EDS-EDX, por sus siglas en inglés: energy dispersive X-

ray spectroscopy) en microscopio electrénico de barrido.

4.3.4 Recogida de biomasa

Las muestras de biomasa se tomaron a los dias 245 (periodo neutro) y 586 (periodo
acido) de operacion y fueron recogidas a tres alturas de la longitud del reactor (fig.

4.1); en la regidn superior (45- 50 cm); en la zona intermedia del reactor (30- 35 cm) y
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en la region inferior (5-10 cm). Las muestras de biopelicula de cada region se tomaron
de los anillos y de la pared. La biomasa se desplazé del soporte mediante agitacion
mecanica después de anadir tampén fosfato (PBS, 30 M). A continuacion fueron
tomadas sub-muestras, que fueron centrifugadas a 8,000 g. El exceso de liquido fue
descartado y cada alicuota de material se traté segun los protocolos de FISH, fag-454
y SEM. Ademas se preservaron a —20 °C hasta el momento de proceder al protocolo
de extraccion de ADN para pirosecuenciacion. El procedimiento de toma de muestra y

el protocolo para preparacién de la biomasa se ilustra en la fig. 4.2.
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Figura .4.2. Toma de muestra y tratamiento inicial de la biomasa BTF-H,S AER.

4.3.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La estructura de la biopelicula y la presencia de S° en las muestras se evaluaron en
microscopio electrénico de barrido. Las observaciones y los analisis EDX se levaron a
cabo en microscopio EVO 10 (Zeiss, Japon) a 20 kV y 10° Pa, conforme protocolo
ilustrado en la figura 4.3. Para ello, se tomaron fragmentos de aproximadamente 0.25
cm de longitud por 0.5 cm de largo que fueron cortados del soporte, con ayuda de
tijeras estériles, manteniendo la biopelicula adherida. Luego las piezas fueron
totalmente inmersas y fijadas en glutaraldehido (Grado ME, Merck; Alemania) al 2.5%
en tampon PB (Sigma-Aldrich; Alemania), 0.1 M, pH 7.4 por 2 h. De seguido fueron

lavadas 4 veces en tampdon PB y pos-fijadas en tetroxido de osmio (TAAB
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Laboratorios, Espafia) al 1 % por 2 h a 4 °C. A continuacién se lavé por 10 min (4x)
con H,0 ultra pura (Milli-Q water- 18 MQ-cm™) y se deshidraté en serie de etanol (50,
70, 90 y 100%). Las muestras se secaron al punto critico con CO, para proteger la
estructura. Cada pieza fue montada en los soportes metalicos con ayuda de adhesivos
de carbono. Las muestras se metalizaron con oro en equipo K550X Sputter/coater
(Emitech, Reino Unido) por 4 min. Para analisis de sélidos secos se dejo secar al aire
0.5 mg de muestra en pellet que se metalizé con carbono y se pego a los soportes

para analisis.

Las observaciones y el analisis elemental fueron realizados en microscopio EVO 10

(Zeiss, Japén) a20 kV y 10° Pa bajo distintos aumentos.
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Deshidratacion en serie
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Visualizacion SEM (CO3) y metalizacion
Analisis elemental COn oro

Figura 4.3. Preparacion de muestra para SEM

4.4 BTF-H,S ANOX

La planta fue monitorizada por grupo de Reactores Biolégicos y Enzimaticos del
Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia de Alimentos de la Universidad de

Cadiz. La biomasa del reactor fue cedida por cortesia y los materiales y métodos se
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encuentran disponibles en los articulos publicados (ver tabla 4.1) o en Almenglé
(2013). El periodo de interés para la tesis fue del dia 297 hasta el final de periodo

operacional (dia 438).

4.4.1 Descripcion de la planta

El biofiltro BTF-H,S ANOX es un bioreactor a escala semi-industrial que fue instalado
en la planta de tratamiento de aguas residuales de Bahia Gaditana, ubicada en San
Fernando, Espana. Una foto del biofiltro y un dibujo del sistema se presentan en la fig.
4.4. El biogas tratado fue generado en la propia EDAR. El reactor tiene 2.1 m de altura
y 0.5 m de diametro interno. El lecho, de 0.85 m de longitud, fue empacado con
espuma de poliuretano de poro abierto y el volumen util de trabajo fue 167 L. Antes de
la inoculacion con lodos de la propia EDAR, el oxigeno fue purgado y solo entonces se
empezd a alimentar el biogas El biofiltro fue alimentado con agua industrial
enriquecida con una solucién de nitrato, conforme descrito en la tabla 4.1. El sistema
operd en régimen contracorriente y en paralelo. Los parametros y condiciones de
operacidon se pueden consultar en la misma tabla. En resumen el sistema oper6 por
438 dias a un EBRT de 180s, un TRLde 9hyun VRLde 15.2mh” yL=50 g H,S m™
h-1

4.4.2 Caracteristicas de las fases gas y liquida

En este sistema se tratd biogas real formado en digestores anaerobios de la propia
EDAR. Las contribuciones de los gases principales en el biogas se monitorizaron
conforme a lo descrito en los métodos analiticos. El caudal de biogas sufrid
variaciones originarias de la planta y fue ajustado, a los valores de consigna, utilizando
un compresor (N 0150 ST.9E, KNF, Alemania). El valor promedio de concentracion

para H,S, a la entrada, fue de 4,593 ppm, y caudal de referencia de 1.7 m2h'.

La fase liquida se alimenté en modo continuo o discontinuo. La solucion de alimento
fue formada por la mezcla de agua industrial, obtenida en las mismas instalaciones,
enriquecida con una solucién de nitrato (S1) a cual se afadi®é 10 mL L” de una
solucion de FeSO, y H,SO, y de la solucidon de elementos traza formada de una
mezcla de SL-4 y SL-6 de ATCC1255 (el protocolo se pueden consultar en
(http://www.atcc.org/~/media/OF393A2FE0284C63BD5DDES51C5B2D1C.ashx.)

La carga de H,S varié entre 32 y 147 gS m>h™ y el consumo de NO; de entre 6.5-8.5

gN h™'. El consumo de nitrato fue calculado a partir del contenido en nitrato y nitrito a la
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entrada y salida del reactor, para el cual se utilizaron las mediciones tomadas de la
fase liquida. En modo continuo, la fase liquida se renové purgando parte de los
lixiviados y reponiendo automaticamente las soluciones frescas a 1/10 del volumen
descargado en cada purga (bombas MP.P031, Plastomec, Italia). La alimentacién se
controld por retroalimentacion en donde se utilizé valores del ORP como punto de
consigna. El incremento en la concentracion de sulfuro medida en la purga fue
indicativo del agotamiento del nitrato (monitorizado por la caida del ORP). Asi el nitrato
se dosifico en modo automatizado. En promedio, el caudal de recirculacion fue de 3 m®
h™ para VRL 15.2 m h™" pero, en la fase de alimentacién en discontinua, fue ajustado a
1.7 m* h”" para VRL de 8.6 m h™.La temperatura, el pH y el ORP se midieron mediante
sensores Multimeter 44 (Crison Instruments, Espafia). Debido a su ubicacién (al aire
libre) la temperatura fue controlada teniendo como referencia la lectura a la entrada y a
la salida de la linea del gas y de recirculacion de liquido con un Pt100 (Jumo,

Alemania).

4.4.2. Métodos analiticos

El sensor GA2000PIus (Fonotest S.L. Instruments, Espafa) se empled para la
medicion de H,S (500-5000 ppmy), CH4, CO, O, y CO. Las concentraciones
superiores a 500 ppm, de H,S se medi6 utilizando un cromatografo de gases con
detector de conductividad eléctrica (GC/TCD; 450, BRUKER, Alemania) equipado con
PoraPlot Q plot FS y columna de 25 m x 0.53 mm. La temperatura del horno fue de 33
°C (2 min), 33 -80 °C (10 °C min™), mientras que la temperatura del inyector y del

detector fueron establecidas a 150 °C.

4.4.3. Recogida de biomasa

La biomasa se recogié en tres momentos de la operacién. 2 muestras se tomaron en
el dia 343, durante la operacién en paralelo, al puerto del medio de la columna (PM) e
inferior (P1). Las dos muestras del régimen contracorriente fueron tomadas al puerto
PM conforme figura 4.4. La biomasa fue liberada por fuerza mecanica en el propio
medio de cultivo y luego fue concentrada por centrifugacion a 8,000 g, 10 min. El
sobrenadante se descartd para la formacion de pellets y el material fue almacenado a
-20 °C.

53



G-01
~~}
i pl g—
¥
£
i 8 3
10 5]
g [ E
h=] E =
M| |2 3 :
<= 1 5 =] *= ©
° © -
S z «-- 2 g
= = 1 X ©
o v <
1
x| § = el .
< g1 £
o =
2 If g1 il
b ( :  Lecho sl »
£ : s 1 -
= - empacado s P S
= | Y AT
- -
L™ - "f’
=== . 4
2
o
Suministro ]
de agua ',';
] industrial K]
-]
c
L
S
Punto para descarte de agua s
Purga de liquido * industrial —controle manual £

Figura 4.4.Descripcién de la planta BTF H,S ANOX: Foto del montaje, detalle del material de relleno y esquema de la planta. En 1, columna principal; 2,
compresor del biogas en la linea de entrada; 3, bomba de recirculacion; 4 bomba de adiccidon de base; 6, bomba de adiccion de alimento 9, sistema de
ajuste de temperatura. En A, sensor de temperatura; B, sensor de pH, C, Sensor ORP; D, control de nivel de liquido, E, toma de muestra del gas a la
entrada; F, indicadores de presion; G toma de muestra a la salida del gas (G-01 en operacion contracorriente y G-02 en operacion co-corriente); H; P, Puerto
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4.5. BTF-NH,

4.5.2. Descripcion de la planta

BTF-NH; AER esta ubicado en el Laboratorio de Tratamiento de Gases del
Departamento de Ingenieria Quimica de la UAB. Una imagen de la instalacion, del
material de soporte, y el esquema de la planta se presentan en la figura 4-5. Es un
montaje a escala laboratorio que fue construido especialmente para estudiar el efecto
inhibitorio del incremento de carga y sus efectos en la microbiota. EI BTF opero casi
400 dias a pH neutro en régimen contracorriente, aunque el estudio de la microbiota
se termind el dia 275 de operacion. El reactor consistio en una columna de 120 cm de

longitud por 0.5 cm de diametro interno; 89 cm de altura de lecho y volumen de trabajo

de 3.1 L.  El peculiar de este montaje fue la utilizacion de 10 puertos de toma de
muestra, distribuidos a lo largo de la longitud del lecho (fig. 4.5.). Con este sistema se
pudo seguir el perfil de distribucién del gas a lo largo de la columna. El biofiltro de
amoniaco fue empacado con cubos de espuma de poliuretano (M+W Zander,
Alemania) de cerca de 8 cm™ distribuidos aleatoriamente en una Unica seccién. El
sistema fue inoculado de manera similar al BTF-H,S AER. Esta planta operé a
temperatura ambiente, a pH controlado entre 6.5-7.5. EI EBRT de referencia fue 46 s,
y TRL de 8 + 2 h, con VRL de 3.6 m h™ Estos parametros fueron ajustados durante los

ensayos de carga, y de optimizacién de tiempos de residencia.

4.5.3. Caracteristicas de las fases gas y liquida

Se monitorizod las concentraciones de NH;en el gas 'y NH4+ NO, y NO; en el liquido.

El gas sintético se formé como mezcla artificial preparada por dilucion de NH3 puro con
aire de red, justo al suministrar los dos componentes a la linea de entrada en la
porcion inferior de la columna. El caudal de entrada de NH3 se controlé con un CFM
(Bronkhorst, Holanda) y el de aire se ajusté con un rotdmetro (Tecfluid, Espafia). Se
probaron concentraciones de NH; de entrada de entre 125-1,410 ppm, (12-117 gN m®
h™). La fase liquida, elaborada conforme como descripto en la tabla 4.1) con NaHCO,
(3 g L) fue alimentada en continuo. La renovacién se hacia de forma continua para
reemplazar el mismo volumen de lixiviados recogido en la porcion inferior de la

columna a 2 mL min (bombas Primus 208-18, Alldos Grundfos, Alemania).
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Figura 4.5. Descripcion de la planta BTF-NH3;, -Foto del montaje, detalle del material de relleno y esquema de la planta. En 1, controle de presion de aire de
entrada; 2, Rotametro; 3, Puertos para toma de muestra de gas, 4, Sensor de pH, 5, bomba de recirculacion, 6, bomba de purga; 7, bomba de adiccion de

MM; 8, bomba de adiccion de acido; 9, bomba de adiccion de base. CMF, controlador masico de flujo.
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El control de pH se realizé automaticamente de acuerdo con la lectura captada en

linea con sensor pH28 (Crison Instruments, Espafia) al bombear NaOH o HCI (0.5M)

4.5.4. Métodos analiticos

La concentracion de NH; en el gas se midio utilizando un sensor multi-gas portatil MX6
iBrid (Industrial Scientific Corporation, EE.UU.), segun las especificaciones del
fabricante. Las medidas de nitrito y nitrato se tomaron mediante cromatografia iénica
con deteccion de conductividad DIONEX ICS-2000, siguiendo mismo método utilizado
en el BTF-H,S AER (detalles en Montebello, 2013). Las medidas de NH,4 en el liquido
fueron tomadas con un analizador AMTAX SC (Hach, Espafia), segun especificaciones

del fabricante.

4.5.5. Tomas de muestras de biomasa

Del BTF-NH; se analizaron muestras integradas de biomasa tomadas a lo largo del
cuerpo del reactor y de la pared. En dos ocasiones se tomaron muestras de biomasa a
3 alturas, para analisis espacial de la diversidad, a cada tercio: en la seccidén superior
(45-50 cm); intermedia (30-35 cm) e inferior (5-10 cm). La biopelicula adherida a los
cubos fue extraida mecanicamente en tampodn fosfato (PBS) 30 M. Los 10 cubos
recogidos de cada regidén fueron destruidos para permitir el acceso al interior. El
material fue centrifugado a 8,000 g durante 30 min. Las muestras fueron divididas y
centrifugadas otra vez, para formacion de pellet. El liquido se desechd y el material se

preservé a -20 °C.

4.6. Pirosecuenciacion 454 Roche

4.6.2. Obtencion del ADN genémico

Las 6 etapas del protocolo se presentan en la fig. 4.6 de la preparacion de la muestra
de biomasa (pesaje) hasta el envio a RTL. Se probaron cuatro kits comerciales (MO-
BIO Laboratorios Carlsbad, EE.UU.) para extraccion del ADN de las muestras de
biomasa: PowerMax Soil DNA Isolation Kit, PowerSoil DNA Isolation Kit, UltraClean
Soil DNA Isolation Kit y PowerBiofilm DNA Isolation kit. En todos los casos se

siguieron las instrucciones del fabricante.
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Figura 4.6.4 Preparacion del ADN

.La cantidad de muestra de biomasa utilizada como punto de partida varié de acuerdo
con el rango determinado por el fabricante. No obstante, la presencia de EPS y S° en
la matriz del biofilm, obligé a utilizar el minimo de biomasa de partida a fin de mejorar
la calidad del ADN extraido. Para cada kit, se evalud el rendimiento: concentracion de
ADN extraido (valor determinado por espectrofotometria UV al 260 nm) y calidad
necesaria para el procedimiento de secuenciacion mediante tomadas por
espectrofotometria en un equipo Nanodrop DN-1000 (Thermo Fisher Scientific,
EE.UU.). La calidad se medié por la ratio 260/ 280 nm. Las muestras que no
alcanzaron el valor 1.8 (entre el 1.80 y 1.89) fueron sometidas a un pos tratamiento
con PowerClean DNA Clean-Up Kit (MO-BIO) para eliminacion de residuos y
potenciales inhibidores de la PCR.

Al final, debido a la superioridad en el rendimiento se enviaron para secuenciacién
muestras extraidas con PowerSoil DNA Isolation Kit (BTF-H,S AER) y con
PowerBiofilm DNA Isolation kit (BTF-H,S ANOX y BTF-NHj3).

Después del check de calidad, las concentraciones de DNA de las muestras se
normalizaron a 20 ng uL™" (1) y se enviaron al servicio de secuenciacién del Research

and Testing Laboratory (EE.UU.) siguiendo las instrucciones de la guia de envio de
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muestras (disponible en hitp://www.researchandtesting.com/resources.html). El

servicio cumplio los 4 pasos, preparacién del ADN, PCRe, secuenciacion y analisis de

lecturas de secuencias. El protocolo se resume en la fig. 4.7.

PREPARACION ADN CONSTRUCCION GENERACION BIBLIOTECA
CEBADORES DE LIGACION clones ADNsst

PCR EMULSION

(F 341+A R 907+B)

- Cebadores

|-Tag (8nt)
-Adaptador

Ligacion
Cebadores + tag +
adaptadores Ay B

Fragmentacion ADN (200-800 nt)
Desnaturalizacion (ADNsst)

CHECK CALIDAD

|'.|I|nn ||t|:||||||1
ll.lilllm ||t|:|l||||l

454 FLX+
(Protocolo 454 Roche)

Archivos .sff

Figura 4.7. Protocolo tag-454

4.6.3. Preparacion del ADN

Esta etapa se cumplié en RTL. Inicialmente se construyeron los cebadores de fusion
En este estudio se utilizé6 una pareja de cebadores para el dominio Bacteria para una
region comprendida en V3-V6, del gen 16S ribosomal, de 560 nucledtidos: cebador
hacia adelante 341F (primer forward): 5CCTACGGGAGGCAGCAG3’ y cebador hacia
atras: 907R (primer reverse). 5CCGTCAATTCMTTTGAGTTT3'.

Cada cebador fue construido con el adaptador Roche A (5-3’) linker (CCATCTCAT
CCCTGCGTGTCTCCGACTCAG) ligado al primer 341F y al tag de 8-10 nucleétidos
Los tags utilizados en cada muestra se ensefian en la tabla 4.2. El primer de fusion
reverso fue construido con una molécula de biotina mas el adaptador Roche B (5-3’)
linker (CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG) en el extremo 5, mas el primer

907R. Las secuencias amplificadas con los adaptadores “B”, biotinizados, se utilizaron
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en la etapa de secuenciacion y los del tipo A en protocolos de preparacion: evaluacion
de calidad, en gel, de las muestras, y titulacién para calculos de concentracion y

preparacion de reactivos para la etapa de secuenciacion.

Tabla 4.2. Tags utilizadas en la secuenciacioén, en las muestra

Biofiltro Muestra Tag

Ca-A CAGGAGGA

BTF-H,S ANOX Ca-B CAGGATTA
Ca-C AATTCTTA

Ca-D AATTCGGA

245d AAAAAAAC

BTF-H,S AER 586d AAAAAAAT
N-A CAGCTGTA

N-B CAGGACCA

N-C CAGGCCAA

BTF-NH, N-A, CAGGCTGA
N-A, CAGGTAGA

N-Az ACAACACA

4.7. PCRey secuenciacion FLX" 454 Roche

Los productos de la PCR de fusion se visualizaron con eGels (Life Technologies,
EE.UU.) y luego se reunieron los grupos equimolares. Cada conjunto fue tratado con
Diffinity RapidTip (Diffinity Genomics, EE.UU.), y se realiz6 una seleccién por tamafo
utilizando Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter, EE.UU.) siguiendo los protocolos
de la plataforma 454 Roche (454 Life Sciences, EE.UU.). Los conjuntos seleccionados
se cuantificaron y 150 ng de ADN fue hibridado con las perlas Dynabeads M-270 (Life
Technologies- EE.UU.) para la amplificacion. El kit Qiagen HotStar Tag master mix
(Qiagen Inc, EE. UU.). Se utilizé para la reaccion de 25 pL; 1 yL de cada primer (1uM)
y 1 uL de ADN (20 ng puL™") y se condujo en termociclador ABI Veriti thermocyclers
(Applied Biosytems, EE.UU.). Las condiciones de reaccion fueron: 95 °C por 5 min,
luego 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 54 °C por 40 s, 72 °C por 1 min, seguido por un ciclo

de 72 °C por 10 min y entonces resfriado a 4 °C.

La biblioteca generada de la PCRe fue secuenciada en plataforma FLX" 454 Roche
siguiendo el protocolo establecido por el fabricante (454 Life Sciences). Las lecturas
de secuencias fueron almacenadas en formato .sff (proprio del proceso) para luego

seguir el tratamiento bioinformatico.
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4.7 1. Check de calidad

Se realizaron recuentos por taxones y se computaron los datos de abundancia relativa
(%) en los distintos niveles: filos, clases, familias, géneros y especies. Los detalles del
método utilizado por se pueden consultar en

http://www.researchandtesting.com/index.html. que se reproducen en el anexo 1. En

resumen, la herramienta USEARCH fue utilizado en el check de calidad (Edgar 2010).
Los datos fueron de-reduplicados y agrupados (al 1% divergencia). Luego fueron
eliminadas las secuencias de tamafio inferior a 250 pb y aquellas con mas de 600 pb
de longitud. A continuacién, se regeneraron las secuencias consenso y se eliminaron
las lecturas de baja calidad. La deteccion y remocion de quimeras fue llevada a cabo
UCHIIME (Edgar et al. 2011) en modo de nuevo, en los clusteres. El siguiente paso
fue la conversion del archivo al formato FASTA reemplazando, a la vez, los tags
originales por otros artificiales que se utilizaron para la identificacion taxondémica de las
lecturas. La identidad de las OTUS fue asignada en cada archivo FASTA, sembrado
en la bases de datos de secuencias del NCBI (National Center for Biotechnology

Information- EE.UU.) utilizando el programa BLASTN".

4.7.2. Clasificacion de secuencias y calculo de

abundancia relativa

El criterio padrén del RTL para resolucién y clasificacion de las lecturas en los distintos

niveles taxondmicos se resume en la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Parametros para clasificacion general de las lecturas de secuencias

Grado de Identidad Resolucién
2 97% especie
De 95 - 97% género
De 90 - 95% familia
De 85 - 90% orden
De 80 - 85% clase
77 - 80% filo

Del set de datos preparado por el RTL fueron seleccionados los archivos tipo Bacteria

traceback, porque no se aplicaron criterios de agrupacién al “pariente mas cercano”.
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En los casos en donde no se pudo resolver la identidad de la lectura se aplicaron la
designacion no clasificados uncl. (del inglés unclassified) y se utilizé la identidad del
ultimo nivel taxondmico para el cual se encontré hit. La clasificacion siguié el criterio
definido en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Parametros para identificacion aplicado a los archivos “Bacteria traceback”

Bty i G Destino en el archivo
traceback
1 >97% -

97% = 1> 95% (unk species)/ (uncl. especie)
95% = 1> 90% (unk genus)/ (uncl. genero)
90% =1 > 85% (unk family)/ (uncl. familia)
85% = 1> 80% (unk order)/ (uncl. orden)
80%=21>77% (unk class)/ (uncl. clase)

|, identidad

Tras asignar la identidad se llevaron a cabo los recuentos de lecturas y se calcul6 la
abundancia relativa, como el numero de lecturas de secuencias, para cada nivel

taxonémico, por muestra.

4.7.3. Analisis de diversidad

Se aplicaron métodos de estadistica no paramétrica en el analisis de diversidad. Las
comparativas entre bibliotecas fueron realizadas en base a los indices de diversidad
de Chao1 y de Shannon H’ y curvas de rarefaccidon que se elaboraron segun el

protocolo de RDP (disponible en https://rdp.cme.msu.edu/.). El trabajo fue ejecutado

en tres pasos. Primero los archivos de secuencias, ya tratados, fueron alineados en
INFERNAL en la pagina de RDPpipeline (en formato FASTA (.fas)). Los mismos
archivos fueron agrupados con la herramienta de cluster jerarquico que luego sirvieron
de entrada para los calculos de los indices de diversidad. Las curvas de rarefaccion se
elaboraron al 100, 97 y 95% de similitud.
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CAPITULO 5

Cambios en la diversidad microbiana en un
biofiltro percolador aerobio de desulfuracion de

H,S por pirosecuenciacion tag-454

Partes de los resultados se publicaron en:

Bezerra T, Rovira R, Montebello A, Lagostera M, Lafuente J, Campoy S, Gabriel D, (2013). Metagenomics
and metatranscriptomics of a H2S desulfurizing biotrickling filter, in: Proceedings of the 2013 on 5th IWA
Odour and Air Emissions Conference Jointly Held with 10th Conference on Biofiltration for Air Pollution
Control, on CD-ROM.

Montebello A, Bezerra T. Rovira R, Rago L, Lafuente J, Gamisans X, Campoy S, Baeza M, Gabriel D
(2013). Operational aspects, pH transition and microbial shifts of a H2S desulfurizing biotrickling filter with
random packing material. Chemosphere, 93(11), 2675-2682.

Montebello A, Mora M, Lépez L, Bezerra T, Gamisans X, Lafuente J, Gabriel D (2014). Aerobic
desulfurization of biogas by acidic biotrickling filtration in a randomly packed reactor. Journal of hazardous
materials, 280, 200-208.
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5.1. Introduccion

5.1.1. Mecanismo basico de la biofiltracion de
H,S

La eliminacién biologica de H,S de corrientes gaseosas ocurre principalmente por via
aerobica. Para ello se utiliza la habilidad natural de las SOB para utilizar el S como
fuente de energia. La reaccion biolégica que explica el metabolismo aerdbico
simplificado del sulfuro de hidrégeno en bacterias quimiolitdtrofas se detalla en la
ecuacion 5.1. (Syed et al. 2006).

2-
H,S + CO, + nutrientes + O, — células + s%o SO4 + H,S ec. 5.1

La oxidacion del sulfuro de hidrogeno se explica por la reaccién de éxido-reduccion

global ec.5-2:
H,S+20,— S0, +2H  (AG’=-798.2 kJ reaccion™) ec. 5.2

En esta reaccion el producto principal de la oxidacién del H,S es 8042', pero la

oxidacién es un proceso multienzimatico y, como tal, se producen compuestos
intermediarios que también pueden ser utilizados como fuentes alternativas de
energia. Las transformaciones consecutivas se pueden apreciar en la ecuacion 5.3. El
primer intermediario es el azufre elemental, que es una forma bastante estable e

importante en el ciclo biolégico del S. Las formas de azufre reducidas intermediarias
son el tiosulfato (82032_) y el tetrationato (S 4062_), que son formas menos estables, y

rapidamente transformadas (Duan et al. 2005). Algunas SOB pueden regenerar el S°
a partir del tiosulfato, lo que confiere versatilidad en la obtencion de energia (Ghosh &
Dam 2009).

0 2. 2 2 2. 2 2.
H2S —-S - 3203 — 8206 — 8306 — 8406 — SOs — SO4 ec. 5.3

Los procesos bioldgicos de oxidacion son mas eficientes que los procesos quimicos,
con los cuales compiten exitosamente en el medio ambiente. Sin embargo, la actividad

de las enzimas involucradas en el metabolismo oxidativo hacen que los procesos
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biolégicos tengan velocidades de 100 a 1000 veces mayores que los de naturaleza

quimica (Lens y Kuenen, 2001).

Asi como los demas ciclos de elementos, el ciclo del azufre tiende a un equilibrio
natural entre las especies quimicas en los ecosistemas (Robertson & Kuenen; 1992), y
un desequilibrio puede conducir a la acumulacién de compuestos intermedios. La
versatilidad de las bacterias en utilizar los aceptores de electrones es muy importante
para el reciclado del azufre en el medio ambiente. A lo largo de la evolucién, los
taxones se diversificaron en muchos nichos en respuesta a la presencia de los
compuestos. A dia de hoy se considera que los procesos metabdlicos con distintos
aceptores de electrones se construyeron por convergencia evolutiva (Kelly et al.
1997;.Ghosh & Dam 2009).

El mecanismo simplificado de la oxidacion de H,S en bacterias quimiolitétrofas se

ensefa en las ecuaciones 5.4 y 5.5 (Kelly 1999), donde se obtiene S0 o] 8042' como

productos finales de la oxidacion.

HS +0.50,— S° + OH (AG"= -145.2 kJ (molS-sustrato) ) ec. 5.4

HS +20,— SO,” + H' (AG®= - 732.6 kJ (molS-sustrato)™) ec.5-5
Los pasos intermedios para conversién de S° y tiosulfato se ensefian en ec.5.6 y 5.7:

S° + H,0 + 1.50,— SO, +2H" ec. 5-6

+

S,0, +20,+ H;0 — 2S0,% + 2H ec. 5-7

Los estados de oxidaciéon del H,S incluyen, en primer lugar, la oxidacion del sulfuro a
azufre elemental; que se convierte en seguida a sulfato (Robertson & Kuenen, 2006).
Tal como se puede comprobar en las ecuaciones, la conversion del sulfuro a sulfato es
mas eficaz des del punto de vista energético, y para un reactor tipo bicfiltro la
produccion de sulfato puede ser mejor para el sistema ya que se puede percolar y se
elimina en la purga mas facilmente que el azufre elemental (Rodriguez et al. 2013). El
azufre elemental que se produce asume una forma insoluble y granulosa que queda

atrapada en la matriz de EPS, es decir, en la biopelicula. Su eliminacién se pude lograr
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limitando la alimentacion de H,S. La falta del mismo como fuente de S induce el
consumo de S elemental por parte del cultivo de SOB (Montebello et al. 2013).
Las bacterias SO que se cultivan en un biofiltro utilizan el oxigeno molecular como

aceptor final de electrones vy fijan el C por medio del ciclo de Calvin. La fuente de C

utilizada en biofiltros aerdbicos experimentales suele ser el HCO, ,

el que puede

ayudar a controlar el pH (Delhoménie & Heitz 2005).

Muchas de las bacterias secretan el azufre elemental, como es caso de Thiobacillus
sp., T. denitrificans, T. thioparus o Halothiobacillus neapolitanus, aunque hay bacterias
que son capaces de mantener depdsitos dentro de cuerpos de inclusién; como por
ejemplo especies de los géneros Beggiatoa y Thiothrix. En estos ultimos, los granulos

depositados funcionan como reservas de energia. (Lens & Kuenen 2001).

El proceso de eliminacién biolégica de H,S presente en corrientes gaseosas depende
de la eficiencia en transferir el compuesto al medio liquido, y este fendmeno es
influenciado directamente por el pH. En solucion acuosa, el H,S es un acido que
puede existir en ambas formas idnica y no iénica. Las reacciones de disociacion del
H,S no son bioldgicas, y, hasta pH 5, la forma prevalente que se encuentra disuelta es

H,S. Mientras se elevan los valores del pH, se encuentra proporciones cada vez
menores de aquel, y mayores de HS. A pH 9, la forma H,S desaparece y solo se
encuentra la HS. Cuando el pH se acerca de 12, se encuentran proporciones muy

parecidas de las especies HS y SZ' , 'Y por encima de este valor sélo SZ— (Gostelow et

al. 2001). Este proceso se resume en las ecuaciones ec.5.8 y ec.5.9, donde también

se ensefian las contantes de disociacion (pKa ).

HS o H +HS pKa =7 ec. 5.8

HS & H +S~ pKa =12 ec.5.9

En condiciones naturales la oxidacion biolégica de H,S conduce a la acidificacién del
ambiente (ver ecuaciones 5.5 a 5.7), que evidentemente, eleva la presion selectiva
sobre las poblaciones, conduciendo a la especializacién. En trabajos a escala de
laboratorio la eliminacion de H,S a pH neutro fue aplicada en numerosos estudios. Asi,
el pH pasa a constituirse en un factor de seleccién para la actividad microbiana, y por

lo tanto la composicién de la comunidad microbiana depende directamente de él.
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5.2. Antecedentes

La biofiltracion para eliminacion biolégica de H,S ha sido bastante estudiada, y la
investigacion de los procesos de naturaleza abidtica en plantas experimentales ha
avanzado a pasos largos. En biofiltros percoladores aerébicos, los principales temas
de investigacion han sido, primero, el disefio de las plantas, y luego, la optimizacion de
parametros de operacién y de estrategias de control de proceso. Los efectos de la
direccién de flujo de gas, de transferencia de materia, disponibilidad del oxigeno,
tiempos de residencia del gas y del liquido, y velocidad superficial del liquido, entre
otros, han sido extensivamente probados, y distintos materiales de relleno han sido
evaluados (Gostelow et al. 2001; Gabriel &Deshusses 2003; Kim & Deshusses 2005;
Mas & Maestre 2008; Fortuny et al. 2008; Zhang et al. 2008; Soreanu et al. 2009; Diaz
et al. 2011; Omri et al. 2011; Diaz et al. 2011; Ramachandran 2014; Lépez et al. 2015).

Des del punto de vista microbioldgico, se comprobaron la importancia de factores de
crecimiento, como el contenido de humedad en el lecho filtrante, la disponibilidad de
nutrientes esenciales (Aizpuru et al. 2003) y la capacidad de crecimiento de la

microbiota frente a absorcion de los nutrientes desde del medio liquido.

Se ha investigado también la tolerancia de consorcios y cultivos puros a altas
concentraciones del contaminante (Cox & Deshusses 1998; Lebrero et al. 2010; Sercu
et al. 2005; Montebello et al. 2013). La estructura de la biopelicula ha sido observada
mediante técnicas microscopicas y analisis de los acidos grasos de la membrana
(Webster et al. 1997).

5.2.1. Componente de proceso: el efecto del pH

A dia de hoy, el tratamiento de bajas concentraciones de H,S es de uso comun en
plantas para el tratamiento de residuos sélidos y aguas residuales tanto en el sector
ganadero como en el sector industrial. Las SOB eliminan féacilmente bajas
concentraciones de H,S por la oxidacion biolégica a sulfato en presencia de exceso de
oxigeno. Debido a la produccién de H* como producto de oxidacién, se ha descrito la
disminucién de la eficacia debida a la disminucion del pH a niveles tdxicos para la
biomasa. (Smet & Van Langenhove 1998; Gabriel & Deshusses 2003; Taylor et al.
2012; Jaber et al. 2014) ). El control del pH es un punto critico, pero de facil solucion
una vez que el sistema esté automatizado. El funcionamiento de un biofiltro se controla

también por las mediciones del potencial redox, del oxigeno disuelto y de la ratio
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0O,/H,S alimentados. Esta tasa indica qué especie de azufre se produce durante la
oxidacién bioldgica. Asi se cumple el objetivo de los bioreactores, que es favorecer
dos procesos, uno de naturaleza quimica, que es la transferencia del contaminante
desde la fase gas a la biopelicula, y otro de naturaleza biolégica, que es la eliminacion

del contaminante por los microorganismos (Cox & Deshusses 1998).

La biodesulfuracion en BTFs a pH acido fue tema de interesantes estudios, tanto a
escala experimental como piloto. El proceso de desulfuracion aerdbica produce una
acidificacion natural del medio (ec. 4.4 a 4.6) de forma que conducir la operacion bajo
condiciones aciddfilas puede ser mas ventajoso. Sin embargo, cuando el pH es muy
bajo, de entre 3 y 1, las condiciones medio ambientales conducen a la eliminacion de
poblaciones, lo que puede comprometer la resistencia a lo largo del tiempo. Ejemplos
de especies que pueden favorecerse de este proceso selectivo son Acidithiobacillus y
Acidiphilium, ambas proteobacterias especializadas en la degradacion de especies
azufradas. La capacidad de estas especies en degradar H,S se debe a su capacidad
de utilizar parcialmente la via SOX. Asi, estas poblaciones pueden tanto variar el
sustrato entre sulfuro y azufre, como acumular productos intermedios. En base a esto,
operar a pH acido puede ser mas econdmico, pero presenta el inconveniente de la

oxidacion parcial, o sea, la formacion de S%en lugar de sulfato.

En el caso de la formacion de S° la acumulacion de azufre elemental (material
granular) en el interior del lecho empacado del reactor, y de dificil liberacién, es uno de
los principales cuellos de botella de esta tecnologia. Este inconveniente fue reportado
en dos estudios de BTFs, donde se encontrd interferencia en la actividad de la
biopelicula, lo que produjo una reduccion en la eficacia de la eliminacion (Rodriguez et
al. 2013; Montebello et al. 2014). En aquellos estudios también se probaron distintas
estrategias para evitar este problema. Una fue la suspension de la alimentacion del
gas sulfuroso (periodo de “starvation”), para estimular el consumo del material
acumulado, y la otra fue incrementar la disponibilidad del oxigeno a fin de promocionar

la etapa 2 (ec. 4-5), favoreciendo la conversién a SO,* (Rodriguez et al. 2013).

El alto poder selectivo del pH fue reportado por Webster et al. (1997), que a un pH
muy bajo los microorganismos son sometidos a altos niveles de estrés, mientras que
esto no se observo para los microorganismos en los reactores con pH> 4. Los mismos
autores observaron también que un pH bajo indujo a un aumento de los acidos grasos,
que fueron asociados con especies de Thiobacillus aciddfilas. Los valores
decrecientes de pH no causaron una disminucion significativa de eficiencias de

remocion de H2S. Ademas, se observaron las mayores densidades microbianas, al
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final del experimento, a pH mas bajos. Aquel estudio demostré que las comunidades
microbianas podrian adaptarse a condiciones de estrés, ya sea a través de
aclimatacion de especies individuales, o mediante el cambio de dominio de especies

tolerantes a condiciones acidofilas.

En biofiltros organicos los materiales empleados presentan una baja capacidad de
tamponamiento del pH. Lo mismo vale para materiales de relleno como el compost y
astillas de madera. Las turbas son naturalmente acidas (pH entre 3.y 4), con baja
capacidad de amortiguacién. Para mantener el pH constante algunos autores
afiadieron materiales al lecho como el carbonato de calcio, la dolomita y hasta
conchas de ostras. A dia de hoy, en biofiltros tipo percolador, se consolido la
estrategia de riego con soluciones nutritivas tamponadas mediante NaHPO, y el HCO;
(revisados en Delhoménie & Heitz 2005). Para mejorar el comportamiento y disminuir
los costes de explotacién han sido desarrolladas distintas estrategias de control de pH,
esencialmente basadas en el aporte de agua de renovacion o en el aporte de NaOH

en la linea de recirculacion.

5.2.2. Componente Dbiolégico:composicion de |la

comunidad

Las poblaciones residentes en los biofiltros se organizan en biopeliculas bastante
complejas. A diferencia de lo que ocurre en otros reactores de lecho empacado, en
biofiltros percoladores la concentracién de células por area puede ser elevada (hasta
100 g SSV L™). Esto es debido a que la percolacién se hace a bajas velocidades (1-10
m h™), lo que impide el lavado del material en soporte. Si por un lado la densidad de
células favorece el acceso a la microbiota, por otro, la fuerte adhesién y la estructura
de la matriz lo dificultan. Métodos de microbiologia clasicos como el cultivo o recuento
de células fueron utilizados como herramientas para estudiar la biopelicula (Acuna et
al. 1999; Aizpuru et al. 2003; Khammar et al. 2005; Ivnitsky et al. 2007; Chaiprapat et
al. 2011; Xue et al. 2013). En aquellos casos la diversidad no fue contemplada, por
dificultad en promover crecimiento en vitro, o por limitaciones en la recuperacion de las
células de la matriz. En el presente estudio fueron realizados ensayos con material de
tres biofiltros para comprobar la eficacia de las estrategias de recuperacion de ADN y
el rendimiento fue dependiente de la estrategia de extraccién, especificamente del
proceso de ruptura de la matriz. Este estudio se presentara mas adelante en este

capitulo.
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A dia de hoy, muchos de los microorganismos sulfooxidantes neutréfilos ya han sido
identificados mediante técnicas de biologia molecular. Los mas frecuentes en biofiltros
percoladores fueron Thiobacillus thioparus, T. sp., Thiomonas, Thiothrix sp.,
Halothiobacillus neapolitanus y Sulfurimonas denitrificans (Méndez 2002; Takai 2006;
Sercu et al. 2006; Mas & Maestre 2008; Jiang & Tay 2010; Maestre et al. 2010;
Ramirez et al. 2011; Montebello et al. 2013). Entre los alcaléfilos sulfooxidantes se
destacaron Thioalkalispira microaerophila, Thioalkalivibrio sulfidiphilus, T. cyclumy T.
Jannaschii, (Sorokin 2002; Syed et al. 2006; Sorokin et al. 2012). Entre acidéfilos
fueron referenciados Acidithiobacillus sp. Ac. thiooxidans y Ac. caldus y Acidiphilium
sp. (Kelly & Wood 2000; Johnson et al. 2006; Ramirez et al. 2009; Ramirez et al. 2011;
Bezerra et al. 2013; Montebello et al. 2013). Acidithiobacillus ha despertado el interés
por el poder de metabolizacién de H,S bajo condiciones de pH acido (Lee et al. 2005;
Lee et al. 2006; Aroca et al. 2007; Chaiprapat et al. 2011; Ramirez et al. 2011;
Charnnok et al. 2013; Lin et al. 2013).

Estudios de caracter comparativo fueron poco frecuentes. Un ejemplo interesante fue
la investigacion se llevd a cabo con biofiltros inoculados, simultaneamente, uno con
Thiobacillus thioparus, otro con Ac. thiooxidans (Arouca et al. 2007). Los autores
lograron mejor performance en el BTF de Ac. thiooxidans, llegando a ser 30 veces
mas eficaz a concentraciones elevadas. Otro estudio reporté el éxito de la
desulfuracién para una cepa altamente resistente al sulfato del mismo género,
Acidithiobacillus (Lee et al. 2006).

La complejidad de la comunidad microbiana en BTFs fue reportada como “una caja
negra”. En cualquiera de los casos se reportd la importancia de los miembros de la
clase 8 de Proteobacteria, géneros Thiobacillus y Thiomonas y de miembros de j-

proteobacteria (ej. Thiothrix, Halothiobacillus y Acidithiobacillus), en la desulfuracion.

Para aclarar tanto la identidad de los cultivos como para caracterizar comunidades, se
han aplicado técnicas de biologia molecular clasicas. La técnica microscopica de
hibridacion con fluorescencia in situ (FISH) fue la aplicada en estudios de poblaciones
in situ (Jiang et al. 2009; Gallardo et al. 2010; Maestre et al. 2010; Li et al. 2012). Para
la caracterizacion de las poblaciones, se utilizé principalmente herramientas de
analisis basadas en el ARN ribosomal, a partir de material genético recuperado de
biomasa, y amplificacion por PCR. (Muyzer et al. 1993). Las técnicas mas utilizadas
fueron la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) (Chung, 2007;
Hong et al. 2007, Ramirez et al. 2011), analisis del espaciador ribosomal intergénico

(RISA) (Steele et al. 2005), analisis de los polimorfismos (Omri et al. 2011), clonaje y
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secuenciacion (Maestre, 2009; Kristiansen et al. 2011); y secuenciacion de los genes
del ARN ribosomal (Maestre et al. 2010). Gracias a estas herramientas la compleja
microbiota ha sido estudiada. Sin embargo, el conocimiento de esto componente del
proceso mediante las herramientas clasicas de estudio de comunidades se ve limitado
por la baja cobertura de los bancos de datos y por los protocolos laboriosos y caros
(Cabrol & Malhautier 2011). Para superar los problemas es indispensable girar hacia
aproximaciones metagenomicas, para ello el empleo de plataformas de secuenciacion
masivas como pirosecuenciacion es una alternativa. Sin embargo, las limitaciones
derivadas de la novedad y la falta de protocolos establecidos hacen la propuesta
menos atractiva. La robustez de la técnica tag-454 para el seguimiento de
comunidades en BTFs fue comprobada con anterioridad en un estudio empleando
BTFs a escala piloto para bajas cargas de H,S (Li et al. 2012). En aquel estudio se
logré relacionar la composicidn con parametros de disefio y operacidn como la
naturaleza del soporte o la presencia de perturbaciones de pH. En el presente capitulo
se presentan, los resultados del estudios de diversidad realizados en la comunidad de
Eubacteria del BTF-H,S AER a través de plataforma de secuenciacién masiva 454

Roche.

5.3. Motivaciones y objetivos

La planta a escala laboratorio utilizada en este trabajo fue disefiada por el Dr. Fortuny
(Fortuny et al. 2008; Fortuny et al. 2010; Fortuny et al. 2011) y se utilizé para estudios
de la eliminacién de H,S bajo distintas condiciones a lo largo de los afios. Tal como se
explico en el marco de la tesis, la configuracion BTF-H,S AER fue el objeto de estudio
de la Dra. Andrea Montebello, que investigd temas relacionados con la disponibilidad
de oxigeno, optimizacion de tiempos de residencia de gas (EBTR, por sus siglas en
inglés: emply bed residence time), tanto a pH neutro como acido (Montebello et al.
2010; Montebello et al. 2012; Montebello et al. 2013). El Dr. Maestre aplico el clonaje y
secuenciaron de 100 clones con el objetivo de estudiar la diversidad después de la
secuenciacion de las muestras y evolucion de las poblaciones mediante FISH
(Maestre 2008; Maestre et al. 2010). El Dr. Roger Rovira describié el comportamiento
de las SOB durante la puesta en marcha y en momentos de la operacion y emprendio
un estudio de transcriptomica en un intento de mapear la actividad preponderante en
el reactor en tres secciones de la columna. El trabajo fue pionero y sirvio para ilustrar
la complejidad de la red metabdlica que se puede encontrar en este tipo de

ecosistemas. En aquel estudio se desveld el papel preponderante de la comunidad
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localizada en la region media de la columna (Maestre et al. 2010; Rovira 2012).
(Maestre et al. 2010)A pesar de la importancia de estos estudios para la compresion
del componente biologico de biofiltros percoladores se encontraron diversos
problemas en ambos casos. Uno fue la baja cobertura de la diversidad que se obtuvo
del set de sondas FISH, y luego, la falta de informaciones detalladas de la diversidad,
lo que limité la aplicacién de la metatranscriptomica, ya que no se pudo relacionar los
genes identificados con los miembros de la comunidad del biofiltro ni con su

funcionalidad en el sistema.

La presente tesis fue planteada con el objetivo de probar la robustez de una
herramienta de secuenciacion masiva para generar informacion detallada de
diversidad. Para ello, fue aplicada una aproximacion metagendmica basada en datos
de secuenciacidon masiva de ADN ambiental. La plataforma de pirosecuenciacion
elegida fue la 454 de Roche, que luego se aplicd para identificar los cambios de la
composicion de bacterias de un biofiltro tratando altas cargas de H.,S, operando en
condiciones neutrdfilas asi como acidéfilas. El trabajo que ahora se presenta tuvo el
objetivo de estudiar la ecologia del BTF-H,S AER mediante analisis de diversidad por
tag-454.

Los objetivos especificos planteados para el estudio fueron:

v/ Sistematizar una rutina para tomada de muestras de biomasa de la biopelicula
y de ADN genomico.

Comprobar la efectividad de las estrategias de pirosecuenciacion.

Elegir el método de andlisis de diversidad de especies,

Estudiar la diversidad de Eubacteria en ambas condiciones de operacion

IR NEENEEN

Identificar cambios poblacionales ocurridos tras la acidificacion del BTF-H,S
AER.

v" Relacionar los cambios ocurridos en la fraccion de SOB con la actividad

desulfurizadora del sistema, en pH neutro y acido.

5.4. Materiales y métodos

5.4.1. Maniobra de cambio de pH

La puesta en marcha del biofiltro percolador se realizé en febrero de 2010, utilizando
como inoculo lodo de EDAR. EIl biofiltro operd continuamente en condiciones

estacionarias durante 440 dias a pH 6-6.5 y temperatura ambiente. El dia 440 se inicio
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el cambio gradual del pH hasta 2.5 y se dejo el biofiltro percolador en estas
condiciones hasta el final de la operacion. La maniobra de cambio de pH fue realizada
conforme estrategia descrita en la tabla 5.1., con los valores de consigna controlados

en modo automatico.

Tabla 5.1. Valores de control de pH aplicados al BTF-H,S AER.

Dias de operacion Rango de pH
0 - 440 6-6.5
440 - 442 5.0-55
442 - 446 40-45
446 - 600 25-275

5.5. Resultados y discusion

5.5.1. Resumen de la operacion

El periodo total de operacion del biofiltro fue de 990 dias, de estos, 440 a pH neutro. El
estudio de ecologia que ahora se presenta fue realizado en dos etapas: la primera en
donde se empled el analisis de diversidad tag-454, que se inicié el dia 220 de
operacion de la planta y sigui6 hasta el dia 586; y otra hasta el final del periodo acido.
En este ultimo periodo, ademas del analisis de diversidad se emplearon otras técnicas
como el SEM-EDX y FISH. Detalles al respecto del periodo de puesta en marcha hasta

y de los primeros meses de operacion se encuentran en Montebello et al. (2013).

A modo de resumen, el biofiltro fue inoculado con lodos activos procedentes de la
EDAR de Manresa. El sistema alcanz6 valores de RE superiores al 95% ya en la
primera semana de operacion. Luego, el sistema alcanzd la condicién de estado
estacionario, que solo fue alterada durante los periodos de realizacion de

experimentos puntuales.

Durante la operacion de la planta a pH 6 (6.5), el sistema demostré una tendencia a
acidificar aunque el sistema de control de pH mantuvo el reactor al pH deseado
durante todo el periodo. En la figura 5.1 se ilustra el periodo anterior al cambio. Se
observa la estabilidad del pH y las variaciones normales de OD y ORP. Es interesante

comentar que, después del cambio de la consigna de pH en el dia 440 de operacién la
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actuacién del sistema de control de pH fue menos frecuente, una vez la acidificacién
también ocurrié influenciado por la actividad sulfuro-oxidante. El perfil de OD indicé
que este parametro se mantuvo durante toda la operacion en un rango comprendido
entre 2 y 5 mg OD L. Estos valores indicaron la disponibilidad de oxigeno en la
corriente liquida recirculada en el reactor en todo momento. Normalmente, la
disponibilidad de oxigeno en relacion a la carga de H,S alimentada se expresa como
la relacion O,/H,S (V/V); en donde valores préximos a 30 fueron considerados
suficientes para garantizar la oxidacién completa a sulfato (Fortuny, 2007; Montebello,
2010). Este fue un parametro importante de control de la operacién del BTF-H,S AER.
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12 4 | rereres oo I Hﬂ._ru‘r-*ﬂ.rﬂr;’r*mlr_—n_r']'—_ al
——— ORPFP I L ano

pH, 0D (mg L™)
ORP ()

Tiempoidias)

Figura 5.1: Perfiles de pH, oxigeno disuelto (DO) y potencial de 6xido-reduccion (ORP) antes y
tras la maniobra de acidificacién. La linea vertical indica el inicio de la transicion a pH acido

Desde el dia 209 hasta 240 de operacion se aprecia un aumento en el valor disponible
de OD, el que ocurrié en virtud de una bateria de ensayos. En este caso, se relacion6
el incremento en OD con el estrés de la biomasa, y con la disminucién en la oxidacion
biologica. Ya con respecto al valor de ORP, se observa que, hasta el dia 440 de
operacion, su valor se mantuvo entre el 0 y 200 mV, que indicé la no acumulacion de
sulfuro en la fase liquida (Fortuny, 2009). Una vez efectuada la transicion a pH acido,
este comportamiento se altera, y se observa un incremento de ORP hasta equilibrarse
en un rango mas elevado. No solo la estabilizacion de la ORP, pero también de OD,

indico el avance a la nueva condicion estacionaria a menos de 20 dias del cambio.
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La realizacion de un balance de azufre por sustraccion permitié calcular la cantidad
producida de azufre elemental (S°), y de esta manera, conocer el rendimiento de la
actividad biolégica. En la figura 5.2 se aprecia el balance de materia del azufre que fue
elaborado por la Dra. Montebello (Montebello et al. 2014) para el acumulado en 600
dias. Se indican la cantidad de H,S (g) eliminada, y las cantidades producidas de
sulfato y azufre elemental. La maniobra de cambio de pH se enmarca en la linea
vertical rayada. Las graficas indican que, en general, el reactor siguid con una

marcada tendencia de produccién de sulfato en los dos periodos.
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Figura 5.2. Balance de azufre durante 600 dias de operacion del reactor. Linea vertical indica la
ocurrencia de alteraciones operacionales relacionadas al cambio de pH (Imagen cedida por
Montebello, 2012).

En general, la maniobra de transicion de pH no afectd el rendimiento del proceso de
desulfuracion (RE préxima al 100%) para las 2,000 ppmv de H,S tratado. Sin embargo,
destacar que se acumulé una cantidad significativa de S° durante los seis primeros
dias de la transicion (6.67 g S-S0), que representaria el 42% del total de sulfuro
oxidado durante este periodo. De igual modo, la tasa de produccion de azufre
biolégico fue 23.1 g S-S° m™® h™', o sea, inferior a la tasa mas alta encontrada durante
la operacion a pH neutro (40.5 g S-S° m™ h™, el dia 4). Curiosamente, en este corto
periodo de 6 dias, la produccién biolégica de azufre fue persistente (fig.5.2), pero
luego, la tasa se reduijo significativamente a 3.3 g S-S° m™® h™'. Mas adelante, entre los

dias 249 y 533, la produccion de S° sufrid variaciones, en respuesta a las condiciones
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impuestas en los ensayos de reduccién de tiempos de residencia del gas (des de 130
hasta 33 s) y de incremento de concentracion de entrada del H,S (de 2,000 hasta
10,000 ppm,). En este periodo, el azufre elemental que se acumulé no se logro

eliminar en la misma proporcion en que fue producido.

En condiciones de pH neutro, se alcanzaron selectividades a sulfato de 100% a cargas
de referencia de 51.1 g S-H,S m> h", mientras que a pH acido, la selectividad media
SO, vari6 desde 84 hasta 55% en largo plazo. El efecto al final del periodo de
operacion acida fue cumulativo, de tal modo que el S°, junto probablemente, con otras
especies del S, se quedaron atrapadas en la biopelicula. Estos datos sugieren que, a
pesar de las condiciones extremas y del estrés impuesto durante los ensayos
puntuales, el consorcio microbiano evolucioné a una comunidad capaz de subsistir por
largo tiempo, a las condiciones de pH &cido. La produccion biolégica de S° fue
estimada entre un 8 y un 10% superior en comparacién con resultados del periodo
neutro. La presencia de sales metalicas de azufre fue observada en muestras tomadas
de dos fechas: 3 meses después del cambio, y al final de la operacién el dia 990. En
las muestras del dia 990 se visualizaron, bajo SEM, globulos de azufre extracelulares
adheridos a las células, lo que indicé una situaciéon de oxidacion de sulfuro parcial. Los
microanalisis realizados con EDX corroboraron la presencia de los metales de azufre y
de hierro. La metabolizaciéon incompleta del S fue relacionada la presencia de
poblaciones que utilizan parcialmente la via SOX, en pH acido (Ghosh & Dam 2009).
La presencia de de hierro en la muestra se relacioné al fendmeno de biolixiviacion, del
soporte metalico, ya que las especies Acidithiobacillus y Acidiphilium, tienen habilidad

de hacerlo.

El estado de degradacion del material observado en el dia 586 fue menos grave que
el encontrado 3 meses después en que se encontré desgaste de algunas piezas del
material de soporte que estaba localizado en la porcion de entrada del gas
(Montebello, 2013). Se sometieron muestras de las tres regiones del reactor a EDX-
SEM. Como conclusién, se tomé que el material metalico no es adecuado a

condiciones de pH acido.
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5.5.2. Estudio de comunidad

5.5.2.1. Evaluacion de los métodos de clasificacion

En el momento de la ejecucion del presente estudio (afio 2012-2013), los métodos de
analisis bioinformatico de RTL habian sido aplicados para investigar la microbiota de
diferentes ambientes como la flora fecal, depdsitos de agua potable y ambientes
marinos (Hollister et al. 2010; Douterelo et al. 2013; Finegold et al. 2010; Gontcharova
et al. 2010). Sin embargo, la inexperiencia en bioreactores generé dudas en cuanto a
la coherencia de las clasificaciones y cobertura de los bancos de datos utilizados por

ellos para los recuentos.

Tras el analisis detallado de la documentacion de protocolos de analisis de diversidad
microbiana (Research and Testing Laboratory 2012), se opt6é por no utilizar los datos
de recuentos obtenidos por el método de acercamiento al pariente mas cercano. De
todo el set de datos de clasificacion y recuentos originados en el RTL, se
aprovecharon solamente los archivos originales de secuencias (.sff), para generar los
indices de diversidad, y aquellos nombrados fraceback. Esta decision fue tomada
debido a que en estos archivos la estrategia de agrupacion de las OTUs permitid
revelar tanto las especies reportadas en las bases de datos publicas, cuanto aquellas
jamas referenciadas (unclassified), sin aproximaciones. De hecho, el método de
agregar las secuencias propuesto inicialmente por RTL, bajando la confianza en los
alineamientos o forzando a hits de parientes cercanos, se mostré inadecuada para la
comunidad del biofiltro percolador. El inconveniente fue comprobado en la anotacion
de varias secuencias a especies improbables para ecosistema del biofiltro. Un ejemplo
fue la anotacién de casi un 18% de secuencias de la biblioteca 586d, a 4 especies del
género Dyella, que esta descrito para pH neutro. Los IDs de las secuencias fueron
seguidos en los demas archivos de clasificacion, y se apuré que en el archivo
traceback aparecian en otro cluster del mismo género, pero no clasificado
(unclassified). La baja similitud de las secuencias (< 85%) con Dyella, fue un fuerte
indicativo de la incoherencia del método de agrupacion propuesto originalmente. Se
detectaron mas problemas gracias a informacion detallada del perfil metabdlico que se
encontré en la literatura. Tal como se puede imaginar, si el error se repitiera para
poblaciones predominantes, podria comprometer la comprension de fisioldgica del
biofiltro. La mala interpretaciéon del perfil de la comunidad podria dificultar la
compresion de las respuestas a perturbaciones y a procedimientos de optimizacion
(Cabrol & Malhautier 2011). El analisis complementario de algunas secuencias

mediante alineamiento demostré que el inconveniente no se repitié en el set de datos
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traceback. En base a esto, se asumid que los archivos fraceback eran adecuados al

objetivo de investigar la diversidad de la comunidad del BTF-H,S AER.

Con respecto a la distribucién de los dados de frecuencia, fig. 5.3 el perfil siguidé un
patrén en forma de una “larga cola” (“long tail”), de formato asimétrico alargado hacia
la derecha. Esto ocurrié debido a la gran cobertura que se logré obtener por tag-454
es decir, que la diversidad se distribuyd por un gran niumero de secuencias Uunicas o
dobles (singleton o doubleton). En general, esta distribucion se aprecia en las graficas
de abundancia basadas en recuento de secuencias de género y especie. (Amend et al.
2010) y concuerda con el descrito en muchos estudios (Quince et al. 2009; Amend et
al. 2010; Haas et al. 2011). En el presente estudio, se tomé en cuenta el someter el set
de lecturas a la verificacion de calidad previo, que elimind las OTUs identificadas como
quiméricas. El perfil de distribucion fue mantenido en concordancia con el esperado,
conforme se observa en la figura 5.3. Las especies poco frecuentes correspondieron a
un 16.4% y 3.2% en la biblioteca 245d y 586d, respectivamente.
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Figura 5.3. Perfil de distribucion de frecuencia de las OTUs, agrupadas al 97% de similitud.
Observar las diferencias de escala. En el eje de la X, 245d con 196 OTUs y 586d, con 66
OTUs.
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5.56.2.2. Estudio del efecto del pH en la diversidad

En el presente trabajo, el andlisis de la comunidad del BTF-H,S AER se centrd en
OTUs con recuentos superiores a 10 lecturas. La diversidad que se presenta a
continuacion tomé como base el porcentaje minimo de secuencias de cada cluster.
Los limites establecidos fueron el 0.1% de frecuencia en la muestra del dia 245, y el
0.03% en la muestra del dia 586 (10 lecturas por OTUs). En las dos bibliotecas se
recuperaron 67994 lecturas de secuencias de 473 nt de longitud promedio. Tras el
check de calidad, se aprovecharon 38039 lecturas para el analisis de diversidad (9880
para la 245d y 28159 para la 586d). En todos los niveles, se encontré una
simplificaciéon de la diversidad microbiana con el cambio de pH. Las curvas de
rarefaccion de OTUs al 100, 97 y 95% de similitud se aprecian en la figura 5.4. Se
observa claramente que la diversidad fue bien descrita y que los datos fueron

suficientes para explicar la comunidad.

3000
—100% similitud 245d
” 2500 4 e=——=97% similitud
% 95% de similitud
= 2000 -
€
>
[&]
& 1500 -
(2]
-
'_
O 1000 -
(0]
©
o
z 500 -
0 - ; ; ; ;
0 200 400 600 800 1000
NO lecturas
9000
586d

8000 - e 100% similitud
(72}
§ 7000 - ——97% similitud
é’ 6000 - 95% similitud
3
& 5000 -
(72}
2 4000 -
o
© 3000 -
©
o
Z 2000 -

1000 -

0 .

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

NO lecturas

Figura 5.4. Curvas de rarefaccion de OTUs para245d y 586d. Observe diferencia de
escala.
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Los indices de diversidad, resumidos en la tabla 5.2, muestran la riqueza y la
diversidad de muestras integradas de ADN formadas por una mezcla igual de sub-
muestras tomadas de tres regiones del reactor. Por esta razén, los datos muestran los

perfiles integrales del sistema en ambas condiciones de operacion.

Tabla 5.2. indices Chao1 y Shannon (H’) con equidad (E); bibliotecas: 245d y 586d

Library Chaol Shannon (H') E
245d 1589 5.45 0.78
586d 533 3.19 0.53

Un total de 1589 y 533 OTUs fueron estimadas con Chao1, en las muestras 245d y
586d, respectivamente. Al final, tras la agrupacion de las OTUs de misma identidad,
fueran anotados 129 clusteres repartidos en 11 filos, 19 clases, 44 6rdenes y 73
géneros, ademas de 265 especies en taxones. Los tres indicadores concordaron en
que la comunidad sufrid una fuerte presion selectiva, impuesta por el cambio a pH
acido. En la muestra tomada en esta condicidon, muestra 586b, se observa una
reducciéon de Chao1 muy marcada mientras H’ y E ensefian una distribucion mas
uniforme de las secuencias que en la muestra 245d. De acuerdo con la informaciéon de
distribucion de frecuencia como abundancia relativa de la figura 5.5 se concluye que la
comunidad se caracterizé por una distribucion mas equilibrada de las secuencias en
los taxones superiores, y también por la participacion de muchas especies

oportunistas, formando una extensa lista de OTUs con menos de 10 hits.

A continuacion, se describen los principales cambios en el perfil de la comunidad que
se produjeron en respuesta al cambio de pH. Los datos de abundancia relativa para
filos (A), clases y géneros (B), se aprecian en la figura 5.5. En el recuadro interior de la
figura 5.5 A se aprecian los datos de las clases prevalentes. No clasificadas y

contribuciones inferiores al limite fueron agregados en otros.
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Figura 5.5. Valores aproximados de abundancia relativa para Eubacteria en 245d y 586d, para
taxones que contribuyeron con al menos 1% de presencia.

A simple vista, se observa la predominancia del filo proteobacteria en ambas
bibliotecas (89 y 99%). También se comprueba la eliminacion casi completa de
Bacteroidetes tras la acidificacion, que llegé a contribuir con hasta un 8% en la
muestra 245d. Ya a nivel de clase, fueron observados fuertes cambios. En la muestra
245d la distribucion de lecturas fue similar entre Beta () y Gamma (y) Proteobacteria,

con aproximadamente un 40% de abundancia de cada una. A pH &cido, la clase (-
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proteobacteria casi fue eliminada, mientras o-proteobacteria mantuvo el 12%.
Destacar el incremento de j-Proteobacteria que incrementd hasta un 82% su

abundancia.

La abundancia relativa de lecturas en la biblioteca 245d indicé la prevalencia de los
géneros Xanthomonadaceae (35%) y Nitrosomonadaceae (22%). Otra caracteristica
de la poblacién a pH neutro, que se puede apreciar bien en la figura 5-5, que es la
mayor distribucién de lecturas entre géneros que contribuyeron con un 1 a 5% de
lecturas. Ademas, casi el 73% del total de géneros presentaron menos del 1% de

abundancia.

De acuerdo con los resultados de la identificacion taxonomica de la biblioteca 245d,
los géneros mas comunes fueron Nitrosomonas (18.4%), Dokdonella (11.3%) vy
Rhodanobacter (7%). Estos géneros, a pesar de no estar relacionados con la actividad
sulfooxidante, se han encontrado comunmente en bioreactores para el tratamiento de
H,S (Maestre et al. 2010; Li et al. 2011; Lebrero et al. 2012). Vale la pena mencionar la
participacién de Thiomonas, Comamonas y Thiobacillus (3% cada una). Juntos, estas
poblaciones formaron una interesante fraccion de la comunidad compuesta por
heterdétrofos y nitrificantes comunes, que pueden prevalecer a pH neutro debido a la
muerte y lisis de biomasa y a los procesos de amonificacion e hidrdlisis, entre otros,
hechos que apuntan a una potencial competencia por el OD entre bacterias
nitrificantes heterétrofas y sulfooxidantes. En el caso del biofiltro actual se procur6
optimizar las tasas de OD, a fin de evitar limitacion en la actividad bioldgica. Para ello,
se trabajo para mantener un caudal de aire en exceso, para hacer frente a todas las
necesidades de oxigeno y asi evitar obstaculizar la oxidaciéon de sulfuro a sulfato.
Pese a ello, cargas de H,S elevadas y la presencia de un material de relleno metalico

contribuyeron a la formacién de azufre elemental.

Curiosamente, ningun otro género importante de BSO-H,S fue anotado en la muestra
245d. Los datos revelaron una distribucion generalizada de la capacidad
desulfurizante, sobre todo entre las clases (i y-proteobacteria a pH neutro (Tabla 5.3).
Otro punto curioso de la distribucion fue la participacién de Acidithiobacillus, que ya
alcanzaba el 4.1% de lecturas en pH neutro, el que ilustra el potencial de la comunidad
para resistir al cambios. Esta bacteria posee capacidad de sobrevivir en condiciones
alejadas de la condicion de crecimiento ideal (Ghosh & Dam 2009). Por otra parte, la
presencia significativa de bacterias aciddéfilas es un fuerte indicativo de la presencia de
gradientes de pH en las capas internas de la biopelicula y, consecuentemente, de una

estratificacion de la diversidad microbiana en el espesor de la biopelicula.
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Tabla 5.3. Abundancia relativa de especies con mas de 1% de las secuencias de lecturas de
las bibliotecas 245d y 586d.

Identidad (%)
Clases Géneros Especies 245d  586d
o-proteobacteria  Acetobacteraceae Acidiphilium sp° * 114
Bradvrhizobiacea Nitrobacter sp’ 1.9 -
Hyphomicrobiace Devosia sp’ 1.1 -
Phyllobacteriacea Mesorhizobium sp 1.7 -
Rhodobacteracea Paracoccus sp?* 1.4 -
p-proteobacteria Burkholderiaceae Burkholderia (uncl. especies)* 1.7 *
Thiomonas sp2’4 2.9 *
Thiomonas (uncl. especies) 24 1.8 *
Comamonadacea Comamonas sp’ 24 -
Hydrogenophilace T. plumbophilus 24 1.6 -
Nitrosomonadace Nitrosospira sp " * 34 -
Nitrosomonas sp ne 15.2 -
N. (uncl. especies)1’ 4 1.8 -
N. eutropha1’ 4 1.3 *
yproteobacteria  Acidithiobacillace Acidithiobacillus sp 24 * 9.0
At. thiooxidans®* 33 457
At. (uncl. especies) * 2.7
Xanthomonadace Dokdonella (uncl. especies)® 9.8 *
Frateuria sp "* 5.8 -
Xanthomonadaceae (uncl. 8.9 27.7
Pseudoxanthomonas taiwanesis 1.0 -
Rhodanobacter sp’ 2.6 -
R. lindaniclasticu ' 1.3 -
R. (uncl. especies)’? 1.0
Thermomonas sp * 1.2 -
Leifsonia sp 1.3 *
Flavobacteria Cryomorphaceae Crocinitomix 25 -
C. (uncl. especies) 20 -
TOTAL 789 96.4

Subrayado, SOB; Negrita; especie aciddfila; * entre 0 y 1%; - ausencia o especie Unica; (uncl.g
no identificadas. 'relacionadas con metabolismo de N; 2 relacionadas con metabolismo del S;
heterétrofo; “autétrofo; *mixétrofo.

Otras bacterias relacionadas con el metabolismo de las SOB fueron identificadas en la
muestra 245d de entre ellas destacan especies desnitrificantes, anaerobias obligadas
o heterétrofas entre las que destacan miembros de los géneros Azoarcus,
Hyphomicrobium, Sphingomonas Rhodanobacter. En la biblioteca 586d, los datos de
abundancia mostraron la prevalencia de apenas 3 géneros: Acidithiobacillaceae, con

aproximadamente un 58% de abundancia; seguida por Xanthomonadaceae (28%); y
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Acetobacteraceae (12%). Ninguna bacteria de perfil nitrificante o heterétrofo fue
encontrada tras el cambio de pH. En la clase a-proteobacteria, fueron anotadas
secuencias para Acidiphilium sp, una SOB de crecimiento mixétrofo (3.3%). Estos
dados ilustran la presion selectiva de la acidificacion del microambiente. En esta
biblioteca ya se esperaba el favorecimiento de Acidithiobacillus como la especie
prevalente que garantizé el mantenimiento de la capacidad desulfurante del biofiltro.
Conforme los datos de la tablas 5.4 y 5.5 (Anexo 2), la supremacia del género permitio
el desarrollo de distintas especies del mismo género en funcion de nichos distribuidos
a micro escala. 4 especies de Acidithiobacillus fueron identificadas: At. thiooxidans,
(46%), At. sp (9%), At. caldus (0.5), At. ferroxidans (0.5). Debido a limitaciones en la
clasificacion, atribuidas al tamafo reducido de las secuencias, un 3% de lecturas
anotadas para este género no tuvieron la identidad confirmada a nivel de especie, y
permanecieron agrupadas en Acidithiobacillus (At. uncl. especie). Tal resultado se
ajusta bien al rendimiento robusto del reactor durante la transicion de pH, sin que

hubiera necesidad de re-inocular el reactor.

El género Acidithiobacillus, que es quimiolitoautétrofo, fue dominante con un 60% de
abundancia, hecho que concuerda con datos obtenidos de otros BTFs operados en
condiciones de pH neutro (Maestre et al. 2010; Li et al. 2011; Soupramanien et al.
2011). La eficacia de Acidithiobacillus thiooxidans en la desulfuracion de H,S fue
reportada en estudios con una cepa, AZ11, que demostré buen potencial para tratar
concentraciones de H,S de hasta 2,200 ppm, , asi como para consumir S° en ausencia
de sulfuro (Lee et al. 2006). Conforme a la literatura, la utilizacion de condiciones
acidas para la eliminacion de altas concentraciones de H,S es interesante, en virtud de
que las poblaciones aciddéfilas son mas tolerantes a presencia del sulfato, que es
producto final de la oxidacion. De hecho, para una SOB neutrdéfila como Thiobacillus
thioparus se ha referenciado su inhibicién por sulfato y sensibilidad a la caida de pH
ocasionada por la propia actividad de biodesulfuracién (Chung et al. 1996; Aroca et al.
2007; Ramirez et al. 2009). De hecho, en un estudio comparativo entre Thiobacillus
thioparus y Acidithiobacillus thiooxidans se encontraron limitaciones en la reaccion
biolégica, lo que comprometié el mantenimiento del rendimiento en el biofiltro
inoculado con T. thioparus en altas concentraciones y sin control de pH. De igual
modo, se reportd la robustez y constancia del biofiltro de Acidithiobacillus thiooxidans
(Aroca et al. 2007). ElI marcado predomino de At. thiooxidans en el BTF-H,S AER se
explico por la afinidad que tiene por el sustrato, favorecida por pH acido. La
supremacia de la especie en la region superior (informada por FISH) fue relacionada

a la disponibilidad de aceptor y donador de electrones que favorecié el primer paso de
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la oxidacion, es decir de la produccién de S°% mientras en la region inferior se encontré
una distribucién mas equilibrada de las poblaciones asi como se observé mas células
en respecto a solidos acumulados. Ademas, los datos del analisis SEM indicaron una

acumulacion importante de sales en la region intermedia.

Curiosamente, la especie Acidithiobacillus ferrooxidans también fue identificada pero
con valores de abundancia relativa muy bajos (0.1%). Probablemente esta especie;
que es aerobia obligada, no pudo competir con At. thiooxidans por su afinidad al
sulfuro, y mas por requerir altos niveles de OD para oxidar el hierro comparada con
Acidiphilium sp y At. thiooxidans, que pueden hacerlo en condiciones de anaerobiosis.
De acuerdo con estudios de FISH, descritos en la parte Il del documento las a-
proteobacterias fueron mas frecuentes en la region inferior del reactor, en donde el OD
estuvo limitado. En base a estos datos, se asumieron que en aquella region la
poblacion de Acidiphilium fue responsable de la conversién de S° a SO.*. La
presencia de Acidiphilium sp. se explicé por adecuacién al nicho ecoldgico, ya que
puede crecer mixotrofamente con S? en presencia de O, y S° en su ausencia (Ghosh
y Dam 2009, Norlund et al 2009).

Al comparar los resultados alcanzados en el presente estudio con aquellos reportados
por Li y colaboradores (2011) para BTFs-H,S se observan coincidencias como por
ejemplo la importancia del tipo de soporte a la hora de seleccionar los miembros de la
comunidad, la tendencia de predominio de los miembros extremdfilos (destacando el
género Acidithiobacillus) y la robustez del sistema para eliminar H,S en condiciones
de pH acido. A diferencia del estudio de Li y colaboradores (2011), en el BTF-H,S AER
se controld el pH y se logré eliminar altas cargas de H,S (de 2,000 hasta 8,000 ppm,)
con alta eficacia de eliminacion. Como resultado se favorecié la estabilizacion de la
fraccion acidofila de la comunidad en distintas regiones del biofiltro, en funcién de
gradiente de OD y de la disponibilidad de especies de S. También, la estabilidad de la
operacién permitié la aclimatacion del cultivo, lo cual resulté ser importante para el

desarrollo de especies acidofilas en el BTF-H,S AER.

Finalmente, se buscé relacionar los principales problemas encontrados al operar el
BTF H,S AER a pH acido, como la acumulacion del S%enla biopelicula y el deterioro
del material de relleno, con el perfil de la comunidad. El deterioro fue inicialmente
atribuido a la formacion de acido sulfurico, pero hay un componente biolégico que
probablemente contribuyé al deterioro. En este caso, la explicacion es la probable
asociacion simbidtica entre Acidithiobacillus thiooxidans con Acidiphilium sp, que son

conocidos por llevar a cabo la biolixiviacién de sulfuro metalico, con hierro (Norlund et
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al. 2009). Esta habilidad llevé a suponer que el crecimiento de la biopelicula en la
superficie metalica de los pall rings fue responsable por lixiviar parte de los metales de

su composicion.

5.6. Conclusiones del Capitulo

Con respecto al empleo de la tag-454 como metodologia de estudio de la comunidad
del BTF-H,S AER los resultados reportados en este capitulo demostraron que a pesar
de las discrepancias en el tamafio de las bibliotecas los datos de abundancia relativa
fueron adecuados para describir el componente biolégico.

Con respecto al efecto del pH sobre la comunidad se pudo concluir que:

v" no se afectaran las capacidad de eliminacién de H,S en el BTF al pasar de pH
6.5a2

v'a pH neutro se encontré mayor diversidad inclusive especies heteroétrofas y
nitrificantes ademas de las SOB el que comport6 cierta competencia por el DO.

v la diversidad a pH neutro fue mucho mayor que a pH acido debido a la presién
selectiva del medio ambiente.

v la presencia de especies aciddfilas durante la operaciéon a pH neutro apunta a
un fuerte gradiente de pH en el interior de la biopelicula del BTF

v" no fue necesaria la re inoculaciéon del BTF cuando se modifica de forma

progresiva el pH de operacion entre condiciones neutrdfilas y acidofilas
En relacién a los cambios en la estructura de la comunidad se pudo concluir que:

v' en la biblioteca 254d las poblaciones SOB no fueron las mas abundantes, pero
compartiran recuentos aproximados de lecturas de secuencias, A nivel de las
especie (similitud 297%) destaque para Nitrosomonas (17%), seguida por
Frateuria sp (5%), luego Rhodanobacter, Nitrosospira sp., Acidithiobacillus sp.,

Thiomonas sp, Comamonas sp. que participaron con entre 1.5 y 4% de lecturas

v En la biblioteca 586d las SOB fueron protagonistas alcanzando valores de
abundancia muy superiores a lo que obtuvieron en el periodo anterior.
Destaque para Acidithiobacillus sp., 9%, At. thiooxidans, 46%; Acidiphilium sp.
9%.
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6. Estudio de diversidad de Bacteria en biofiltro

percolador andxico para desulfuraciéon de H,S

6.1. Introduccion

6.1.1. Mecanismo de la biofiltracion anéxica de H,S

del biogas

El proceso microbiologico de la desnitrificacion permite llevar a cabo la desulfuracion
de biogas en condiciones andxicas. En biofiltros andxicos este proceso de reduccidon
del nitrato (NR-SO) se suele explicar por medio de la reaccién biolégica descrita por
(Soreanu, Béland, et al. 2008), cuando al final del proceso se obtiene la oxidacion del
compuesto de azufre reducido (H.S) a azufre elemental y/o sulfato, mediante la

reduccién del nitrato a nitrito o nitrégeno gas, de acuerdo al siguiente mecanismo:
H,S + CO, + Nutrientes + NO,” > biomasa + §%S0O,*+ H,0 + NO, /N,

Los detalles de las transformaciones bioldgicas del H.S y del NO3™ se describieron por
primera vez en Cardoso y colaboradores (2006), mediante una ecuacion de oxido-

reduccién global, que se reproduce en ec. 5.1.
15 No3' +12H,S —9H,0 + 6% + 63042' + 5Noz' +5N,+ 20H +4H" ec. 6.1

En dicha ecuacion se aprecian los dos productos azufrados y nitrogenados resultantes
de la oxidacion completa, que en los dos casos, se forman en proporciones muy
similares (6S y 5N). Una caracteristica de la ruta, que se denomina ruta de reduccion
del nitrato, es que la reduccién es de tipo disimilatoria, es decir que los productos no
son utilizados en el catabolismo microbiano. Las conversiones de los donadores de

electrones, H,S (ec. 5-2 a 5-5) y S° (ec. 5-6), con NO,” como aceptor de electrones,

para la desnitrificacion completa y parcial se presentan en las ecuaciones 5.2 a 5.6:

5H,S + 2NO, — 5S° +N2++ 4H,0 +20H  (oxidacion parcial de H S a S°)  ec. 6.2

5H28 + 8NO3- — 58042_ + 4N2 + 4H20 + 2H+ (oxidacién completa st) ec. 6.3
H,S+NO, — S’+NO,+ H,O (oxidacion parcial de H,S a S°) ec. 6.4
H,S +4NO, — sof' +4NO, + oH" (oxidacion completa de H,S) ec. 6.5
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5S°+6NO, + 2H,0 — 5S0,* + 3N_+ 4H" (oxidacion completa de S°) ec.5.6

Las ecuaciones anteriores indican que la conversion a azufre en la desnitrificacion
completa consume hasta cuatro veces menos nitrato en comparacién con la oxidacion
completa a sulfato. Ademas, la comparacion muestra un mayor consumo de nitrato en

las reacciones que implican desnitrificacion incompleta a nitrito.

El crecimiento microbiano fue estudiado en T. denitrificans con el HCO; como fuente
de carbono. El mecanismo desnitrificante se ensefia en la ec.5.7 (Kleerebezem &
Mendez 2002).

HCO, +0.2NO, + 7TH +586 - CH, O N, ,+3.1H,0 (AG’=-86.5 kJ reaccion™)

ec. 6.7

Respecto al comportamiento de la biomasa desnitrificante, en un estudio reciente, fue
reportado que el acoplamiento de los procesos dependié mas de la composicion de la
microbiota (cultivo puro o consorcio), que de la concentracion de sustrato (Mora et al.
2014). En el mismo trabajo se describieron las ecuaciones parciales para la
desnitrificacién completa, en dos pasos, con H,S de donador de electrones (ecs. 5.8 y
5.9).

HS +0.35NO, + 0.012NH, + 0.059HCO, + 1.40H" +0.004CO, — 0.013C,H,O_N +

+0.175N,,+ SO+ 1.21H,0 ec. 6-8

S°+0.876NO, + 0.080NH,” + 0.379HCO, + 0.023CO, + 0.343H,0 —

—0.080C,H,ON + 0.44N,+SO 2 + 0.824 H" ec. 5-9

De acuerdo con estas ecuaciones cuando no hubo limitacién de nitrato se produjo la
oxidacion de H,S hasta SO, con formacion de N,, ademas de crecimiento celular. El
referido estudio sirvio para la elaboracion del modelo matematico que describi6 el
comportamiento del BTF-H,S ANOX, el que en la practica ayudd a mejorar la

performance y incrementé el control sobre la planta (Almengld, 2014).
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6.2. Antecedentes

La eliminacion bioldgica del H,S del biogas en condiciones andxicas es una tecnologia
muy reciente (Soreanu, Béland, et al. 2008 Fernandez et al. 2013) que aun necesita
una investigacién a fondo. Un biofiltro percolador andxico es similar a uno de tipo
aerobio en lo que se refiere al disefio, material de relleno y condiciones de operacion.
De la misma manera, el gas se puede inyectar tanto en flujo ascendente
(contracorriente respecto a la fase liquida) como descendente (en paralelo al flujo de
liquido), y la circulacion de liquidos se puede hacer de modo continuo o discontinuo.
Lo peculiar de este proceso es que debido a la naturaleza de las reacciones biologicas
(desnitrificacion), se necesita de una fuente externa de nitrato ademas de carbono,
hecho que permite acoplar la eliminacion del S-H,S con la degradacion del N-NO3

proveniente de aguas de EDAR (Soreanu, Falletta, et al. 2008; Almenglo et al. 2013).

En comparacién con biofiltros organicos los BTFs andxicos presentan mejores
rendimientos de desulfuracion, no obstante los resultados han sido similares a

aquellos descritos para los BTF aerobios (Montebello et al. 2012).

Para algunas corrientes gaseosas de especial interés industrial, como es el biogas, la
tecnologia andxica presenta la ventaja de no necesitar diluir el metano en aire. Esto es
muy interesante debido a que ayuda a prevenir problemas relacionados a la pérdida
del valor energético del biogas y al aumento en el riesgo de explosividad (Syed et al.
2006). Otros inconvenientes que sufre la tecnologia son la dependencia de una fuente
externa de nitrato, y el estricto control del pH. Ademas, debido a las caracteristicas del
ambiente (condiciones mesdfilas de T y pH neutro), se favorece el desarrollo de
poblaciones relacionadas al N pero que no tienen capacidad SO, mas que compiten
por el nitrato. Pese a ellos, la desulfuracidon andxica de biogas por via de la
desnitrificacion reune los requisitos de las biotecnologias de altas prestaciones, ya que
permite tratar al mismo tiempo, a los contaminantes de los distintos residuos, a menor
coste, ademas de agregar valor monetario a los productos finales (Syed et al. 2006).
No obstante, a lo largo de los afos, se anotaron los principales inconvenientes: fuente
de nitrato, operacion a pH neutro y por tanto desarrollo de especies competidoras por

el nitrato

E primer montaje experimental de un BTF andxico se construyo en 2006 (Anon 2007),
y des de entonces mucho ha sido investigado. Su sustentabilidad y la buena eficacia
del proceso se comprobaran, pronto. La elevada eficacia de eliminacion (99%); que se

alcanzé a pocos dias después de la inoculacion fue uno de los primeros aspectos
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explotados (Soreanu et al. 2008). La rapida formacion de la biopelicula, su aspecto
microscépico y la acumulacién o colmatacion de S° en la matriz del biofilm fueran los
temas microbiologicos reportado con mas frecuencia (Soreanu, Falletta, et al. 2008;
Soreanu et al. 2009; Montebello et al. 2012; Almenglo et al. 2013; Fernandez et al.
2014). En aquellos estudios se confirmaron la dependencia entre la eficacia de
eliminacion y la disponibilidad de S-H,S y N-NOj, con la tendencia a colmatacion del
lecho por acumulaciéon de biomasa o azufre cuando los factores ambientales no han
sido optimizados. Estudios en aguas desnitrificantes reportaron con anterioridad que el
desplazamiento del rendimiento hacia un producto (S°%), u otro (SO4*), se induce
mediante la optimizacién de la concentracion inicial de NO3™ (Krishnakumar & Manilal
1999).

Los estudios llevados a cabo por Soreanu y colaboradores (2008) concordaron en que
la eliminacion de sulfuro depende de las concentraciones de aceptores y donadores,
(la relacion entre los componentes se referencié como ratio S/N), y que, a depender de
la ratio de S/N, los desnitrificantes pueden cambiar de ruta metabdlica (Soreanu,
Falletta, et al. 2008).

Los procesos de desulfurizacién del biogas via desnitrificacion han sido investigados
también en biolavadores, en donde se comprobd que la carga de contaminante es un
parametro clave para la eficiencia del proceso (Baspinar et al. 2011). Los mismos
autores reportaron la tendencia del proceso para desnitrificar parcialmente con

produccién de nitrito y azufre elemental.

En la tabla del Anexo 3 se resumen algunas de las caracteristicas de los sistemas
para biofiltracion andxica de biogas que se revisaron para este trabajo. Los datos
recompilados demuestran que los estudios fueron muy semejantes, siempre centrados
en la caracterizacion de los distintos materiales de relleno (organico o inorganico) y de
los parametros abidticos, prioritariamente: la temperatura, el pH, el efecto de la carga 'y
del caudal de biogas, la velocidad de percolacién y los tiempos de residencia
hidraulico de la fase liquida y del tiempo de residencia del gas. De igual modo se
buscé relacionar la degradacion bioldgica del sulfuro con la demanda de nitrato. En
especial, se comprobé el papel preponderante de la carga de sulfuro sobre la eficacia
de eliminacion. y se investigd el efecto de las concentraciones de entrada de H,S y de
la ratio S/N (Soreanu, Falletta, et al. 2008; Soreanu, Béland, et al. 2008; Soreanu et al.
2009). Desafortunadamente no se encontraran informaciones de composicion de la

comunidad microbiana ni, tampoco de ecologia del biofilm.
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En los reactores anodxicos, igual a lo que ocurrié en los estudios con reactores
aerobicos, en general se utilizd6 inoculo aclimatado proveniente de EDAR, cuya
composicion no fue definida. Soreanu y colaboradores (2009) utilizaron efluente
tomados de tanques SBR, como inoculo y como fuente de nitrato. Otros investigadores
emplearon lodo desnitrificante para generar la biopelicula y agua de la propia EDAR
como base para la elaboracién de la solucién de nitrato (Montebello 2013; Fernandez
et al. 2013). Para ahondar en su estudio, Mora y colaboradores (2014) utilizaron como
fuente de biomasa material del BTF-H,S ANOX recogido en el estadio estacionario
para poner en marcha el respirometro montado para averiguar los perfiles de
conversioén del nitrato y del tiosulfato. Los resultados demostraron que el nitrito fue el
producto principal de la degradaciéon, aunque los productos finales de la reaccion
biolégica estuvieron influenciados por la aclimatacion a nitrito y por la ratio S/N. Las
tasas de oxidacion no fueron afectadas por las concentraciones aplicadas. Lo mas
interesante para aquellos investigadores fue encontrar que la tasa de absorcion
especifica del nitrito dependié en primer grado, de la composicion de la biomasa,
siendo superior en el cultivo mixto (indeterminado) cuando se compard con un cultivo
de referencia de T. denitrificans. Para esta tesis, los datos reportados por Mora y
colabores (2014) fueron importantes porque remarcaron el potencial desnitrificante de
la comunidad del BTF-H,S ANOX. Po otro lado la informacion de composicion del
consorcio del respirébmetro, que no fue investigada, habria ayudado en la comprension
de los mecanismos de la desnitrificacion que ya se sabe, dependen de la ruta que el
microorganismo utiliza, y del potencial genético de cada poblacion (Ghosh & Dam
2009; Cabrol & Malhautier 2011; Lu et al. 2014).

Las especulaciones al respecto de los mecanismos de la biofiltracién con NR-SO se
basaron, hasta poco tiempo, en los modelos matematicos de degradacion y
metabolismo que fueron obtenidos de estudios con cultivos puros de las especies
desnitrificantes Thiobacillus denitrificans y Sulfurimonas denitrificans. En el caso de
aplicarse cultivos puros en la biofiltracion, el conocimiento acumulado de ambas
especies puede contribuir a la hora de optimizar los parametros de proceso. Pero,
como la tendencia es utilizar consorcios de composicién indefinida, ni las
descripciones ni tampoco los modelos cinéticos de biomasa homogénea son los

ideales a la hora de hacer los ajustes finos para operacion.

Con respecto a la actividad microbiana se pudieron encontrar algunas contribuciones
al respecto de la cinética microbiana (Fernandez et al. 2013; Fernandez et al. 2014;
Mora et al. 2014), pero como se ha comentado, ninguna informacién detallada de

composicién de los consorcios se fornecié. En un estudio complementar, Mora (2014)

95



reportd la sorprendente complejidad de la comunidad del respirdmetro, que se vio
representada por muchas bandas en gel de DGGE y también la baja abundancia de

Thiobacillus denitrificans.

6.2.1. Ecologia de la biofiltracion anéxica

6.2.1.1. Componente de proceso

En entornos denitrificantes los factores medio-ambientales claves suelen ser la
disponibilidad de oxigeno, la temperatura, el pH, disponibilidad de aceptores y
donadores de electrones y la fuente de carbono (Lu et al. 2014). El oxigeno, es el
parametro clave que determina la condicion fisiolégica, y como tal, tiene un papel clave
en la actividad de las reductasas NR. En ambientes micro-aerdfilos, la supervivencia
de bacterias denitrificantes se determina por la concentracion de OD. Para sistemas
acuaticos, se ha visto que el limite de saturacién de OD es bajo, cercano a 0.2% v,
arriba el cual ocurre la inhibicion de las reductasas (Lu et al. 2014). EI pH vy la
temperatura ideales para la desnitrificacién estan entre el 7-9 y 20-30 °C, en
respectivo. Para valores alejados del éptimo se han reportado la reduccion y
paralizacion de la actividad, con acumulacién de N,O o NO, (Saleh-Lakha et al. 2009).
El pH que se debe aplicar para operacion de un BTF andxico debe ser el compromiso
entre los optimos para los dos componentes: aceptores y donadores de electrones
(Fernandez et al. 2014). De acuerdo con la literatura, pH neutro es el ideal para la
actividad de las reductasas, siendo que valores por debajo de 6, producen la
inhibicidon de la enzima 6xido nitroso reductasa; el que promociona la acumulacion de
6xido nitroso. En cultivo, el proceso de la desnitrificaciéon fue inhibido en su totalidad a
pH 5 (Ahn 2006).

Los aceptores de electrones son nitrato, nitrito y éxido nitroso, que a la vez son los
reguladores sobre las reductasas. Como aceptor preferencial, el nitrato es capaz tanto
de inducir a todas las 4 enzimas, cuanto su ausencia es capaz de inhibir el sistema,
mismo bajo condiciones de anaerobiosis. Ya la inhibicion por nitrito, es mas compleja
una vez que puede estar asociada a la presencia del acido nitroso no disociado
(HNO,). La dependencia de la capacidad de disociacion del sistema hace que la
influencia de los factores ambientales como pHy T, ademas de la fuente de carbono,
sea crucial para la desnitrificacion completa. El 6xido nitrico, a su vez, es un fuerte
inhibidor de las N reductasas mientras el 6xido nitroso no es capaz de regular

negativamente la expresion, pero si es capaz de estimular la sintesis de la 6xido
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nitroso reductasa (Lu et al. 2014). En base a esto se puede concluir que, en sistemas
de tratamiento biolégico con NR-SO, el ajuste de concentracion de los aceptores frente

a los donadores es un paso clave para alcanzar mejores rendimientos.

La microbiota en los BTFs crece en funcion de la compleja hidrodinamica vy, claro, de
la disponibilidad de S y N. Ambos parametros son clave para la redistribucién de los
productos del metabolismo. Almenglé (2013) reporté la influencia de la maniobra de
recirculacién y la importancia de la velocidad superficial del liquido (TLV) sobre la EC.
Al incrementar el caudal de liquido (de 1 a 3 m®h™) y la carga hasta 130 gS m® h™ se
logré mejorar en un 10% la eficacia (paso del 84 al 95%). En sistemas aerobicos se
ha visto que la recirculacién parcial de liquido purgado tiene influencia directa en la
diversidad; en efecto, la estrategia de recirculacion tiene como objetivo, promocionar
una pseudo-estabilidad, tanto a lo largo del tiempo cuanto en la longitud de la columna
(Maestre et al. 2010).

6.2.1.2. Componente biolégico: comunidad microbiana

Como ya se comentd con anterioridad, debido a la novedad que representa la
tecnologia de biofiltracion desnitrificante, muy poca informacién de diversidad

microbiana se encontré en la literatura.

En sistemas de tratamiento de aguas, se encontrd que los grupos NR prevalentes son
en general de la clase de Betaproteobacteria, principalmente miembros de la familia
Rhodocyclaceae (géneros Thaurea y Azoarcus); familia Comamonadaceae (género
Acidovorax); y, a la clase Alphaproteobacteria; familia Rhodobacteraceae (género
Paracoccus); familia Hyphomicrobiaceae (género Hyphomicrobium) (Lu et al. 2014).
En realidad, estos datos sirven como un indicativo de que la eliminacién se investigo
sobre la via heterétrofa, que refleja el interés en la eliminacién conjunta de materia
organica. Para sistemas basados en desnitrificacion autotréfica, la competencia entre
poblaciones heterétrofas y autétrofas resulta perjudicial, ya que los dos grupos
competen, ademas del nitrato, también por otras fuentes de nutrientes (Madigan et al.
2010). En base a este conocimiento se puede suponer que en la desulfuracion andxica
de biogas, la presencia de los NR heterotrofos pueden comprometer la eficacia de

remocion de S-H,S.

Poblaciones quimiolitoautotroficas, relacionadas a NR-SO, que fueran reportadas para

el fondo oceanico y lodo desnitrificante son de interés para la biofiltracion andxica de
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biogas. Este proceso involucra miembros de los géneros, Sulfurimonas,
Thioalkalivibrio, Sedimenticola y Dechloromarinus, (Narasingarao & Haggblom 2006;
Xiao et al. 2010). y Thioprofundum (Mori et al. 2011). Muchas de estas bacterias
mantuvieron, al longo de la evolucion, el potencial para desnitrificar sobre sulfuro y/o
azufre elemental, con nitrato y/o nitrito hecho que las tornan atractivas para

explotacion para desulfuracién biolégica.

Pese al creciente interés por los procesos basados en la actividad desnitrificante
autotrofa, mas especies de perfil quimiolitoautotroficas han sido descubiertas vy
caracterizadas. Sin embargo, a pesar de todos los argumentos a favor de la inclusion
de analisis ecolégicos en el abanico de herramientas de monitorizacion de
bioprocesos, su adopcion aun no se ha concretado debido a limitaciones en el acceso
a la diversidad y a la expresion de genes. En los pocos estudios llevados a cabo con
biomasa nitrato-reductora sulfooxidante (NR-SO), tomada de BTFs (Soreanu et al.
2008; Fernandez et al. 2013; Mora 2014), la falta de conocimiento en ecologia
microbiana llevd a una forzada simplificacion de las estrategias de investigacion y

representacion inadecuada de la composicién de las comunidades.

Las nuevas plataformas de secuenciacion han permitido re-describir y re-organizar la
taxonomia de especies denitrificantes relacionadas a Thiobacillus y Sulfurimonas, que
son explotadas por su habilidad en crecer tanto en condiciones aerobias como
anoxicas (Kelly & Wood 2000; .Gevertz et al. 2000) También se estudiaron algunas
especies de denitrificantes facultativas como Thiobacillus versatus y Paracoccus
denitrificans por la incapacidad de oxidar sulfuro en condiciones anaerobias (Madigan
et al. 2010). Todos estos estudios se hicieron para ampliar su aplicacion en procesos
biotecnoldgicos, el que abre muy buenas perspectivas para el desarrollo de sistemas

de biofiltracion de corrientes de gases de caracteristicas especiales.

De todo lo expuesto, se observa que a pesar de los recientes avances en la
caracterizacion de los componentes del proceso andxico, tanto a escala de laboratorio
como piloto (Syed et al. 2006; Soreanu, Béland, et al. 2008; Soreanu, Falletta, et al.
2008; Soreanu et al. 2009), la dinamica de las comunidades no se ha aclarado. Para
Cabrol & Malhautier (2011), la comprension de la dependencia que existe entre los dos
componentes: bioldgico y de proceso, deberia ser el incentivo que falta al desarrollo
de nuevas metodologias de seguimiento de los biofiltros. Este tipo de abordaje se
debe llevar a cabo por personal calificado en ecologia microbiana o microbiologia una
vez que involucra métodos de busqueda filogenética. Los buenos resultados recién

alcanzados en el area de tratamiento de aguas sirven para reforzar la importancia de
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planificar investigaciones interdisciplinares que involucren aspectos de la ingenieria

de biofiltros y de microecologia.

6.3. Motivaciones y objetivos

La biofiltracion andxica de H,S es el objeto de estudio del grupo de investigacion de la
Universidad de Cadiz. El esfuerzo dedicado por este grupo para poner a punto a punto
la tecnologia se ve reflejado en el volumen de trabajos que han publicado hasta la
fecha. En la tabla de articulos publicados en el anexo 3 se puede apreciar que tanto la
implementaciéon de la tecnologia cuanto el desarrollo de la operacion han avanzado a
pasos largos. Hasta la fecha, el trabajo envolvioé tanto biofiltros a escala laboratorio,
como a escala piloto. Se probaron distintos materiales de relleno y condiciones de
operacion destacando los resultados del aprovechamiento del agua residual de la
propia EDAR como fuente de nitrato (Montebello et al. 2012; Almenglo et al. 2013,
Fernandez et al. 2014). Ademas de los temas de operacion, se estudio la cinética de la
desulfurizacién-desnitrificacion en dos pasos, elaborado con datos obtenidos por

métodos respirométricos (Mora et al. 2014).

En el caso concreto del biofiltro BTF-H,S ANOX, un intento de obtener informacion de

composicion de la comunidad se realizd con anterioridad. En aquel trabajo se aplicé la
técnica de DGGE, pero la identificacion de las bandas no fue concluida por
limitaciones del personal involucrado en el estudio. En aquel momento la dificultad en
entender la dinamica microbiolégica sirvid como un catalizador a idea de utilizar
aproximaciones basadas en analisis gendmico para tener el acceso a composicién de
las comunidades. Puesto esto, la propuesta de investigar a fondo la diversidad
utilizando el abordaje tag-454 fue planteada para ser ejecutada en la presente tesis. Al
mismo tiempo, los buenos resultados alcanzados en el estudio de la influencia del pH
sobre la diversidad que se realizaron en el BTF-H,S AER de la UAB sirvieron como
argumento de apoyo. La propuesta también fue atractiva ya que representaba una
oportunidad para poner a punto los procedimientos especificos que se aplicarian en
estudios de comparativa de comunidad. Y mas, representaba la oportunidad de
corroborar la fiabilidad de la técnica de pirosecuenciacion 454 Roche y de agregar mas
informacion al respecto de la accesibilidad a las herramientas de analisis del
Ribosomal Database Project (RDP).

Los dos objetivos principales que se plantearon para el BTF-H,S ANOX fueron:

primero probar las herramientas de analisis de comunidades, disponibles en el RDP; y
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segundo, describir el comportamiento de la comunidad de bacterias en tres momentos

de la operacion. Los objetivos especificos se presentan a continuacion.
A lo largo del trabajo, se buscé:

v" Comprobar la acuracia de la bases de datos del RDP. En concreto evaluar la
eficiencia del protocolo RDP para clasificar secuencias tomadas de muestras del

biofiltro andxico.

v" Aplicar la herramienta de comparativa de bibliotecas RDP Library Compare en el

seguimiento de la dinamica de la comunidad.

v' Estudiar la estratificacion de la microbiota del biofiltro, en modo paralelo, a fin de
verificar la contribucion de las especies desnitrificantes en las regiones de entrada

y salida del gas.

v' Estudiar, mediante comparativa, el efecto de las siguientes condiciones de

operacién sobre diversidad de bacterias; con método tag454.
o régimen de alimentacién de gas: en paralelo frente a contracorriente.

o alimentacién de la fase liquida en continuo, (régimen de operacién sin

recirculacién); en régimen contracorriente.

o operacion sin control de pH o de temperatura.

6.4. Materiales y métodos

En el biofiltro andxico (BTF-H,S ANOX), se estudiaron los cambios en la comunidad
microbiana promocionados por algunas condiciones de operacion, La descripcion del
montaje, las condiciones de operacion y los métodos analiticos generales se pueden
consultar en el apartado de materiales y métodos de la parte 1. En aquel apartado, se
aprecia una imagen real tomada del set de operacion, del material de relleno, y se
presenta el esquema que ilustra el mecanismo de funcionamiento de la planta. En el
presente capitulo se adjuntan los detalles de los cambios implementados sobre las
condiciones investigadas. La metodologia tag-454, y el analisis de diversidad siguieron
el protocolo detallado en el Capitulo 3 Materiales y Métodos, de modo que en el
presente capitulo solamente se complementa la informacion relacionada a los

ensayos.
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6.4.1. Condiciones de operacién

El biofiltro operd durante un total de 438 dias, tanto en régimen contracorriente (flujo
de liquido en sentido descendente y del gas en sentido inverso), como en régimen
paralelo, con ambas fases alimentadas des de la parte superior de la columna. La
operaciéon se dividié en 5 fases, que se ilustran en la tabla 6.1 y que se explican a

continuacion.

Tabla 6.1. Fases de operacion y caracteristicas de las muestras de biomasa

Muestra biomasa Estudios
Fase — operacion (dias) i
Nombre Dia tag-454
1- Contracorriente 297 - - -
Ca-A (entrada 4 ;
2- Paralelo 63 ( ) | 343 Coglrjpare!glva?j de
Ca-B (salida) lversida
3- Periodo sin biogas 7 - - -
4- Contracorriente 34 - - -

: Efecto de la
> .Cont.racorrlc.e’nte - 14 Ca-C (entrada) 415 operacion sin
(sin recirculacién de liquido) recirculacion
6- Contracorriente 23 Ca-D (entrada) | 438 Efecto del pH

(sin control de pH) P

-Fase 1: Durante 297 dias la operacién fue conducida en régimen contracorriente. Se
llevaron a cabo la gran mayoria de los estudios pero no se hizo el seguimiento de la
comunidad microbiana. Un estudio respirométrico, con biomasa tomada del BTF-H2S
ANOX fue ejecutado por otro miembro del grupo de investigacion. Ademas, al final del
periodo se tomaron fotos de la biomasa adherida el soporte por microscopia
electréonica (SEM). El periodo fue dedicado a pruebas y establecimiento de las
condiciones de operacién padrones. Se estudiaron, por ejemplo, la relacion entre la
concentracion de sulfuro disuelto y de nitrato asi como se ensayaron distintos
caudales de biogas. Mientras tanto, se mantuvieron constantes las condiciones de pH

y T ademas del régimen de alimentacion de gas y liquido: en sentido contracorriente.

-Fase 2: Para esta etapa el sistema fue cambiado a régimen paralelo y se hicieron
estudios similares a aquellos de la fase 1. Esta segunda etapa perduré 63 dias, y fue
cuando se iniciaron los estudios de diversidad que son parte de la presente tesis.
Fueron tomadas dos muestras de biomasa al dia 343 de operacion: una arriba (Ca-A)

y otra en la region de abajo del reactor (Ca-B).
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Completado el periodo en régimen paralelo el biofiltro volvi6 a operar en

contracorriente, para realizacion de estudios complementarios.

-Fase 3: El periodo duré solamente 7 dias y no se alimento el biogas a fin de lavar el

lecho del S° que se acumulé a lo largo del tiempo.

-Fase 4: Tras el corto periodo de “starvation” se restableci6 la alimentacién de biogas.
El sistema se mantuvo 34 dias bajo las condiciones establecidas como referencia
para el tratamiento de biogas y el objetivo fue el de volver otra vez un estado
estacionario comparable al de las fases 1 y 2. Esta maniobra fue muy eficaz y la

capacidad de desulfuracion volvio a los valores normales (+ 95%).

-Fase 5: En esto periodo se elimind la maniobra de recirculacion, es decir, que todo
liquido percolado se desechd, en cada ciclé de operacion y el agua nueva,
enriquecida, se alimenté en continuo. Este estudio tardd 14 dias y al final se tomod 1
muestra (Ca-C) de biomasa (dia 415 de operacion) con el objetivo de identificar
cambios en la diversidad. Esto estudio se llevé a cabo en una muestra tomada de la
region de entrada del gas, localizada en la porcién inferior del reactor. Tras este

ensayo se retornd a la operacidn normal es decir, con recirculacién del medio liquido.

-Fase 6: Ya al final de la operacion se eliminé el control de pH y de temperatura. Al
438 se tomo una muestra de biomasa, de la region inferior del biofiltro- entrada del gas
(Ca-D) que se utilizé para estudiar la capacidad de recuperacion del sistema a través

de la comparativa de las poblaciones.

6.4.2. Estudio de comunidad

Los analisis de comunidad microbiana se realizaron en 4 muestras puntuales que se
tomaron en tres fechas: Conforme se ensefa en la tabla 5-1 dos muestras de ADN se
tomaron al dia 46 de la operacién en co-corriente (fase 2) una arriba (Ca-A) y otra
abajo (Ca-B). La tercera muestra (Ca-C) se tomd de la regién de abajo del biofiltro, al
dia 14 de la operacion en contracorriente, ya en la fase 5: periodo de alimentacion de
agua industrial pero sin recirculacion. La ultima muestra (Ca-D) se tomo al dia 23 de la

fase 6, sin control de pH o temperatura.

En el RTL se hicieron los recuentos de los taxones identificados y se computaron los
datos de abundancia relativa en los distintos niveles: filos, clases, familias, géneros y

especies. En los datos del biofiliro andxico fue necesario investigar otros medios de
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clasificaciéon a fin de mejorar el rendimiento de la aplicaciéon tag-454. Para ello se
utilizaron las herramientas de clasificacion comparativa de bibliotecas del RDP

disponibles en la pagina del RDPpipeline https://rdp.cme.msu.edu/. Los dos

procedimientos fueron comparados para eleccion de la mejor herramienta. La

estrategia de evaluacion se describe a continuacion.

6.4.2.1. Evaluacion del protocolo bioinformatico del RTL

La identidad asignada a las secuencias, que se enviaron des del servicio externo del
RTL, fueron sometidas a un test de fiabilidad a fin de comprobar la adecuacion de los
parametros analiticos a los objetivos del presente trabajo de investigacién. Para ello se
tomaron los datos crudos de la muestra Ca-A en formado binario (.sff) y se ejecutaron
todos los pasos del protocolo bicinformatico en RDP. El estudio incluyd el efecto de la
tolerancia con las coincidencias (hits-del inglés) obtenidas con bajo nivel de similitud,
durante el proceso de anotacidn de identidad. En los caso de discrepancias en la
anotacion de identidad se procedié a un alineamiento Blastn en el NCBI, directamente
en el cluster. De la tabla generada de alineamientos se seleccionaron los mejores

resultados mediante el compromiso: mejor similitud con mayor E value.

Para algunos sets de secuencias se estudi6 la identidad por via del alineamiento
multiple. Este trabajo fue ejecutado con el programa CLUSTALW del Instituto de
Bioinformatica del Laboratorio de Biologia Molecular Europeo (EMBL-EBI) (McWilliam
et al. 2013) en linea. En otros casos el alineamiento fue ejecutado por el programa
MEGAS (Tamura et al. 2013). Los resultados se compararon y las distancias

filogenéticas se utilizaron para construccion de los arboles filogenéticos de parentesco.

6.4.2.2. Calculos de abundancia relativa y comparativa de

diversidad entre muestras

Tras los andlisis preliminares se decidié seguir la investigacion en base a los
resultados de los clasificadores de secuencia del RDPpipeline (Wang et al. 2007). Los
indices de diversidad fueron calculados a partir de los archivos cluster. La acumulacion
de las OTUs generadas del proceso de agrupacion del proceso anterior fue graficada
en funcion del nimero de secuencias acumuladas, para similitud de valores 100, 97 y
95%. Los indices de diversidad de Shannon (H’), asociado a Equitatividad (E) y de
Chao1 se calcularon en base a los clusteres formados al 97% de similitud. Estos

indices fornecieron una medida del grado de complejidad de la comunidad.
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6.5. Resultados y discusion

Dentro del marco de esta tesis, los dos objetivos principales que se plantearon para el
estudio de ecologia del BTF-H,S ANOX fueron: primero, probar las herramientas de
analisis de comunidades, disponibles en el RDP, con el fin de evaluar su utilidad como
herramienta de rutina para identificar cambios de diversidad y luego, para informar al
respecto del comportamiento de la comunidad de bacterias desnitrificantes cuando
sometidas a alteraciones de parametros de operacion de larga duracion. Antes de
presentar los resultados del estudio de diversidad, se describiran aspectos de la
operacién y los analisis preliminares realizados en el conjunto de datos enviados des

del servicio externo de secuenciacion de RTL.

6.5.1. Resumen de la operacién del BTF-H,S ANOX

A lo largo del periodo de operacion se realizaron estudios que permitieron ampliar los
conocimientos acerca de la biofiltracion andxica basada en desnitrificacion autotrofica.
Se ensay6 con las cargas de nitrato y sulfuro de hidrégeno, se compararon los modos
de operacién en contracorriente y paralelo y se estudio la operacion sin control de pH 'y
temperatura. Se estudié también el uso de efluente secundario de una EDAR como
sistema de alimentacion y se probd operar sin recirculacién.. Los resultados que se
utilizaran para el estudio de ecologia del BTF-H,S ANOX se resumen en la tabla 6.2
(datos tratados y cedidos por cortesia del Dr. AlImenglé de la UCA). En la referida tabla
se pueden apreciar los valores de pH, la capacidad maxima de eliminacion (EC) y la
eficacia de eliminacion (R%), la carga de S-H,S (L), y el consumo de nitrato (W), en

promedios, tomados en los periodos de muestreo de biomasa.

Tabla 6.2. Datos de la operacién del BTF-H,S ANOX utilizados para estudio de la comunidad
en régimen en paralelo y contracorriente

Muestra (etapa) pH EC R (%) Lhas Whios
(@S m®h™) (@S m?h") | (gNh)*
7.4 118~ 80
Ca-AyCa-B (2) 33 ol 99 32 - 147 6.5-8.5
Ca-C (5) 7.4 2?3 gg 41.7-1154 | 0.9-19.3
Ca-D (6) 6.1 71.4 55 130.2

*Consumo de nitrato, ** Capacidad maxima de eliminacion, ***Capacidad de
eliminacion critica
A continuacién se describen los resultados mas relevantes alcanzados en las fase del

periodo operacional que fueron objeto de esta tesis conforme Almenglo6 (2014).
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-Fase 2: El sistema operd por 63 dias en esta condicion, y, al dia 343 (tras 45 dias en
paralelo), se tomaron muestras de biomasa para comparativa de diversidad en las
regiones superior e inferior (Ca-A y Ca-B) del reactor. Tras 60 dias de operar en
paralelo el rendimiento del biofiltro se vio incrementado. pero esta informacion se tiene
que tomar con cuidado ya que, debido a limitaciones impuestas por el sistema, la

carga maxima ensayada fue mas baja que en la anterior fase.

El sistema alcanzo una capacidad de eliminacion superior a 95%., cuando la carga

aplicada no superé a 66 gSm™ h™ (a la entrada). El consumo de nitrato relativo a la

fase 2 fue 38.9-50.8 gN-NO3; m™ h™", en promedio y la baja concentracién de nitrato en
la descarga indicé su eliminacion. Para ensayos de choques de carga se utilizaron los
valores de L presentado en la tabla 6.2 siempre con la EC dependiente de la carga de
LH.S. Se observd pérdida de la capacidad de eliminacién acompafiada de episodio de
acumulacion de S° e el lecho (comprobado por medio de SEM- datos disponibles en
Almenglé 2014).

Otros resultados y conclusiones del estudio comparativo de los dos modos de operar
en contracorriente y paralelo, que fueran reportados por Almenglé (2014), se resumen

a continuacion:

Primero que no hubo limitacién en la transferencia de materia en ningunas de las
condiciones ensayadas. Cuanto a la capacidad de eliminar el H,S ambos modos
fueran similares con una ligera superioridad del rendimiento en paralelo, el que fue
relacionado a mejor distribucion de la biomasa en el soporte bajo esta condicion y
menor concentracion de sulfuro en el liquido. Conforme los datos de capacidad de
eliminacion de la tabla 6.3., en contracorriente se alcanzé mejores valores de EC para
cargas mas elevadas: ej.: Para una carga de 100 gS m™® h” en el modo de operacién
en contracorriente, se obtuvo un porcentaje de eliminacién del 93% y para el modo de
operacion en flujo paralelo, se obtuvo un porcentaje de eliminacion de 90% el dia 60. A
una carga de entrada de 147 gS m™ h™", la diferencia entre ambos modos de operacién
fue mayor: 86% en el modo de operacién en contracorriente y 80% en el modo de
operacion en flujo paralelo (dia 60). Las diferencias de EC se relacionaran a la
distribucion no homogénea de la biomasa en el lecho. En contracorriente, la densidad
de la biomasa inmovilizada y la acumulacién de azufre elemental sobre el soporte, fue
superior en la porcién de abajo del lecho, el que se relacioné a la mayor concentracién
de sulfuro de hidrégeno en ella. Al final de la operacion en flujo paralelo, se observo un

crecimiento de la biomasa y la deposicién de azufre en la parte superior del lecho
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hechos que se relacionaron con la disminucién en el sulfuro disuelto. La mejora en el
porcentaje de eliminacién, pudieron ser debidos a una nueva distribucién de la
biomasa a lo largo del lecho. Los ensayos realizados en ambas fases fueron
importantes para comprobar la resistencia del sistema a choques de carga y cambios
en las condiciones de operar de la planta. El mejor rendimiento de la operacion en
paralelo fue reportada en otro estudio (Sakuma et al. 2008). Otros datos reportados
por el Dr. Almenglé ayudaron a soportar esta hipétesis. Ejemplos fueron unas
concentraciones de sulfuro disuelto en el liquido bastante mas bajas al final del
periodo en paralelo. El autor reporté también la comprobacion de la limpieza de la
matriz con respecto a la presencia de S° acumulado en la porcion inferior del BTF
cuando comparé muestras de las etapas 1 y 2, tanto visual cuanto por SEM. Pero,
esta informacion se debe tomar con cuidado debido a que el periodo experimental en

paralelo fue muy corto (2 meses) y que se siguié a un periodo sin alimentacion.

-Fase 5: En esta etapa se probd eliminar la recirculacion de la fase liquida. En esto
caso el flujo del agua de EDAR se hizo de modo continuo des de la region superior
cuando entonces se anadioé y se mescld la solucion de nitrato. Conforme los datos de
la tabla 6.2, los valores de la R% fueron similares a los logrados en la etapa 2 cuando

la carga de nitrato fue incrementada. De hecho se logré obtener concentraciones en el
liquido de entrada de 13.1 y 41.2 mgN-NO; /L, mientras el consumo varié entre 0.9 y
6.6 gN- NO; h™" para 21.8 gN- NO; h™ y, de 14.34 a 19.37 gN-NO; h™", para 69.8 gN-
NO; h'. La capacidad del sistema fue probada cuando se aplicaron Ly,s de entre
41.7-115.4 gSm™ h'. La ECnax fue entonces de 88.4 con %R de 76%. En este
periodo el consumo de NO; varié de entre 0.9 hasta19.3 (gN h™). La capacidad de
eliminacion critica de este periodo fue ligeramente inferior al medido en la operacion

en paralelo (31.9 y 33, respectivamente).

El parametro mas sensible fue la velocidad superficial del liquido que fue modificada
debido a limitaciones en el suministro de agua procedente de la EDAR. En las
condiciones ensayadas la transferencia de materia fue muy dependiente de la
velocidad superficial del liquido (la TLV experimental fue reducida de 15.2 para 8.6 m
h™). Como consecuencia de esto modo de operar se observéd una queda en el

rendimiento del sistema cuando comparada al modo en contra corriente de la fase 1.

-Fase 6: En la ultima etapa se volvid a operar bajo condiciones padrones pero se
abandoné el control de pH y de temperatura, para estudiar su efecto sobre la
comunidad. Tras eliminar el control automatizado se observé una pequefia variacion

del pH des del 7.5 hasta 6.1, en 23 dias. Almenglo relaciond tal efecto con la dinamica
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de dilucion de los subproductos generados por la actividad biolégica y su re-
distribucion por el lecho, en especial por restablecer la maniobra de recirculacion.
Mismo sin control de pH el biofiltro fue capaz de mantenerse por encima de los
valores de pH limitantes para la actividad desnitrificante. A corto plazo los resultados
de la operacion ensefiaron el cambio de comportamiento de la planta con fuerte
reduccion tanto de la capacidad cuanto de la eficacia de eliminacion (EC=71.4 gS m’
*h"; R= 55%). Cuando se aplicé la carga maxima de H,S (130.2 gS m™>h™) la pérdida
de eficacia fue contundente (R= 55%). Estos datos indicaron que la bajada de pH tuvo
un efecto negativo, confirmando que el control de pH es una condicién indispensable

para el buen funcionamiento del BTF andxico.

Finalmente, indicar que el BTF-H,S ANOX fue mas o menos efectivo en la eliminacion
de H,S en funcion del modo de operacién. Sorprendié el hecho de que el modo

paralelo el biofiltro demostré mejor rendimiento.

6.5.2. Estudio de la ecologia del BTF-H,S ANOX

6.5.2.1. Evaluacion de los protocolos de clasificacion

El analisis se llevd a cabo para verificar si el protocolo bioinformatico fue el adecuado
para la identificacion de las secuencias y luego para recuento de poblaciones. Para
ello se evaluaron los conjuntos de parametros y los rendimientos en los puntos clave
del protocolo. Se comparé el procesado ejecutado por el Servicio del RTL con el otro
ejecutado con el protocolo patrén de clasificacion del RDP, que se llevé a cabo en el

set de datos originales generados por plataforma 454 Roche, (.sff).

En el diagrama comparativo de la fig. 6.1 se ilustran los pasos del protocolo y los
puntos de evaluacién mientras los rendimientos se resumen en la tabla 6.4. En la
columna .sff se ensefan los montantes de secuencias originadas por tag-454, sin
tratamiento, luego los montantes tras eliminar las quimeras y de reduplicar y en las dos
columnas de la derecha el numero de coincidencias (hits en género) que se obtuvo a

este nivel taxondmico, para cada muestra.

En la figura 6.1 el color rojo se utilizé para mostrar los pasos del proceso, el azul el
protocolo RTL y el verde el protocolo RDP-UAB. En amarillo se presentan las
peculiaridades de cada protocolo ademas de sus ventajas e inconvenientes. Durante
el procesado se detectaron varios puntos de discordancia siendo los principales:

Chimera check, alineamiento y formacion de clusteres. Debido al caracter encadenado
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del estudio se supuso que el error producido a cada paso se fue acumulando, hecho
que generd grandes desviaciones en la clasificacion final. Ademas, el protocolo de

RTL fue incompleto porque no presentaba los indices de diversidad.

Tabla 6.3. Comparativa entre los resultados del tratamiento de las lecturas de secuencias RTL
y RDP-UAB

N° de lecturas
Sff Sin quimeras hit en género
RTL RDP RTL RDP
Ca-A 12073 9710 5013 7737 3207
Ca-B 13574 8320 5855 6560 3326
Ca-C 26299 21880 14648 8940 3472
Ca-D 12112 10212 7132 5464 2188

La discrepancia entre los dos sets de datos (RTL x RDP) impresiona cuando se lleva
en cuenta que ambos protocolos utilizaron la misma base de datos para la
clasificacién. A dia de hoy se toma como consenso que el banco de datos de

secuencias del ARN16S del RDP, es el mas completo y fiable.

El primer punto que se discute es el Check Chimera. El tratamiento para quitar las
secuencias de baja calidad fue mas exigente cuando ejecutado via RDP (ver tabla 5-
4). Conforme el protocolo RTL las quimeras se buscaron por region de la placa optica
utilizando un banco de datos generado por el propio Laboratorio. Sin embargo, este

banco de datos parecio inadecuado a las muestras del BTF-H,S ANOX.

También en el paso de agrupacion por distancia filogenética (Clustal) se observd que
el cambio de parametros produjo resultados distintos. En el RTL se hizo la agrupacion
con divergencia de 4% mientras que en el RDP-UAB se aplicé el 3%, que es el
habitualmente utilizado en estudios de diversidad por especie y luego el 5% para
género. Conforme literatura el mas coherente es establecer el 3% ya que permite
agrupar las lecturas, con seguridad, al nivel de especie (Amend et al. 2010). En el
caso del protocolo RTL al pasar al grado de divergencia del 4% se perdio el rigor en la
resolucion de secuencias de parentesco muy cercano. El procedimiento implico la
inclusidon de secuencias inadecuadas en los clusteres. La discrepancia se puede
comprobar en la tabla 6.4 en la columna de hits en género (95% de similitud). En la
muestra C-A por ejemplo se encontro hit para 7.737 sec. por el método RTL mientras
con RDP sdlo se pudo asignar identidad a 3.207 lecturas. Este punto del método fue el
mas critico para los recuentos y calculos de abundancia relativa, y la prueba esta en

que se asignaron secuencias a varias especies de bacterias que no podrian
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desarrollarse en el BTF, por sus perfiles fisiologicos. Ejemplos fueron la identificaciéon
de Sedimenticola selenatireducens (que respira selenato) y que de acuerdo con el RTL
contribuyé con cerca de un 60% en Ca-B, o Dechloromarinus chlorophilus (que
también es una especie reportada por respirar perclorato) y Hoeflea alexandrii
(aerdbica). El error de identificacidon podria comprometer el estudio visto que el
recuento de estas especies representaba mas de 70% de las secuencias en Ca-A.
También podria comprometer la precision del recuento, lo que dificultaria establecer la
ecologia del biorreactor. No obstante, hay que tener en cuenta que las desviaciones
de protocolo son el resultado del proceso natural de mejora de las herramientas de
bioinformatica y su deteccion contribuye para el ajuste de los parametros y mejora de

la confianza.

109



Barrido por regién
conjunto de parametros
+ tolerantes

ii 4% divergencia !!

Sec. consenso / + tolerancia

[ HITS!

Pariente mas cercano

Hay que empezar de cero...

P

Protocolo RTL
“adaptado”

Check quimera por regién en

la plataforma 454 FLX+

USEARCH

(de reduplicada + cluster)

BLASTN+

ANALISIS DE DIVERSIDAD

X

Preparacion

- on [
¥
\ 4

-

Alineamiento

e

~ . -

¥

Diversidad
(curva rarefaccién)

(indices a)

Clasificacion

Protocolo UAB

RDPpipeline

UCHIME (USEARCH)

(De reduplica /quimera)

(INFERNAL aligner)

(Alineamiento merger)

Cluster hierarquico

Y 4

80% y 95% de confianza

Naive Bayesian

-
ol

Tiene en cuenta el
perfil de la muestra

estrictos

Parametros mas ]
3% divergencia

Uniformidad
Proceso secuencial

=

-Sensible al tamaiio sec.

Parédmetros menos exigentes Filogenética Classifier

No sirve como complemento... . .
-Sensible a ADN ambiental

Figura 6.2. Comparativa entre protocolo de analisis de diversidad via RTL frente al RDP-UAB. En rojo se ensefian las etapas del protocolo, a la
derecha los detalles del protocolo UAB (RDPpipeline) siendo en Verde las caracteristicas y en amarillo las ventajas o inconvenientes. A la izquierda se

explica el protocolo RTL,; en azul se ensefia los detalles y en amatrillo las ventajas o, inconvenientes.
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Con respecto a la clasificacion RDP esta fue extremamente sensible el tamano de los
amplicones. De hecho, este fue el punto débil de esta plataforma. Al final, la falta de
hits a nivel de especies influyo en los recuentos, lo que resulté en un gran numero de
lecturas sin asignar. En cada muestra.de entre 35% (Ca-A) hasta un 70% (Ca-C) no
pudieron ser asignadas a una especie de referencia, en la base de datos. Esta
dificultad fue reportada para estudios de diversidad de muchos ambientes (Eisen,
2007; Huse et al. 2007; Roesch et al. 2007; Acosta-Martinez et al. 2008; Petrosino et
al. 2009; Amend et al. 2010; Li et al. 2012; Montebello et al. 2012; Isanta et al. 2015).
El problema para asignar identidad filogenética se puede comprobar en el set de datos
de la columna ‘“hits para géneros” de la tabla 5-4 en que se observa que a mayor
diversidad mayor la dificultad para encontrar la identidad, aunque en ningun caso
comprometid la caracterizacion de la comunidad. La robustez del clasificador RDP,
para género, fue comprobada en el estudio de Huse y colaboradores.(2008) asi como
se comprobd que la limitacion tiene relacion con la cobertura de los bancos de datos.
Para muestras ambientales las limitaciones fueron mayores comparadas con las
limitaciones cuando se trata de muestras humanas, debido a falta de hit en las bases.
La buena cobertura y la coherencia de la clasificacion de bacterias utilizando RDP con
primers para regiones hipervariables (V3 y V6) fue anteriormente reportada en el
mismo estudio cuando se pudo comprobar la validad de los parametros de bootstrap
(>80%) y adecuacion del grado de divergencia al 3% para especie y 5% para género.
Las consecuencias de la falta de hit en el set de datos del BTF-H,S ANOX, se discute

mas a fondo en los resultados de abundancia relativa de cada muestra.

Pese a la sensibilidad de los pardmetros aplicados via RDP y a los inconvenientes
presentados por el protocolo del RTL a la hora de clasificar las secuencias del BTF-
H,S-ANOX, los recuentos hechos en base al protocolo RDP, al nivel de género, fueron
elegidos para la descripcion de la comunidad de bacterias, por su coherencia con la

fisiologia del biofiltro.

6.5.3. Estudio de la Comunidad del BTF-H,S ANOX

6.5.3.1. Procesamiento de las lecturas del tag-454

Un total de 53,258 lecturas fueron recuperadas del proceso de pirosecuenciacion. Tras
eliminar las lecturas de mala calidad, las quimeras y de reduplicar quedaron de entre
41y 59% de las lecturas de cada muestra. Los resultados detallados se ensefian en la
tabla 6.4.
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Tabla 6.4: Resultados de los tratamientos aplicados a las secuencias del BTF-H,S ANOX

N° de lecturas de sec.
Etapa del tratamiento
Ca-A Ca-B Ca-C Ca-D
454 Roche “sff“ 12073 13574 26299 12112
Cheque calidad 454 Roche 8834 8154 22759 10424
Check Chimera y de-reduplicacion 5013 5855 14,648 7132
% sec. aprovechado 41.5 431 55.7 58.9

A simple vista, los numeros transmiten la sensacion de que gran parte de las lecturas
se desecharon. Asi mismo, el porcentaje de secuencias excluidas por protocolos de
“limpieza” de datos para Ca-C y Ca-D concuerda con lo reportado por otros autores,
(Roesch 2007; Acosta-Martinez 2010; Ye & Zhang 2013; Xu et al. 2012; Isanta et al.
2015). Sin embargo, el desprecio de muchas mas secuencias en las muestras Ca-A y
Ca-B fue evaluado. La principal hipétesis que se investigd fue la baja eficiencia de la
PCR vy la principal razén para esta sospecha fue que se encontré que los amplicones
de las dos bibliotecas se hayan generado en una ronda distinta, Otra evidencia serian
los rendimientos de las parejas de muestras, que fueron bastante similares para A y B;
y, también para C y D. Es probable que a los ciclos finales se hayan formado mas
quimeras, en las muestras Ca-A y Ca-B. Los problemas de PCR son muy conocidos y
la identificacion del origen permite tomar la decisién de repetir la ronda o eliminar los
amplicones con problemas. En el caso del presente estudio los test de calidades
realizadas por el propio servicio de secuenciacion del RTL indicaron que no ocurrieron
problemas en la amplificacién y que la distribucion de frecuencia de los datos fue
normal. En el presente estudio se hicieron todos los tratamientos recomendados para
limpieza de las bibliotecas y los numeros presentados en la tabla demuestran que esta

estrategia fue un paso clave en el procesamiento de los resultados de la tag-454.

Para certificar que las secuencias recuperadas eran suficientes para explicar la
diversidad se construyeron las curvas de rarefaccion de OTUs. En la fig. 6.3 se

presentan las curvas que se construyeron con grados de similitud de 100, 97 y 95%.

Los perfiles de todas las curvas indican que la diversidad fue contemplada y que las
OTUs acumuladas fueron suficientes para explicar la comunidad. Esto analisis permitio
validar el set de datos. El hecho de que, ya al nivel de género, las OTUs acumuladas
hayan alcanzado valores distintos en la muestra Ca-A sirvio como indicativo de la

especializacién que paso durante el periodo de operacién en paralelo. Del conjunto de
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datos se concluy6 que la diversidad se pudo explicar tanto al nivel género (95% de

similitud, en respectivo) para todas las muestras
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Figura 6.3. Curvas de rarefaccion de OTUs

6.5.3.2. DIVERSIDAD

Los resultados de la clasificacién fueron generados de la herramienta de comparativa
de bibliotecas RDP (Wang et al. 2007) se pueden consultar en el anexo 4 (archivo
digital). Ademas de la abundancia relativa se ensefan también los resultados del test
estadistico nombrado significancia, que estima la probabilidad de ocurrir ambigtiedad a
la hora de asignar identidad. Representa el grado de coincidencias (hits) con
secuencias ya depositadas, que pueden variar de 0 a 100%. La completa coincidencia
de todos los nucledtido de las dos secuencias se expresa como con el grado de
significancia del 100% y se representa con el valor “1” mientras el 0% de coincidencia
se representa por “NA.” El anadlisis global de los datos de la significancia indicd un
marcado grado de incertidumbre en todos los ensayos ejecutados, con la significancia

en muchos hits inferior al 50%. Estos datos reflejan la limitacion de la herramienta que,
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por su parte, depende de la cobertura de los bancos de secuencias. Al que respecta a
las especies involucradas en la desnitrificacion, Lu et al. (2014) reporto la limitacion de

los bancos de datos de secuencias del 16S, para muestras ambientales.

Los indices de la diversidad (D) se aprecian en la tabla 6.5. Se ensefan los valores

estimados por Chao1y Shannon, que se calcularon de acuerdo en RDP.

Tabla 6.5. indices de diversidad en el BTF-H,S ANOX

D Ca-A Ca-B Ca-C Ca-D
N° sec. 5,013 5,855 14,648 7,132
Chao1 573.5 1,043 2,872.9 1,378.2

H' 3,50 5,15 5,45 5,02
Var H 1.1E-03 6.4E-04 3.4E-04 5.4E-04

E 0.59 0.77 0.73 0.74

Las muestras Ca-A y Ca-B se tomaron después de un largo periodo experimental
donde se aplicaron distintas condiciones y varias concentraciones de H,S y NO3. En
esto estudio se asumid que el tiempo fue suficiente para alcanzar el estadio
estacionario, tras el cambio. Ya las muestras Ca-C y Ca-D se tomaron después de otro

cambio de sentido (contracorriente), tras alcanzar el estado estacionario.

En el BTF-H,S ANOX el numero estimado de OTUs al 97% de similitud (para
especies), que se muestra en la tabla, sirvi6 para corroborar la diferencia entre la
muestra Ca-A frente a las demas. También indicaron que en esta muestra, algo
distinto afect6 a la comunidad, con respecto a las demas. Conforme indican los indices
de diversidad, la muestra Ca-A se distingue de las demas por una menor diversidad.
La comparativa con las muestras tomadas de la region inferior indicé que se deberia
investigar el efecto de la concentracién de sulfuro de hidrogeno y disponibilidad de
nitrato en la longitud del reactor. Conforme datos del Dr. AlImenglé cuando el nitrato no
fue limitante la eliminacién de H,S fue dependiente de la velocidad superficial del
liquido (TLV), de la altura de la columna y de la reaccion biolégica. A baja y media
carga de sulfuro la EC dependié de la TLV optimizada. La eliminacion ocurrié en hasta
55% de la altura del lecho, es decir en la region inferior del reactor. Para elevadas
concentraciones de sulfuro de hidrogeno se necesité optimizar la entrada de nitrato,

mediante TLV y en esto caso en concreto la EC de 95% solo fue alcanzada al final del
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lecho, hecho que indico limitacion bioldgica (Almengld 2014). Con estos datos se pudo
concluir que en la region en donde se tomé la muestra Ca-A la combinacién de
elevada concentracion de sulfuro combinada con la disponibilidad del nitrato fue el
factor determinante de seleccion de poblaciones autotréficas. En las demas muestras
el gradiente en contracorriente de aceptores y donadores de electrones sufrié una
estratificacion que permitio el desarrollo de mas nichos, que se comprobd por la mayor
diversidad y menor prevalencia. Tal como se explicé con anterioridad un ecosistema
con mayor diversidad tiende a ser mas equilibrado y genera mejor resistencia a

cambios ambientales drasticos.

En los datos ensefados en la tabla 6.5 se observa que en Ca-A el valor de E=0,59
indicé una fuerte predominancia de unas pocas especies. Con respecto a las tres
muestras de la region inferior los numeros de “E” superiores a 0,7 indicaron una
distribucion mas igualitaria de la diversidad. En el caso de las tres muestras, el valor
sufrié el peso de un listado muy largo de especies poco frecuentes, lo que es el normal
en la naturaleza ( Wertz et al. 2007; Pessi et al. 2012). Finalmente, comentar que los
indices no informan la sustitucién de un filétipo por otro y esto es el primordial para

entender de sucesion o estratificacion de poblaciones en el ambiente.

6.5.3.3. Estudio en régimen paralelo

Del total de secuencias extraidas de la secuenciacién, después de tratadas via RDP,
se obtuvieron 5,013 para Ca-A y 5,855 para Ca-B. De estas cantidades, 3,207 de las
secuencias Ca-A se pudieron asignar identidad hasta el nivel de género (grado de
similitud de 95%) mientras en Ca-B se asignaron 3,326. Estos rendimientos (en torno
a los 60%) son considerados normales para muestras de ambientes complejos. Se
encontraron un total de 8 filos, 14 clases, 44 familias y 57 géneros fueron encontrados

en las dos muestras.

Los datos de abundancia relativa, en porcentaje, para los filos, clases y familias se
presentan en la figura 6.4 En el rectangulo superior (set A) se aprecian los datos de la
distribucion para los filos, de bacterias, siendo representados en barras en rojo la
abundancia atribuida a Ca-A, y en azul para Ca-B. Para mejor visualizacion de las
contribuciones, en el recuadro pequeno se muestra una ampliacion de los datos de

filos que no superaron el 1.5%.

La grafica de los filos indica que la comunidad de bacterias en ambas regiones del

reactor estuvo formada mayoritariamente por proteobacterias (Ca-A 93%, Ca-B 97%),
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Bacteroidetes (2.1 y 0.8 %) y Firmicutes (1.6 y 0.1). Las semejanzas se observaron
también a nivel de clase, donde predominaron las y-proteobacterias con 72% de las
secuencias en ambas regiones, seguida de las a-proteobacteria con 20% en Ca-A y
26% en Ca-B. Juntas las dos clases fueron responsables por mas de 90% de todas las

secuencias asignadas.

Al nivel de familia, la distribucién de las secuencias relacionadas a los grupos
predominantes también fue bastante similar. En las dos graficas de barras, del set b,
se verifica la distribucion uniforme de la abundancia entre unas pocas familias de a i y
proteobacterias. Las familias mas importantes fueron la Incertae Sedis-y con cerca de
72% en ambas regiones, Rhodobacteraceae-a (+ 7% en ambas regiones) y
Phyllobacteriaceae-a (11 y 12%) el que fue interesante ya que en ambas familias

estan reunidos varios géneros relacionados a los ciclos de azufre y del nitrégeno.

Dentro de la familia Phyllobacteriaceae-a, cerca del 8% de las secuencias se
relacionaron al género Hoeflea, 1% a Nitratireductor, mientras que aproximadamente
2,5% no se pudieron clasificar (uncl. genus), en cada muestras. Las secuencias
asignadas a Hoeflea se investigaron porque este género acomoda especies aerobias.
Mediante MegaBlast (NCBI) se pudo demostrar la estrecha relacion filogenética de las
secuencias con especies bacterianas que fijan nitrdgeno mediante quimioheterotrofia
como por ejemplo Rhodobacter sphaeroides, que puede respirar en condiciones
anaerobias. Asi, debido al elevado grado de similitud que fue observado tanto para
Hoeflea como para Rhodobacter se podria suponer dos cosas: primero que, si las
secuencias representaron bacterias del género Hoeflea entonces habria que ser una
nueva especie con perfil metabdlico distinto del reportado hasta la fecha. La otra
suposicion seria la de que, si las secuencias son de Rhodobacter entonces deberian
pertenecer a alguna cepa denitrificante 0, cuanto menos anaerobia. De todos modos,
en ninguno de los caso, se lograria determinar su exacta identidad, y por lo tanto el

nicho ecoldgico de esta fraccién de la diversidad no se pudo determinar.
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En la familia Rhodobacteraceae (a), + 1,5% de las secuencias se relacionaron a
Paracoccus, y menos del 1.0% se relacioné a Roseovarius (0.8 y 0.2). El montante de
secuencias no clasificadas dentro de esta familia fue de cerca de 4%. En esto caso,
fue interesante averiguar que distintas secuencias asignadas al género Paracoccus se
relacionaron a P. denitrificans, a Paracoccus sp o al P. versatus (en cualquier caso,
con valores inferiores a 97% de similitud). La incertidumbre en determinar la identidad
de este género se pudo revelar debido a la habilidad de desnitrificar, tanto autotréfica
cuanto heterotréficamente, lo que explica su presencia. Con respecto a las secuencias
asignadas al género Roseovarius, estas se relacionaron a especies heterétrofas. La
versatilidad tipica de Paracoccus vy la fisiologia de Roseovarius hace suponer que el
probable papel de la familia Rhodobacteraceae en el ecosistema fue la denitrificacion
heterétrofa. Para corroborar esta suposicion, haria falta comentar el blast de las
secuencias no clasificadas de a-proteobacteria (uncl. familia). Los resultados indicaron
el parentesco con Paracoccus denitrificans (92%) con Nitrobacter winogradskyi (70%);
ambas especies quimiolitoautotréficas, del ciclo del nitrdgeno que presentan perfiles
fisioldgicos curiosos. En comun tienen que pueden utilizar nitrito como aceptor final y
el diferente es que, la P. denitrificans respira también nitrato (Lu et al. 2014). Con esta
informacién se puede suponer que, en general, las oa-proteobacterias crecieron
mediante desnitrificacion heterotréfica y que por lo tanto competieron por nitrato y

nitrito pero sin contribuir con la desulfuracion de H,S.

Las secuencias asignadas a y-proteobacteira (uncl.) se pudieron relacionaron a las
familias Incertae Sedis, que prevalecieron en ambas bibliotecas con mas de 50% de
lecturas de secuencias asignadas, y Xanthomonadaceae (Ca-A=0.2 y Ca-B=0.5%). En

unclassified se sumaron 22 y 29% de las secuencias.

En esto momento, hace falta aclarar el significado de la denominacion Incertae Sedis.
De acuerdo con el Manual Bergey’s el término se utiliza en taxonomia para informar
que aquel taxon (familia o género) no tiene la taxonomia completamente aclarada
hasta la fecha (Kuever & Widdel 2006).

En la muestra Ca-A la participacion de los Insertae Sedis no fue limitante para el
entendimiento de la comunidad porque fue posible comprobar la identidad de los
clusteres mediante herramientas de alineamiento de las secuencias clasicas, como el
blast de NCBI y Clustal W de EMBL-EBI (McWilliam et al. 2013). De hecho, los
resultados de la clasificacion RDP fueron en parte aclarados, incluso para secuencias
con grados de similitud inferiores a 95%. Un ejemplo se presenta en el arbol
filogenético (Neighbor joining) de la figura 6.5, construido a partir del alineamiento en

el programa MEGAS. En la figura los brazos indican las distancias evolutivas
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calculadas para cepas del mismo género, depositadas en el NCBI. Se ilustran los
grados de parentesco, para secuencias del gen del 16S ARNr, de Sedimenticola
(denominadas Sp01Ca) y para el grupo Incertae Sedis Gammaproteobacteria Ca-A.
Se adjunté S. selenatireducens como cepa de referencia y Thiobacillus denitrificans
como outgrup. La relacion filogenética entre las secuencias diana con las cepas
reportadas permite suponer que los clusteres tienen identidad distinta pero que
pertenecen al mismo género. El alineamiento informé que los dos clusteres tienen
misma identidad. La formacién de mas de un cldster con secuencias de misma
identidad fue un inconveniente en el presente estudio y la razén esta en los tamafios

de fragmentos obtenidos.

La capacidad de llevar a cabo la desulfuracién de H,S, por desnitrificacion, fue
comprobada en una cepa de Sedimenticola sp. aislada de un reactor de tecnologia
Anammox. No obstante la misma habilidad no fue observada para S. selenatireducens
quizas por el elevado grado de especializacion que fue necesario desarrollar para
respirar selenato. La distribucién de los genes relacionados a la fisiologica de la
desnitrificacion en Sedimenticola fue investigada en una cepa autotréfica (Russ et al.
2014).

ooz —22 gil631905236]gbIKJ600556. 1|UnculturedSedimenticalasp.cloneN-5Biofim06216
@ gil631905126]gblKJG00448.1|UnculturedSedimenticalasp.cloneD-05Bicfim02516
0.018 0.007 qil77455634|gblAF432145.2|SedimenticolaselenatireducensstrainAK4OH1
0.015 0.0 gil534311268|gb|KF517400.1|UnculturedSedimenticalzsp.clonsPS130
gi|310319312|gb/HQ041813.1|UnculturedSedimenticolasp.cloneGE7TGXPUQ1DJPVA
gi[219878219refiNR 025358.1| Thiobacillus denitrificans strain NCIMB 9548

Sp01ca
0.470 L %09 Calncertae Sedis Gammaproteobacteria Ca-A

0.363 0.050

0.107

0.000

Figura 6.5. Arbol Neighbour-joining con base en secuencias del gen 16S ARNr: ensefia las
relaciones filogenéticas entre el bloque de secuencias asignado a Sedimenticola (Sp01) y al
cluster Incertae Sedis-yde la muestra Ca-A. Elaborado en MEGADS.

En funciéon de las informaciones reunidas sobre el género Sedimenticola, se pudo
atribuir el papel protagonista de la desulfurizacién-desnitrificacion en el BTF-H,S
ANOX a esta bacteria, tanto en la muestra Ca-A cuanto en Ca-B. También se asumio
que Sedimenticola fue el género que se ocupd de la conversiéon del sulfuro a azufre

elemental y del nitrato a nitrito durante la operacién en paralelo.

El alineamiento multiplo de secuencias fue utilizado en un intento de complementar la

descripcion de la comunidad. Debido a la morosidad de esto tipo de investigacion, se
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buscé la identidad solamente para los 3 clusteres mas abundantes. Se obtuvo las
secuencias representativas de los clusteres, al 97% de similitud que se nombraron
como CaSp01, CaSp02 y CaSp03. En las barras se indican la escala de divergencia
evolutiva. Uno de los arboles filogenéticos que se generd en los estudios se reproduce

en la fig.6.6.

D000 Caspt

0.014

D02 Casple
0.035

0.023 L om0 gi[77455634|gb|AF432145 2| Sedimenticola selenatireducens strain AK4OH1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.024

CaSp03

0043 gi|194045502|gb|EUT09878.1| Thioalkalivibrio sulfidiphilus HL-EbGrT strain HL-EBGRT 165 ribosomal RNA gene partial sequence

0.024

0052 01[444439415|reflNR 074730.1] Thioalkalvibrio sp. K90mix strain K80mix 165 nbosomal RNA complete sequence

Figura 6.6. Arbol filogenético (Neighbor joining) de 16S ARNr generado en MEGAS5 para el
parentesco entre CaSp01, CaSp02 y CaSp03. La divergencia evolutiva se ensefia en los
brazos.

De cara se observa, que las secuencias CaSp01 y CaSp02 presentaron un grado de
parentesco muy cercano, y que, incluso, podria tratar se de la misma especie. Ya, el
parentesco con Sedimenticola Selenatireducens indicd outgroup Cuanto al cluster
CaSp03, la distancia evolutiva indicé que podria tratarse de otro especie, o quizas
género distinto. Las cepas de Thioalkalivibrio fueron incluidas en la representacion

porque se encontro fuerte relacion de parentesco.

El resultado de la busca de identidad de los 3 clusteres en MegaBlast (via NCBI), se
resume a continuacion. Los arboles Neighbor joining para los mejores hits (mejor
relacion Evalue y grado de similitud) se reproducen en las figuras de 6.7 a 6.8.. En los

tres casos se excluyé de los resultados Sedimenticola Selenatireducens.
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* Candidatus Ruthia magnifica str. Cm (Calyptogena magnifica), complete genome
@ Methylomicrobium alcaliphilum chromosome, complete genome

*Methylomonas methanica MCU9 chromosome, complete genome

b Marinohacter ag lei VT8 ¢l complete genome

@CaSp0l
4 Thiocystis violascens DSM 198 chromosome, complete genome
“Methylococcus capsulatus str. Bath chromosome, complete genone

“ Methylophag

sp. JAMI chromosome, complete genome
“Thioflavicoccus mobilis 8321 chromosome, complete genome

* Nitrosococcus halophilus Ned chromosome, comy genome

#Nitrosococcus watsonii C-113 chromosome . complete genome
9 Nitrosococcus oceani ATCC 19707 chromosome, complete genome
* Thioal kalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7 chromosome, complete penome
“Thicalkalivibrio nitratireducens DSM 14787, complete genome
3 # Thioal kalivibrio sp. K90mix chromosome, complete genome

@ Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 chromosome, complete genome

# Spiribacter sp. UAH-SF71, complete genome
Figura 6.7: Arbol Neighbour-joining con base en secuencias del gen 16S ARNr ensefia las

relaciones de parentesco para el cluster CaSp01.Generado del BlastN. Barra indica la escala
de divergencia evolutiva

# Thiocystis violascens DSM 198 chromosome, complete genome
& Nitrosococcus halophilus Ned chromosome, complete genome
@ Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 chromosome, complete genome
“ Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7 chromosome, complete genome
““ Thival kalivibrio nitratireducens DSM 14787, complete genome
* Thioal kalivibrio sp. K%0mix chromosome, complete genome
3 B CaSp02
4 Candidatus Ruthia magnifica str. Cm (Calyptogena magnifica), complete genome
*Candidatus Vesicomyosocius okutanii HA, complete genome
& #Methylomicrobium alcaliphilum chromosome. complete genome
2 Methylomonas methanica MO0 chromosome, complete genome

| 0.02 |

‘Methylophaga sp. JAM | chromosome, complete genome

Figura 6.8: Arbol Neighbour-joining con base en secuencias del gen 16S ARNr ensefia las
relaciones filogenéticas para el cluster CaSp02. Generado en BlastN. Barra indica la escala de
divergencia evolutiva
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Candidatus Ruthia magnifica str. Cm (Calyptogena magnifica), complete penome
Cycloclasticus zancles 7-ME, complete genome
& CaSpl3
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 chromosome, complete genome
& Thical kalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7 chromosome, complete genome
Thival kalivibrio nitratireducens DSM 14787, complete genome
Thicalkalivibrio sp. K90mix chromosome, complete genome
Nitrosocoocus halophilus Ned chromosome, complete genome

Nitrosococcus watsonii C-113 chromosome. complete genome

Thioflavicoccus mobilis 8321 chromosome, complete genome

| 0.02 | 3

Thiocystis violascens DSM 198 chromosome, complete genome

Figura 6.9. Arbol Neighbour-joining con base en secuencias del gen 16S ARNr ensefia las
relaciones de parentesco para el cluster CaSp03, Generado por BlastN. Barra indica la escala
de divergencia evolutiva.

En los tres alineamientos encontré una estrecha relacion filogenética con bacterias
conocidas de los ciclos bioldgicos del azufre y del nitrégeno. Las 3 secuencias se
podrian explicar por la familia Ectothiorhodospiraceae que agrega distintas especies
NR-SO. Ejemplo son Thioalkalivibrio o Alkalilimnicola que fueron descritas como
capaces de producir azufre elemental y depositar en el espacio extracelular (Ghosh &
Dam 2009). Se encontré relacion cercana con Nitrosococcus y Methylococcus, que
pueden vivir en anaerobiosis. Sin embargo, como son bacterias especializadas y con
nicho conocido, el estudio se focalizé en las otras alternativas. Con respecto al
parentesco con la cepa Candidatus Ruthia magnifica, a pesar de tratar se una especie
quimiolitoautétrofa (Meyer et al. 2007), se podria descartar por el hecho de que se

trata de una bacteria endosimbionte (Roeselers et al. 2010).

A pesar de los esfuerzos en explicar esta fraccién de la comunidad, los ensayos
complementarios demostraron que los valores de similitud fueron inferiores al
determinado para inclusion en la clasificacion inicial, de modo que estas OTUs no se
pudieron afadir al cluster, que tendria la misma identidad. De todos modos, esta
limitacion no impidié indicar la probable actividad de este gremio, ya que se pudo

rescatar la informacion, para los generos y familia, desde la literatura.
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En la tabla 6.6 se aprecian los resultados obtenidos al nivel de género. Se resumen los
recuentos de abundancia relativa para aquellos clusteres que acercaron el 1% (=0.5)
de frecuencia. En subrayado se ensefan los géneros que agregan especies

desnitrificantes, y en negritas clusteres investigados por blast.

Tabla 6.6. Abundancia relativa de los géneros en Ca-A y Ca-B (< 0,5% de presencia)

CLASIFICACION FILOGENETICA ABUNDANCIA
CLASE FAMILIA IDENTIDAD Ca-A Ca-B

N (%) N (%)
Q- proteobacteria Phyllobacteriaceae Nitratireductor 41 0.8 35 0.6
Hoeflea 406 8.1 487 8.3

Phyllobacteriaceae (uncl. genus) 99 2 176 3

Rhizobiales (uncl. family) 45 09 118 2
Rhodobacteraceae Paracoccus 73 1.5 83 1.4
Roseovarius 40 0.8 13 0.2
Rhodobacteraceae (uncl. genus) 197 3.9 266 4.5

a- Proteobacteria (uncl. family) 29 06 173 3
y - proteobacteria  Incertae Sedis Sedimenticola 2480 49.5 2589 44.2
Incertae Sedis (uncl. genus) 241 4.8 341 5.8
Xanthomonadaceae Xanthomonadaceae (uncl. genus) 12 0.2 35 0.6

y - Proteobacteria (uncl. family) 844 168 958  1¢
Proteobacteria (uncl. class) 53 1.1 283 4.8
Actinobacteria Actinomycetales (uncl. family) 34 0.7 28 0.5
Flavobacteria Flavobacteriaceae = Flavobacteriaceae (uncl. genus 81 1.6 30 0.5
Anaerolineae Anaerolineaceae Anaerolineaceae (uncl. genus) 32 0.6 6 0.1

Clostridia Incertae Sedis XI Tissierella 31 0.6 0 0

Clostridiales-/.sedis X! (uncl. family) 27 0.5 0 0

Bacteria (uncl. phylum) 22 0.4 57 1

OTROS 226 4.6 177 3.1
TOTAL 5013 100 5855 100

uncl,. no clasificado; subrayado, para desnitrificantes; Negrito, representados en arbol de
parentesco

El primero es remarcar la prevalencia de los géneros Sedimenticola, con un 50% de
frecuencia en Ca-A y uno 42% en Ca-B. La comparativa entre las muestras de las dos
regiones del BTF-H2S ANOX fue interesante porque mostrd la uniformidad en la
distribucion de la fraccién prevalente a lo largo de la columna en la operacion en
paralelo. No obstante, los indices de diversidad de Chao1 calculados para Ca-A
(573.5) para Ca-B (1,043.7) informaron que la diversidad en la muestra de la regién de
salida del gas (Ca-B), fue marcadamente mayor, el que se atribuyd a la presencia de
géneros con hasta 10 lecturas en cada muestra. En trabajos de secuenciacién masiva

con muestras ambientales la participacion de numerosos géneros muestra la riqueza
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de la comunidad o el potencial genético de la comunidad mientras la baja participacion
indica que aquellos taxones no estan relacionados con la actividad predominante en el

ecosistema (Cabrol & Malhautier 2011).

Por fin, es interesante comentar que al final del periodo paralelo fue observada la des
acumulacion de azufre elemental. EI cambio en la estructura de la biopelicula se
observo bajo microscopia electrénica (imagenes disponibles en Almenglé, 2014). Se
observaron mas células y EPS por unidad de area, do que en muestras obtenidas en
contracorriente, de la misma region. Esto indicé la actividad complementar de

degradacion y eliminacion de S° que se desarrollo en la regién de abajo.

6.5.3.4. Estudio sin recirculacion (régimen contracorriente)

Los resultados del protocolo de clasificacion de Ca-A (5,013 lecturas de secuencias)
fueron detallados en el apartado anterior. 14,648 secuencias pre-tratadas via RDP se
emplearon en los analisis de Ca-C. En la muestra Ca-C las secuencias fueron
clasificadas en 16 filos, 28 clases, 94 familias y 158 géneros mientras que en Ca-A
fueron encontrados 8 filos, 14 clases, 33 familias y 42 géneros. Del conjunto de datos
que se sometieron al clasificador RDP, a nivel de filo se lograron clasificar el 99% de
las secuencias de Ca-A y el 97% de Ca-C, mientras que a nivel de clase se hizo el
recuento de 98 y 91% de las lecturas, respectivamente. A nivel de familias sélo se
pudieron clasificar aproximadamente el 70% de las secuencias de la muestra C. La
limitacion en asignar identidad fue muy marcada a nivel de género donde sélo se
pudieron asignar identidad a cerca de la mitad de las secuencias de Ca-A y una
cuarta parte de las secuencias de Ca-C. Esta limitacién fue justificada por la longitud
de los amplicones, de apenas 440 nt en media, y, falta de informacion de identidad

en las bases de datos.

Ya, el éxito la clasificacion de mas secuencias en Ca-A se debe observar con cuidado
pues el mejor rendimiento fue debido a la prevalencia de Sedimenticola (Familia
Incertae Sedis). El inverso ocurrié en la muestra Ca-C en donde el esclarecimiento de
la clasificacién se justificdé por la distribucion en muchos fildtipos. El grado de
incertidumbre se puede comprobar en los valores de significancia medida en los

recuentos.

La distribucion de las secuencias en los distintos niveles taxonémicos se aprecia en la

figura 5-9. En el rectangulo superior (grafica “a”) se resumen los datos de la
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distribucion para los filos de bacterias: en las barras rojas los valores atribuidos a Ca-A
y en verde para Ca-C. Para una mejor visualizacién de los datos relativos a especies
no prevalentes en el recuadro pequeno se presenta una ampliacién de los filos que no

superaron el 1.5% de presencia.

En la gréafica “a” se observan algunos de los cambios. El principal fue la disminucion
de las y-proteobacterias, de un 94% a un 64%, acompafado del incremento en la
participacion de Bacteroidetes, que pasaron de un 2% al 17%; seguido de Chloroflexi
que subié de un 1% al 7%. El incremento en Firmicutes fue del 1% pero, represent6 el
doble de participacion. Al nivel de las clases se observaron cambios importantes
relacionados a presencia de Proteobacterias de la clase [, que incrementd su
participacion al 5%, mientras la clase y disminuyé de 72 al 33%. La clase a se
mantuvo a valores cercanos a los observados en Ca-A, con un ligero incremento (de
20 a 24%).

Conforme datos de la grafica “b” la distribucion al nivel de familias, fue marcado
principalmente por 3 cambios: primero por la reducciéon dramatica de la participacion
de las secuencias relacionadas a Incertae Sedis-y (de 54% en Ca-A al 8% en Ca-C), y
luego por el incremento en la presencia de Flavobacteriaceae-Bacteroidetes (de 2 al
12%), y Anaerolineaceae (de 1 al 4%). El tercer cambio trata de la distribucién de las
familias Flavobacteriaceae (12%), Phyllobacteriaceae-a (+10%) y, Rhodobacteraceae-
a (£ 7%), que pudieron incrementar sus contribuciones. En estas dos familias se
incluyen diversas bacterias del ciclo bioldgico del azufre y del nitrdgeno. Para mejor
entender el efecto de la nueva distribucion en el biofiltro se necesitan de los datos de

abundancia detallados hasta el nivel de género (tabla 5-8).

Los datos de la tabla ensefan la distribucion de las secuencias en 9 categorias
principales en donde las agrupaciones de secuencias mas numerosas fueron
atribuidas a familias que no tuvieron la taxonomia confirmada a nivel de género. Los
casos mas importantes fueron j-proteobacterias (uncl. family), que mantuvo los 20%
en ambas muestra, y Flavobacteriaceae - Bacteroidetes (uncl. genus) que aumenté su
participacion de + 2 a cerca de 12%. Luego se observan varios grupos con valores de
abundancia muy cercanos: Hoeflea, que disminuy6é de 8 a 4%; Phyllobacteriaceae
(uncl. genus), que aumento de 2 a 5% Rhodobacteraceae (uncl. genus), que mantuvo
los 4%, Incertae Sedis-y (uncl. genus), que mantuvo 5% y Anaerolineaceae-
Chloroflexi (uncl. genus), que paso6 al 4%. El cambio mas marcado fue atribuido a
Sedimenticola, que bajo del 50 a 4%. Con estos datos se logro clasificar el 67% de las

secuencias.
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Figura 6.10. Abundancia relativa (%) en Ca-A y Ca-C. En A se ensefan los datos al nivel de

filoy B para clases (graficas circulares) y familia (barras).
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Tabla 6.7. Abundancia relativa de los géneros (= 0.5%) en las muestras Ca-A y Ca-C

Clasificaciéon Filogenética Abundancia

Clase Familia Identidad asignada o Ca-A oCa-C
N (%) N (%)
a-proteobacteria  Phyllobacteriaceae Hoeflea 406 8.1 520 3.5
Nitratireductor 41 0.8 161 1.1
Phyllobacteriaceae (uncl. genus) 99 2.0 733 5.0
Rhizobiaceae Rhizobiaceae (uncl. genus) 8 0.2 28 0.2
Rhizobiales (uncl. family) 45 0.9 349 2.4
Rhodobacteraceae Rhodobacter 2 0.0 83 0.6
Paracoccus 73 1.5 291 2.0
Roseovarius 40 0.8 88 0.6

p-proteobacteria

Y -proteobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Rhodobacteraceae (uncl. genus) 197
a-proteobacteria (uncl. family) 29

Comamonadaceae = Comamonadaceae (uncl. genus) 1

3.9 561 3.8
0.6 233 1.6
0.0 272 1.9

Rhodocyclaceae Rhodocyclaceae (uncl. genus) 0 0.0 185 1.3
Chromatiaceae Chromatiaceae (uncl. genus) 7 0.1 307 21
Incertae Sedis Sedimenticola 2480 49.5 533 3.6
Incertae Sedis (uncl. genus) 241 4.8 639 4.4

Marinicella 3 0.1 74 0.5

Rhodocyclaceae Thauera 2 0.0 116 0.8
Xanthomonadaceae Xanthomonadaceae (uncl. 12 0.2 310 2.1

genus)

y-proteobacteria (uncl. family) ~ 844
Proteobacteria (uncl. class) 53
Actinomycetales (uncl. family) 34

Nocardioidaceae Nocardioides
Actinobacteria (uncl. class) 0
Flavobacteriaceae Flavobacteriaceae (uncl. 81
genus)

Flavobacteriales (uncl. family) 3

16.8 2948 201
1.1 170 1.2
0.7 321 2.2
0.1 69 0.5
0.0 28 0.2
1.6 1718 117

0.1 79 0.5

Saprospiraceae Saprospiraceae (uncl. genus) 0 0.0 83 0.6

Bacteroidetes (uncl. class) 16 0.3 458 3.1

Chloroflexi Anaerolineaceae Anaerolineaceae (uncl. genus) 32 0.6 596 4.1
Caldilineaceae Caldilinea 0.0 80 0.5
Sphaerobacteraceae Sphaerobacter 0.2 114 0.8

Chloroflexi (uncl. Class) 14 0.3 134 0.9

Firmicutes Firmicutes (uncl. class) 1 0.0 91 0.6
Deinococci Trueperaceae Truepera 4 0.1 182 1.2
Bacteria (uncl. phylum) 22 0.4 359 2.5

OTROS 207 4.1 1735 11.8
TOTAL 5013 100 14648 100

(uncl.), no clasificado; Subrayado: para desnitrificantes; Negrito, representados en arbol de parentesco
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Las secuencias afiliadas a Bacteroidetes se pudieron relacionar a bacterias del
sedimento oceanico y de sistemas de tratamiento de aguas. Algunos ejemplos del
parentesco de las secuencias se ensefan en el arbol construido con los resultados del
BlastN (via MEGADS) (fig.6.11). El cluster Ca-Flavobacteriaceae se pudo relacionar, (al
99% de similitud) con algunas especies quimiorganotroficas reportadas en estudio de
reciclado de nutrientes, en el fondo marino (Qin et al. 2010; Oh et al. 2011). Se incluyé
en el arbol la especie Flavobacterium denitrificans, que fue la principal referencia para

desnitrificacion para Flavobacteriaceae de Bacteroidetes.

ﬁ: ai|587759601|ab|K1195323. 1| Flavobacteriaceae bacterium enrichment culture done 5JC11 done 11
0.00 CaSpFlavobacteriaceae

0.03 318101715]gb|HQ581958, 1] Uncutured bacterium done AS37
0.09 0l 384407161 gb 1Q885574.1| Uncultured Flavobacteriaceae bacterium done M43
001 L gi|238551283)gb |F1975798. 1] Uncultured Flavabacteriaceae bacterium done 4d66.423
—0il343201362|ref|NR 042088, 1| Flavobacterium denitrficans strain EDS
0.08 L gij444304231 ref|NR 074656, 1] Zunongwangia profunda strain SMA-7
03132866 |0b|AF 237685, 1|AF 237685 Marinabacter sp.

Figura 6.11. Arbol filogenético (Neighbor joining) de 16S ARNr generado en MEGAS5 para el parentesco
entre Flavobacteriaceae. La divergencia evolutiva se ensefa en los brazos

Dentro del grupo Bacteroidetes (uncl. class) se encontré relacion con especies

quimiorganotroficas relacionadas al metabolismo de proteinas.

Las secuencias asignadas a Rhodobacteraceae (uncl. genus) fueron alineadas y el
resultado indicé que los clusteres asignados a Paracoccus se acercaron
filogenéticamente a Paracoccus sp a P. versatus el que fue muy interesante visto que.
indico, la utilizacion de la reduccidon heterétrofa hasta nitrito como ruta metabodlica del
nitrato. También se encontré secuencias relacionadas a otros grupos de bacteria
desnitrificantes como Rhodobacter (Hartsock & Shapleigh 2010). Las informaciones
extraidas de los analisis indicaron que los miembros de la familia de a- proteobacteria

podrian competir por el nitrato y por el nitrito con las especies autotrofas.

Para las secuencias clasificadas en p-proteobacteria, familia Rhodocyclaceae (uncl.
genus), se encontro relacion (al 70% de similitud), con especies del género Azoarcus.

que alberga cepas que desnitrifican sobre H,S (Lee et al. 2014).

En la muestra Ca-C las j)-proteobacterias mas importantes fueron Sedimenticola,
mismo tras reducir su participacién con respecto a la muestra Ca-A (de 50 a 4%), y

Incertae Sedis (que mantuvo el 5%). En la muestra Ca-C otro género de /. Sedis
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aparecio entre las especies con mas de 1% de frecuencia. Se trata de Marinicella que
fue reportada por desnitrificar sobre H,S, en aguas residuales (Shoji et al. 2014).
Ademas, se puede afadir la participacion de los miembros del género Thaurea en la
actividad principal del biofiltro. Juntos, todos los miembros de la clase y-proteobacteria
constituyeron un gremio que se ocupd de la desnitrificacion autotrofica. Faltaria
sefialar que se en Ca-A esta fraccion de comunidad alcanzé un 70% de las

secuencias, en Ca-C su contribucion fue solo del 33%.

El ultimo cambio a comentar fue el relativo a Chloroflexi que incrementd su presencia
del 1 al 7%. Fue en la familia Anaerolineaceae que se agruparan la mayoria de las
secuencias. La clasificacion indicd relacion con el género Bellilinea que reune
bacterias del sedimento capaces de reducir nitrato a cuestas de metano (Liao et al.
2014; Nelson et al. 2012; Lebrero et al. 2012).

Los valores de abundancia para Ca-C informan que la perdida de la parcela de la
comunidad quimiolitoautortrofica, especialmente de Sedimenticola, parece haber

comprometido la eficiencia y la resistencia del sistema en el periodo sin recirculacion.

Finalmente, en condiciones de operacion en paralelo (Ca-A) Sedimenticola fue el
género dominante en ambas regiones del biofiltro. Debido a sus caracteristicas
fisioldgicas, esta bacteria pudo llevar a cabo gran parte de la actividad desnitrificante
por via autotréfica. En la region de entrada se observé una marcada especializacion
de la comunidad compuesta por Sedimenticola y también Paracoccus sp., mientras
que en la parte de abajo se observé una mayor diversidad en bacterias NR-SO pero
sin marcado predominio. En base a esto se pudo concluir que la operacion en paralelo
fue una alternativa muy buena para la eliminacién de H,S del biogas. Ya en régimen
contracorriente la actividad desnitrificante fue distribuida por distintos taxones. La
ocurrencia de poblaciones de distintos perfiles NR ilustré el desarrollo de otros nichos
complementarios de metabolismo del azufre (como la reduccién de sulfato), del nitrato
y del nitrito, pero principalmente por heterotrofia. Bajo esta condicion de operacion, los
resultados indican que la actividad NR-SO fue marcada por la conversién del H,S a S°
y de NO; a NO.,. Este efecto se verificd por el incremento de la produccién de azufre
elemental, que coincidid con la pérdida gradual de la capacidad del sistema de tratar
H.S.
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6.5.3.5. Estudio de la operacion sin controlde Ty pH

En la etapa 6 de la operacién, el sistema volvio a las condiciones normales en
contracorriente pero se anulé el control de pH y de T con el objetivo de estudiar sus
efectos. Pero, el periodo 6 fue marcado por una serie de problemas producidos por
fallos en diversos puntos de la planta, y que se relacionaran al desgaste natural tras
mas de 400 dias en marcha. Asi mismo fue posible estudiar el efecto del pH en una

muestra puntual de biomasa (Ca-D).

-Temperatura

Conforme informaciones de la planta el experimento se llevdé a cabo en verano y
durante el periodo la T fue muy estable sufriendo pocas variaciones extremas (de 19
a 37 °C) con un promedio del periodo de entre 30-33 °C. Estudios de otros autores
informaron que la temperatura ideal para desnitrificacion en aguas residuales gira
entre 25 °C con una queda en la actividad por encima de los 30 °C (Peng & Zhu 2006;
Lu et al. 2014). La gran mayoria de los microorganismos empleados en la
desulfuracién biolégica son mesdéfilos, por ejemplo, los miembros de los géneros
Acidithiobacillus y Thiobacillus incluyendo también los desnitrificantes miembros de
Paracoccus y Sulfurimonas. Esto probablemente tiene que ver con el hecho de que la
temperatura afecta a la solubilidad de los compuestos y a la transferencia de materia,
y, por consecuencia, su disponibilidad hacia la biomasa. El pH y temperatura éptimos
para la desulfuracion andxica fue establecido con anterioridad en un BTF similar al
utilizado en esto estudio: 7.4 y 30 °C respectivamente (Fernandez et al. 2014). Esto
mismo autor encontré que el aumento de la temperatura a 36 °C, produjo una
disminucion en el porcentaje de eliminacion del 100% al 88% y la disminucién de la
temperatura desde el valor éptimo de 30 °C hasta 15 °C, produjo una disminucion
lineal de la eficacia hasta un 65%. Sin embargo, en el caso del presente estudio, el
hecho de probar con los dos parametros en un mismo periodo puede haber en
mascarado la influencia de uno y otro. Asi mismo, en virtud a la estabilidad de la
temperatura observada en el periodo estudiado su efecto se desprecia en la presente

discusion, pasando la discusion en torno al cambio de pH.

-bH

En la tabla 5.9 se presenta el resumen de la comparativa de abundancia entre la
muestra de contracorriente Ca-C y muestra sin control de pH, Ca-D. Tal como se ha
comentado brevemente, no se contemplaron grandes cambios en la fraccién

predominante, y por esto no se presentan las figuras para filo y clase. La familia
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Phyllobacteriaceae-a fue la mas frecuente, con participaciones muy parecidas (8 y
10% aproximadamente) y con los mismos géneros asignados. No se encontré ningun
cambio significativo para las demas familias de esta clase. La actividad desnitrificante
fue atribuida a géneros heterotrofos SO, representados por Paracoccus vy

Rhodobacter. Ademas la presencia de Roseovarius corroboré esta informacion.

Dentro de la clase f se clasificaron, en cada muestra, cerca de 1.5% de las lecturas
para Comamonadaceae mientras para Rhodocyclaceae se asignaron 4% en Ca-A 'y
6% en Ca-D. En esta ultima familia se agregan diversos géneros denitrificantes,
reportados para aguas residuales con destaque para Thaurea. Una porcién de las
secuencias unclassified se pudieron relacionaron a esto género, pero con valores de
similitud de secuencia inferiores a 70% (ver en el anexo 4). Las reductoras de sulfato,
afiliadas a las clases Delta, Epsilon y Gamma, de Proteobacteria, se mantuvieron en
valores cercanos a aquellos reportados en Ca-C, con destaque para la familia
Desulfobulbaceae que incrementé su participacion hasta 1.5%. La presencia de otras
bacterias del azufre como Sulfurovum también fue ligeramente incrementada (de 0.2 a
1.5). La diversidad de bacterias relacionadas al ciclo del azufre y nitrégeno en ambas
muestras se investigd en el set de datos. De hecho la riqueza de especies
representadas por géneros relacionados a Thiobacillus, Thiothrix, Sulfuruvum,
Desulfocapsa, Thiorhodococcus, Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfomicrobium,
Thiocapsa, Nitratireductor Azoarcus, Desulfuromonas, por ejemplo, indicé fuerte
redundancia funcional. También indicé la formacién de microhabitats que favorecieron
la distribucion de ellos en funcion de los nichos (ver resultados en el anexo 4). El
desarrollo de esta fraccion de la comunidad en Ca-D se pudo explicar por la re-

aclimatacion a S°.

En la clase y-proteobacteria, una gran cantidad de secuencias no se pudieron
clasificar a géneros (+ 20 solo se asignaron identidad a nivel de familia). Para
complementar la busqueda se hizo alineamiento blast. Con esta herramienta se obtuvo
que la gran mayoria de las secuencias unclassified se relacionaran a los géneros
Sedimenticola y Marinicella, ambas desnitrificantes. Los cambios en las )
proteobacteria fueron interesantes porque reportaron la tendencia a recuperacion del
género Sedimenticola (qQue pasé de 4 a 8%), que quizas, a largo plazo, podria haber
contribuido para incrementar la actividad desnitrificante autotréfica, otra vez. La
disminucion de la participacion de la familia Flavobacteriacea, también fue bastante

marcada.
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Tabla 6.8. Abundancia relativa de los géneros (= 0.5% en presencia) en las muestras Ca-C y

Ca-D
Clasificacion Filogenética Abundancia
Ca-C Ca-D

Clase Familia Identidad asignada N° (%) N° (%)
O-proteobacteria Phyllobacteriaceae Hoeflea 520 3.5 174 24
Nitratireductor 161 1.1 106 1.5

Phyllobacteriaceae ( uncl. genus) 733 5.0 472 6.6

Rhizobiaceae Rhizobiales (uncl.family) 349 24 212 3.0

Rhodobacteraceae Paracoccus 291 2.0 120 1.7

Roseovarius 88 0.6 22 0.3

Rhodobacter 83 0.6 33 0.5

Rhodobacteraceae (uncl. genus) 561 3.8 216 3.0

Rhodobiaceae Tepidamorphus 73 0.5 40 0.6

O-proteobacteria (uncl. family) 233 1.6 85 1.2

ﬁ-proteobacteria Hydrogenophilaceae Thiobacillus 0 0.0 76 1.1
Comamonadaceae Simplicispira 8 0.1 35 0.5

Comamonadaceae (uncl. genus) 272 1.9 40 0.6

Rhodocyclaceae Rhodocyclaceae (uncl. genus) 185 1.3 294 4.1

Thauera 116 0.8 118 1.7

Burkholderiales (uncl. family) 25 0.2 9 0.1

ﬂ-proteobacteria (uncl.family) 61 0.4 33 0.5

o-proteobacteria Desulfobulbaceae Desulfobulbaceae (uncl. genus) 27 0.2 48 0.7
g-proteobacteria Helicobacteraceae Sulfurovum ? 25 0.2 105 1.5
Y-proteobacteria Chromatiaceae Chromatiaceae (uncl. genus) 307 21 134 1.9
Chromatiales (uncl. family) 35 0.2 45 0.6

Incertae Sedis Sedimenticola 533 3.6 585 8.2

Incertae Sedis ( uncl. genus) 639 4.4 224 3.1

Marinicella 74 0.5 6 0.1

Xanthomonadaceae Xanthomonadaceae (uncl. genus) 310 21 161 2.3
Y-proteobacteria (uncl. family) 2948 201 1314 18.4

Proteobacteria (uncl. class) 170 1.2 93 1.3

Actinobacteria Actinomycetales (uncl. family) 321 2.2 125 1.8
Nocardioidaceae Nocardioides 69 0.5 45 0.6

Flavobacteria Flavobacteriaceae Flavobacteriaceae (uncl. genus) 1718 11.7 261 3.7
Flavobacteriales (uncl. family) 79 0.5 5 0.1

Sphingobacteria Saprospiraceae Saprospiraceae (uncl. genus) 83 0.6 4 0.1
Bacteroidetes (uncl. phylum) 458 3.1 198 2.8

Anaerolineae Anaerolineaceae Bellilinea 14 0.1 33 0.5
Anaerolineaceae (uncl. genus) 597 41 527 7.4

Caldilineae Caldilineaceae Caldilinea 80 0.5 30 0.4
Ignavibacteria Ignavibacteriaceae Ignavibacterium 38 0.3 46 0.6
Thermomicrobia Sphaerobacteraceae Sphaerobacter 114 0.8 42 0.6
Chloroflexi (uncl. class) 134 0.9 66 0.9

Deinococci Trueperaceae Truepera 182 1.2 95 1.3
Clostridia Clostridiales (uncl. family) 34 0.2 43 0.6
Firmicutes (uncl. class) 93 0.6 46 0.6

Bacteria (uncl.phylum) 357 24 121 1.7

Otros 1450 9.9 645 9.0
TOTAL 14648 100 7132 100

(uncl). no clasificado; Subrayado: para desnitrificantes

Tal como se presentd con antecedencia en el texto, la distribucidon de las poblaciones,

en Ca-C, se pudo explicar, mas en base a la posicion en el lecho do que en funcion de

la direccion del flujo de S-H,S. En el presente estudio, el mismo fue encontrado al
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comparar la diversidad entre las muestras de la operacion en paralelo (Ca-A y B) con
la muestra en contracorriente Ca-D. Los indices de diversidad encontrados en las tres
muestras tomadas de la porcion inferior (incluyendo se Ca-B, C y D) fueron muy
semejantes el que indic6 un ecosistema equilibrado y resistente a cambios

ambientales.

El aporte de diversidad des del agua de la EDAR fue interesante porque a pesar de
permitir la incorporacién de nuevas poblaciones, en lo general, no influencié en la
composicion de la fraccion prevalente. Un ejemplo fue el incremento en la presencia
de bacterias sulfato reductoras de la clase é-proteobacteira (0.4% presencia en Ca-C).
Otro ejemplo curioso fue el desarrollo de poblaciones relacionadas al S°. Bacterias
como Sulfurovum que utilizan S° como donador de electrones y nitrato como aceptor
final. Los datos indicaron relaciones de competencia entre distintos grupos NR, que
podian utilizar tanto nitrato como nitrito, por via autétrofa o heterétrofa. Ademas, se
pudo, comprobar una ligera tendencia de re-organizacion de la fraccién de sulfato-

reductoras y denitrificantes heterétrofos en la comunidad.

Con respecto a la producciéon de azufre elemental, en todas las muestras del presente
estudio se encontraron solamente especies que lo depositan en el espacio
extracelular, el que favorecid su reciclado y eliminacion de la matriz del biofilm,
principalmente en paralelo y en los periodos de starvation. Esta caracteristica de la
biomasa del BTF-H,S ANOX fue similar al reportado por Syed et al. (2006).

En este periodo de la operacién se pudo comprobar la robustez del ecosistema
cuando se sometié a perturbaciones ocasionados por la falta de control de pH. La
versatilidad metabdlica de las poblaciones NR-SO favorecié la manutencion del pH a
niveles no inhibitorios: efecto que caracterizé la resistencia del biofiltro. En base a
estas informaciones, se asumié que el ligero cambio de pH no fue suficiente para
influenciar un cambio significativo en la comunidad. El principal cambio fue la
recuperacion de los miembros del género Sedimenticola, en Ca-D, el que proporciond

una mejora en la actividad autotrofica.

6.6. Conclusiones generales del capitulo

Una vez mas, el analisis de comunidades microbianas a partir de la biblioteca de
amplicones obtenidos por tag-454 fue exitoso. Conforme los datos presentados por el

secuenciamiento, la cobertura de la biblioteca de secuencias fue adecuada para las 4
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muestras asi como fue suficiente para el calculo de la diversidad. El hecho de que no
se pudo describir la comunidad en base a recuentos de especies no comprometié a la

comprension de la diversidad.

La herramienta de clasificacion de bibliotecas del RDP se pudo aplicar de modo
satisfactorio para explicar la composicion de la comunidad de bacterias del biofiltro
anoxico, pero en algunos casos fue necesario apoyar la informacion de identidad en
resultados del blast. De ese modo se pudo acercar a la identidad de los clusteres que
parecian jugar un papel importante en el sistema. Los problemas encontrados para
clasificar a las secuencias fueron, por un lado, el tamafo insuficiente de la secuencias,
y por el otro, el desconocimiento de las poblaciones, o la falta de secuencias similares
para confrontar en las bases de datos. Ambos factores se reflejaron en la gran parcela
de secuencias “unclassified”. Esta limitacion estuvo de acuerdo con otros estudios

reportados en literatura para sistemas NR-SO.

En el estudio de ecologia microbiana llevado a cabo en BTF-H,S ANOX se logré
describir el componente bidtico en tres momentos de la operacién mediante la
aproximacién metagendmica tag-454 para ADNr 16S y ademas se pudo relacionar
estos datos con los parametros de operacion elegidos: direccién del flujo de gas, modo

de renovacion de la fase liquida 'y T y pH con la eficacia de eliminacion.

La actividad desnitrificante del reactor se pudo atribuir a dos comunidades distintas:
autotrofica y heterotréfica que se desarrollaron en funcion de las condiciones de
operacién del BTF-H,S ANOX. En las dos muestras del periodo en paralelo la
comunidad fue determinada por el sentido unidireccional del flujo de NOsy H,S. En la
muestra Ca-A se observo una marcada especializacion de la comunidad, mientras que

en Ca-B la diversidad siguié un perfil de dispersion mas amplio.

En la regidon de abajo del reactor, la operacion en contracorriente favorecio la
competencia entre desnitrificantes heterétrofos. De la comparativa de diversidad entre
el modo paralelo y contracorriente (Ca-A frente a Ca-C) se pudo concluir que operar
en paralelo se estimulé a la actividad autotrofa, principalmente representada por la
poblacion Sedimenticola mientras al modo contracorriente se estimulé también la
actividad heterétrofa y la competencia entre distintas poblaciones de NR-SO. De
hecho se observd una mejor performance del sistema durante el periodo paralelo

comprobado por la mejor distribucién del biofilm y des acumulacién de S°.

Finalmente, en el periodo de operacion en paralelo se obtuvo una mayor diversidad

para la muestra de la parte inferior del reactor, a la salida del gas (Ca-B). Al mismo
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tiempo se verifico la prevalencia de los quimiolitoautotrofos en la muestra tomada de la
region de entrada, localizada en la pocion superior del reactor (Ca-A). Los distintos
perfiles de diversidad se pudieron relacionar con la diversificacién de nichos que por
su parte fue debida a la presencia de los diversos aceptores y donadores de
electrones en la fase liquida en las dos regiones del reactor. Conforme los datos
presentados, el aporte de nitrato y sulfuro des de una misma region parece haber
favorecido la especializacién de la comunidad desnitrificante, autotréfica que, incluso,
fue capaz de consumir el S° acumulado en lecho. En virtud de la especializacion, en el
modo de operacion en paralelo el biofiltro mejord su comportamiento. Al alimentar
NO; y H,S des de regiones opuestas se favorecio el desarrollo de poblaciones de
distintos perfiles metabdlicos, en general que se desarrollan en condiciones
medioambientales mas amenas. Estas especies son mas versatiles con respecto a

aceptores y donadores de electrones.

La operacién sin recirculacion no interfirid en la reorganizacién del biofilm, en la
porcion inferior del reactor. En aquel periodo se pudo identificar la fuerte presencia de
bacterias heterotréficas que competieron por el nitrato. Los pequefos cambios de
diversidad observados al operar en continuo fueron ocasionados también por el efecto
secundario de la re-inoculacion recurrente del biofiltro, con bacterias provenientes del

agua.

Con respecto a la operacioén sin control de pH (estudiado en la muestra Ca-D) no fue
posible comprobar su afecto sobre la diversidad. El unico cambio significativo
observado fue una tendencia en la recuperacion de Sedimenticola sp., que, como se
ha visto en la muestra de paralelo soporta mejor el estrés y se favorece de la

presencia de S° en la matriz.

En este estudio la comunidad demostrd un gran potencial metabdlico, hecho que fue
decisivo al operar sin recircular el liquido o a pH sin control. A nivel metabdlico la
capacidad de explotacion de los distintos aceptores y donadores de electrones fue un
factor preponderante. En este caso la dinamica ecolégica fue dependiente de un
equilibrio entre las distintas reacciones biolégicas que permitieron contrarrestar el
efecto de acidificacion. Des del punto de vista ecolégico, la gran diversidad de
poblaciones capaces de desnitrificar tanto sobre azufre y sulfuro con nitrato o nitrito

fue lo que produjo la resistencia del biofiltro.

A pesar de las limitaciones metodoldgicas, se pudo identificar a los factores que
afectaron en primer grado a la distribucion de las especies y la eficiencia de la

desulfuracién. De hecho se pudo suponer que la direccion del flujo del gas fue
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importante, pero el factor crucial para la microbiota fue la circulacién del liquido. Para
llegar a esta conclusion fue necesario comparar los datos de diversidad de todas las

muestras.

Des del punto de vista de la ecologia de procesos esta capacidad de resistir es algo
que debe ser preservado en un ecosistema de tratamiento biolégico de residuos. Estas
informaciones estan en acuerdo con el reportado en otros estudios en donde se
relacioné el predominio de especies quimiolitoautotroficas con las condiciones mas

selectivas ocasionadas por el aporte de gas.
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CAPITULO 7

Estudio de la diversidad de Bacteria en biofiltro

percolador para eliminacion de NH3
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7. Estudio de la diversidad de Bacteria en

biofiltro percolador para eliminacion de NH3

7.1. Introduccion

7.1.1. Mecanismos de biofiltracion para NH,

La eliminacion de NH; presente en corrientes de gases sigue en general, la via de la
nitrificacion segun la reacciéon global ec. 7.1, teniendo en cuenta que, en la

transferencia del gas al liquido, el amoniaco pasa a forma de nitrégeno amoniacal

NH, (Madigan 2010).

NHf + 0, » NO3 + H,0 +2H*  (AG°=-341 kJ reaccion™) ec. 7.1

La reaccion global de la nitrificacion que incluye el crecimiento celular se reproduce en

la ec. 7.2, en donde CsH;NO, representa biomasa.

4C0, + HCO; + 22NH] + 370, » CsH,NO, + 21NO3 + 20H,0 + 42H* ec. 7.2

De la ecuacion 7.2 se deriva que la conversion completa modifica el pH del medio por
+; . . e . ’
la liberacion de H y que se consume una cantidad significativa de oxigeno para

producir poca biomasa (C,H,NO,) por cada mol de amonio (NH4+) oxidado.

La nitrificacion es un paso importante del ciclo del nitrdgeno. En condiciones naturales
este proceso ocurre en dos etapas, con la peculiaridad de que cada una la realiza una
poblacion distinta de Bacteria o Archaea. Esto implica que las especies que convierten

amonio a nitrito (nitritacion) no sean capaces de llevar a cabo la transformaciéon de

. . a . . e + -
este a nitrato (nitratacién). Las poblaciones que realizan la conversiéon NH; — NO,

son reunidas en un grupo denominado AOB (del inglés, ammonium-oxidizing bacteria),

mientras las que se ocupan de la etapa 2 (NO, — NO3) se denominan NOB (del

inglés, nitrite-oxidizing bacteria) (Koops & Pommerening-Rdser 2001).

Los principales géneros de AOBs son Nitrosomonas, Nitrosospira y Nitrosococcus

mientras NOB es representado por Nitrobacter y Nitrospira. La etapa 1 corresponde
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con la etapa limitante del proceso de nitrificacién debido a que el nitrito producido es
rapidamente oxidado a nitrato (Ahn 2006). Ambos grupos (AOB y NOB) estan
clasificados como microorganismos quimiolitoautétrofos, porque derivan la energia
para crecimiento de la oxidacion del nitrégeno inorganico y a que usan carbono

inorganico (CO,) para la sintesis en vez de carbono organico (Madigan 2010).

En base al metabolismo de estas poblaciones, la estequiometria en dos pasos puede

ser expresada en las siguientes reacciones:
NH," +3/20, — NO,” + H,0+2H" (nitritacion- AOB) ec. 7.3

NO,” +1/2 0, — NO;~ (nitratacic')n- NOB) ec. 7.4

La oxidacion del NH4+ ocurre formando hidroxilamina (NH,OH) como producto

intermedio por mediacion de la enzima amonio monooxigenasa (AMO), mientras la
conversion de esta a nitrito ocurre por accidon de la enzima hidroxilamina
oxidoreductasa (HAO). La enzima que cataliza la conversion de nitrito a nitrato es la

nitrito oxidoreductasa (Nxr).

A dia de hoy, el amoniaco se elimina de corrientes de aire provenientes de EDARSs, de
compostaje, de ganaderia y del sector industrial. Tal como se ha comentado en otros
momentos, a pesar de ser mas ventajosa que las tecnologias fisico-quimicas, la
biofiltracién presenta inconvenientes. El principal inconveniente en el tratamiento de
altas cargas de NHj es la generacion de NO, y NO;. De ser asi, los lixiviados van
enriquecidos y por consecuencia habra necesidad de completar la mineralizacién en
un paso de eliminaciéon posterior (Moussavi et al. 2011). Cuando la bicfiltracién de
amoniaco gas se hace en una planta de tratamiento de residuos, que incluye el
tratamiento de las aguas residuales, el nitrato se puede afadir al reactor de
desnitrificacion para ser eliminado definitivamente. Sin embargo, si la corriente de gas
se trata en otro sitio, el destino del liquido de purga se convierte en un inconveniente.
Otra solucién bastante atractiva seria utilizar el proceso de nitrificacién/desnitrificacion
simultdnea en un solo biofiltro. Esta tecnologia se conoce como SND (del inglés,

simultaneous nitrification-denitrification), y el producto final es N, (Peng & Zhu 2006a).
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Figura 7-1: Secuencia de conversiones de las especies de N en proceso SND.

Sistemas SND se aprovechan de la actividad de poblaciones AOB y ND, que pueden
ejecutar juntas las dos tareas de modo casi simultaneo. La secuencia de conversiones
biolégicas del proceso SND se ilustra en el diagrama de la fig. 7.1. La flecha indica el
desvio de ruta a partir del nitrito generado por las AOB directamente para la ruta
desnitrificante. El recuadro mas pequefio indica el punto de cambio de proceso en que

el nitrito pasa a sustrato de la desnitrificacion (Peng & Zhu 2006a).

De la ecuacion 7.5 se toma que el producto final de la SND es N,. A diferencia de otros
procesos, no hay necesidad de fases alternadas (nitritacion — desnitrificacion) o de
reactores en secuencia, ya que el SND utiliza los dos procesos simultaneamente. Esta
biotecnologia utiliza biopeliculas o biomasa suspensa en el mismo reactor, en donde
las poblaciones estan ubicadas en distintas capas, en diferentes profundidades, y
actuan la segunda en funcion de los metabolitos de la primera. Estudios recientes
demostraron que la SND puede resultar en una buena alternativa al tratamiento de
corrientes de aire con altas concentraciones de NH;. En un estudio experimental
Moussavi y colaboradores (2011) lograron R maxima del 98%. En el estudio se
utilizaron NaCOH; o metanol como fuente de carbono para autétrofos y heterotros.
Interesante del trabajo fue la importante contribucion que se logré obtener de los
nitrificantes-heterotrofos en el rendimiento de R1. Con respecto a parada de la
nitrificacion en R1 y cambio de ruta hacia denitrificacion, esto se logré al mantener FA
en niveles inhibitorios para los sospechos responsables por R2 (Nitrobacters), y DO

limitada.

En el estudio de Moussavi se prob¢6 el efecto negativo del incremento gradual en la
concentracién de entrada de NH; (100 — 600 ppm) sobre la EC, el que se reflejé en la
R (74%), con EBTR de 60s. A pesar de no haber identificado a las poblaciones
involucradas, estos autores utilizaron técnicas clasicas de crecimiento y enumeracion
en placa de cultivo para estudiar el perfil metabdlico de autétrofos y heterotrofos. En
base a sus resultados los autores intentaron entender el mecanismo del proceso

SND-NH; (gas) que se conjeturé como sigue: primero, el amoniaco se disolvio en el
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liquido de reciclaje y se transfirid a la capa externa de la biopelicula, constituida de
poblaciones aerdbica, AOB y heterdtrofas que promovieron R1. Luego, una fracciéon de
NO, fue desnitrificada (heterétrofas aerdbicas). El nitrito restante, junto a los
compuestos organicos, fueron entonces difundidos en la capa mas profunda de la
biopelicula (biofilm anodxico) y desnitrificados por via anoxica. De esto modo se logro
enriquecer la poblacién desnitrificante sobre nitrito dentro de la biopelicula asi como

las micro regiones anoxicas del lecho.

Al final, los metabolitos de la desnitrificacion se difundieron hacia la fase liquida en

movimiento, asi como se pasaron al aire (N,) a través del lecho.

7.1.2. Ecologia de la biofiltracion de NH3

Desde un punto de vista ecoldgico, la nitrificacién depende de una relacion simbidtica
entre poblaciones. De igual modo, dado que las reacciones son secuenciales, los
procesos de biofiltracion deben disefarse para ofrecer un ambiente adecuado para las
AOB y NOB. En general, en biofiltros percoladores el amonio que se disuelve en la
fase liquida y es convertido a nitrato tras ser absorbido por la biopelicula. Sin
embargo, la existencia de gradientes de nutrientes, oxigeno y aceptores de electrones
hace que el micro ambiente sea distinto. De ser asi, se debe considerar que pueden

ocurrir otros procesos simultaneamente como por ejemplo la desnitrificacion.

7.1.21. Componentes de proceso

Los factores que mas importancia cobran en la nitrificaciéon son la temperatura; el pH; y
las concentraciones del NH4+, NO,, y N,O; ademas de la disponibilidad de oxigeno. La
temperatura, porque interfiere directamente en la actividad de las bacterias
nitrificantes. Se ha comprobado importante incremento en la velocidad de
nitrificacion con incremento de la temperatura, con inicio de la actividad en cerca
de 5 °C. De igual modo, se comprobo que entre 25 y 30 °C es en donde se
alcanzan mejores rendimientos. Se ha verificado una relacion exponencial entre la
tasa de crecimiento de las bacterias nitrificantes en funcion del incremento de la
temperatura dentro del rango de 8 °C a 30 °C (Kim 2006; Zhang 2013; Zhang
2014). En funcion de estas informaciones se opté por operar el BTF-NH; a

temperatura ambiente, lo que significo operar entre el 25y 35 °c
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Con respecto al pH, este debe estar préximo de la neutralidad, ya que la acidificacion
favorece la formacion de acido nitroso libre (HNO.), que es un potencial inhibidor de la
nitrificacion. Durante el proceso de nitrificacién se pierde alcalinidad, que se consume
como fuente de carbono y también por la produccién de iones hidrégeno (H*) y nitritos.
Ademas, al producirse H* durante la oxidacién del amonio, también se produce acido
nitroso (HNO,), el que contribuye aun mas para la acidificacion (Gerardi, 2002). Para
evitar los problemas derivados de los cambios ocasionados por el pH, se necesita

aplicar maniobras de control que lo mantenga sobre el rango neutro (Yang et al. 2014).

ElI OD es un factor limitante de la nitrificacion aerobia, y la velocidad de crecimiento de
las poblaciones autétrofas depende directamente de ella (Gonzalez et al, 2010). La
baja difusion del oxigeno a través de la estructura de biopeliculas y la competencia
entre especies influencian en la velocidad de nitrificacion (Gerardi, 2002). La difusion
del O, debe ser favorecida a fin de superar el limite inferior de 2 mg L. Asi, para
oxidar 1 mg de amonio se necesitan 4,6 mg de O, (Bitton, 1994). En biomasa flocular,
por ejemplo, la distribucion de la biomasa nitrificante (AOB y NOB) fue dependiente de
los gradientes de OD. En biomasa de este tipo, la capa mas externa fue poblada de
AOB, que formaron colonias bastante numerosas en respuesta a la mayor
disponibilidad de O, Ya las NOB se distribuyeron en la capa interior, y debido a las
limitaciones impuestas por los gradientes, fueron de crecimiento mas lento (Zhang et
al. 2014).

La gran mayoria de los BTF para eliminacién de NH; es quimiétrofo, ya que no existe
una carga organica a degradar. En biofiltros convencionales, la operacion se lleva a
cabo bajo condiciones estandar, que se han establecido a lo largo del tiempo, que
incluye pH neutro, temperatura cercana a los 30 °C, con utilizacién de NaHCO; como
fuente de carbono (Ahn 2006). El régimen de alimentacién de ambas fases (gas y
liquido), puede ser en continuo o discontinuo, y la direccion del flujo del gas puede

hacerse en sentido ascendiente o descendiente.

7.1.2.2. Componente biolégico

Todo indica que la nitrificacion fue ampliamente distribuida en la naturaleza, sin
embargo, hasta la fecha no se ha reportado un microorganismo capaz de llevar a cabo
la oxidacion completa del amoniaco a nitrato (Koops & Pommerening-Réser 2001) . Las
bacterias nitrificantes son miembros del filo Proteobacteria, clases « y 5, aunque 2

especies de Nitrosococcus estan afiliadas a y-proteobacteria. Las AOB se distribuyen
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en 4 géneros: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio y Nitrosolobus. El género
Nitrosomonas se encuentra ampliamente difundido en sistemas de tratamiento de
agua residual y también fue reportado con frecuencia en biofiltros debido a su papel
vital en el ciclo del N; Nitrosomonas europaea y N. eutropha han demostrado un buen
rendimiento en BTFs. (Maestre 2010; Xue 2010; Moussavi 2011). Los pertenecientes
al género Nitrosospira presentan una estrecha relacion filogenética, pero son muy
poco frecuentes en EDAR, (Schramm et al. 1998). Este género es muy sensible a las

concentraciones de amonio libre (FA), con lo cual se inhibe fuertemente.

Las NOB son filogenéticamente mas diversas que las AOB, y sus miembros
pertenecen a cuatro géneros: Nitrobacter, Nitrospira, Nitrococcus y Nitrospina. El
grupo se distribuye ampliamente en la naturaleza dentro de «, yi & de Proteobacteria.
Aunque los géneros de NOB-a Nitrobacter y Nitrospira sean todos organismos
quimiolitoautotrofos, estos pertenecen a grupos filogenéticos distintos, que
representan una diversidad eco-fisiolégica interesante para aplicaciones
biotecnoldgicas. El género Nitrobacter contiene especies de ecosistemas acuaticos,
terrestres, y sedimentos (Nielsen, 2010 Sorokin et al. 1998). Ya las especies
Nitrosococcus mobilis (y)- y Nitrospina gracilis (), fueron anteriormente descritas para
ecosistemas marinos. Nitrospira so6lo contiene dos especies descritas: N. marina
(Watson et al. 1986) y N. moscoviensis (Ehrich et al. 1995); aunque se han encontrado
gran diversidad de secuencias del gen del 16S tanto en muestras ambientales como
en bioreactores (Daims, Purkhold, et al. 2001). Estudios mas recientes relataron
presencia la importancia de Nitrosococcus mobilis en tratamiento de lodos (Juretschko
1998).

Un proceso alternativo al tratamiento de corrientes de aire con altas concentraciones
de NH; es la SND. En su estudio experimental Moussavi y colaboradores (2011)
lograron R maxima del 98% asi como probaron el efecto negativo del incremento
gradual en la concentracion de entrada (100 — 600 ppm) sobre la EC, el que se reflejo
en la R (74%). El EBTR ensayado fue de 60s. Los autores no identificaron a las
poblaciones involucradas, apenas utilizaron técnicas clasicas de crecimiento y
enumeracion en placa de cultivo para estudiar el perfil metabdlico. Los resultados
indicaron que el consorcio fue formado por una combinacién de heterétrofos
(desnitrificacion) y autotrofos (nitritacion). De acuerdo con los autores, la ecologia del
proceso SND se basa en las siguientes etapas. Primero, el amoniaco se disolvio en el
liquido de recirculacion y se transfirio a la capa externa de la biopelicula, constituida de
poblaciones aerébicas, autétrofas y heterdtrofas que promovieron la etapa de

nitritacion. Luego, una fraccién del nitrito fue simultdneamente desnitrificada (bacterias
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heterétrofas aerdbicas). El nitrito restante, junto con algunos compuestos organicos,
fueron entonces difundidos en la capa mas profunda de la biopelicula (biofilm anéxico);
y llevaron a cabo la desnitrificacion bajo condiciones andxicas (debido a la limitacion
de la difusion DO). Al final, los metabolitos de la descomposicion organica y de la
desnitrificacion se difundieron hacia la fase liquida en movimiento, asi como se
pasaron al aire a través del lecho. Esta difusion se refiere al N, producido de la
desnitrificacién. En aquel trabajo no se identificaron a las poblaciones residentes, el

que limité la mejor comprensién de la tecnologia.

7.2. Antecedentes

El NH3 es uno de los compuestos odoriferos de mayor interés para la biofiltracion y su
eliminacion se estudia desde la segunda mitad del siglo XX. Las bases de la
biofiltracion de amoniaco se han establecido rapidamente visto que sigue la
bioquimica de los proceso de tratamientos de aguas ricas en amonio. A dia de hoy se
han reportado gran eficiencia de eliminacion tanto en biofiltros organicos como en

biofiltros percoladores para bajas concentraciones, de hasta 50 ppm, a la entrada.

En la naturaleza, el amoniaco gas se produce a partir de la degradacion de la materia

organica, principalmente a partir del ion amonio (NH4+) que, por su parte, se genera de
la degradacién de proteinas, urea o acido Urico. Las emisiones de origen
antropogéncias son muy comunes. Las actividades que mas contribuyen son, la
ganaderia (aves de corral, y cerdos) de produccién intensiva, en donde se emiten
principalmente de los desechos. y las operaciones industriales, tales como la
fabricacion de fertilizantes; de papel y celulosa; petroquimica; industria de alimentos, y
tejidos (Taghipour 2005; Sonil Nanda 2012; Kennes & Veiga 2013). EI NH; que se
emite en diversos puntos de las plantas de tratamiento de residuos urbanos es motivo
de frecuente quejas del vecindario (Pagans et al. 2005). Las emisiones generadas del
compostaje suelen ser del orden de 18 a 150 gNH; mg™ de residuo solido (Clemens &
Cuhls 2003) y superiores a 700 mgNH; m™ para gases provenientes del lodo de
compostaje (Haug 1993). Ademas de los problemas relativos al gas amoniaco, el
nitrégeno organico que no se degrada completamente en el compostaje puede
contribuir para la formacién de NO,, que al ser emitido contribuye para la precipitacion

acida (Buijsman et al. 1987).

El limite de deteccion humana del amoniaco es de cerca de 4 ppmv, y tiene un umbral

de olor moderado (5-20 ppmv) (Ranau et al. 2005). Las emisiones estan reguladas
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tanto debido a molestias por malos olores cuanto por los problemas de contaminacién
del aire. EI NH; en el ambiente, se transfiere por los distintos repositorios, y llega, tanto
al agua superficial, como subterranea, donde produce acidificacién y contaminacion
por distintas especies nitrogenadas que se van formando de la degradacion natural
(van der Eerden et al. 1998, Pagans 2005; Dorado 2013).

Debido a la facilidad con que son absorbidos, difunden y son convertidos, los
compuestos nitrogenados organicos e inorganicos pueden ser facilmente eliminados
de las corrientes de aire contaminadas por métodos quimicos, aunque los costos de
los productos para el lavado pueden ser elevados y a que genera grandes cantidades
de sulfato de amonio, que luego tiene que ser tratado (Sakuma 2008; Lars D.M.
Ottosen 2011; Dumont 2014; Ramachandran 2014; Yang 2014). Por estos
inconvenientes la eliminacion bioldgica mediante biofiltracion pude ser una buena

alternativa, tanto por el menor coste como por ser mas sostenible. Sin embargo en la

mayoria de las plantas, el N-NH; se convierte a NO; que se debe purgar del sistema
para luego someter a un proceso complementario de depuracion (Sakuma et al. 2008).
Para corrientes de baja carga los biofiltros convencionales han sido una buena
alternativa, tanto para tratamiento de gases del ganado (Kristiansen, Pedersen, et al.
2011; Nanda et al. 2012), como de lodo de compostaje (Pagans 2005; Dorado

Castafio 2013). Sin embargo se han mostrado especialmente sensibles a las

fluctuaciones de pH y concentraciones de NH4+ y NO, .

Los principales inconvenientes en tratar corrientes industriales son la acumulacion de
inhibidores: FA; NO, y HNO,, NO; y HNO3; generados de las conversiones de altas
concentraciones del N , en el medio liquido y también su gestion como productos y
subproductos de la nitrificacion (Ottosen et al. 2011). Para el tratamiento de altas
cargas los biofiltros tipo biotrickling son los indicados puesto que la presencia de una
fase liquida que se renueva continuamente permite reducir las concentraciones de
inhibidores en la biopelicula (Cabrol 2012; Maia 2012; Ramachandran 2014).

A lo largo de las ultimas dos décadas, se estudiaron distintas condiciones de
operacion para la biofiltracién de NH3, hecho que ha favorecido la optimizacion de las
plantas de tratamiento. Se han estudiado los efectos de los tiempos de residencia de
gas y liquido (Pagans 2005; Taghipour 2005; Hort 2009). Se lograron eliminar cargas
de hasta 270 gN m® h™ con de 11 s (Ramirez et al. 2009a) La capacidad critica en
general quedo en torno de los 60 gN m™ h” para R% de 99% (Kanagawa 2004). Se

han utilizados distintas fuentes de biomasa, principalmente lodo de EDAR (Pagans
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2005; Xue 2011; Wu 2011; Dorado Castafio 2013) y cultivo de enriquecimiento para

nitrificantes (Ramirez 2009).

Debido a sus caracteristicas, la SND es un proceso prometedor para el tratamiento de
corrientes de gases ricas en NH; ya que permite la eliminacién simultanea de amonio
con nitrito o amonio con nitrato con producciéon de N,. Sin embargo, la composicion
bacteriana y las condiciones ambientales, asi como la presencia de inhibidores y la
acumulacion de ciertos sustratos debe ser controlada para evitar la emision a la
atmosfera de intermediarios gaseosos del proceso de desnitrificacién, como son el
oxido nitrico (NO) y o6xido nitroso (N,O). A dia de hoy, a escala global, los
microorganismos desnitrificantes se encuentran implicados en la problematica del
calentamiento global debido a las emisiones de N,O, el cual tiene un impacto en el
calentamiento global centenares de veces mayor que el CO, (Kampschreur, 2010). En
base a estas informaciones se puede sugerir que el incremento de rendimiento va a
depender no solo de mejorias en el disefio y ajuste fino de los pardametros de

operacién pero también de un estudio a fondo de la comunidad microbiana.

Finalmente, de la literatura se concluye que las condiciones de operacién de los BTFs
deberan ser ajustadas para mantener el ambiente estable, asi como el balance de
nitrégeno deber estar equilibrado, con disponibilidad de N-total de entre 1y 4 gN L™.

También se debe prevenir la acumulacién de compuestos nitrogenados que son

potencialmente inhibitorios para los microorganismos, principalmente NH4+ y NO,.
También, la formacion de los sub productos se debe monitorizar, para impedir cambios
de pH. Para el buen funcionamiento de un biofiltro percolador la fase liquida debe
recircular, maniobra que previne la acumulacién de compuestos nitrogenados toxicos

para los microorganismos.

A dia de hoy, se han propuesto nuevas configuraciones con la finalidad de llevar a
cabo la conversion del N-NH; a N-N, el que permite el retorno a la forma natural de

depdsito del nitrégeno (Sakuma, Jinsiriwanit, Hattori, & Deshusses, 2008).

A pesar de su potencial, la eficiencia de los biofiltros disminuye cuando se aplican
tasas de carga de entrada de NH; (NLR) por encima de 10-20 gN m® h” de NH;
Dicha limitacion aparece debido a la sensibilidad de las bacterias nitrificantes al FA y el
acido libre nitroso (FNA).

A lo largo de los afios la identificacion de las poblaciones y su relacion con la actividad
de los biofiltros para eliminacién de NH; se pudo averiguar empleandose técnicas de

biologia molecular. La DGGE se utilizo para identificaciéon y para hacer el seguimiento
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de comunidad nitrificante (Jun & Wenfeng 2009; Cheng 2010; Xue 2011), la FISH se
empled para comprobacién de la identidad de poblaciones de AOB y NOB (Satoh
2003) y su seguimiento a lo largo del tiempo y de la longitud de la columna
(Kristiansen 2011). En este trabajo la secuenciacion del gen 16S ARNr se realiz6 para
comprobar identidad de las poblaciones. Los genes involucrados en la nitrificacion
fueron estudiados en Nitrosomonas europea, (Sayavedra-Soto & Hommes 2002) visto

su gran potencial para aplicaciones a escala industrial.

Hasta la fecha, no fue reportado en la literatura el empleo de aproximaciones
metagendmicas o de ecologia de secuenciacién masiva de biomasa de biofiltros para
eliminaciéon de amoniaco, de modo que no hay parametros para su comparativa. Ya en
el area de tratamiento de aguas residuales ricas en N se encontré trabajos en los
cuales se logré identificar y seguir a la dinamica de comunidades nitrificantes mediante
aproximaciones bio-Omicas (Hu et al. 2012; Teeling & Glockner 2012; Ye & Zhang
2013). De igual modo se empled la aproximacion tag-454 para caracterizar biomasa

granular formada a partir de lodo de depuradora (Guo & Zhang 2012).

La composicion y la estructura de la comunidad de BTFs-N se documentaron
principalmente por PCR-DDGE vy clonaje, ambas con secuenciacién del ADN
recuperado de las bandas y clones. En bicfiltros nitrificantes bandas de ADN fueron
frecuentemente relacionadas a especies de Nifrosospira multiformis, N. eutropha y a
otras como denitrificantes tipo reductora de perclorato (Jun & Wenfeng 2009); a través
del FISH se reportaran la presencia de también a Nitrobacter y Nitrosococcus mobilis
(Juhler et al. 2009). En biofiltros con amoniaco en mescla con otros gases se reportd
Nitrosospira sp ademas de Nitrosococcus mobilis (AOB) en co existencia con (Xue et
al. 2011). En sistemas de tratamiento de mesclas (NH; + compuestos organicos
volatiles) predominaron poblaciones distintos autores reportaron una sorprendente
diversidad de bacterias incluyendo desnitrificantes, heterdtrofos y sulfooxidantes
formando una comunidad muy compleja (Kristiansen 2011; Park 2011; Veillette 2011;
Feng 2012; Ralebitso-Senior 2012)

Pese el esfuerzo que se ha dedicado al estudio de cambios en la estructura o en la
composicion de la comunidad poco se ha avanzado en la identificacion de la
comunidad microbiana. La falta de informacion detallada de diversidad en biofiltracién
de amoniaco fue un estimulo a la inclusién del BTF-NH; en el trabajo de investigacion

que se reporta en la presente tesis.
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7.3. Motivaciones y objetivos

La biofiltracién del aire contaminado con nitrdgeno se ha practicado desde las
primeras décadas del siglo pasado. De ser asi el grupo de investigacion en bicfiltracion
de gases de la UAB se propuso trabajar con este contaminante a fin de contribuir para
optimizacion de las condiciones de operacion en biofiltros percoladores. A lo largo de
los afios se construyeron distintos montajes experimentales de tipo biofiltro
convencional y se estudiaron temas relacionados principalmente a limitaciones y
inhibiciones que ayudaron en la elaboracion de un modelo matematico a ser empleado
en el disefio de los parametros de operacién (Baquerizo 2005; Baquerizo 2009). El
estudio se interrumpié para luego ser retomado el 2011 cuando empezo6 la operacién
que fue objeto de la presente tesis. El principal objetivo fue profundizar en el
conocimiento de los procesos biolégicos que ocurren en el lecho correlacionando
diversidad con eficacia de eliminacion en bioreactor tipo biofiltro percolador. Se
pretendid estudiar los efectos de la carga y de tiempos de residencia del gas y liquido
en la composicion de la comunidad de Eubacteria de un montaje a escala laboratorio.

Para ello se busco:

v estudiar la capacidad de eliminacion del amoniaco a distintas condiciones de

operacién variando se el EBTR, HRT y concentraciones de entrada de NHj;

v estudiar el efecto de las perturbaciones producidas, por los referidos cambios

sobre las dos etapas de la nitrificacion (nitritacidn y nitratacién);

4 trazar el perfil de distribucién vertical de los principales miembros de la
comunidad de Eubacteria a partir de tres muestras tomadas a distintas altura, en el

periodo pseudo estacionario, con 125 ppm, de NH; a la entrada.

v estudiar la diversidad en tres muestras integradas que representaron el

crecimiento microbiano del periodo investigado;

v estudiar la dinamica de la comunidad AOB y NOB, y establecer correlaciones
entre los cambios de poblaciones en un dado momento con las condiciones de

operacién impuestas en el periodo.
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7.4. Materiales y métodos

En este trabajo, el disefio experimental y el mantenimiento del reactor fueron
ejecutados en colaboracién con otros miembros del grupo GENOCOQV a fin de cumplir
el doble objetivo de describir el comportamiento de la planta y estudiar la ecologia del
sistema. De los componentes del proceso solamente fueron discutidos aquellos datos
necesarios para explicar la dinamica de la comunidad, a lo largo del tiempo y del
cuerpo del reactor, en periodos determinados de la operacién. De la ecologia se
estudié la dinamica de la comunidad microbiana en 3 muestras integradas, y se
investigd la estratificacion de la comunidad a lo largo del cuerpo del reactor a dos

concentraciones de NH; de entrada (125 y 1410 ppm,).

Asi como en los estudios presentados con anterioridad, la descripcion del montaje, las
condiciones de operacion padrones asi como los métodos analiticos se describieron el
apartado de materiales y métodos de la parte 1 del documento de tesis. En aquel
apartado, se aprecia una imagen real tomada del set de operacién, del material de
relleno, y se presenta el esquema que ilustra el mecanismo de funcionamiento de la
planta. En el presente capitulo se adjuntan los detalles de los cambios implementados
sobre las condiciones investigadas. La metodologia tag-454, y el analisis de diversidad

siguieron el protocolo detallado en el Capitulo 3 Materiales y Métodos.

7.4.1. Parametros de operacion

El biofiltro se operdé por casi 2 anos pese a que el periodo de interés para esta tesis
fue hasta el dia 272 de operacién. Se evalué el comportamiento del BTF-NH; a
diferentes concentraciones de NH; de entrada entre 100 y 1410 ppm, y EBTR entre 2
y 46 s. Se probaron cambios en la carga de nitrogeno (N-NH,") a la entrada (de hasta
150 gN m® h™"). También se investigé el perfil de eliminacién de NH; a lo largo de la
columna para 125 y 1410 ppm,, y se relacioné este perfil con la composicion de la
comunidad para tres alturas del lecho .Ademas, se evalué la carga de nitrégeno a la
entrada-NLR, (del inglés, NH; Loading Rates) y el rendimiento de las dos reacciones
biolégicas R1 (referente a nitritacion) y R2 (referente a nitratacion). Los detalles de

métodos y calculos se pueden consultar en Blazquez (2015).

(Cin,NHI ~Cournn} ) *Q

|4

R1 = + EC ec.7.5
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(Cout,NOE _Cin,NOE)*Q
/4

R, = ec. 7.6

La EC fue calculada de acuerdo con la ec. 2-3; R1 como velocidad de nitritacién (gN
m* h™) y R, como velocidad de nitratacion (QN m™ h™"), Cipnp,* €n gN-NH,  m*® ,que se
medié en el medio mineral, Coynmst: €N gN-NH4+ m que se medié en el liquido
purgado; Q como caudal de gas de entrada (m* h™"), V volumen del lecho (m®), Counos
en gN-NO3; m™ que se medié en el liquido purgado y Ciynos €n gN-NO3” m™ |que se
medioé en el medio mineral.

El sistema operd en régimen contracorriente y la operacion se dividié en 7 fases, en
funcién de los objetivos trazados para los ensayos. El disefio experimental para el

referido periodo se resume en la tabla 7.1 en que se remarcan los datos relativos a los

periodos de toma de muestra de biomasa.

Tabla 7.1. Etapas de la operacion del BTF-NH;

. HRT EBRT |[NH; entrada L MUESTRA BIOMASA
ETAPA | Periodo (d
fodo (d) (h) (s) (ppmy)  [(gN m™ h™")| Fechal nombre/objetivo del estudio
30 8.8 (16- 11.2) 100 15.6 -
Dia 67
| 56 8.8 11.2 125 23 N-A/ estructura de la comunidad
N-Aq; N-A;. N-A; / distribucién espacial
32 (7.6 -3.6) 8 125 32 -
32 9.4 4.1 125 62.1 -
1]
2 8.6 2.1 150 149 -
9.2 Dia 160
1] 50 2.2 125 117.3
(3.9-1.9) N-B: estructura de la comunidad
15 9 4.4 140 69.6 -
\YJ
7 9 18.7 572 63.1 -
7 9 45.7 1,410 63.5 -
v 7 9 2.2 125 117.3 -
10 9 18.7 572 63.1 -
10 9 457 1,410 63.6 -
4 9 45.7 0 0 -
v 10 9 4.4 125 58.65 Dia 272
’ ’ N-C: estructura de la comunidad
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Las principales caracteristicas de cada fase fueron:

-Fase I: Etapa de puesta en marcha y ajustes para condicion estacionaria (86 dias). La
concentracién de entrada de NHj; se incrementé gradualmente hasta las 125 ppm,, se
ajusté la L hasta 32 gN m™® h™"; EBRT de 11.2 a 8 s. Cada cambio fue implementado
después de la estabilizacién del biofiltro a las nuevas condiciones. Se tomaron 4
muestras de biomasa el dia 67 a fin de obtener un perfil de la comunidad en
condiciones de estado pseudo-estacionario. N-A fue la primera muestra integrada
utilizada para estudiar la composicién de la comunidad a lo largo del tiempo. N-A4; N-
Ao. N-Asz fueron las muestras tomadas en las regiones inferior, mediana y superior de
la columna, respectivamente, y que se utilizaron para elaborar un perfil de distribucién

espacial.

-Fase II: Se ensay6 la dinamica de NLR promocionada por cambios en la HRT de 3.5
a9.4y8.6 hydel EBTR, que vario de 8.8 a4.1ya 2.2 s. En los dos primeros ensayos
se mantuvieron 125 ppm, de NH; a la entrada. Al final se incrementé a 150 ppm,. Con
estas maniobras la L fue incrementada de 32 a 62 y después a 149 gN m™ h™. El
ultimo ensayo fue abortado para preservar el sistema del efecto drastico del choque de

carga.

-Fase lll. Periodo de estudio del efecto del HRT. Se estudié disminuyendo los tiempos
desde 9.2 h hasta 3.9 h y por ultimo a 1.9 h. Se mantuvo EBTR a 2.2 s y concentracion
de NH; de entrada de 125 ppm,. Con esta maniobra se alcanzé una L de 117.3 gN m™
h™. El dia 160 se tomé otra muestra de biomasa integrada (N-B) para hacer el

seguimiento de la comunidad.

-Fase IV: Se estudi6 el efecto de variar la velocidad del flujo de gas y la concentracion
de entrada, manteniendo una L similar. El incremento de cerca de 10 veces en la
concentracién, a 1,410 ppm,, fue compensado por el incremento de cerca de 10 veces
en el EBTR (45.7s). En este periodo se midid la concentracién de NH; a distintas
alturas del lecho, a través de los 10 puertos de toma de muestra. Con estos datos se
elaboraron perfiles de eliminacion vertical. Se estudié la eliminacién del amoniaco gas

a 125y 1,410 ppm, manteniendo L en los 63 gN m® h™".

-Fase V: En este periodo el biofiltro fue utilizado para experimentos complementarios
modificando la concentracion de NH; y tiempos de residencia. Primero se ajusto el

EBTR a 2.2 s con 125 ppm, para tener una L de 117.3 gN m™ h™'. Luego se probd subir
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la concentracion de 125 a 572 ppmv con EBTR de 18.1 s, alcanzando una L de 63 gN
m? h™ Tras ello se forzo la resistencia incrementando la concentracién de entrada
hasta1,410 ppm, e incremento del EBTR 45.7 s.

-Fase VI: Al final del periodo experimental se restablecio la configuracion de referencia
de 125 ppmv, EBTR 4.4s y HRT 9 h para una L de 59 gN m™ h™. La muestra de
biomasa N-C se tomd bajo estas condiciones. Esta muestra se compard con las
anteriores a fin de verificar la pérdida de diversidad y la evolucion de las poblaciones

producida por a la fuerte presion selectiva impuesta por el incremento de carga.

7.4.2. Analisis de comunidad

Las muestras de biomasa se nombraron N-A, N-B, N-C (muestras integradas)
conforme detallado en la tabla 7.1. Las tres muestras tomadas al dia 67 se nombraron
N-A; (de la region inferior,- entrada del gas), N-A; (region intermedia de la columna), y
N-A; (region superior- salida del gas). Se comparo la diversidad de Eubacteria en las
tres muestras integradas y se elabor6 el perfil de la comunidad a partir de muestras
tomadas a tres alturas del reactor obtenidas durante la fase Ill. Se utilizé el set de

datos generados en RTL (archivos bacteria traceback).

7.5. Resultados y discusion

7.5.1. Resumen de la operacion del BTF-H,S AER

El comportamiento del sistema a lo largo de los 272 dias se presenta en la fig. 7.2 en
donde se puede seguir a los efectos de las consignas aplicadas, en cada una de las
fases. En la fig. 7.2A fueron representadas, carga (L), capacidad de eliminacién (EC) y
de la eficacia (R). En la fig. 7.1B los tiempos de residencia de gas y liquido. En la fig.
7.2C se muestran los resultados de las mediciones de concentracion de NHj3, NO, y

NO; tomadas en el liquido de salida a lo largo del tiempo.

En la fase | el BTF-NH; se hizo funcionar a bajas cargas para conducir
adecuadamente el reactor hasta condiciones estacionarias. Desde la puesta en
marcha el BTF presenté buena capacidad para eliminar NH;. A comienzo de la
operacion se aplicaron cargas que favorecieron el rapido desarrollo de la biomasa para

formacion de la biopelicula. El dia 25 se observa una subida importante en la R (95%)
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que permitié ajustar nuevas consignas con vistas a la optimizacién del rendimiento
nitrificante. La R promedio de la fase | fue de 78% (z 4). A continuacion las consignas
fueron ajustadas a los valores establecidos como referencia para esta fase. La
estabilidad de la operacion se alcanzo en torno al dia 50 de modo que variaciones en
la R (fig. 7.2A) fueron relacionadas a adaptaciones del sistema. Las reducciones
graduales en el tiempo de contacto del gas (fig. 7.2B) no afectaron globalmente el
comportamiento. La reduccion del HRT al final de la fase | de 7.6 a 3.5 h simplemente
redujo las concentraciones de las especies debido a una mayor dilucién sin afectar al

comportamiento del reactor.

Destacar el episodio ocurrido entre los dias 35 y 37 en donde se observé un nitido

cambio de comportamiento de la actividad de las AOB que resulté en acumulacién de
NH4+ y NO, en el liquido. La R de 95% baj6 entonces a 88. Al dia 41 la concentracién

de NH4+ subié hasta los 412 mgN L™ (R=88%), pero volvié rapidamente a niveles de
60 mgN L' (92%) ya al dia 48. Al dia 50 ya con R > 96% se iniciaron los preparativos
para la realizacion de los ensayos de la fase Il. El accidente fue ocasionado por un
fallo en las bombas que perjudicé la circulacion de la fase liquida. Si por un lado el

episodio sirvi6 para demostrar la sensibilidad de las AOB al incremento en la

N
concentracion del NH4 en el liquido por otro ensefio su capacidad de recuperacion, al

retornar a la condicion de operacion normal. Con respecto al incremento puntual en la

concentracion NH4+ (fig.7.2C) que se observa sobre el dia 67, fue resultado del
procedimiento invasivo de toma de muestra de biomasa. Interesante anotar que el

sistema pronto recuperoé la R.

En la fase Il, entre los dias 121 y 155 se prob6 bajar el EBTR a 4.4 s con 125 ppm, A
continuacion se incrementé a 150 ppm, y se probd bajar los tiempos de residencia;
HRT a 8.6 y EBTR a 2.2 s (fig.7.2B). Con estas maniobras se subio la carga desde 62
a 149 gN m™ h™. En la fig.7.2A se aprecian los efectos sobre la R. Se observa una
pérdida hasta niveles de 88% al dia 126. Este efecto se vio acompanado de un
incremento en las concentraciones de amonio y nitrito en el liquido de purga (fig.7.2C).
El nitrégeno amoniacal que el dia 121 fue 0 subié a 859 mgN L™ el dia 127. El nitrito
siguio la tendencia de acumulacién incrementando a 403 mgN L™ el dia 126, bajando a
valores normales el dia 133. La produccién de nitrato volvié a normalidad el dia 137
con una R de 92%. La EC méaxima el periodo fue de 124.3 gN m™ h™" a una L de149
gN m? h™. Tras suspender el ensayo el sistema fue capaz de consumir el nitrégeno
acumulado, bajando la concentracién de amonio a 565 mgN L™, el dia 135 y volviendo

a niveles de 143 mgN L™ el dia 135. El sistema volvi6 a eliminar 97% al dia 142 el que
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indico re-aclimatacion de la biomasa con el término de la perturbacién. Esta habilidad
de los BTFs de recuperarse rapidamente tras choques de carga fue reportada con
anterioridad (Cabrol et al. 2009; Cabrol, Malhautier, Poly, Roux, et al. 2012) con que se

relaciond a la estabilidad de la operacién y transformacion de los compuestos toxicos.
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Figura 7.2: Performance de la operacion del BTF-NH3. En A carga (L), capacidad de
eliminacién (EC) y Eficacia de remocion (R%), en B tiempos de residencia de gas (EBTR), y del
liquido (HRT). En C concentraciones de especies N en el liquido de salida.

155



La importancia del HRT y del EBTR sobre la composicion de la fase liquida y su
influencia sobre la transferencia del gas hacia la fase liquida fue comprobada en la
fase Ill. Se observaron alteraciones en la dinamica de eliminacion originados por
cambios en el HRT. Los cambios aplicados (ver tabla 7.1) produjeron los efectos que
se pueden seguir en la fig. 7.2B. En la grafica A se observa que el primer cambio de
EBTR a 8.5 s llevd a desestabilizacion del proceso de nitrificacion con disminucion de
R hasta 79% (EC= 100 gN m™ h™). En aquel momento, ambos amonio y nitrito se
acumularon en la fase liquida, alcanzando concentraciones de hasta 1,545 mgN L™y
1,639 mgN L™, respectivamente, el dia 156. El efecto fue acompafiado por la
disminucion de nitrato en el liquido de salida, que bajé hasta valores cercanos a los
100 mgN L". Los datos muestran que las dos reacciones bioldgicas sufrieron
inhibiciones. Para eliminar las inhibiciones se probd disminuir la HRT hasta 1.9 h. El
efecto de la maniobra se observa en la grafica 7.3. A el dia 182, por la recuperacion de
la capacidad de eliminacion y de la R (96%) promocionada por la reduccion del HRT
hasta 3.8 h. Tal como se esperaba el incremento en la velocidad de renovacién, por
disminucién del tiempo de residencia del liquido, fue mas que benéfico para la
biomasa. La mejora de la EC se explicé por el aumento del gradiente de concentracion
entre las fases gas y liquida al bajar la HRT, lo que favorecié la absorcion del NH; en
la fase de agua. Los ensayos comprobaron la importancia de la HRT al conducir la
operaciéon con altas cargas de N. Tras un periodo de aclimatacién, a un tiempo de
residencia de 9 h y EBTR de 2.2 s., se logro eliminar hasta 96% de la carga de 117 gN

m>h™.

En las fases siguientes (IV y V) se incrementd la concentracion de entrada del gas de
las 125 hasta 1,410ppm,. Para ello se mantuvo constante el HRT y la carga. Los
resultados del primer cambio a 140 ppm, indicaron que el sistema recuperd la
actividad de nitritacion y nitratacién. Ademas el cambio intermediario a 572 ppm, no
interfirid en la nitrificacion, se lograron R de 99%, conforme se aprecia sobre el dia
220. Interesante fue el resultado alcanzado ya en la fase V. La elevada concentracién
de NHj; a la entrada (1,410 ppm,) llevé a un nuevo episodio de inhibicién. Por otro
lado, el incremento del EBTR a 45.7 s produjo el efecto esperado, es decir que mejoré
la transferencia del gas a la fase liquida. En aquel momento se lograron elevados
valores de NLR, cercanos a los 63 gN m™ h™ con oscilaciones en la R% entre 83 y
98%. Estos resultados indicaron que la actividad biolégica se vio afectada por la
concentracién de entrada. Conforme los resultados de las réplicas de los ensayos a
572 y 1,410 (fig. 7.3) el comportamiento observado con anterioridad se confirmé. En

esta etapa también se estudiaron los perfiles de eliminacion del amoniaco gas de la
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corriente tomados a distintas alturas en la columna. Estos datos ayudaron a explicar la
distribucion de las poblaciones. Los datos del ensayo se reproducen en la fig. 7.3. en
donde se aprecian los perfiles de eliminacién en la longitud del lecho. Se aplicaron
concentraciones de entrada de 140 ppm, para un EBTR 4.4 s y C;, de 1,410 ppm, y
EBTR de 45.7 s. En resumen, los resultados indicaron que la transferencia se vio
fuertemente afectada por el tiempo de contacto del gas. Al aplicar EBTR de 4.4 s el
gas fue detectado a lo largo de todo el lecho, es decir que el tiempo de contacto fue
insuficiente para promocionar la transferencia de todo el N del gas al liquido. Con
1,410 ppm, y EBTR de 46 s se logré eliminar el amoniaco a mitad del lecho. Las
velocidades lineares del gas en cada caso fueron de 844 mh™ y 38.4 m h™. Lo que se
pudo concluir de estos ensayos fue que la mejora esperada en la transferencia de
materia gas-liquido debida a una velocidad elevada del gas (a 4.4 s) se vio superada
por un menor gradiente de concentracién gas-liquido y una mayor actividad biolégica
al distribuirse de forma diferente los gradientes de concentracion de las especies NH,"
y NO, a lo largo del reactor. Los resultados apuntan a que la inhibicién generada en
todo el volumen del reactor en las condiciones de 4s de EBRT fue mayor que la que

ocurrio a 46s.
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Fig. 7.3: En A estudio de la EC para determinacion de la EC maxima y EC critica. En B para
perfiles de amoniaco a lo largo de la altura del lecho en carga (L) similar, con diferentes valores
de EBTR y concentracion de entrada de NHj.

En la fase VI se volvié a operar con 125 ppm, de NH; a la entrada, manteniendo la L a
59 gN m® h”, y HRT = 9 s, pero disminuyendo el EBTR a 4.4 s. El hecho de trabajar
por debajo de la capacidad critica favorecid el sistema ya que no se acumularon
intermediarios. Asi el biofiltro pudo recuperar la capacidad nitrificante en 3 dias, con

incremento de la R para 97% (fig. 7.2). Al dia 272 el sistema se habia estabilizado, el
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que fue adecuado para realizacion de nuevo estudio de diversidad. En esto caso, se

buscd identificar a los cambios en la composicién de la comunidad.

Como conclusion de estos estudios se tomé que la biomasa no perdié la capacidad de
llevar a cabo la nitrificacion pese a estar expuesta a repetidas situaciones de estrés. Al
final del estudié se comprobd que el tiempo requerido por el biofiltro para superar las
pérdidas de eficiencia (EC) producidas por las perturbaciones impuestas por las
condiciones experimentales fue de aproximadamente 5 dias. En general, los datos de
la R% y EC indicaron que el sistema suport6 todos los cambios probados ya que no se
observé EC inferiores a 75%. Este dato indicd que la comunidad nitrificante fue capaz
de soportar las condiciones experimentales probadas. Las excepciones fueron cuando,
el dia 154, la L se incrementé a 149 gN m™ h” en la cual se alcanzé EC de 124 gN m™
h’ (este fue el valor de EC,4), Y cuando la concentraciéon de entrada se incrementd a
1,410 ppm,. con L de 117 gN m™> h™". En esto caso la EC vari6 alrededor de 63.5 gN m"
*h™(fase IVy V) y 58.1 gN m® h™ (fase VI) Bajo ambas consignas el biofiltro acumulé
amonio y nitrito en el liquido indicando que las R1 y R2 sufrieron inhibiciones. El
experimento de 149 gN m™ h™ fue abortado y no se volvié a aplicar cargas superiores
alos 117 gNm>h™.

En base a los datos de EC y L se trazo la curva que permitiéo predecir la capacidad
critica (EC;) del BTF. Conforme la fig. 7.2.A el valor estimado estuvo entre 50-65 gN
m? h", el que coincidié con el reportado en otro estudio (Xue et al. 2010). Con
respecto a la EC., el valor cercano a los 124 gN m> h fue considerado elevado

cuando comparado al de otros autores.

Finalmente, se estudio el rendimiento de cada una de las etapas de la conversion del
amoniaco hasta nitrato, a partir de las medidas tomadas de amonio, nitrito y nitrato en
el liquido de salida y del balance de materia. La influencia negativa de amonio libre
(FA) y nitrito, como inhibidores de las reacciones R1 y R2 fue estudiada en los peridos
de estrés. En el principio los datos indicaron que para alcanzar buenas tasas de
nitrificacion el BTF-NH; pasé por un proceso de aclimatacion del inéculo en donde se
logré tasas de nitrificacion total elevadas, tanto para la NLR como para R1 y R2. Esto

quiere decir que en la etapa 1 practicamente toda la carga de NH; fue transferida en

forma de NH4+ y oxidada hasta nitrato (fig.7.4).
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Fig. 7.4: Perfiles de L, NLR, R1 y R2 alo largo del periodo de operacién

El efecto inhibitorio de FA se observé en los ensayos de subidad de carga, en la fase
l1I. Los valores superiores a 60 gN m™ h™, afectaron a la distribucion de los inhibidores
en toda la biopelicula. Las tasas de nitritacion y nitratacion fueron significativamente
menores que en el periodo I. En general, R1 fue inferior a EC asi como la NLR, lo que
fue relacionado con la acumulacion de amonio. Cuando R2 fue inferior a R1 se
observé acumulacién también de nitrito. De la figura 7.4 se obtiene la interesante
informacién de que al aplicar una L superior a 50 gN m™ h™ se perjudicé las tres

etapas; el que fue frecuente en muchos de los ensayos (L de 63 hasta 149 gN m™> h™).

En la etapa Ill, la NLR elevada de 103 (+ 7) gN m™ h™ fue seguida de una tasa de
nitritacion promedio de apenas 47 + 20 gN m™ h™, seguida por tasa de nitratacién
mucho mas baja, promedio de 6 + 7 gN m® h. Esta fuerte represion de R2 en
comparacion con R1 fue relacionada a inhibiciones por sustrato y competitivas. Ambas
formas de inhibiciones fueron observadas con frecuencia en cultivo en suspensién
(Buday 1999; Park & Bae 2009) en aguas de EDAR (Han 2003; Lars D M Ottosen
2011; Yang 2014), y también en BF y BTFs (Gabriel 2007; Sakuma 2008; Kawase

2014) debido tanto a acumulacién de FA como de FNA.

En el presente estudio se observd coherencia entre experimentos similares de las
fases Il IV y V. Los puntos fuera de la tendencia fueron resultado de las variaciones
normales tipicas de un bioreactor. En la mayoria de los casos las discrepancias con el
perfil general se atribuyeron a perturbaciones que perduraron muy poco en el tiempo.

Ademas hay que tener en cuenta que cada biofiltro es Unico ya que posee una historia
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de sucesion ecoldgica que se construye sobre la marcha. Las relaciones se establecen
en respuesta a las interacciones de los componentes bioldgicos y del proceso. La
buena capacidad de recuperarse tras las perturbaciones, demostré ser BTF-NH;3 un
sistema bastante robusto y adecuado a estudios de comunidades microbianas en

biofiltracion.

7.5.2. Composicion de la comunidad del BTF-NH,

7.5.2.1. Procesamiento de las lecturas del tag-454

Para este estudio se utilizaron los datos de la clasificacién realizada por el servicio de
RTL, aplicando los siguientes ajustes de parametros: confianza a 80% y similitud por

encima de 97% para especie.

Un total de 110,480 lecturas fueron recuperadas del proceso de pirosecuenciacion.
Tras eliminar las lecturas de mala calidad, las quimeras y de reduplicar quedaron de
entre 59.6 y 83.8%. Los resultados logrados en el check de calidad del BTF-NH; (tabla
7.2) fueron coherentes con aquellos encontrados en los estudios con BTF-H,S AER y

ANOX el que indica ser el rango normal en biofiltros.

Tabla 7.2. Resultados de los tratamientos aplicados a las secuencias del BTF-NH;

N’ sec. S'ec. Aprovechadas _
Muestras 454 roche (sff) (despueos del check de calidad)
N (%)
N-A 15,100 9,000 59.6
N-B 27,253 22,514 82.6
N-C 19,933 14,111 70.8
N-A, 17,464 11,838 67.8
N-A, 10,952 9,181 83.8
N-A; 19,778 15,757 79.7
Total 110,480 82,401 -

7.5.2.2. Diversidad

Fueron identificados 13 filos, 26 clases, 80 familias y 127 géneros. Del conjunto total

de lecturas de secuencias se logro clasificar el 100% de las secuencias al nivel de filos
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mientras que a nivel de clase y familias se hizo el recuento de entre 97 y 99% de las
lecturas. En la muestra N-A quedaron 25% lecturas sin identificacion de especie, en N-
B esto fue de tan solo 12% y en N-C de17%. Al final fueron identificados 13 filos, 26
clases, 80 familias y 127 géneros en las tres muestras. El éxito en la clasificacion de
las secuencias se explicé por el amplio conocimiento que se acumula de las bacterias
nitrificantes de muestras ambientales de suelos y aguas que se reflejan también en las
bases de datos de secuencias en comparativa con las bacterias SOB. A nivel de
género y especie hubo limitacion de cobertura en N-A por cuenta de la longitud de los
amplicones lo que dificulté encontrar hits en las bases de datos con el grado de
similitud exigido en este estudio. No obstante, en N-A se encontré mas diversidad, con
265 especies incluyendo los unclassified, mientras en N-B y N-C se encontraron 251 y
199, respectivamente. En los archivos fraceback quedaron muy pocas secuencias
unicas con un 0.8% en N-A y 0.3% en N-B y N-C el que contribuyd para el buen

aprovechamiento de las secuencias en la clasificacion.

En la figura 7.5 se aprecian las curvas de rarefaccion en donde se obtiene el patron de
la curva. Las graficas informan que se logro representar a la diversidad en todas las
muestras. De cara se comprueba la amplia cobertura, tanto a nivel de género (95% de
similitud) como de especie (97%). En la tabla 7.3 se indican los indices de diversidad
de Chao1 y Shannon estimados para todas las muestras en base a la frecuencia de

los clusteres.

Tabla 7.3: indices de diversidad en BTF-H,S ANOX. Los clisteres se formaron a una distancia
filogenética de 0.03, que corresponde al nivel de las especies.

§ Chao1 H' Var H’ E
sec. clusteres
N-A 9,000 514 607.4 4.42 3.80E-04 0.71
N-B 22,514 2532 3,305.4 6.12 1.50E-04 0.78
N-C 14,347 1496 2,013.3 5.71 2.60E-04 0.78
N-A, 11,838 1910 2,751.4 6.01 3.00E-04 0.80
N-A, 9,181 984 1,296.5 5.26 4.90E-04 0.76
N-Az 14,111 2796 4511.3 6.28 2.90E-04 0.79

161



3500 7000 — 8000
N-A N-B

3000 - 6000 - 7000
2500 5000 - 6000
2000 —100% 4000 - . 5000
—07% e 100% 4000

1500 e 95% 3000 - —07%
e 5% 3000

1000 2000 -
2000
1000 -
500 1000
0 r . . 0 - ; , . 0
0 3000 6000 9000 0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000
8000 4000 8000
N'A1 N'Az

7000 - 3500 - 7000
6000 3000 - 6000
5000 2500 - 5000

e 100%
4000 2000 - — Q7% 4000
3000 1500 - e 95% 3000
2000 1000 - 2000

0 . : 0 T y i y 0 ; :
0 5000 10000 15000 0 2000 4000 6000 8000 10000 0 5000 10000 15000

Figura 7.5. Curvas de rarefaccion

162



Los dos indices indican que las muestras con mayor diversidad fueron N-A; (Chao1=
4,511; H,6.28 (2.9E-04)) seguida por N-B (Chao? = 3,305.4; H’, 6.12 (1.5E-04)) y N-
A1 (Chaot =2,751.4; H’, 6.01 (3.0E-04)). Con respecto a uniformidad, “E”, se observo
que la muestra N-A fue mas homogénea al que se refiere a distribucion de las
secuencias en las OTUs. En las otras muestras integradas se obtuvo un valor de E

similar.

Para las muestras tomadas de las tres regiones del biofiltro se obtuvo valores de E
muy cercanos: 0.76; 0.79 y 0.80, con una pequefa diferencia en N-A, que se
interpreté como desviacién normal del indice. Las estimativas de los indices en las
muestras por region fueron interesantes porque reflejan distintas contribuciones para
la diversidad en la muestra integrada. La diferencia es mas evidente al comparar
namero de clones frente el indice de Shannon. En las muestras N-A; y N-A; se
observé que con doblar el numero de cliusteres no se produjo un incremento tan
marcado en H’. Esto ocurrié probablemente en funcion de la cantidad de clusteres que

compartieron misma identidad filogenética.

7.6. Dinamica de la comunidad Eubacteria ocasionados

por las condiciones de operacidén

A continuacion se presentan los resultados del estudio de los recuentos de Eubacteria
obtenidos de las tres muestras integradas del BTF-NH3;, en donde N-A represento la
comunidad en el periodo estacionario a baja carga de NH; (L = 23 gN m™ h™"); N-B
representd la comunidad en condicion de estrés y N-C represent6 la comunidad tras

un periodo de L= 59 gN m™ h™".

Para ello 45,625 secuencias fueron empleadas. Los resultados de los recuentos en
valores de abundancia relativa porcentual para los filos, clases y familias se presentan
en la figura 9-6. Las graficas indican que a pesar de todos los experimentos y del
hecho de haber pasado cerca de 270 dias, entre la primera y la ultima, las muestras
fueron en general muy similares en cuanto a distribucion de los filos. En este caso, el
mas frecuente fue Proteobacteria (N-A 83%, N-B: 95% Y N-C: 94%) seguido de
Bacteroidetes (des de 1.5 hasta12% en N-A:) y Actinobacteria (des de 3.2 hasta 4.5%)
que contribuyeron mas en la muestra N-A del periodo de baja carga. El fuerte

predominio de las Proteobacteria fue compatible con el reportado para en los otros
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biofiltros investigados en la presente tesis, asi como fue concordante con el de otros
autores, obtenidos con distintas herramientas de biologia molecular (Maestre 2010;
Lebrero 2012; Lebrero 2013; Li 2012).

En la distribucion de las familias (fig. 7.6B), llamé la atencion la mayor diversidad en N-
Ay la adaptacion que ocurrié entre N-B y N-C. La dinamica de algunas familias de o-
proteobacteria fue interesante a lo largo del tiempo, destacando Bradyrhizobiaceae
que del 13% en la primera muestra bajé a menos de 1% en N-B para volver a subir al
7% en N-C. También Rhizobiales, que en N-B sobrepaso el 20%, no logré superar el
1% en las otras muestras. Entre las j-proteobacteria Nitrosomonadaceae, en N-A
alcanzé a los 20%, para luego bajar al 1% en N-B y volver a recuperar se en N-C
(32%). Comamonadaceae incrementé su presencia del 20 al 30%. De entre las j-
proteobacterias las familias que mas se destacaron fueron Xanthomonadaceae (24, 28
y 20% en las muestras N-A, B y C) y Legionellaceae, que del 7% pasé al 18% y

después a 2%. Ambas familias agregan especies de nichos ecoldgicos muy diversos.

En general los datos de familia indicaron la predominancia de dos grupos distintos
filogenéticamente que incluyeron miembros nitrificantes y desnitrificantes. Ademas
reflejo la fuerte presion ejercida por los cambios aplicados sobre el bidfiltro,
principalmente sobre Nitrosomonadaceae y Bradyrhizobiaceae, que fueron observados
en la muestra N-B. Con respecto a Comamonadaceae y Xanthomonadaceae, su
presencia parecié un indicativo de haber importante actividad denitrificante. Curioso,
también fue la identificacion de Legionellaceae, Brucellaceae, Microbacteriaceae,
Neisseriaceae y Clostridiaceae porque sugiere presencia de patégenos de humanos y
animales, asi como de simbioéticos de plantas, principalmente de bacterias asociadas a
rizosfera. Estas contribuciones se justificaron por el origen del inoculo (lodo de
depuradora) sumada a condiciones adecuadas para su cultivo en el biofiltro. En
Bradyrhizobiaceae se identificaron miembros bastante diversos y su presencia se

justificd ya que son especies normales en sedimentos y lodos.

La distribucion de las especies que superaron el 0.5% de frecuencia se aprecia en los
datos de la tabla 7.4. La diversidad fisiolégica que se encontré en el biofiltro se
muestra en sub-indices. A partir de la informaciéon de abundancia relativa se elaboroé el

perfil de la comunidad.
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Fig. 7.6. Abundancia relativa a niveles de filo clase y familias (%) para las muestras del BTF-
NH3. (N-A para muestra dia 67, N-B para muestra dia 126, N-C para la muestra dia 272

Los datos de abundancia de N-A, informaron que la especie mas abundante fue
Comamonas sp. (17%) seguida por R. lindaniclasticus (16%). En la tabla 7.4 se
observd que en el periodo lll las AOB fueron representadas por 3 especies de
Nitrosomonas-f y 2 especies de Nitrosospira-p, totalizando 8.5%, con destaque para

Nitrosomonas eutropha, 4% y Nitrosospira sp., 3.2%. En NOB se identificaron
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secuencias de 4 especies de Nitrobacter totalizando 8% de abundancia: Nitrobacter
sp., N. alkalicus, N. hamburgensis, N. vulgaris con 4, 2.9, 1.8% en respectivo. La
fraccion uncl. También fue numerosa en esta muestra, cerca de 25% de las lecturas,
pero la suma de las uncl. Nitrosomonas y Nitrosospira no alcanzé el 1%, lo mismo
ocurrié para Nitrobacter y Comamonas uncl. Las secuencias mas frecuentes de uncl.

fueron relacionadas al género Chitinophaga (3%).

En el periodo Il no se llevaron a cabo experimentos que pudiesen estresar la biomasa,
pero se aplicaron ajustes de configuracién para mejorar la capacidad de nitrificacion.
En base a esto se asumié que muestra N-A ilustra el perfil de la comunidad
desarrollada bajo condiciones amenas y de cierto modo, estables en el tiempo. En
respuesta a estas condiciones tanto AOB como NOB se equipararon en valores de
abundancia. Si por un lado se comprobé el equilibrio entre las dos fracciones AOB y
NOB, por lo otro la presencia tan marcada de los desnitrificantes fue sorprendente ya
que podrian haber consumido nitrito y/o nitrato generados de la nitrificacion. Sin

embargo los datos de la operacidon indicaron buen rendimiento de la nitrificacion.

De seguido fue investigada la posible influencia de las poblaciones desnitrificantes
aerobias sobre el potencial de nitrificacion del reactor. La supremacia de estas podria
haber resultado en problemas en la utilizacién del oxigeno, pero esto no parece haber
afectado al bioreactor, ya que los datos de la operacion indicaron nitrificacién total. La
convivencia harmoénica entre nitrificantes y denitrificantes ha sido reportada en
sistemas de tratamiento de aguas residuales, por pirosecuenciacion 454 Roche (Ye et
al. 2011).

En la literatura se encontr6 que Comamonas sp. tiene comprobada habilidad para
desnitrificar parcialmente, sobre nitrito en presencia de oxigeno. (Patureau et al. 1996;
Lu et al. 2014). Su potencial uso en proceso SND fue comprobada en biopeliculas de

composicion compleja.

En la muestra N-B, tomada después de un periodo de operacion a altas carga, se
observd un nuevo cambio en la composicion (tabla 7.4). Se observé un incremento
importante en la presencia de NOB que subi6 al 23%, principalmente con Nitrobacter
sp. (21%).
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Tabla 7.4: Abundancia relativa de Eubacteria en N-A;, A, y Aa.

Clasificacion filogenética Abundancia
N-A N-B N-C

Clase Familia Identidad N° (%) N° (%) N° (%)
a-proteobacteria Bradyrhizobiaceae Nitrobacter sp.? 356 4.0 4746 211 21 0.2
N. alkalicus® 257 29 192 09 25 03

N. hamburgensis® 0 0 0 0 177 21

N. vulgaris® 158 1.8 206 09 17 0.2

Bradyrhizobium sp.*>’ 84 09 212 09 86 10

Bradyrhizobium elkanii *' 70 08 754 33 232 27

Phyllobacteriaceae Mesorhizobium sp. ‘ 45 0.5 182 0.8 27 0.3

(uncl. familia) 82 09 274 12 15 02

Sphingomonadaceae Novosphingobium resinovorum® 91 1.0 8 0.0 0 O
p-proteobacteria Comamonadaceae Aquabacterium sp.*® 89 1.0 107 05 71 08
Comamonas sp.”’ 1571 17.5 4861 21.6 2332274

C. badia’ 9 01 36 02 91 11

Comamonas (uncl. especie’”Y 14 02 76 03 80 09

Schlegelella sp. 122 14 1 0.0 0 0

Nitrosomonadaceae Nitrosomonas sp.' 69 08 121 05 39 05
N. eutropha1 359 4.0 1058 4.7 2571 30.2

Nitrosomonas (uncl. especie)’ 26 0.3 40 02 44 05

Nitrosospira sp. 292 32 2656 118 22 0.3

Nit. Multiformis’ 2 00 188 08 5 0.1

(uncl. género) 1 01 21 0.1 46 05

Rhodocyclaceae Propionivibrio sp. 63 0.7 3 0.0 1 00

1-proteobacteria Legionellaceae Legionella sp* 0 0 13 0.1 167 20
L. longbeachae’ 50 06 9 00 0 0

Legionella (uncl. especie)® 60 0.7 3 00 16 0.2

(uncl. género) 546 6.1 13 0.1 4 00

Xanthomonadaceae  Dokdonella (uncl. especie) ' 2 00 389 1.7 32 04

Luteibacter (uncl. especie) * 1 0.0 334 1.5 582 6.8

Rhodanobacter sp.**' 302 34 3 02 19 02

R. lindaniclasticus™*’ 1446 161 2931 13 653 7.7

Rhodanobacter (uncl. especie)’” 14 0.2 46 02 42 05

Xanthomonas axonopodis’ 242 27 38 02 0 0

(uncl. género) 38 04 175 08 264 31

Acidobacteria (uncl. familia) 58 06 20 0.1 0 0
Microbacteriaceae Agreia sp. 1 0.0 238 1.1 10 041
Mycobacteriaceae Mycobacterium sp.**’ 6 02 22 01 60 07

Bacteroidetes  Chitinophagaceae  Chitinophaga (uncl. especie)’ 263 2.9 99 04 59 07
(uncl. género) 585 6.5 88 0.4 7 01

Cryomorphaceae Cryobacterium sp’’ 220 24 198 09 134 16

OTROS 1386 151 2122 94 568 6.6
TOTAL 9000 100 22516 100 8519 100

1 2 3 . 4 :
AOB, Ng)B, de aguas residuales, * presente en lodo depuradores, ° relacionada a solo
rizosfera. degrada recalcitrantes organicos como combustibles fdsiles y pesticidas,

denitrificante sobre nitrato y nitrito, ® denitrificante sobre nitrito

°® SND, " heterotrofos,
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Las AOB siguieron la tendencia de incremento con Nitrosospira que alcanzo el 13%,
pasando a asumir papel importante en la nitritacion. Nitrosomonas sp. y N. eutropha
permanecieron al mismo nivel de la anterior. Juntas las AOB llegaron a un 19%,
equiparando se con NOB. Ademas, Comamonas sp. incrementd hasta 22% de
abundancia, seguida de R. lindaniclasticus con 13%. Con respecto a Rhodanobacter
Sp. su presencia se limitd a un 0.2%. En esta muestra la fraccion uncl. también fue
reducida (12%). En general, muchas poblaciones oportunistas fueron afectadas por las
condiciones extremas impuestas en los ensayos de la fase VI y por esto, fueron casi
eliminadas del biofiltro, entre ellas Novosphingobium resinovorum, Propionivibrio sp,
Legionella, Xanthomonas axonopodis (AOB) Chitinophaga, Cryobacterium sp y
Schlegelella sp. Otras especies cobraron mas importancia, como fue el caso de
Luteibacter que increment6 al 1.5%, Dokdonella con 1.7% y Bradyrhizobium elkanii

que incremento al 3.3%.

La muestra N-C ensefio otro cambio significativo en las contribuciones de las
poblaciones de AOB y NOB. Entre las primeras se observé un cambio drastico en
Nitrosomonas que volvié a ocupar una posicion destacada (32%) y en Nitrosospira,
que bajé a menos del 1%. En base a estos datos se asumié que Nitrosomonas
eutropha fue la especie AOB que llevd a cabo la nitritacion en esta etapa de la
operacion. La presencia y habilidad de miembros del género Nitrosomonas de crecer
en biofiltros percoladores fue documentada con anterioridad (Ramirez 2009; Maestre
2010; Moussavi 2011). Con respecto a Nitrosospira sp. su desapariciéon se podria
relacionar al efecto de dos factores: primero por la inhibicibn debida a FA,
promocionada por el incremento en la transferencia de materia, y segundo, por la
competencia por el oxigeno. En este periodo, cuando Nitrosospira sobresali6 la carga
fue casi la mitad. En la fig. 9-3-C se observo que en el periodo VI las concentraciones
de amonio y nitrito a la salida del reactor fueron bastante bajas ya que la tasa de
nitrificacion volvié a incrementar. En este caso, la pérdida de nitrificantes no afecto a la

velocidad de nitritacion R1, probablemente debido a la redundancia funcional.

De acuerdo con literatura, Nitrosomonas eutropha posee la habilidad para tratar
cargas elevadas de amonio sin inhibiciones por sustrato ni producto (Jun & Wenfeng
2009; Kristiansen, Pedersen, et al. 2011; Ahn 2006; Ottosen et al. 2011; Ralebitso-
Senior et al. 2012) lo que explica el destacado incremento en N-C. Con respecto a la
dinamica de NOB, el incremento en la transferencia de amonio puede haber producido
un efecto localizado, relativo al consumo de oxigeno que afecté a este conjunto. De
hecho Nitrobacter, que fue la NOB prevalente hasta entonces, sufrié con el incremento

de la carga ya que bajé su participacion del 21 al 0.2% de abundancia. La unica
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Nitrobacter que parece haber mejorado su participacion fue N. hamburgensis que
increment6 de 0 al 2.1%. No obstante, la identificacidon de las especies del género
Nitrobacter puede haber sido influenciado por limitaciones a la hora de asignar la
identidad ya que mantienen relacion filogenética muy cercana. Asi mismo, teniendo en
cuenta la actividad de género, se observé un gran cambio en la composicion de NOB.
De otros estudios se tomé que este género en general coloniza regiones mas internas
de las biopeliculas nitrificantes, sea en vertical como en aglomerados, debido a su
dependencia de la formacién previa del nitrito (Schramm et al. 2000; Gieseke et al.
2003; Beristain-Cardoso et al. 2010; Cydzik-Kwiatkowska 2015). En base a esta
informacion se asumié que Nitrobacter fue afectada por el incremento en la demanda
de oxigeno por las AOB localizadas en la capa externa de la biopelicula. En N-C
Legionella (2%) y Rhodanobacter siguieron perdiendo importancia, y al final R.
lindaniclasticus quedo con la mitad de abundancia que acumulé en N-A. Otro dato que
llamé la atencién fue la participacion de uncl. Familia Xanthomonadaceae-y con un
3.1% de lecturas de secuencia sin confirmacion de identidad. Esta familia alberga una
diversidad muy grande de bacterias con habilidades interesantes para biorremediacion
de nitrégeno y xenobidticos pero, aun necesita de esclarecimientos a cerca de la

filogenia.

El éxito de Luteibacter quedd sin aclarar justo por la falta de hit en especie.
Finalmente, es curiosa la presencia de especies de suelos y de rizosfera que fueron
frecuentes en toda la operacién. La estrecha relacién entre bacterias identificadas en
lodos y sedimentos con aquellas descritas para fijacion de nitrogeno dificultd la
resolucion en la clasificacion filogenética. Sumado a esta limitacion se afade que en
muchos casos no hubo confirmacion para el hit a nivel de especie. En el dominio
Bacteria las pequefas variaciones en el genoma de bacterias es el normal y para
confirmacién de su identidad se hace necesario el aislamiento y caracterizacion tanto

por métodos fisiolégicos cuanto genémicos.

En base a la fisiologia de las poblaciones predominantes se pudo explicar los cambios
en la estructura de la comunidad observados a lo largo del tiempo comenzando por
Nitrosomonas eutropha y Comamonas sp. que se aprovecharon de la queda en la
competencia para asumir protagonismo. Ambas especie han sido exploradas por sus
habilidades especiales de nitrificar y, en el caso de Comamonas, para desnitrificar en

presencia de O..

Otros aspectos ecolégicos ayudaron a revelar las razones de los cambios en la

composiciéon de la comunidad nitrificante del BTF-NH;. En base a las hipdtesis de

169



estrategias de supervivencia: oportunistas versos estrategistas (r’/k) se asumié que
Nitrobacter y Nitrosospira (estrategistas-r), que son bacterias copiotroficas, fueron
capaces de explorar mejor a los nichos y asi lograron crecer mas rapidamente que
Nitrospira o Nitrosospira, especies oligotréficas (estrategistas-k). El éxito de
Nitrobacter se relacion6 con su habilidad para sobrevivir cuando hubo alta
concentracién de nitrito. Autores reportaron la co-existencia de Nitrobacter y Nitrospira
en reactores para nitrificacion, tipo SBR, cuando la concentracién de nitrito vario
significativamente durante los ciclos de operacion. Ellos sugirieron que Nitrobacter
obtuvo ventaja de la elevacion temporal de la concentracion de nitrito y, por esto la
competicion con Nitrospira fue exitosa (Daims 2001). Otros estudios sugirieron que
Nitrobacter es capaz de inhibir el crecimiento de Nitrospira. En el presente estudio

Nitrospira, no superé 0.02%.

De /as Rhodanobacter lo que se pudo inferir al respecto de su éxito fue que en el BTF-
NH;, desarrolldé papel de oportunista y que se favorecié de las regiones andxicas de la
biopelicula para crecer, principalmente en condiciones de baja carga. La competencia
intra e inter especificas, favorecié el control poblacional de los miembros de esto

gremio.

7.6.1. Estudio de Ila distribucién vertical de la
comunidad en condiciones estacionarias a baja carga
de NH,

El estudio se realizé en base a géneros y especies. Se utilizaron las muestras N-A4, N-
A, y N-A; tomadas de las regiones inferior (a la entrada del gas), intermedia y superior
(a la salida), respectivamente. Los datos de abundancia relativa de los géneros se
aprecian en la figura 7.7. En el BTF-NH; el oxigeno se aporté directamente desde la
zona inferior junto con el amoniaco. En este caso la mezcla se formo justo a la
entrada. Se asumié que los efectos de los gradientes de oxigeno, nitrito, nitrato y
carbono a lo largo de la columna fueron distintos del reportado para el BTF-H,S AER.
Para entender un poco de la distribucion de Eubacteria en funcién de la localizacién

se investigaron 3 muestras tomadas a distintas alturas.
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Los datos de abundancia relativa indicaron prevalencia de los géneros Rhodanobacter,
Nitrobacter y Comamonas en las tres regiones con distintas contribuciones. En la
region de entrada (N-A,) prevaleci6 Rhodanobacter (25%) mientras en los otros 2/3
dominé el género Nitrobacter (33 y 30%). Con respecto a AOB la contribucion de
Nitrosomonas fue de 5% (N-A1), 3% (N-Az) y 2% (N-A;) y de Nitrosospira fue de 4%
(N-A;1yAz) y 3% en N-A;.

De la puesta en marcha hasta la fecha de la primera toma de muestra las condiciones
de operacion fueron optimizadas de tal forma que favorecieron la actividad nitrificante
y a no provocar inhibiciones por carga de N. En base a los resultados se asumio que
las condiciones de operacion promocionaron el buen crecimiento tanto de AOB como
NOB.

Con respecto a la co-existencia de Nifrosomonas y Nitrosospira, la explicacién mas
probable es la de que Nitrosomonas se viera favorecida por la mayor disponibilidad de
sustrato y oxigeno en regiones cercanas a la entrada del gas, mientras Nitrosospira se

mantuvo ya que puede desarrollarse en regiones mas internas de la biopelicula, o sea
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mas alejadas del punto de entrada en donde el sustrato estuvo mas limitado. Esta
argumentacién se soporta en el modelo de supervivencia K o teoria de la seleccién r/k
de las especies (Pianka 1970). Segun esta teoria las estrategias de supervivencia que
los organismos adoptan en funcion de la disponibilidad de nutrientes promueve la
seleccion en el ambiente. Asi, las poblaciones pueden ser oportunistas o estrategistas,
a depender de como adquiere alimento y de la plasticidad metabdlica que les permite
supervivir. De entre las estrategistas, las poblaciones microbianas se denominan
copiotréficas, que presentan crecimiento rapido, baja afinidad por el sustrato y oxigeno
es decir cuando hay abundancia de cierto nutriente se desarrolla en su maxima
velocidad de crecimiento, pero en su falta la poblacién disminuye muy rapidamente.
Las especies que poseen este perfil son estrategistas-r. Asi fueron descritas los
miembros de los géneros Nitrosomonas (Terada et al. 2013) y Nitrobacter (Kim & Kim
2006). Ya las poblaciones oligotroficas, o estrategistas de la K presentan baja
velocidad de crecimiento, mayor afinidad por sustrato, capaces de supervivir en donde
la concentracion del compuesto es limitada y son buenas competidoras. En esto perfil
se clasificaron Nitrosospira (Terada et al. 2013) y Nitrospira (Kim & Kim 2006).
Ademas se logré relacionar la estrategia con la ubicacion de estas bacterias en
biofilmes y también en biomasa flocular. Las primeras fueron relatadas en capas

externas mientras las dos ultimas en regiones justa-puestas.

No obstante, la distribuciéon de AOB no fue para nada similar a la de NOB, hecho que
es un fuerte indicio de que las primeras sufrieron regulacion por competencia
enterespecifica. De hecho la identificacion de varias especies del mismo género

identifica la sobreposicién de nicho y regulacion por competencia de miembros de este

mismo gremio. Comamonas sp. fue responsable en gran parte de la oxidacion de NH4+
lo que hace suponer que hubo fuerte competencia por entre bacterias oxidantes de
amonio. A continuacién se explica la diversidad a nivel de especie para las tres
regiones. En la tabla se aprecian los datos para los 30 mejores resultados de la

clasificacién a nivel de especies, incluyendo uncl.

La clasificaciéon en la regién superior fue marcada por la fuerte presencia de NOB con
predominio de 5 especies de Nitrobacter (25.3%). Otro dato que llamo la atencién en el
archivo completo de la clasificacidon fue el nimero de singletons de N A;: 97 frente a 61
en N-A, y sélo 36 en N-A,,
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Tabla 7.5. Abundancia relativa para los 30 filotipos mas frecuentes en N-A, N-A, N-Aa.

Abundancia relativa
Identidad filogenética (%)

N-A; N-A, N-A;
Acidobacteriales (uncl. familias) 0.1 0.2 1.4
Aminobacter aminovorans 0.4 0.5 0.9
Aminobacter sp. 0.2 0.3 0.6
Aquabacterium sp. 0.5 0.3 0.5
Bradyrhizobium canariense 2.2 1.6 1.4
Bradyrhizobium elkanii 0.5 0.9 0.7
Bradyrhizobium sp. 1.6 1.6 1.1
Chitinophaga (uncl. especies) 4.8 35 2.2
Chitinophagaceae (uncl. géneros) 0.4 0.6 0.9
Comamonas sp. 10.0 6.2 10.8
Cryobacterium sp. 0.5 1.3 2.3
Flavobacterium (uncl. especies) 2.0 1.3 5.3
Legionella (uncl. especies) 0.3 0.2 1.7
Legionellaceae (uncl. géneros) 1.1 0.7 6.5
Nitrobacter alkalicus 9.5 13.1 15.8
Nitrobacter sp. 5.1 9.1 1.6
Nitrobacter vulgaris 6.5 8.6 7.8
Nitrosomonas eutropha 4.4 2.2 0.7
Nitrosomonas sp. 0.3 0.4 0.5
Nitrosospira sp. 3.4 3.4 2.4
Novosphingobium pentaromativorans 0.1 0.1 1.0
Propionivibrio sp. 1.2 1.7 0.5
Rhizobiales (uncl. géneros) 0.5 0.8 0.6
Rhodanobacter lindaniclasticus 22.2 23.7 8.1
Rhodopseudomonas faecalis 0.7 0.9 0.1
Rhodopseudomonas sp. 0.4 0.5 1.4
Sphingomonas adhaesiva 0.2 0.5 2.7
Sphingomonas sp. 0.7 0.4 2.2
OTROS 20.1 15.4 18.1

La region de entrada del gas (N-A) fue poblada principalmente por Rhodanobacter
lindaniclasticus (22.2%), Comamonas sp. (10%), Nitrobacter alkalicus, Nt. vugaris y
Nitrobacter sp con 9.5, 6.5y 5.1% de frecuencia, en respectivo. La suma de la fraccion
NOB fue de 21%. Las AOB fueron representadas por Nitrosomonas eutropha (4.4%) y
Nitrosospira sp. (3.4%). En la porcion intermediaria de la columna se observé el
predominio de Rhodanobacter lindaniclasticus con 23.7%; Nitrobacter alkalicus,
13.1%; Nitrobacter sp., 9.1%; Nt. vulgaris, 8.6%; Comamonas sp., 6.2%); Nitrosospira

sp. 3.4% y Nitrosomonas eutropha, 2.2%. Las especies mas abundantes en la region
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superior (N-A;) fueron Nitrobacter alkalicus, 15.8%; Comamonas sp.; 10.8%;
Rhodanobacter lindaniclasticus, 8.1%; Nitrobacter vulgaris, 8% .De seguida se
destacaron Sphingomonas adhaesiva, 2.7%; Nitrosospira sp., 2.4%. Como se comento
en el item anterior un grupo grande de filotipos compartido valores de abundancia
préximos, (de entre 0.5% a 1.5%) en la regién superior. En este grupo se destacaron
Nitrobacter sp. 1.6%, Bradyrhizobium canariense, 1.4%; Bradyrhizobium sp., 1.1%;

Aminobacter aminovorans, 0.9%, Nitrosomonas eutropha, 0.7%.

La participaciéon de AOB, Nitrosomonas y Nitrosospira, y de Comamonas sp. (oxidante
de amonio), fue muy marcada en la porcion inferior mientras Nitrosospira contribuyo
para la nitritacion de modo similar en las tres regiones. La presencia contundente de
NOB en las tres secciones fue interesante porqué demuestra el potencial de la

microbiota en concluir la tarea de degradacion del NHs.

La baja frecuencia de Rhodanobacter en NA; (10%) en la muestra de arriba fue en
parte justificada por competencia, ya que la alimentacion de medio fresco y fuente de
carbono se hizo desde la parte superior. Lo mismo sirvié para explicar la frecuencia de
Shingomonas y Flavobacteria (quimioheterétrofas y aerobias estrictas) que en la
region superior fueron mas abundantes con 5 y 6.5% de frecuencia. Otros géneros
oportunistas que presentaron valores cercanos a 1%, con perfiles de abundancia muy
similares en las tres regiones fueron Bradyrhizobium, Xanthomonas,
Rhodopseudomonas y Afipia. En cuanto a Rhodanobacter el hecho de ser
desnitrificante le favorecié en las demas regiones debido al incremento en la
disponibilidad de nitrito o nitrato que siguié el flujo de recirculaciéon y del consumo de
OD.

7.7. Conclusiones del Capitulo

Del estudio de la operacion del BTF-NHj; se concluyo que:

v el sistema fue capaz de eliminar con mayor o menor eficacia las cargas

inferiores a 60 gN m>h™";
v La Capacidad de eliminacion critica fue de 55 (x5 gN m>h™)

v Las concentraciones de entrada de 120 y 1,410 ppm,, ambas con L > 60 gN m’

*h": indujeron inhibicion.
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v Los tiempos de residencia de liquido y gas son parametros muy Uutiles e

importantes, a la vez, para la eliminacion del amoniaco gas.

v En el estudio de diversidad se encontré que el éxito en la clasificacion fue
alcanzada por el amplio conocimiento que se acumula de las bacterias
nitrificantes que se reflejan también en las bases de datos de secuencias en
comparativa con otros grupos como por ejemplo las bacterias SOB. Al nivel de
género y especie hubo una limitacién de cobertura por cuenta de la longitud de
los amplicones (~400 nt) agravado por los problemas de falta de hits en las

bases de datos.

v' Baja diversidad en la muestra N-A pero buena participacién entre poblaciones
AOB y NOB, junto a otras desnitrificantes mientras en N-B y N-C mayor

diversidad pero menor participaciéon de las AOB.

v' La actividad de desnitrificacién no fue comprobada con datos experimentales
pero la presencia fuertemente marcada de poblaciones desnitrificantes indico
su co-existencia en el biofiltro. Esta actividad no comprometio la capacidad de

eliminacion de NHs.

v' Las poblaciones mas frecuentes fueron identificadas como Nitrosospira
eutropha, Nitrospira sp., Nitrobacter sp., Nitrosomonas sp., Comamonas sp. y

Rhodanobacter lindaniclasticus.

Por fin, es interesante afadir que la presencia tan marcada de la fraccion
desnitrificante que se observo durante toda la operacion, sugere que el ecosistema
podria se aprovechar de los productos de la nitrificacion para completar el
metabolismo del N, hacia N,, Para ello se necesitaria optimizar las condiciones
(microaerdfilas o anoxicas, del interior de la biopelicula) para incrementar la actividad
desnitrificante. Esto podria tornar la biofiltracion-nitrificacion aun mas actrativa visto
que a dia de hoy, el buen rendimiento de las plantas de alta carga pasa por el
redirecionamiento de los productos finales del proceso. El ideal en bioremediacion es
que los procesos metabdlicos promocionen la conversion total del contaminante en
formas no toxicas o no agresivos al ambiente: entonces: O, y H,O. Pese a que se esta
trabajando en nuevas configuraciones que incluyen la desnitrificacién, en el presente

estudio no se investigd tal mecanismo y el objeto final de la bioconversion fue el
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nitrato. No obstante, de acuerdo con los resultados de diversidad obtenidos se puede
predecir que la biofiltracion de amoniaco en vistas a la mineralizacion total (N2 + CO2)

via SND se podria ejecutar en un sistema similar.
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8. Introduccion

8.1. Factores que determinan el éxito de la aplicacion

Los factores que afectan a la eficiencia del FISH se pueden agrupar en tres grandes
bloques en funcion de su origen: 1- ) composicion y aspecto de la muestra, 2-)
metodologia, 3- ) adquisicién de imagenes y recuento. Muchas de las limitaciones o,
inconvenientes son derivados del manejo inadecuado de los protocolos, o del
desconocimiento del material (matriz) de estudio. En cualquier caso o mas probable

es que se puedan solucionar dado que esta es una técnica bastante flexible.

8.1.1. Composicion de la microbiota y aspecto de la

muestra

A la hora de preparar una aplicacion hay que conocer la composicién de la comunidad
microbiana y del material de origen de la muestra o sea que se debe tener en cuenta
la identidad de las células: su forma y tamafno, asi como la naturaleza del material
inerte que compone la muestra, como por ejemplo de los medios de cultivo, de los
detritos, de los metabolitos, EPS y de todo lo que pueda afectar o interaccionar con

reactivos de los protocolos. (Nielsen et al. 2009).

A dia de hoy, los potentes microscopios y el procesamiento digital de imagenes
permiten el analisis de células sin limitaciones de tamano o de forma. En concreto, la
extension de las células es muy variable y por eso hay que cuidar a la hora de elaborar
los protocolos de recuento, visto que este se basa en tamanos de referencia en la
imagen. Hasta la fecha no se reportaron inconvenientes en relacion a poblaciones que

presentan tamano de células muy diferentes.

Con respecto a la influencia del material se ha reportado la interferencia de
substancias como el EPS que dificultan la cuantificacion de las células individuales
dentro de biopeliculas (Nielsen et al. 2009). Estudios de falsos positivos no son muy
frecuentes pero, la interferencia de autofluorescencia de algunos constituyentes
principalmente clorofila (Gregor & Marlek, 2005) y flavoproteinas (Reinert et al. 2007)

ha sido reportada en literatura.
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El avance en el FISH también ha sido acreditado al desarrollo de la bioinformatica (Loy
et al. 2007) que contribuy6 en la ampliacién de las bases de datos de secuencias y por

consecuencia para el incremento de la coleccion de sondas disponibles.

8.1.2. Metodologia

A continuacién se detallan los factores relativos a la metodologia de preparacién de
muestras. En general, los procesos de fijacion y permeabilizacién se hacen en uno
solo paso. El fijado preserva las estructuras del citoesqueleto celular y también sirve
para estabilizar macromoléculas previniendo su descomposicion por ataque
enzimatico, principalmente ARN y ADN. La permeabilizacién de las células permite el
acceso de la sonda al sitio objetivo. EI compuesto depende del objetivo del estudio y
de la muestra. Algunas veces se utilizan agentes precipitantes como el etanol o
metanol o agentes que forman entrecruzamientos entre ciertos elementos de la pared
celular como paraformaldehido (PFA), formaldehido y glutaraldeido (Bouvier & P. Del
Giorgio 2003).

Las condiciones de fijacion y permeabilizacion se deben optimizar en base al tipo de
microorganismo investigado y al tipo de muestra. El PFA es el fijador de primera
eleccion debido a que posee la capacidad de modificar la pared celular. En muestras
complejas, se debe conocer la proporcion de bacterias tipo Gram positivas y Gram
negativas porque se fijan en compuestos distintos. Las Gram- se fijan bien en PFA o
formaldehido, mientras que las Gram+ se fijan mejor en etanol, etanol-formalina, por
tratamiento con calor o mediante lisozima. Es recomendable la combinacion de los
compuestos. La permeabilizacion se puede realizar directamente en el tubo de

muestra o en portaobjetos.

De cualquier modo hay que tener cuidado para que una vez las células estén en el
porta queden bien adheridas a la superficie de vidrio. Es comun encontrar problemas
de despegamiento en el paso de lavado al final del trabajo. Para prevenirlo se utilizan
substancias gelatinosas como la Poly-L lisina o hidruro de silicio como agentes
auxiliares de acoplamiento. La pérdida de muestra durante el lavado conlleva horas de
trabajo perdidas ademas de los reactivos (Amann & Fuchs 2008). El control del tiempo
también es crucial. Cuando una muestra permanece demasiado tiempo en la solucion
de PFA las células pueden tornarse impermeables a la sonda. Este ocurre porque se
modifica la pared de manera inapropiada. En casos de impermeabilizacién o cuando la

pared tiene una estructura singular se puede aplicar un tratamiento con enzimas de
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digestion como lisozima, proteinasa K, achromopeptidasa, o utilizar métodos de
incubacion acida; ej. HCI 0,1 M (Amann & Fuchs 2008).

El proceso de fijacion también depende del contacto del agente fijador con la célula.
En una biopelicula la complejidad de la estructura puede limitar el acceso, asi que
para hacer recuentos es recomendable liberar las células antes de suspenderlas en la
solucion fijadora para que el agente pueda envolver y actuar a lo largo de la pared de
todas las células. Puede ser necesario emplear desde métodos fisicos como
centrifugacion, ultrasonidos o morteros especiales hasta procesos enzimaticos. El
inconveniente del procedimiento de liberacion es que inviabiliza el estudio de
localizacién. Nosyk y colaboradores (2008) revisaron metodologias y estructuraron una
sugestion para protocolo de muestras de biopeliculas. En cuanto al tiempo y las
condiciones de preservacion de una muestra fijada y permeabilizada (de -20 °C a -80
°C) este es limitado debido a las modificaciones en la pared celular. Procesar una
muestra antigua puede producir perfiles fluorescentes anormales y recuentos falsos
(Bouvier & P. Del Giorgio 2003).

Todo el procedimiento de preparacidon se orienta hacia a la obtencion de una
hibridacion “perfecta”. Después de lograr la entrada de la sonda, el objetivo es obtener
un correcto apareamiento de la sonda marcada con la secuencia diana. El proceso
depende de la desnaturalizacién parcial y temporal del ARNr que ocurre a determinada
temperatura. La hibridacion se lleva a cabo a aproximadamente 5 °C menos que la
temperatura de fusién (Tm, por sus siglas en inglés: melting temperature-) el que
depende directamente del contenido de oligonucledtidos y, especificamente, de la
proporcion C-G. Cuando las condiciones para hibridacién se ajustan con base en la
astringencia es posible incrementar las posibilidades de obtener un alineamiento
optimo. El agente astringente es en regla la formamida por la propiedad que tiene de
disminuir Tm por el debilitamiento de los enlaces de hidrégeno (C-G, U-A). Para ello el
portaobjetos se debe mantener bajo rigurosas condiciones de temperatura para evitar

hibridaciones inespecificas.

Los problemas en la hibridacién son frecuentes y no son faciles de solucionar. Los
mas frecuentes son la hibridacion inespecifica, que es grave una vez que genera sefal
de falso positivo y la no hibridacién, la cual ocurre generalmente debido al empleo de
condiciones inadecuadas o a la insuficiente penetracién de la sonda en la célula. El
resultado en ambos casos es la falta de sefial para aquella sonda (Moter & Gobel

2000). La efectividad de la hibridaciéon sélo se comprueba bajo el microscopio y la falta
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de sefial puede ser mal interpretada, principalmente si no hay informacion previa al

respecto de la identidad de las células (Bouvier & P. A. Del Giorgio 2003).

El siguiente problema relacionado es la cantidad de ARNr. La eficacia de los recuentos
de células depende directamente de la cantidad de ribosomas, En realidad, la relaciéon
no es tan sencilla porque interviene el fendmeno de memoria metabdlica, es decir que
las células pueden mantener su patrimonio en ribosomas o ARN bajo condiciones
adversas, mismo en modo inactivo (Amann & Fuchs 2008).Cuando el contenido de
ARNr es bajo se pueden emplear métodos que permitan incrementar la sefial.
Ejemplos son la estimulacion fisiolégica previa de la célula que tiene como objetivo la
multiplicacién de los ribosomas o el empleo de “ayudantes” que se acoplan a una
misma molécula de ARNr, en distintos puntos, amplificando la sefial. Se han
empleado para este fin las sondas de poliribonucleétidos (DelLong et al. 1999) pero el
mas comun es emplear fluorocromos de alta sensibilidad como es la Cy3 (Behrens et
al. 2003).

El lavado de las sondas no hibridadas esta indicado para eliminar ruidos de
fluorescencia. La concentracion de cloruro de sodio en el tampén de lavado es
importante para inmovilizar las moléculas hibridadas. El resultado de la hibridacion es
influenciado también por el estado de preservacion de la muestra y de la sonda,
manutencion del potencial fluorescente del marcador, y de la concentracién o
disponibilidad de sonda en el tampén (Bouvier & P. Del Giorgio 2003). Las sondas
marcadas se pueden preservar por muchos meses, en la oscuridad para evitar el

fotoblanqueamiento, de preferencia en pequenas alicuotas de un solo uso.

8.1.3. Calidad de las imagenes

Debido a la fragilidad de las moléculas de fluorocromos al exponerse a la luz el
proceso de captura de imagen se lleva a cabo preferencialmente de modo automatico.
Hace falta que las condiciones de captura sean optimizadas previamente y que los
campos de observacion estén bien preparados. En general se aplican filtros para aislar
los diversos espectros y para seleccionar los rangos elegidos tanto para la excitacion
como para la captura de sefnal. En el ambito de esta tesis el microscopio laser confocal
(CLSM por sus siglas en inglés: confocal laser scanning microscopy) fue el utilizado y

por ello este apartado se centra en este sistema.
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En primer lugar, el resultado del FISH depende del proceso de generacion de imagen
y su documentacion digital (Bouvier & P. Del Giorgio 2003). Los problemas mas
comunes en la obtencion de imagen son légicamente la falta de sefal y el falso
positivo. La ausencia de sefial se produce por falta de hibridacion, pero también se
puede producir por desvanecimiento del fluorocromo o fotoblanqueamiento. A este
nivel, el falso positivo es mas importante pues se atribuye, en muchos casos, a
autofluorescencia. Hace falta aclarar que hay dos tipos de falso positivo: de la
autofluorescencia y el originado de ruido de fondo. El ruido de fondo surge cuando no
se filtra bien la sefial y se emite des de la region del espectro de luz donde los picos de
excitacion y de emision de sefal se solapan (Moter & Goébel 2000). Para resolverlo se
aplican filtros o herramientas de ajuste de imagen .En lo general, cuando hay
autofluorescencia lo que se hace medir las sefales emitidas desde muestras
hibridadas asi como del control negativo, preparado de la misma muestra, y al final se
resta del recuento la autofluorescencia captada del banco (Jubany et al. 2009).A dia
de hoy, la cuantificacién se hace con Dime (Taslim et al. 2011) o Matlab (Daims &
Wagner 2007b; Jubany 2009). Debido a que la autofluorescencia es uno de los objetos

de estudio de la tesis, el tema se explora en detalle en el Capitulo 10.

8.2. Antecedentes

A lo largo del tiempo se reportaron problemas con aplicaciones de FISH que se
relacionaron con una elevada concentracion de particulas o metabolitos y a la fuerte
adhesion de las células a las particulas. La agregacion de células de tipo filamentosas
con el material particulado tambien ha sido reportada (Nielsen 2009). Ademas se
describieron problemas de falsa sefial negativa (baja permeabilidad) ; tema que fue
objeto de extensas revisiones (Moter & Gdébel 2000; Bouvier & P. a Del Giorgio 2003;
Wagner & Haider 2012) ), y problemas con resultados falsos positivos derivados de la
autofluorescencia (Moter & Gdébel 2000; Amann & Fuchs 2008; Suarez-Ojeda 2011).
Por lo general, el aspecto de la matriz ha jugado un papel importante en el proceso de
preparacion de muestras tomadas de biofiltros debido a complejidad de la biopelicula
(Levsky & Singer 2003; Nielsen 2009; Almeida 2011). En un estudio reciente, llevado a
cabo en nuestro grupo de investigacion, nos hemos encontrado con problemas de este
orden. En este caso las dificultades surgieron a la hora de preparar las células para la
aplicacion del protocolo de hibridacion en porta-objetos. Distintos autores reportaron el

inconveniente del EPS. Especialistas coinciden en la necesidad de aplicar agentes
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para liberacion de las células (Nielsen et al. 2009). Ya la estructuras de biopeliculas y

granulos ha sido explorada a través de cortes micrométricos.

En los ultimos afios se han desarrollado métodos novedosos de seguimiento de
expresion de genes basados en FISH. Estos métodos se revisaron en Wagner &
Haider (2012). En biofiltracion estas aplicaciones podrian ser utiles a la hora de
investigar los procesos de inhibiciones metabdlicas sobre todo en aquellas
poblaciones responsables por la actividad de depuracién del gas. Podria ser
interesante por ejemplo, hacer el seguimiento simultaneo de las especies SOB por
sonda especifica y de la actividad de degradacion via marcacion del ARNm. Incluso se
podria aplicar rutinariamente para acompafar aquellos casos de inhibiciones
provocadas por altas concentraciones de sulfuro de hidrogeno o sulfato (Malhautier et
al. 2003) o en el fendémeno de acumulacién de azufre elemental (S°) o SO,* Estos
fendmenos son importantes de seguir una vez que influyen en la evolucién del
ecosistema a lo largo del tiempo y a que puede afectar positiva o negativamente la

performance del sistema.

Los estudios llevados a cabo en biofiltros de desulfuracion se resumen en el anexo 5..
Tal como se puede apreciar, el objetivo mas comun fue el censo de la microbiota y el
seguimiento de su dinamica. Para la obtencion previa de la informacién de identidad
filogenética el clonaje seguido del secuenciamiento de la biblioteca de clones fue el
método elegido con mayor frecuencia. Las sondas mas utilizadas fueron las EUB (I, I,
[Il) para Eubacteria y ALF968, Bet42a y Gam42a, para los grupos Alpha, Beta y
Gamma de Proteobacteria. También se emplearon algunas sondas dirigidas hacia
grupos de BSO como por ejemplo para Thiobacillus, Thiothrix, Halothiobacillus,
Acidithiobacillus, de entre otros. Los fluorocromos mas utilizados fueron los derivados
de la cianina (Cy3, Cyb5), fluoresceina isotiocianato (FITC) y carboxifluoresceina (FAM-
6) porque emiten en rangos alejados del espectro y se pueden utiliza en conjunto. El
interesante fue la falta de informacién al respecto del fendmeno de autofluorescencia
del S°.

8.3. Justificativa y objetivos de la optimizacion

En el grupo de tratamiento de gases de la UAB la FISH fue implementada como
técnica de seguimiento de poblaciones des del 2008. El primer estudio fue ejecutado
por el Dr. Maestre que lo pas6 al Dr. Rovira. Tras ello, el biofiltro se reformd y se volvid

a inocular. Esta planta se denomindé BTF-H,S AER siendo utilizada por el Dr. Rovira
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durante 240 dias. En aquel periodo se aplicd la técnica de FISH para seguir las
poblaciones SOB a partir de sondas elegidas en base a la informacién de la biblioteca
de clones generada por el trabajo de Maestre (Maestre et al. 2010). El estudio que se
presenta en este documento empezo el dia 245 de operacion, y tuvo como objetivo dar
seguimiento al trabajo de Rovira. Los datos se utilizarian para describir la evolucion de
las poblaciones diana. También se planted utilizar los recuentos para describir a los
cambios ocasionados por la maniobra de cambio de pH (conforme datos del Capitulo
5). Sin embargo, la inconsistencia de los datos de las cuantificaciones obtenidas al
final de 600 dias llegé a tal punto que de inmediato se abandond el trabajo. Los
problemas motivaron a los estudios al respecto de la adecuacion del set de sondas, en
base al analisis de cobertura y, también, para eliminar el efecto de la
autofluorescencia. El presente trabajo surgid6 de la necesidad de revisar
meticulosamente los problemas de cobertura observados con el método en muestras
que se tomaron para al final proponer mejoras en las rutinas. Este tipo de
investigacion no se ha descrito en literatura para muestras de biofiltros con S°

acumulado
Los objetivos generales fueron:

comprobar la especificidad de las sondas,
comprobar la cobertura

confirmar el origen de la autofluorescencia: S°

NN

Optimizar el protocolo para incrementar la cobertura, eleccién del set de

sondas, y eliminar la interferencia de los falsos positivos
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CAPITULO 9

Materiales y méetodos
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9. Materiales y métodos de la FISH

La optimizacion de FISH fue aplicada al protocolo elaborado por Jubany (2007) y
adaptado por Maestre (2009). Las muestras utilizadas en el presente estudio se
recogieron el dia 245 de operacion del reactor bajo condiciones de pH neutro, y en los
dias 468 y 586 a pH acido y se nombraron F245 y F586.

9.1. Preparacion de las muestras y fijacion

Se utilizaron muestras de biomasa semejantes a las que se tomaron para tag-454 y se
aplicaron los protocolos de preparacion especificos para la técnica de FISH. El
procesado de la biomasa y la fijaciéon de las muestras se ilustran en la figura 9.1. Tras
su liberacion del material de soporte el volumen de liquido fue completado hasta 250
mL con tampén PBS y luego homogeneizado. De la mezcla se tomo6 un volumen de
0.5 mL para formar cada una de las submuestras (3 réplicas) que fueron fijadas en 1,5
mL de solucién de formaldehido al 4% por 2 horas a 4 °C. Pasado el tiempo de fijacién
se centrifugd y se descarto el fijador en el sobrenadante. El fijador residual se lavé con
PBS (3 veces), centrifugando a 4,000 x g por 5 min y descartando el sobrenadante. A
continuacién, cada muestra fue pos-fijada en etanol a -20 °C y PBS (V.V). Las

muestras se preservaron a —80 °C.

ACLARADO
DEL FIJADOR
-
<!
TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS
L . PRESERVACION
\
& 0 FIJACION ‘ £ 4
PBS ! ‘ ‘
S B N
] 250 \‘;\.\' ( 1
PBS
g ~ ‘;,/
( ) Desplazar la biomasa 1V de muestra e
T XD Agitacién mecanica 3V.de PFA (4%)
N~— Ajustar volumen (2 horas / 4 °C) = Afadir PBS
10 anillas (250mL) ) Aadir y
Por region Centrifugado etanol absoluto helado
(5 min /5,000 g) (Viv)
Descartar sobrenadante Preservar a -20 °C.
aclarar con PBS
— @

Figura 9.1. Protocolo de FISH aplicado a las muestras del BTF-H,S AER. Las flechas en
naranja indican el proceso de deshidratacion; en verde los pasos de hibridacion y en rojo el de
lavado. La flecha negra indica el procedimiento de conservacion.
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9.2. Preparacion de portaobjetos

El conjunto de portaobjetos se tratd previamente con 3-aminopropiltrietoxisilano
(Sigma-Aldrin-Alemania) y acetona, para fluorescencia, al 2% por 5 min, para mejorar

la adhesion de la biomasa a la superficie del cristal

Los procedimientos se ilustran en la figura 9.2. Para cada muestra y sonda se preparé
un portaobjeto con ocho pocillos utilizando 10 pL de muestra fijada. El pocillo 1
siempre se utilizé como control de la hibridacion, siendo preparado como los demas,
pero sin la adicion de sondas. Las muestras en los pocillos se secaron en estufa a 46
°Cc por 15-20 min, luego fueron deshidratadas en serie de etanol al 50%; 80%; y 98%
por 3 min y a continuacion se secaron al aire ambiente. La secuencia de
procedimientos de secado y deshidratacion de las muestras en los portaobjetos se

indican mediante flechas de color naranja y verde, en respectivo, en la fig. 9.2.

3 min
nn y
Deshidratacion Hibridacion  spnds  Tempén I/

secado

.

= o T

|*
J; 50% B0% SE% -

deshidratar en etanol

] P

Secar en estufs
46=C/ 10 min Afiadir Tampan + sonda
Mesclar con cuidado

FISH

Vertertampan en ezl
Secar 2l aire papel decelulosa

= i Sumergir el portaobjetosen
preservar 8-20 °C en oscuridad tubo con tampén d lzvado
—] camarade hibridacion

Incubara46°C/2 h

ﬂ ﬁ Lavado
- e
Lavar con cuidado Echar con cuidado J;_' °
con H, O ultra pura tampdn de lavado LX) e o
: sobre los pocillos
Incubar en bafio termostatico
485C{ 15 min

Figura 9.2. Protocolo de FISH aplicado a las muestras del BTF-H,S AER. Las flechas en
naranja indican el proceso de deshidratacién; en verde los pasos de hibridacién y en rojo el de
lavado. La flecha negra indica el procedimiento de conservacion.
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9.3. Hibridacion y lavado

Los procedimientos de hibridacion se ilustran en la fig. 9.2 en verde y el lavado en rojo.
En resumen, se prepararon 2 mL del tampédn hibridacién y 50 mL del tampén lavado,
para cada portaobjetos. Las concentraciones de la y del cloruro de sodio para se

encuentran en la tabla 9.1.

En cada pocillo se afadieron: 8 uL de tampén de hibridacion, 1 yL de solucién de
EUB338mix y 1 pL de la solucién de sonda especifica, que se mezclaron gentiimente.
La camara de hibridacion se prepard previamente en tubo de centrifuga (50 mL)
forrando una area longitudinal de la pared lateral con de papel de celulosa en donde
se hecho el volumen restante del tampdn hibridacion sobre el papel, Luego se deslizd
el portaobjetos arriba del papel humedecido y se cerro el tubo. Los tubos se incubaron
a, 46 °C, 2 h, en la oscuridad. Pasado el tiempo de hibridacion, se lavaron los
portaobjetos echando gentilmente pequefos volumenes de tampon de lavado, con
pipeta. De seguido se sumergieron los portaobjetos en el tubo conteniendo el tampdn
que se incubaron a 48 °C, 15 min. Una vez hecho, se lavé el portaobjetos con agua
ultra pura y luego se secaron al aire, en oscuridad. Al final, los portaobjetos se

cubrieron con medio de montaje Fluoprep (BioMérieux SA, Francia) y cubreobjetos.

9.4. Sondas

La solucién madre de cada sondas fueron preparadas a partir de los liofilizados
(Thermo Fisher Scientific Alemania) con tampén TE (10 mM Tris HCI; 1 mM EDTA, pH
a 500 ng pL-1. Las alicuotas de trabajo se prepararon a 50 ng pL-1. Las informaciones
de sondas elegidas y los datos de especificidad se detallan en la tabla 9.1. La sonda
para Eubacteria se utilizaron en una mezcla equimimolar, denominada EUBmix (EUB
338, EUB 338 Il, EUB 338 lll), marcada con fluorocromo cianina 5 (Cy5), mientras que
las sondas especificas se marcaron con cianina 3 (Cy3) o 6-carbocisteina (FAM-6).
Detalles sobre las sondas se encuentran en la tabla 9.1: identificacion (nombre corto y
numero de acceso en el RDP); especificidad; secuencias (en direccion 5 —3°); y el
competidor, cuando es el caso. También se ensefia tipo de ARN y posicion de
hibridacion en la molécula; porcentual de formamida indicado para la permeabilizacion
(FO); la concentracién de NaCl (mM) para el tampén de lavado y el fluorocromo

empleado (F), ademas de la referencia bibliografica de descripcion de la sonda.
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Tabla 9.1. Detalles de las sondas utilizadas en la aplicacion FISH (basada en ProbeBase)

Especificidad Secuencia (5->3') ARNr FO NaCl
Sondal/ n° ProbeBase F Referencia
(competidora) (Posicion) (%) (mM)
ALF968/ pB-00021 a— proteobacteria GGT AAG GTT CTG CGC 16S (968-985) 20 215 Cy3 (Loy et al. 2007)
GTT FAM-6
BET42a/ pB-00034 [~ proteobacteria.  GCC TTC CCACTT CGT TT 23S(1027-1043) 35 70 Cy3 (Manz et al. 1992)
( GAM42a) FAM-6
GAM42a/ pB-00174 1~ proteobacteria GCC TTC CCACAT CGT TT 23S(1027-1043) 35 70 Cy3 (Manz et al. 1992)
(BET42a) FAM-6
EUB 338/ pB-00159 Dominio Eubacteria GCT GCC TCC CGT AGG 16S (338-355) 20-35* 215/ 70* Cy5 (Amann et al. 1990)
AGT
EUB 338 I/ pB- Planctomycetales GCA GCC ACC CGT AGG 16S (338-355) 20-35* 215/ 70* Cy5 (Daims et al. 1999)
00160 TGT
EUB 338 lll/ pB- Verrucomicrobiales GCT GCC ACC CGT AGG 16S (338-355) 20- 35* 215/ 70* Cy5 (Daims et al. 1999)
00161 TGT

* dependiente de la combinacion de sondas FO- Formamida, F- Fluorocromos
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9.5. Microscopia y cuantificacion con Matlab

Cada porta-objetos se examind en microscopio confocal FLUOVIEW FV1000
(Olympus, Tokio, Japén) equipado con laseres de Diodo, Helio-Nedn y Argén. Los
analisis se hicieron en el Servicio de Microscopia de la UAB. El sistema permitio
documentar las senales emitidas en dos canales independientes de modo simultaneo
o secuencial. El canal 1 se utilizé para documentar las sefales emitidas por la sonda
especifica marcadas con Cy3 o FAM-6 mientras, el canal 2 se utiliz6 para documentar
Cy5. Las imagenes para la cuantificacion se tomaron bajo lente de inmersién (aumento

60), que luego se exportaron en formato “.tif” de 8 bits, blanco y negro.

La excitacion de los fluorocromos se hizo con los parametros descritos en la tabla 9.2.
Previamente a la toma de fotos, la potencia de los laseres fue ajustada de 11 hasta 25
mV y las condiciones de la visualizacion se ajustaron con FV10-ASW 1.7 Viewer. Se
utilizé aplicaron siempre los mismos sets de parametros en todos los campos de
visualizacién. Las tomas de fotos se hicieron en modo simultaneo para XY con
resolucion 1,024 x 1,024 pixeles. Las 5 imagenes obtenidas de los pocillos de numero
1 se utilizaron para calcular el ruido de fondo y de los demas pocillos se obtuvieran 40
fotos al azar que se utilizé para calcular los valores de abundancia relativa; como el
porcentaje de la sonda especifica respecto al total de Eubacteria. Para ello se utilizd
el analizador de imagenes desarrollado en Matlab Image Processing Toolbox Los
detalles se pueden consultar en Jubany (2009). El error experimental fue calculado
para cada muestra y por sonda en base a los promedios de los valores de intensidad

en las 40 fotos.

Tabla 9.2. Caracteristicas de los fluorocromos y parametros de visualizacion

Longitud de onda
Fluorocromo (nm) Coeficiente de Laser / nm
(denominacién original)  Maximo  Maximo Galielem apelkr  (SeEr e
de de (M" cm™) emision)
Absorcion Emisién
Cy3* He-Ne/ 543
(Sulfoindiocyamnine) 550 570 150,000 (amarrillo)
Cy5** He —Ne/ 633
(Sulfoindiocyamnine) 649 670 250,000 (rojo)
FAM-6*
(6-Carboxy- 494 518 83,000 ?Vr é deef;
Fluorescein)

*marcador en las sondas especificas: ALF968; Beta42a; GAM42a; **marcador en las sondas
EUB338 (I, II, 11l
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9.6. Evaluacién de la especificidad de las sondas

Los datos de especificidad de cada sonda se buscaron en la base datos del
ProbeBase (Loy et al. 2007). Des de la pagina se anotaron las informaciones
referentes a cada sonda. Tambien se buscd informaciones de especificidad, en la

literatura.

9.7. Analisis de cobertura de las sondas

Para la comprobacion de cobertura se utilizaron tres herramientas de bioinformatica de
acceso publico que fueron el ProbeCheck, el TestProbe y el ProbeMatch. En la tabla
9.3 se pueden consultar informaciones de las bases de datos que albergan las
herramientas, como por ejemplo los tipos de ARN que sirven a la base de datos y el

montante de secuencias disponibles para comparativa,

Tabla 9.3. Herramientas empleadas para el analisis de cobertura

Herramienta Secuencias Ref.
(Base de Datos) ARNr N°
ProbeCheck SILVA _SSU* 16S/18S 739,633
(Pruesse 2007)
(ProbeBase) SILVA LSU** 23S/ 28S 29,306
http://www.microbial-ecology.net/probecheck
16S/18S 3,808,884
Test!’ robe (Pruesse 2007)
(Silva) 23S/ 28S 61,874
http://www.arb-silva.de/search/testprobe/
ProbeMatch
(RDP) 16S 2,658,609 (Cole 2014)

http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp

*referente a la subunidad menor del Ribosoma; **referente a la subunidad mayor del
Ribosoma

El estudio de la cobertura FISH fue realizado al comparar los datos generados de tag-
454. Se investigaron las poblaciones que presentaron abundancia superior el 1% en
el recuento tag-454, ya que esto fue el limite de confianza de la FISH. El trabajo

cumplié 2 etapas:
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-Etapa 1: La investigacion empezé en la pagina del ProbeBase en donde se obtuvo el
acceso directo a las secuencias de las sondas depositadas y a las herramientas de
bioinformatica elegidas para la comprobacién de cobertura. Un ejemplo de la hoja de

consulta en Silva se puede presenta en la fig. 9.3.

'

high quality ribosomal RNA databases

Home SILVAngs Browser Aligner Download Documentation Projects FISH & Probes Shop Contact
TestProbe 3.0 ™ cart: 1
Sequence Data g Show
. W Clear
Probe Seguence (5...3'): |GCCTTCCCACATCGTTT =
Ly Download
Database Additional Options ProbeBase Search
SILVA Database: LsU r117 7 Use Weighted Mismatches Please enter a probe
name or sequence:
Sequence Collection: w /| Search Probe Reversed
V| Search Probe Complement - = h
R This servm-e is provided by
Maximum Number of Mismatches: 0 Misrmatche! [+
Consider x occurances of N (aNy nucleotide) as match: =7
Job Mame: Reset Settings  Run TestProbe
TestProbe Taskmanager
% | Job Name Status Matched Accessions  Matched Regions  Status Message Elapsed Time Queue
1 Finished 1285 1836 00:00:27 0
4 ALF988 Finished 1 1 00:00:24 0
5 Finished 5114 7640 00:00:26 0
& Gam4s Finished 5114 7640 00:00:24 0

+ | Dlaaca calark 2 inh

Figura 9.3. Ejemplo de hoja de consulta en Silva

Etapa 2: Cada una de las busquedas generd un listado de secuencias que poseian
afinidad con aquella sonda. Se utilizaron los parametros sugeridos por la herramienta
con “mismatches” en 0 (cero) y los resultados se exportaran para almacenamiento (fxt
o Excel); para consultas posteriores. Las hojas de resultados fueron generadas
automaticamente por ProbeCheck, TestProbe y ProbeMatch. Los resultados mas
relevantes se seleccionaron y se exportaron para consultas posteriores mientras las

hojas completas se pueden consultar en el anexo 6,

9.8. Estudio de autofluorescencia del S°

El estudio de la autofluorescencia se llevé a cabo en las muestras F245, F468 y F586.
Se hizo el analisis del espectro de emisién de azufre elemental biolégico (S°) extraido
de una muestra de un BTF que fue cedida por cortesia por el grupo de investigacion

en eliminacion de gases de la Universidad Politécnica de Manresa (grado de pureza
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de 95%). Los analisis de autofluorescencia de las muestras de biomasa se hicieron
mediante barrido espectral en microscopio confocal y la estructura de la biopelicula se
investigd por SEM. A continuacién se describe la metodologia empleada para el

barrido espectral y para la eleccion de fluorocromo.

9.9. Barrido espectral

Para cada barrido espectral, se prepararon dos pocillos de un portaobjetos (un
portaobjetos por muestra) utilizando alicuotas de 10 yL. A continuacién se secaron y
se deshidrataron con etanol, pero, no se aplicaron los pasos de hibridacion y lavado.
Los portaobjetos se montaron con Fluoprep y se llevaron a cabo el barrido en CLSM
en 4 rangos del . La excitacién laser incluyé: laser diodo, azul al 405 nm, laser de gas
Argon verde al 488 nm, laser de diodo amarillo al 559 nm y el laser de color rojo al

635 nm. Las condiciones de los barridos se detallan en la tabla 9.4.

En todos los barridos se utilizaron las mismas condiciones de operacion del
microscopio. Las cuantificaciones de sefal se realizaron en un area delimitada del
campo de visualizacién (ROI) por duplicado. La intensidad de fluorescencia se reportd
en unidades arbitrarias. Los analisis se hicieron dentro de un rango especifico del
espectro, de modo que permitiera eliminar los ruidos derivados de background
(excitacion-emision). Las graficas de los espectros se elaboraron con base en los

promedios de las dos réplicas.

Tabla 9.4. Condiciones de los barridos espectrales

Longitud de onda —_ Maximo de Emision
o . Rango de analisis
excitacion (nm)/ laser 2 (nm)
405/ azul 420-770 450
488/ verde 500-770 520
559/ amarillo 560-770 570
635/ rojo 640-770 645

9.10. Analisis de los fluorocromos

Los resultados de los barridos espectrales se utilizaron para el andlisis de la eficacia

de los marcadores Cy3 y Cy5, y para la comprobacion del rango de longitud de onda
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mas adecuado para la eleccion de nuevos fluorocromos. Se utilizaron los datos de las
simulaciones de emisiones de los fluorocromos que se realizd en linea a través de la

pagina:http://www.lifetechnologies.com/es/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html. Las nuevas sondas fueron sintetizadas con

el fluorocromo FAM-6.

9.11. Comprobacién por via experimental

La comprobacion de hibridaciéon fue ejecutada tanto para Cy3 cuanto para FAM-6 a fin
de comparar la adecuacion de los valores de abundancia para las clases «, iy de
Proteobacteria. Los datos sirvieron para comprobar las discrepancias entre recuentos
con ambos fluorocromos asi como para evaluar se el procedimiento de optimizacién
generaba resultados fiables, cuando comparado con tag-454. Para ello se elabor6 una
muestra integrada formada por partes iguales de las tres submuestras, tomadas por

region.
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CAPITULO 10

Analisis de la cobertura de las sondas
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10. Analisis de la cobertura de las sondas

La FISH no provee la identidad de las células que se estudia de modo que se aconseja
llevar a cabo un estudio previo de la composicion para poder elegir sondas que
representen las poblaciones. A dia de hoy, la informacidén publicada corresponde
habitualmente a una diversidad simplificada ya que se refieren a taxones superiores
como filos y clases. El inconveniente de este método es que al elegir una sonda tan
general se limitan las posibilidades de conocer las poblaciones protagonistas del
ecosistema de estudio en concreto. Ejemplos concretos se pueden apreciar en los
trabajos que prescindieron de la busqueda previa de identidad en el propio sistema (K.
L. Ho 2008; Pérez 2012).

A lo largo del tiempo, la informacion de identidad filogenética fue recogida
principalmente por PCR-DGGE (Araya 2003, Xia 2010; Deines 2010), y el clonaje
(Schramm 2002; Kindaichi 2004; Daims & Wagner 2007; Maestre 2010) por
secuenciacion del ADN. A pesar de que estas metodologias son fiables es cierto que
la cobertura se limita por el protocolo y por la cantidad de material que se envia a
secuenciar. En muestras de un entorno complejo es probable que ninguna de estas
aproximaciones sea suficiente para cubrir la diversidad. En cualquier caso la
ampliacion de la cobertura en aplicaciones ecoldgicas del FISH prescinde de la
informacion genética que solo se puede tener acceso por medio de la aplicaciéon de

plataformas de secuenciacion masiva (Amann & Fuchs 2008).

10.1. Especificidad

La especificidad de una sonda mide la coherencia de la hibridacion, o sea, que predice
con que grupos filogenéticos hibridan y si se hibridan fuera del grupo diana. Tanto el
ARN 16S como el 23S pueden ser utilizados como dianas. La molécula 16S sirve
como diana para todos los niveles filogenéticos mientras que la del 23S es util para
aclarar la filogenia a nivel de género o especie (Bouvier & P. Del Giorgio 2003). La
busqueda o el disefio ademas de los analisis de especificidad de las sondas se deben
llevar a cabo en plataforma bioinformatica. En la bases de datos ProbeBase (Loy et al.
2007), Silva (Quast et al. 2013), y en proyecto ARB (Pruesse et al. 2007) se puede
encontrar distintas herramientas de libre acceso. A dia de hoy es sabido que hay
regiones del ARNr que no permiten un bueno acceso de la sonda sea por su

estructura secundaria o terciaria. El efecto posicional es mas evidente al nivel
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secundario de la molécula (ej. por la formacién de horquillas o complejos RNA-
proteinas) y puede dificultar el alineamiento. Para prevenir el problema es posible
ejecutar pruebas de la hibridacion in sillico y luego hacer una prediccion de los
resultados de la fluorescencia emitida a partir de la hibridacion en determinada
regiones. Para ello se utilizan modelos termodinamicos y herramientas disefiadas para

este fin disponibles des del proyecto ARB en la pagina WEB (Kumar et al. 2005).

A lo largo de los afos, el FISH se ha aplicado con el principal objetivo de identificar y
seguir a grupos especificos de bacterias. En general, la seleccién de sondas estuvo
basada en trabajos llevados a cabo en el area de tratamiento de aguas (K. L. Ho 2008;
Chiemchaisri 2013). En muchos de estos estudios se describieron problemas de falta
de coincidencia entre los datos obtenidos con las sondas de clase frente a las sondas
para especies, pero pocas veces se intenté comprobar las razones. El problema de
inespecificidad de la sonda GAM42a, que no hibrida en el grupo Xanthomonas fue
reportado (Okabe et al. 2007).

De acuerdo con lo revisado en la literatura, la diversidad en biofiltros puede ser mas o
menos compleja y hace falta previamente. En el estudio de clones y FISH llevado a
cabo por Maestre (2010) la comunidad microbiana fue simplificada a SOB. No se
reportaron problemas derivados del fendbmeno de autofluorescencia. En cualquier
caso, en las muestras con acumulacidon de azufre se encontraron recuentos de
abundancia mas elevados que el esperado. Algunos valores llegaron a 50% para una
especie y, 70 0 90% para un set de sondas, bastante reducido. Las discrepancias
entre los recuentos de los clones y del FISH fueron atribuidas a errores
experimentales. Asi mismo, la técnica fue lo suficiente sensible como para observar la
dinamica, aunque los resultados parecen indicar que la acumulacién de S° en la
biomasa pudo haber enmascarado los recuentos. Para la optimizaciéon fue necesario
comprobar en las bases de datos las informaciones de especificidad y de cobertura de
las todas las sondas elegidas para el estudio. A seguir se actualizo el banco de datos
del grupo de investigacion y las informaciones de sondas adecuadas a aplicaciones en

BTFs para desulfuracion.
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10.2. Resultados y discusion

10.2.1. Analisis de especificidad y de cobertura

El trabajo de comprobacion se hizo para cada una de las sondas. En la fig. 10.1 se
observa una hoja de resultados en donde se ensefian los datos de especificidad

anotados para la sonda GAM42a desde la pagina de ProbeBase.

TR e 4 S - “University of Vienna
':'.;z g DEpartment"omeroblalEcology D 'ME
e o .- - 5 L, A

robeBase

an online resource for
rRNA-largeted oligonucieotide probes

Home Search Match Lists Submission FAQ Links Credits
GAM42a Tested for in stu hybridization.
Accession no. pB-00174
Name L-C-gProt-1027-a-A-17

{Aim et al., 1358)°
Specificity Gammaproteobacteria <::|

Probe category # cukaryotes
Target molecule 235 rANA

Position® 1027 - 1043

Sequence® 5'- ECC TIC CCA CAT CGT TT -3

Competitor a=G0E TGRS CTL 0BT T =37 <:|
Length [n] 17

MW [gémol] 5071

G+C content [%] 529

Tm [°CI* 47

delta Gs [kcallmol*  AG4:-20.95; AGy: 1.49; AGy5:-208
Formamide [%]* 35

Reference Manz W., Amann R., Ludwig W., Wagner M. and Schleifer K.-H. (1952).
Phylogenetic cligodeoxynuclectide probes for the major subclasses of
Protenbacteria: problems and solutions. Syst. Appl. Microbiol. 15: 593 - 600.

Figura 10.1. Hoja de resultados: especificidad para la sonda GAM42

La comprobacion de especificidad no se pudo realizar por el confronto directo de las
secuencias anotadas por tag-454 frente a secuencias de las sondas.
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Tabla 10.1. Comprobacion de especificidad y cobertura de las sondas des del ProbeBase

ALF968

Especifica para Alphaproteobacteria, a excepcion de Rickettsiales
Cobertura: hits dentro de la clase Alphaproteobacteria: 79%/ 9750.
Hits fuera del grupo: 1876

Principales hits fuera del grupo: Filos, Deinococcus-Thermus (38/364);
Proteobacteria, principalmente clase Delta (1151/4256); Fibrobacteres (48/53)

BET42a

Especifica para Betaproteobacteria (no se reporta el porcentual de hits)

Principales hits fuera del grupo: No se reportaron los hits fuera del grupo pero,
en los resultados de los analisis de cobertura realizados en Probecheck, se
confirmé que hibrida en Acidithiobacillus (y- proteobacteria)*

GAM42a

Especifica para Gammaproteobacteria (no se reporta el porcentual de hits)

Principales hits fuera del grupo: No se reportaron los hits fuera del grupo pero,
en los resultados de los analisis de cobertura realizados des del Probecheck, se
confirmé que no hibrida en el grupo Xanthomonas (y- proteobacteria)*.

EUB338

“Mayoria de las bacterias”
Cobertura: hits dentro del dominio Bacteria: 90%/ 169.389

Principales hits fuera del grupo: No se reportaron los hits fuera del grupo, de
modo que, se debe buscar para cada especie de interés.

EUB338 I

Especifica para Planctomycetales
Cobertura: hits dentro de la orden Planctomycetales: 69% / 1214
Principales hits fuera del grupo: 83

EUB338 I

Especifica para Verrucomicrobiales

Cobertura: hits dentro de la orden Verrucomicrobiales: 93% / 943
Hits fuera del grupo: 913

Principales hits fuera del grupo: Chloroflexi (463/1078)

S-S-H.neap-
635-a-A-19

Especifica para Halothiobacillus neapolitanus/ Hits: 14
Principales hits fuera del grupo: Se encontré 2 hits para Thiobacillus.

TBD1419

Especifica para Thiobacillus denitrificans/ Hits:219
Principales hits fuera del grupo : Se encontrd 4 hits para otras f.

TBD121

Especifica para Thiobacillus denitrificans y Thiobacillus thioparus/ Hits:
393~

Principales hits fuera del grupo: Se encontré 13 hits fuera del grupo.

S-S-T.int-
0442-a-A-18

Especifica para Thiomonas intermedia/ Hits: 219
Principales hits fuera del grupo: Se encontré 4 hits fuera del grupo

TM2G0138

Especifica para “Group 2 Thiomonas "/Hits: 236
Principales hits fuera del grupo: Se encontré 7 hits fuera del grupo

El caso de la sonda ALF968, 16S, no se pudo aplicar una comparativa directa porque

el sitio de hibridaciéon de la sonda se localiza fuera de la region secuenciada, ya para

BET42a y GAM42 no fue posible porque las sondas se hibridan en el 23S ARNr y las

secuencias anotadas por pirosecuenciacion son del 16S ARNr. La confrontacién

directa habria sido la mejor manera de comprobar la especificidad sin embargo se
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logré hacerlo en base a secuencias de referencia que presentaron alto grado de
similitud (dato recogido des de la hoja generada del procedimiento descrito en la etapa
2 de los materiales y métodos).En la tabla 10.1 se resumen las informaciones
relevantes recogidas de la investigacion con todas las sondad del set utilizado en el
BTF-H,S AER.

A continuacion se discuten los resultados para aquellas sondas cuya diana se
comprobd por tag-454, hecho que excluye la especie Thiothrix. Luego se discuten las
peculiaridades del conjunto de datos, especificidad y cobertura, que se observaron
desde ProbeCheck, TestProbe y ProbeMatch. El resumen de los resultados se
presenta en la tabla 10.2 donde se explica la especificidad, la cobertura y las
coincidencias (hits) y los problemas de inespecificidad. En comentarios se presentan
informaciones adicionales que son relevantes para el presente estudio. De acuerdo
con los datos todas las sondas presentaban alguno que otro inconveniente, hecho que
puede contribuir para incrementar el error experimental. Para a-proteobacteria, por
ejemplo, los hits fuera de grupo no resultan importantes ya que los grupos donde
podria ocurrir hibridacién inespecifica no se reportaran en muestras del BTF-H,S AER.
Con respecto a la sonda BET42a, el inconveniente es importante pues predice
hibridacion inespecifica con Acidithiobacillus, hecho que podria ser bastante grave
teniendo en cuenta el resultado de abundancia tfag-454 en F586, donde los
Acidithiobacillus son la extensa mayoria. No obstante, en la practica este problema se
pudo evitar aplicando la sonda GAM42a (sin fluorocromo) como competente de
BET42a. De este modo las secuencias para Acidithiobacillus se alinean e hibridan, por
afinidad, primero con la sonda gama disminuyendo la chance de ocurrir el

alineamiento con la sonda BETA.

El caso mas importante que envuelve la cobertura se observo en los datos para
GAM42a que no hibrida en Xanthomonas. En la hoja de informaciones (reproducida en
la fig. 10.1) no se hace mencién de la incompatibilidad con el grupo Xanthomonas, sin
embargo, esta limitacion fue reportada (Buchholz-Cleven 1997; Yeates 2003;
Siyambalapitiya & Blackall 2005). Ademas, en el archivo de cobertura de la propia
base de datos no se reporté mach. El problema de baja especificidad para GAM42a se
debe a una pequena diferencia que ocurre en la composicion de la secuencia de la
sonda, en la posicion 1038, donde esta la base Citosina. EI cambio (de Timina a
Citosina) ha sido suficiente para impedir el alineamiento. En el contexto de la tesis, la
informacion de incompatibilidad de la sonda Gama42A fue importante porque el
estudio de diversidad reveld6 un elevado porcentaje de secuencias para

Xanthomonadaceae, que podria estar relacionado a Xanthomonas. En la practica, se
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esta fraccion de la comunidad no hibrida, los datos de abundancia quedan supra
estimados. La probable solucion podria ser el empleo de sus variantes, que tienen
afinidad comprobada con Xanthomonas (ver tabla 10.3) (Siyambalapitiya & Blackall
2005). .Con sondas dirigidas hacia especies la posibilidad de ocurrir el hit fuera de

grupo es baja.

Tabla 10.3. Variantes de la Sondas GAM42a.

Sonda Posicion Especificidad Ref.
1 GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT  Gammaproteobacterial (Giovannoni et al.
(excepto xanthomonas) 1988)
2 GAM42a_T1038 GCCTTICCACATCGTTT Xanthomonas (Siyambalapitiya &
Blackall 2005)
3 GAM42a_T1038_G10 GCCTTICCACATGGTTT Xanthomonas (Siyambalapitiya &
31 Blackall 2005)
4 GAM42a_A1041_A10 GCAATCCCACATCGTTT Xanthomonas y (Siyambalapitiya &
40 B.diminuta (a) Blackall 2005)
10.3. Analsis de la cobertura de las sondas para

proteobacterias

Se confrontd la informacion de identidad obtenida con tag-454 con la cobertura de las
sondas a fin de comprobar la utilidad del lote de sondas que se habia elegido, con
antelacion. De cara, la comparativa de cobertura reveld que, en los ensayos llevados a
cabo con Cy3, los valores calculados de abundancia para EP402-423
(Epsilonproteobacteria) G123T (Thiothrix), y TMD131 (Sulfurimonas) eran todos falsos.
De acuerdo con el inventario tag-454, ninguna de aquellas proteobacterias se hallaba
en el BTF-H,S AER durante los episodios de muestreo. Mas importante, revelaron
también que las sondas destinadas a las demas especies soOlo explicaron un
porcentaje muy bajo de la composicion microbiana. Del set inicial de sondas apenas
las sondas: ALF968, BET42a y, GAM42a, ademas de las sondas especificas S-S-
H.neap-635-a-A-19, TBD1419, TBD121 y, TM2G0138 estarian indicadas para las
muestras. La discrepancia en la cobertura de FISH en biofiltros para desulfuracién fue
reportado por Ralebitso-Senior (2012) sin embargo otros estudios no lo tomaron en
cuenta (K. L. Ho 2008; Pérez 2012),

En el caso del presente estudio, la cobertura no se vio limitada por la metodologia,

pero los resultados surgieron algunas limitaciones.
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La cobertura de la diversidad del biofiltro pudo, en parte, ser explicada por las sondas
de clase, pero el ideal haria sido proceder a una busqueda a nivel de especies.
Entonces, la diversidad pasa a ser el factor limitante. En la muestra 245, por ejemplo,
se necesitaria un set de sondas muy extenso, lo que elevaria los costes e
incrementaria demasiado el tiempo de analisis. Ademas, teniendo en cuenta la
complejidad del ecosistema, se recomendaria la utilizacion, como sondas
complementarias, algunas dirigidas hacia Nitrobacter, Comamonas, Nitrosomonas,
Nitrospira y Rhodanobacter para, de este modo, poder explicar mejor la distribucion de
la abundancia dentro de las clases. Se deberia también encontrar una manera de
acomodar los representantes mas numerosos de la familia Xanthomonadaceae, como
por ejemplo Dokdonella y Frateuria, que formaron una parte considerable de los
heterétrofos en biofiliros (Maestre 2010; Lebrero 2012). Se deberia afadir también
sondas para bacterias de otros filos como Actinobacteria, y Flavobacteria. Quizas,
debido a la gran diversidad, fuera muy laborioso ejecutar la aplicacién FISH sugerida
pero, al menos se lograria entender parte del ecosistema en general. Desde un punto
de vista ecoldgico, el estudio de los cambios poblacionales es muy importante para el

éxito de la biotecnologia, el que justificaria la investigacion.

Debido a que los ensayos de comprobacion experimental de la cobertura se
desarrollaron después del estudio de la autofluorescencia y del cambio de
fluorocromo, los resultados del ensayo de comprobacion se presentan en el Capitulo
11. En cualquier caso, se puede adelantar que los resultados fueron adecuados y
coincidieron con lo esperado. Se pudo comprobar la prevalencia de las proteobacterias
de las clases yi 8 en la muestra F245 (con 44 y 43 % de abundancia relativa), sobre
las Alphaproteobacteria (15%). Los datos en la muestra F586 concordaran con los
datos de recuento para el grupo de las a-proteobacterias asi como reporté la ausencia
de Sy supremacia de y. Las pequefias discordancias entre los valores de abundancia
relativa se pudieron explicar en base a inespecificidad de GAM42A limitacion de

Betad2a para Acidithiobacillus.

10.3.1. Actualizacion del conjunto de sondas

En base a todo lo expuesto se actualizdé el conjunto de sondas recomendado para
BTFs de desulfuracion del laboratorio de gases. En la tabla 10.4 se presenta el
resumen de las principales caracteristicas de estas sondas. El listado amplia la

cobertura de la diversidad en BTF-AER H,S. No obstante, esta propuesta presenté
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como principal limitacion el montante de sondas, hecho que conllevaria demasiadas
horas de trabajo de hibridacion y microscopia ademas el incremento significativo de
los costes, relacionados a sondas. Y también horas de microscopia. Es evidente que
la efectividad de la aplicacion de FISH como herramienta de seguimiento rutinaria de
poblaciones se ve afectada por el numero de sondas. En muestras con altos indices
de diversidad (mas de 20 especies), Pese a ello, algunos autores ya comprobaron
mejora con en FISH multicolor (Gieseke 2003; Pernthaler 2004) y el FISH-PNA
(Peptide Nucleic Acid) (Malic 2009; Pavlekovic 2009; Valm 2011). En el presente
estudio, el problema de cobertura de diversidad se podria solucionar adaptando el
protocolo para FISH-multicolor pero, habia que investigar el rango del espectro sobre
el cual se podria trabajar.

Tabla 10.4. Sondas indicadas para recuentos de bacterias mediante FISH en muestras de
BTF-H,S AER

Nombre N° acceso o Secuencia (5'—-3')
corto Especificidad
(ProbeBase) 16S*/ 235**
ALF968 pB-00021 a —proteobacteria GGTAAGGTTCTGCGCGTT*
BET42a pB-00034 p — proteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT**
GAM42a pB-00174 y— proteobacteria GCCTTCCCACATCGTTT**
S-S-H.neap- Halothiobacillus
635-3-A-19 pB-01563 neapolitanus TAGAATCCCAGTATCCAAT
TBD121 pB-01349 T.denitrificans, CTCGGTACGTTCCGACGC
T.thioparus
TM2G0138 pB-01208 Grupo 2 Thiomonas GTAGTTATCCCCCATCACA
ATT0223  pB-01213 Acidithiobacillus AGACGTAGGCTCCTCTTC
thiooxidans
Acdp821 pB-00014 Acidiphilium AGCACCCCAACATCCAGCACACAT
EUB338 pB-00159 Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT
EUB338-II pB-00160 Planctomycetales GCAGCCACCCGTAGGTGT
EUB338-ll pB-00161 Verrucomicrobiales GCTGCCACCCGTAGGTGT
NonEUB338 pB-00243 non-Bact338 ACTCCTACGGGAGGCAGC
NIT3 pB-00241 Nitrobacter spp. CCTGTGCTCCATGCTCCG
XAN818 pB-00329 Xanthomonas CAACATCCAGTTCGCATC
NSO190 pB-00249 AOB-f- CGATCCCCTGCTTTTCTCC
proteobacteria
HGC69a pB-00182 Actinobacteria TATAGTTACCACCGCCGT**
CFX1238 pB-01019 Chloroflexus sp CGCATTGTCGTGGCCATT*

El resultado de la confrontacion entre los datos de diversidad obtenida con las dos
técnicas tag-454 y FISH, fue crucial para entender que la complejidad del sistema no

se podria explicar en base a un set de sondas elegidas en base a otros entornos. El
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conjunto de sondas utilizado por (Maestre et al. 2010) no se mostré apropiado a las
muestras F254 y F586 y como conclusion del estudio de cobertura se tomd que la
simplificaciéon de la diversidad puede afectar en la comprension de la dinamica del
biofiltro. En este estudio las sondas ALF986, BET42a y GAM42a no fueron suficientes

para explicar los cambios en las poblaciones de SOB
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CAPITULO 11

Estudio de la autofluorescencia del S°

Resultados obtenidos con SEM y analisis elementar del S°se publicaron en

Montebello A, Mora M, Lépez L, Bezerra T, Gamisans X, Lafuente J, Gabriel D (2014). Aerobic
desulfurization of biogas by acidic biotrickling filtration in a randomly packed reactor. Journal of hazardous

materials, 280, 200-208.
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11. Estudio de la autofluorescencia del S°

11.1. Principios basicos de |la autofluorescencia

El recuento de sefial fuorescente se basa en el principio de que una unidad
fluorescente (un fotén) es emitida desde una molécula reportera. En FISH esta
capacidad se utiliza para reportar la hibridacion. El microscopio ideal para el FISH es
el confocal de barrido laser (CSLM-) que utiliza laseres como fuente de energia. Los
fotones se captan en puntos y se obtiene la lectura de intensidad de fluorescencia; que
se expresa en unidades arbitrarias (Kumar & Zucker 2013). El proceso se aprecia en la
figura 11.1. La secuencia de eventos son generaciéon de energia (1), seleccion del 4 de
excitacion adecuado por un sistema de filtros (2), emision de la energia para excitacién
del fluorocromo (3-E1) y de emision de la fluorescencia (3-E2;). La deteccion, el

tratamiento y el registro de las imagenes por via computacional se ilustran en paso 4.

2 Energia de

Selector de longitud Excitacion (E1)

de onda de entrada E— rruestral
A

Energia de .
LI g emision (E2) i

TYVTY

Fluorescencia

registrador | «——— | detector

4

Figura11.1. Mecanismo basico de la técnica de microscopia de barrido laser confocal (CSLM).
1, generacion de energia luminosa (laser); 2, sistema de filiros y selector de longitud de onda
para la entrada de la luz; 3, emision de fluorescencia y 4, deteccién y registro de la imagen.

Las familias de fluorocromos, mas utilizadas en ecologia microbiana son Cianina, Cy3
y, Cy5 (ver estructura en fig.11.2, a izquierda.) y Fluoresceina (FAM-6). Ambas
familias poseen altos coeficientes de extincion molar, lo que retarda el fendmeno
natural de desestructuracion que es irreversible (fotoblanqueamiento) La FISH con

multiplas sondas debe ser llevada a cabo con un conjunto de fluorocromos que se
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excitan y que emiten fluorescencia en puntos alejados del espectro para evitar
interferencias (ruidos o background). Ruidos de fondo son producidos cuando se
solapan los picos de emision y excitacion de dos fluorocromos vecinos (Nielsen et al.

2009) pero pueden ser aislados por filtros adecuados.

(Cy3- GAMA42a)

‘*lGCC TTCCCACATCGTTT 3’

540 nm 590 nm
Excitacion Emision

Figura 11.2. Fluorocromo y, marcaje de una sonda (GAM42a) con cianina. A la izquierda;
estructura basica de las Cianinas (Cy3, arriba y Cy5 abajo); a la derecha marcaje de la sonda
GAM42s con Cy3 vy, sus espectros de excitacion y de emision de fluorescencia.

Los problemas relacionados a la generacion de imagenes son principalmente sefiales
de fondo, que ocurren debido a equivocaciones en el paso de hibridacién o de lavado,
cuando no se cumplen las condiciones de temperatura o de tiempo de hibridacion, o
cuando las condiciones en la camara de hibridacién no son las ideales, lo que produce
un marcaje fuera de la region diana (Bouvier & P. Del Giorgio 2003). Falsos positivos
también pueden originarse por autofluorescencia que al final se puede interfirir en los
recuentos. Los falsos negativos son, en general, derivados de problemas de
penetracion de la sonda, pero también pueden ser ocasionados por pérdida de

muestra en el paso de lavado. Ya (Amann & Fuchs 2008) .

La autofluorescencia se podria definir como la propiedad de algunas células y/o
particulas de emitir fluorescencia de modo natural, es decir: sin incorporacion de
fluorocromos, cuando excitadas en determinado rango del A.. Esto fendbmeno debe ser
investigado en cada material y, para ello se utilizan muestras sin marcaje. En general,
el perfil espectral se obtiene por excitacion al rojo, azul y verde, del A. Para prevenir
equivocaciones en la eleccion del marcador se debe investigar previamente los perfiles
naturales de emisiones en el longitudes de onda desde 350 hasta 750 nm (Kumar &
Zucker 2013). Con esta informacion se busca el fluorocromo adecuado. En términos

practicos, cuando el resultado es positivo para un determinado rango, se debe evitar
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utilizar fluorocromos que coincidan en este mismo rango. A dia de hoy, hay muchas
opciones. Las distorsiones en la sefal inherente a células se pueden minimizar

mediante el uso de marcadores que se excitan en rangos superiores a 500 nm.

La manera mas sencilla de eliminar la senal de autofluorescencia es el ajuste de los
parametros del barrido como por ejmplo disminuir la potencia del laser, cambiar de
foco o de region, ajustar la apertura del fotomultiplicador (pinhole), el brillo o el
contraste; o quizas, cambiar el medio de montaje. El buen ajuste permite generar
datos comparables y reproducibles. Los microscopios de barrido laser permiten excitar
de manera muy selectiva sobre los rangos deseados, y disponen de un buen conjunto
de filtros (Ology 2013).La autofluorescencia también es propia de algunos
microorganismos. Fue reportada para distintos grupos como Pseudomonas,
Legionella, Rhodospirillum y Cyanobacteria (revisados en Moter & Gdbel 2000),
también paraSalmonella (Manz et al. 2000) y bacterias metandgenas (Fernandez
2008). Entre bacterias del azufre fue reportada en cultivo de Thiobacillus (Haaijer et
al. 2006), Thioploca y Beggiatoa (Pasteris, 2001) y en Thiothrix (Nielsen et al. 2000).

En muestras ambientales, la autofluorescencia fue documentada en aguas de
desecho, de distintos origenes (Vesey et al. 1997), lodo (Nielsen et al. 2009), suelos
(Kepner & Pratt 1994) y ambientes marinos (Eickhorst & Tippkoétter 2008; Lew 2010).
Fendomenos de esta naturaleza se relacionaron con la presencia de moléculas de
clorofila (Maclsaac & Stockner 1993), flavoproteinas (Benson et al. 1979) y
paranitrofenol (Suarez-Ojeda et al. 2011). En pocos casos se ha reportado para
particulas de azufre elemental (Okabe 2005 ). En un estudio al respecto del azufre
intracelular se utilizaron CLSM en conjunto con la espectrometria Raman para

caracterizar el azufre elemental en SOB filamentosas (Pasteris 2001).

11.2. Justificativa del estudio y objetivos

La autofluorescencia en las muestras recogidas del periodo acido (BTF-H,S AER)
produjo un incremento de muy marcado en la emision de sefial de modo que fue
necesario comprobar su origen. El efecto se observd ya durante los primeros
recuentos llevados a cabo después del cambio de pH; al dia 468. En aquel analisis las
cuantificaciones se llevaban a cabo con las sondas generales dirigidas a Eubacteria,
marcadas con Cy5 frente a las especificas para «, j, i v proteobacteria, marcadas con
Cy3. Lo que se vio en las imagenes de microscopia fue un perfil de emision muy

distinto del observado en las muestras de la operacion a pH neutro. Ademas el
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fendmeno se intensific6 dramaticamente en las muestras del dia 586 (F586). El
objetivo general del presente estudio fue investigar el origen la autofluorescencia para

luego eliminar el problema. Para llevar a cabo la propuesta fue preciso:

v' comprobar el origen de la autofluorescencia, identificando los rangos de
emisioén de fluorescencia de las muestras y comparar con el perfil del S° (puro)

para comprobar se coinciden sobre A.
v investigar la relacién entre emision de fluorescencia y fluorocromo.
v" Optimizar los protocolos para eliminar la autofluorescencia

v' Llevar a cabo una prueba experimental para averiguar la adecuacién del la

optimizacion

11.3. Resultados y discusion

11.3.1. Autofluorescencia del S°

El fendmeno de autofluorescencia se aprecia en la fig. 11.3. Las imagenes fueron
generadas de un mismo campo de visualizacion, donde se aplicaron la sondas
EUB338mix-Cy5 y BET42a-Cy3 en una muestra F586. En la foto principal se aprecia
una imagen generada por la superposicion de sefal de Cy5 (en rojo) y de Cy3 (en
amarillo), el color naranja indica las regiones de coincidencia de sefial. El perfil de
intensidad de fluorescencia captada a lo largo de la linea amarilla se ensefa en la
grafica a la izquierda (B), las areas delimitadas con circulos (ROI) corresponden a las
regiones de mas alta y mas baja intensidad de fluorescencia del campo. En las
imagenes “C” y “D” se aprecian las fotos exportadas en blanco y negro que se
utilizaron para la cuantificacion de los pixeles en Matlab. Todos los puntos iluminados
reportan sefial positiva para fluorescencia. Al observar la imagen principal (A), lo
primero que destaca es la fuerte fluorescencia amarilla, que parece indicar hibridacién
positiva para Cy3. También llama la atencién la distribucion de la fluorescencia
amarilla, que se observd donde habia y donde no habia coincidencia con al

fluorescencia roja (Cy5).
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Intensidad 129

Intensidad 3103

(Cy3/ amarillo) (Cy5/ rojo)

Figura 11.3. Imagenes de un campo de visualizacién de un portaobjeto con muestra de F586
tratadas con EUB338mix-CY5, BET42a-CY3. (a) Imagen tomada durante el barrido; (b) perfil
de intensidad de fluorescencia tomado a lo largo de la linea amairilla; (c) imagen exportada en
blanco y negro relativa del canal de deteccion de BET42a-CY3; (d) imagen del canal de
deteccion de la EUB338mix-CY5.
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El efecto también se distingue bien en las imagenes en blanco y negro. Teniendo en
cuenta que todas las bacterias deberian emitir fluorescencia roja y que no habia g-
proteobacteria para generar sefial amarilla, el resultado del FISH no fue coherente. Lo
correcto seria que no hubiera sefial amarilla a parte de algun ruido de fondo. A lo largo
de la linea del perfil de intensidad se observanron zonas de alta intensidad de
fluorescencia para Cy5 (rojo) que no coinciden con la sefial para Cy3. El material
brillante amarillo no se constituia en Eubacteria. En cuanto al aspecto general de la
muestra, este se examind también al microscopio 6ptico de luz; siempre al final del
trabajo para evitar el desvanecimiento de la fluorescencia. En F468, se visualizaron
cristales de S° en la muestra, principalmente en las muestras de la regién entrada del
gas; pero siempre en pequefia proporcion comparado con el volumen de biomasa. En
cambio, en las muestras F586, la presencia de S fue muy marcada, tanto en forma de
granulos como de cristales (de longitudes variada). En algunas muestras de la region
superior del reactor incluso se invirtié la relacion. Después de los centrifugados, se
veia que el S° depositado superaba el 80% del volumen de sdlidos.
Desafortunadamente, no se logré separar el azufre de la biomasa, sin dafar las
células.. El efecto de la autofluorescencia fue estudiado en muestras de biomasa
recogidas del BTF-H,S AER y el fendmeno afectd el recuento de las poblaciones. En
el presente estudio, el incremento en la senal generada por las sondas marcadas con

Cy3 se vio representado en los valores de abundancia supra estimados.

11.3.2. Aspecto de la matriz

Debido a la heterogeneidad de las particulas de material inorganico, se decidio
investigar su composiciéon bajo microscopia electronica de barrido (SEM) y con EDX.
Visualmente, el material en grande parte estuvo formado de una mescla de piedras de
azufre, cristales translucidos, granulos, ademas de un polvo fino, Para el analisis, se
prepararon muestras frescas, y de los sélidos de muestra fijadas para FISH. La matriz
fue observada bajo distintos aumentos (1 k- 20 k). El aspecto de la biopelicula se
aprecia en las fotos A y B de la fig. 11.3. En “A” se aprecia el grosor de la matriz que
recubri6 el soporte y los distintos tipos de ceélulas inmersos en la matriz; mientras en
“B” se observo la capa de EPS recubriendo la superficie de la anilla. Las estructuras
senaladas probablemente son puntos de anclaje de la matriz. Los pequenos puntos
que se enmarcaron en el circulo son microesferas de S°. En la superficie de muchas

células se aprecian estas estructuras.
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La confirmaron de presencia del S° se logré por distintos métodos de analisis, que se
llevaron a cabo en sdlidos presentes en las muestras (ver en Montebello 2014), pero

en este documento de tesis se ensefian solamente los resultados de los microanalisis

EDX en SEM.

Figura 11.4. Iméagenes de la matriz sobre el soporte de acero. Regién de entrada del H,S. En
“A” se aprecia el grosor de la biopelicula y los morfotipos que representan la diversidad de
células; y en “B” se observan los puntos de anclaje de la capa interna. Los puntos sobre la
superficie celular son micro-esperas de S°. El azufre depositado sobre la capa se ensefia en el
circulo y las flechas indican puntos d anclaje de la capa interna en el soporte
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La acumulacion de sélidos en la matriz se puede visualizar en la figura 11.4. También
se ensena una imagen de una muestra deshidratada, no fijada. En aquellas muestras
no se detectaron los cristales de azufre. Una de las hipoétesis para explicar este hecho
es la de que las células no convierten el S° en cristales, esta hipétesis se soporta en el
trabajo de Pasteris (2001), que siguieron el proceso de cristalizacién del S° en BSO
utilizando espectrometria tipo Raman. Estos autores lograron comprobar que los
microgranulos de S° pasan a la forma cristalina cuando son sometidos a procesos de
calentamiento tipicos del FISH, como por ejemplo el paso de hibridacién, y que incluso
la energia del laser puede inducir a re-cristalizacion. En su trabajo concluyeron que la
fusién de micro esferas de S° produjo la cristalizacién. Es probable que lo mismo haya

ocurrido en las muestras de FISH utilizadas en el presente estudio.

Los resultados confirmaron la presencia mayoritaria de elementos como el C y el O
(del material organico); y luego K, Ca, P, Fe, Cr, Cu y Ni, ademas del S. La
participacion del S varié de acuerdo con la regién del biofiltro, des del 1,8% (en la
region de salida), hasta el 25% (en la region de entrada). La presencia de los metales
Fe, Cu, Ni y Cr se explica porque el material de soporte (anillos pall de acero)
experimentd un proceso de oxidacion gradual des de el cambio de pH, y este material
se acumulé junto a la biomasa. A modo de ejemplo, se ensefa una imagen de un
campo de analisis (fig. 11.5A) donde se observaron los sélidos deshidratados, y una
muestra idéntica pero fijjada para observacion SEM (fig.11.5C). La grafica de EDX del

solido seco se ensefia en la fig. 11.5B.

El fendmeno de cristalizacién fue un inconveniente en los analsis de muestras ricas
en S°% A la hora de preparar las muestras para FISH, la cantidad de azufre en la
muestra parece haber facilitado la fusibn de las microesferas y luego su
restructuracion en forma de cristales. En trabajos futuros se deberia investigar también
si la crsitalizacion dana las células en la muestra. Si fuera asi, la aplicacion del FISH
dependeria de la cantidad de S° en las muestras. En casos donde los cristales se
formen en el interior de las células o, en el material adherido a la superficie, podria

producirse una ruptura de la célula que claramente compromete la aplicacion.
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Fig. 11.5. Examen en SEM de los soélidos acumulados en el reactor (F586) (tener en
cuenta la diferencia de escala). En A aspecto granular observado en los sélidos
deshidratados y en B en una muestra fijada. C, resultado del microanalisis de A
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11.3.3. Resultados preliminares de los ensayos con Cy3

La hibridacion con Cy3 produjo recuentos de células de perfiles bastante distintos en
las muestras tomadas el dia 245 y 586. Conforme los datos de la grafica principal de la
figura 11.6 la autofluorescencia emitidad de las muestras del dia 245 no afecto a los

recuentos.

S % (AFL986; BET42a;GAMA42a)

131,8 133,3 128.3*

Superior Intermedia Inferior
B F245 mF586

Figura 11.6. Resultados de los andlisis con FISH para F245 y F586 hecho con las sondas
ALF968, BET42a y GAM42a con Cy3 frente a EUB338mix- Cy5. Los valores representan los
sumatorio de las contribuciones., * indica sumatorio de ALF968 y BET42a.

De la gréafica 11.6 se obtiene que los datos de abundancia calculados de las muestras
F586 fueron sobrestimados ya que superon a los 100%. Interesante encontrar sumas
de valores tambien muy similares. Cabe informar que los calculos para GAM42a no se

pudieron ejecutar en ninguna de las muestras preparadas de la region inferior.

La presencia tan marcada de f-proteobacteria reportada por la sonda BET42a en las
tres regiones fue un fuerte indicativo de que las sefiales no se emitiran solo des de las
células hibridadas, ya que los datos de tag-454 habian reportado la elimnacion de esta
misma clase en 586d. La conclusion que se tomd en el caso particular de la sonda
BET42a fue la de que el valor referenciaba autofluorescencia. En base a ello se
investigd Aun, es convenietne recordar, que en el caso de la sonda GAM42a el
recuento final no incluyé la participacién de miembros de Xanthomonas, que acercé a
25 % (F 586).

Para e poder hacer se la ideia, basta comentar que el incremento del numero de
pixeles en las muestras de 586 dias llegd a tal punto que en algunas ocasiones el

programa Matlabno no pudo cumplir las consignas para calcular la proporcion
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Cy3:Cy5. En estos casos el programa avisaba de la sobrestimacién. El efecto también
fue reflejado en otros parametros de calculos del Matlab. Tanto en los valores minimos
y maximos cuanto en el error experimental se observan discrepancias. Los valores del
umbral inferior (valor minimo) se desplazaron desde un promedio de 5 pixeles hasta el
90 por unidad de area .Los resultados de F586 han puesto de manifestd del efecto
dramatico de la autofluorescencia sobre recuentos de celulas. A pesar de los
esfuerzos, en todos los casos no se logré eliminar el ruido por métodos disponibles en
la plataforma de adquisicion de imagines. En un intento de apartar el azufre, se
probaron distintos métodos tales como la centrifugacion diferencial y el sonicado, con
los cuales se logré separar la fraccién de S° dispersa en la solucién. Sin embargo los
protocolos se mostaron agresivos a las células que se rompieron, probablemente por
rocio con el material particulado. Al final, quedé evidente que se deberia buscar un

método direcionado hacia los marcadores.

11.3.4. Barrido espectral de las muestras y del azufre
elemental

El barrido espectral se llevé a cabo con el objetivo de cambiar de fluorocromo. La
ventaja evidente de esta opcidn es que al cambiar la longitud de onda de excitacion de
pronto se elimina la sefal emitia sobre el amarillo (Cy3). Para ello, se llevaron a cabo
barridos espectrales de muestras del biofiltro (F245, F468 y F586) y también de una
muestra de S° (biosulfur), extraido de muestras bioldgicas con acetona. Los datos de
intensidad de fluorescencia generados durante los barridos se utilizaron para construir

las gréficas de la fig. 11.7.

Las imagenes espectrales fueron tomadas de un mismo campo alternando el laser y
ajustando el rango del barrido. En cada recuadro de la figura se ensefia una grafica
con los perfiles de emision de fluorescencia obtenidos en un determinado 4 de
excitacion para todas las muestra. En el eje horizontal se ensefa el rango de emision y
en el eje vertical los valores de intensidad de fluorescencia, en unidades arbitrarias
(UA). En el eje Y; a la derecha se representan los valores de intensidad del azufre
elemental y, a la izquierda para las muestras bioldgicas. En el recuadro A se aprecian
los resultados de los barridos hechos al 405 nm. En este grafica se utilizd una escala
distinta para los datos de intensidad de fluorescencia porque alcanzaron valores

mucho mas elevado en respecto a los demas.

225



Emision A (nm)

2000
—=—F245 - 1000 re--
1
F468 A
1500 L 800 Lo,
—&— F586
S elementar L 600
1000 -
400
500 -
200
l(Laser azul/405 nm)
0 v r . - ¢ -0
400 450 500 550 600 650 700 750
900 200 pp 150
——F245 P=--
e F468 150 [} B !
» —o—F586 10 » 1 1
8 S elementar 100 - © _———
f— - o F —
& 600 o / N $ 5 100 &
= \ T\ W g =
£ 0 M““*‘;&éﬁ ‘o “‘."am!-y;;ln; 0 2
g g 450 500 550 600 650 700 750 3
(0] 4 t (]
hel E 300 (laser verde/ 488 nm) 50 ko]
(] (]
T > he!
C © c ~
S5© o5
< -
¥ - c
S 0 S o
o w 450 o £
S < c
O N oL
QL [
0 o R
= © 900 150 o =
o s o)
S w —8—F245 =}
=0 —a— F468 =
3 § —=—F586 3 f———
~ S elementar 1
B 600 L1003 ol
) kel ! B
7] » -
c c
[] [0)
h— -—
£ £
300 ?\ - 50
(laser amarillo/ 559 nm) / %
0 4 b ===
400 450 500 550 I 600 650 700 750
900 150
——F245
——F468 120
600 - —— F586
S elementar 920 r=- _|
1
D
_-_——
60
300
30
(laser rojo/ 635 nm) l
o -h'."'_l-l:l:lss_ 0
400 450 500 550 600 650 700 750

Fig. 11.7. Rango de emisidn de autofluorescencia. Eje horizontal ensefia el A y ejes verticales la
intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A la derecha se ensefia la intensidad de
fluorescencia emitida de las muestras F245, F468, F586; y, a la izquierda para el azufre
elemental (S). Las flechas negras indican el A de excitacién maximo para cada laser.
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En cada uno de los barridos, tanto de la biomasa cuanto del azufre, se observaron el
mismo perfil con tres picos marcados de fluorescencia, que variaron de altura de
acuerdo con la intensidad de fluorescencia que se emitié con el laser. Para 2=405 nm
los picos fueron muy altos mientras que en 4=488 y 635 nm casi no se pudo distinguir
En 488 nm se encontré muy poca sefial fluorescente. En el grafica B se presenta una
ampliacion de la informacion que permite distinguir el perfil tipico, de tres picos. En
este barrido la intensidad de fluorescencia del S° no superd las 10 UA y en las muestra

no supero a las 180 UA.

En la grafica A se observa que la regiéon de emision del lases azul no fue coincidente
con aquella en donde se emitié la fluorescencia. Sin embargo debido a la proximidad
el fendmeno de solapado de picos se podria predecir sobre la region inicial del

espectro.case coincidiendo sobre el S°.

En B, grafica de 4 405 nm (verde) los picos de fluorescencia fueron coincidentes para
las muestras. Interesante notar que el pico emitido des de la muestra no bioldgica
presentd un perfil con forma mas tipica de barrido espectral, con un uUnico pico
pontiagudo lo que se explico por la estructura mas homogénea de las particulas de S°,
probablemente granos. Se ha descrito que la estructura de las particulas de S° influye
en los analisis espectrales (Pasteris, 2001). En las muestras de biomasa se habian
formado cristales de S° probablemente, por el tratamiento de fijacion y
almacenamiento. Es posible que la variacién en la forma de los picos represente las
desviaciones del espectro de emision derivados de la re- estructura de las particulas
de S.

En la figura C se presenta el resultado para el lambda amarillo, que coincide con la
CY3. Ene sta imagen se vé claramente que el pico de emisién se solapa sobre el
rango de emision de la cianina. La coincidencia de perfiles indicd que la sefial
fluorescente fue clara y concentrada en dds puntos del espectro. Lo que infuenci6 en
la altura y en el formato de las curvas elaboradas de las muestras bioldgicas fue el

montantde de azufre elemental

Por ultimo comentar los resultados de la fig. 11.7D. Al excitar sobre el rojo se logré
eliminar la senal emitida de las muestras biolégicas, pero no del azufre. La curva del

S° pareci6 desplazada hacia la derecha, pero no se comprobd su origen
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En la figura 11.8 se reproducieron algunas imagenes generadas durante el barrido
espectral. El 1 de excitacién se ensefia en cada foto. De la izquierda a la derecha y de
arriba abajo se ensefa la fluorescencia captada con estimulacion al laser azul (4 405
nm); verde (488 nm), amarillo (559 nm) vy, rojo (635 nm). De acuerdo con aquellas

imagenes el S° emite autofluorescencia en un rango bastante amplio.

Tanto a 405 nm como a 559 nm la sefial fue muy fuerte mientras que a 488 nm el
background fue muy bajo., lo que es indicado para el célculo en Matlab. Comparando
las fotos se obsevod que cuando se estimulé a 635 nm el ruido fue un poco mas fuerte
que a 488 nm, pero lo bastante bajo para poder trabajar. Los datos de intensidad
fueron calculados como promedios, de la lectura de sefial que se capté en dos

regiones de interés (ROI).

A 5539 nm

Figura 11.8: Imagenes espectrales de una muestra de azufre elemental en los barridos
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Los resultados del barrido con el azufre elemental fueron coherentes con otros
trabajos publicados. La autofluorescencia inherente a especies de SOB fue reportada
para Beggiatoa pero en aquello trabajo no se comprobaron la procedencia de la sefial
de falso positivo (Ahmad 1999). Pasteris y colaboradores (2001) lograron probar que
el SO intracelular afecta a los perfiles espectrales. El mismo parece haber pasado en el
presente estudio donde la sefial fluorescente experimentdé cambios de perfil a
depender de la estructura del SO. Fernandez (2008) investigaron la interferencia de
autofluorescencia en FISH y CARD-FISH en Thiobacillus pero no han reportado
inconvenientes de falsos positivos. Asi como en el caso de F245 del presente estudio

aquellos autorepudieron restar con suceso los ruidos de las cuantificaciones.

11.3.5. Eleccion de fluorocromo

De acuerdo con los resultados presentados, la autofluorescencia que emitié el S° en el
verde y en el amarillo, del lambda es suficiente para enmascarar las sefiales
especificas de hibridacion. Los resultados indicaronn que el fluorocromo Cy3 que
emiten en 570 nm no se deben utilizar en aplicaciones FISH donde haya azufre
elemental. En cambio los barridos al 4 635 nm comprobaron que la Cy5 es adecuada
al tipo de muestra. Los perfiles espectrales de los tres fluorocromos Cy3, Cy5 y FAM-6
se pueden apreciar en la figura 11.8. Las graficas se generaron con datos tomados

des de la pagina http://www.lifetechnologies.com.

En base a los resultados de los barridos espectrales se llevo a cabo la eleccion de un
nuevo fluorocromo, para substituir la Cy3 en aplicaciones de FISH con Cy5, y doble
sonda. En base al coeficiente de extincién y en el perfil espectral el fluorocromo

elegido fue la fluoresceina (FAM-6).

11.3.6. Hibridacioncon FAM-6

La ultima etapa de este estudio, fue ejecutar una prueba para comprobar la
sensibilidad de las sondas con el nuevo fluorocromo FAM-6. Se optd por aplicar las
sondas ALF968, BET42a y GAM42a debido a que la abundancia predecible para las
células estaba cerca del 10%. Lo interesante de la propuesta fue que la sonda dirigida
hacia la clase 8 serviria como control negativo de la hibridacién una vez que con la

tag-454 se comprobd su ausencia en las muestras F586 del biofiltro. De este modo se
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obtendria obligatoriamente sefal negativa para BET42a y sefal positiva para ALF968

y GAMA42a, hecho que permitiria la evaluacion de cobertura y sensibilidad.
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Figura 11.9. Perfiles de longitud de onda para fluorocromos Cy3, FAM-6 y Cy5. En azul

espectros de excitacién y en rojo, de emisién de fluorescencia

Los resultados de los calculos de abundancia relativa informarén que el cambio para
FAM-6 fue adecuado una vez que los resultados de abundancia relativa para
proteobacterias a, § y v presentaron valores proximos a lo esperado: para ALF968
10%, BET42a 5.6 y para Gama 53.4% (x 60%). Sin embargo, los datos aun no

coincidieron con las informaciones obtenidas con la tag-454 a no ser para ALF968.
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Las discrepancias en los resultados indicaron que otros problemas estaban asociados.
Para BET42a se asumid que la discrepancia fue debida a alguma hibridacion
inespecifica sobre Acidithiobacillus. En el caso de la Sonda GAM42a los problemas de
baja afinidad en la hibridacion persistieron y parecen haber comprometido el analisis
FISH ya que en el recuento de la pirosecuenciacion alzé el 80% de abundancia
relativa. Debido a los problemas reportados mas arriba en el texto esta sonda deberia
ser utilizada en conjunto con sus otras variantes. Otras sondas se podrian obtener
para las gamaproteobacterias disefiadas para hibridar en un conjunto mas
heterogéneo, de especies. Ademas, lo indicado seria aplicar sondas mas especificas

ya que son mas sensibles y viables.

11.4. Conclusion

La comparativa de los perfiles de emision de fluorescencia demostré que la biomasa,
independientemente de la fecha de muestreo, tenia un perfil de emisién de
fluorescencia que coincidia con el perfil del S°. La estrategia de optimizacién dirigida
hacia la substitucion de Cy3 por FAM-6 fue adecuada para las muestras. Sin embargo
las sondas utilizadas para clases de proteobacteria no fueron adecuadas para esta

comunidad.

11.5. Efetividad del protocolo de optimizacion del
FISH: limitaciones y prospectivas para aplicacion en

entornos de biofiltracion

En procesos biotecnoldgicos el FISH no ha sido obscurecido por el creciente uso de
aproximaciones de alto desempefo para la identificacién de las secuencias de ADN y
para cuantificacion de expresion genética. Los analisis gendmicos son mas robustos
cuando se trata de la identificacion pero no lo son para la geografia (relaciones
espaciales y temporales). Para ello, FISH ha sido, sin margen a dudas, la herramienta
de primera eleccion; incluso con microorganismos fastidiosos o cuando el ambiente es
mas complejo o selectivo como en biopeliculas. Por estas, entre otras razones, ésta
aproximacién se consolidd como una herramienta poderosa para estudios de auto
ecologia microbiana permitiendo el estudio sincronico de la composicién de las

comunidades microbianas y de su dinamica (Amann & Fuchs 2008)
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Los estudios de microbiologia ambiental en biofiltros aun son poco comunes y la
aplicacion del FISH para identificacién y cuantificacion de poblaciones ha seguido la
tendencia de lo que ocurre en el area de tratamiento de aguas residuales. Todavia, un
salto cuantitativo es eminente, visto que las investigaciones empiezan a ensefar
tendencia a otro rumbo, con ayuda de micro-sensores y nuevas aproximaciones in
situ. Es el momento de cambiar el enfoque hacia ecologia de paisajes microbianos,
entendido que sus caracteristicas (aspecto de la matriz, distribucion de nutrientes,
inhibicién, control de crecimiento, oxigenacion, pH, entre muchos) se aproximan mas
al del medio ambiente de un biofiltro de gases. Ya se ha visto que las especies
cambian de comportamiento cuando se encuentran asociadas en biopeliculas y que
apenas se puede conjeturar cuando se toma informacion de identidad. En este sentido
se estudiaria muestras que representen el paisaje, la distribucién de la diversidad en
funcién a los parametros micro-ambientales con destaque para la difusion de los
gases, la influencia de la distribucién de alimento, las rutas metabdlicas preferenciales,
estudiadas mediante seguimiento de genes expresados (FISH de expresion) de entre

tantas posibilidades
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Capitulo 12

Conclusiones y perspectivas de trabajos futuros
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12.Conclusiones y perspectivas de trabajos

futuros

En base a los objetivos planteados para el trabajo de investigacion y en las
conclusiones ya presentadas a lo largo del documento, se obtuvo el exito del
desarrollo de la metodologia para analisis de diversidad y estudio de ecologia de la
biofiltracién, mediante aproximacion tag-454, en biofiltros percoladores;. asi como el
proceso de optimizacién para la técnica de FISH. En funcion de las particularidades de
los trabajos llevados a cabo en la presente tesis, las conclusiones, y las perspectivas

de trabajos futuros pertinentes, se resumen en los siguientes subapartados:

12.1. Tag-454 para estudio de la comunidad en

biofiltros percoladores

4 Los métodos de preparacion de muestras y de extraccion de ADN dirigido hacia
las biopeliculas, permitieron recoger, con alto rendimiento, el material genético

de los distintos soportes.

v Los resultados de clasificacion fueron satisfatérios, y se mostraron sensibles al

tamano de las lecturas de secuencias y al grado de similitud

v" La cobertura oferecida por las bases de datos de secuencia no fue suficiente a

la hora de asignar identidad a un montante significativo de secuencias.

v Los datos de abundancia relativa fueron adecuados para describir el

componente biolégico, en distintas condiciones medio ambientales.

v' Las discrepancias observadas en los tamafos de las bibliotecas que fueron

comparadas no afectaron, para nada, a los estudios de comunidad.

v' La aproximacion tag-454 permitid recoger y organizar la informacion de
diversidad para distintos niveles taxondmomicos con amplia cobertura y alta

resolucion.
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12.2.

12.3.

v

Ecologia:correlacion entre datos de operacion

y diversidad

Se logré describir el comportamiento de la comunidad de los tres biofiltros.

Los sistemas presentaron una diversidad sorprendente de bacterias, entre
poblaciones especialistas en oxidacion aerdbica y andxica de azufre, y

oportunistas (no relacionadas a la biodegradacion del contaminante estudiado).

BTF-H,S AER: La acidificacion ejercié fuerte presién selectiva. el que
promocioné cambios significativos en la composicion de las SOB
representados por la simplificacion de la diversidad. La actividad
sulfurooxidante, que en condiciones neutras, fue ampliamente distribuida entre
diversas poblaciones, pasdé a manos de Acidithiobacillus y Acidiphylium con el

cambio de pH.

BTF-H,S ANOX: Los régimes de circulacién influyeron en la distribucion de
diversidad y promocionaran la estractificacion de la comunidad en funcién de
los gradientes de nitrato y sulfuro de hidrogeno. La actividad desulfurante fue

atribuida principalmente a la poblacion de Sedimenticola en todos los ensayos,

BTF-NH; fue mas selectivo, cuando comparado con los otros biofiltros
investigados en esta tesis, presentando menor diversidad. Esto fue debido al
efecto inhibitorio de amonio y nitrito sobre los AOB y NOB. En cualquiera de los
casos, las poblaciones nitrificantes dominantes fueron representadas por

Comamonas, Nitrosomonas y Nitrobacter.

La competencia entre las especies menos comunes (con abundancia entre el 1
y el 2%) contribuy6 para el equilibrio de la comunidad, funcionando como un

mecanismo de auto-control de la fraccién no especialista.

La amplia distribucién de diversidad representé un potencial fisiolégico auxiliar,

que se podria explorar en la actividad de degradacién.

Optimizacién de protocolo FISH:

Demostr6 que la tag-454 es una herramienta efectiva a la hora de elegir

sondas para una aplicacion.
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v Los analisis de cobertura y la busqueda de la especificidad fueron
fundamentales a la hora de identificar y predecir problemas de hidridacion

inespecifica sobre Acidithiobacillus y baja especificidad para GAM42a.

v' La autofluorescia emitida del azufre influencié en los recuentos de Bacteria
cuando se aplicé fluorocromo Cy3, que emite sobre el amarillo produciendo

resultados supra estimados.

v' El fluorocromo FAM-6 fue utilizado con éxito, permitiendo eliminar la sefial de

falso positivo.

12.4. Perspectivas de trabajos futuros

La ampliaciéon del conocimiento de la ecologia de bioprocesos, y de la biofiltracion,
depende de la aplicacién de herramientas de alto desempefio, como por ejemplo la
pirosecuenciacion tag-454, para desvelar el componente bioldgico. En este sentido, el
presente estudio abre un abanico de posibilidades para seguir trabajando en el
seguimiento de pobalciones en bioreactores. De hecho, des de que el primer trabajo
fue publicado, miembros de otros grupos de investigacion buscaron ayuda para
implementar la tag-454 como herrameinta de rutina en sus reactores. De este interés
surgieron colaboraciones que terminaron en valiosas publicaciones*. Asi que el
objetivo de poner a punto una técnica sensible y barata fue alcanzado. Sin embargo,
para estudiar la influencia directa de lo parametros de operacion sobre la actividad de
la microbiota se necesitarian tener el acceso a la estructura interna de la biopelicula
durante los ensayos de ajustes de parametros de operacién. Tampoco se encontrd
referencia a disefio experimental para estudios de la ecologia en los articulos
revisados. En microbiologia, las escalas del ambiente son microscépicas, asi como la
influencia de los parametros. Para estudiar la performance, el alcance de las
perturbaciones y la resistencia del ecosistema, se necesitaria de métodos menos
invasivos para toma de muestras, y métodos de seguimiento de parametros fisico-
quimicos mas efectivos a micro escala. Asi que se deberia invesigar los gradientes por

medio de micro-sensores en asociacion a FISH de expresion.

Hasta la fecha, los analisis han tenido un abordaje macroscépico y las muestras se
tomaron siempre por métodos invasivos, que impidieron investigar la distribucion de
tareas en la estructura de la biopelicula o relacionar parametros como composicién de

la comunidad microbiana. De cara al futuro, se plantea asociar la técnica de
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espectroscoia RAMAN para cuantificaciéon del azufre elemental en los biofiltros,
asociado al FISH de localizacion a fin de identificar cambios de actividad

sulurooxidante y evitar acumulacién de S°.
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Anexo 1

Método de analsis del Research and Testing Laboratory (consultar en el CD-ROM)
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Anexo 2

Tabla 5.4. Abundancia relativa para especies que contribuyeron con entre 0.1 y 1% de lecturas
de secuencias en la muestra 245d

Identidad % Identidad % Identidad %
Bradyrhizobium sp 0.5 Lamiaceae (uncl. género) 0.2 Humicoccus flavidus 0.1
Dyella ginsengisoli 0.5 Lysobacter sp 0.2 Humicoccus sp 0.1
Flavobacterium sp 0.5 Ottowia sp 0.2 Hyphomicrobium sp 0.1

Nltrosom;r;?]cé?é:;a ae (uncl. 0.5 Rhodanobacter thiooxydans 0.2 Luteibacter (uncl. especie) 0.1
Rhizobium sp 0.5  Rhodovastum (uncl. especie) 0.2 Lysobacter (uncl. especie) 0.1
Rhodanobacter terrae’ 0.5 Shinella sp 0.2 Massilia (uncl. especie) 0.1
Chloroflexaceae (uncl. género) 0.4 Stenotrophomonas sp 0.2 Methylobag%tﬁgfc;:)eae (uncl. 0.1
. Thioalkalivibrio (uncl. Methylocystaceae (uncl.

Malikia sp 0.4 especies)? 0.2 género) 0.1
Ralstonia (uncl. especie) 0.4 Thiobacillus (uncl. especie) 0.2 Methylocystis (uncl. 0.1

’ ’ _— ’ ’ especies) ’

Ralstonia sp 0.4 Variovorax sp 0.2 Mlcrobactgrlaceae (uncl. 0.1

género)

Rhodomicrobium (uncl. . .

especie) 0.4 Xanthomonas sp 0.2 Microbacterium sp 0.1

Afipia sp 0.3 AmdlmlcroPlaceae (uncl. 0.1 Mycobacterium sp 0.1
género)

2 Acidiphilium (uncl. .

Azoarcus sp 0.3 especie) 0.1 Niastella sp 0.1

Cytophagaceae (uncl. género) 0.3 Acidisphaera (uncl. especie) 0.1 Parvibaculum sp 0.1

Deinococci (uncl. orden) 0.3 Mbacll_lus (uncl. 0.1 Phenylobacterium sp 0.1
especie)

. Acidithiobacillus Propionivibrio (uncl.

Dyella (uncl. especies) 0.3 ~ferrooxidans 0.1 especie) 0.1
Nitrosospira (uncl. especie)1 0.3 Agrococcus (uncl. especie) 0.1 Rhizobiaceae (uncl. género) 0.1
Actinoplanes (uncl. especie) 0.2 Amoebophilus asiaticus 0.1 Rhodobacter capsulatus 0.1

Agreia sp 0.2 Azoarcus (uncl. especie)1'2 0.1 Rhodoplanes sp 0.1

Bradyrhizobium elkanii 0.2  Blastochloris (uncl. especie) 0.1 Rh"d"fse“d.omo”as 0.1

aecalis

Catellibacterium sp 0.2 Chloroflexales (uncl. familia) 0.1 Sphlngomgg:g;(;eae (uncl. 0.1

Comamonas (uncl. especie) 0.2 Comamo;:::rcc:gae (uncl. 0.1 Sphingomonas adhaesiva 0.1

Cryomorp'haceae (uncl. 0.2 Cryobacterium sp 0.1 Sphingomonas mali 0.1
género)

Dokdonella sp 0.2 Cytophagales (uncl. familia) 0.1 Sphingomonas sp 0.1

. Thermomonas (uncl.

Fulvimonas sp 0.2 Dyella sp 0.1 especie) 0.1

Geobacter (uncl. especie) 0.2  Edaphobacter (uncl. especie) 0.1 Thermomonas brevis 0.1

Geobacteraceae (uncl. 0.2 Flavisolibacter sp 0.1 Thioalkalivibrio sp> 0.1
género)

Gynumella (uncl. especie) 0.2 Frateuria (uncl. especie) 0.1 Thiobacillus thioparus 0.1

Halothiobacillus (uncl. especie) 0.2 Haemop h”L{S 0.1 Thiomonas (uncl. especie) 0.1

parahaemolyticus
Hyphoml(;rgrt])é?gfae (unc. 0.2  Halothiobacillus neapolitanus 0.1 Total 16.4

Subrayado, SOB; Negrita; especie aciddfila
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Tabla 5.5. Abundancia relativa de especies con menos de1% y mas de 0.03% de lecturas de
secuencias en 586d (subrayado para especies SOB).

Identidad (%) Identidad (%)
Acidithiobacillus caldus 0.48 Lamiaceae (uncl. género) 0.11
Acidithiobacillus ferrooxidans 0.47 Acetobacteraceae (uncl. género) 0.09
Leifsonia sp 0.46 Acidithiobacillaceae (uncl. género) 0.08
Thiomonas sp 0.34 Amoebophilus asiaticus 0.07
Acidisoma tundrae 0.29 Pseudomonas aeruginosa 0.07
Mycobacterium sp 0.19 Acidisoma (uncl. especie) 0.05
Microbacterium sp 0.14 Alcanivorax sp 0.03
Rickettsiales (uncl. género) 0.12 Legionella (uncl. especie) 0.03
Xanthomonadales (uncl. familia) 0.12 Thermomonas (uncl. especie) 0.03

Total 3.18
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Tabla Resumen de la literatura sobre biofiltracion andxica

Anexo 3

Material/ origen

Técnica/

Caracteristicas - Objetivo Comentarios . . Ref.
inoculo microbiota
"Laboratorio Piedra volcanica/ Evaluacion la Influencia de la Estudio de la concentracién de
-Biogas sintético * carga H,S. Viabilidad de dos ) o (Soreanu et al.
efluente de SBR e . H2S. Producto final nitrito y -
\[H2S y NHz: ] biofiltros en serie para recoger el 2008)
i (ND) azufre
variadas azufre elementar.
-2; Laboratorio IénsFtilct:)cr)as di(;dra Estudio del material de soporte Aspectos de proceso/ acumulo de
-Biogas sintético P Y P ade soporte, biomasa afecté la performance. La (Soreanu et al.
volcanica/ para apoyar modelizacion de . -
[H2S y NH3 ] . concentracion de NH3 fue 2009)
; efluente SBR, parametros .
variadas (ND) optimizada
-La_bor'atorlo Espuma Comparativa de proceso aerobio y Aspectos de proceso. Probd
- Biogas real . o - . ' (Montebello et al.
- [H2S 1 2000 poliuretano / lodo anoxico, en condiciones similares metilmercaptano en mescla con - 2012)
ppmy EDAR, (ND) de operacion. H.S
-Piloto, 12 litros Fibras de
-Biogas sintético lastico/ lodo Estudio de optimizacién de Se utiliz agua residual rica en FISHy SEM/ (Soreanu et al.
-[H2S y NH3 ] pED AR (ND) parametros de operacion Nitrato. T. denitrificans 2008)
variable
-Laboratorio Estudio del efecto de la . ' . .
-Biogas sintético Pall rings/ lodo concentracion de entrada de H,S y EStUdfrgigiZ”C%% clc;[rgulgldad, ?iﬁfagzg (Fernandez et al.
-[H2S y NH3 ] EDAR (ND) de régimen de alimentacion de _ perono s P , 2013)
h o ) identificacion de la bandas. conclusivos
variable solucion de nitrato
-Laboratorio Espuma Estudio del efecto de la
-Biogas sintético _EsP concentracion de entrada de H2S (Fernandez et al.
poliuretano lodo - . - Aspectos de proceso. -
-[H2S y NH3 ] EDAR (ND) y de régimen de alimentacion de 2014)
variable solucién de nitrato

SBR- reactor bioldgico secuencial; EDAR- estacion depuradora de aguas residuales; ND- inoculo indeterminado
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Anexo 4

Este anexo esta formado de tablas 5.3a, 53b, que se elaboran en Excell. (consultar en
el CD-ROM)

269



270



Tabla: Resumen de las publicaciones de FISH en bicfiltracion de compuestos azufrados

Anexo 5

o - Técnica de
Caract_er_l'stlca el iz Claljzives _ylo identificacion Sonda/ especificidad(b) F* Ref.
condiciéon O2/ gas de S comentarios fi o
ilogenética
EUB338mix; NON338; Cy3
Composicion de EUK502; ARCH915
Real/ aerobico/ mescla la comunidad Clonaie ALF968; BET42a; GAM42a 5.3'/_50 (Friedrich et al
gases industria animal/ microbiana/ seouonaedsn CF319a; HGC69a; LGC354mix; PLA46; Oredan 2003)
Dimetildisulfuro disefo de NIT3; ALBO34 regen
sondas S-*-Ntspa-0712-a-A-21; NSO190; gD AP|
SRB385; XAN818; ACA6B52; a
Laboratorio/ aerobio/ Monitorizaciéon de )
. . . . Eub338 mix Cy5
mistura |pfleterm|nada de camblo§ enla DGGE ALF1b @- BET42a®: GAM42a® DAPI (Chung 2007)
gases emitidos de compost diversidad
. Eub338 mix
. . Caracterizacion . . Cys,
Piloto EDAR/ aerobloi*st, de la comunidad ) ALF968; BET42a, GAM42a Cy5 (K:-L. Ho, Chung,
MT, DMS y DMDS redominante HGCB69A; LGC354mix FITC Lin, et al. 2008)
P PSE/Pseudomonas sp.
Distribucion EUB338mix""
espacial de la Clonaie ALF968?:BET42a% ?:GAM42a% @), ov3 (Maestre et al.
Laboratorio/ aerobio/ H,S comunidad BSO Secuencliac};én EP402-423?; G123T??: TBD1419%"; Cy5 2010)
y evolucion a lo TMD131S-S-H.neap-635-a-A-19®) ¥
largo del tiempo S-S-T.int-0442-a-A-18v®
2 Biofiltros reales/ dogurla Clonaie (Kristiansen,
aerobio/ mescla- de congt;aminante/MA sec enchag;’n - - Lindholst, et al.
gases/ Dimetil disulfuro RUFISH* u ° 2011)
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(continuacion) Obietivos v/o Técnica de
Caracteristica de la planta ) y identificacion Sonda/ especificidad(b) F* Ref.
A comentarios " s
condiciéon O,/ gas de S filogenética
Distribucion @ EUB33?2”li)Xm @)
copaca sels nrosTE oM
Laboratorio/ aerobio/ H.S comur;idgd BSIO - TMD131 S—S—H.ne‘ap-635-a-A-1 9@ C§5 (Rovira 2012)
é fvg’;;"t’l’; :1‘ ?) TBD1419?; TMD131?; TM2GO138
9 P S-S-T.int-0442-a-A-18v?
EUB338mix""
Evolucion de la ALF968?; BET42a"; GAM42a?);
Real / Aerobio / Hz2S comunidad a lo - DELTA495mix? Cy3 Cy5? (Pérez et al. 2012)
largo del tiempo HGC69A®
LGC354mix ¥

(1)
(2)
@)

marcado con Cy3
marcado con Cy5
Marcado con FITC

Cy3 Cianina-3

Cy5 Cianina-5

FITC fluoresceina-5-isotiocianato
DAPI 4',6-diamino-2-fenilindol

*Fluorocromo
**metanotiol, disulfuro de dimetilo y sulfuro de dimetilo

(@)

(b)
NON338- Control negativo

ALF968- Proteobacteria 0

Con el competidor

BET42a -Proteobacteria 3

GAM42a -Proteobacteria Y
DELTA495 (a, b, c) - Proteobacteria &
EP402-423 Proteobacteria €
HGC69A- Actinobacteria

LGC354 (a, b, c)- Firmicutes

G123T- Thiothrix eikelboomii, T. nivea, T. unzii, T. fructosivorons,

(Especificidad) UB338mix: mescla de EUB338 (I, II, lll) Eubacteria

T. defluvii, Eikelboom type 021N group |, 11, 1l
TMD131- Sulfurimonas denitrificans

S—S-H.neap-635-a-A-19- Halothiobacillus neapolitanus

TBD1419- Thiobacillus denitrificans
S—8-T.int-0442-a-A-18v- Thiomonas intermedia
TM2GO0138- Grupo 2 Thiomonas
EUK502-Eucarya

ARCH915-Arqueal

PLA46-Planctomycetal
S-*-Ntspa-0712-A-A-21-Nitrospira
SRB385-Sulfato-reductoras
XAN818-Xanthomonas
ACA652-Acinetobacter
ALBO34a-Bordetella spp., Alcaligenes spp.
NS0190-oxidantes de amoniaco
NIT3-Nitrobacter

CF319a-Cytophaga-Flavobacterium cluster del filo Bacteroidetes
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Anexo 6

Tablas del analsis de las sondas FISH (consultar en el CD-ROM)
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