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Resumen

Uno de los procesos mas utilizados en el tratamiento de aguas residuales es el de
fangos activos en sus distintas modalidades. La compleja comunidad de
microorganismos que participan en los procesos de fangos activos es su principal
caracteristica para llevar a cabo con éxito la depuracion del agua. A pesar de los muchos
estudios realizados para conocer la comunidad de bacterias que integran el proceso de
fangos activos falta mucho por conocer de la estructura y dindmica de la poblacion.

El conocimiento de la poblacion microbiana y de sus posibles relaciones con los
pardmetros operacionales de la EDAR (Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales)
puede contribuir en gran medida a la optimizacion de los procesos implicados y por
tanto repercutir de forma importante en los costes de operacion.

En el presente trabajo se plante6 el objetivo de detectar mediante la técnica
molecular de hibridacion in situ con sondas 16S rDNA marcadas con fluoréforos
(FISH) la poblacion de bacterias y arqueas que esta presente en un reactor de aireacion
continua de fangos activos.

La deteccidn se realiz6 a nivel taxondmico de phylum y clase de bacterias y
arqueas, asi como a nivel de grupos funcionales: como las bacterias nitrificantes,
desnitrificantes, acumuladoras de fosforo, acumuladoras de glucégeno, metanotrofas,
sulfato reductoras y metanogénicas. Se detectdé un promedio del 80% del total de
poblacién presente en las muestras a nivel de phylum y clases. La poblacion de
Proteobacteria de la clase p-Proteobacteria fue la dominante a lo largo del muestreo,
seguidas de la clase a-Proteobacteria y y-Proteobacteria. A nivel de grupos funcionales
se detectd menos del 50% de la poblacion presente, siendo el grupo dominante entre los
estudiados las bacterias sulfato reductoras, seguidas de las bacterias desnitrificantes.
También se detectd presencia de arqueas metanogénicas y arqueas oxidantes de amonio.

Al trabajar con FISH es importante considerar la complejidad de deteccién
simultanea de las células Gram negativas y Gram positivas. EI método de fijacion
variara con las diferencias estructurales a nivel de membrana, asi como con el tipo de
muestra a analizar.

Por otra parte, también se ha detectado con FISH formas helicoidales,
posiblemente ascoporas del phylum Ascomycota, con actividad enzimatica
glucoronidasa y fosfatasa. Los ascomicetos son saprofitos descomponedores y pueden
contribuir en el proceso de depuracion, aunque no se ha establecido todavia su
capacidad de degradacién de materia organica en un proceso de fangos activos.

La diversidad de la comunidad de organismos en el proceso de fangos activos
depende de las caracteristicas de las aguas a tratar, de los pardmetros operacionales

como oxigeno disuelto y edad de fango entre otros y de los pardmetros fisico-quimicos.
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En este trabajo se estudio la variabilidad de la comunidad de bacterias y arqueas durante
un afio. Las muestras se tomaron en el reactor bioldgico de la EDAR del Carraixet con
una frecuencia de muestreo quincenal. Mediante la aplicacion de diversos estadisticos
como: CCorA (analisis de correlacion candnica); AC (andlisis de correspondencia) y
ACC (analisis de correspondencia canonica), se obtuvo las relaciones de cada poblacién
presente en las muestras con los parametros operacionales y fisico-quimicos del licor
mezcla.

La abundancia de las bacterias y arqueas por grupo taxonémico (phylum y clase)
presentaron una relacion mas alta con las variables operacionales, mientras que la
abundancia por grupo funcionales dieron una relacién més elevada con las variables
fisico-quimicas.

Las relaciones entre la poblacion de protozoos y la poblacién de bacterias y
arqueas fueron estudiadas mediante analisis multivariante. El resultado fue que existe
relacién entre algunas comunidades de protozoos y algunas bacterias o arqueas, lo que
indicaria que pueden compartir caracteristicas de hébitat.

En general, en sistemas de fangos activos con aireacion continua las variables
operacionales y fisico-quimicas del licor mezcla juegan un papel importante en la
dindmica poblacional de las bacterias y arqueas.



Resum

Un dels processos mes utilitzats en el tractament d'aigiies residuals és el de fangs
activats en les diferents modalitats. La complexa comunitat de microorganismes que
participen en els processos de fangs actius és la seva principal caracteristica per dur a
terme amb éxit la depuracio6 de l'aigua. Malgrat els molts estudis realitzats per conéixer
la comunitat de bacteris que integren el procés de fangs actius falta molt per coneixer de
I'estructura i dinamica de la poblacio.

El coneixement de la poblacié microbiana i de les seves possibles relacions amb
els parametres operacionals de I'EDAR pot contribuir en gran mesura a l'optimitzacio
dels processos implicats i per tant repercutir de forma important en els costos
d'operacio.

En el present treball es va plantejar I'objectiu de detectar mitjancant la técnica
molecular d'hibridaci6 in situ amb sondes 16S rDNA marcades amb fluorofors (FISH)
la poblaci6é de bacteris i arqueobacteris que esta present en un reactor de ventilacio
continua de fangs actius.

La deteccid es va realitzar a nivell taxonomic de phylum i classe de bacteris i
arqueobacteris, aixi com a nivell de grups funcionals: com els bacteris nitrificants,
desnitrificants, acumuladors de fosfor, acumuladors de glucogen, metanotrofs, sulfat
reductors i metanogeénics. Es va detectar una mitjana del 80% del total de poblacid
present a les mostres a nivell de phylum i classes. La poblacié de Proteobacteria de la
classe p-Proteobacteria va ser la dominant al llarg del mostreig, seguides de la classe a-
Proteobacteria i y-Proteobacteria. A nivell de grups funcionals es va detectar menys del
50% de la poblacié present, sent el grup dominant entre els estudiats els bacteris sulfat
reductores, seguides dels bacteris desnitrificants. També es va detectar presencia de
arqueobacteris metanogeénics i arqueobacteris oxidants d'amoni.

En treballar amb FISH és important considerar la complexitat de deteccid
simultania de les cel-lules Gram negatiu i Gram positiu. EI métode de fixacié variara
amb les diferéncies estructurals a nivell de membrana, aixi com amb el tipus de mostra a
analitzar.

Daltra banda, també s'ha detectat amb FISH formes helicoidals, possiblement
ascopores del phylum Ascomycota, amb activitat enzimatica glucoronidasa i fosfatasa.
Els ascomicets son saprofits descomponedors i poden contribuir en el procés de
depuracid, encara que no s'ha establert la seva capacitat de degradacid de matéria
organica en un procés de fangs actius.

La diversitat de la comunitat d'organismes en el procés de fangs actius depen de
les caracteristiques de les aigiies a tractar, dels parametres operacionals com oxigen
dissolt i edat de fang entre d'altres i dels parametres fisicoquimics. En aquest treball es
va estudiar la variabilitat de la comunitat de bacteris i arqueobacteris durant un any. Les
mostres es van prendre en el reactor biologic de 'EDAR del Carraixet amb una
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freqUiencia de mostreig quinzenal. Mitjangant I'aplicacié de diversos estadistics com:
CCor A (analisi de correlacié canonica); AC (analisi de correspondéncia) i ACC (analisi
de correspondencia canonica), es va obtenir les relacions de cada poblacio present a les
mostres amb els parametres operacionals i fisicoquimics del licor mescla.

La abundancia dels bacteris i arqueobacteris per grup taxonomic (phylum i
classe) va presentar una relacié meés alta amb les variables operacionals, mentre que la
abundancia per grup funcionals va donar una relacié més elevada amb les variables
fisicoquimiques.

Les relacions entre la poblaci6 de protozous i la poblacié de bacteris i
arqueobacteris van ser estudiades mitjancant analisi multivariant. EI resultat va ser que
hi ha relacio entre algunes comunitats de protozoos i alguns bacteris o arqueobacteris, el
que indicaria que poden compartir caracteristiques d'habitat.

En general, en sistemes de fangs actius amb ventilacié continua, les variables
operacionals i fisicoquimiques del licor mescla tenen un paper important en la dinamica
poblacional dels bacteris i arqueobacteris.
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Abstract

Activated sludge, in its various forms, is one of the most widely used wastewater
treatment processes. The main feature to successfully perform the wastewater
purification is the complex community of microorganisms involved in the activated
sludge process. Despite the numerous studies conducted to know the community of
bacteria in the activated sludge, the structure and population dynamics are not
completely understood.

Knowledge of the microbial population and their possible relationships with the
operational parameters of the wastewater treatment plant (WWTP) can greatly
contribute to the optimization of the processes involved and therefore have an important
impact on operating costs.

In this study, detection of bacteria and archaea populations present in a
continuous aeration activated sludge reactor has been assessed using a molecular
technique, fluorescence in situ hybridization with 16S rDNA probes labeled with
fluorophores (FISH).

Bacteria and archaea were studied at phylum and class level. Other bacteria such
as nitrifying bacteria, denitrifying bacteria, phosphorus accumulating organisms,
glycogen accumulating organisms, methanotrophic bacteria, sulfate-reducing and
methanogenic organisms were studied at functional groups level. An average of 80% of
the total population present in the samples at the level of phylum and classes was
detected. S-Proteobacteria class of the phylum Proteobacteria was the dominant during
the sampling, followed by a-Proteobacteria and y-Proteobacteria classes. At the level
of functional groups, it has been detected less than 50% of this population, being the
dominant group the sulfate-reducing bacteria, followed by denitrifying bacteria.
Presence of methanogenic archaea and ammonia oxidizing archaea was also detected.

When working with FISH technique the complexity of simultaneous detection
of Gram negative and Gram positive cells is an important issue. The fixation method
depends on the structural differences at membrane level and the type of sample being
tested.

Moreover ellipsoidal shapes, possibly ascospores of the phylum Ascomycota,
with glucuronidase and phosphatase enzyme activity, have been also detected by FISH.
Ascomycetes are saprophytic decomposers and can contribute to the treatment process,
but its capacity to degrade organic matter in the activated sludge process has not ben yet
established.

The diversity of the community of organisms in the activated sludge process
depends on the characteristics of the water to be treated, the operational parameters
(such as dissolved oxygen, sludge age and others) and physicochemical parameters. In
this study, the dynamiccommunity of bacteria and archaea was studied during one year.
Samples were taken from the biological reactor of the Carraixet WWTP with a bi-
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weekly sampling frequency. Different multivariate analysis were carried out such as
CCorA (canonical correlation analysis); CA (correspondence analysis) and CCA
(canonical correspondence analysis), to study the relations of each population present in
the samples with the physico-chemical and operational parameters.

Bacteria and archaea abundance by taxonomic group (phylum, class) was higher
related to operational variables, while functional groups abundance were higher related
to the physico-chemical variables.

Relationships between protozoa population, bacteria population and archaea
were studied by multivariate analysis. Results showed a relationship between some
protozoa communities and some bacteria or archaea, indicating that they can share
habitat characteristics.

In general in activated sludge systems with continuous aeration, operational and
physical-chemical variables of mixed liquor play an important role in the population
dynamics of bacteria and archaea.
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Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

1 Introduccion

El aumento de la poblacion mundial y de las necesidades surgidas del desarrollo
econdmico y la explotacion demogréfica, ha ocasionado que el agua sea un recurso
natural cada vez mas escaso.

La contaminacion del agua empieza desde que precipita en forma de lluvia
arrastrando impurezas del aire. Al llegar a la superficie de la tierra se le afiade otros
contaminantes generados por el hombre, ya sea por la actividad agricola, ganadera o
industrial. Todo esto hace sobrepasar el poder de autodepuracion de la naturaleza,
haciendo necesario tomar medidas para mitigar el problema de la contaminacion del
agua. Estas medidas consisten en llevar a cabo tratamientos fisicos, quimicos y
bioldgicos para depurar las aguas contaminadas generadas por las actividad humana.

A las aguas contaminadas por las actividades del hombre se les denomina aguas
residuales. Las aguas residuales son el liquido recogido mediante la red de
alcantarillado para su envio a una planta de depuracién (Mujeriego, 1990).

Se considera agua residual al agua proveniente de las zonas habitadas y que son
generadas principalmente por el desarrollo humano y las actividades comerciales o
domesticas de limpieza y alimentacion (Barajas Lopez, 2002).

Las aguas residuales urbanas (ARU), son generadas cuando dentro de la misma
red de alcantarillado que transporta el agua proveniente de las zonas habitadas, se
vierte aguas residuales de origen industrial. Estas ltimas provienen de las
instalaciones de manufacturado y elaboracion de alimentos. Asi mismo las ARU
pueden contener aguas de escorrentia que acceden a la red de alcantarillado a través de
los pozos de registro y aguas subterraneas que se infiltran en la red a través de uniones
deterioradas o de grietas en las conducciones (Barajas Lopez, 2002).

En las ultimas décadas se han desarrollado una gran variedad de procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos para el tratamiento de aguas residuales. Cada uno de
ellos se caracteriza por una serie de limitaciones, eficiencia y costes econémicos.

Los tratamientos fisicos como la precipitacion, la adsorcién o el arrastre por
corriente de gas, entre otros, transfieren los contaminantes del agua a una segunda
fase, pero sin eliminarlos. Son, por tanto, procesos no destructivos. Los tratamientos
quimicos tales como la oxidacion humeda, la ozonizacion, la radiacion UV o el
empleo de agentes quimicos oxidantes (como o peroxido de hidrogeno) actian sobre
aquellas moléculas susceptibles de oxidacion. Son, por tanto, procesos no selectivos,
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lo que eleva considerablemente los costes de implantacion y de reactivos (Scott, R.J.
and Ollis, D.F., 1995).

Los tratamientos biolodgicos son preferidos frente a los quimicos siempre que sea
posible, ya que tienen mayores rendimientos con menores costes econdmicos de
explotacion y mantenimiento, puesto que destruyen completamente los contaminantes,
transforméandolos en sustancias inocuas como el dioxido de carbono, el nitrogeno
molecular, u otros subproductos como el metano. Los costes de inversion de los
procesos bioldgicos son del orden de 5 a 20 veces menores que los quimicos. A su vez,
los costes de tratamiento son de 3 a 10 veces menores (Marco et al., 1997).

1.1 Caracteristicas tipicas de las aguas residuales

La composicion de un agua residual muestra un amplio margen de variacion
entre las diferentes poblaciones. Esto se debe no solo a las influencias de origen
industrial, comercial y fluvial que pudiera presentar sino también a los usos publicos
del agua en funcion de la naturaleza de la poblacion residente.

En términos generales, la mayor parte de los componentes presentes en un agua
residual son materia organica, nutrientes, sales metalicas, materia inorganica y
microorganismos. Una considerable parte de estos componentes se encuentran en
forma particulada.

La diversidad en composicion de las aguas residuales hace necesario la
caracterizacion (analiticas) de las mismas, en especial cuando se desea definir
estrategias de tratamiento y de aplicacién de las tecnologias adecuadas para el
cumplimiento de las normativas de vertidos existentes.

Los principales parametros que se analizan tanto en las aguas de entrada como
en las aguas de salida de las plantas de tratamiento son: SS (Solidos suspendidos),
SSV (Sélidos Suspendidos Volatiles), DBO (Demanda Bioquimica de Oxigeno), DQO
(Demanda Quimica de Oxigeno), pH, nitrégeno y fésforo.

1.2 Procesos bioldgicos en aguas residuales

La materia organica que se encuentran en las aguas residuales, sufre cambios
debido a la accion de los organismos que se encuentran en ellas.

Todos los procesos bioldgicos llevados a cabo en la depuracion de las aguas
contaminadas con materia organica biodegradable, se basan en el proceso natural de
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autodepuracion de las aguas y por tanto en los requerimientos nutricionales de los
microorganismos (Catalan, 1997).

Los microorganismos en ausencia o presencia de oxigeno libre, descomponen la
materia organica obteniendo la energia necesaria para sus necesidades metabolicas y
para elaborar otros materiales que incorporan a sus propias células (Catalan, 1997).

El objetivo fundamental del tratamiento bioldgico de las aguas residuales con
materia organica biodegradable es estabilizar dicha materia organica. La estabilizacion
de la materia organica presente en el agua se realiza mediante la intervencion de
microorganismos, por lo que el éxito de éste tratamiento radicard en favorecer la
proliferacion de los mismos (Catalan, 1997).

Un tratamiento bioldgico ampliamente empleado en la depuracion del agua el
conocido como fangos activos. Este consiste en el desarrollo de un cultivo microbiano
en un depdsito agitado, aireado y alimentado con agua residual. Dicho cultivo es capaz
de metabolizar como nutrientes la materia orgénica contaminante presente en el agua.

En los sistemas de fangos activos, junto con las aguas residuales son
introducidas muchas especies de organismos. Muchas de las especies encuentran en
los fangos activos un medio inadecuado y, como consecuencia de ello, mueren; otras
en cambio se ven favorecidas de modo que persisten y se multiplican. La composicion
especifica de los fangos activos estard determinada por la velocidad relativa de
crecimiento de las especies, la disponibilidad de alimento en competicion con otras
especies del mismo nivel trofico y el efecto de la predacion de los organismos de
niveles troficos mas altos. Otros factores importantes son: la disponibilidad de
oxigeno, el pH, la temperatura y la presencia de agentes inhibidores o tdxicos. De
todas las especies de un mismo nivel trofico que compiten por el mismo alimento la
méas fuerte y mejor adaptada se convertird en dominante. Esta situacion deberia
conducir a la eliminacion de las otras especies que compiten. Esto no ocurre debido a
las condiciones cambiantes que se dan conforme los fangos pasan a traves del sistema,
lo que favorece sucesivamente a diferentes especies y a la introduccion constante de
una poblacién microbiana mixta que mantiene la competencia por el alimento (Ferrer
etal., 2007).

Los principales microorganismos que se pueden encontrar en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales son: bacterias, arqueas, protozoos, algas, hongos,
rotiferos y nematodos (procariotas y eucariotas), siendo las bacterias las que
constituyen el 95% de la biomasa en el proceso de fangos activos (Ferrer et al., 2007).
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1.3 Organismos Procariota y Eucariota

Antes de entrar en detalle sobre los microorganismos que encontramos en el
proceso biologico de depuracion las aguas residuales, se explicara en términos
generales la clasificacion taxondmica. Para ello se describira la division y la evolucion
en la clasificacion del arbol de la vida.

En 1925 (Chatton, E., 1925) se propuso una division de los seres vivos en
organismos procariotas y eucariotas. Esta divisién no fue del todo aceptada, por lo que
en 1969 (Whittaker R.H., 1969) se establecié 5 reinos para los seres vivos: Plantae,
Animalia, Fungi, Potista y Monera, quedando los procariotas en la division Monera y
los Eucariotas en los 4 reinos restantes (Plantae, Animalia, Fungi y Protista). En los
afios de 1970 se demostro, basandose en estudios con SSU rRNA (small subunit
ribosomal Ribonucleic Acid) que los procariotas (reino Monera segun Whittaker) se
dividian en dos linajes, Eubacteria (dominio Bacteria) y Archaeobacteria (dominio
Arquea) (Woese et al., 1990) (figura 1).

Eucariota

Procariota

Figura 1. Division de los seres vivos.

Los principales dominios (bacteria, arquea y eucariota) se definen a partir de la
comparacion de las secuencias de RNA ribosomico. Cada dominio se caracteriza por
un conjunto de propiedades fenotipicas. Algunas de estas caracteristicas (Madigan et
al., 2004) son:
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Pared celular

Todas las bacterias poseen paredes celulares con peptidoglicano. Las Unicas
excepciones conocidas se encuentran en los miembros del grupo Plactomyces-Pirella,
cuyas paredes estan compuestas de proteina; en los grupos Micoplasma-Chlamydia,
que carecen de pared celular.

Eucariota y arquea carecen de peptidoglicano. Las paredes celulares de
eucariota, estdn constituidas por celulosa y quitina. En arquea existen varios tipos de
paredes celulares, desde las que contienen pseudopeptidoglicano, anélogo al
peptidoglicano o a las formadas por polisacaridos, proteinas o glicoproteinas.

Lipidos

Bacteria y eucariota sintetizan lipidos de membrana con un esqueleto de acidos
grasos unidos a una molécula de glicerol por un enlace éster. Los lipidos de las
arqueas son moléculas con enlaces éter.

En la figura 2 se puede observar la estructura de los enlaces que unen los lipidos
al glicerol.

RNA polimerasa

En todos los organismos la transcripcién se lleva a cabo por medio de la RNA
polimerasa dependientes de DNA (Deoxyribonucleic Acid). El DNA es el molde y el
RNA el producto. Las células de bacterias contienen un Unico tipo de RNA polimerasa
con una estructura cuaternaria relativamente simple que contiene cuatro polipéptidos.

La RNA polimerasa de arquea es mas compleja que en las bacterias. Esta en
argueas contiene ocho o mas polipéptidos. La principal RNA polimerasa de eucariota
(hay tres) contiene 10-12 polipéptidos.
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Figura 2. Unidn de los lipidos con el glicerol (Madigan et al., 2004).

1.3.1 Clasificacién Microbiana

Los sistemas de clasificacion estan compuestos de taxones (grupo de organismos
emparentados) ubicados en sus respectivas categorias taxondémicas. Las categorias
taxondmicas fundamentales son: Dominio, Phylum o division, Clase, Orden, Familia,
Género y Especie.

Dominio.- Es la categoria taxondmica atribuida a cada uno de los grupos en los que se
divide a los seres vivos.

Phylum.- Categoria taxonémica fundamental que agrupa a los organismos de
ascendencia comun y que responden a un mismo sistema de organizacion.

Clase.- Grupo taxondémico que comprende varios érdenes de organismos con muchos
caracteres comunes.

Orden.- Cada uno de los grupos taxonémicos en que se dividen las clases y que se
subdividen en familias.

Familia.- Taxon constituido por varios generos naturales que poseen gran nimero de
caracteres comunes.

Género.- Taxdn que agrupa a especies que comparten ciertos caracteres.
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Especie.- Cada uno de los grupos en que se dividen los géneros y que se componen de
individuos que, ademas de los caracteres genéricos, tienen en comun otros caracteres
por los cuales se asemejan entre si y se distinguen de los de las demaés especies. La
especie se subdivide a veces en variedades.

En la figura 3 se puede observar la estructura de la secuencia RNA en la cual se
marca la region de cada dominio taxonémico del analisis SSU rRNA.

41~ 39/~\42 /43 43/l 43le
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. Green: Bacteria + Archaea

Orange: Eucarya + Archaea
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Figura 3. Secuencia RNA ribosémico de Escherichia coli (Madigan et al., 2004).

1.4 Dominio Arquea

Son un grupo de microorganismos unicelulares y muy similares en forma y
tamano a las bacterias. Las arquea, como las bacterias, son procariotas que carecen de
nucleo celular o cualquier organulo dentro de la célula. Difieren de las bacterias,
puesto que tienen una evolucion independiente a las bacterias y presentan muchas
diferencias bioquimicas respecto a las demas formas de vida. Esto hace que a estos
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organismos se les clasifique de forma independiente en el arbol filogenético de las 3
ramas evolutivas de la vida (Eucariotas, Arqueas y Bacterias).

Algunos organismos son quimioorganotrofos y por tanto, utilizan compuestos
organicos como fuente de carbono y energia. La quimiolitotrofia también esta bien
establecida en las arqueas, siendo el H; el principal donador de electrones. La
autotrofia estd bastante extendida en la arquea. En los organismos metandgenos y
presumiblemente en la mayoria de los quimiolitotrofos hiperterméfilos, el CO, se
incorpora por la via acetil-CoA (Madigan et al., 1997), es decir, se lleva a cabo una
reduccion del CO, mediante dos vias lineales; una molécula de CO; es reducida al
grupo metilo del acetato, y la otra es reducida al grupo carbonilo. Sin embargo, para
las arqueas metanogénicas esas reacciones son innecesarias ya que obtienen sus
grupos metilo directamente de sus donadores de electrones o los fabrican durante la
metanogénesis a partir de H,+CO,. De esta forma la célula dispone de grupos metilo
en abundancia para empezar el proceso (Madigan et al., 2004). El grupo carbonilo del
acetato obtenido durante el crecimiento autotréfico de los metandgenos procede de la
CO deshidrogenasa (figura 4).
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Figura 4. Reacciones por la via acetil-CoA de las metanogénicas (Madigan et al., 2004).
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Dentro del dominio arquea encontramos 3 phylum (Euryarchaeota,
Crenarchaeota y Korarchaeota) (figura 5). En los reactores anaerobios asi como en
los digestores anaerobios la poblacién de arqueas es abundante. Los ordenes de estos
organismos que se han encontrado en estos medios son: Methanomicrobiales,
Methanosarcinales y Methanobacteriales (Buzzini et al.,2006; Hwang et al., 2008),
pertenecientes al phylum Euryarchaeota. También se ha reportado estudios de
reactores anaerobio-aerobios donde ciertos niveles de oxigeno son tolerables entre la
poblacion de arqueas metanogénicas (Kato et al., 1997; Estrada et al., 2001; Anzola et
al., 2008).

Las arqueas metanogénicas son parte de la poblacién caracteristica en los
digestores de las EDAR (Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales) (Leclerc et al.,
2004). Sin embargo también se ha hallado arqueas metanogénicas en el proceso de
fangos activos (Gray et al., 2002).

o DOMINIO ARCHAEA

EURYARCHAEOTA MARINO S
HALOBACTERIUM

| HALOCOCCUS l\

| CRENARCHAEOTA MARINOS |

Euryarchaeota
|.l RCHAEQGLOBUS |

ETHANOCAL
METHANOBACTERIUM| [0 0nope

Crenarchaeota
METHANOTHERMUS

PYRODICTIUM

THERMOFPROTEUS

METHANOPYRUS DESULFUROCOCCUS

HATRONOCOCCUS

METANO
HALOFILOS

SULFOLOBUS

METHANOSACINA

METHANOSFIRILLUM ]
FERROPLASMA
=
PICROPHILUS

THERMOPLASMA I

“Korarchaeota”

Figura 5. Subdivisiones del dominio Arquea (Madigan et al., 2004).

Los habitats de los organismos metandgenos pueden ser:

. Sedimentos andxicos

. Tractos digestivos de animales

. Fuentes hidrotermales de H,+CO,

. Sistemas anaerobios de fangos activos (reactores y digestores)
. Endosimbiontes de varios protozoos anaerobios

Su taxonomia se basa tanto en caracteristicas fenotipicas como filogenéticas.
Estructuralmente son procariotas y poseen diversos tipos de paredes celulares segun
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especie. Fisioldgicamente, los metandgenos son anaerobios estrictos y la mayor parte
de los metan6genos conocidos son mesofilos aunque también existen extremofilos.

Existen 11 sustratos susceptibles de ser metanizables por cultivos puros de
arguea metanogénicas (Madigan et al., 1997), tales como:

. Sustratos “tipo CO;”. Didxido de carbono (CO,), Formato (HCOO") y
monoxido de carbono (CO).

. Sustratos “metilicos”. Metanol (CH3OH), Metilamina (CH3NH,), dimetilamina
((CHg3)2NH), trimetilamina ((CHs)sN), metilmercaptano (CHsSH) y sulfuro de dimetilo
((CH3):2S).

. Sustratos “acetotroficos”. Acetato (CH3COQ") y Piruvato (CH3;COCOO)).

Un dato importante sobre las arqueas es que se han hallado en fangos activos
pero en pequefas cantidades (Gray et al., 2002; Serviour y Nielsen, 2010), sin
embargo no hay muchos estudios sobre estos organismos en el sistema de fangos
activos. En 2006 un estudio realizado dio conocimiento de la presencia de Ammonia-
Oxidizing Arquea (AOA) perteneciente al phylum Crenarchaeota, en bioreactores de
varias EDAR en California USA (Park et al., 2006).

1.4.1 Phylum Crenarchaeota

Durante méas de 100 afios se ha creido que las bacterias eran las Unicas
responsables de la fijacién del amonio. Sin embargo se ha hallado una arquea que
también es capaz de la oxidacion del amonio. La amonia-oxidizing arquea (AOA),
Nitrosopumilus maritimus fue hallada en el sustrato de un acuario marino tropical
(Koénneke et al., 2005). Este organismo pertenece a las arqueas Crenarchaeota, es un
quimilitroautotrofo y crece bajo condiciones mesoéfilas. El crecimiento de las AOA se
inhibe en presencia de carbono organico (Erguder et al., 2009). Las AOA fueron
detectadas en fangos activos de 5 EDAR en USA. Estas EDAR operaban a bajas
concentraciones de oxigeno y altos tiempos de retencion hidraulico (Park et al., 2006).
En sistemas de MBR (Membrane Bioreactor con filtros sumergidos y columnas
aireada-anoxica) se ha hallado también presencia de las AOA (Gdémez-Silvan et al.,
2010).

Un estudio de las cinéticas de oxidacion del amonio (Martens et al., 2009)
demostrd6 que las AOA crecen en ambientes oligotroficos con altas y bajas
concentraciones de amonio y fésforo, teniendo una ventaja ante las AOB. Estudios
previos han demostrado que en ambientes oligotroficos las AOA son
significativamente mas numerosas que AOB (Martens-Habbena et al., 2009).

12
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Tambien se ha estudiado los factores que afectan a la presencia de las AOA
(Erguder et al., 2009), sin embargo, es limitado lo que se sabe de los factores
ambientales que influyen en estos organismos. La mayoria de las AOA estudiadas
reflejan influencia de factores hidroldgicos y biogeoquimicos (Erguder et al., 2009).
Se considera que las AOA pueden tener un amplio rango de condiciones de
crecimiento (Erguder et al., 2009). En la Figura 6 se muestra la propuesta de la
influencia dominio/actividad de las AOA en respuesta a la variacion del fosfato, del
pH, del amonio y del oxigeno disuelto bajo presencia de sulfitos.

b
High 5\
phosphate High NHy % Ammonia
AOB \  toxicity
AOB . \
Mo sulfide \
{No suffide) ( ide) \
— _""'--—._________ \
AOA T AOCA -
Low (Sulfide present) (Sulfide present)
phosphate Low NHy R
Low DO High DO Low pH High pH

Figura 6. Posible relacion dominio/actividad de la comunidad AOA (Erguder et al., 2009).
Segun Kénneke (Konneke et al., 2005) la taxonomia propuesta para la AOA es
la siguiente:

Dominio: Arquea
Phylum Crenarchaeota phy. nov.

Orden Nitrosopumilales
Familia Nitrosopumilaceae
Género Nitrosopumilus maritimus

1.4.2 Phylum Euryarchaeota

Tal como se habia mencionado dentro de este phylum encontramos a las arqueas
metanogénicas.

Estos organismos han sido hallados en poca proporcion en procesos aerobios en
el tratamiento de aguas residuales (Gray et al., 2002).

En la figura 7 que se muestra a continuacion, se puede apreciar un grupo de las
arqueas methanosarciales que pertenecen a este phylum. Las arqueas de esta figura

corresponden a organismos hallados en la EDAR de la Cuenca del Carraixet.

13
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Los organismos que se puede observar en la figura 7 se encuentran en diferentes
ambientes. En la figura 7A, las arqueas methanosarciales estan en un ambiente
anaerobio (digestor anaerobio). Sin embargo en la figura 7B, se observa también
arqueas methanosarciales en un ambiente aerobio (reactor aerobio).

Figura 7. Arqueas metanogénicas. A) Argueas methanosarciales en una muestra de digestor
anaerobio en la EDAR Carraixet. B) Arqueas methanosarciales en una muestra del reactor
aerobio en la EDAR Carraixet. 600X.

Las arqueas methanosarciales en un digestor anaerobio (figura 7A) forman
agregados muy marcados y con forma de racimos, mientras que las methanosarciales
encontradas en un reactor aerobio (figura 7B) estan dentro del floculo, con menor
abundancia y dispersas en él.

1.4.2.1 Organismos metandgenos

La caracteristica comun de los organismos metanogénicos y de otros organismos
litétrofos, es el uso de hidrégeno como fuente de energia y del diéxido de carbono
como aceptor de electrones. Este modo de generacion de energia se ajusta a los
definidos como quimiolitétrofos.

Los organismos metanogénicos juegan un papel muy importante en el circuito
degradativo del ciclo del carbono. Estos utilizan como sustrato para generar metano, el
producto de degradacion de las bacterias formadoras de &cidos (Catalan, 1997).

El proceso que comprende la formacion del metano a partir de acético y de

hidrogeno se llama metanogénesis. Esta es la Gnica via por la cual los organismos
metanogénicos pueden obtener energia para su crecimiento. Las arqueas
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metanogeénicas son los Unicos productores de metano como un producto catabolico
final. Estos organismos pueden utilizar acetato, H,, CO, y/u otras fuentes de carbono
como sustrato (Salazar, 2008).

La clasificacion taxondmica de los metandgenos se ha realizado mediante varios
métodos entre los que se incluye el estudio de su morfologia, motilidad, imagenes por
microscopia electronica, morfologia de la colonia, caracteristicas nutricionales, tasa y
condiciones de crecimiento, productos metabdlicos finales, tincion Gram,
susceptibilidad a lisis, analisis de lipidos, distribucién de poliaminas, hibridacion de
acidos nucleidos y secuenciacion del 16S rRNA entre otros estudios (Boone et al.,
1988). En 1977 (Woese et al., 1977) clasifico a los metanogénicos dentro del domino
arguea. Originalmente sélo se clasificaron los metandgenos en este nuevo dominio; las
arqueas eran consideradas extremofilos que sélo vivian en hébitats como aguas
termales y lagos salados. Se han definido 5 drdenes, 10 familias, 26 géneros y 74
especies validas (Boone et al., 1993; Salazar, 2008) de organismos metanogénicos.

. Orden Methanobacteriales

Incluye a dos familias; la familia Methanobacteriaceae y la familia
Metanothermaceae. La familia Methanobacteriaceae tiene cuatro géneros
morfoldgicamente distintos. Estos incluyen especies recuperadas de una variedad de
habitats (agua dulces, rumen bovino, madera, intestino de termitas, etc.), las cuales son
capaces de utilizar sustratos como H,/CO,, 2-propanol, formato y metanol para
producir CH,4. La familia Metanothermaceae consiste de un unico género termofilo
extremo hidrogenotrofo.

. Orden Methanococcales

Incluye a dos familias, Methanococcaceae y Methanocaldococcaceae, cada
familia con dos géneros. Los cuatro generos son hidrégenotrofos principalmente de
ambientes marinos y costeros. La mayoria de las especies son capaces de utilizar H, y
formato como donadores de electrones.

. Orden Methanomicrobiales

Comprende a tres familias y nueve géneros de metanogénicas hidrogenotrofas.
La familia Methanomicrobiaceae incluye a especies aisladas de varios ambientes. La
familia Methanocorpusculaceae incluye a tres generos que utilizan H,/CO, y formato
como sustrato. La familia Methanospirillaceae es una familia nueva con un dnico
género; sus miembros se han reportado en varios habitats y son capaces de utilizar
diferentes donadores de electrones para la metanogénesis del CO..

. Orden Methanosarcinales
En 1993 se (Boone et al., 1993) propuso reagrupar a todos las metanogénicas
acetotroficas y/o metilotréficas dentro de dos familias en este orden. La familia
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Methanosarcinaceae que incluye a seis géneros de metanogénicas muy versatiles
aisladas de varios habitats y que son capaces de utilizar H,/CO,, acetato 0 compuestos
metilo como sustratos. La familia Methanosaetaceae incluye a un Unico género de
metanogena acetotréfica obligada.

Orden Methanopyrales

Es un nuevo orden de metanogénicas hipertermofilicas, las cuales no estan
relacionadas con todas las otras metanogénicas conocidas. El orden incluye una Unica
familia, Methanopyraceae y una especie Methanopyrus kandleri.

Se ha determinado la secuencia del DNA del genoma total Methanococcus
jannaschii (Bult et al., 1996) y Methanobacterium thermoautotrophicum (Smith et
al., 1997). Recientemente, la secuencia del DNA para archaeoglobul fulgidus también
ha sido publicado (Klenk et al., 1997). Esta arquea sulfato-reductora
filogenéticamente esta estrechamente relacionada con el género Methanosarcinales,
con quien comparte muchas caracteristicas bioquimicas en comun.

Basandonos en el manual Bergey’s (Garrity et al., 2001), tenemos la siguiente
taxonomia de las arqueas metanogénicas:

Phylum Euryarchaeota
Clase Methanobacteria
Orden Methanobacteriales
Familia Methanobacteriaceae

Género Methanobacterium

Género Methanobrevibacter

Geénero Methanosphaera

Género Methanothermobacter
Familia Methanothermaceae

Género Methanothermus

Clase Methanococci
Orden Methanococcales
Familia Methanococcaceae

Género Methanococcus
Género Methanothermococcus

Familia Methanocaldococcaceae
Género Methanocaldococcus
Género Methanotorris

Clase Methanomicrobia
Orden Methanomicrobiales
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Familia Methanomicrobiaceae

Género Methanomicrobium
Geénero Methanoculleus
Geénero Methanofollis
Geénero Methanogenium
Geénero Methanolacinia
Género Methanoplanus
Familia Methanocorpusculaceae
Género Methanocorpusculum
Familia Methanospirillaceae
Geénero Methanospirillum

Orden Methanosarciales
Familia Methanosarcinaceae

Género Methanosarcina
Género Methanococcoides
Género Methanohalobium
Género Methanohalophilus
Género Methanolobus
Género Methanomicrococcus
Género Methanosalsum
Familia Methanosaetaceae
Género Methanosaeta

Clase Methanopyri
Orden Methanopyrales
Familia Methanopyraceae
Género Methanopyrus

Las arqueas metanogénicas fueron el primer grupo microbiano en tener su
taxonomia basada en la filogenia deducida por la secuencia de 16S rRNA (Balch et
al., 1979; Raskin et al., 1994). La distribucion limitada filogenética de las
metanogénicas sugirié que una base de datos de secuencia de rRNA podria ser la base
para el disefio de sondas que abarquen la mayoria de los miembros del grupo. Para
esto se desarrolld y caracterizo una coleccion de sondas metanogénicas (figura 8).

Entre las arqueas metanogénicas podemos distinguir 3 principales grupos
nutricionales:

1. Arqueas metanogénicas hidrogenotrofas: Estas arqueas utilizan como sustrato
el hidrogeno mas dioxido de carbono y algunas el formato.
2. Arqueas metanogénicas acetoclasticas: Estas arqueas utilizan el acetato como

sustrato y segun las especies hidrégeno mas didxido de carbono y metilaminas.
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3. Arqueas metanogénicas
metilaminas y metildisulfuros.
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Figura 8. Clasificacion de las sondas metanogénicas en relacién con las bacterias metanogénicas
que hibridan (Crocetti et al., 2006).

En las especies descritas hay 67% de hidrogenotrofas, 13% de acetoclasticas,
27% de metilotrofas obligadas y el 3% son hidrogeno-metilotrofas y usan el hidrégeno
para reducir el metanol a metano. Algunas especies son alcoholotrofas y producen
metano en presencia de ciertos alcoholes como donadores de hidrégeno. EI monodxido
de carbono puede también ser convertido en metano, pero no constituye un sustrato
importante en la metanogénesis. Sin embargo, existen al menos 11 sustratos

susceptibles de ser metanizables por cultivos puros de metano-arqueas (figura 9).

18



Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de
Aguas residuales

Sustratos metanolizables por varias
Archaea metanogénicas

I. Sustratos de tipo CO,
Diéxido de carbono, CO, (con electrones derivados del H,,
ciertos alcoholes o el piruvato,
Formato, HCOO
Monoxido de carbono, CO

II. Sustratos metilicos

Metanol, CH,OH
Metilamina, CH3NH5'
Dimetilamina, (CHj3),NH,'
Trimetilamina, (CH3)3sNH
Metilmercaptano, CH;SH
Sulfuro de dimetilo, (CH3),S

II1. Sustratos acetotroficos

Acetato, CH,COO ~
Piruvato, CH;COCOO -

Figura 9. Sustratos de las metanogénicas (Madigan et al., 2004).

En la figura 9 podemos apreciar que se dividen en 3 clases de sustratos; la
primera clase incluye un sustrato muy importante como es el CO,, que es reducido
hasta metano utilizando el hidrégeno como fuente de poder reductor:

COy + 4H, — CH4 + 2H,0
Otros sustratos incluyen el formato y monodxido de carbono.

La segunda clase de sustratos metanogénicas son sustancias con grupo metilo.
Utilizando el metanol como modelo metilico, la formacion del metano puede ocurrir
de dos formas. La primera incluye la reduccion del metanol por una fuente externa de
electrones como es el hidrégeno:

CH30H + H, — CHs + H,O

Alternativamente y en ausencia de hidrégeno, algunas moléculas de metanol

puede oxidarse hasta dioxido de carbono para generar los electrones necesarios para

reducir otras moléculas de metanol hasta metano:

4CH3;0H — 3CH4+ CO, + 2H,0
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La dltima clase de sustrato es a partir de la ruptura del acetato hasta dioxido de
carbono y metano:
CH3COO- + H,O — CH4s + HCO3”

Solo algunos metandgenos son acetotroficos (tabla 1), pero aproximadamente
dos tercios del metano generado en la metanogénesis a partir de fango activo deriva
del acetato, y solamente un tercio lo hace a partir del anhidrido carbonico (CO,) e
hidrogeno; es decir, este tipo de acetotrofia tiene gran significado en la naturaleza.

En la tabla 1 se aprecia que organismos metanotrofos corresponde a cada grupo

nutricional conocido de las arqueas metanogénicas, asi como la reaccion que se lleva a
cabo a partir del sustrato correspondiente al grupo nutricional.

Tabla 1. Grupos nutricionales de las arqueas metanogénicas (Garcia J. L, 1991)

1. Hidrogenotroficas

H, + CO; + formato segun especies — CH,

Methanobacterium Methanothermus Methanofollis
Methanococcus Methanolacinia Methanothermobacter
Methanogenium Methanospirillum Methanothermococcus
Methanopyrus Methanobrevibacter Methanocaldococcus
Methanoculleus Methanomicrobium Methanotorris
Methanoplanus Methanocorpusculum

2. Acetoclasticas

Acetato + segun especies H, + CO; + Formato, Metanol y Metilaminas — CH,

Methanosarcina

Methanosaeta

3. Metilotroficas

Metanol + Metilaminas — CH,

Methanolobus Methanohalophilus Methanocorpusculum
Methanohalobium Methanococcoides Methanobacterium
Methanogenium Methanospirillum Methanomicrococcus
4. Hidrogeno-metilotroficas

H, + Metanol — CH,

Methanosphaera

5. Alcoholotroficas

CO,+ alcohol (2-propanol, 2-butanol, etanol) — CH,

Methanobacterium Methanogenium Methanofollis
Methanospirillum Methanocorpusculum
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1.5 Dominio Bacteria

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se multiplican por escision
celular. Estas son las principales responsables de la mineralizacion de la materia
organica.

Desde el punto de vista metabdlico, las bacterias se clasifican en autétrofas, es
decir, que tienen como fuente de carbono didxido de carbono y en bacterias cuya
fuente de carbono son compuestos organicos ya sintetizados por otros organismos. A
éstas se les denomina heterétrofas. También se clasifican por su via energética, es
decir, las bacterias cuya fuente de energia es la luz, se les llama fototrofas y a las
bacterias que obtienen su energia de sustancias quimicas, se les denomina bacterias
quimiotrofas. Por otra parte, en funcion de su poder reductor, los organismos pueden
ser litotrofos (oxidan compuestos inorganicos) y organotrofos (oxidan compuestos
organicos) (Serviour y Nielsen, 2010).

La principal ventaja competitiva de las bacterias, reside en su extraordinaria
facultad metabdlica, es decir, su capacidad de adaptacion a condiciones ambientales y
sustratos organicos muy variados. Ciertos alimentos o sustratos organicos estimulan
selectivamente la accion metabolica de algunas bacterias. De la misma forma, las
sustancias resultantes del metabolismo de un grupo de bacterias, estimulan a otros
grupos de bacterias a multiplicarse (Catalan, 1997).

El conocimiento de las comunidades bacterianas es de particular intereés.
Algunos datos de estudios sugieren que las bacterias quimioheterotrofas son las
bacterias mayoritarias en los lodos o fangos activos, ya que incluyen una gran variedad
de bacterias (Serviour y Nielsen, 2010). Las técnicas microbioldgicas convencionales
sugieren como grupo dominante a las y-Proteobacteria en las EDAR, mientras que la
técnica FISH (Fluorescent in situ Hibridization) detecta como grupo dominante a las
p-Proteobacteria. Entre este grupo las bacterias mas abundantes son de la familia
Comomonadaceae (Khan et al., 2002; Spring et al., 2004) y género Acidovorax
(Schule et al.,1999). El segundo grupo dominante que se detecta por FISH son las a-
Proteobacteria del género Sphingomonas (Neef et al., 1999) y el género Caulobacter
(Holm et al., 1996). Tambien se ha hallado miembros de Actinobacteria o de o-
Proteobacteria como las SRB (Sulfate Reducing Bacteria) (Serviour y Nielsen, 2010).
Todos los organismos antes mencionados son ejemplos de quimioheterotrofos
encontrados en los fangos activos.

En los fangos activos encontramos bacterias formadoras de floculos y bacterias
no formadoras de floculos, de las cuales las formadoras de fléculos son de gran interés
en los sistemas de tratamiento de las EDAR. El floculo es una estructura heterogenea
compleja formada por agregados de bacterias. La formacion y estructura del floculos
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es un factor importante en la sedimentabilidad del fango. Mas de 300 cepas
bacterianas crecen dentro de los fléculos de los fangos activos. En el floculo se realiza
la oxidacién de la materia organica asi como la transformacion de los nutrientes.
Tambieén se lleva a cabo la produccion de polisacaridos y otros polimeros que sirven
para la formacién de floculos de biomasa (Bitton G., 1994).

En la figura 10 se muestra un diagrama con las principales reacciones llevadas a
cabo por las bacterias dentro de los fangos activos. Las reacciones que se detallan en
dicha figura son las de interés para los tratamientos de aguas residuales por la
eliminacién tanto de la materia organica como por la eliminacion de nutrientes.

Bacterias Autétrofas ,
A Amonio-Oxidantes

NO2+H20 |« NH4
A
CATABOLISMO
Bacterias Autétrofas ,

Nitrato-Oxidantes < 02

\ J
4 3 2 1
N2 |«— N20 [<— NO |« NO2 [«— NO3
Bacterias Desnitrificantes
CO2+H20+N2 & y - CO2+H20
Bacterias Heterotrofas Bacterias Heterotrofas
Anoxicas Aerobias
SUSTRATO
MATERIA ORGANICA &
BIODEGRADABLE
NUTRIENTES - NUTRIENTES
Aerobio ¢ NO3
02 —p \
Anaerobio :
» m.! MATERIA ORGANICA
ANABOLISMO PO4 BloMASA »| NO BIODEGRADABLE

}

ACIDOS GRASOS
VOLATILES

'

GLUCOGENO >

Figura 10. Reacciones llevadas a cabo en los fangos activos.

Algunas de las reacciones que se llevan a cabo en el tratamiento bioldgico y que
aparecen en la figura 10 son:

La reaccion de NH;" a NO, la llevan a cabo bacterias amonio-oxidantes tales
como Nitrosomonas (N. europea, N. oligocarbogenes). Otras bacterias que realizan
esta reaccion son Nitrosospira, Nitrosococcus y Nitrosolobus.

La reaccion de NO, a NOjs la lleva a cabo bacterias nitrito-oxidantes como
Nitrobacter (N. agilis, N. Winogradski), Nitrospira y Nitrococcus.
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La oxidacion del Amonio (NH4") a Nitrato (NO3") son las realizadas por las
bacterias autotrofas en los sistemas aireados.

En la reaccion de NO3; a N intervienen diversos organismos organotrofos,
litotrofos y fototrofos. Los organismos que llevan a cabo esta reaccion se les
denominan desnitrificantes. Entre los representantes de este grupo de bacterias
encontramos a géneros como Zooglogea, Azoarcus y Thaurea entre otros.

Las bacterias desnitrificantes realizan por vias enzimaticas el paso de NO3 a Na.
En la figura 10 se indica para cada reaccion la enzima que participa. A continuacion se
detallan las enzimas que son responsables de la desnitrificacion:

nitrato reductasa
nitrito reductasa
oxido-nitrico reductasa
oxido-nitroso reductasa

o RE

Dentro del dominio Bacteria se han descubierto al menos 40 divisiones
(Phylum). Un estudio demostrd que los phylum que podemos encontrar en las aguas
residuales son: Proteobacteria, Bacteroides, Planctomycetes, Nitrospira,
Fusobacteria, Firmicutes, Cloroflexi, Actinobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia
y Spirochaetes (Sanapareddy et al., 2009), siendo las dominantes el grupo de las
Proteobacteria. A su vez, este grupo estd dividido en los siguientes subgrupos: a-
Proteobacteria,  [-Proteobacteria, y-Proteobacteria, o-Proteobacteria y e-
Proteobacteria (figura 11).

o DOMINIO BACTERIA

FLAVOBACTERIAS
ESPIROQUETAS ’ VERRUCOMICROBIOS

DEINOCOEE! BACTERIAS | PLANTOMYCES PIRELLA |
BACTERIAS 1 VERDES vy
VERDES NO ||__DELAZUFRE, .~
DEL AZUFRE | | | CHLAMYDIA
CYANOBACTERIA

THERMOTOGA ) i V1074 & BACTERIAS
- | [ GRAM POSITIVAS

THERMODESULFOBACTERIUM | ™. [ /// ; '. .
~ y 3 V[ or
. ’ A 1 f,! ) - ;

AQUIFEX N

PROTEOBACTERIAS

Figura 11. Subdivision del dominio Bacteria (Madigan et al., 2004).
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Las bacterias representan la mayor parte de la comunidad microbiana que se
encuentra en los procesos de fangos activos. Este dominio esta integrado por muchos
phylum. Para este estudio y en base a trabajos ya realizados en el estudio de las
comunidades microbianas, tanto de bacterias como de arqueas, se definid los posibles
phylum bacterianos que se pueden encontrar.

En la figura 12 se muestran los organismos detectados en una muestra de fangos
activos con proceso de nitrificacion (Maixner et al., 2008). En esta figura se puede
observar la gran diversidad que se puede encontrar en las muestras de aguas
residuales. Los phylum estan representados con distintos colores.

Figura 12. Secuencias halladas en muestras de fangos activos con proceso de nitrificacion
(Maixner et al., 2008).
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1.5.1 Phylum bacterianos

Los phylum que se describen en el presente trabajo son: Chloroflexi, Nitrospira,
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Plactomycetes, Acidobacteria y
Bacteroides. Todos estos phylum han sido descritos en varios estudios como parte de
la composicion de la comunidad de bacterias que se hallan en el tratamiento de las
aguas residuales mediante fangos activos.

1.5.1.1 Phylum Chloroflexi

El phylum Chloroflexi también es llamado “bacterias verdes no del azufre”. Este
phylum estd compuesto de pocos géneros, el mas conocido y estudiado es
Chloroflexus.

Chloroflexus es un organismo anoxifototrofo que utiliza compuestos organicos
como fuentes de carbono (heterotrofia). Sin embargo también pueden utilizar como
fuente de carbono compuestos como H,S+CO, o H,+CO, (autotrofia). Bajo
condiciones aerobias y en la oscuridad este organismo puede presentar
qguimioorganotrofia (Madigan et al., 2004).

La mayoria de las Chloroflexi son filamentosas y estan presentes en los fangos
activos (Madigan et al., 2004). Sin embargo presentan baja abundancia (Kragelund et
al., 2007). Ocasionalmente se las relaciona con el bulking en las EDAR (Beer et al.,
2002; Bjornsson et al., 2002).

En un estudio realizado por pirosecuenciacion para el analisis de la diversidad de
las bacterias en el tratamiento de aguas (Sanapareddy et al., 2009) se identificé una
baja abundancia del phylum Chloroflexi.

Basandonos en la jerarquia taxonomica segun el manual de Bergey (Garrity et
al., 2004), se muestran a continuacion los organismos del phylum Chloroflexi
encontrados en las aguas residuales (Beer et al., 2002; Bjornsson et al., 2002;
Kragelund et al., 2007; Miura et al., 2007):

Phylum Chloroflexi phy. nov.
Clase Chloroflexi
Orden Chloroflexales
Familia  Chloroflexaceae
Género Chloroflexus
Especie  Chloroflexus aurantiacus
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Especie  Chloroflexus aggregans
Género Roseiflexus
Especie  Roseiflexus castenholzii
Orden Herpetosiphonales
Familia Herpetoshiphonaceae
Género Herpetosiphon
Especie  Herpetosiphon aurantiacus
Especie  Herpetosiphon geysericola
Clase Anaerolineae

Orden Anaerolinaeles
Familia Anaerolinaceae

Género Anaerolinea
Especie  Anaerolinea Thermophila
Género Caldilinea

Especie Caldilinea aerophila

En la figura 13 se muestra una hibridacion FISH (Fluerescent in situ
Hibridization) de una muestra de fango activado donde se aprecia un fléculo de
bacterias junto con bacterias filamentosas (Choroflexi).

Figura 13. Cloroflexi encontradas con FISH en un reactor a escala de laboratorio con las sondas
CFX1223 y GNSB941. Las células en azul se han hibridado con EUBMIX, las bacterias
Chloroflexi se aprecian en color blanco y rosa. (Bjornsson et al., 2002).
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1.5.1.2 Phylum Nitrospira

Son organismos quimiolitotrofos y mesofilos (Madigan et al., 2004). Los
primeros organismos descritos de este phylum fueron hallados en aguas de mar
(muestras del oceéano Atlantico), Nitrospira marina (Watson et al., 1986; Daims et al.,
2001). Maés tarde se halld Nitrospira moscoviensis en un sistema de calefaccion en
Moscu (Ehrich et al., 1995). Estudios de laboratorio basados en microscopia y técnicas
moleculares revelan que las bacterias Nitrospira se hallan en diferentes habitats
(Wagner et al., 2002). La aplicacién y combinacion de FISH con microautoradiografia
(MAR-FISH), o con microelectrodos reveld nuevos aspectos de su metabolismo, tales
como la degradacién del ClIO, a Cl'y O, (Maixner, 2009).

Los primeros analisis de FISH enfocados a la cuantificacion de las poblaciones
de las bacterias nitrificantes, revelaron que las bacterias del género Nitrospira eran el
grupo NOB (Nitrifiying Oxidizing Bacteria) dominante en reactores nitrificantes a
escala de laboratorio y en las EDAR a bajas concentraciones de O, y no Nitrobacter
como se pensaba (Wagner et al., 1996; Hovanec et al., 1998, Juretschko et al., 1998,
Schramm et al., 1998; Okabe et al., 1999). Ademas, la técnica FISH demostro que las
bacterias Nitrospira forman fléculos y biofilms microbianos dentro de los fangos
activos (Daims et al., 2001).

Nitrospira crece autotroficamente y realiza la oxidacion del NO,” a NOj". Tiene
una relacion genética estrecha con las demas bacterias nitrificantes, sin embargo
fisiologicamente es muy diferente y carece de sistemas de membranas internas, como
es el caso de las bacterias nitrificantes (Madigan et al., 2004). En plantas de
tratamiento de aguas residuales y en reactores de nitrificacion se ha hallado el
organismo Candidatus Nitrospira defluvii (Spieck et al., 2006).

Otros geéneros dentro del grupo de Nitrospira son Leptospirillum, un
quimiolitotrofo oxidante de hierro y el género Thermodesulfovibrio, una bacteria
reductora de sulfato y termofilica que habita en manantiales de agua caliente (Garrity
etal., 2004).

Se desglosa la taxonomia de los organismos que encontramos en las aguas
residuales del phylum Nitrospira (Daims et al., 2001) segun el manual de Bergey
(Garrity et al., 2004):

Phylum Nitrospira
Clase Nitrospira
Orden Nitrospirales
Familia  Nitrospiraceae
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Género Nitrospira
Especie  Nitrospira marina
Especie  Nitrospira moscoviensis

Género Leptospirillum

Especie  Leptospirillum ferrooxidans
Género Magnetobacterium

Especie Candidates Magnetobacterium bavaricum
Género Thermodesulfovibrio

Especie  Thermodesulfovibrio yellowstonii
Especie  Thermodesulfovibrio islamdius

En la figura 14 se aprecia organismos pertenecientes al phylum Nitrospira en

muestras de fangos activos.

ip s Lk -
Figura 14. Organismos Nitrospira encontrados en aguas reS|duaIes con MAR-FISH (Wagner y
Loy 2002).
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1.5.1.3 Phylum Proteobacteria

Stackebrandt et al., (1988), usando la secuencia de 16S rRNA, definieron a las
purple bacteria (un grupo aparentemente no relacionado entre si) como
Proteobacteria.

El phylum Proteobacteria es el mas grande y més diverso fisiologicamente de
todo el dominio Bacteria. Estas comprenden 5 grupos con varios géneros cada uno.
Estos estan designados por las letras griegas alfa (a), beta (B), gama (y), delta (8) y
épsilon (g). Fisiologicamente, las Proteobacteria o, B y y son grupos con muchos
géneros o taxones que son fotétrofos, quimiolitétrofos o quimioorganotrofos. En las &
y € no se han encontrado fototrofos. Todas las bacterias del phylum Proteobacteria
son Gram negativas. (Madigan et al., 2004).

Emerson et al., (Emerson et al., 2007) basandose en la filogenética y datos
fisioldgicos, propusieron el primer cultivo representativo de una nueva clase de
Proteobacteria, la Dseta ({)-Proteobacteria. El organismo perteneciente a este nuevo
grupo propuesto es Candidatus Mariprofundus ferrooxydans, gen. Nov., sp.nov.,
bacteria filamentosa con dependencia obligada a crecer con hierro en condiciones
aerobias y en ambientes marinos (Emerson et al., 2007).

1.5.1.3.1 Alphaproteobacteria

El grupo de las a-Proteobacteria es uno de los mayores grupos dentro del
dominio bacterias. Este grupo incluye numerosas bacterias fotétrofas y quimiotrofas
(Kersters et al., 2006).

La mayoria de las “bacterias rojas no del azufre” aisladas hasta la fecha son «a-
Proteobacteria. Algunas de estas bacterias pueden crecer anaerdbicamente en la
oscuridad utilizando la fermentacidn o la respiracion anaerdbia. Bajo estas condiciones
el donador de electrones puede ser un compuesto organico o incluso en algunas
especies un compuesto inorganico como el H,. Sin embargo, este grupo tiene la
capacidad de practicar la fotoheterotrofia (donde la luz es la fuente de energia y un
compuesto organico es la fuente de carbono) (Madigan et al., 2004). Las a-
Proteobacteria son un grupo muy diverso nutricionalmente, pueden utilizar
compuestos como &cidos grasos u organicos asi como aminoacidos, azucares,
alcoholes, e incluso, compuestos aromaticos tales como benzoato. La mayoria pueden
crecer también fotoautotroficamente con (CO; + H;) o (CO, + bajos niveles de H,S)
(Madigan et al., 2004).
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Las Rhizobias son bacterias con la habilidad de fijar nitrogeno atmosférico en
una relacion de simbiosis con plantas (Garg et al., 2007; Dini et al., 2009). Dentro de
este orden podemos encontrar a Nitrobacter, organismos que suele encontrarse en las
EDAR. Estos organismos participan en la nitrificacion en los tratamientos de aguas
residuales.

En el grupo de las a-Proteobacteria encontramos 6 drdenes: Rhodospirillales,
Rickettsiales, Rhodobacterales, Sphingomonadales, Caulobacterales y las Rhizobiales
(Garrity et al., 2001).

En la figura 15 podemos ver a un grupo de a-Proteobacteria en muestras de un
reactor MBR. Las bacterias que se visualizan son del orden Rhodospirillales (células
en amarillo).

Figura 15. Alphaproteobacteria encontradas con FISH en muestras de un reactor MBR. Las
células en verde bacterias hibridadas con EUBmix. Las células en amarillo son
Alphaproteobacteria hibridadas con TFO_DF 218, 618 y 862 mas ALF968 (Wong et al., 2004).

1.5.1.3.2 Betaproteobacteria

Las f-Proteobacteria son bacterias con metabolismos muy variados como las
quimioautotrofas (capaces de utilizar compuestos inorganicos como fuente de
energia). Este grupo es muy importante en el ciclo del nitrégeno, fésforo, sulfuro y
carbono.

30



Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

Las p-proteobacteria estan subdivididas en 6 ordenes, Burkholderiales,
Hydrogenophiles, Methilophilales, Neisseriales, Nitrosomonadales y Rhodocyclales
(Garrity et al., 2001).

En la figura 16 se puede ver bacterias S-Proteobacteria dentro de una muestra de
un proceso de eliminacion de fosforo, conocido por sus siglas EBPR (Enhanced
Biological Phosphorus Removal).

Figura 16. Betaproteobacteria encontradas con FISH en un proceso EBPR. Las bacterias en Rojo
son hibridadas con la sonda Bet42a mas su competidora (Gam42 y Gam42_C1033). Las células
en Fucsia (magenta) es la fusion de Bet42a y PAOmix (Barr et al., 2010).

1.5.1.3.3 Gammaproteobacteria

Este grupo de bacterias que taxondmicamente estd en el rango de clase dentro
del phylum Proteobacteria, es el méas rico de géneros de bacterias con excepcion el
phylum Firmicutes (Garrity et al., 2004).

Los miembros de y-Proteobacteria presentan un amplio rango de aerobicidad,
adaptacion a la temperatura y trofismo, incluyendo quimioautotrofismo vy

fotoautotrofismo (Scott et al., 2006).

En las y-Proteobacteria podemos encontrar 14 érdenes diferentes, Chromatiales,
Acidithiobacillales, Xanthomonadales, Cardiobacteriales, Thiotrichales,
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Legionellales, Methylococcales, Oceanspirillales, Psedomonadales, Alteromonadales,
Vibrionales, Aeromonadales, Enterobacteriales y Pasteurellales (Garrity et al., 2001).

En la figura 17 se puede ver a las y-Proteobacteria que se encontraron en una
muestra procedente de un reactor disefiado para la desnitrificacion de un acuario, el
reactor es alimentado con metanol.

Figura 17. Gammaproteobacteria en muestra de un reactor desnitrificante. La sonda utilizada es
GAM42a méas su competidora. La técnica utilizada es MAR-FISH (Labbé et al., 2007).

1.5.1.3.4 Deltaproteobacteria

Las o-Proteobacteria tienen la particularidad de incluir algunos
microorganismos que son predadores de otras bacterias. Las bacterias de este grupo
contribuyen de modo importante al ciclo del azufre.

Este grupo tiene 7 Ordenes: Desulfurellales, Desulfovibrionales,
Desulfobacterales, Desulfutomonadales, Syntrophobacterales, Bdellovibrionales y
Myxococcales  (Garrity et al., 2001). En los o&rdenes Desulfovibrionales,
Desulfobacterales se encuentran la mayoria de los organismos sulfato reductores. Los
miembros del orden Desulfovibrionales son bacterias anaerobias estrictas que reducen
el azufre y que utilizan formas oxidadas del azufre, como los sulfatos o azufre
elemental, en lugar de oxigeno como aceptor de electrones. El producto de esta
reduccién es el sulfuro de hidrogeno. (Tortosa et al., 2007). EI género mejor estudiado
de las bacterias que reducen el azufre es Desulfovibro. Las bacterias que reducen el
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azufre o sulfatos utilizan compuestos orgdnicos como dadores de electrones. En el
orden Bdellovibrionales encontramos a un género que es particularmente interesante,
Bdellovibrio. Estos pequefios organismos vibroides poseen la singularidad de parasitar
a otras bacterias, utilizando sus nutrientes citoplasmaticos como base de su sustento
(Madigan et al., 2004; Tortosa et al., 2007).

En la figura 18 se puede ver bacterias pertenecientes a la clase J-Proteobacteria
halladas en un digestor anaerobio.

Figura 18. Deltaproteobacteria en un digestor anaerobio. La técnica utilizada FISH con la sonda
Delta495 mix (Lucker et al., 2007).

1.5.1.3.5 Epsilonproteobacteria

Las e-Proteobacteria son bacilos Gram negativas delgados, helicoidales o
vibrioides. Vibrioide es un término aplicado a las bacterias helicoidales que no
presentan un giro completo (Tortosa et al., 2007). En este grupo solo hay un orden,
Campylobacteres (Garrity et al., 2001).

Encontramos dos géneros importantes:

o Campylobacter
o Helicobacter

Estos dos géneros son organismos patdégenos para el ser humano y otros animales.

En la figura 19 podemos observar a un genero perteneciente a la clase -
Proteobacteria encontradas en aguas residuales.
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Figura 19. Epsilonbacteria en aguas residuales. La técnica utilizada DVC-FISH (Moreno et al.,
2012).

1.5.1.4 Phylum Firmicutes

En este grupo encontramos tres clases de bacterias: Clostridia, Mollicutes y
Bacilli (Garrity et al., 2001). Los organismos Clostridios (clase Clostridia) carecen
de sistemas citocromicos y de mecanismos de fosforilacién por transporte de
electrones; por tanto obtienen su energia solamente por fosforilacion de sustrato y son
fermentadores (Madigan et al., 2004). Diversos Clostridios fermentan los azlcares
para producir &cido butirico como producto final; otras producen también acetona y
butanol. Algunos representantes de este grupo son capaces de fijar nitrégeno, como C.
pasteurianum, el cual probablemente es el responsable de la mayor parte del nitrogeno
fijado en anaerobiosis en el suelo (Madigan et al., 2004). Existe un grupo de
Clostridium que fermenta la celulosa con la formacién de acidos y alcoholes, de modo
gue se piensa que en anaerobiosis estos organismos son los principales implicados en
la degradacion de la celulosa. Otro grupo de Clostridios obtiene su energia por la
fermentacion de aminoacidos, siendo los productos generalmente acetato, butirato,
CO; y H,. Muchos de los productos de las fermentaciones de los Clostridios son
malolientes (Madigan et al., 2004).

Uno de los organismos mejor conocidos de este grupo es el género Clostridium,

gue es un organismo anaerobio estricto, Gram positiva y con morfologia bacilar. En
los fangos activos es posible encontrar Firmicutes tales como Clostridium (clase
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Clostridia), Bacillus, Stahphylococcus, Streptococcus y bacterias Lactobacillales
(clase Bacilli) (Sanapareddy et al., 2009; McLellan et al., 2010).

Muchas especies de Bacillus producen enzimas extracelulares, como hidrolasas
que rompen polisacaridos complejos, acidos nucleicos o acidos grasos hasta unidades
asimilables por las células. Los productos generados sirven como fuente de carbono y
donadores de electrones (Madigan et al., 2004).

Staphylococcus es un organismo anaerobio facultativo y produce acidos de la
glucosa tanto en aerobiosis como en anaerobiosis (Madigan et al., 2004).

Streptococcus contiene una amplia variedad de especies homofermentativas con
habitats muy diversos (Madigan et al., 2004).

Las bacterias Lactobacillales son bacilos o cocos Gram positivas que originan
acido lactico como producto de la fermentacion. Estos organismos no son sensibles al
O, y pueden crecer tanto en presencia como en ausencia de él, por eso se les considera
anaerobios aerotolerantes (Madigan et al., 2004). En este grupo de bacterias se puede
encontrar bacterias homofermentativas que producen solamente acido lactico o
también heterofermentativas que producen otros compuestos como etanol y CO..

Segun la taxonomia de Bergey (Garrity et al., 2001) algunas Firmicutes que se
pueden hallar en muestras de aguas residuales (Garcia J. L, 1991; Maixner et al.,
2008) son:

Phylum Firmicutes
Clase Clostridia
Orden Clostriales
Familia Clostridiaceae

Género Clostridium
Género Acetivibrio
Género Sarcina
Familia Lachnospiraceae
Genero Butyrivibrio
Género Ruminococcus
Familia Eubacteriaceae
Género Eubacterium
Género Acetobacterium
Familia Peptococcaeae
Genero Peptococcus
Género Anaerovibrio
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Género Desulfotomaculum
Familia Acidaminococcaceae
Geénero Acidaminococcus
Geénero Megasphaera
Geénero Sporomusa
Geénero Veillonella
Familia  Syntrophomonadaceae
Género Syntrophomonas
Género Syntrophospora

Orden Thermoanaerobacteriales
Familia Thermoanaerobacteriaceae

Género
Género

Termonanaerobacterium
Thermoanaerobacter

Orden Haloanaerobiales
Familia Halobacteroidaceae

Género
Clase Bacilli

Orden Bacillales

Acetohalobium

Familia Bacillaceae

Género
Género

Bacillus
Exiguobacterium

Familia Listeriaceae

Género

Listeria

Familia  Staphylococcaceae

Género

Staphylococcus

Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae

Género

Lactobacillus

Familia Enterococcaceae

Género

Enterococcus

Familia  Streptococcaceae

Género
Familia
Género

Streptococcus

Incertae sedis

Acetoanaerobium

En la figura 20 se puede ver una hibridacion FISH de algunas Firmicutes en una

muetra de un bioreactor.
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Figura 20. Firmicutes en una biopelicula de un reactor anaerobio. Figura capturada con un
microscopio confocal de fluorescencia (Sikora et al., 2013).

1.5.1.5 Phylum Actinobacteria

Algunos de los organismos del phylum Actinobacteria que estan presentes en
fangos activos de las EDAR, se describen a continuacion:

En primer lugar se describen los Actinomicetos. Estos son un grupo de
microorganismos filamentosos Gram positivas cuyo crecimiento es en forma de red
Ilamada micelio.

El género Actinomyces es un organismo aerobio facultativo que en los fangos
activos forma microcolonias filamentosas.

Los organismos del género Mycobacterium son bacilos que en algin momento
de su ciclo bioldgico tienen la propiedad de ser acido-alcohol resistentes. Esta
propiedad es debida a la presencia en la superficie de la mycobacteria de unos
componentes lipidicos unicos denominados acidos micdlicos que solo se encuentra en
este género. La mayor parte de estas bacterias tienen requerimientos nutricionales
simples y bajo ciertas circunstancias pueden tener crecimiento ramificado.

El género Propionibacterium es anaerobio y fermentan el acido lactico,
carbohidratos y diversos alcoholes, produciendo primeramente acido propiénico, CO;
y acido acético. Sus requerimientos nutricionales son complejos y normalmente
presentan crecimiento lento. Propionibacterium también fermenta lactato con la
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produccion de propionato, acetato y CO,. Esta fermentacién es de interés ya que el
lactato es el producto final de muchas bacterias.

Streptomyces es un género que representa una gran variedad de especies. Son
bacterias filamentosas y su crecimiento ocurre en el extremo de las hifas y va
acompafiado de ramificacion.

Es posible encontrar muchos géneros de Actinobacteria en las aguas residuales
(Garcia J. L, 1991, GBS, 2008 y Maixner et al., 2008).

A continuacion se nombran algunos géneros que se encuentran en las aguas
residuales (Garrity et al., 2001):

Phylum Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae

Orden Actinomycetales
Suborden Actinomycineae
Familia Actinomucetaceae
Geénero Actinomyces
Suborden Micrococcineae
Familia Micrococcaceae

Género Micrococcus
Género Arthrobacter
Familia Brevibacteriaceae
Género Brevibacterium
Familia Intrasporangiaceae
Género Janibacter
Género Nostocoida

Suborden Corynebacterineae
Familia Corynebacteriaceae

Género Corynebacterium
Familia Gordoniaceae

Género Gordonia
Familia Mycobacteriaceae

Género Mycobacterium
Familia Nocardiaceae

Género Norcardia

Género Rhodococcus

Suborden Propionibacterineae
Familia Propionibacteriaceae
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Género Propionibacterium
Familia Nocardioidaceae
Género Nocardioides

Suborden Pseudonocardineae
Familia Pseudonocardiaceae
Geénero Saccharopolyspora
Suborden Streptomycineae
Familia  Streptomycetaceae
Género Streptomyces
Suborden Frankineae
Familia Frankiaceae

Género Frankia
Familia Kineosporiaceae
Género Kineococcus

Orden Bifidobacteriales
Familia Bifidobacteriaceae
Género Bifidobacterium

En la figura 21 podemos observar células de Actinobacteria en un sistema de
fangos activos con proceso de eliminacion bioldgica de fésforo.

Figura 21. Actinobacteria en fangos activos con proceso de eliminacién de fosforo. Las células en
naranja (combinacién del canal rojo con el verde) son las actinobacterias y las células en verde son
bacterias hibridadas con EUBMIX con MAR-FISH (Kong et al., 2005).
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1.5.1.6 Phylum Planctomycetes

El interés por los miembros de este grupo radica en que carecen de
peptidoglucano y sus paredes celulares son del tipo capa S, formada por una proteina
que contiene grandes cantidades de cisteina y prolina (Madigan et al., 2004). El
organismo de este phylum mejor estudiado es Planctomyces. Esta bacteria es
quimioorganotrofo aerobio facultativo que crece con fermentacion (Madigan et al.,
2004).

Con el uso de las técnicas moleculares se estan ampliando los conocimientos que
se tienen de los Planctomycetos (Fuerst, 2004). Se tiene 4 géneros cultivados dentro
de este phylum, pero existe una gran diversidad de estos organismos entre los que hay
aerobios facultativos, anaerobios obligados y autétrofos (Zhang et al., 2012).

Un grupo definido, planctomycetes ‘anammox’, comprende al menos 3 géneros
Candidatos ("Brocadia", "Kuenenia" y "Scalindua™) (Kuenen et al., 2001; Schmid et
al., 2000; Schmid et al., 2003). Estos organismos fueron encontrados en biorreactores
anammox (Strous et al., 1999; Schmid et al., 2003).

Se tiene conocimiento de que en el tratamiento de aguas residuales son diversos
los representantes de los placnctomyces (Chouari et al., 2003). Algunos de los
organismos que se pueden encontrar en los fangos activos son (Garrity et al., 2001):

Phylum Planctomycetes
Clase Planctomycetacia
Orden Planctomycetales
Familia Planctomycetaceae

Geénero Plantomyces
Geénero Gemmata
Género Isosphaera
Género Pirella

La figura 22 muestra una hibridacion de un fango activado del phylum
Planctomycetes; la sonda utilizada es PLA46 y PLA46R (Chouari et al., 2003).
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Figura 22. Planctomycetes en fangos activos aerobios. Las células azules y rosadas con bacterias
Planctomycetales identificadas por FISH con la sonda PLA46 y PLA46R (Chouari et al., 2003).

1.5.1.7 Phylum Acidobacteria

El phylum Acidobacteria fue identificado por primera vez en 1997 en muestras
de suelo agricola por la secuenciacion del 16S rRNA (Ludwig et al., 1997). En
diversos entornos se ha recuperado secuencias de estos organismos, incluyendo suelo,
agua de mar, aguas termales y drenajes acidos de minas (Hugenholtz et al., 1998a;
Barns et al., 1999; Sait et la., 2002).

Las Acidobacterias previamente fueron divididas en ocho subgrupos
profundamente ramificados (Hugenholtz et al., 1998b) pero en otro estudio se amplié
a once subgrupos (Zimmermann et al., 2005).

También se ha hallado Acidobacterias en biorreactores en sistemas de
tratamiento de aguas para farmacéuticas (LaParra et al., 2000), y en tratamientos de
aguas urbanas (Maixner et al., 2008; Sanapareddy et al., 2009).

El phylum Acidobacteria se compone de los siguientes géneros cultivables
(Garrity et al., 2004):

Phylum Acidobacteria
Clase Acidobacteria
Orden Acidobacteriales
Familia Acidobacteraceae
Género Acidobacterium
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Especie  Acidobacterium capsulatum

Género Geothrix
Especie  Geotrix fermentans
Género Holophaga

Especie Holophaga foetida

En la figura 23 se puede observar Acidobacterias halladas en muestras tomadas
en aguas subterraneas en un acuifero de Estados Unidos de América.

Figura 23. Colonia de Acidobacteria en una muestra extraida en un acuifero en EEUU (Meisinger
et al., 2007).

1.5.1.8 Phylum Bacteroidetes
Este phylum de bacteria comprende una mezcla de diferentes tipos fisiologicos
de organismos y diversos habitats, tales como, bacterias aerobias, anaerobias estrictas

y anaerobias facultativas (Madigan et al., 2004).

Entre los miembros de este phylum que se pueden encontrar en los fangos
activos estan:

Bacteroides. Son organismos anaerobios estrictos no esporulados y sacaroliticos que
fermentan hasta principalmente acetato y succinato (Madigan et al., 2004).
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Flavobacterium. Se encuentran en medios acuaticos tanto en agua dulce como salada
asi como en alimentos y en plantas procesadoras de los mismos. Tienen restringido el
numero de fuentes de carbono que pueden utilizar, siendo la glucosa su fuente
principal (Madigan et al., 2004).

También dentro de este phylum encontramos a un grupo con forma bacilar
alargada o células largas y con movimiento de deslizamiento, estos son: Cytophaga,
Sporocytophaga y Flexibacter (Madigan et al., 2004).

Cytophaga y Sporocytophaga. Son organismos aerobios obligados y probablemente
las bacterias responsables de la degradacion de la celulosa en medios aerobios
(Madigan et al., 2004).

Flexibacter. Organismos no celuloliticos que forman filamentos en los fangos activos
y se le atribuye turbidez en el clarificado (GBS, 2008).

La taxonomia de algunos organismos de este phylum es (Garrity et al., 2004):

Phylum Bacteroidetes
Clase Bacteroidetes
Orden Bacteroidales
Familia Bacteroidaceae
Género Bacteroides
Clase Flavobacteria
Orden Flavobacteriales
Familia Flavobacteriaceae
Género Flavobacterium
Clase Shingobacteria
Orden Shingobacteriales
Familia Flexibacteraceae

Género Flexibacter
Género Cytophaga
Genero Sporocytophaga

1.5.2 Grupos Funcionales Bacterianos

Bacterias de diferentes phylum o clase pueden formar grupos con caracteristicas
fenotipicas en comdn. Los principales grupos de interés en el tratamiento de aguas
residuales son los que participan en la degradacion del carbono, hidrégeno, nitrogeno,
fosforo y azufre.
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Se describiran algunos de los grupos de bacterias que llevan a cabo la
degradacion de un sustrato o contaminante en comin y que juegan un papel
importante en los tratamientos de las aguas residuales.

1.5.2.1 Bacterias Nitrificantes

Un grupo muy limitado de microorganismos autotrofos (bacterias nitrificantes)
Ileva a cabo el proceso de la nitrificacion. La nitrificacion consiste en la oxidacién del
amonio a nitrato mediante dos pasos. El primer paso lo realizan bacterias
guimiolitoautotrofas amonio oxidantes (AOB), seguido por la oxidacion a nitrato por
las bacterias quimiolitoautotrofas nitrato oxidantes (NOB) (Daims et al., 2001).

El primer paso consiste en oxidar el amonio a nitrito, cuya reaccion es (Ferrer et
al., 2007):
NH;" +3/2 0; — NO, + 2H" + H,0

Algunos de los organismos que realizan este primer paso y se han hallado en el
tratamiento de aguas residuales son: Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus,
Nitrosovibrio y Nitrosobulus (Yu etal., 2011).

La clasificacion taxondmica de estas bacterias (AOB) basada en el manual
Bergey (Garrity et al., 2004) es la siguiente:

Phylum Proteobacteria
Clase [S-Proteobacteria
Orden Nitrosomonadales
Familia Nirosomonadaceae

Género Nitrosomonas

Género Nitrosolobus

Género Nitrosospira
Clase y-Proteobacteria

Orden Chromatiales
Familia Chromatiaceae
Género Nitrosococcus

El segundo paso consiste en la oxidacion de nitrito a nitrato. La reaccion que se
lleva a cabo es (Ferrer et al., 2007):

NO, + % Oy — NO3
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El grupo de bacterias que participan en este paso son las NOB. Algunos géneros
encontrados en el tratamiento de aguas residuales son: Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospina y Nitrospira (Daims et al., 2001).

La clasificacion taxonomica de las NOB mencionadas es la siguiente (Garrity et
al., 2004):

Phylum Nitrospira
Clase Nitrospira
Orden Nitrospirales
Familia  Nitrospiraceae

Geénero Nitrospira
Phylum Proteobacteria
Clase a-Proteobacteria

Orden Rhizobiales
Familia Bradyrhizobiaceae
Género Nitrobacter
Clase y-Proteobacteria
Orden Chromatiales
Familia Ectothiorhodospiraceae
Género Nitrococcus
Clase o-Proteobacteria
Orden Desulfobacterales
Familia  Nitrospinaceae
Género Nitrospina

Las bacterias nitrificantes se caracterizan por una baja tasa de crecimiento,
debido a la poca energia obtenida durante la nitrificacion (Teira et al., 1996).

1.5.2.2 Bacterias Desnitrificantes

El proceso de desnitrificacion implica la reduccion de nitrato a nitrégeno gas por
las bacterias anaerobias facultativas que utilizan nitrato como aceptor de electrones.

Las bacterias desnitrificantes son filogenéticamente diversas y estan distribuidas
ampliamente en ecosistemas acuaticos Yy terrestres. Estas generalmente son
heterotrofas que utilizan el carbono de la materia organica para la sintesis celular y
como fuente de energia (Fernandez et al., 2008). También existen las bacterias
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desnitrificantes autotrofas; éstas utilizan compuestos de azufre reducido (S?, S°,S:0z*,
S40¢, SO=%), en lugar de compuestos organicos para la reduccion del nitrato (Lee et
al., 2008; Zhang et al., 2004).

Los tipicos géneros desnitrificantes organotroficos de los sistemas de fangos
activos son: Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Hypomicrobium, Moraxella y Pseudomonas (Wanner J., 1994). Sin embargo la
estructura de la comunidad de bacterias desnitrificantes se ve afectada por las diversas
fuentes de carbono (Ginige et al., 2004; Ginige et al., 2005; Hallin et al., 2006; Osaka
et al., 2006; Morgan et al., 2008; Shen et al., 2013).

Se sospechaba que en las plantas de fangos activos para la eliminaciéon de
materia organica, nitrificacion y desnitrificacion, dominaban entre las desnitrificantes
la p-Proteobacteria del género Aquaspirillus, seguidas de las Thauera y Azoarcus
(Thomsen et al., 2007). Sin embargo se ha observado que el género Zoogloea junto
con Azoarcus y Thauera abundan y se cree que son las dominantes en la
desnitrificacion de las plantas de tratamiento industrial (Juretschko et al., 2002). Segun
diversos estudios las S-Proteobacteria del género Dechloromonas y Thauera son las
bacterias desnitrificantes dominantes en fangos activos con metanol (Ginige et al.,
2004) y acetato (Ginige et al., 2005) respectivamente. Se conocen otras f-
Proteobacteria capaces de desnitrificar en el tratamiento de fangos activos, como son
Comamonadaceae y algunas a-Proteobacteria Rhodobacteraceae (Osaka et al., 2006).

Se ha utilizado cultivos puros de Thiobacillus desnitrificans y Paracoccus para
estudiar la desnitrificacion en presencia de azufre y tiosulfato como donadores de
electrones (Lee, et al., 2008). Thiobacillus desnitrificans es capaz de crecer como
anaerobios facultativos quimiolitotrofos, y es capaz de oxidar compuestos inorganicos
de azufre, nitrato y otros compuestos nitrogenados (Lee, et al., 2008).

La mayoria de las bacterias desnitrificantes pertenecen al phylum Proteobacteria
(Shen et al., 2013). La taxonomia de algunas de las bacterias desnitrificantes dentro
del phylum Proteobacteria (Garrity, et al., 2001) es la siguiente:

Phylum Proteobacteria
Clase a-Proteobacteria
Orden Rhodobacterales
Familia  Rhodobacteraceae
Género Paracoccus
Orden Caulobacterales
Familia Caulobacteraceae
Género Caulobacter
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Género Brevundimonas
Familia Hyphomicrobiaceae
Geénero Hyphomicrobium
Clase S-Proteobacteria

Orden Hydrogenophilales
Familia  Alcaligenaceae

Género Alcaligenes
Género Achromobacter
Familia Comamonadaceae
Género Acidovorax
Geénero Alicycliphilus
Geénero Diaphorobacter

Orden Hydrogenophilales
Familia Hydrogenophilaceae
Género Thiobacillus
Orden Neisseriales
Familia  Neisseriales
Género Aquaspirillum
Orden Rhodocyclales
Familia Rhodocyclaceae

Género Azoarcus
Género Dechloromonas
Género Thaurea
Género Zoogloea

Clase y-Proteobacteria
Orden Pseudomonadaceae
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas
Clase o-Proteobacteria
Orden Bdellovibrionales
Familia Bdellovibrionaceae
Género Bdellovibrio

Las bacterias desnitrificantes llevan a cabo las reacciones por via enzimatica
(Adav et al., 2010). Estas son:

1 2 3 4
NOg_ — NOQ_ — [NO] — NzO — N2

1. Enzima nitrato reductasa
2. Enzima nitrito reductasa
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3. Enzima éxido nitrico reductasa
4, Enzima éxido nitroso reductasa

La reaccion de reduccion del nitrato a nitrogeno gas utilizando metanol como
fuente de carbono puede representarse de la siguiente manera (Ferrer et .al., 2007):

Primera fase:
6NO;3; + 2CH3;0H — 6NO, + 2CO; + 4H,0
Segunda fase:

6NO; + 3CH;OH — 3N, + 3CO, + 3H,0 + 60H"

1.5.3 Bacterias acumuladoras de poli-fosfatos (PAO)

La eliminacion bioldgica de fosforo es llevada a cabo por un grupo de bacterias
denominadas PAO (Polyphosphate Accumulating Organisms) capaces de captar méas
fosfatos de lo requerido para su crecimiento. Estas bacterias liberan y toman fosforo en
condiciones anaerobias y aerobias respectivamente.

En condiciones anaerobias, la materia organica facilmente biodegradable es
descompuesta por las bacterias acidogénicas a acidos grasos volatiles de cadena corta.
Estos acidos grasos son absorbidos por las bacterias PAO y almacenados como Poli-
Hidroxi-Butirato (PHB) y otros Poli-Hidroxi-Alcanoatos (PHA). La energia necesaria
para el almacenamiento de los acidos grasos es obtenida de la descomposicién de los
poli-fosfatos en condiciones anaerobias. Durante este proceso es cuando se produce la
descarga de fosfatos al medio.

Bajo condiciones aerobias, las bacterias PAO pueden utilizar el sustrato
almacenado (PHB) dando lugar al crecimiento de las mismas. Asi mismo, utilizan
parte de este sustrato almacenado para acumular fésforo intracelular en forma de poli-
fosfatos, asegurando las reservas de energia necesaria para la etapa anaerobia.

En un estudio en 1994 se utilizd la técnica FISH para estudiar la comunidad
microbiana en una planta de tratamiento de aguas residuales en la que se producia la
eliminacion biologica de fdésforo (Wagner et al., 1994). La poblaciéon bacteriana
resulté en su mayoria Actinobacteria y -Proteobacteria, seguida de y-Proteobacteria,
y en menor proporcion el género Acinetobacter (Wagner et al., 1994). Al afio siguiente
se realizaron estudios comparando la estructura de la comunidad bacteriana de fangos
con y sin eliminacion de fosfatos (Bond et al., 1995). En este estudio se operaron dos
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reactores de laboratorio con diferentes capacidades para la eliminacion de fosfatos. En
ambos reactores, el grupo dominante de bacterias pertenecia a la clase p-
Proteobacteria y dentro de esta clase, el genero Rhodocyclus se encontraba en mayor
proporcidn en el reactor que experimentaba mejor eliminacion de fosforo.

En 1999 un estudio indicd la posicion filogenética definitiva del subgrupo g-
Proteobacteria, como muy cercano al género Rhodocyclus. A éste se le llamé
“Candidatus Accumulibacter Phosphatis” (Hesselmann et al., 1999). Un afio méas
tarde se comprobd que Accumulibacter es capaz de realizar el transito de los
polifosfatos en el medio (Crocetti et al., 2000). Estos estudios demostraron que
Accumulibacter correspondia con el fenotipo PAO y que predominan en los reactores
tanto de laboratorio como industriales. A Rhodociclus y a Propionibacter se le
considera como PAO importante y dominante en los sistemas EBPR (Crocetti et al.,
2000; Zilles et al., 2002).

En el afio 2001 (Liu et al., 2001) fue observado que miembros de
Accumulibacter phosphatis y de un nuevo grupo de y-Proteobacteria acumulan tanto
polifosfatos como PHA, mientras que un grupo de cocos del género Tetrasphaera y de
la filamentosa Candidatus Nostoicoidia limicola acumula polifostatos pero no PHA.
Todos estos géneros se encontraron en muestras de EBPR.

En 2004 (Kong et al.,, 2004) encontr6 Rhodocyclus en tres plantas de
tratamiento EBPR en Dinamarca, donde éste organismo fue capaz de acumular
sustratos de cadena corta incluyendo acetato, propionato y piruvato en condiciones
anaerobias. También constataron su capacidad de tomar ortofosfatos y acumular
polifosfatos en presencia de oxigeno, nitrato o nitrito como aceptor de electrones, con
lo que se le atribuye la capacidad de desnitrificar.

También se ha hallado organismos PAO pertenecientes a Actinobacteria (Kong
et al., 2005). Este estudio comprendio a 10 plantas EBPR de las cuales 6 tratan aguas
domesticas 1 aguas urbanas y 3 industriales; se detectaron no solo Rhodocyclus si no
también dos morfotipos que hibridan con la sonda de Actinobacteria y que participan
activamente en la captacion de los ortofosfatos. Ambos morfotipos se revelan en
forma de cocos en grupos tétradas y grupos de bacilos cortos, pertenecientes al género
Tetrasphaera.

En el afio 2012 (Kawakoshi et al., 2012) se realizé un estudio del género
Microlunatus phosphovorus y se consider6 como otro candidato a PAO. Este
organismos acumula polifosfatos aerdbicamente y se ha observado previamente dos
especies de PHA (Poli-Hidroxi Butirato y Poli Hidroxi Velerato) (Aker et al., 2006).
Sin embargo la producciéon de PHA en M. phosphovorus parece ser diferente a la de
las PAO Proteobacteria; aparentemente M. phosphovorus produce PHA en
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condiciones aerobias pero aun no es del todo bien conocido (Kawakoshi et al., 2012).
En otro estudio realizado en el 2012 (Nguyen et al., 2012) se detecté que el género
Halomonas (y-Proteobacteria) participa activamente en la captacion de los
ortofosfatos; la toma de PHA se observo en condiciones anaerobias.

En otras 25 plantas de tratamiento EBPR aplicando la técnica FISH, se ha
hallado organismos como Tetrasphaera y Accumulibacter como los dominantes del
grupo PAO (Nielsen et al., 2012). Aun en dia la fisiologia de Tetrasphaera es un
misterio, se cree que varias especias de este género pueden desempefiar diversas
funciones en las plantas EBPR de gran escala (Nielsen et al., 2010).

Se han desarrollado diversas sondas para detectar los principales miembros de
Accumulibacter en las muestras de aguas residuales. Algunas de estas sondas son:
PAO462, PAO651, PAO846 (Croccetti et al., 2000). El uso conjunto de dichas sondas
forma la sonda PAOmix que cubriria todas las secuencias conocidas de las bacterias
Accumulibacter en las muestras de fangos activos.

La taxonomia de algunas bacterias PAO segln la segunda edicion del manual
Bergey’s (Garrity, et al., 2001) es:

Phylum Proteobacteria
Clase p-Proteobacteria
Orden Rhodocyclales
Familia Rhodocyclaceae
Género Rhodocyclus
Orden Nitrosomonadales
Familia Nitrosomonadaceae
Geénero Propionibacter
Clase y-Proteobacteria
Orden Oceanspirillales
Familia Halomonadaceae
Género Halomonas
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae

Género Pseudomonas
Phylum Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae

Orden  Actinomycetales
Suborden Micrococcineae
Familia Intrasporangiaceae
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Género Tetrasphaera
Suborden Propionibacterineae
Familia  Propionibacteriaceae
Género Microlunatus
Especie  Microlunatus phosphorovus

La reaccion de la degradacion de polifosfato en condiciones anaerobias es
(Ferrer et al., 2007):

2C,H40; + (HPO3) + Hy0 — (C,H40,), + PO, + 3H*
La reaccion de la toma de fosfatos en condiciones aerobias es (Ferrer et al., 2007):

(CzH40z)2 +0.2 PO4_3 +1.2 0, +0.16 NHs+ — 0.16CsH;NO;, + 1.2 CO,+ 0.2 (HPOg)
+0.44 OH + 1.44 H,0

1.5.4 Bacterias acumuladoras de glucégeno (GAO)

Las bacterias GAO (Glycogen Accumulating Organisms) se consideran
competidoras de las bacterias PAO, ya que pueden realizar transformaciones similares
de carbono, pero no consumen P (Fésforo) por encima del requerido para su
crecimiento (Liu et al., 1996). Las GAO toman VFA (Volatile Fatty Acids) que
transforman en PHA en condiciones anaerobias. EI PHA es almacenado hasta el
siguiente periodo aerobio donde se oxida a CO,y glucégeno. El glucdgeno producido
en el periodo aerobio les provee de energia durante el periodo anaerobio (Oehmen et
al., 2004).

El término GAO fue propuesto en 1995, y fue definido como el fenotipo de
organismos que acumulan glucdgeno aerdbicamente, y lo consumen anaerébicamente
como fuente de energia (Mino et al., 1995).

Un grupo conocido como GB o por el nombre de Candidatus competibacter
phosphatis (Crocetti et la., 2000) fue considerado miembro putativo GAO (Crocetti et
al., 2002; Kong et al., 2002). Las bacterias TFO (Tetrad-Forming Organisms)
(Levantesi et al., 2002), también son un grupo considerado miembros putativos GAO.
Entre los representantes del grupo TFO putativos GAO estan: Shingomonadales (Beer
et al., 2004), Defluvicoccus vanus (Wong et al., 2002) y Decholoromonas (Ahn et al.,
2007).

Existe gran diversidad filogenética entra las GAO. Este grupo esta repartido
entre los plylum Proteobacteria y Actinobacteria, por ejemplo: Amaricoccus spp. y
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Defluviicoccus vanus de la clase a-Proteobacteria; Dechloromonas de la clase -
Proteobacteria; algunas bacterias de la clase y-Proteobacteria y actinobacteria como
Micropruina glycogenia y Kinosphaera limosa (Maszenan et al., 1997; Shintani et al.,
2000; Kong et al., 2001; Hanada et al., 2002; Liu et al., 2002).

En 1999 se disefiaron dos sondas FISH (Gam1019 y Gam1278) para hibridar
sobre las bacterias GAO pertenecientes a la clase y-Proteobacteria (Nielsen et al.,
1999). Estas sondas fueron utilizadas un fango deteriorado de un proceso de
eliminacién de fosforo y encontraron que el 35% de la poblacion microbiana coincidia
con las bacterias GAO. Afios mas tarde se realiz6 un estudio donde se utilizé un fango
muy deteriorado de un proceso de eliminacién de fosforo (Crocetti et al., 2002). Como
resultado se disefiaron dos nuevas sondas (GAOQ431 y GAOQ989) que hibridaban
sobre bacterias con fenotipo GAO pertenecientes a la clase y-Proteobacteria.

En el 2002 se realiz6 un minucioso estudio en el que se identific6 un nuevo
grupo de GAO compuesto por siete subgrupos dentro de la clase de y-Proteobacteria
(Kong et al., 2002). Como consecuencia se disefiaron 10 sondas FISH para hibridar
especificamente sobre este nuevo grupo de bacterias a diferentes niveles jerarquicos:
GB, la sonda para el nivel méas general; GB_G1 (idéntica a GAOQ989), GB G2 y
GB_3 hasta GB_7.

Otros dos subgrupos de la clase a-Proteobacteria y proximos a Defluviicoccus
vanus, han sido relacionados con el fenotipo GAO. El primero de los subgrupos
comprende las bacterias que hibridan con las sondas TFO_DF218 y TFO_DF618
(Wong et al., 2004). Este grupo de bacterias (Defluviicoccus vanus Cluster 1) mostr6
una importante presencia en los reactores de laboratorio, pero no en las EDAR. El
segundo subgrupo correspondia con bacterias encontradas en reactores alimentados
con propionato (Meyer et al., 2006), conocidas como “Defluviicoccus vanus Cluster
2”. Las sondas disefiadas para hibridar sobre este subgrupo fueron DF988 y DF1020.

La taxonomia de algunas bacterias GAO segun la segunda edicion del manual
Bergey’s (Garrity, et al., 2001) es:

Phylum Proteobacteria
Clase a-Proteobacteria
Orden Rhodospirillales
Familia Rhodospirillaceae
Género Defluviicoccus
Especie  Defluviicoccus vanus
Orden Rhodobacterales
Familia Rhodobacteraceae
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Género Amaricoccus
Clase [S-Proteobacteria
Orden Rhodocyclales
Familia Rhodocyclaceae
Geénero Dechloromonas
Clase y-Proteobacteria
Orden No clasificado
Familia Competibacteraceae
Género Candidatus competibacter
Especie Candidatus competibacter phosphatis
Phylum Actinobacteria phy. nov.
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales
Suborden Propionibacterineae
Familia Nocardioidaceae
Género Micropruina

Las reacciones gque llevan a cabo las bacterias GAO son (Oehmen et al, 2005):

En condiciones anaerobias

C2H402 + 1.12CH10/6056 — PHA (1.358PHB + 0.456PHV + 0.0367PH2MV) +
0.27CO,

En condiciones aerobias

4/3CH15005 +4/6 ATP + 5/6 H20 — CH10/05/6

1.5.5 Bacterias acidogénicas/acetogénicas

Las bacterias acidogénicas o fermentativas producen compuestos organicos
Ilamados &cidos grasos volatiles como acético, formico, propionico, butirico, valérico,
lactico, y otros compuestos como H,, etanol y CO, (Ramirez, 1992; Zhao et al., 2008).

Las FAB (Fermentative Acidogenic Bacteria) pueden ser celuloliticas,

proteoliticas y lipoliticas (Ramirez, 1992). Dentro de las especies celuloliticas
anaerobias mas numerosas se encuentran el género Clostridium (tabla 2).
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Las bacterias proteoliticas que principalmente se han identificado pertenecen al
género Clostriduum y otras como Peptococcus y Bacteroides.

La poblacion bacteriana fermentativa varia mucho con el sustrato. En la Tabla 2
2 y tabla 3 se muestran diversas bacterias acidogénicas y sus productos.

Tabla 2. Bacterias acidogénicas hidroliticas de la digestion Anaerobia (Ramirez, 1992)

Especie

Sustrato

Acetivibrio cellulolyticus
Bacteroides succinogenes
Butyrivibrio fibrisolvens
Cillobacterium cellulosolvens
Ruminococcus Albus
Ruminococcus flavifaciens

Celulosa

Bacteroides ruminicola
Butyrivibrio fibrisolvens

Hemicelulosas

Bacillus spp.
Bacteroides spp.
Clostridium butyricum
Clostridium spp.
Lactobacillus spp.
Micrococcus spp.
Pseudomonas spp.

Almidoén

Clostridium butyricum

Pectinas

Anaerovibrio lipolytica
Bacillus spp.

Lipidos

Clostridium acidi urici
Clostridium cylindrosporum
Micrococcus aerogenes
Micrococcus lactilycus

Compuestos nitrogenados

Bacillus spp.
Clostridium spp.
Bifidobacterium spp.
Peptococcus anaerobus
Staphylococcus spp.

Proteinas

Termofilicas

Clostridium thermocellum

Celulosa

Clostridium thermohydrosulfuricum

Almidon y Pectinas

54




Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

Tabla 3. Bacterias acidogénicas fermentativas de la digestion anaerobia (Ramirez, 1992)

Especie Metabolitos

Acetobacterium woodii Acetato
Clostridium aceticum
Clostridium formiaceticum

Butyribacterium methylotrophicum Acetato, Butirato
Eubacterium sp.

Acidaminococcus sp.

Clostridium sp. Acetato, Butirato, Etanol

Propionibacterium sp.
Anaerovibrio sp.
Veillonella sp.

Acetato, Propionato

Lactobacillus sp. Acetato, Etanol, Lactato

Bifidobacterium sp. Acetato, Lactato

Ruminococcus sp. Acetato, Lactato, Formato

Leptotrichia sp. Lactato

Streptococcus sp.

Succinivibrio sp. Succinato

Butyrivibrio sp. Butirato

Fusobacterium sp.

Megasphaera Butirato, Isobutirato, Valerato, Isovalerato,
Caproato

Termofilicas

Clostridium thermo-aceticum Acetato

Acetogenium kivui

Thermo-anaerobium brockii Lactato, Acetato, Etanol

Thermo-bacteroides acetoethilicus

Etanol, Acetato, Butirato, Isobutirato

Thermo-anaerobacter ethanolicus

Etanol, Acetato, Lactato, Isobutirato, Isovalerato

Clostridium thermo-saccharolyticum

Etanol, Acetato, Lactato, Butirato, Formato

Mientras que algunos productos de la fermentacién de las FAB pueden ser
metabolizados directamente por otros organismos, los demas compuestos como los
acidos grasos de mas de dos carbonos como propionico, butirico, valérico etc. deben
ser sintetizados a productos mas simples como acetato y H; a través de otro grupo de
bacterias denominadas acetogénicas.

Las bacterias acetogenicas son un complejo grupo de anaerobios estrictos que
utilizan la via del acetil-CoA para reducir las emisiones de CO,, y tienen acetato como
su producto principal de la respiracion (Drake et al., 2002). Sin embargo hay evidencia
de que hay bacterias acetogenicas aerotolerantes (Drake et al., 2002).
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En la tabla 4 se muestra algunas bacterias acetogénicas y las reacciones que
llevan a cabo.

Tabla 4. Bacterias acetogénicas sintroficas obligatorias de la digestion anaerobia (Garcia, 1991)

Bacterias Reaccion
Organismos “S” (Pelobacter sp.) Etanol+H,0—acetato+H,0
Syntrophobacter wolinii Propionato+3 H,O—acetato+3 H,0+CO,
Syntrophomonas bryantii Butirato+2 H,0—2 acetato+2 H,0O
sapovorans
wolfei sub. sp.
saponavida
wolfei sub. sp. Wolfei
Syntrophospora bryantii
Syntrophus buswellii Benzoato+7 H,0— 3 acetato+3 H,0+CO,

La taxonomia de algunas bacterias representantes acidogénicas/acetogénicas, es:

Phylum Proteobacteria
Clase o-Proteobacteria
Orden Desulfuromonales
Familia Desulfuromonaceae
Género Pelobacter
Orden Syntrophobacterales
Familia  Syntrophobacteraceae

Geénero Syntrophobacter
Familia  Syntrophaceae
Género Syntrophus
Phylum Firmicutes

Clase Clostridia
Orden Clostridiales
Familia Clostridiaceae

Género Clostridium
Género Acetivibrio
Familia Lachnospiraceae
Genero Butyrivibrio
Género Ruminococcus
Familia Eubacteriaceae
Género Eubacterium
Género Acetobacterium
Familia Acidaminococcaceae
Género Veillonella
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Familia  Syntrophomonadaceae
Género Syntrophomonas
Geénero Syntrophospora
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae

Género Bacillus
Familia  Staphylococcaceae
Género Staphylococcus

Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae

Género Lactobacillus
Familia  Streptococcaceae
Geénero Streptococcus
Phylum Actinobacteria

Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales
Suborden Micrococcinae
Familia Micrococcaceae
Género Micrococcus
Suborden Propionibacterineae
Familia  Propionibacteriaceae
Género Propionibacterium
Orden Bifidobacteriales
Familia Bifidobacteriaceae
Género Bifidobacterium

1.5.6 Organismos metanotroficos

Las bacterias oxidantes de metano (metanétrofos) son bacterias metilotréficas
que utilizan el metano y compuestos pequefios de carbono como fuente de energia
(Murrell, 1994; Hanson y Hanson, 1996). Tras el anélisis de 16S rRNA se definio las
relaciones filogenéticas y ocho géneros de organismos metanotrofos: Methylococcus,
Methylomonas, Methylomicrobium, Methylobacter, Methylocaldum, Methylosphaera,
Methylocystic y Methylosinus.

Los organismos metanotrofos se dividen en dos distintos grupos filogenéticos:
Tipo I 'y Tipo Il (Eller et al., 2001).
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El Tipo I (Methylomonas, Methylomicrobium, Methylobacter, Methylocaldum,
Methylosphaera) es capaz de asimilar el formaldehido producido a partir de la
oxidacion del metano (via del metanol), mientras que el Tipo Il (Methylocystis y
Methylosinus), utiliza el grupo de la serina para la asimilacion del formaldehido
(Hanson y Hanson, 1996; Bourne et al., 2000). Los miembros del género
Methylococcus poseen una combinacion de caracteristicas tanto del Tipo | como del
Tipo Il metanotrofos.

El Tipo I (incluyendo Methylococcus) se encuentra en la subdivision de y-
Proteobacteria, mientras que el grupo Il se encuentra en la subdivision o-
Proteobacteria (Tsien et al., 1990; Brusseau et al. 1994; Bourne et al., 2000).

Las bacterias metanotrofas también juegan un papel en el ciclo del nitrégeno,
una de las reacciones que pueden llevar a cabo es (Modin et al., 2007):

CH,+ 1.02 O, +0.786 NO3 + 0.786 H" — 0.393 N, + 2.39 H,0 + CO,

La taxonomia de los distintos generos de las bacterias metanotréficas segun en el
manual Bergey (Garrity, et al., 2001) son:

Phylum Proteobacteria
Clase a-Proteobacteria
Orden Rhizobiales
Familia  Methylocystaceae
Género Methylocystis
Género Methylosinus
Clase y-Proteobacteria
Orden Methylococcales
Familia Methylococcaceae

Geénero Methylococcus
Género Methylobacter
Género Methylocaldum
Género Methylomicrobium
Género Methylomonas
Género Methylosphaera

1.5.7 Bacterias Sulfato Reductoras (SRB)

Las SRB participan en el ciclo del sulfuro y en una variedad de procesos
esenciales como: descomposicion de materia organica, biodegradacion de
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contaminantes cloro-aromaticos, metilacion del mercurio (Fauque, 1995; Barton,
1995) y remediacion ambiental en diversos ambientes. Los andlisis 16S rRNA han
dado a conocer que las SRB estan dentro de 6 linajes filogenéticos diferentes, 4 dentro
del dominio bacteria y 2 dentro del dominio arquea (Muyzer et al., 2008). La mayoria
de las SRB estan dentro de la subclase 6-Proteobacteria (~23 géneros). Igualmente
encontramos algunos géneros entre las Clostridia  (Desulfotomaculum,
Desulfosporosinus,  Desulfosporomusa y  Thermodesulfobium),  Nitrospira
(Thermodesulfovibrio), Thermodesulfobacteria  (Thermodesulfobacterium).  Por
altimo, dentro del domino arquea encontramos Archaeoglobus, Thermocladium vy
Caldirvirga (Muyzer et al., 2008).

Los sustratos a partir de los cudles las bacterias sulfato reductoras obtienen
energia directamente van desde el hidrégeno hasta compuestos aromaticos, aunque la
mayoria utiliza sustratos tales como acetato, lactato, piruvato y etanol, que son
compuestos comunes en los ecosistemas (Pallud y Van Cappellen, 2006).

Las bacterias sulfato-reductoras que se conocen estan divididas entre oxidadores
completos y en oxidadores incompletos. La familia Desulfobacteraceae pertenece a
los oxidadores completos. Estos organismos pueden vivir en ambientes extremos
halofilos. Lo que indica que existen SRB halofilicas tolerantes a las sales, las cuales
posiblemente poseen nuevas vias metabdlicas, siendo capaces de degradar
anaerdbicamente compuestos complejos tales como la celulosa (Foti et al., 2007).
Entre los oxidadores incompletos estan a las Desulfovibrionales y la familia
Desulfobulbeceae.

Las SRB también son importantes miembros de la comunidad microbiana
involucrada en la reduccién de metales que se lleva a cabo en una variedad de
ambientes incluyendo plantas productoras de aceites y gas, aguas de desecho de origen
doméstico, industrial y de minas (Singleton, 1993).

Los organismos sulfato reductores utilizan el sulfato como un aceptor terminal
de electrones, pero la mayoria de las SRB también son capaces de crecer sobre una
amplia variedad de aceptores de electrones, tales como tiosulfato, sulfito, azufre
elemental y nitrato (Bak et al., 1991; Madigan et al., 2004). Entre los dadores de
electrones simples se encuentran desde etanol, lactato e hidrégeno hasta compuestos
mas complejos como los hidrocarburos (Jorgensen, 1982; Rabus et al., 1996; Krekeler
et al., 1998; Krumholz et al., 1999; Steger et al., 2002; Kaksonen et al., 2004;
Madigan et al., 2004).

Tambien se sabe que muchas cepas SRB pueden fijar N, y usar el nitrogeno de
los aminoacidos como fuente de nitrégeno. Algunas Desulfovibrio son capaces de
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utilizar nitrato como aceptor final de electrones y otras reducen el nitrato a amonio
(Lie etal., 1999).

Adicionalmente las SRB pueden tolerar una variedad de metales pesados y
sulfuro disuelto, Algunos de estos organismos son capaces de reducir Fe** a magnetita
(Fes04) o siderita (FeCO,) y U** a uranito (UO,), aunque no generen energia a partir
de estos procesos (Lovley et al., 1992; Chang et, al., 2001).

Las SRB utilizan principalmente compuestos de bajo peso molecular y a la
mayoria de estos son conocidos como productos fermentativos de la degradacion
bacteriana de carbohidratos, proteinas y otros compuestos. Unas pocas SRB son
capaces de degradar complejos moleculares como compuestos aromaticos (Widdel,
1988).

Los dadores de electrones méas importantes son H,, acetato, lactato, butirato y
propionato (Sorensen et al., 1981; Postgate, 1984; Hao et al., 1996; Fukui et al, 1999).

Algunas de las reacciones mas importantes que llevan a cabo las bacterias
sulfato-reductoras (Ruel et al. 2002) son:

C,H40, + SO,% — S% + 2H,0 + 2CO,
Ac. Acético

C3HgO, + 3/4 SO,% — 3/4 S* + C,H,0, + H,0 + CO,
Ac. Propidnico

C4HgO, + 3/2 SO,% — 3/2 8% + C,H,0, + 2 H,0 + 2 CO,
Ac. Butirico

La clasificacion por rRNA de varias especies de SRB, es (Castro et al., 2000):
SRB gram-negativas mesofilas.- Desulfobulbus, Desulfomicrobium, Desulfomonas,
Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfomonile,
Desulfonema, Desulfosarcina.
SRB gram-positivas formadoras de esporas.- Desulfotomaculum
SRB termofilas.- Thermodesulfobacterium
SRB arqueas terméfilas.- Archaeoglobus

Todos estos grupos se caracterizan por que utilizan el sulfato como aceptor de
electrones durante la respiracion anaerobia con la consecuente produccion de sulfuro
de hidrogeno (H.,S).
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Daly et al., 2000, clasificaron a las SRB méas conocidas y representativas,
restringiéndose a géneros mesofilicos dentro de la subdivision 6-Proteobacteria y
gram (-/+), agrupandolos en seis grupos filogenéticos distintos:

Grupo 1. Desulfotomaculum (DFM).

Grupo 2. Desulfobulbus (DBB).

Grupo 3. Desulfobacterium (DBM).

Grupo 4. Desulfobacter (DSB).

Grupo 5. Desulfococcus, Desulfonema, Desulfosarcina (DCC).
Grupo 6. Desulfovibrio, Desulfomicrobium (DSV).

Grupo 1. Desulfotomaculum (DFM): son organismos con morfologia de bacilos, rectos
o curvados, maviles, con pared celular, meséfilos, Gram positivas de bajo contenido
GC (contenido de guanina y citocina), no contienen desulfoviridina, forman esporas
volviéndose de este modo resistentes a condiciones adversas (desecacion y oxidacion
del medio ambiente) que permite subsistir en una gran variedad de medios (Londry et
al, 1997; Castro et al., 2000). Son capaces de utilizar hidrégeno como fuente de
energia, lo que les otorga un caréacter quimiolitétrofo (Imachi et al., 2000). Este género
tiene ademas la capacidad de realizar la dismutacion de tiosulfato (Jackson et al.,
2000).

Grupo 2. Desulfobulbus (DBB): Este grupo presenta tres especies: Desulfobulbus
elongatus, Desulfobulbus Marinus y Desulfobulbus propionicus. Se caracterizan por
ser células ovoides, no forman esporas, no contienen desulfoviridina, presentan un
flagelo polar unico, algunas especies presentan motilidad y otras no. A diferencia del
grupo 1 Desulfotomaculum, Desulfobulbus es mesofila Gram negativa al igual que los
demas grupos de SRB (Balows et al., 1992), por lo que se desarrollan entre 20 y 40 °C.
Utilizan propionato como donador de electrones oxidandolo de manera incompleta
hasta acetato, ademas son capaces de subsistir con lactato, etanol, H,, acetato, formato
y bicarbonato (Benoit et al., 2001; Ito et al., 2002), utilizando alguno de estos
compuestos incluso en ausencia de sulfato (Balows et al., 1992). También se ha visto
que este grupo puede utilizar nitrato (Ito et al., 2002) como aceptor final de electrones
por lo que es capaz de competir con las bacterias desnitrificantes. Ademas, utilizan
oxigeno adquiriendo un carécter aerotolerante y probablemente facultativo (Ito et al.,
2002). En ambientes oxigenados se producen etapas de latencia, con una composicion
de SRB predominante de los géneros Desulfobulbus y Desulfovibrio, ambos géneros
presentan la capacidad de adaptarse a la quimica de su entorno (Santegoeds et al.,
1999).

Este grupo puede realizar la dismutacion de azufre, sulfuro, sulfito y tiosulfato
(Finster et al., 1998), con azufre elemental como compuesto intermediario. Por otra
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parte se ha reportado que Desulfobulbus propionicus realiza la metilacion del mercurio
en cultivos puros (Widdel y Bak 1992; Benoit et al., 2001).

Grupo 3. Desulfobacterium (DBM): este es un grupo nutricionalmente versatil, con
formas semejantes a bastoncillos de forma oval o casi esférica. Presenta capacidades
especiales en cuanto a degradacion de compuestos organicos, como la descomposicion
de hidrocarburos. Las especies de este género son fundamentalmente marinas y
requieren elevadas concentraciones de cloruro de sodio. Al igual que Desulfobacter,
Desulfobacterium es potencialmente importante para la metilacién del mercurio y no
tolera condiciones aerobias (Widdel y Bak, 1991; King et al., 2000).

Grupo 4. Desulfobacter (DSB): una de las caracteristicas mas sobresalientes de este
grupo es su capacidad de oxidar de manera completa y efectiva al acetato debido a que
poseen toda la maquinaria funcional para realizar el ciclo del acido citrico (Balows et
al., 1992). Ademas se ha visto la versatilidad de este grupo para utilizar gran variedad
de substratos. Son bacterias ovoides o semiesféricas parecidas a las Desulfovibrio,
normalmente motiles y se desplazan mediante un flagelo polar unico, mesdfilas, no
producen esporas y no tienen desulfoviridina. Ademas se ha identificado al género
Desulfobacter con uno de los principales metiladores de mercurio en medios que
contienen lactato y acetato (Widdel y Bak 1992; King et al., 2000).

Grupo 5. Desulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina (DCC): los tres géneros de este
grupo son estructuralmente diferentes. Desulfococcus y Desulfosarcina se agrupa en
células coloides virtualmente inmoéviles y Desulfonema es el Unico género de SRB
multicelular filamentosa motil por deslizamiento. Morfoldgicamente presentan formas
de bastoncillos ovalados. La caracteristica metabélica de este grupo implica oxidacion
completa de substratos (Castro et al., 2000) tales como formato, acetato, acetona,
propionato, butirato, isobutirato, valerato, metilbutirato, caproato, malato, piruvato,
succinato, fumarato, malato benzoato, etanol, propanol, butanos, hidrégeno y CO,
(Fukui et al., 1999).

Este grupo ha sido detectado en la quimioclina, entre ambientes aerobio y
anaerobio, por lo que podria tener la capacidad de tolerar el oxigeno (Widdel y Bak,
1992). Desulfococcus es uno de los géneros méas importantes en cuanto a la metilacion
del mercurio, tercero después de Desulfomicrobium y Desulfobacter (Widdel y Bak,
1992; King et al 2000).

Grupo 6. Desulfovibrio-Desulfomicrobium: la familia Desulfovibrionaceae incluye a

los géneros Desulfovibrio y Desulfomicrobium, aunque otros dos géneros podrian ser
incorporados dentro de la misma (Desulfohalobium y Desulfonatronum).
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Desulfovibrio son en general vidrioides, espiralados u ovoides, no forman
esporas contienen desulfoviridina y son motiles (Castro et al., 2000). Una de sus
caracteristicas mas importantes es su capacidad para tolerar oxigeno y en algunos
casos, incluso consumirlo (Zinkevich y Beech 2000; Loubinoux et al., 2002; Fournier
et al., 2006) ya que son capaces de subsistir bajo estrés oxidante (Schoenborn et al.
2001).

El género Desulfomicrobium, en cuanto a sus caracteristicas fisioldgicas y
nutricionales es muy similar a Desulfovibrio, tiene forma de bastoncillo y carece de
desulfoviridina.

Este grupo metabdlicamente se diferencia de la familia Desulfobacteriaceae por
realizar la oxidacion incompleta de los substratos con la formacién final de acetato
durante la fermentacién (Voordouw et al., 1995). La caracteristica méas sobresaliente
es su capacidad de adaptarse a diversos habitats gracias a sus intrincadas estrategias
metabdlicas que les permite subsistir.

La taxonomia de algunas sulfato reductoras queda de la siguiente manera
(Garrity et al., 2004):

Dominio Arguea
Phylum Crenarchaeota
Clase Thermoprotei
Orden Thermoproteales
Familia Thermoproteaceae

Género Caldivirga
Geénero Thermocladium.
Phylum Euryarchaeota

Clase Archaeoglubi
Orden Archaeoglobales
Familia  Archaeoglobaceae
Género Archaeoglobus
Dominio Bacteria
Phylum Thermodesulfobacteria
Clase Thermodesulfobacteria
Orden Thermodesulfobacteriales
Familia  Thermodesulfobacteriaceae
Género Thermodesulfobacterium
Phylum Nitrospira
Clase Nitrospira
Orden Nitrospirales
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Familia  Nitrospiraceae
Género Thermodesulfovibrio
Phylum Proteobacteria
Clase o-Proteobacteria
Orden Desulfovibrionales
Familia Desulfovibrionaceae

Género Desulfovibrior
Familia Desulfomicrobiaceae

Género Desulfomicrobium
Familia Desulfohalobiaceae

Género Deulfohalobium

Género Desulfomonas

Género Desulfonatronovibrio
Familia Desulfonatronomaceae

Género Desulfonatronum

Orden Desulfobacterales
Familia Desulfobacteraceae

Género Desulfobacter
Género Desulfobacterium
Género Desulfobacula
Género Desulfococcus
Género Desulfofaba
Geénero Desulfofrigus
Género Desulfonema
Género Desulfosarcina
Familia Desulfobulbaceae
Género Delsulfobulbus
Geénero Desulfocapsa
Género Desulfofustis
Geénero Desulforhopalus

Orden Desulfuromonales
Familia Desulforomonaceae
Género Desulfomonas
Orden Syntrophobacterales
Familia  Syntrophobacteraceae

Género Syntrophobacter
Familia  Syntrophaceae
Género Desulfomonile
Phylum Firmicutes

Clase Clostridia
Orden Clostridiales
Familia Peptococcaceae
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Género Desulfosporosinus
Género Desulfotomaculum
Orden Thermoanaerobacteriales
Familia Thermodesulfobiaceae
Género Thermodesulfobium
Clase *Negativicutes
Orden *Selenomonadales
Familia *Veillonellaceae
Género *Desulfosporomusa
*Sass et al., 2004

1.6 Dominio eucariota

En el tratamiento de las aguas residuales también encontramos organismos
eucariotas como son los protozoos, hongos, algas y Metazoos (rotiferos y nematodos).

Los protozoos son organismos heterotrofos, la mayoria de ellos son aerobios o
anaerobios facultativos aunque se han encontrado algunos organismos anaerobios
estrictos. Pueden alimentarse de bacterias u otros microorganismos, pero también de
materia organica disuelta, aunque no se cree que compitan eficientemente con las
bacterias (Ferrer et al., 2007).

Los protozoos constituyen aproximadamente el 5% de la biomasa de los fangos
activos (Ferrer et al., 2007). Basicamente tienen dos funciones; la primera es actuar
eliminando el exceso de bacterias no floculadas, es decir, consumen bacterias que son
libres o no formadoras de floculos (bacterias dispersas). La segunda funcion es que
desempefian el papel de buen indicador directo de toxicidad, ya que estos organismos
son mas sensibles a los toxicos y a los cambios de oxigeno. Esta es la razén de
utilizarlos como indicadores del funcionamiento (indicadores bioticos) de las EDAR.
Los grupos béasicos que pueden observarse en los fangos activos son: Flagelados,
Amebas, Ciliados nadadores libres y Ciliados pedunculados (Vilaseca, 2001).

La mayoria de los hongos son aerobios estrictos, toleran pH relativamente bajos
y tienen requisitos de nitrégeno mas bajos que las bacterias. También pueden utilizar
materia organica disuelta aunque rara vez compiten con las bacterias en los sistemas
de cultivo en suspension como los fangos activos.

Los Metazoos tienen menos presencia que los protozoos. La mayoria de este
grupo que podemos encontrarnos en los fangos activos son los rotiferos y nematodos.
Suelen alimentarse de protozoos y bacterias ayudando a la clarificacion del efluente
(Vilaseca, 2001).
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1.7 Importancia de identificar los microorganismos en los tratamientos de las
aguas

Los fangos activos consisten en el desarrollo de un cultivo microbiologico capaz
de degradar la materia organica presente en las aguas residuales a tratar, por lo que la
estabilidad de esta poblacién depende de las condiciones ambientales y operacionales.

La abundancia, diversidad y estructura de la comunidad microbiana son
indicadores muy valiosos para el proceso y para la evaluacion del grado de depuracion
y calidad del efluente (GBS, 2008). La eficiencia de una EDAR depende
principalmente de la composicion y actividad de la comunidad microbiana y varia
dependiendo de las caracteristicas a tratar (Wagner et al., 2002).

Muchos esfuerzos se enfocan en establecer vinculos entre la estructura de la
comunidad microbiana y las funciones de los grupos que integran tal comunidad con
el disefio y la operacion de la EDAR. En la actualidad el uso de herramientas
moleculares para el estudio de las comunidades microbianas ha mejorado los estudios
microbioldgicos haciéndolos méas confiables y eficientes.

Conocer y entender la comunidad microbiana en las distintas etapas del
tratamiento de las aguas residuales, asi como los cambios que hay dentro de la
comunidad microbiana a causa de las variaciones operacionales y relacionar estos
cambios con la calidad del efluente, podria contribuir al desarrollo de sistemas mas
estables, eficientes, rapidos y menos costosos que los ya existentes.

Por otro lado, las exigencias ambientales de la sociedad se recogen en una
legislacion cada vez més estricta. Esto hace que se requiera cambios operacionales en
los tratamientos para cumplir con tales exigencias o en su caso mejorar las deficiencias
en los tratamientos establecidos. El conocer la comunidad microbiana ayuda a que los
cambios operacionales sean rapidos y precisos para cumplir de manera adecuada las
exigencias de la legislacion.

Yuan (Yuan et al., 2002) postula que conocer la estructura y propiedades de las
comunidades microbianas es fundamental y que es importante establecer una
cooperacion entre los ingenieros y los microbiélogos. Esto generaria avances mas
rapidos y confiables para la incorporacion de datos en los modelos matematicos
enfocados a la optimizacion de los procesos de fangos activos.
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1.8 Técnicas moleculares para la determinacion de las poblaciones
microbianas. Hibridacién fluorescente in situ (FISH)

En la actualidad se hace uso de técnicas de biologia molecular que permiten
estudiar la diversidad taxonomica y la estructura de las comunidades microbianas, ya
que brindan la posibilidad de identificar poblaciones microbianas especificas en su
hébitat natural (sin necesidad de cultivarlas) generando resultados confiables y rapidos
(Cérdenas et al., 2006).

En la ecologia microbiana se hace uso de herramientas tales como las técnicas
moleculares DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), T-RFLP (Terminal-
Restriction Fragment Length Polymorphism), SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) y PCR (Polymerase Chain Reaction). A continuacion se describen
brevemente estas técnicas:

. DGGE (Muyzer et al., 1993). Junto con las técnicas SSCP y T-RFLP son el
andlisis fragmentario mas utilizado para el estudio microbiolégico de las aguas
residuales. Este procedimiento se basa en la separacion de fragmentos de 16S rDNA
obtenidos con la técnica PCR (figura 24), mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. Estos geles contienen un gradiente desnaturalizante quimico, de tal
manera que los fragmentos de DNA de la misma longitud pero con diferente
secuencia de nucledétidos quedan separados.
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Figura 24.

. T-RFLP (Liu et

Diagrama de la técnica DGGE (Geona et al., 2012).

al., 1997). Esta técnica se basa en la separacion de los

fragmentos de 16S rDNA segln su tamafio. Dichos fragmentos son generados después
del tratamiento con enzimas de restriccion del DNA extraido y amplificado mediante
PCR (figura 25). De esta forma se obtiene un patrén de picos, cada uno de los cuales
corresponde tedricamente a una secuencia de 16S rDNA y por extension a una

poblacion microbiana.
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Figura 25. Diagrama de la técnica T-RFLP (Stres, 2006).

. SSCP (Schwieger y Tebbe, 1998). Esta técnica de electroforesis se basa en la
separacion de fragmentos de DNA de cada cadena simple segun su estructura
secundaria. En condiciones normales el DNA de cadena simple se repliega sobre si
mismo adquiriendo estructura secundaria segun la secuencia primaria de nucle6tidos
que posea y las condiciones del medio en el que se encuentre. De este modo las
estructuras replegadas se pueden separar por electroforesis en un gel de poliacrilamida
debido a la diferencia de movilidad que poseen dichas cadenas (figura 26).
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Figura 26. Diagrama de la técnica SSCP (Leung et al., 2008).

. PCR (Liesack y Dunfield, 2002). Esta técnica consiste en obtener un gran
numero de copias de un fragmento de DNA particular. Esta técnica sirve para ampliar
un fragmento de DNA. EI proceso consiste en una serie de 20 a 35 ciclos (figura 27),
cada ciclo consiste en 2-3 pasos donde hay alternancia de temperatura. Los tiempos y
temperaturas aplicadas dependen de una variedad de parametros. Estos incluyen
enzimas usadas para la sintesis de DNA, la concentracion de iones divalentes y de los
dNTP (desoxirribonucledtidos trifosfato) en la reaccion y la temperatura de unién de
los cebadores asi como la longitud de DNA que se desea amplificar.

La hibridacion molecular es una de las técnicas que permite la deteccién del
rRNA 16S empleando sondas marcadas con fluorocromos.

Las células de muchos microorganismos son ricas en RNA. En las bacterias y

arqgueas los ribosomas son de tamafio 70S (S indica las unidades de masa Svedberg),
formadas por dos subunidades, una de 50S y otra de 30S, cada uno contiene varias
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proteinas y rRNA. En las bacterias constituye el 20-25 % del peso seco. EI RNA
predominante es el ribosémico (rRNA) que se presenta en varias especies moleculares
(23S, 16S y 5S) y que constituye el 80% del RNA total (Parés et al., 1997). La
presencia del 16S rRNA en grandes cantidades en procariotas (Amann et al., 1995)
permite disefiar sondas especificas para la secuencia 16S rRNA permitiendo el
procesamiento de un gran nimero de muestras requeridas para el estudio ecolégico, al
mismo tiempo que posibilita la deteccion directa de microorganismos concretos en las
muestras (Salazar, 2008).

primer W = e
dCTP
8 e A"d V}\l‘ ﬁ H dATP
—— dGTP
template DNA Eﬂ ﬂ oI

heat-stable @@ ‘Bﬁ_l__m__l

Tag DNA

Polymerase primer
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HONARONNED

heat to 95°C

[ DNA strands split \ @ ~
- = O

number of copies of the template DNA
doubles with each cycle

cool to 55° - 60°C h
: eat to 72°C
primers bind to
complementary
DNA strands

25 - 40 cycles of heating and cooling
build up over a million copies
of the original DNA template

Taq DNA Polymerase extends
complementary DNA strands,
starting from the primers

Figura 27.Diagrama de la técnica PCR (Steffen et al., 1999).

La hibridacion permite mejorar las estimaciones de la abundancia microbiana,
mostrando una estratificacion de los diferentes grupos filogenéticos de las
comunidades microbianas (Devereux et al., 1992; Ramsing et al., 1996).
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La hibridacién molecular fluorescente in situ (FISH) consiste en la deteccion de
una secuencia de nucledtidos dentro del genoma. Esta técnica utiliza fragmentos de
DNA (sondas) marcadas con fluorocromos, basandose en la hibridacion especifica de
dos secuencias de acidos nucleicos complementarios entre la sonda marcada y la
bacteria diana, formando un hibrido DNA: RNA fécilmente detectable mediante un
microscopio de fluorescencia (Cardenas et al., 2006). La hibridacion del 16S rRNA
genera una valiosa informacion acerca de la caracterizacion y abundancia de
comunidades microbianas y en algunos casos acerca de la actividad bacteriana.

La fluorescencia se produce mediante el uso de fluorocromos que son sustancias
que tienen la propiedad de absorber energia de una longitud de onda especifica y
volverla a emitir con una determinada longitud de onda mayor (menor energia). La
cantidad de energia emitida y su longitud de onda depende del propio fluorocromo.

La Técnica FISH es ampliamente utilizada en practicamente todos los campos de la
microbiologia, encontrdndose muy desarrollada en el campo medio ambiental. Esta
técnica presenta una serie de ventajas frente a otros métodos moleculares (Garcia et
al., 2004; Nielsen et al., 2009):

. Localizacién de las bacterias. FISH permite la localizacién espacial in situ de
las bacterias dentro de una muestra de fangos. De esta forma se puede obtener
informacién de como se distribuyen los diferentes grupos bacterianos dentro de una
biopelicula o fléculos dentro del reactor.

. Independencia de los métodos de cultivo y aislamiento. Para llevar a cabo la
aplicacion de la técnica FISH no es necesario realizar ningln tipo de cultivo ni
aislamiento de las bacterias que se requiera estudiar.

. Estabilidad. Los oligonucledtidos son muy estables, ya que se pueden
almacenar en una solucion gue contenga una determinada concentracion de sondas a -
20°C durante muchos meses o0 afios, sin que se produzca su degradacion. Asimismo,
no son degradados por enzimas RNAsas, por lo que las muestras fijadas no tienen que
estar libres de este tipo de enzimas.

. Disponibilidad. Una vez que se conoce la secuencia de la sonda que se necesita
se puede obtener de forma comercial. El grado de pureza de la sonda es muy alto.

. Rapidez y bajo coste. La hibridacion mediante el uso de oligonucleétidos
puede llevarse a cabo en un dia, salvo excepciones. Por otra parte, el coste no es muy
elevado debido al limitado requerimiento tanto de material como de reactivos
quimicos, ya que no se necesita realizar purificaciones ni sintesis de ningun tipo una
vez adquirida la sonda.
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. Alta especificidad. Existen regiones en el rRNA muy conservadas y otras muy
variables. Estas dos regiones se usan para el disefio de las sondas, de tal manera que
puede utilizarse esta técnica para detectar especies muy proximas filogenéticamente o
grandes grupos de microorganismos.

. Buen grado de penetracion en los organismos. Debido al pequefio tamafio de
las sondas, su penetracion a través de la membrana de los microorganismos es muy
eficiente.

. Buena reproducibilidad. Bajo las mismas condiciones de experimentacion esta
técnica posee un alto grado de reproducibilidad.

Sin embargo la técnica presenta también algunas desventajas (Garcia et al., 2004;
Nielsen et al., 2009):

. Conocimiento de la secuencia de rRNA. Este punto es muy importante en el
momento del disefio de la sonda. Sin embargo existen bases de datos donde se puede
hallar la informacion acerca de la secuencia del rRNA.

. Mala penetracion de la sonda en la célula. Esto puede suceder en algunas
muestras donde se hallan células Gram positivas y que poseen membranas con gran
cantidad de acidos micdlicos y cuya pared celular es dificil de penetrar. A estas
muestras se les somete a tiempos de fijacién e hibridacion mas altos y a reactivos que
son capaces de permeabilizar la membrana celular.

. Contenido ribosomal de la célula. El éxito de la hibridacion depende del
contenido de ribosomas, es decir, si las muestras presentan bajo contenido de

ribosomas no se visualizara sefial de hibridacion o una sefial muy baja.

En la figura 28, se muestra el fundamento de la técnica de hibridacion FISH.
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Figura 28. Esquema de la hibridacion fluorescente in situ FISH (Amann et al., 2008).

Se han desarrollado diversos estudios para conocer la estructura y diversidad de
las comunidades microbianas, sin embargo falta mucho camino que recorrer en este
tema. En la figura 29, se observa los resultados de la identificacion de la comunidad
bacteriana mediante la técnica FISH en muestras de diferentes EDAR, reportados en el
libro Microbial ecology of activated sludge (Seviour y Nielsen, 2010).

74



Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

Population composition (biovolume % against Eubmix)

8

k3 2 @

S &8s 8% g%

S 88 3E 33

° 8 £Q £2

3 £Q ISR 1

< 8L &= 8§88

< o=
Plant - = = e
Plant name configuration Alpha Beta Gamma
Dietersheim Unspecified 16=2 5127 114 22*6 135 6=x1
GroBlappen Unspecified 13+3 24=*3 4+1 21+16 7*4 62
Poing Unspecified 9+2 18+3 721 36*9 25*5 1*0
Ariake_A20 A20 9 20 9 10 <1 <1
Nakano AO 12 30 6 19 <1 <1
Kraftisried Industrial 16 47 2 ND ND ND
N-removal

A Modified UCT 104 17%7 13+4 8+3 <6 6
B 3 stage bardenpho 27 +9 6+4 <7 23+ 11 <7 <7
Cc Carousel/UCT 35+15 <6 16+7 10*9 <1 13+6
D 3 stage bardenpho 19=10 16+ 11 75 42*14 <1 <6
E Modified UCT 66 = 15 <1 6+5 22+8 <1 13+9
F Carrousel/UCT 3718 6=5 84 16+6 ND 11+8
G Modified UCT 32x12 9*4 5+2 12=8 <5 <5
H Modified UCT 0+9 1611 74 138 | 133
J Modified UCT 33+10 139 17+8 76 5 6

o @
: s_ %5 5
3% 83 8¢ g8
sy 28 8% s8¢
Sx se 8 £8
3 52 B8e =2
[$1%) sW ST 29
s= G~ o a
a 2
=
- Reference
ND 1 ND ND Schmid et al.
(2003a)
ND 4+1 ND ND  Schmid et al.
(2003a)
ND 2*1 ND ND Schmid et al.
(2003a)
ND ND ND ND Wong et al.
(2005)
ND ND ND ND Wong et al.
(2005)
5 6 1 12 Juretschko
et al. (2002)
25%7 ND ND ND Beer et al.
(2006)
1 ND ND ND Beeretal
(2006)
<6 ND ND ND Beeretal
(2006)
105 ND ND ND Beer et al.
(2006)
29+14 ND ND ND Beer et al.
(2006)
24 + 11 ND ND ND Beer et al.
(2006)
<5 ND ND ND Beer et al.
(2006)
<5 ND ND ND Beer et al.
(2006)
15+7 ND ND ND Beer et al
(2006)

Figura 29. Composicién de la comunidad bacteriana en diversas EDAR por analisis semi-

cuantitativo FISH. ND= no detectado (Seviour y Nielsen, 2010).

En la figura 30 se muestra otro estudio encaminado al conocimiento de la
diversidad de la comunidad bacteriana en una EDAR, mediante la técnica FISH (Kong

etal., 2007).
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1.8.1 Fijacion de la biomasa para la hibridacion

El primer paso necesario para llevar a cabo la técnica FISH es la fijacion de los
organismos. De esta forma se conserva su morfologia y se favorece el acceso de las
sondas. La fijacion debe realizarse inmediatamente después de coger la muestra
procedente de la planta de tratamiento de aguas residuales. Esto evita las lesiones que
producirian cambios osmoticos y alteraciones estructurales y bioguimicos, fenémeno
conocido como autolisis.

La fijacion de las células depende mucho de la estructura de su membrana
celular. La cantidad y la clase de proteinas de una membrana celular especifica
depende del ambiente en el que actue la célula (Madigan et al., 2004).

Las células Gram positivas tienen paredes celulares de capa gruesa de
peptidoglucano. Por el contrario las células Gram negativa poseen una capa fina de
peptidoglucano (Madigan et al., 2004). Con el fin de comprender mejor la estructura
de la membrana celular en las bacterias y la diferencia entre células Gram positivas
(figura 31) y Gram negativas (figura 32), se describen a continuacion 4 moléculas que
podemos encontrar en la membrana de las células: la mureina, el lipopolisacarido, los
acidos teicoicos y los acidos lipoteicoicos.

Acido teicoico

Proteina asociada
N ala pared

O\ //O
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- Peptidoglicano)
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Membrana
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Figura 31. Estructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas (Madigan et al., 2004).
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Figura 32. Estructura de la pared celular de las bacterias Gram negativas. (Madigan et al., 2004).

Mureina.

La mureina es un peptidoglicano que se encuentra en las bacterias, con
excepcion de los mollicutes y de arqueas. Constituye la mayor parte de la pared celular
y es responsable de la forma de la célula y de su integridad estructural, que
proporciona rigidez a la misma. La mureina estad compuesta de N-acetilglucosamina
(NAG) y de acido N-acetilmuramico (NAM) (figura 33), unido alternativamente por
enlaces B-1,4-glucosidicos. Hay un tetrapéptido unido al NAM que puede unirse a su
vez con el tetrapéptido de una cadena adyacente (Parés et al., 1997).

Lipopolisacérido.

Los LPS son polimeros complejos con restos de &cidos grasos y cadenas de
oligosacéridos y polisacaridos, que forman la parte mayoritaria de la capa externa de la
membrana de bacterias Gram negativa. Esos polimeros basicamente se compone de
una porcion lipidica muy conservada entre las especies, denominada lipido A, inmersa
en la cara externa de la membrana de la bacteria y una porcion hidrofilica compuesta
por azlcares que presentan una gran variabilidad estructural (Rojas, 1995).

Las Gram positiva no tienen LPS, pero pueden presentar acidos teicoicos
asociados a la mureina.
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Figura 33. Representacion esquemaética de los peptidosglicanos. La figura de la izquierda (E. coli)
corresponde a Gram negativa. La figura de la derecha (Staphylococcus) corresponde a Gram
positiva (Figueroa, 2006).

Acidos teicoicos.

Se trata de polimeros del glicerol o ribitol unidos por enlaces fosfodiéster y con
uno o mas aminoacidos como sustituyentes (Parés, et al., 1997).

Acidos lipoteicoicos (LTA).

Es un constituyente principal en las bacterias Gram positivas. Son &cidos
teicoicos unidos a lipoglucanos de la membrana citoplasmatica (Parés, et al., 1997).

Por las diferencias en las estructuras celulares de las bacterias, a la hora de fijar
las bacterias Gram negativa se puede hacer con paraformaldehido, con un periodo de
tiempo menor que el necesario para fijar las bacterias Gram positiva.

Las bacterias Gram positiva al ser hidrofobicas es necesario fijarlas con etanol
como se describe en el capitulo de materiales y métodos.

Para permeabilizar la célula se utiliza detergentes como SDS (sodio dodecil
sulfato) y en funcién de su pared celular el paraformaldehido o en su caso el etanol.

En la mayoria de las arqueas la pared celular se compone de proteinas que
forman en la superficie una capa S (capa cristalina compuesta de proteinas y
glicoproteinas). Una capa S es una agrupacion rigida de moléculas proteicas que
cubren el exterior de la célula. Esta capa ofrece proteccion quimica y fisica que puede
servir de barrera impidiendo que entren en contacto macromoléculas con la membrana
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celular. A diferencia de las bacterias, la mayoria de las arqueas carecen de
peptidoglicano en la pared celular. Sin embargo en las arqueas metanogénicas
encontramos pseudopeptidoglicano (polimero que carece de aminoacidos y acido N-
acetilmurdmico o también conocido como NAM). Las arqueas poseen diversas
paredes celulares que incluyen la pseudomureina (peptidoglicano no basado en NAM).
Consiste en un esqueleto de unidades de NAG (N-acetilglucosamina) unidos con NAT
(N-acetiltalosaminuroénico) que es un azlcar exclusivo de estos organismos (figura 34)
que se puede encontrar en las paredes celulares de Methanobacterium, la
metanocondroitina (polimero basado en NAG, Glucuronico, glucosa y manosa) en
Methanosarcina y glicoproteinas en Methanococcus y Methanoplasnus (Madigan et
al., 2004).
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Figura 34. Peptidoglicano de la pared celular de arquea. (Madigan et al., 2004).

1.8.2 Sondas

Las sondas o cadenas de oligonucle6tidos son segmentos cortos de DNA de
cadena simple que contienen de 15 a 30 nucledtidos. Estas sondas solo hibridan con
sus secuencias complementarias en condiciones estrictas de hibridacion.

Mediante el andlisis de las secuencias parciales del 16S rRNA es posible
encontrar patrones de secuencias especificos para grupos y especies de bacterias
concretas. Para la identificacion de los microorganismos a ese nivel, se ha desarrollado
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pequefias sondas especificas. La hibridacion con sondas especificas permite la
identificacion répida y directa de un gran nimero de microorganismos uniéndose a la
secuencia diana. El uso combinado de sondas universales y especificas permite estimar
la fraccion de determinados microorganismos dentro de un conjunto.

La sonda esta marcada de tal forma que los hibridos formados se pueden detectar
facilmente. La especificidad de las sondas puede ser ajustada a diferentes niveles
taxonémicos, como son: dominio, phylum, clase, familia, género y especie, en la
identificacion de las bacterias en sus diferentes comunidades naturales (Amann et al.,
1995).

La sonda debe ser lo suficientemente especifica para unirse unicamente a la
bacteria que se quiere identificar en presencia de otras bacterias. Para asegurar la
especificidad de las sondas, los dos parametros determinantes son la temperatura y la
concentracion de formamida: Estos dos parametros favorecen las condiciones de
especificidad de la sonda. La formamida hace que disminuya la temperatura de unién
de las sondas mediante el debilitamiento de los puentes de hidrogeno. Este compuesto
disminuye la temperatura de fusion de los hibridos DNA:RNA en 0.72° C por cada 1%
de formamida utilizada, esto permite realizar la hibridacion entre 30 y 50° C
(Morenilla et al., 2009).

La sonda que se utiliza en la técnica FISH estd formada por una pequefia

secuencia de nucledtidos de cadena sencilla en cuyo extremo, normalmente el 5', se
marca con un fluorocromo.
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2 Objetivos

Ante el interés y la necesidad de mejorar los tratamientos de aguas residuales en
las EDAR, es importante conocer la comunidad microbiana existente en los fangos
activos. La identificacion y cuantificacion de las poblaciones microbianas especificas
es fundamental para el estudio de los mecanismos que subyacen en los procesos
bioldgicos. Por lo tanto, este trabajo consiste en un estudio de la posible variacion de
la poblacion de bacterias y arqueas en las diferentes épocas del afio en una EDAR. Asi
mismo, se pretende estudiar la existencia de relaciones de abundancia microbiana con
las variables fisico-quimicas y operacionales en la EDAR de la cuenca del Carraixet.

Las poblaciones bacterianas y de arqueas que comprenden las aguas residuales
son tan diversas que partimos de un analisis a nivel phylum en cada dominio (arquea y

bacteria), seguido de un analisis a nivel de fenotipo (grupos funcionales).

Para la consecucion de los objetivos generales se ha planteado una serie de
objetivos especificos. Estos objetivos son:

1. Identificar los phylum bacterianos y de arqueas presentes en las muestras de
fangos activos.

2. Cuantificar las bacterias de cada phylum encontrado.

3. Conocer la variacion de abundancia de los diferentes phylum encontrados a lo
largo del muestreo y comparar los resultados en ambas lineas.

4. Conocer mediante métodos estadisticos las posibles relaciones entre los
resultados de la identificacion y cuantificacion de las comunidades de bacterias y
arqueas (phylum vy clase) con los datos fisico-quimicos y operacionales de la
EDAR.

5. Identificar los grupos fenotipicos de bacterias y arqueas de interés para el
disefio de las EDAR (grupos funcionales) en el proceso de fangos activos.

6. Cuantificar los organismos identificados por grupo funcional.

7. Conocer la variacion de la abundancia de los grupos funcionales durante el
muestreo.
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8. Conocer mediante métodos estadisticos las posibles relaciones entre los
resultados de la identificacion y cuantificacion de los grupos funcionales con
datos fisico-quimicos y operacionales.

9. Conocer mediante métodos estadisticos las posibles relaciones entre los

resultados de las poblaciones identificadas a lo largo del muestreo con datos
bioldgicos (recuento de protozoos) obtenidos de un estudio previo de la EDAR.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Materiales y Métodos

Con la técnica molecular FISH se realiza el andlisis de las muestras procedentes
de una EDAR de la comunidad Valenciana. En este capitulo se describe la EDAR de
la que se tomo las muestras, el procedimiento realizado para la hibridacion por medio
de FISH, el analisis y cuantificacion de imagenes y el analisis estadistico de los
resultados.

3.1.1 Procedencia de la muestra

Las muestras provienen del reactor aerobio de la planta de tratamiento de aguas
residuales urbanas de la Cuenca del Carraixet, ubicada en la Comunidad Valenciana.

El caudal de funcionamiento de la planta de tratamiento es de 37.280 m*/dia, el
rendimiento del tratamiento es del 98% de eliminacion de los sélidos suspendidos, del
98% DBOs y el 95% de DQO. La EDAR no esta disefiada para eliminacion de
nutrientes. La planta sirve a 13 municipios con un total de poblacion de 156.545
habitantes-equivalentes. Las aguas residuales que llegan a esta planta tienen un
importante componente industrial.

El tratamiento bioldgico gque se lleva a cabo en la EDAR es de fangos activos,
constando la linea de agua de dos lineas de tratamiento biologico. El tanque de
aireacion de la linea 1 tiene una capacidad de 4192 m®y en la linea 2 la capacidad del
tanque de aireacion es de 6273 m®. La aireacion se realiza por medio de difusores.

La linea de fangos esta constituida por un espesador de gravedad para el fango
primario y otro por flotacion para el fango secundario, que alimentan la entrada del
fango al tanque de digestion anaerobia (figura 35).

Las muestras utilizadas para esta tesis son muestras tomadas para un estudio de
la EPSAR (Entidad Publica de Saneamiento de Aguas Residuales). EI muestreo fue
realizado en periodos de 15 dias durante un afio (excepto el mes de agosto).

Las muestras fueron tomadas de las dos lineas del sistema de fangos activos con

las que cuenta la planta. En total se obtuvieron 44 muestras (22 muestras por linea de
tratamiento).
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Cada linea de tratamiento consta de dos reactores. Las muestras se tomaron a la
salida de cada linea.

Cada muestra fue fijada inmediatamente después de su extraccion. La fijacion se
realizd segun procedimiento descrito en el apartado 3.2 del capitulo materiales y
métodos.

Una vez fijadas, las muestras fueron almacenadas a -20 °C para su conservacion
antes de los estudios pertinentes en el proyecto de la EPSAR.

Cada muestra fue hibridada segln procedimiento descrito en el apartado 3.2 de
este capitulo con las sondas respectivas de interés para este estudio.

PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO SECUNDARIO TRATAMIENTO TERCIARIO
Desarenador Reactor
Desbaste Desengrasador  Decantacion Biologico Decantacion Filtracion Ultravioletas
—~ - - == = —
B ikl J —— _

Cogeneraciin

B — ENERGIA
1™ —
[ Fm
mm — — T — = - FANGO
Espasador Digestion Deshudratacion  Tolva de
Anaerobia Mecanica Fangos

Figura 35. Esquema de la EDAR del Carraixet (EPSAR).

3.1.2 Hibridacién fluorescente in situ (FISH)

Para aplicar la hibridacion fluorescente in situ (FISH) con sondas marcadas con
fluorocromos se debe adecuar previamente la muestra. Esto implica la fijacion y
permeabilizacion de la pared celular para inactivar las células microbianas y la
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actividad enzimatica. La permeabilizacion de la células tiene como objetivo ayudar a
la penetracion de la sonda (Nielsen et al., 2009).

Una vez fijadas las células se aplica la técnica de hibridacion FISH, lo que
permite realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de la poblacion microbiana
presente en la muestra tratada. La hibridacion se realiza mediante diferentes sondas
(fragmentos de DNA). El uso de cada sonda depende de cada grupo de bacterias y
permite identificar las bacterias presentes en la muestra.

3.2 Procedimiento
La fijacion celular se realiza del siguiente modo:

Para las bacterias Gram negativa se realiza la fijacion con Paraformaldehido (PFA al
4%).

- Depositar 1 ml de muestra en un vial.

- Someter a centrifugacion (7000 rpm durante 3 min) y eliminar
sobrenadante.

- Afadir PFA (750 pl) y PBS (250 pl) y mantener a 4 °C durante 3 horas.

- Someter las células a centrifugacion (7000 rpm durante 3 minutos) y
eliminar el paraformaldehido.

- Lavar las células PBS 1X (fosfato bdfer salino), centrifugar (7000 rpm
durante 3 minutos) y eliminar el sobrenadante.

- Repetir el paso anterior si es necesario.

- Resuspender las células en 500ul de PBS 1X y en 500 ul de etanol absoluto
frio (4°C).

- Guardar a -20°C.

Para las bacterias Gram positiva se realiza la fijacién con etanol absoluto frio.

- Depositar 1 ml de muestra en un vial.

- Centrifugar ( 7000 rpm durante 3 minutos) y eliminar sobrenadante.

- Lavar las células con PBS 1X (1000 pl).

- Centrifugar (7000 rpm durante 3 minutos) y eliminar sobrenadante.

- Resuspender en 500 pl de PBS 1X y en 500 pl de etanol absoluto frio
(4°C).

- Guardar a -20°C.

Tratamiento de los portaobjetos cubiertos con Tefldn
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El tratamiento de los portaobjetos tiene como objetivo el poder mantener sobre
él mismo la mayor cantidad de células posibles y por més tiempo, evitando la pérdida
de las células por los lavados previos y posteriores a la visualizacion en el
microscopio.

El tratamiento se lleva a cabo de la siguiente manera:

- Lavar con agua y detergente neutro.

- Enjuagar con agua destilada.

- Secar a temperatura ambiente (es importante secar completamente).

- Cubrir con gelatina por inmersion en la solucion de gelatina 0.1% con
sulfato potasico cromato 0.01% (preparada en el momento, T= 60 °C).

- Secar al aire (proteger del polvo ambiental).

Hibridacién in situ FISH
1. Aplicacidon de la muestra en los portaobjetos cubiertos de teflon

- Poner un volumen de 5 pl de muestra fijada en cada pocillo del
portaobjetos.

- Secar al aire.

- Deshidratar en etanol al 50% durante 3 minutos por inmersion.

- Deshidratar en etanol al 80% durante 3 minutos por inmersion.

- Deshidratar en etanol al 98% durante 3 minutos por inmersion.

- Después del deshidratado se deja secar y los portaobjetos pueden ser
conservados indefinidamente a -20°C.

2. Hibridacion “in situ”

Las reacciones de hibridacion se hacen a concentraciones altas de NaCl y en
presencia de agentes desnaturalizantes como la formamida. EI NaCl y el porcentaje de
formamida hacen que la hibridacién sea estable.

Para ello se prepara la solucion de hibridacion:
a). Preparacion de la solucion de hibridacion (tubo eppendorf 2 ml)

- Afadir 360 pl de NaCl 5M.

- Anfadir 40 ul TrisHCI 1M.

- Afadir formamida segun Tabla 5.
- Afadir agua MilliQ segun Tabla 5.
- Afadir 2 pl de SDS al 10%.

- Mezclar cuidadosamente.
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Tabla 5. Cantidades de formamida y agua para la preparacion de la solucién de hibridacién

Cantidad de formamida (ul) | % formamida para la sonda | Cantidad de agua MilliQ (ul)

0 0 1598
100 5 1498
200 10 1398
300 15 1298
400 20 1198
500 25 1098
600 30 998
700 35 898
800 40 798
900 45 698
1000 50 598
1100 55 498
1200 60 398

Una vez preparada la solucion de hibridacion se procede del siguiente modo:

Poner (10 ul- pl de sonda o sondas) de la solucion de hibridacion en cada
pocillo del portaobjeto que lleve muestra.

Poner 1 ul de la sonda o sondas a utilizar y repartir homogéneamente por
todo el pocillo.

Introducir el portaobjetos con la solucion de hibridacion y las sondas a la
camara de hibridacion (tubo tipo falcon de 50 ml previamente preparado con
papel de celulosa dentro). Una vez dentro el portaobjetos a hibridar el tubo
se debe mantener siempre en posicion horizontal.

Incubar a 46°C durante 1-2 horas.

Con el fin de eliminar los restos de sondas no hibridadas y la formamida de los

portaobjetos se prepara una solucion de lavado.

b). Preparacion de la solucion de lavado

- En un tubo tipo falcon de 50 ml afadir segin Tabla 6, las cantidades
indicadas de NaCl 5M dependiendo del porcentaje de formamida utilizada

en la solucién de hibridacion.
- Afadir 1 ml de TrisHCI.
- Afadir EDTA si segun Tabla 6 se requiere.
- Aproximar a 50 ml con agua MilliQ.
- Afadir 50 pl de SDS 10%.
- Mezclar cuidadosamente.
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Tabla 6. Cantidades de NaCl para la solucion de lavado

% formamida de la NaCl (M) NaCl 5M (ul) EDTA 0.5 M (ul)
sonda
0 0.900 9000
5 0.636 6300
10 0.450 4500
15 0.318 3180
20 0.225 2150 500
25 0.159 1490 500
30 0.112 1020 500
35 0.080 700 500
40 0.056 460 500
45 0.040 300 500
50 0.028 180 500
55 0.020 99 500
60 0.014 41 500

Terminado el tiempo de incubacion del portaobjetos donde estan las células a
hibridar se procede a:

- Sacar de la incubadora el portaobjetos. Con la ayuda de un cuentagotas y la
solucion de lavado previamente preparada eliminar la formamida que aun
esté en los pocillos. Para eliminar las sondas no hibridadas introducir el
portaobjetos dentro del tubo con la solucion de lavado y mantenerlo en un
bafio de agua a 48 °C durante 10- 15 min y protegido de la luz.

- Una vez concluido el tiempo de lavado, se saca el portaobjetos de la
solucién de lavado y se sumerge en un vaso con agua MilliQ fria durante 1
segundo.

- Secar el portaobjetos a temperatura ambiente protegiéndolo de la luz.

- Sino se observa inmediatamente en el microscopio, guardar a -20°C.

3.2.1 Sondas

Las sondas utilizadas en este trabajo se han adquirido ya marcadas a través de
Thermo Scientific.

En la tabla 7 se muestran las sondas generales para identificacion del dominio
bacteria y arquea usadas en este trabajo asi como su referencia bibliografica. Las
sondas descritas en la tabla 7 estan marcadas con el fluorocromo fluoresceina (FAM).

Para el uso de las sondas EUB338, EUB 38Il, EUB338 Il y la EUB338IV se
realizo una mezcla de ellas, la sonda EUBmix. La mezcla tiene como fin cubrir el

92




Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

mayor numero de bacterias posibles en la muestra, sin embargo a este mix se le agregd
la sonda ARCH915 con el fin de cubrir los dos dominios estudiados en este trabajo.

Tabla 7. Sondas generales

Sonda Secuencia %FA Organismo Referencia

EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 0-50 Muchas bacterias Amann et al., 1990
EUB338lII GCAGCCACCCGTAGGTGT 0-50 Planctomycetales Daims et al., 1999
EUB338ll1I GCTGCCACCCGTAGGTGT 0-50 Verrucomicrobiales | Daims et al., 1999
EUB338IV | GCAGCCTCCCGTAGGAGT | 0-50 Phylum Schmid et al., 2005

Eubacteria®
Stahl y Amann

ARCH915 | GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 35 Arqueas

1991

*Phylum no cubiertos por las otras sondas EUB 338, 33811y 338lI1.

Igualmente se usaron sondas especificas. En la tabla 8 se describen las sondas
especificas para el dominio arquea. Todas las sondas de la tabla 8 estan marcadas con
el fluorocromo TAMRA. En esta tabla se puede apreciar los porcentajes de formamida
de trabajo de cada sonda, su secuencia y su referencia bibliografica.

Tabla 8. Sondas para las Arqueas

% Referenci
Sonda Secuencia FA Organismo a
Stahl y
ARCH915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 35 Archaea Amann
1991
Candidatus Labrenz et
Cren679 TTTTACCCCTTCCTTCCG 35 Nitrosopumilus al. 2010
maritimus h
MSMX860 | GGCTCGCTTCACGGCTTCCCT | 45 Methanosarcinales e?z:'erleggz
MG1200b | CRGATAATTCGGGGCATGCTG 20 Methanomicrobiales e?::'erleggz
MB311 ACCTTGTCTCAGGTTCCATCTCC | 30 Methanobacteriales e?::'erleggz
VG504 GGCTGCTGGCACCGGACTTGCC
CA 55 Methanocaldococcaceae Devereux
MC504 GGCTGCTGGCACCGAACTTGCC etal., 1992
Compet CA
Fukui et
MC1109 GCAACATAGGGCACGGGTCT 45 Methanococcales al. 1999

93




Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

Para el dominio bacteria, a nivel de phylum se usaron las sondas que se
describen en la tabla 9, todas las sondas de esta tabla estan marcadas con el
fluorocromo TAMRA.

Tabla 9. Sondas para cada phylum bacteriano

Sonda Secuencia %FA Organismo Referencia
CEX1223 Bﬁrnzséoonzet
CCATTGTAGCGTGTGTGTMG 35 Cloroflexi -
GNSB941 Gichetal.,
2001
Ntspa712 CGCCTTCGCCACCGGCCTTCC .
Ntspa712 50 Nitrospirae Daims etal,
P CGCCTTCGCCACCGGTGTTCC P 2001
compet
ALF968 GGTAAGGTTCTGCGCGTT 20 a-Proteobacteria Neef, 1997
BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT
BET42 35 [- Proteobacteria Manz etal.,
a GCCTTCCCACATCGTT 1992
compet
GAMA42a GCCTTCCC CATCGTTT
GAM42 35 - Proteobacteria Manz etal,
a GCCTTCCCACTTCGTTT Y 1992
compet
DELTA495a AGTTAGCCGGTGCTTCCT
DELTA49%2 | A crTAGcceeTaCTTCCT
compet
DELTA495b AGTTAGCCGGCGCTTCCT Loy et al
DELTA495b AGTTAGCCGGCGCT CKT 35 J- Proteobacteria 2002
compet
DELTAA495¢c AATTAGCCGGTGCTTCCT
DELTA49SC | A ATTAGCCGGTGCTTCTT
compet
EPSY549 CAGTGATTCCGAGTAACG 35 &- Proteobacteria Linetal., 2006
LGC354a TGGAAGATTCCCTACTGC Meier et
LGC354h CGGAAGATTCCCTACTGC 35 Firmicutes al. 1999
LGC354c CCGAAGATTCCCTACTGC h
HGC69a TATAGTTACCACCGCCGT
HGC69 25 Actinobacteria Roller etal,
a TATAGTTACGGCCGCCGT 1994
compet
Neef .
PLA46 GACTTGCATGCCTAATCC 30 | Planctomycetales ei ggt; !
SS_HOL1400 | TTCGTGATGTGACGGGC 20 Acidobacteria Mael's'ggg;et
CF319b TGGTCCGTATCTCAGTAC 35 Flavob.acterlas y Manz et al.,
Sphingoba 1996
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Para la identificacion de los grupos funcionales de las bacterias se usaron sondas
especificas que se detallan en la tabla 10. Todas las sondas estan marcadas con el
fluorocromo TAMRA.

Tabla 10. Sondas usadas para la deteccion de los grupos funcionales

%

Sonda Secuencia FA Organismo Referencia
NSO1225LNA CGCCATTGTATTACGTGTGA 45 ,é’-Proteobac_te'rl.a ammonia- Alonso et al.,
oxidizing 2009
NIT3 CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 nitrobacter Wagrl‘;;gt al.
PAO462 CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC didat libact C tti et al
PAOGB5L CCCTCTGCCAAACTCCAG g5 | candidalus accumulibacter: ) Lrocet etal,
phospatis 2000
PAO846 CTTAGCTACGGCACTAAAAGG
GAO0Q431 TCCCCGCCTAAAGGGCTT 35 candidatus competibacter Crocetti et al.,
GA0Q989 TTCCCCGGATGTCAAGGC phospatis 2002
TFO_DF218 GAAGCCTTTGCCCCTCAG 35 Defluviicoccus (cluster 1) Wong et al.,
TFO_DF618 GCCTCACTTGTCTAACCG 2004
DF988 GATACGACGCCCATGTCAAGGG
H966(COMPET1 .
éFggg) CTGGTAAGGGTTCTGCGCGTTGC Defluviicoceus (cluster 2) Meéeéoeé al.,
35
H1038D('(:3£:;|;/)IPET2 AGCAGCCATGCAGCACCTGTATGGCGT
DF1020 CCGGCCGAACCGACTCCC
Ma464 TTATCCAGGTACCGTCATTA g0 | P02 methylocystaceae(o- Eller et al,
Proteobacteria) 2001
tipol methylococcaceae(y-
Mg84 CCACTCGTCAGCGCCCGA 20 .
Proteobacteria)
AT1458 GAATCTCACCGTGGTAAGCGC 50 azoarcus-thauera-cluster Rabrgge; al.
PAR651 ACCTCTCTCGAACTCCAG 40 paracoccus Neelfggza"'
TBD1419 ACTTCTGCCAGATTCCAC 50 thiobacillus denitrificans Fe;‘ag‘égz“
desulfovibrio, desulfomonas, Devereux et
DSV687 TACGGATTTCACTCCT 15 desulfuromonas, al., 1992
desulfomicrobium
Dsh804 CAACGTTTACTGCGTGGA 10 some desulfobacteraceae
DNMAG57 TTCCGCTTCCCTCTCCCATA 30 some desulfonema F”kfg'ag; al.
DBB660 GAATTCCACTTTCCCCTCTG 60 some desulfobulbus Dz}’erle;‘;‘;t
DtM230 TAATGGGACGCGGACCCA 10 many desulfotomaculum Hristova et
cluster 1 and other firmicutes al., 2000
SRB385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG 35 most desulfowbrlor-\ales and Amann et al.,
other bacteria 1990
SRB385Db CGGCGTTGCTGCGTCAGG 30 desulfobacteraceae Rabfggeé al.
. Liuetal.,
Clos621 CAAACGCAGTCCATGAGT 20 Clostridium spp. 2002)
Strep CACTCTCCCCTTCTGCAC 40 Streptococcus T;elbesggoet
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Por altimo, en la tabla 11 se muestra las sondas utilizadas para el anélisis de
celulas eucariotas.

Tabla 11. Sondas para la deteccion de Eucaryota

Sonda Secuencia %FA Organismo Referencia
EUBK1193 | GGGCATMACDGACCTGTT
EUBK503 | GGCACCAGACTKGYCCTC 20-35 Eukarya Baker et al., 2003
EUBK310 TCAGGCBCCYTCTCCG

PF2 CTCTGGCTTCACCCTATTC 30 Levaduras Kempf et al., 2000
Algas no

NCHLOO1 | GCTCCACTCCTGGTGGTG ND clorofitas Simon et al., 1995

CHLOO01 GCTCCACGCCTGGTGGTG ND Algas clorifitas

*ND, no determinada

Con las sondas EUBK1193, EUBK503 y EUBK310 se hizo una mezcla para el
trabajo. A ésta mezcla se la llamé EUBKmix.

3.2.2 Cuantificacion de los microorganismos

Para la cuantificacion de las células después de la aplicacion de la técnica FISH
se lleva a cabo la observacion en el microscopio y la toma de imagenes.

La observacion se realizo en un microscopio de epifluorescencia Olimpus BX50.
Las fotografias se realizaron con una cdmara digital integrada al microscopio modelo
Olimpus DP10. El equipo cuenta con los filtros U-MWIB con una longitud de onda de
450-480 nm y de emision de 515 nm (Fluoresceina, FAM) y U-MWIG con una
longitud de onda de 510-550 nm y de emision de 590 nm (Rodamina, TAMRA).

La toma de imagenes se realiza en un minimo de 20 campos distintos y
representativos en cada canal de la muestra hibridada (cada canal con el filtro
correspondiente para cada fluorocromo). Un canal es para las sondas de interés
marcadas con el fluorocromo TAMRA con una longitud de onda de excitacion de 555
nm y de emision 580 nm (de color rojo), y el otro canal para la sonda general marcada
con el fluorocromo FAM con una longitud de onda de 494 nm y de emision de 518
nm (de color verde). En total para el desarrollo de ese trabajo se realizaron 46992
fotografias.
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Es importante en el momento de realizar las fotografias evitar la pérdida de la
fluorescencia durante la visualizacion en el microscopio, para ello a cada muestra se le
agrega una gota de Vectashield (Liquido de montaje con base de glicerol).

Después de la captura de las imagenes se realiza un andlisis de las mismas. Para
llevar a cabo este punto se utiliza el programa matematico MATLAB. El
procedimiento consiste en descomponer las imagenes a escala de grises, es decir de
una figura de espacio de color RGB (Red-Green-Blue) se pasa a una figura en escala
de grises donde el rango de valores de pixeles va de 0 (Negro) a 255 (blanco).

Las imagenes son introducidas en un software de cuantificacion desarrollado
para este fin en la tesis doctoral de Borras, 2008. EI cambio de las imagenes de color a
escala de grises facilita el conteo de pixeles (figura 36). El software de cuantificacion
tiene dos parametros para ir variando segun las imagenes a analizar, Low_in y
Gamma_in. Con el primero se consigue eliminar la parte de la figura que representa la
sefial de fondo (background). Los valores van de 0 a 1. Por debajo del valor que se
establece se considera un falso positivo (Borrds, 2008). EI pardmetro Gamma_in
representa la forma de la curva que describe la relacion entre los valores de la
intensidad de luz de la figura original y la nueva figura. Cuando Gamma_in es menor a
1 la nueva figura tendra una intensidad de luz mas alta, es decir mas brillante, si por el
contrario este parametro es superior a 1 la nueva figura serd mas oscura que la original
(Borrés, 2008).
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<) Campo 6 : P6065239.JPG + P6065240.JPG

20%

Figura 36. Descomposicion a escala de grises por el MATLAB.

El software realiza un informe donde se presenta los porcentajes de las areas
ocupadas por las bacterias hibridadas acompafiado del error de la medida. Este Gltimo

O
se calcula como ——, donde:

n

o: desviacion estandar
n: nUmero de campos

El programa genera y abre una hoja de calculo donde se puede ver el informe
detallado de los resultados de la cuantificacion (&reas ocupadas por las bacterias
presentes en la muestra hibridada) para cada campo y para el total de las iméagenes, asi
como un grafico de los porcentajes hibridados (figura 37).

El resultado final es un nimero que representa el porcentaje en area de un grupo

bacteriano en la muestra acompafiado de su incertidumbre de cuantificacién (Borras,
2008).
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Figura 37. Hoja de calcul6 que genera el programa de cuantificacion.

El programa de cuantificacion no tiene suficiente precision como para
cuantificar poblaciones de bacterias menores del 1%. Cuando el resultado de la
cuantificacion es menor al 1% le asignamos el valor de 0.5% para indicar que hay
presencia de la poblacion en cuestién asi como también para su representacion grafica.

3.2.3 Problemas asociados con la deteccion de la fluorescencia

La inaccesibilidad de las sondas al ribosoma puede causar ausencia de sefial o
baja fluorescencia (poca sefial). Esto puede remediarse mediante la aplicacién de
sondas helpers (sondas de ayuda). Las sondas helpers se disefian para hibridar sin
marcar sobre secuencias de rRNA junto a la sonda FISH en su lugar de destino. Las
sondas de ayuda abren las estructuras secundarias y terciarias de la base de los
nucleotidos para que con ello se aumente la accesibilidad de la sonda FISH (Nielsen et
al., 2009).

Otra solucion para hibridar en las regiones de dificil acceso ha sido alargar el
tiempo de hibridacion (hasta 72 horas), lo cual mejora la difusion de la sonda en la
célula y disminuye las barreras cinéticas de la accesibilidad del lugar de destino. De
esta forma se consigue una mejor eficiencia de hibridacion y, en general, las sefiales de
fluorescencia aumentan de intensidad (Nielsen et al., 2009).
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La sefial de hibridacidén también puede aumentar debido a la unién no especifica
de las sondas a los contaminantes unidos sobre la membrana celular, como pudieran
ser sustancias humicas y fragmentos de DNA unidos a la membrana celular. Esto
inmoviliza al rRNA y puede producir un incremento de la hibridacion (falsos
positivos) debido a la unién no especifica de la sonda. También es posible, sin
embargo, que las sustancias humicas o los fragmentos de DNA interfieran con la
hibridacién de la sonda al rRNA. De esta manera la sefial de hibridacién disminuye
(Salazar 2008).

Para no perder la intensidad de fluorescencia se debe evitar la exposicion
demasiado larga a fuentes de luz fuertes, almacenar siempre los portaobjetos FISH en
la oscuridad, retirar con cuidado todas las trazas de etanol de muestras almacenadas,
ya gue el etanol puede hacer desaparecer la sefial de fluorescencia. Por ultimo, se debe
evitar los tiempos de fijacion demasiado largos (sobre todo para la fijacion mediante
PFA), ya que los tiempos excesivos pueden reducir la permeabilidad de la célula por la
sonda (Nielsen et al., 2009).

3.3 Pretratamiento enzimatico

Para algunos grupos de bacterias es necesario realizar un pretratamiento
enzimatico antes de la hibridacion para lograr la penetracion de la sonda marcada a la
célula. Las enzimas usadas en este pretratamiento son la lisozima y mutanolisina. Los
grupos bacterianos de células Gram positiva son de dificil penetracion por la sonda,
por lo que requieren de enzimas que ocasionen una lesion celular que hace vulnerable
a la célula para su penetracion con la sonda marcada.

La aplicacion del pretratamiento depende del tipo de célula, asi como también de
la enzima aplicada. Para este trabajo se realizd una prueba de penetracion enzimatica
para las bacterias Gram positiva y arqueas.

De forma general los procedimientos son:

Lisozima

Las células una vez inmovilizadas (fijadas), depositadas en los portaobjetos y
deshidratadas con etanol, se aplica 10-15 ul de lisozima en frio (36 000-360 000 U/ml)
por cada muestra. Se mantiene el portaobjetos horizontalmente en una camara de
incubacion (falcon de 50 ml con papel hiumedo de agua MiliQ para mantener la
humedad de la camara y evitar el secado de la enzima) con un tiempo de incubacion de
10-60 min. La temperatura depende del tipo de celula (Nielsen et al., 2009).
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Pasado el tiempo de digestion enzimatica se procede a lavar tres veces con agua
MiliQ y una vez con etanol, se deja secar a temperatura ambiente. Después de este
tratamiento se realiza la hibridacion FISH.

Mutanolisina

Después de la inmovilizacion y deshidratacion de las muestras en los
portaobjetos se aplica 10-15 pl de mutanolysina (5000 U/ml) sobre las muestras. Se
deja horizontalmente 10-30 min en la nevera (4°C) cubiertos para evitar posibles
contaminaciones. Pasado el tiempo para que la mutanolisina actle, se procede a lavar
tres veces con agua MiliQ y una vez con etanol, se deja secar a temperatura ambiente.
Después del pretratamiento se realiza la hibridacion FISH (Nielsen et al., 2009).

Para la prueba del pretratamiento enzimatico se llevo a cabo con otra muestra
procedente de la linea 1 de la EDAR del Carraixet. La muestra fue tomada un mes
después de la ultima toma de muestra de estudio.

Para la realizacién de las pruebas de penetracion celular se sembré en agar
Escherichia coli (y-Proteobacteria) y Enterococcus faecalis (Firmicutes). Una vez
crecidas las bacterias se cogié muestra para fijar.

La fijacion se realizd con tres variantes. La primera consistio en la fijacion con
etanol, recomendada para Gram positiva (Roller et al., 1994; Amann et al., 1995;
Meier et al., 1999); la segunda fijacion fue 1 hora con PFA (Thurnheer et al., 2004); la
tercera fue para Gram negativa (Amann et al. 1990).

El tratamiento enzimatico utilizado fue para las Firmicutes fijadas como Gram
positiva y como Gram negativa de 20 min de lisozima y para las muestras con 1 hora
con PFA el tiempo del tratamiento enzimatico fue de 9 min (Thurnheer et al., 2004).

3.4 Analisis de la Figura de la sefial de Hibridacién

Para evaluar la intensidad de la sefial de hibridacién en las muestras durante la
prueba de la lisozima en las células Gram positiva se realiz6 un andlisis con el
programa Olympus DP Soft version 3.2. El programa mide pixeles de las fotografias
de las sefiales de hibridacion.

Para ellos se ha medido la intensidad de la sefial de hibridacion del fluorocromo
TAMRA unido a la sonda. Se han realizado 20 medidas de intensidad y se ha
calculado la media. Este valor se utiliza para comparar la intensidad de la sefial de los
procedimientos de hibridacion empleados. Se ha realizado un anélisis ANOVA vy se
estudian los intervalos LSD (Least Significant Differences).
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3.4.1 Analisis estadistico de las medidas de intensidad de la sefal

El analisis estadistico se realiza utilizando el programa informatico SigmaPlot
11 y aplicando las recomendaciones indicadas por Romero y Zdnica (1993).

3.4.1.1 Analisis de Varianza (ANOVA)

En estadistica, analisis de varianza (ANOVA, segln terminologia inglesa), es
una coleccion de modelos estadisticos y sus procedimientos asociados.

El analisis de varianza sirve para comparar si los valores de un conjunto de datos
numéricos son significativamente distintos a los valores de otro 0 mas conjuntos de
datos. El procedimiento para comparar estos valores esta basado en la varianza global
observada en los grupos de datos numéricos a comparar. Este método se utiliza para
asociar una probabilidad a la conclusion de que la media de un grupo de puntuaciones
es distinta de la media de otro grupo de puntuaciones.

Se trata de un andlisis de varianza con un Unico factor, es decir, unifactorial. Se
pretende comprobar que, como la variabilidad total existente entre los datos es debida
al efecto del valor investigado (variabilidad debida entre tratamientos) y al efecto de
los valores no controlados (variabilidad residual).

El modelo del ANOVA asume en principio que todas las poblaciones estudiadas
tienen una misma varianza c°.

La comparacion entre ambas variabilidades se distribuye como una F de Fisher-
Snédecor (con los grados de libertad correspondientes) si son ciertas las respectivas
hipétesis nulas de que los efectos considerados son nulos. Por el contrario, un efecto
no es nulo, si la correspondiente es un promedio mayor que una F de Fisher-Snédecor.
La hipotesis nula se rechazara si la Fio (variabilidad residual), resulta mayor que el
valor critico F(a) que se obtiene en tablas para un riesgo de 1 especie a
predeterminado. En estas condiciones:

- Si Fratio < Fo: -1: Nk S€ acepta la hipotesis.
- Si Fratio > Fy. k-1: Nk S€ rechaza la hipotesis.

Normalmente se opera con un valor de a igual al 0,05.
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3.4.1.2 Intervalos LSD

Cuando el efecto de un factor cualitativo con mas de dos niveles resulta
significativo es necesario continuar el analisis con el fin de precisar la naturaleza de
dicho efecto. Una forma de analizar la significacion de las diferencias entre las medias
correspondientes de las variantes de un factor es construir intervalos LSD para cada
media.

Obtenidos los intervalos LSD la diferencia entre dos variantes se considera
significativa si sus respectivos intervalos no se solapan, y no significativa en el caso
que se solapen.

3.5 Identificacion y recuento de protozoos

Como parte de la tesis y junto con un estudio méas detallado de los protozoos que
se realiza en paralelo en el laboratorio del 1HAMA, se realizo la identificacion y
recuento de los protozoos en las muestras de estudio.

El analisis microscépico para llevar a cabo la identificacion y conteo de estos
organismos se realizé en un intervalo de tiempo maximo de 24 horas después de la
toma de muestras. Las observaciones se realizaron en un microscopio de contraste de
fases Zeiss (modelo Axiostar). La estimacion de la densidad de protistas y metazoos se
Ilevd a cabo por recuento directo de dos alicuotas de 25 pL (Madoni, 1988); para el
recuento de ciliados sésiles coloniales se realizaron cuatro réplicas adicionales. Su
abundancia se expres6 como ind/mg SSLM.

Para la estimacion de la densidad de pequefios flagelados se examinaron dos
réplicas, tomando un volumen de 25 pL, en la diagonal de la camara Fuchs Rosenthal
(Madoni, 1988). Los organismos fueron identificados en vivo usando las claves de
Foissner et al. (1991; 1992; 1994; 1995; 1996), Rodriguez et al., (2008) y Serrano et
al., (2008). Cuando fue necesario se utilizd para la identificacion la técnica de
impregnacion argéntica (Fernandez-Galiano 1976; 1994) y tincién con Flutax-2
(Arregui et al., 2003). Se consideraron dos grupos de amebas desnudas segun el
tamano celular; amebas grandes (>50 pum) y pequefias (<50 pm).

3.6 Protocolo de determinacién de la actividad enzimatica

Se han puesto a punto las técnicas para el anélisis de las siguientes actividades
enzimaticas en las formas de media luna:
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- fosfatasa
- glucuronidasa

Se realizardn diferentes ensayos para el analisis de las actividades enzimaticas
de las formas elipsoidales. Se ha optado por combinar el analisis de la actividad
enzimatica con la tincion de Neisser y microscopia de contraste de fases. Los sustratos
exoenximaticos utilizados son ELF-FOS y ELF-GLU.

3.6.1 Fijacion formas media luna para determinar la actividad Fosfatasa

- Afadir a 1 ml de licor mezcla 5ul de solucion 4mM de ELF-FOS y
mantener a temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 hora.

- Concentrar las células mediante centrifugacion (7000 r.p.m durante 1
minuto) y eliminar el sobrenadante.

- Resuspender en PBS 1X (250ul) y 750ul de PFA y mantenerlo a 4°C
durante una hora.

- Concentrar las células mediante centrifugacion (7000 r.p.m durante 1
minuto) y eliminar el sobrenadante.

- Resuspender en 500ul de PBS 1X.

- Concentrar las células mediante centrifugacion (7000 r.p.m durante 1
minuto) y eliminar el sobrenadante.

- Resuspender finalmente en 1000ul de PBS 1X.

3.6.2 Fijacion formas media luna para determinar la actividad Glucuronidasa

- Afadir a 1 ml de licor mezcla 2.5ul de solucion 4mM de ELF-GLU y
mantener a temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 hora

- Concentrar las células mediante centrifugacion (7000 r.p.m durante 1
minuto) y eliminar el sobrenadante

- Resuspender en PBS 1X (250 ul) y 750 pl de PFA y mantenerlo a 4°C
durante una hora

- Concentrar las células mediante centrifugacion (7000 r.p.m durante 1
minuto) y eliminar el sobrenadante

- Resuspender en 500ul de PBS 1X

- Concentrar las células mediante centrifugacion (7000 r.p.m durante 1
minuto) y eliminar el sobrenadante

- Resuspender finalmente en 1000ul de PBS 1X.
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3.6.3 Tincion Neisser (Eikelboom y van Buijsen, 1981)

Reactivos
- Solucion I: 2 A+ B (Mezclar 2 partes de la solucion A y una parte de B
(VIV))
e A:0,1gde Azul de metileno + 5 mL de etanol 95% + 5 mL de
acido acético glacial + 100 mL de agua destilada.
. B: 3,3 mL de Cristal violeta al 10% en etanol al 95% + 6,7 mL
etanol 95% + 100 mL de agua destilada.
- Solucion II: 33,3 mL de Marrén Bismarck (Crisoidina) al 1% en solucion
acuosa + 66,7 mL de agua destilada.
- Portaobjetos
- Liquido de montaje
- Aceite de inmersion

Procedimiento
1. Tefiir el frotis con la solucion | durante 30 segundos.
2. Lavar con agua destilada durante unos segundos.
3. Teflir durante 1 minuto con solucion 1.
4. Aclarar con agua destilada.

3.6.4 Observacion al microscopio

Una vez desarrollado todo el procedimiento, las muestras estan preparadas para
ser observadas al microscopio. Para el montaje se utiliza liquido de montaje y se
coloca el cubreobjetos para su observacion. El objetivo necesario para la correcta
observacion es el de 100 aumentos por lo que es necesario el uso de aceite de
inmersion para evitar la dispersion de los rayos de luz. El filtro de luz para observar la
sefial de la actividad enzimatica es el de epifluorescencia.

El microscopio utilizado para la observacion de las muestras es un Olimpus
BX50. Las fotografias han sido tomadas con una camara digital Olimpos DP10
acoplada al microscopio con los filtros: U-MWIB (Fluoresceina, FAM) y U-MWIG
(Rodamina, TAMRA).

3.6.5 Doble tincién para granulos intracelulares de polifosfato (Poli P) y
polihidroxibutirato (PHB)

Reactivos
Solucion 1:
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- Solucion acuosa de azul de Nilo A 1% (p/v), filtrada antes de usar.

Solucion 2:
- Acido acético al 8% (v/v)

Solucién 3:

Azul de metileno (tincion de Neisser)
- 0,1 g de azul de metileno
- 5ml de acido acético glacial
- 5ml de etanol al 95%
- 100 ml de agua destilada

Solucion 4:
Lugol (tincion de Gram)
- 3gde ioduro potéasico
- lgdeiodo
- 300 ml de agua destilada

Procedimiento

1. Poner unos 20 microlitros de muestra (1 gota aprox.) en el porta y
extenderla sobre una superficie aproximada a la del cubre. Dejarla secar al

aire. Fijar con calor.

No ok~ wd

Aplicar la solucion 1durante 10 min a 55°C

Verter el exceso de colorante, lavar con la solucion 2 durante 1 min.

Tedir con la solucién 3 durante 1 min.

Lavar con la solucion de lugol.

Poner liquido de montaje y cubrir con un cubre.

Examinar a 1000x (con aceite de inmersion sin fluorescencia) con el

microscopio de epifluorescencia, filtro de excitacion BP546/10, filtro de
emision LP590 y espejo dicroico 580. Los granulos de poli P se observan

con microscopia de campo claro.

Para la identificacién de los granulos se basa en los colores de tincion que

resulta después del tratamiento antes descrito:

- Granulos de PHB: Granulos intracelulares fluorescentes de color rojo-

naranja.

- Granulos de Poli P: Granulos intracelulares fluorescentes de color azul

oscuro.
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3.7 Anadlisis estadistico
Los datos de los pardmetros operacionales fisicos, quimicos del licor mezcla, y
bioldgicos fueron obtenidos de un estudio llevado a cabo en los laboratorios de

quimica y microbiologia del agua del IAMA en conjunto con la EPSAR.

Los datos proporcionados se detallan en las tablas 12, 13, 14 y 15.

Tabla 12. Datos operacionales de la linea 1

Cm
Muestra Q oD TRH Temp (Kg DBO5/
(m*/d) (mg/L) (h) (C) Kg SSVLM.d)| EF (dia)

10-Diciembre | 17054 1,99 5,9 16.6 0.36 4.20
23-Diciembre | 14970 2,00 6,7 16.8 0.44 3.90
07-Enero 15756 2,02 6,4 15.7 0,4 3,90
21-Enero 14851 2,00 6,8 17,2 0,4 3,80
04-Febrero 14964 1,97 6,7 16,4 0,49 3,20
18-Febrero 14687 2,00 6,9 17,2 0,33 3,60
04-Marzo 15379 1,73 6,6 18,0 0,36 3,20
01-Abril 19454 1,83 5,3 15,0 0,51 2,80
29-Abril 16631 1,96 6,1 20,0 0,46 4,80
13-Mayo 14859 1,91 6,8 21,7 0,25 5,30
27-Mayo 15273 1,99 6,6 23,2 0,22 5,10
10-Junio 15106 1,98 6,7 23,2 0,41 6,40
24-Junio 16929 1,99 6,0 23,2 0,48 6,20
08-Julio 15071 2,00 6,7 26,3 0,4 5,50
22-Julio 15638 2,01 6,5 26,6 0,4 6,10
16-Septiembre | 16362 2,01 6,2 25,0 0,16 11,50
30-Septiembre | 17120 2,01 5,9 22,0 0,1 13,10
14-Octubre 15370 2,01 6,5 23,4 0,19 13,40
27-Octubre 15539 2,01 6,5 22,0 0,22 5,50
11-Noviembre | 15815 2,01 6,4 20,1 0,17 21,40
25-Noviembre | 15462 2,01 6,5 20,2 0,24 8,00
21-Diciembre 15400 2,01 6,5 16,8 0,36 5,10
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Tabla 13. Datos operacionales de la linea 2

Cm

Muestra Q oD TRH Temp (Kg DBOS/ EF
(m3/d) (mg/L) (h) (C9 Kg SSVLM.d) | (dia)

10-Diciembre | 25580 1,84 59 16,6 0,27 4,75
23-Diciembre | 22470 1,92 6,7 17,0 0,4 3,69
07-Enero 23634 1,81 6,4 15,6 0,41 3,81
21-Enero 22277 1,85 6,8 17,2 0,38 3,80
04-Febrero 22446 1,75 6,7 16,4 0,61 2,73
18-Febrero 22031 1,97 6,8 17,2 0,47 2,73
04-Marzo 23068 1,78 6,6 17,9 0,43 2,71
01-Abril 29181 1,71 5,3 15,0 0,38 3,05
29-Abril 24946 1,73 6,1 20,4 0,41 5,17
13-Mayo 22288 1,60 6,8 21,6 0,35 3,74
27-Mayo 22910 1,49 6,6 23,0 0,2 4,21
10-Junio 22659 1,63 6,7 25,0 0,45 5,82
24-Junio 25393 1,57 6,0 24.8 0,30 8,19
08-Julio 22607 1,48 6,7 26,2 0,35 7,20
22-Julio 23458 191 6,4 25,9 0,38 6,68
16-Septiembre | 24543 1,48 6,1 24,7 0,19 8,84
30-Septiembre | 25680 1,70 5,9 22,1 0,14 10,23
14-Octubre 23056 1,72 6,5 23,2 0,14 15,77
27-Octubre 23309 1,74 6,5 22,0 0,20 6,13
11-Noviembre | 23723 1,22 6,4 20,2 0,15 21,90
25-Noviembre | 23192 1,91 6,5 20,3 0,38 5,52
21-Diciembre | 23101 1,76 6,5 16,6 0,31 4.80
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Tabla 14. Datos Fisico-quimicos de la linea 1

Muestra pH Cond |NT (mg/L) |PT (mg/L) | DQOT (mg/L) | SSV (mg/L)
10-Diciembre 7,73 1600 186 34 2165 1474,75
23-Diciembre 7,22 1950 200 42 2490 1717,70

07-Enero 7,65 1950 222 51 2310 1530,90

21-Enero 7,10 946 144 42 1702 1264,00
04-Febrero 7,32 1720 100 23 1326 902,00
18-Febrero 7,56 1580 140 29 1674 1326,00

04-Marzo 7,88 1699 106 34 1780 1302,00

01-Abril 7,55 1676 87 21 1307 922,50

29-Abril 7,34 1536 154 43 2418 1786,40

13-Mayo 7,32 1477 154 37 2170 1701,70

27-Mayo 7,50 2540 196 47 3116 2365,00

10-Junio 7,56 1580 164 38 2260 1504,50

24-Junio 7,40 1990 224 49 2702 1814,60

08-Julio 7,64 2040 196 41 1956 1294,80

22-Julio 7,08 984 172 46 1900 1121,80
16-Septiembre | 7,45 1720 152 39 2132 1411,20
30-Septiembre | 7,54 1579 144 32 1720 1348,20
14-Octubre 7,52 1709 158 41 2420 1797,60
27-Octubre 7,51 1680 88 22 1266 900,00
11-Noviembre | 7,32 1050 130 45 2480 1737,40
25-Noviembre | 7,45 1463 138 42 2064 1568,70
21-Diciembre 7,65 1690 144 34 2086 1509,45
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Tabla 15. Datos Fisico-quimicos de la linea 2

Muestra pH Cond |NT (mg/L) |PT (mg/L) | DQOT (mg/L) | SSV (mg/L)
10-Diciembre 7,55 2040 258 48 2530 1757,40
23-Diciembre 7,33 2050 254 62 3240 2068,00

07-Enero 7,00 1794 226 55 2104 1384,60

21-Enero 7,34 1261 126 34 1632 1103,90
04-Febrero 7,32 1506 164 39 2146 1581,00
18-Febrero 7,56 1760 110 37 1806 1445,00

04-Marzo 7,50 1314 92 24 1464 947,10

01-Abril 7,33 1348 176 62 2864 2020,20

29-Abril 7,31 1012 178 54 3122 2086,00

13-Mayo 7,60 1480 214 50 3308 2402,40

27-Mayo 7,48 1700 178 38 2374 1755,25

10-Junio 7,36 1990 244 46 2772 1944,80

24-Junio 7,37 2150 264 62 3078 2096,70

08-Julio 7,30 1930 208 52 2052 1436,50

22-Julio 7,51 1327 110 28 1272 928,80
16-Septiembre 7,43 1561 134 26 1404 1074,45
30-Septiembre | 7,50 1740 98 31 1590 1341,60
14-Octubre 7,38 1328 110 33 1802 1147,50
27-Octubre 7,38 1300 140 45 2254 1620,00
11-Noviembre 7,25 1506 160 58 2760 1965,00
25-Noviembre | 7,76 1476 204 59 3310 2299,10
21-Diciembre | 7,55 1710 170 35 2196 1589.45

Con los datos proporcionados y los resultados de las abundancias de las

bacterias y arqueas previamente obtenidas se realiz6 el andlisis estadistico de la
siguiente manera:

El primer paso es comprobar si las dos lineas de tratamiento pueden
analizarse como una sola muestra. Para esto se realiza la prueba de
Mann-Whitney que se basa en comprobar si dos muestras proceden de
una misma poblacion.

Como segundo paso se realiza la prueba de normalidad. Para este paso se
realiza el estadistico de Kolmogorov-Smirnov que es una prueba de
significacion que permite contrastar la hipétesis de que las muestras
proceden de poblaciones normales.

El tercer paso es conocer si hay o no una asociacion lineal entre las
variables. Para saber si existe una relacion lineal entre dos variables se
realizan correlaciones. La correlacion mide la relacion lineal entre dos
variables y su sentido (si es directo o inverso). Cuando la relacion es

110




Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

perfectamente lineal dicho coeficiente vale 1 (o -1). Cuando el
coeficiente tiene un valor préximo a cero, o bien no existe relacion entre
las variables analizadas o dicha relacion no es lineal.

En el caso paramétrico, la medida usual de correlacion es el coeficiente de
correlacion r de Pearson. Esta estadistica requiere datos que representen medidas por
lo menos en una escala de intervalos iguales. Si deseamos probar la significacion de
un valor observado de r, debemos no solamente satisfacer el requisito de medida, si no
también suponer que los datos son de una poblacién normal (Siegal, 1983).

Si dado un conjunto de datos no satisface el requisito de medida de r o la
suposicion de normalidad, esta no es realista, por lo tanto se hace uso de coeficientes
de correlacion no paramétricos, como es el caso del coeficiente de correlacion de
rango de Spearman.

En ambas correlaciones cada coeficiente obtenido se le realiza el siguiente
contraste de hipdtesis para determinar si el coeficiente es igual a cero:

Hoip:O
Hi:p#0

e Una vez conocidas las correlaciones se realiza un analisis simultaneo de
las variables. Para este paso se hace uso de los analisis multivariantes.

El primer analisis que se realiza es correlaciones canonicas (CCorA). Este es
adecuado cuando se dispone de informacidn de un conjunto numeroso de variables que
pueden agruparse en dos grupos, el primero formado por las variables explicativas y el
segundo por las explicadas y, ademas, dentro de cada grupo se observa un elevado
grado de correlacion entre las variables (Badii et al., 2007). Es decir, CCorA busca la
relacion entre dos grupos de variables.

Se expresa la forma general del analisis canénico como:
YI+Y2+Y3+...+Yn=X1+X2+X3+...+ Xn

De forma general, el analisis de correlacion candnico se basa en el supuesto de
linealidad. El supuesto de linealidad influye en dos aspectos en la correlacion
canbnica, primero porque el coeficiente de correlacion entre cualquiera de dos
variables estd basado en una relacion lineal. Segundo, la correlacién canonica es la
relacion lineal entre los valores teoricos. Si los valores tedricos se relacionan de una
manera no lineal, la relacion no sera reflejada por la correlacion candnica. Por este
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motivo antes de aplicar esta técnica es preciso conocer la asociacion lineal de las
variables, es decir los coeficientes de correlacion de Pearson y Sperman.

También se realizé un analisis de correspondencia (AC). Esta técnica es de
interdependencia entre las variables de una tabla de contingencia la cual tiene la
capacidad de acomodar datos no métricos 0 métricos asi como relaciones lineales y no
lineales, por lo que destaca entre otras técnicas de interdependencia (Greenacre
Michael, 2008). EI AC tiene una relativa libertad entre los supuestos basicos
comparado con otras técnicas multivariantes (Hair et al., 1999).

El AC nos permite visualizar tablas de datos en subespacios de baja
dimensionalidad que explican de forma éptima la inercia. Mediante puntos adicionales
(que no tiene efecto alguno sobre la solucién hallada) podemos visualizar informacion
externa suplementaria de filas o de columnas.

Otro estadistico multivariante aplicado es andlisis de correspondencia candnica
(ACC). Esta es una técnica multivariante que permite representar en un espacio
geomeétrico de pocas dimensiones las proximidades existentes entre un conjunto de
objetos, el cual esta condicionado por una serie de variables predictoras. EI ACC es
una técnica de ordenacién restringida, lo que significa que la ordenacién de los objetos
representa solamente la estructura de los datos que maximiza la relacion con una
segunda matriz de variables predictoras (Greenacre Michael, 2008). Normalmente el
ACC relaciona dos matrices: la matriz de variables dependientes (una matriz de sitios
X especies) y la matriz de variables independientes (una matriz de variables
ambientales). La relacion entre ambas matrices se hace por medio de técnicas de
regresion multivariante, es decir, es una extension del Analisis de correspondencia
(AC) en el que los ejes de ordenacidn se eligen en funcion de las variables ambientales
conocidas, imponiendo la restriccion adicional de que los ejes deben ser
combinaciones lineales de las variables ambientales (Greenacre Michael, 2008). De
este modo la variacion de la comunidad se relaciona directamente con la variable
ambiental.

Este analisis permite al investigador conocer la relacion de la abundancia
microbiana con las variables del entorno.

En el uso de estas técnicas se basa en la medida de la inercia, la inercia es una
medida de la varianza total de la tabla de contingencia independiente de su tamario. Es
decir, mide el grado total de dependencia existente entre las variables (Greenacre
Michael, 2008). La formula de célculo es:

2

. . X

inercia = —
n
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Donde:
> es el estadistico ji cuadrado
n es el total de elementos

La distancia ji cuadrado que Se representa como ¥, es una medida de dispersion
de lo datos, que se basa en la observacion de las frecuencias observadas como
esperadas (Greenacre Michael, 2008). En los andlisis AC y ACC se utiliza para la
prueba de independencia, que consistente en comprobar si dos caracteristicas
cualitativas estan relacionadas entre si, la formula de célculo es:

£ = z (Observada — esperada)?
esperada

Todo el analisis estadistico de las técnicas multivariantes CCorA, AC y ACC se
realiz6 con el sofware estadistico XLSTAT. 2013 (paquetes PRO y ADA).

Los gréficos de todos los resultados de abundancias se realizaron con el
programa SigmaPlot 11.
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4 Resultados

En este capitulo se expondran todos los resultados obtenidos con la técnica FISH
divididos en 6 secciones. La primera seccion comprende los resultados de las pruebas
realizadas de permeabilizacién enzimética de las muestras. La segunda seccion
comprende los resultados de las hibridaciones FISH y la variacion de la poblacion del
domino arquea a lo largo del muestreo. La tercera seccion corresponde al dominio
bacteria, donde se detalla los resultados obtenidos en la hibridacion FISH y la
variacion de la poblacion a lo largo del muestreo. La cuarta seccién engloba los
resultados de las hibridaciones FISH y cuantificaciones de los grupos funcionales
bacterianos estudiados. La quinta seccion muestra todos los resultados del
comportamiento poblacional de cada linea de la EDAR estudiada. Para finalizar la
sexta seccion presenta el estudio estadistico realizado con los datos operacionales,
fisico-quimicos y bioldgicos (comunidades de protozoos).

4.1 Permeabilizacion enzimatica de las muestras

En base a estudios (Roller et al., 1994; Meier et al., 1999; Serviour y Nielsen,
2010) con la técnica FISH de bacterias Gram positivas de los phylum Firmicutes y
Actinobacteria, y arqueas Crenarchaeota (Nitrosopumilus maritimus), se realizaron
pruebas de permeabilizacion enzimatica con lisozima y mutanolisina para optimizar
este paso en su deteccién y cuantificacion.

El ensayo consistio en variar los tiempos de permeabilizacion y la temperatura
en el tratamiento enzimatico. En la tabla 16 se muestra los tiempos y las dos
temperaturas de la prueba.

Para llevar a cabo la prueba se utiliz6 una muestra de la EDAR de la cuenca del
Carraixet fijada como Gram positiva para las sondas de los phylum Actinobacteria y
Firmicutes, como Gram negativa y Gram positiva para la sonda de la arquea
Nitrosopumilus maritimus. El tiempo de hibridacion se fijé en 1.5 h.

En la prueba de permeabilizacion enzimatica se hizo uso de cepas control. Los
controles usados se describen en la tabla 17. Para la arquea Nitrosopumilus maritimus,
no se disponia de controles, por lo que se us6 como control positivo una muestra del
digestor anaerobio de la misma EDAR.
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Tabla 16. Prueba de permeabilizacion enzimatica

Tiempo permeabilizacion

celular
10 min 15 min 20 min | 30 min | 40 min
Organismo
. . Temp Temp Temp Temp Temp Sin
Actinobacteria amb+L | amb+L amb+L | amb+L | amb+L | tratamiento
Temp Temp Temp Temp Temp Sin
Firmicutes amb/4° | amb/4° amb/4° | amb/4° | amb/4° tratamiento
+L +L +L +L +L
Temp Temp Temp Temp Temp Sin
Nitrosopumilus amb+L | amb+L amb+L | amb+L | amb+L tratamiento
[4°+M [4°+M [4°+M [4°+M | /4°+M
Temp Temp Temp Temp Temp Sin
Argueas amb+L | amb+L amb+L | amb+L | amb+L tratamiento
[4°+M [4°+M [4°+M [4°+M | [4°+M
L, Lisozima

M, Mutanolisina

Tabla 17. Células control en la prueba de tratamiento enzimético

Phylum Células Control
Actinobacteria Gordonia amarae
Firmicutes Enterococcus fecalis CECT 481

CECT, Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo.

Para las bacterias Actinobacterias (sonda HGC69mix) en todos los tiempos los
resultados fueron positivos, sin embargo, las intensidades de las sefiales aumentaban
conforme aumentadbamos los tiempos de exposicion a la enzima. El incremento se
reflejé hasta los 20 min de pretratamiento con Lisozima, en los tiempos mayores la
intensidad de sefial fue bajando. Los promedios de la intensidad obtenida con el

tratamiento enzimatico son:

e 10 min de 147,2 intensidad;
e 15 minde 162,5 intensidad;
e 20 min 185,15 intensidad;

e 30 min 145,5 intensidad:;

e 40 min 127,05 intensidad.

El anélisis ANOVA dio de resultado que hay diferencia significativa entre los
tiempos de exposicion de las células a la enzima (Anexo 1). El tiempo de penetracion
de 20 min fue el que dio mejor intensidad de sefial de las bacterias hibridadas. En la
figura 38 se muestra dos imagenes: la figura 38A que pertenece a células hibridadas
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sin tratamiento enzimatico y la 38B que pertenece a bacterias hibridadas después de 20
min de tratamiento enzimatico.

Figura 38. Actinobacterias hibridadas durante la prueba de tratamiento enzimatico. En la figura
A, Bacterias sin tratamiento enzimético. En la figura B, Bacterias con tratamiento enzimético de
20 min. 600X

Para las células de Nitrosopumilus maritimus (sonda Cren679) los promedios de
las intensidades de sefial de hibridacion segun analisis ANOVA presentan diferencia
significativa. Los promedios de las intensidades de la sefial hibridada tanto para Gram
positiva como Gram negativa son:

e 10 min Gram positiva 156,05 intensidad
e 10 min Gram negativa 129,10 intensidad
e 15 min Gram positiva 137,45 intensidad
e 15 min Gram negativa 154,25 intensidad
e 20 min Gram positiva 133,60 intensidad
e 20 min Gram negativa 126,20 intensidad
e 30 min Gram positiva 132,30 intensidad
e 30 min Gram negativa 133,80 intensidad
e 40 min Gram positiva 142,95 intensidad
e 40 min Gram negativa 111,60 intensidad
e Sin Lisozima Gram negativa 140,90 intensidad

Las mejores intensidades se reportan con 10 min de tratamiento en células Gram
positiva y 15 min de tratamiento en células Gram negativa. Segun resultados del
andlisis estadistico por el metodo LDS no hay diferencia significativa entre estos
resultados (Anexo 1). El segundo mejor resultado de intensidad de hibridacion es a los
40 min en células Gram positiva y la hibridacién sin tratamiento enzimatico en células
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Gram negativa. En base al método LDS entre estas dos intensidades no hay diferencia
significativa.

La hibridacion sin tratamiento enzimatico presenta diferencia significativa entre
el tratamiento de 10 min en células Gram positiva y 15 min de tratamiento en células
Gram negativa.

En la prueba de tratamiento para las arqueas todas las hibridaciones con lisozima
resultaron con sefial de hibridacion débil y no se resalta respecto a la sefial de fondo.

La mutanolisina resulté agresiva para la muestra. Con los 10 min de tratamiento
con mutanolisina se vio células definidas, pero las intensidades de hibridacion para las
Nitrosopumilus maritimus fueron mas bajas que las obtenidas con lisozima.
Comparando los resultados de 10 min con mutanolisina en arqueas y en
Nitrosopumilus maritimus, se obtuvo los siguientes resultados:

e Arqueas 100,85 intensidad en promedio
e Nitrosopumilus 120,15 intensidad en promedio

En la prueba de las Firmicutes fue muy complicada la observacion de las células
hibridadas. Las sefiales de hibridacion resultaron muy débiles. Sin embargo, en la cepa
control la hibridacion fue positiva.

En base a la prueba de tratamiento enzimatico se estableci6 el pretratamiento de

las Actinobacterias como:

Para Actinobacteria
Muestra

Deshidratacion

Lisozima a Temperatura ambiente y 20 min

l

FISH

En el caso de las firmicutes segun informacion previa y en vista de la mala
visualizacion de las células en la prueba se establecio el siguiente pretratamiento:
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Para Firmicutes
Muestra

l

Lisozima a 4°C y 20 min

l

Deshidratacion

|

FISH

En base a que en las muestras de la EDAR del Carraixet no se observaron
hibridaciones claras, se procedid a realizar una prueba con cepas control del phylum
Firmicutes. Las cepas control para esta prueba se pueden observar en la tabla 18.

Tabla 18. Cepas control del phylum Firmicutes
Cepa Control
Enterococcus faecalis CECT 481
*Bacillus sp.
Listeria monocytogenes CECT 4032
Stafilococcus aureus CECT 240
Lactobacillus rhamnosus CECT 963

Lactobacillus rhamnosus CECT 963 (Fijado con PFA 1 min)

CECT, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
*Aislado en el laboratorio por secuenciacion

Los resultados obtenidos en la prueba de hibridacion con las sondas del phylum
Firmicutes (LGC354mix) se detallan en la tabla 19.

Tabla 19. Resultados hibridacion cepas control Firmicutes

Organismos Resultado FISH
Enterococcus faecalis Positivo
Bacillus sp. Negativo
Listeria monocytogenes Negativo
Stafilococcus aureus Negativo
Lactobacillus rhamnosus Positivo
Lactobacillus rhamnosus Positivo
(Fijado con PFA 1 min)
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La especificidad de la sonda complica detectar la presencia de las firmicutes en
las muestras. Otro inconveniente observado durante las hibridaciones con las muestras
fijadas como Gram positivas con y sin tratamiento enzimatico fue que no se hibridan
todas las células del floculo con las sonda EUBmix. Esto impide poder hacer una
cuantificacién en base a toda la poblacion de bacterias y arqueas del floculo.

Para poder evaluar el efecto en los resultados de las hibridaciones se realiz6 dos
pruebas més. La primera consistio en probar la fijacion en dos cultivos puros. Para ello
se sembrd en agar Escherichia coli (y-Proteobacteria) y Enterococcus faecalis
(Firmicutes).

La hibridacion se realizd con pretratamiento enzimatico previo y sin
pretratamiento enzimatico. Las sondas utilizadas en este ensayo han sido EUBmix mas
las sondas especificas LGC354mix y GAM42+ Competidora. Los resultados obtenidos
se muestran en la tabla 20.

Tabla 20. Resultados prueba fijacién cultivos puros + hibridacién con y sin tratamiento

enzimatico

Muestra Sonda especifica Lisozima | Observacion (sonda EUBmix)

G+ LGC354mix Si Solo se ve bacterias con forma de cocos
(Enterococcus), sefial ambos canales bien

G+ GAM42+Competidora no Solo se ve bacterias con forma bacilar
(Escherichia), sefial en ambos canales bien

*G+ LGC354mix Si Solo se ve bacterias en forma de cocos
(Enterococcus), sefial en rojo tenue

*G+ GAM42+Competidora no Solo se ve bacterias con forma bacilar
(Escherichia), sefial en verde tenue

G- LGC354mix Si **Se ven bacterias cocos (Enterococcus) y
bacilos (Escherichia), sin embargo no todos
los cocos se ven hibridados, sefial en rojo
tenue

G- GAM42+Competidora no Solo se ve bacterias en forma bacilar
(Escherichia), sefial en ambos canales bien

G- Gram negativa

G+ Gram positiva

*Fijacién 1 hr PFA y con 9 min de pretratamiento enzimatico (Thurnheer et al., 2004)
**Poca intensidad en la sefial de hibridacion con la sonda LGC354mix

En base a los resultados de esta prueba se puede decir que la fijacion para
bacterias Gram negativas con tratamiento de permeabilizacion con lisozima es la
mejor para la hibridacion de bacterias Gram negativas y Gram positivas. Para evaluar
la fijacion Gram negativa con lisozima se llevé a cabo otra prueba adicional, que
consistio en probar si el tratamiento enzimatico resulta agresivo (lisa) o no para otras
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Proteobacteria y otros phylum (Bacteroidetes y Chloroflexi) de bacterias las Gram
negativas. Para llevar a cabo la siguiente prueba se usaron cepas control de diferentes
phylum y clases del phylum Proteobacteria de bacterias. Las cepas utilizadas se

observan en la tabla 21.

Tabla 21. Cepas control para prueba lisis celular por lisozima

Cepa Control

Phylum/Clase

Rhizobium radiobacter CECT 4112

o-Proteobacteria

Caulobacter sp. CECT 4640

o-Proteobacteria

Brevundimonas intermedia CECT 834T

o-Proteobacteria

Rodocyclus purpureus CECT 5771

S-Proteobacteria

Deftia acidovorans CECT 311

S-Proteobacteria

Alcaligenes faecalis CECT 145

S-Proteobacteria

Achromobacter CECT 449

S-Proteobacteria

Burkholderia cepacia CECT 322

S-Proteobacteria

Escherichia coli CECT 515

y-Proteobacteria

Salmonella entérica CECT 881

y-Proteobacteria

Campylobacter coli NCTC 1

e-Proteobacteria

Campylobacter coli NCTC 2

e-Proteobacteria

Flavobacterium columnare CECT 7587

Bacteroidetes

Flavobacterium johnsoniae CECT 5015

Bacteroidetes

Herpetosiphon sp. CECT 7211

Chloroflexi

CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
NCTC, National Collection Type Culture

Las hibridaciones se hicieron con y sin lisozima para comprobar si la lisozima
lisa 0 no la célula en el momento de la permeabilizacion.

Los resultados se indican en la tabla 22. Como se puede ver en la tabla 22, la
lisozima afecta o lisa a algunas bacterias Gram negativas. Por lo que el uso de ella
afecta al total de bacterias que se pueden detectar con la fijacion de Gram negativa y

posterior tratamiento con lisozima.
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Tabla 22. Resultado de lisis celular por lisosima

Organismos Con Lisozima Sin Lisozima
Rhizobium radiobacter Negativo Positivo
Caulobacter sp. Positivo Positivo
Brevundimonas intermedia *Negativo Positivo
Deftia acidovorans Positivo Positivo
Alcaligenes faecalis *Negativo Positivo
Achromobacter *Negativo Positivo
Burkholderia cepacia Positivo Positivo
Escherichia coli Positivo Positivo
Salmonella entérica Negativo Positivo
Campylobacter coli cepa 1 *Negativo Positivo
Campylobacter coli cepa 2 **Negativo Positivo
Flavobacterium columnare Negativo Positivo
Flavobacterium johnsoniae Positivo Positivo
Herpetosiphon sp. **Negativo Positivo

*algunas bacterias hibridadas pero la gran mayoria no
**|_a hibridacion es de tan baja sefial que se puede considerar negativo

En base a estas pruebas los resultados en porcentajes de las poblaciones de
bacterias Gram negativas y arqueas de los diferentes Phylum/Clases/Grupos
funcionales hallados, se refieren a porcentajes en relacion a las bacterias hibridadas
por las sondas EUBmix + ARCH915 en muestras fijadas como Gram negativa sin
tratamiento con lisozima para su permeabilizacion.

En base a todas las pruebas realizadas se decidio realizar las hibridaciones de las
argueas tanto de dominio como sus respectivos grupos sin tratamiento enzimatico y
con células fijadas como Gram negativa.

Para la realizacion de las hibridaciones y las posteriores cuantificaciones de cada
poblacion de bacterias y arqueas, se eliminaron muestras que presentaron
inconvenientes en la hibridacion. Tales inconvenientes fueron penetracion nula de la
sonda EUBmix o la sonda especifica. Esto se puede deber a algun problema en el
momento de fijacién de las células. Las observaciones en el microscopio y las
iméagenes para la cuantificacion se realizaron con el objetivo de 60x.
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4.2 ldentificacién y variacion de la poblacion de Arqueas

Con la sonda ARCH915 se identificaron arqueas en todas las muestras de ambas
lineas. En la figura 39 podemos ver la variacion de la poblacion de arqueas en cada
linea del tratamiento bioldgico a lo largo del periodo muestreado. Se han unido los
puntos experimentales para observar mejor las tendencias de la poblacion de arqueas.

Arqueas

—e— arqueas linea 1
—e— arqueas linea 2

Abundancia en %
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Figura39. Variacion de la poblacion de arqueas durante el muestreo.

En la figura 39 se puede ver que en la muestra 21 de enero se nota un incremento
de ~6% en la linea 2. El incremento de la poblacion en la linea 1 se observa en la
muestra 4 de febrero con un ~2%, mientras en esa misma muestra en la linea 2, la
poblacion decrece un ~7%. En la muestra 18 de febrero en la linea 1 la poblacion
decrece un ~3% mientras que la linea 2 incrementa un ~2%. En la muestra 27 de mayo
en ambas lineas incrementa la poblacion, en la linea 2 con un ~6%, mientras que en la
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linea 1 un ~3%. Observando la linea 1 entre las muestras 27 de mayo hasta la muestra
24 de junio la abundancia tiende a aumentar, mientras que en la linea 2 la abundancia
tiende a disminuir. Entre las muestras 8 de junio hasta la muestra 21 de diciembre los
comportamientos de la poblacion entre las lineas son similares. Sin embargo en las
muestras 14 de octubre, 27 de octubre y 11 de noviembre los comportamientos van de
manera inversa entre lineas.

Considerando como el 100% la poblacion de bacterias y arqueas hibridadas con
EUBmMIix+ARCH915, la poblacion de arqueas es menor del 10% de la poblacién total
encontrada en las muestras.

En la figura 40A se muestra la poblacion de arqueas hibridadas con la sonda
ARCH915 en rojo TAMRA, mientras que en la figura 40B se observa toda la
poblacién de bacterias y arqueas hibridadas con las sondas EUBmMix+ARCH915 en
verde FAM.

A

Figura40. Arqueas en fangos activos de la EDAR del Carraixet. En la Figura A sonda ARCH 915
en rojo TAMRA. En la Figura B sonda EUBmMix+ARCH915 en verde FAM, 600X.

4.2.1 ldentificacién y cuantificacion de los diversos grupos funcionales del
domino Archaea

Arqueas oxidadoras de amonio (AOA)

Dentro del dominio arquea se intentd establecer la abundancia de las arqueas
oxidadoras de amonio (AOA) Nitrosopumilus maritimus (Crenarchaeota) con la
sonda Cren679. Las AOA son células alargadas que forman pequefios filamentos y
aglomerados. En todas las muestras se vieron células hibridadas. Sin embargo estas
son células pequefias y se encuentran muy internas en el floculo. Esto impidi6 obtener
imagenes adecuadas y suficientes de las células para su cuantificacién. El ruido de
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fondo rojo no ha permitido cuantificar la poblacion de AOA. En la figura 41 se puede
ver estas arqueas Y su distribucién dentro del floculo.

Figuradl. Arqueas oxidadoras de amonio (AOA) Nitrosopumilus maritimus en fangos activos de la
EDAR del Carraixet. Las células AOA se indican con flechas blancas para su mejor visualizacion,
1.000X

Arqueas metanogénicas

Otro grupo de arqueas que se encuentran en las muestras analizadas son
bacterias metanogénicos del phylum Euryachaeota. En la figura 42 se muestra la
variacion de las arqueas metanogénicas (Methanosarciales, Methanomicrobiales y
Methanobacterales) durante el periodo del muestreo en la linea 1.
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Arqueas metanogeénicas en la linea 1

4
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—e— Methanomicrobiales
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Figurad2. Variacion poblacional de las arqueas metanogeénicas en la linea 1.

Al observar el gréfico de las metanogénicas en la linea 1 se puede ver que la
poblacion es muy escasa. Siendo las Methanobacterales el orden que més abundancia
presenta.

Los 6rdenes de arqueas Methanosarcinales y Methanomicrobiales apenas hay
presencia en algunas muestras. En la figura 43 se muestra la variacién de las arqueas
metanogénicas (Methanosarciales, Methanomicrobiales y Methanobacterales) en la
linea 2. No se hallaron células de arqueas Methanocaldococcaceae y Methanococcales
en ninguna de las lineas de los fangos activos de la EDAR. ElI comportamiento de las
abundancias entre las lineas es muy similar.
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Arqueas metanogénicas en la linea 2
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Figura 43. Variacién poblacional de las arqueas metanogénicas durante el muestreo en la linea 2.

En la figura 44 podemos ver 4 campos de visualizacion de 4 muestras distintas
con células de arqueas Methanosarciales. Para facilitar la visualizacién de estas
arqueas se ha utilizado. Las Methanosarcinales son arqueas que se hallan formando
pequefios filamentos y algunos agregados.
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Figura 44. Arqueas Methanosarciales en fangos activos de la EDAR del Carraixet. Figuras Ay C
corresponden a la linea 1. Figuras B y D corresponden a la linea 2. 600X.

En las hibridaciones de las Methanomicrobiales se observaron en algunas
muestras uno o dos unicos floculos con muchas de estas arqueas. En general, la
presencia de las Methanomicrobiales no superaba el 1% de la poblacion. En la figura
45 se pueden observar 4 campos distintos de visualizacion de distintas muestras,
donde se pueden apreciar las morfologias de estas arqueas y su distribucion espacial
dentro del fléculo. Las células de arqueas Methanomicrobiales se indican con flechas
blancas. En las figura 45A y 45B se pueden ver muestras donde hay presencia de
fléculos grandes con muchas arqueas, mientras que en las figuras 45C y 45D se
pueden observar pequefios fléculos dispersos en toda la muestra.
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Figura 45. Arqueas Methanomicrobiales hibridadas con la sonda MG1200b en fangos activos de la
EDAR del Carraixet. Figuras Ay C corresponden a la linea 1. Figuras B y D corresponden a la
linea 2. 600X.

Las Methanobacterales son la poblacion de arqueas metanogénicas que mas
abundan en las muestras analizadas. Estas arqueas se pueden observar en la figura 46.
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Figura 46. Arqueas Methanobacterales hibridadas con la sonda MB311en fangos activos de la
EDAR del Carraixet. Figuras Ay C corresponden a la linea 1. Figuras B y D corresponden a la
linea 2. 600X.
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Las arqueas methanobacterales las encontramos como células dispersas y
formando fléculos pequefios entre ellas. En la figura 46 se indican las arqueas con
flechas en blanco para su mejor visualizacion.

En vista de los resultados de las abundancias de las arqueas metanogénicas se
puede decir que la mayoria de las arqueas presentes en las muestras no pertenecen a
las arqueas metanogénicas (phylum Euryachaeota). Nitrosopumilus maritimus (AOA)
no pudo ser cuantificada con la técnica FISH en las muestras analizadas debido a que
éstas arqueas se encuentran adentradas en el floculo. Sin embargo cuando las muestras
son observadas en el objetivo de 100x, se puede ver que la poblacion de AOA es mas
abundante a comparacion de las arqueas metanogénicas (superior al 3 %).

4.3 ldentificacion y variacién de la poblacién de Bacterias
En las hibridaciones para la identificacion de los distintos phyla del domino

Bacteria se utilizaron las cepas control que se indican en la tabla 23.

Tabla 23. Cepas control de bacterias

Phylum Cepa control
a-Proteobacteria Rhizobium radiobacter CECT4112
[S-Proteobacteria Achomobacter CECT449
y-Proteobacteria Escherichia coli CECT515
*¢-Proteobacteria Campylobacter coli NCTC2

Bacteroides Flavobacterium columnare CECT7587

Chloroflexi Herpetosiphon sp. CECT7211
Actinobacteria Gorgonia amarae

Firmicutes Enterococcus faecalis CECT481

CECT, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
NCTC, National Collection of Type Cultures

A pesar de los problemas para la cuantificacion de las Bacterias Gram positiva
Firmicutes y Actinobacteria, se realizaron las hibridaciones correspondientes con las
muestras fijadas para Gram positiva, con el fin de determinar la presencia de estas
bacterias en las muestras objeto del estudio y observar la abundancia presente sin
llegar a cuantificarla.

Las bacterias Firmicutes se observaron con el objetivo de 100x (figura 47. Las
sefiales de hibridacion de las bacterias Firmicutes fueron débiles y las células se
localizaban en el interior del floculo.
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Las células identificadas dentro de este phylum con la sonda LGC354mix
aparecen como filamentos finos y cortos como el que se puede ver en la figura 47
como células bacilares.

Las abundancias han sido inferiores al 1% de la poblacion en todas las muestras
de estudio. Todo esto considerando que el uso en conjunto de las sondas para este
phylum solo llega a hibridar el 45% del phylum.

Figura 47. Firmicutes presentes en las muestras de la EDAR del Carraixet. Sonda LGC354mix+
competidoras. 1.000X.

En la figura 48 se pueden observar las Actinobacterias presentes en las muestras
estudiadas. Estas bacterias forman agregados entre ellas, pero también se les puede ver
dispersas en el fléculo.

Figura48. Actinobacterias presentes en la muestras de la EDAR del Carraixet. Sonda HGC69 +
competidora. 600X.
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Como se puede observar en la figura 48 la poblacion de Actinobacterias es
abundante en el floculo. Sin embargo la cuantificacion no se realiz6 porque las sefiales
en verde correspondian solo a las bacterias Gram positiva hibridadas con
EUBmMIix+ARCH915. En todas las muestras analizadas las hibridaciones de este
phylum bacteriano son positivos y con abundancias altas aunque sin cuantificar por
analisis de imagen.

En dos phylum de bacterias Gram negativa no fue posible cuantificar por
andlisis de imagen, una de estas poblaciones corresponde al phylum Bacteroidetes.
Las hibridaciones resultantes presentan una sefial debil en las células hibridadas
localizadas en el interior del floculo. En la figura 49 podemos ver bacterias del phylum
Bacteroidetes encontradas en las muestras de este estudio. Se observé en todas las
muestras analizadas sefial positiva con la sonda de este phylum, sin embargo sus
abundancias han sido bajas.

Figura49. Células del phylum Bacteroidetes en las muestras de la EDAR del Carraixet.
Hibridadas con la sonda CF319b. 600X.

Otro phylum no cuantificado con el andlisis de imagen es Acidobacteria. Las
células hibridadas son dificiles de distinguir porque aparecen como células finas que
se aglomeran entre ellas y con muy poca abundancia. En la figura 50 se pueden
observar algunas celulas de este phylum presentes en las muestras estudiadas. De
manera subjetiva se puede decir que la poblacion de este phylum no llega a superar el
1% de la poblacion, aunque se observaron células hibridadas en todas las muestras
estudiadas.
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Figura50. Acidobacterias presentes en las muestras de la EDAR del Carraixet hibridadas con la
sonda SS_HOL1400. 600X.

A continuacion se detallan los resultados de las poblaciones de bacterias Gram
negativa cuantificadas en las muestras analizadas.

Phylum Chloroflexi

Para las hibridaciones de las bacterias del phylum Chloroflexi se usaron las
sondas CFX1223 y GNSB941 en conjunto. En todas las muestras fueron halladas éstas
bacterias. En la figura 51 se puede ver la variacién a través del tiempo del muestreo de
las bacterias Chloroflexi. La variacion de la poblacion de Chloroflexi en ambas lineas
es muy similar, aunque podemos observar en la figura 51, que en genral las
variaciones de la poblacion se producian primero en la linea 2 y después en la 1.
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Figura51. Dinamica poblacional de las bacterias Chloroflexi en las lineas 1y 2 de la EDAR del
Carraixet.

En la figura 52 se observan las bacterias Chloroflexi formando filamentos dentro
del fléculo. También se pueden observar algunas células dispersas en el floculo. Las
células de Chloroflexi son faciles de ver por tener una buena sefial de hibridacion.
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Figura52. Bacterias del phylum Chloroflexi en floculos de la EDAR del Carraixet. A)
Corresponde a las bacterias Chloroflexi, sonda CFX1223+GNSB941 en TAMRA. B) Corresponde
al total de poblacién presente, sonda utilizada EUBmMix+ARCH915 en FAM. 600X

Phylum Proteobacteria

El phylum Proteobacteria es el mas abundante en las muestras analizadas con la
técnica FISH. Los resultados de las abundancias se detallan por cada clase bacteriana
que forman este phylum.

Clase a-Proteobacteria

Las bacterias de la clase a-Proteobacteria son el segundo grupo dominante
dentro del phylum Proteobacteria. La sonda usada para la identificacion de esta clase
ha sido ALF968. En la figura 53 se puede observar el comportamiento de este grupo
de bacterias a lo largo del muestreo. La variacion poblacional en ambas lineas del
tratamiento bioldgico es similar. Sin embargo en las muestras del 24 de junio y del 25
de noviembre los comportamientos son inversos entre las dos lineas, con una
diferencia de abundancia de 7% (linea 1) y $% (linea 2)
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Figura53. Variacion de la poblacion de a-Proteobacteria en la EDAR del Carraxeit.

En la figura 54 se muestra las a-Proteobacteria halladas en la EDAR del
Carraixet. Se puede observar las diferentes células que pertenecen a esta clase. Estas
bacterias se distribuyen de manera variable dentro del floculo. Las hibridaciones con
las sonda ALF968 dan buenas sefiales en la hibridacion y permite distinguir sin
dificultad cada célula hibridada en el floculo.

138



Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

Figura54. a-Proteobacteria en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a células de a-
Proteobacteria, sonda ALF968 en TAMRA. B) Corresponde al total de la poblacion de bacterias y
argueas presentes en la muestra, sonda EUBmMix+ARCH915 en FAM. 600X.

Clase g-Proteobacteria

Las bacterias de la clase p-Proteobacteria son las dominantes en las muestras
analizadas segun la técnica FISH. La sonda usada para la identificacion de estos
organismos es BET42a mas su respectiva sonda competidora. En la figura 55 se
muestra la variacion de abundancias de esta clase de bacterias. EI comportamiento de
la poblacion de esta clase es muy similar entre las dos lineas de reactores respecto a las
abundancias, aunque en la figura 55 se observa que en los meses de diciembre y enero
parece que la poblacion entre ambas lineas tiene tendencias diferentes.
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Figura55. Variacion de la poblacion g-Proteobacteria en la EDAR del Carraixet.

En la figura 56 se pueden observar las células de p-Proteobacteria. En la figura
56A se puede ver la poblacién de p-Proteobacteria mientras que en la figura 56B se
muestra el total de la poblacidn de bacterias y arqueas. Comparando ambas imagenes
se observa el dominio dentro de la poblacion de la clase p-Proteobacteria. La forma
celular varia tal y como se puede observar en la figura 56. Las p-Proteobacteria se
pueden encontrar formando agregados bacterianos, algun filamento fino o dispersas en
el fléculo.
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Figura56. p-Proteobacteria en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a las f-Proteobacteria
(sonda BET42 +competidora en TAMRA). B) Corresponde al total de la poblacién de bacterias y
arqueas (sonda EUBmix+ARCH915 en FAM). 600X.

Clase y-Proteobacteria

El tercer grupo dominante en las muestras analizadas con la técnica FISH es la
clase y-Proteobacteria. En la figura 57 se puede ver la variacion de la abundancia de
las y-Proteobacteria a lo largo del muestreo. La abundancia y la variacion las bacterias
de esta clase son muy similares en ambas lineas. Sin embargo las muestras del 4 de
febrero, 8 de julio, 22 de julio y 11 de noviembre tienen tendencias inversas entre las
dos lineas de tratamiento.

En la figura 58 se observan las bacterias pertenecientes a la clase -

Proteobacteria. Se puede ver que las células de esta clase se encuentran dispersas 0
agrupadas dentro del fléculo.
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Figura57. Variacion de la poblacion de y-Proteobacteria en la EDAR del Carrixet.

Figura58. y-Proteobacteria en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a las y-Proteobacteria
hibridadas con GAM42a+Competidora en TAMRA. B) Corresponde a las bacterias y arqueas
hibridadas con EUBmix+ARCH915 en FAM. 600X.
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Con la sonda GAM42a+Competidora se observd que en muchas muestras de
ambas lineas se detectaba mucha abundancia de cocobacilos, como se puede ver en la
figura 59. Se observaban también otras formas celulares. En la figura 59 se indican las
celulas diferentes de los cocobacilos hibridados.

% y-proteobacteria

Cocobacilos

Figura59. Cocobacilos y-Proteobacteria presentes en la EDAR del Carraixet. 600X.

La mayor abundancia de los cocobacilos encontrados de la clase 7y-
Proteobacteria se alcanz6 en los meses de diciembre y enero, y disminuye
drasticamente en febrero. Esto coincide con los meses de mayor abundancia hallados
en este estudio con excepcion de la muestra del 16 de septiembre en la linea 1.

Clase o-Proteobacteria

Para la deteccion de las bacterias de la clase J-Proteobacteria se utilizaron las
sondas DELTA495a + DELTA495b + DELTA495c¢ y sus respectivas competidoras.

En la figura 60 se indica la variacion anual de las o-Proteobacteria. La variacion
de la poblacion de esta clase de bacterias es diferente entre las dos lineas de
tratamiento bioldgico. En la linea 2 la variacion oscila entre 1-2 % mientras que en la
linea 1 la variacion es mayor, llegando hasta el 3%.
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Figura 60. Variacion de la poblacion de d-Proteobacteria en la EDAR del Carraixet.

En la figura 61 se observan las bacterias hibridadas de la clase J-Proteobacteria.
Estas células se pueden encontrar formando agregados, dispersas o formando
filamentos, sin embargo en la figura 61 solo se ven formando agregados.

A

Figura6l. 6-Proteobacteria en fangos activos de la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a las
bacterias hibridadas con DELTAmix. B) Corresponde a las bacterias hibridadas con
EUBmIix+ARCH915. 600X.
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Resumiendo este apartado, el phylum Proteobacteria es el mas abundante en la
poblacion de las muestras analizadas. Dentro de este phylum la clase S-Proteobacteria
es el dominante, seguidas por a-Proteobacteria.

Phylum Planctomycetes

El phylum Planctomycetes ha presentado mucha variacion en su abundancia a lo
largo del muestreo respecto a su abundancia, como se refleja en la figura 62. La sonda
utilizada para las hibridaciones de este phylum ha sido PLA46.

Las bacterias Planctomycetes se encuentran en niveles inferiores al 10% de la
poblacién, como se puede apreciar en la figura 62. Las variaciones en la abundancia
entre las dos lineas es similar, excepto en las muestras 23 de diciembre y 7 de enero,
en las que el comportamiento es inverso entre las lineas.
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Figura62. Variacion de la poblacion de Planctomycetes en fangos activos de la EDAR del
Carraixet.
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En la figura 63 se observan las bacterias Planctomycetes hibridadas en una de las
muestras analizadas. Estas bacterias pueden aparecer formando agrupaciones entre
ellas y algunas dispersas en el floculo. En la figura 63 se puede observar que la
mayoria de las células de este phylum se encuentran agrupadas dentro del floculo y
algunas células dispersas.

Planctomycetes dispersas —

Planctomycetes formando fléculo

Figura63. Planctomycetes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. 600X.

4.3.1 ldentificacién y cuantificacion de los diversos grupos funcionales del
dominio Bacteria

Bacterias Nitrificantes

Las sondas especificas utilizadas para la deteccion de las bacterias nitrificantes
han sido: para las oxidantes de amonio a nitrito (AOB) NSO1225LNA y para las
oxidantes de nitrito a nitrato (NOB) Ntspa712 (Phylum Nitrospira) y NIT3
(Nitrobacter).

En el rol de organismos nitrificantes también se considera en nuestra poblacion a
las arqueas amonio oxidantes (AOA), ya expuestas en el apartado de arqueas.

En la figura 64 se pueden observar a las abundancias de las AOB a lo largo del
muestreo.

La variacion de la poblacion de AOB entre los meses de marzo a octubre es muy
similar. En la mayoria de las muestras comprendidas entre abril y septiembre se puede
ver cierta asimetria entre las lineas pero con abundancias muy similares. Entre estos
meses hay cierta estabilidad entre la abundancia de las AOB.
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Figura64. Variacion de la poblacion de AOB en fangos activos de la EDAR del Carraixet.

En la figura 65 se observan los densos agregados celulares caracteristicos de las
AOB (figura 65A) y su distribucién en el fléculo.

A

Figura65. AOB presentes en los fangos activos de la EDAR del Carraixet. A) corresponde a la
sonda NSO1225LNA en Tamra. B) corresponde a las sondas EUBmMix+ARCH915 en FAM. 600X.
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No se han obtenido resultados positivos en las hibridaciones con la sonda NIT3
correspondiente a Nitrobacter. Cabe recordar que miembros del phylum Nitrospira
pertenece a este grupo de bacterias nitrificantes, posiblemente estos miembros NOB
sean los que estén presentes en las muestras analizadas y no Nitrobacter.

Phylum Nitrospira

Con la sonda Ntspa712 que corresponde al phylum Nitrospira se detectaron en
las muestras células positivas en la mayoria de las muestras analizadas. En 10
muestras no se pudo realizar la cuantificacion porque las abundancias eran inferiores
al 1% vy se les atribuyd un valor de 0.5% de abundancia. En 12 muestras no se
consiguié una hibridacién positiva. Para confirmar la ausencia de Nitrospira las
muestras se visualizaron con el objetivo 100X. En la figura 66 se puede observar la
variacion de la poblacion de Nitrospira en las dos lineas de la EDAR del Carraixet.
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Figura 66. Variacion en el tiempo del phylum Nitrospira en la EDAR del Carraixet.
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La variacion y abundancia de las Nitrospira en las dos lineas de tratamiento son
muy similares, a excepcion de las muestras del 13 de mayo y 30 de septiembre, en las
que la poblacion en la linea 1 es un 2% mayor que en la linea 2.

En la figura 67 se observa que las células de Nitrospira forman agregados entre
ellas. Las sefiales que se obtienen en la hibridacion de estas bacterias son intensas y
faciles de detectar.

Figura 67. Células de Nitrospira en los floculos de la EDAR del Carraixet. A) phylum Nitrospira,
sonda Ntspa712 en TAMRA. B) Corresponde al total de la poblacioén presente, sonda
EUBmMIix+ARCH915 en FAM. 600X.

Bacterias Desnitrificantes

En el grupo de bacterias desnitrificantes se utilizo la sonda AT1458 para detectar
los géneros Azoarcus, Thauera, y las sondas PAR651 y TBD1419 para detectar los
géneros Paracoccus y Thiobacillus denitrificans, respectivamente.

Los géneros Azoarcus y Thaurea se seleccionaron para el andlisis de las
muestras ya que estdn presentes entre las bacterias desnitrificantes dominantes en
fangos activos de aguas domésticas y de aguas industriales. Por otro lado las
caracteristicas de las aguas de Valencia, en cuanto a la presencia de sulfatos puede
favorecer la proliferacion de las bacterias sulfato reductoras, y junto a éstas a otras
bacterias como Paracoccus y Thiobacillus denitrificans.

Se obtuvo resultados positivos de presencia para la sonda AT1418 es decir
Azoarcus, Thauera y la sonda PAR651 que corresponde al género Paracoccus. La
variacioén a lo largo del muestreo de la poblacion de Azoarcus y Thauera se indica en
la figura 68.
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Figura 68. Variacién de las bacterias Desnitrificantes Azoarcus y Thauera en los fangos activos de
la EDAR del Carraixet.

En el grafico de la figura 68 se puede ver que a partir de la muestra del 22 de
julio hasta el 21 de diciembre, las tendencias son idénticas entre ambas lineas. Las
abundancias son muy parecidas a lo largo del muestreo, en general las tendencias son
similares.

Paracoccus no se cuantificd porque no superaba el 1% de la poblacién. Estas
bacterias se visualizaron en todas las muestras con excepcion de la muestra del 30 de
septiembre de la linea 1. El resultado puede verse en el anexo 2.

En la figura 69 se puede ver las bacterias hibridadas con la sonda AT1418
(Azoarcus - Thauera), las sefiales de la hibridacion con esta sonda son de fécil
deteccion. En la figura 70 se puede observar la sefial débil para las bacterias del género
Paracoccus.
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A

Figura 69. Azoarcus —Thauera presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A)
Corresponde a la sonda AT1418. B) Corresponde a las sondas EUBmix+ARCH915. 600X.

-
Figura 70. Paracoccus presente en los fangos activos de la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a
la sonda PARG51. B) Corresponde a las sondas EUBmix+ARCH915. 600X.

Bacterias PAO

Para la identificacion de las bacterias PAO se realizé la hibridacion con una
mezcla de las sondas PAO462, PAO651 y PAO846 (PAOMIX).

En la figura 71 se puede observar la variacion de la poblacion de bacterias PAO
durante el muestreo.

En el grafico de la figura 71 se aprecia que entre los meses de septiembre a
noviembre se presentan las mayores abundancias de PAO. Las tendencias son
similares entre las dos lineas. En tres de las muestras no se detectaron PAO, la muestra
del 29 de abril y 27 de mayo de la linea 1, y la muestra del 13 de mayo de la linea 2.
En varias muestras en ambas lineas las abundancias han sido inferiores al 1%.
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Figura 71. Variacién de las PAO en la EDAR del Carraixet.

En general en la figura 71 se puede observar que en la linea 2 se detecta una
mayor abundancia de bacterias pertenecientes al fenotipo PAO. En la figura 72 se
pueden ver las bacterias PAO y su distribucion dentro del floculo.
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A

Figura 72. PAO presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a la sonda
PAOmMix en TAMRA.B) Corresponde a las sondas EUBmMix+ARCH915. 600X.

Bacterias GAO

Para la identificacion de las bacterias acumuladoras de glucégeno (GAO) se
utilizaron las sondas GAOmix (GAOQ431 y GAOQ989) que hibridan sobre los
Candidatus competibacter phosphatis y a las formadoras de tétradas (TFO) miembros
putativos de las GAO, las sondas DFO mix1 (TFO_DF218 y TFO_DF618) y DFO
mix2 (DF988 y DF1020) junto con su sondas competidoras, que hibridan con
Defluvicoccus.

En el anexo 2 se presentan los resultados de las hibridaciones con las sonda
GAOmix, ya que estos no superan el 1% de la poblacion en la mayoria de las
muestras.

En la figura 73 se observa las variaciones de abundancias detectadas en las
poblaciones de GAO correspondientes a Defluvicoccus en las dos lineas de
tratamiento. En la figura 73 se observan los miembros TFO (Defluvicoccus cluster 2)
hibridados con la sonda DFOmix 2. Los comportamientos son distintos entre las dos
lineas.
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Figura 73. Variacion de la poblacion de GAO en la EDAR del Carraixet.

En la figura 74 se pueden observar las bacterias GAO, tanto las hibridadas con la
sonda GAOmix (figura 74A) como las hibridadas con la sonda DFOmix2 (figura
74C). En las imagenes se puede observar las diferencias en cuanto morfologia celular
que presentan estas bacterias. En general este grupo de bacterias presenta poca

abundancia.
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C

Figura 74. GAO presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a
Candidatus competibacter phosphatis. C) Corresponde a Defluvicoccus. B y D) Corresponde al
total de bacterias hibridadas con EUBmix+ARCH915. 600X.

Bacterias Metanotrofas

Las bacterias metanotrofas estan presentes en todas las muestras analizadas, sin
embargo no han podido ser cuantificadas. Las bacterias hibridadas con la sonda Mg84
(Methylocystaceae tipo 1 pertenecientes a la clase a-Proteobacteria) son dificiles de
cuantificar ya que la sefial de hibridacién es muy débil y no se resalta respecto a la
sefial de fondo como se puede apreciar en la figura 75.

A

Figura 75. Metanotrofas cluster Tipo 1 en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A)
Corresponde a la sonda Mg84. B) Corresponde a las sondas EUBmix+ARCH915.
600X.
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Las bacterias hibridadas con la sonda Ma464 (Methylocystaceae tipo 2
pertenecientes a la clase y-Proteobacteria), presentaron mejor sefial de hibridacion que
el otro grupo de metanotrofas, sin embargo su abundancia fue en su mayoria inferior al
1%. Los resultados de la hibridacion de este grupo de bacterias se indican en el anexo
2. En figura 76 se puede observar una hibridacion con esta sonda.

A

Figura 76.Metanotrofas cluster tipo 2 presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A)
Corresponde a la sonda Ma464. B) Corresponde a las sondas EUBmix+ARCH915. 600X.

Bacterias sulfato reductoras

Para la deteccidn de las bacterias sulfato reductoras (SRB) se utilizaron varias
sondas, la mayoria para la deteccion de géneros de la clase J-Proteobacteria
(DSV687; Dsh804; DNMAG657 y DBB660). También se utilizé la sonda Dtm230 que
detecta las sulfato reductoras pertenecientes al phylum Firmicutes y las sondas
generales de las bacterias sulfato reductoras SRB385 y SRB385Db.

Se obtuvo resultados positivos con las sondas DSV687 (orden
Desulfovibrionales) y con Dtm230 (género Desulfomaculum) (figura 77). En todas las
muestras se visualizan bacterias hibridadas pero al ser menos del 1% se les asigno el
valor de 0.5% (anexo 2).
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C

Figura 77. SRB presentes en los fangos activos de la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a las
bacterias hibridadas con la sonda DVS687 en Tamra. C) Corresponde a las bacterias hibridadas
con la sonda Dtm230 en Tamra. B y D) Corresponde a la poblacién general hibridada con
EUBmMIix+ARCH915 en Fam. 600X.

Las hibridaciones con la sonda DNMAG657 (género Delsufonema) fueron
positivas. En la figura 78 se puede ver la variacion a lo largo del muestreo de este
género.

La poblacion de Desulfonema presenta mucha variabilidad y comportamientos
diferentes entre las lineas de tratamiento.
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Figura 78. Variacién de la poblacién de Desulfonema en la EDAR del Carraixet.

Entre los meses junio y julio en la linea 1, se observan las mayores abundancias
de Desulfonema. Entre las muestras 10 de diciembre hasta 18 de febrero, las muestras
29 de abril hasta 27 de mayo, y las muestras 14 de octubre hasta 21 de diciembre, los
porcentajes de abundancias entre las lineas son parecidos.

Las variaciones de la poblacion de SRB hibridadas con las sondas generales
(SRB385 y SRB385DDb) de este grupo de bacterias, se muestran en las figura 79 y 80

respectivamente.

El género Desulfonema estd comprendido dentro de las bacterias que hibridan
con la sonda general SRB385Db.
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Figura 79. Variacién de las SRB hibridadas con la sonda SRB385 en fangos activos en la EDAR
del Carraixet.

En la figura 79 se presenta las variaciones de la poblacion de SRB detectadas
con la sonda SRB385 en las dos lineas. Los porcentajes de abundancia son similares
entre las dos lineas en la mayoria de las muestras (10 de diciembre, 7 de enero, 21 de
enero, 1 de abril, 29 de abril, 27 de mayo, 24 de junio, 8 de julio, 22 de julio, 16 de
septiembre, 30 de septiemnre, 14 de octubre, 25 de noviembre y 21 de diciembre).
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Figura 80. Variacion de las SRB hibridadas con la sonda SRB385Db en fangos activos en la
EDAR del Carraixet.

En la figura 80 se observa que los comportamientos de la poblacion de SRB
entre las lineas son similares. También los porcentajes de abundancia son muy
cercanos, a excepcion de algunas muestras como las del 29 de abril, 30 de septiembre
y 14 de octubre que presentan una diferencia de ~ 5% entre lineas y la muestra 25 de
noviembre con una diferencia de ~ 6% entre las dos lineas.

Comparando los resultados de las abundancias de las SRB en cada linea de
tratamiento, se puede observar que en la linea 1 las SRB detectadas con la sonda
SRB385 son las dominantes entre las muestras 21 de enero hasta el 4 de marzo,
mientras que las SRB detectadas con la sonda SRB385Db son dominantes entre las
muestras 27 de octubre hasta el 21 de diciembre, es decir que parece que se ha
producido un cambio poblacional entre los miembros de este grupo.
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En tres de las muestras (23 de diciembre, 4 de febrero y 24 de junio) las
abundancias del género Desulfonema son las dominantes dentro del grupo de bacterias
que se detecta con la sonda SRB385Db.

En la linea 2 las bacterias detectadas con la sonda SRB385 son las dominantes
entre las muestras 21 de enero hasta la muestra 18 de febrero, mientas que entre las
muestras 27 de octubre hasta la muestra 21 de diciembre son dominantes las bacterias
que se detectan con la sonda SRB385Db. En 5 muestras (10 de diciembre, 23 de
diciembre, 21 de enero, 18 de febrero y 1 de abril) el género Desulfonema es el
dominante entre las bacterias que se detectan con la sonda SRB385Db.

De manera general podemos observar que las bacterias que se detectan con
SRB385 y SRB385Db tienen comportamientos distintos y se ven favorecidos en
distintas etapas del muestreo.

En la figura 81 se puede ver células del género Desulfonema hibridadas con la
sonda DNMAG657. Las hibridaciones se ven claras, con una sefial intensa y facil de
distinguir respecto a la sefial de fondo.

En la figura 82 y la figura 83 se muestran las bacterias sulfato reductoras, que
son hibridadas con las sondas generales para este grupo de bacterias. Todas las
hibridaciones de este grupo de bacterias son claras y con buena intensidad de sefial,
facilitando su vision.

Las SRB presentan forma celular diversa. Estas pueden presentarse en forma de
agregados, filamentos, o dispersas en el floculo.

A

Figura 81. SRB Desulfonema presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A)
Corresponde a bacterias hibridadas con la sonda DNMAG57 en Tamra. B) Corresponde a la
poblacion general hibridada con la sonda EUBmMix+ARCH915 en Fam. 600X.
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A

Figura 82. SRB presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a las
bacterias hibridadas con la sonda SRB385 en Tamra. B) Corresponde a la poblacién general
hibridada con la sonda EUBmix+ARCH915 en Fam. 600X.

A

Figura 83. SRB presentes en fangos activos en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a las
bacterias hibridadas con la sonda SRB385Db en Tamra. B) Corresponde a la poblacion general
hibridada con la sonda EUBmix+ARCH915 en Fam. 600X.

4.4 Dindmica poblacional en cada linea de la EDAR.

En el anexo 2 se muestran las tablas de las cuantificaciones de todas las sondas
de phylum vy clases utilizadas, junto con sus errores de cuantificacion.

Se llegb a cuantificar en promedio un 82% de la poblacion en la linea 1. El
promedio de la linea 2 fue del 80%. En el porcentaje de bacterias que no se llego a
identificar y cuantificar, puede estar incluido un porcentaje de bacterias que las sondas
utilizadas en esta tesis no hibridaron debido a su especificidad o que presentaban bajo
contenido en ribosomas (<10%/ células) en el momento de fijar las muestras.

Sin embargo la variacion total de los organismos cuantificados en cada muestra
varia mucho. Esto se puede observar en la figura 84 y en la figura 85. En ambas
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figuras se representa las poblaciones a nivel de clase y phylum que se cuantificaron.
Las bacterias que no se cuantificaron estan comprendidas en la division de otros.

mARCHI15 (archaeas)

W Ntspa712 (Nitrospira)

mPLA 36 [planctomycetes)
CFX1223 / GNSB 941 {Cloroflexi)
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Figura 84. Dindmica poblacional en la linea 1 de la EDAR del Carraixet.
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Figura 85. Dindmica poblacional en la linea 2 de la EDAR del Carraixet.

En estas dos imagenes se observa que el phylum dominante en la poblacién
Gram negativa es Proteobacteria. Este grupo esta representado con mayor abundancia
por la clase S-proteobacteria, seguidas de la a-Proteobacteria, las y-Proteobacteria y
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por ultimo las o-Proteobacteria. Las clases de Proteobacteria estan representadas de
forma individual para poder analizar mejor los cambios de abundancias dentro de este
phylum.

El segundo phylum con mayor presencia es Chloroflexi seguido de
Planctomyces.

Comparando las figuras de la dindmica poblacional en ambas lineas se puede
observar, que las muestras 29 de abril y 13 de mayo son donde se registra una menor
abundancia total de bacterias hibridadas en ambas lineas y en la muestra del 7 de enero
también se detecta muy poca abundancia total hibridada en la linea 2. Observando las
tres muestras con las menores abundancias se puede ver una bajada importante de la
poblacién de a-Proteobacteria, y f-Proteobacteria.

En las muestras 18 de febrero, 4 de marzo, 27 de mayo y 24 de junio en la linea
1 se obtienen porcentajes de hibridacion mas altos de la poblacién, mientras que en la
linea 2 los porcentajes méas elevados corresponden a las muestras 18 de febrero, 4 de
marzo, 1 de abril y 27 de mayo.

Analizando (tablas anexo 2) las poblaciones y sus abundancias en cada muestra
se observa que en la muestra 18 de febrero en ambas lineas, la poblacion de a-
Proteobacteria presenta un aumento importante, mientras que en la muestra 4 de
marzo la poblacién en ambas lineas se ve afectada por el aumento considerable de la
poblacion de S- Proteobacteria.

En la muestra 1 de abril de la linea 2 el porcentaje elevado de abundancia
hibridada es debido a las abundancias altas de las poblaciones de f- Proteobacteria y
arqueas.

La muestra 27 de mayo de la linea 1 es donde se registra una de las mayores
abundancias de a-Proteobacteria, mientras que en la linea 2 se registra una de las
mayores abundancias de, a-Proteobacteria y arqueas.

En general, en las variaciones de los porcentajes totales de bacterias y arqueas
hibridadas en las muestras analizadas, juegan un papel relevante las poblaciones de o-
Proteobacteria y f- Proteobacteria.

Algunas observaciones preliminares con respecto a las poblaciones mas
abundantes cuantificadas son:

e En las a-Proteobacteria se pueden observar las mayores abundancias (superior
al 15%) en la muestra 18 de febrero, 4 de marzo y entre las muestras 27 de
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mayo hasta la muestras 16 de septiembre. En todas esas muestras la
temperatura es superior a 17 °C (tabla de datos operacionales). La poblacion a-
Proteobacteria pueden verse influenciadas por el aumento de la temperatura.

e Para las p-Proteobacteria el comportamiento es diferente que las o-
Proteobacteria. Las mayores abundancias (> 40%) se obtienen en las muestras
4 de febrero, 4 de marzo y 11 de noviembre en ambas lineas. La poblacién
tiene una tendencia a disminuir su abundancia entre las muestras 29 de abril
hasta el 27 de octubre. Entre esas muestras la temperatura es superior a los 20
°C. Es posible que el aumento de la temperatura afecte a la poblacion p-
Proteobacteria negativamente.

e En las y- Proteobacteria se observan las mayores abundancias (superior al
15%) en las muestras 10 de diciembre hasta 21 de enero, en las muestras 18 de
febrero, 10 de junio y 16 de septiembre en ambas lineas. En la linea 1 también
se registra una abundancia alta en las muestras 4 de febrero y 27 de octubre
mientras que en la linea 2 en la muestra 25 de noviembre. En las y-
Proteobacteria no parece que la temperatura influya directamente sobre la
poblacién.

e Las mayores abundancias (mayores del 6%) del phylum Chloroflexi se obtiene
en las muestras 30 de septiembre hasta 21 de diciembre en ambas lineas. En la
linea 1 también hay mayor abundancia en las muestras 27 de mayo y 24 de
junio. Este phylum no parece tener relacién con la época del afio.

e Se ha encontrado abundancias de Planctomycetes superiores al 6% en las
muestras 27 de mayo, 22 de julio, 16 de septiembre y 30 de septiembre. En la
linea 1 también se supera este porcentaje en las muestras 24 de junio y 21 de
diciembre. En esta poblacion es posible que la temperatura influya de forma
importante.

En la tabla 24 se muestra los promedios de las poblaciones més abundantes
halladas en las muestras.
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Tabla 24. Promedio de las poblaciones mas representativas en la EDAR del Carraixet

Phylum _Promedio de gbundancia

Linea 1 Linea 2

Proteobacteria |a-proteobacteria ~19 -18
8 -proteobacteria ~32 ~ 33

y -protecbacteria ~15 ~ 14

6 -proteobacteria ~ 2 ~ 2

Chloroflexi ~ 6 ~ 5
Planctomyces -5 ~ 5

El promedio del phylum Proteobacteria en la linea 1 es de ~ 68% de abundancia
yen lalinea 2 del ~67%.

Por otro lado analizando la dindmica de los grupos funcionales a lo largo del
muestreo, se puede observar que la poblaciéon total identificada con las sondas
especificas, se sittan cerca del 50% de la poblacion en ambas lineas. Como se puede
observar en la figura 86 y en la figura 87. En ambas lineas las poblaciones mas
abundantes encontradas son las SRB y las desnitrificantes.
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Figura 86. Dindmica poblacional de los grupos funcionales en la linea 1 de la EDAR del Carraixet.
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Figura 87. Dindmica poblacional de los grupos funcionales en la linea 2 de la EDAR del
Carraixet.
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En el grupo de las desnitrificantes, los géneros hallados son bacterias
pertenecientes a la clase p-Proteobacteria.

El tercer grupo con mayor abundancia determinado en las muestras son las AOB
(Nitrificantes).

En el anexo 2 se muestran los resultados y sus errores de cuantificacion de todas
las sondas utilizadas para la deteccion de los grupos funcionales.

En las muestras 22 de julio, 16 de septiembre y 30 de septiembre se encuentran
las mayores abundancias (superiores al 20%) en ambas lineas para el grupo SRB. En
el caso de las desnitrificantes las mayores abundancias (superiores al 15%) en ambas
lineas corresponden a las muestras 7 de enero, 4 de febrero y 25 de noviembre.

Las muestras 16 de septiembre, 30 de septiembre, 14 de octubre y 27 de octubre
son donde hay mayor abundancia de nitrificantes (superior al 8%).

45 Ildentificacién del dominio Eucariota

Protozoos

La identificacion de los protozoos en las muestras de la EDAR del Carraixet fue
llevado a cabo para la realizacion de una tesis en paralelo a esta. Por lo que los datos
de la poblacion que corresponde a los protozoos fueron proporcionados para incluirlos
en los andlisis estadisticos realizados en este trabajo.

Para los andlisis de las poblaciones de protozoos con las poblaciones de
bacterias y arqueas se seleccionaron las poblaciones mas representativas que se
hallaron.

Los protozoos que se seleccionaron se muestran en la tabla 25, donde se puede
apreciar el promedio de la cuantificacion de cada poblacion de protozoos de las
muestras analizadas. También se detalla la desviacion estandar y su error de
cuantificacion. En el anexo 3 se detallan las cuantificaciones de cada poblacion de
protozoos en las distintas muestras analizadas.
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Tabla 25. Promedios de la poblacién de Protozoos

Linea 1 Linea 2
Protozoo Promedio DeS\{lacmn Incertidumbre | Promedio DeS\{lamon Incertidumbre
estandar estandar
Peranema
Trichophorum 230 313 66 477 620 132
Entosiphon 3316 9448 2014 517 868 185
Arcella sp. 446 646 137 516 975 207
Pyxidicula
operculata 154 392 83 831 1889 402
Amoeba
<50 um 3668 5227 1114 3370 2707 577
Litonotus lamella 46 65 13 81 199 42
Acineta tuberosa 162 212 45 108 123 26
Periacineta sp. 65 99 21 63 86 18
Uronema nigricans 117 148 31 123 180 38
Aspidisca
cicada 1928 2348 500 1391 1544 329
Trithigmostoma
cucullulus 3 13 2 18 76 16
Euplotes
affinis 122 168 35 139 306 65
Pseudochilodo-
nopsis fluviatilis 207 503 107 115 226 48
Trochilia
minuta 325 500 106 261 551 117
Gastronauta
membranaceus 98 176 37 143 253 54
Acineria
uncinata 1557 1444 308 1291 1778 379
Opercularia
articulata 186 427 91 167 446 95
Epistylis
plicatilis 494 795 169 357 549 117
Epistylis
chrysemidis 65 158 33 20 42 9
Epistylis balatonica 267 361 77 141 167 35
Vorticella
aquadulcis 1149 897 191 1383 1208 257
Vorticella
convallaria 347 516 110 480 869 185
Carchesium
polypinum 119 181 38 252 478 101
Opercularia
coarctata 213 424 90 202 379 80
Vorticella
infusionum 409 1307 278 96 244 52
Vorticella
microstoma 102 152 32 207 414 88
Rotaria sp. 86 105 22 77 81 17
Lecane sp. 347 454 96 390 429 91
Nematodo 12 19 4 13 16 3
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Hongos

Se encontraron organismos en forma de media luna (elipsoidales) en las
muestras. Para la identificacion de estos organismos se realizaron hibridaciones con
las sondas de cada dominio (Bacteria, Arquea y Eucariota).

Estos organismos hibridaron con la sonda perteneciente al dominio Eucariota
(EUK mix). Para la identificacion de la posicion taxonémica de estos morfotipos
celulares dentro de Eucariota también se hibrid6é con sondas especificas, tales como
sondas que identifican algas (Clorofitas y no clorofitas) y levaduras (sonda general de
levaduras). Las hibridaciones positivas fueron con la sonda de levaduras (PF2). Estas
formas pueden corresponder a conidiosporas de hongos.

Se observaron altas concentraciones en la EDAR del Carraixet en los reactores
bioldgicos de las dos lineas de tratamiento.

En la figura 88 se puede observar estos organismos de forma de media luna
encontrados en la EDAR del Carraixet.

Figura 88. Esporas de hongos encontradas en la EDAR del Carraixet. A) Corresponde a la
hibridacion de la sonda EUK mix perteneciente al dominio Eucariota. B) Corresponde a la vision
en contraste de fases. C) Corresponde a la hibridacion con la sonda PF2 perteneciente a
Levaduras o ascomicetos. 600X.

Se ha observado que acumulan PHB y presentan actividades exoenzimaticas
glucuronidasa y fosfatasa. En la figura 89 se pueden ver a las levaduras en forma de
media luna que presentan acumulacion de PHB.
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Figura 89. Acumulacion de PHB de las esporas de hongos en forma de media luna. A)
Contraste de fases. B) Tincion azul de Nilo microscopia de epifluorescencia. 400X.

En la figura 90 se puede ver a las levaduras en forma elipsoidal com tincion
Neisser y los sutratos ELF GLU y ELF FOS.

Figura 90. Formas elipsoidales con actividad Glucuronidasa y Fosfatasa. A) Corresponde a
tincion Neisser y sustrato ELF GLU. B) Corresponde a tincion Neisser y sustrato ELF FOS.
1000X.

4.6 Estudio estadistico de las relaciones entre bacterias y arqueas con los
parametros fisico-quimicos, operacionales y protozoos.

Aplicando el analisis de correlacion candénico (CCorA) se estudian las
correlaciones simultaneas existentes entre las variables y las comunidades de bacterias
y arqueas.

Primero se realiz6 el CCorA para los phylum y clases de bacterias y arqueas
junto con las variables operacionales.
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En la tabla 26 se pueden ver las correlaciones existentes entre los factores
canbnicos y las variables originales (variables operacionales y abundancias de
bacterias y arqueas).

Tabla 26. Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canoénicas

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables candnicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6
-
Proteobacteria -0,413 -0,351 -0,404 -0,279 0,037 0,230
(Alpha)
IB_
Proteobacteria 0,547 0,130 0,022 -0,320 0,172 0,072
(Beta)
Chloroflexi
(Chlor) -0,585 0,621 -0,109 0,121 0,175 0,337
Proteobacteria 0,435 0,246 -0,070 0,504 -0,473 -0,227
(Gamma)
Planctomycetes
(Planc) -0,667 -0,067 -0,478 0,197 -0,238 -0,149
o-
Proteobacteria 0,199 -0,470 0,054 0,224 -0,148 0,736
(Delta)
Nitrospira
(Nitro) -0,749 -0,495 0,170 0,213 -0,037 -0,034
Archaea
(Arch) 0,450 -0,434 0,220 0,227 0,520 -0,188
Otros -0,083 0,172 0,566 -0,114 -0,188 -0,184
Correlaciones entre las variables de entrada y las variables candnicas:
F1 F2 F3 F4 F5 F6
C‘Zg‘;a' -0,005 -0,009 0,290 -0,314 -0,059 -0,902
Oxigeno
Disuelto (OD) 0,138 0,082 0,099 0,688 -0,394 0,580
Tiempo de
retencion 0,135 0,226 -0,490 -0,493 -0,537 0,399
hidraulico(TRH)
Temperatura -0,897 0,254 0,082 0,261 0,202 0,121
(Temp)
Carg("ém;"s'ca 0,698 0,473 0,384 0,176 0,232 0,238
Edad (‘j'EeF')fango -0,799 0,498 0,139 0,126 0,265 0,086

F, factor conénico
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En la tabla 26, se observa en negrita las variables que estdn correlacionadas
significativamente con los factores candnicos. La grafica correspondiente al CCorA se
puede ver en la figura 91 donde se grafican los primeros factores canonicos (F1y F2).

Variables (ejes F1 y F2: 71,40 %)
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F1 (42,81 %)

Figura 91. Gréfico de las correlaciones Candnicas entre bacterias, arqueas y variables
operacionales.

La interpretacion del grafico y las tablas de correlacion del CCorA es la siguiente:

e Se explica un 71,40% de la varianza de los datos de las cuales el 42,81% lo
explica F1 (factor canonico 1).

e F1 (factor canonico 1 de la tabla 26) correlaciona negativamente con las
variables temperatura y edad de fango, también correlaciona positivamente con
la variable carga mésica. F1 correlaciona positivamente con -Proteobacteria y
correlaciona negativamente con las comunidades de Planctomycetes,

Chloroflexi y Nitrospira.
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e Existe correlacion positiva entre las Chloroflexi y F2 (factor canoénico 2 de la
tabla 26).

e F4 (factor candnico 4 de la tabla 26) esta correlacionado positivamente con el
oxigeno disuelto y las y-Proteobacteria.

e F5 (factor candnico 5 de la tabla 26) muestra una correlacion positiva con las
argueas y negativa con el tiempo de retencion hidraulico.

e En F6 (factor candnico 1 de la tabla 26) se puede ver una correlacion negativa
con el caudal y positiva con las J-Proteobacteria y el oxigeno disuelto.

En base a los resultados obtenidos con el CCorA (F1) observamos que
temperaturas y edades del fango altas se correlacionan positivamente con el aumento
de las poblaciones de Chloroflexi, Planctomycetes y Nitrospira. Sin embargo las altas
temperaturas y edades de fango se correlacionan negativamente con la abundancia de
las p-Proteobacteria. EI aumento de la carga masica correlaciona positivamente con
las abundancias de las S-Proteobacteria, pero negativamente en las comunidades de
Chloroflexi, Planctomyces y Nitrospira. También parece tener relacion el aumento de
la abundancia de las y-Proteobacteria con un alto oxigeno suministrado. EI aumento
del tiempo de retencion hidraulico se correlaciona negativamente con las abundancias
de las arqueas.

Se realiz6 un analisis de correspondencia (AC) para representar la
interdependencia de las comunidades con las variables en estudio (figura 92).
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Figura 92. Andlisis de correspondencia entre los phylum y las variables operacionales.

En las figuras correspondientes a los analisis AC se representa a las variables
como columnas y en rojo mientras que las muestras (44 en total) se representan en
filas y con color azul. Los colores son por defecto del programa utilizado.

En base a los resultados del AC y su representacion grafica se observa que las
poblaciones de Chloroflexi, Planctomycetes y Nitrospira tienen interdependencia con
la temperatura, también que las J-Proteobacteria pudieran tener interdependencia con
la carga mésica, oxigeno disuelto y el tiempo de retencion hidréaulico. Con el AC se
explica el 59.80% de la inercia. Con el objeto de saber entre que variables y
comunidades existe relacion directa se procede a realizar el analisis de
correspondencia candnica (ACC). La restriccion para su andlisis correcto es que las
variables estén linealmente relacionadas con las abundancias.

En la tabla 27 se puede ver la descomposicién de la inercia total en dos partes, la
parte restringida que es donde el ACC busca las soluciones donde estan linealmente
relacionadas las variables con las comunidades y la no restringida donde el AC busca
las soluciones de interdependencia, el AC explica la maxima inercia. Siempre es
mayor la inercia no restringida, sin embargo en los estudios medioambientales un alto
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porcentaje de la inercia es restringida. En este caso la inercia restringida es un 42.8%
de la inercia total. Es decir puede haber otras variables que tengan relacion directa con
las abundancias de las comunidades a parte de la temperatura.

Tabla 27. Particién de la inercia explicada

Inercia:
Valor %
Total 0,063 100,000
Restringida 0,027 42,872
No-restringida 0,036 57,128

La representacion de los resultados obtenidos con ACC para los phylum vy las
variables operacionales se indica en la figura 93.
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Figura 93. Andlisis de correspondencia candnico de las comunidades de bacterias y arqueas con
las variables operacionales.
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Para analizar la representacion grafica del ACC debemos tener en cuenta el largo
del vector de las variables. Este corresponde a la significancia que tiene esta variable
en relacion a los cambios de abundancia de cada comunidad. La posicion del vector
con respecto a los ejes corresponde a la aportacion de esta variable a los cambios en
las comunidades y la posicion de las comunidades con respecto a los vectores de las
variables que corresponde a la respuesta de las poblaciones a la variable.

Analizando el gréfico del ACC (figura 93) se puede observar que la variable que
més significancia tiene con respecto a las abundancias de las poblaciones es la
temperatura, seguida de la edad de fango, carga masica y por ultimo el tiempo de
retencion hidraulico. La variable temperatura esta asociada a F1 en la parte positiva y
negativa a F2. La edad del fango esta asociada a los dos factores, la parte positiva de
F1 vy la negativa de F2. Las bacterias del phylum Planctomycetes estan mas proximas a
la parte positiva del F1 y se asociaria con altas temperaturas. Las bacterias del phylum
Chloroflexi estan méas préximas a la parte negativa del F2, por lo que las edades de
fango elevadas favorecen su desarrollo. La carga maésica estd asociada a la parte
negativa de F1 y a la positiva de F2, mientras que las comunidades de arqueas y J-
Proteobacteria estan sobre la linea de la carga mésica por lo que se puede interpretar
que dependen de esta variable.

Se realizaron los mismos analisis estadisticos para conocer la correlacion,
interdependencia y la relacidn directa existente para las variables fisico-quimicas.

En la tabla 28 se muestran las correlaciones entre los factores canonicos y las
variables iniciales obtenidos con el CCorA.
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Tabla 28. Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canonicas.

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6
P
Proteobacteria |  -0,260 0,529 -0,008 -0,300 0,006 -0,205
(Alpha)
ﬁ-
Proteobacteria |  -0,371 -0,009 -0,080 0,697 0,052 0,001
(Beta)
Chloroflexi -0,559 0,275 -0,045 -0,525 0,155 -0,250
(Chlor) i) ) 1 ] ) i)
”
Proteobacteria 0,246 0,423 0,359 0,212 0,259 0,248
(Gamma)
Planctomycetes
(Pland -0,025 -0,017 0,541 0,671 0,105 0,144
5-
Proteobacteria 0,647 0,284 -0,394 -0,114 -0,369 0,110
(Delta)
Nitrospira 0,170 0,007 0,052 -0,245 0,125 0,099
(Nitro)
Archaea -0,150 0,088 0,086 0,344 -0,849 0,116
(Arch)
Otros 0,446 -0,588 -0,023 -0,096 -0,026 -0,383
Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:
F1 F2 F3 F4 F5 F6
pH -0,422 0,603 0,399 -0,260 0,196 0,440
Conductividad
Cond) 0,021 0,664 0,481 0,061 -0,444 -0,356
N'"nglr}()’ total | 4 503 -0,330 0,797 0,287 -0,346 -0,115
FOSf(Og%tOta' 0212 -0,587 0,600 0,360 -0,135 -0,322
DQOT -0,357 -0,479 0,616 0,216 -0,464 -0,039
Sélidos
suspendidos -0,406 -0,458 0,627 -0,026 -0,467 -0,116

volatiles (SSV)

F, factore canénico

En esta tabla 28 se puede observar en negrita las variables que correlacionan
significativamente con los factores canonicos. La representacion grafica de los
resultados del analisis CCorA se muestra en la figura 94.
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Figura 94. Grafico de las correlaciones Candnicas entre bacterias, arqueas y variables fisico-
guimicas.

La interpretacion de la tabla y el Grafico de CCorA para las variables fisico-
quimicas seria:

e Entre los factores 1 y 2 se explica un 64,77% de la varianza, con estos dos
factores se explica la mayoria de las correlaciones, sin embargo en F3 y F4 se
observa buena correlacion con varias variables.

e Observando F1 (factor candnico 1 tabla 28) se ve una correlacion positiva con
o-Proteobacteria y una correlacion negativa con Chloroflexi.

e En F2 (factor candnico 2 tabla 28) se ve correlacion positiva con pH,
conductividad y las a-Proteobacteria, mientras una correlacion negativa con el
fésforo total y la division de otros.

e F3(factor canonico 3 tabla 28) correlaciona positivamente con las variables
nitrégeno total, fosforo total, DQO total y SSV, ademas con la comunidad de
Planctomycetes.
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e En F4 (factor canonico 1 tabla 28) también se explica una correlacion entre las
comunidades de bacterias, esta es una correlacion positiva con p-
Proteobacteria y negativa con Chloroflexi y Planctomyces.

En resumen podemos observar que las a-Proteobacteria y Planctomycetes son
las comunidades que méas se correlacionan con las variables fisico-quimicas. Las
abundancias de a-Proteobacteria se correlacionan positivamente con el aumento del
pH y la conductividad, mientras tiene una correlacion negativa con el fésforo total. El
aumento de la abundancia de las a-Proteobacteria correlaciona negativamente con la
abundancia de otros (no identificada). Con respecto a las Planctomycetes se
correlacionan positivamente con altas concentraciones de nitrogeno total, fosforo total,
DQO total y SSV.

Al comparar los dos analisis CCorA con referente a las comunidades de
bacterias y arqueas podemos observar que las abundancias de pg-Proteobacteria
correlacionan negativamente con las poblaciones de Chloroflexi y Planctomycetes.

Para conocer la interdependencia de las comunidades con las variables fisico-

quimicas, se realiz6 el AC correspondiente. Los resultados se expresan en su
representacion grafica Biplot (figura 95).
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Figura 95. Andlisis de correspondencia para las comunidades de bacterias y arqueas y variables

fisico-quimicas.

Las y-Proteobacteria se relacionan con la DQO total, SSV, nitrogeno total y

fosforo total. Las arqueas y las S-Proteobacteria se asocian con la conductividad.

Con los analisis AC también se puede observar en qué muestras se relacionan o
se asocian las mayores abundancias de cada comunidad de bacterias o arquea, para
ello nos basamos en el Biplot de contribucion columnas (figura 96).
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Figura 96. Biplot de las comunidades de bacterias y arqueas con contribucion a las columnas.

Analizando el Biplot de la figura 96 (Biplot con contribucion a las filas)
podemos observar que las y-Proteobacteria son interdependientes a los meses
diciembre y enero. Las arqueas y las S-Proteobacteria son interdependientes a los
meses de febrero y abril. Las Chloroflexi, Planctomycetes y Nitrospira son
interdependientes con los meses mayo, junio y julio.

En la tabla 29 se observa la parte de la inercia que se explica con el AC, el
porcentaje es 89,4%. El porcentaje que explica el AC es alto, el porcentaje restante de
la inercia total se explica con un ACC.

Tabla 29. Particion de la inercia explicada

Inercia:
Valor %
Total 0,063 100,000
Restringida 0,007 10,556
No-restringida 0,056 89,444

184



Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de
Aguas residuales

En la figura 97 se representa el resultado del ACC llevado a cabo para las
variables fisico-quimicas.
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Figura 97. Andlisis de correspondencia candnica para las comunidades de bacterias y arqueas con
las variables fisico-quimicas.

La variable que mas significancia tiene para las comunidades es el pH seguida
de la conductividad. Las Chloroflexi y Planctomycetes junto con pH y SSV se
encuentran entre la parte positiva de F1 y F2. Las arqueas, p-Proteobacteria,
conductividad y DQO total se encuentran en la parte positiva de F1 y negativa del F2.
Las o-Proteobacteria y el nitrogeno total estan en la parte negativa de F1 y de F2.

A pesar de estos resultados, el ACC segun la prueba de permutacion resultaron
no estar relacionadas linealmente las poblaciones de bacterias y arqueas con las
variables fisico-quimicas.

Para conocer las posibles correlaciones, interdependencias y las relaciones
directas que pudieran tener los grupos funcionales con las variables tanto
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operacionales como fisico-quimicas, se realizaron los estadisticos CCorA, AC y ACC
como se realizé para las comunidades de bacterias y arquea.

En la tabla 30, se observan las correlaciones obtenidas con el CCorA entre las
variables de entrada (grupos funcionales y variables operacionales) y los factores

canonicos hallados.

Tabla 30. Correlaciones entre las variables de entrada y variables canénicas

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6
AOB 0,397 -0,315 -0,093 -0,582 -0,106 0,374
PAO 0,101 -0,292 -0,188 -0,215 0,439 -0,386
GAO -0,196 -0,207 0,777 0,293 0,300 -0,092
TFO -0,099 -0,076 0,518 -0,122 -0,282 -0,570
Metanotrofas 0,165 0,153 0,552 -0,148 -0,030 -0,408
Desnitrtificantes -0,090 0,512 0,589 0,145 0,308 -0,161
SRB delta -0,543 0,497 0,287 -0,097 0,049 0,088
SRB385 0,010 -0,029 -0,348 -0,413 0,237 -0,007
SRB385Db 0,363 0,478 -0,581 -0,032 0,043 -0,019
Metanogenicas -0,162 -0,344 0,168 0,255 -0,375 0,157

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Caudal (Q) 0,002 -0,287 -0,493 -0,128 -0,357 0,728
Oxigeno disuelto (OD) 0,052 0,363 0,750 0,094 0,543 -0,012
T;ﬁg‘r‘;‘al‘?sor??ga?“ 0,028 | 0226 | -0028 | 0933 | -0,108 -0,256
Temperatura (Temp) -0,601 -0,407 -0,387 0,231 0,484 -0,188
Cérga masica (Cm) -0,205 -0,092 0,747 0,125 -0,593 0,155
Edad del fango (EF) 0,277 -0,521 -0,473 0,006 0,606 -0,248

F, factor candnico

En la figura 98 se muestra la representacion grafica de las correlaciones
existentes entre los grupos funcionales y las variables operacionales.
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Figura 98. Grafico de las correlaciones Candnicas entre las poblaciones de los grupos funcionales
y las variables operacionales.

La interpretacion del CCorA es:

e Con los factores 1 y 2, se explica el 66% de la. Segun la tabla 30 el F3
tiene buena correlacion con varias variables.

e F1 (factor candnico 1 de la tabla 30) tiene correlacion negativa con la
poblacion de SRB perteneciente a las J-Proteobacteria y la temperatura.

e F2 (factor canonico 2 de la tabla 30) tiene correlacion positiva con la
poblacidn de desnitrificantes y correlacion negativa con la edad de fango.

e F3 (factor canonico 3 de la tabla 30) tiene correlacion positiva con las
poblaciones de GAO, TFO, metanotroficas y las desnitrificantes, al igual
que con las variables oxigeno disuelto y carga masica y correlacion
negativa con las bacterias que se hallan con la sonda SRB385Db.
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e F4 (factor candnico 4 de la tabla 30) tiene correlacion positiva con el
tiempo de retencion hidréaulico y correlacion negativa con la poblacion de

AOB.

De forma general vemos una correlacion favorable entre las abundancias de las
SRB J-Proteobacteria y la temperatura; una correlacion inversa entre las abundancias
de las desnitrificantes y la edad de fango, es decir esta variable no favorece a la
abundancia de las desnitrificantes. Las poblaciones GAO, TFO, metanotrofas y
desnitrificantes se favorecen con el oxigeno disuelto y la carga masica, pero estas
variables no favorecen la abundancia de las bacterias detectadas con
SRB385Db. Por ultimo la poblacion de las AOB no se ve favorecida con el tiempo de

retencion hidraulico.

la sonda

Para conocer la interdependencia entre los grupos funcionales y las variables
operacionales se llevd a cabo el AC correspondiente. En la figura 99 se puede ver la
representacion gréafica de los resultados del AC.
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E (] Desnltrlflcan'tes. clhi®g Metanogenicas
SRB delta GAQ
20.05 + AoB
0.1 +
e TFO
-0.15
-0.15 -0.05 0 0.05 0.1 0.15
F1(31,97 %)
® Columnas

Figura 99. Andlisis de correspondencia de los grupos funcionales y las variables operacionales.
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Las comunidades PAO vy las bacterias detectadas con la sonda SRB385Db tienen
interdependencia con la edad de fango, mientras que las GAO, metanotrofas y las
metanogénicas parecen tener interdependencia con el oxigeno disuelto y la carga
masica.

En la tabla 31 se detalla la inercia no restringida explicada con el AC (86,7%), el
restante (inercia restringida) se explica con el ACC.

Tabla 31. Particion de la inercia explicada

Inercia:
Valor %
Total 0,130 100,000

Restringida 0,017 13,253
No-restringida 0,113 86,747

En la figura 100 se puede ver la representacion grafica del ACC. Se puede ver
que la variable carga masica tiene mas significancia en los grupos funcionales seguida
por la edad de fango y el tiempo de retencién hidraulico.
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Figura 100. Analisis de correspondencia Candnico de los grupos funcionales y las variables

operacionales.

Las poblaciones bacterianas de los diferentes grupos funcionales (SRB, AOB,
desnitrificantes, GAO, PAO, TFO metanotroficas y metanogénicas) no resultaron estar
directamente relacionadas con las variables operacionales segin la prueba de

permutacion.

Se aplicaron los andlisis CCorA, AC y ACC para establecer las correlaciones,
interdependencia y relacion directa de los grupos funcionales con las variables fisico-

quimicas.

En la tabla 32 se pueden ver los resultados del CCorA realizado para los grupos
funcionales y las variables fisico-quimicas.
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Tabla 32. Correlacién entre variables de entrada y variables candnicas

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canédnicas (Y1):

F1 F2 F3 F4 F5 F6
AOB 0,555 -0,442 0,382 0,369 -0,101 -0,169
PAO 0,558 0,233 0,028 -0,521 -0,027 0,166
GAO -0,658 -0,191 0,523 -0,353 0,284 0,172
TFO -0,564 -0,280 0,220 0,224 -0,236 0,213
Metanotroficas -0,148 0,065 -0,107 -0,214 0,465 -0,178
Desnitrificantes -0,561 -0,140 -0,159 -0,446 -0,175 -0,099
SRB delta -0,302 -0,630 -0,539 -0,186 0,172 0,230
SRB385 0,147 -0,004 0,244 -0,133 -0,036 -0,693
SRB385Dh 0,616 -0,385 -0,290 0,267 0,200 0,047
Metanogenicas -0,374 0,267 0,329 0,297 0,174 -0,046

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canédnicas (Y2):

F1 F2 F3 F4 F5 F6
pH 0,138 | -0543 | 0,656 | 0473 | 0,002 20,179
Conductividad (Cond) -0,560 0,050 -0,338 -0,197 -0,693 0,226
Nitrégeno total (NT) 0,354 | 0824 | 0,154 | 0365 | 0,037 0,192
Fésforo total (PT) 0,089 | 0822 | 0136 | -0542 | -0,066 -0,028
DQOT 0,196 | 0691 | -0,180 | -0597 | -0,046 0,305
So\'/'ggilf::"(’gg‘i}‘;os 0295 | 0691 | -0346 | -0,499 | -0,150 0,210

F, factor candnico

La representacion grafica del CCorA se puede observar en la figura 101.
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Figura 101.

Gréfico de las correlaciones candnicas entre los grupos funcionales y las variables
fisico-quimicas.

La interpretacion del gréfico y tabla del CCorA es:

El CCorA explica con los primero dos factores (F1y F2) el 57,93% de

la varianza.

F1 (factor canonico 1 de la tabla 32) correlaciona positivamente con las
poblaciones AOB, PAO vy las bacterias pertenecientes a la sonda
SRB385Db. Correlaciona negativamente con las poblaciones GAO,
TFO, desnitrificantes y con la variable conductividad.

F2 (factor candnico 2 de la tabla 32) correlaciona negativamente con la
poblacion SRB pertenecientes a oJ-Proteobacteria y el pH, mientras
tiene correlacion positiva con las variables nitrogeno total, fosforo total,
DQO total y SSV.

F3 (factor canonico 3 de la tabla 32) correlaciona positivamente con
GAO y negativamente con las SRB pertenecientes a J-Proteobacteria y

pH.
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e F4 (factor canonico 3 de la tabla 32) correlaciona negativamente con la
poblacion de PAO vy las variables fosforo total y DQO total.

Los resultados graficos del AC se muestran en la figura 102. EI AC explica el
57,69 % de la inercia.
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Figura 102. Anélisis de correspondencia de los grupos funcionales y las variables fisico-quimicas.

La interdependencia posible encontrada con el AC para los grupos funcionales y
las variables fisico-quimicas es:

e Las desnitrificantes con la conductividad
e Las metanogénicas, GAO, y metanotrofas con el pH

Segun los AC realizados no parece haber una relacion de interdependencia de
los grupos funcionales con las variables fisico-quimicas.
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En la tabla tabla 33 se detalla la parte de la inercia explicada con el AC (57,4%)
y el restante que se explica con el ACC correspondiente. La inercia no restringida es
de un alto porcentaje (42,5%). En la figura 103 se representan graficamente los

resultados del ACC.

Tabla 33. Particién de la inercia explicada

Inercia:
Valor %
Total 0,130 100,000
Restringida 0,055 42,579
No-restringida 0,075 57,421

F2 (28,28 %)
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Figura 103. Anélisis de correspondencia candnica de los grupos funcionales y las variables fisico-
quimicas.
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Los grupos funcionales tienen una relacion directamente lineal con las variables
fisico-quimicas segun la prueba de permutacién. Con excepcion del pH todas las
demas variables son significativas para las abundancias de las diferentes poblaciones
de grupos funcionales.

Para analizar la representacion grafica del ACC debemos tener en cuenta el largo
del vector de las variables, la posicidn del vector con respecto a los ejes y la posicion
de las comunidades con respecto a los vectores.

Las PAO y las bacterias halladas con la sonda SRB385 tienen relacion directa
con altos contenidos de DQO total y SSV. Las metanotrofas tienen relacion directa
con el nitrogeno total y posiblemente con el pH alto. Las desnitrificantes y las
bacterias SRB de la clase o-Proteobacteria tienen relacion directa con la
conductividad. Las GAO, TFO y las AOB no parecen tener relacion directa con las
variables fisico-quimicas analizadas.

Las poblaciones de phylum, clase y arqueas se relacionan directamente con las
variables de operacién mientras que las poblaciones de los grupos funcionales se
relacionan directamente con las variables fisico-quimicas. Esto se ve reflejado también
por la inercia total que se explica con los estadisticos: para las comunidades de
phylum, clase de bacterias y arquea junto con las variables operacionales, la inercia
total explicada con el AC es del 34,15 % mientras que usando el ACC un 40,45%.
Mientras que con las variables fisico-quimicas la inercia total explicada por el AC es
del 52,69% y con el ACC el 7.47%.

Para los grupos funcionales y las variables operacionales, la inercia total que se
explica con el AC es 44,6% y con el ACC es el 11,34%. Con respecto a las variables
fisico-quimicas el AC explica una inercia total de 33,12% y el ACC un 36,56%.

Para llevar a cabo los estadisticos de las abundancias de bacterias, arqueas y
grupos funcionales, con las poblaciones de protozoos y metazoos, se dividieron por
grupos las variables. Siempre resulta mas fécil de interpretar y méas fiables los
estadisticos con menos variables. La division de los grupos se puede apreciar en la
tabla 34.
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Tabla 34. Grupos de los datos bioldgicos para estadisticos

Grupo Flagelados, Sarconidos y Carnivoros

Peranema

Flagelados trichophorum
Entosiphon sp.
Arcella sp

Sarconidos Pyxidicula operculata

Ameba pequeiia
Litonotus lamella
Carnivoros Acineta tuberosa
Periacineta sp.

Grupo Bacterivoro

Nadador Uronema nigricans
Aspidisca cicada
T. cuculullus
Euplotes affinis
Reptante P fluviatis

Trochilia minuta
G. membranaceus
Omnivoro Acineria uncinata

Grupo Bacterivoro
Sesil

Opercularia sp.
E. plicatilis

E. chrysemidis
E. balatonica
C.V convallaria
C.V aquaducis

Carchesium
polypinum
O.coarctata
C.V infusium

C.V microstoma

Grupo
Micrometazoos

Rotaria
Lecane sp
Nematodo
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Una vez divididos los datos se llevaron a cabo los andlisis correspondientes. Los
resultados del CCorA de los 4 grupos formados para las comunidades de bacterias y
argueas se indican en las tablas 35, 36, 37 y 38.

Tabla 35. Correlaciones de los factores candnicos y las variables de las comunidades de bacterias
y arqueas junto con los grupos de flagelados, sarcodinos y carnivoros

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables candnicas:

F1 F2 F3 F4 F5 6 | F7 | F8
a-Proteobacteria
At 0425 | -0,160 | 0524 | 0038 | -0093 |-0,120 | -0,004 | 0,254
ﬁ-Pro(tgc;tt);cterla 0,059 0,280 0,042 0,273 0,020 | -0,576 | -0,177 | 0,626
Chioroflexi 0693 | 0018 | 0377 | -0109 | 0341 |-0,188 | 0,238 | -0,333
(Chlor)
-Proteobacteria | 4514 | o543 | -0458 | 0,548 | -0336 |-0,083 | 0,056 | 0,109
(Gamma)
P'a”(CFffa':]‘z)CeteS 0213 | -0406 | 0518 | 0185 | 0253 | 0516 | 0,389 | 0,023
é‘P”’(tggﬁgfte”a 0569 | -0172 | -0039 | -0,082 | 0599 |-0,264 | 0,154 | -0,095
N'(t,:l‘i’tsr%')ra 0,048 | -0,364 | 0,246 0,352 0,222 | 0,470 | -0,426 | -0,378
Archaea 0415 | 0314 | 0253 | -0567 | -0,019 | 0,000 |-0473 | 0,345
(Arch)
Otros 0410 | 0205 | -0200 | 0085 | -0,220 | 0,213 | 0,186 | -0,747

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6 | F7 | F8
Peranema -0527 | 0443 | 0106 | -0395 | 0402 | 0,278 |-0,045 | 0,343
(Prnm)
Entosiphon
(Etspn) -0483 | 0272 | 0197 | 0057 | 0,793 |-0,032 | -0,047 | 0,140
A(X;'I')a -0,335 | 0267 | -0037 | 0254 | 0,269 |-0,048| 0,070 | 0,819
PY(XF:S;Z‘)“a -0,348 0,737 -0,124 0,364 -0,005 | 0,038 | -0,430 | 0,037
Ameba pequefia | o581 | 0043 | -0304 | 0111 | 0619 | 0478 | 0,404 | 0222
(Ambpf)
Litonotus -0,220 | -0480 | -0,788 | -0026 | 0,217 |-0,114 | -0,092 | 0,175
(Ltnts)
Acineta -0,696 0,285 -0,005 0,112 0,451 | 0,010 | 0,328 | 0,333
(Acnt)
Pe(r;)z:g:}r;eta 0,817 0,116 0,073 0,112 0,342 | 0,389 | -0,067 | 0,166
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En la tabla anterior estdn marcadas en negrita las correlaciones significativas.
Con el CCorA se explica un 50,52% de la varianza.

Tabla 36. Correlaciones de los factores candnicos con las variables de las comunidades de
bacterias y arqueas junto con la del grupo bacterivoros

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables candnicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
o-Proteobacteria | 4 o5 | 9160 | 0524 | 0,038 | -0003 | 0,120 | 0,004 | 0254
(Alpha)
ﬂ‘Pro(tgoe‘t’:)Cte”a 0059 | 0280 | 0042 | 0273 | 0020 | -0576 | -0,177 | 0,626
Chloroflexi -0,693 | 0018 | 0377 | -0,109 | 0341 | 0188 | 0238 | -0,333
(Chlor)
y-Proteobacteria ) ) - - -
(Gamma) 0,014 | -0543 | -0,458 | -0,548 | -0,336 | -0,083 | 0,056 | 0,109
P'a”(ﬁfa“r;'g;’etes -0213 | 0406 | 0518 | 0185 | 0253 | 0516 | 0389 | 0,023
o-Proteobacteria | o eq | 0172 | 0039 | -0,082 | 0599 | 0264 | 0,154 | -0,095
(Delta)
NI(tI(I(i)tsr%l)ra -0,048 | -0,364 | 0246 | 0352 | 0222 | 0470 | -0,426 | -0,378
Archaea 0415 | 0314 | 0253 | -0567 | -0019 | 0000 | -0473 | 0345
(Arch)
Otros 0,410 | 0,205 | -0,200 | 0,085 | -0,220 | 0213 | 0,186 | -0,747

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables candnicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Uronema 0,527 | 0,443 | 0,106 | -0,395 | 0,402 0,278 -0,045 0,343
(Urnm)
Asidisca
(Apdso -0,483 | 0272 | 04197 | 0,057 | 0,793 | -0,032 | -0,047 | 0,140
T. cuculullus
(Toucu) -0,335 | 0,267 | -0,037 | 0,254 | 0,269 | -0048 | 0,070 | 0,819
E(uEppllciSS -0,348 | 0,737 | -0,124 | 0,364 | -0,005 | 0,038 | -0,430 | 0,037
P.(f;llﬂl\cgtls 0,081 | 0,043 | -0,394 | 0,111 | 0,619 0,478 0,404 0,222
Trochilia -0,220 | -0,480 | -0,788 | -0,026 | 0,217 | -0,114 | -0,092 | 0,175
(Trchl)
G. membranaceus | s | 0285 | -0005 | 0112 | 0451 | 0010 | 0328 | 0333
(Gmmbr)
Acineria -0,817 | 0,116 | 0073 | 0,112 | 0342 | 0389 | -0,067 | 0,166
(Acnr)

En la tabla 36 estan marcadas en negrita las correlaciones significativas. La
varianza explicada con el CCorA ha sido del 50,52%.
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Tabla 37. Correlaciones entre los factores canénicos y las variables de las comunidades de
bacterias y arqueas junto con el grupo de bacterivoros sésiles

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
“'Pr‘(’fl‘;?]igte”a 0,244 | -0,537 | 0,493 | -0,236 | -0,140 | 0,293 | 0,001 | 0,423 | 0,263
ﬁ'PrO(tg"ekt’;Cter'a 0143 | 0161 | 0,189 | 0137 | 0,154 | 0.283 | 0514 | 0.375 | 0,625
Crzgfg:fx' -0,417 | -0,579 | -0,138 | -0,441 | 0,065 | 0,369 | 0,160 | -0,307 | 0,133
y-Proteobacteria | 290 | 141 | -0.546 | 0,182 | -0,552 | 0,306 | 0,155 | -0,131 | -0,239
(Gamma)
P'a”(cgfa':]‘z)cetes 0,320 | -0,375 | 0,121 | -0.416 | 0255 | 0,297 | -0,507 | -0,391 | -0,074
é'P“’(tggﬁ;‘;:te”a 0,309 | 0520 | 0368 | 0,132 | 0,113 | 0,457 | -0,021 | 0.264 | 0.435
N'(t,(l?tsr%')ra 0,207 | -0,228 | 0,036 | -0,304 | 0,590 | -0,347 | -0,408 | 0,141 | 0,396
A(f::‘;]e)a -0,133 | 0,488 | 0,095 | -0,410 | -0,431 | -0,210 | -0,057 | 0,522 | -0,247
Otros -0,151 | 0,465 | -0,049 | 0,123 | 0,116 | -0,388 | 0,004 | -0,672 | 0,357
Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
O'?g;‘:i')ata -0,582 | -0,294 | 0,005 | -0,184 | -0,293 | 0,293 | -0.473 | 0,285 | -0,206
E"E'E';?it)'"s -0,459 | -0,306 | -0,068 | -0,237 | 0,268 | 0,572 | -0,266 | 0,385 | 0,051
E.chysemidis | 309 | (0205 | 0,118 | 0,174 | 0,100 | 0,363 | -0,099 | 0,245 | -0558
(Echry)
E. ?EL"’:&;'C"" 0,675 | -0,070 | 0,398 | 0,349 | 0,219 | -0,001 | -0,025 | 0,356 | -0,147
C'V("z‘:q\fa"’(‘]‘;““s -0,062 | 0,138 | -0,326 | 0,270 | 0,230 | 0,331 | -0.714 | -0,101 | 0,011
C.V. convallaria
(Cvom) 0,194 | -0,313 | -0,699 | 0,515 | 0,063 | -0,086 | -0,019 | 0,249 | -0,023
Cag:‘fﬁg‘;*”‘ -0,476 | -0,508 | 0,020 | 0,096 | 0,096 | 0,560 | -0,224 | 0,036 | -0,094
O.coarctata | 4 157 | 5700 | 0,029 | -0023 | 0,159 | 0,240 | -0461 | 0,107 | -0,188
(Ocoar)
C\éc'(‘/‘;"f;')“m -0,420 | -0,281 | -0,540 | -0,089 | 0,038 | 0,465 | 0,069 | -0,143 | -0,296
C.Vmicrostoma | g 370 | .0,067 | 0,073 | 0547 | 0,217 | -0,510 | 0,388 | -0,307 | 0,024
(Cvmic)

En la tabla 37 estan marcadas las correlaciones significativas en negrita para
poder distinguirlas. Se explica un 45,38% de la varianza con el CCorA.
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Tabla 38. Correlaciones entre los factores canénicos y las variables de las comunidades de
bacterias y arqueas junto con el grupo micrometazoos

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables
canonicas:
F1 F2 F3
a-Proteobacteria
(Alpha) -0,216 -0,165 -0,003
pS-Proteobacteria 0,044 -0,325 -0,469
(Beta)
Chloroflexi
. -0,342 0,266
(Chlor) 0,643 ’ ’
y-Proteobacteria 0,293 0,547 0,118
(Gamma)
Planctomycetes 0,113 -0,302 0,286
(Planc)
o-Proteobacteria
24 0,31
(Delta) 0,243 0,319 0,505
Nitrospira
X 77 - 4
(Nitro) 0,0 0,333 0,400
Archaea
(Arch) -0,145 0,480 0,235
Otros 0,312 0,260 0,117
Correlaciones entre las variables de entrada y las variables
candnicas:
F1 F2 F3
Rotaria -0,973 0,074 -0,216
Lecane -0,798 -0,603 -0,003
Nematodo -0,424 -0,377 -0,824

El CCorA explica un 89,82% de la variabilidad. Podemos ver en la tabla 38 las
correlaciones significativas en negrita.

Como podemos ver en las tablas 35, 36, 37 y 38 correspondientes al CCorA,
existen correlaciones entre las comunidades de bacterias y arqueas con los grupos de
protozoos y metazoos.

Se realizé igualmente el AC de las comunidades de bacteria y arquea con cada
grupo de protozoos, sin embargo no se encontraron interdependencias en ninguno de
los analisis realizados.

Considerando que el CCorA maximiza las correlaciones existentes, se realizaron
los correspondientes ACC a cada grupo de protozoos para determinar si existe alguna
relacion directa con alguna comunidad de bacterias y arqueas. En las figuras 104, 105
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y 106 podemos ver los resultados de los ACC. Cabe sefalar que para los
micrometazoos no se pudo realizar este analisis por un error al procesar los datos con
el XLSTAT. Para los deméas grupos el ACC resultd lineal segin la prueba de
permutacion, por lo que las comunidades de bacterias y arqueas tienen relacion directa

con los grupos de protozoos y metazoos.
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Figura 104. Analisis de correspondencia canonica entre las comunidades de bacterias, arqueas y
los protozoos flagelados, sarcodinos y carnivoros.
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La inercia restringida entre las comunidades de bacterias, arqueas y los
protozoos flagelados, sarcodinos y carnivoros fue de 34,65% (dato obtenido en la
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descomposicion de la inercia durante el proceso de ACC), Yy se explica un 75,60%
(figura 104) de ella en el ACC. En la figura 104 se observa que las poblaciones de
Chloroflexi seguidas de y-Proteobacteria y de Planctomycetes son las mas
significativas para el grupo de protozoos flagelados, sarcodinos y carnivoros. Las
relaciones lineales que se pueden observar son:

e Pyxidicula operculata tiene relacionada su abundancia a elevadas abundancias
de arqueas y S-Proteobacteria.

e Las abundancias de Peranema trichophorum, Entosiphon sp., Acineta tuberosa
y Periacineta sp. estan relacionadas con altas abundancias de a-Proteobacteria
y Chloroflexi.

e Litonotus lamella esta relacionado con altas abundancias de y-Proteobacteria.

El ACC correspondiente para el grupo de protozoos bacterivoros (nadadores,
reptantes y omnivoros) tiene una inercia restringida del 34,65% (dato obtenido en la
descomposicion de la inercia durante el proceso de ACC) de la cual se explica con el
ACC un 75,60% (figura 105) de ella. En la figura 105 se observa que las comunidades
con mas significancia para explicar la relacion entre este grupo son y-Proteobacteria,
seguida de Chloroflexi y Planctomycetes. Las relaciones lineales correspondientes son:

e Euplotes affinis, esta linealmente relacionado con abundancias altas de arqueas
y p-Proteobacteria.

e Uronema nigricans, Aspidisca cicada, G. membranaceus y Acineria uncinata
estan relacionadas con altas abundancias de a-Proteobacteria y Chloroflexi.

e P fluviatis esta relacionado con abundancias altas de J-Proteobacteria.
e Trochilia minuta esta relacionado con abundancias altas de y-Proteobacteria.

El ACC para el grupo de los protozoos sésiles cuenta con una inercia
restringida de 33,43% (dato obtenido en la descomposicion de la inercia durante el
proceso de ACC) de la cual se explica un 74,34% (figura 106). En la figura 106 se
puede observar que las poblaciones y-Proteobacteria, Chloroflexi y ¢-Proteobacteria
tienen mas significancia para explicar la relacion lineal existente. Las relaciones
lineales que se observan son:

e Las abundancias de E. chrysemidis estan linealmente relacionadas con altas
abundancias de arqueas y S-Proteobacteria.
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e Las abundancias de E. plicatilis, Carchesium polypinum y O.coarctata estan
linealmente relacionadas con abundancias elevadas de a-Proteobacteria.

e La abundancia de C.V infusium tiene relacion lineal con altas abundancias de
Nitrospira.

e La abundancia de C.V aquaducis y de C.V microstoma estan linealmente
relacionada con elevada abundancia de 5-Proteobacteria.

e La abundancia de C.V convallaria estan relacionada con la abundancia alta de
y-Proteobacteria.

Al igual que con las comunidades de bacterias y arqueas se realizaron los tres
analisis estadisticos para los protozoos y metazoos con los grupos funcionales. Los AC
correspondientes no fueron significativos pues no se encontrd interdependencia entre
las variables. Por lo tanto solo se detallan los resultados obtenidos de CCorA y de
ACC.

En las tablas 39, 40, 41 y 42 se puede ver los resultados de las correlaciones
candnicas para cada uno de los grupos de protozoos y metazoos.
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Tabla 39. Correlaciones entre los factores candnicos y los grupos funcionales de bacterias y
arqueas y los protozoos flagelados, sarcodinos y carnivoros

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables candnicas:

FL | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8

AOB 0,483 | -0,086 | 0,294 | 0,644 | -0,001 | -0,416 | -0,134 | 0,044
PAO 0,495 | 0,664 | -0,383 | 0,115 | 0,085 | 0,036 | -0,086 | -0,302
GAO -0,667 | 0,041 | 0,004 | 0,092 | 0,546 | -0,205 | -0,065 | 0,045
TFO -0,451 | -0,418 | -0,081 | 0,160 | -0,088 | -0,357 | 0,202 | -0,447

Metanotrofas | -0,141 | -0,050 | -0,645 | 0,133 | 0,152 | -0,104 | 0,473 | 0,239
Desnitrificantes | -0,301 | 0,148 | 0,070 | -0,567 | 0,010 | -0,295 | 0,094 | 0,031
SRB delta 0,036 | -0,405 | -0,079 | -0,553 | 0,540 | -0,382 | 0,226 | 0,001
SRB385 0,157 | -0,112 | -0,275 | 0,166 | -0,358 | 0,008 | -0,656 | 0,383
SRB385Db 0,801 | -0,417 | 0,220 | -0,050 | 0,080 | 0,346 | -0,058 | 0,018
Metanogénicas | -0,435 | 0,008 | 0,052 | 0,315 | 0,032 | 0,067 | -0,631 | -0,292

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

FL | 2 | i3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8

P‘(a;?r’]‘;';‘a 0,852 | -0,322 | -0,005 | -0,038 | -0,045 | 0,088 | 0,224 | -0,330

ETEOE‘;:‘)O“ 0,847 | 0,012 | 0,175 | -0,155 | -0,304 | 0,362 | 0,042 | 0,057
A(X;'I')a 0,772 | -0,054 | 0,164 | 0,237 | 0,140 | 0,050 | 0,258 | 0,480

Py(’gg;‘;;"a 0,549 | 0,540 | 0,098 | 0,525 | -0,093 | 0,186 | 0,037 | -0,278

Am‘(ﬁ?n %%%‘;Eﬁa 0,339 | -0,490 | 0,120 | 0,042 | -0,646 | 0,207 | -0,156 | 0,381
L?If’trr‘]‘t’;;‘s 0,211 | -0,376 | 0,730 | 0,252 | 0,236 | 0,114 | 0,346 | 0,171

/?gg‘rftt;‘ 0,858 | -0,062 | 0,437 | -0,202 | 0,049 | 0,097 | 0,028 | 0,126

Pe(r;f’r‘g:]rt‘;*ta 0,704 | 0,100 | 0,284 | -0,266 | -0,302 | 0,206 | 0,435 | -0,139

Estan marcadas en negrita las variables que se correlacionan significativamente
en la tabla 39. Existe correlacion entre ambos grupos de variables (por un lado
bacterias y arquea y por otro los protozoos) con los factores 1, 2, 3, 4 y 5. Se explica el
48,04% de la varianza con los factores 1 y 2 del CCorA.
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Tabla 40. Correlaciones entre los factores canonicos y los grupos funcionales de bacterias,
arqueas y los protozoos bacterivoros nadadores, reptantes y omnivoros

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canédnicas:

FL | 2 [ | F4a ] F5 | F6 | F7 | F8

AOB 0,483 | -0,086 | 0,294 | 0,644 | -0,001 | -0,416 | -0,134 | 0,044
PAO 0,495 | 0,664 | -0,383 | 0,115 | 0,085 | 0,036 | -0,086 | -0,302
GAO -0,667 | 0,041 | 0,004 | 0,092 | 0,546 | -0,205 | -0,065 | 0,045
TFO -0,451 | -0,418 | -0,081 | 0,160 | -0,088 | -0,357 | 0,202 | -0,447

Metanotrofas -0,141 | -0,050 | -0,645 | 0,133 | 0,152 | -0,104 | 0,473 | 0,239
Desnitrificantes | -0,301 | 0,148 | 0,070 | -0,567 | 0,010 | -0,295 | 0,094 | 0,031
SRB delta 0,036 | -0,405 | -0,079 | -0,553 | 0,540 | -0,382 | 0,226 | 0,001
SRB385 0,157 | -0,112 | -0,275 | 0,166 | -0,358 | 0,008 | -0,656 | 0,383
SRB385Db 0,801 | -0,417 | 0,220 | -0,050 | 0,080 | 0,346 | -0,058 | 0,018
Metanogénicas | -0,435| 0,008 | 0,052 | 0,315 | 0,032 | 0,067 | -0,631 | -0,292

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

F1 F2 F3 | F4 | F5 F6 | F7 F8
Uronema
(Orm) 0,852 | -0,322 | -0,005 | -0,038 | -0,045 | 0,088 | 0,224 | -0,330
Asidisca
Apte) 0,847 | 0,012 | 0,175 | -0,155 | -0,304 | -0,362 | 0,042 | -0,057
T-cuculullus | g 79, | 0,054 | 0,164 | 0,237 | 0,140 | 0,050 | 0,258 | 0,480
(Tcucu)
E(“EFS%‘;S 0,549 | 0,540 | 0,098 | 0525 | -0,093 | 0,186 | 0,037 | -0,278
P-(‘;')‘;I‘(/'S“S 0,339 | -0,490 | 0,120 | 0,042 | -0,646 | 0,207 | -0,156 | 0,381
Trochilia
(Trehh -0,211 | -0,376 | 0,730 | 0,252 | -0,236 | -0,114 | 0,346 | 0,171
G. membranaceus
Gmmbn) 0,858 | -0,062 | 0,437 |-0,202 | -0,049 | 0,097 | 0,028 | 0,126
Acineria 0,704 | 0,100 | 0,284 | -0,266 | -0,302 | 0,206 | 0,435 | -0,139
(Acnr)

En la tabla 40, los 5 primeros factores son los que se correlacionan con las
variables de ambos grupos (por un lado bacterias y arquea y por otro los protozoos). El
CCorA de los grupos funcionales con los protozoos bacterivoros explica un 48,04% de
la varianza.
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Tabla 41. Correlacidon entre los factores canénicos y los grupos funcionales de bacterias, arqueas y
los protozoos sésiles

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canonicas:

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 | F10

AOB -0,519 | 0,435 | 0,107 | 0,642 | 0,017 | 0,279 | -0,067 | 0,056 | 0,139 | -0,109
PAO -0,457 | -0,472 | -0,650 | 0,151 | 0,009 | 0,093 | 0,244 | 0,158 | 0,081 | 0,149
GAO 0,676 | -0,024 | -0,050 | 0,005 | -0,296 | 0,521 | 0,114 | 0,186 | -0,365 | 0,008
TFO 0,452 | -0,019 | 0,401 | 0,072 | 0,072 | 0,091 | 0,174 | 0,757 | -0,053 | -0,099

Metanotrofas 0,164 | -0,689 | 0,168 | 0,195 | -0,073 | 0,055 | -0,308 | 0,224 | -0,384 | 0,364
Desnitrificantes | 0,314 | 0,035 | -0,212 | -0,539 | 0,164 | 0,129 | -0,129 | 0,349 | -0,373 | 0,494
SRB delta -0,035 | -0,119 | 0,384 | -0,574 | -0,122 | 0,529 | -0,417 | 0,109 | 0,097 | -0,134
SRB385 -0,167 | -0,025 | 0,108 | 0,240 | 0,562 | 0,044 | 0,451 | -0,325 | -0,473 | -0,228
SRB385Db -0,807 | 0,131 | 0,356 | -0,197 | -0,260 | -0,156 | 0,217 | -0,151 | -0,038 | 0,048
Metanogénicas | 0,425 | 0,199 | -0,027 | 0,281 | 0,102 | 0,215 | 0,501 | -0,261 | 0,413 | 0,392

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables canénicas:

FL | F2 | F8 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8 | F9 | F10
O-"’(‘g;‘“;‘tji')ata 10,853 | -0,042 | 0,290 | -0,107 | -0,047 | -0,118 | 0,050 | 0,132 | 0,301 | -0,218
EFE'E';";‘S"S -0,853 | 0,172 | -0,060 | -0,121 | 0,251 | -0,075 | -0,165 | 0,338 | 0,029 | 0,117
E. ‘Egﬁgdis 0,776 | 0,084 | 0,041 | 0,155 | -0,276 | -0,001 | -0,038 | 0,037 | -0,498 | -0,197
E. t(’g'baatg’;ica 0544 | 0016 | -0512 | 0520 |-0,189 | -0,202 | 0,139 | 0,016 | 0,269 | -0,057
cv (‘Z‘:q\f;‘])'“c“ -0,355 | 0,199 | 0,456 | 0,013 | 0,296 | -0,558 | 0,215 | -0,030 | -0,385 | 0,176
C-V'(é‘\’lnc‘f\‘/')'a”a 0,178 | 0,710 | 0,323 | 0,122 | -0,215 | -0,287 | -0,103 | 0,370 | -0,223 | -0,139
Ca(rccr‘cehssi;*m -0,865 | 0,324 | -0,020 | -0,281 | -0,144 | -0,169 | -0,016 | 0,001 | -0,129 | 0,020
0. (‘gfggg’“a -0,704 | 0,167 | -0,153 | -0,275 | -0,015 | -0,466 | -0,137 | 0,125 | 0,114 | -0,335
C\éc':‘/fllﬁlsf;“m -0,390 | 0,182 | 0,158 | -0,073 | -0,181 | -0,304 | -0,743 | -0,040 | 0,239 | 0,219
cv (“é‘\fr;f’iit)oma 0,179 | -0,615 | -0,378 | -0,292 | -0,405 | -0,003 | -0,129 | 0,307 | 0,158 | 0,247

En la tabla 41, los factores 1, 2, 3, 4, 6 y 7 son los que se correlacionan con
variables de ambos grupos (por un lado bacterias y arquea y por otro los protozoos). El
CCorA correspondiente para los grupos funcionales y los protozoos sésiles explica el
42,76% de la varianza.
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Tabla 42. Correlacién de los factores candnicos y los grupos funcionales de bacterias, arqueas y
los micrometazoos

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables

canonicas:

F1 F2 F3
AOB -0,528 0,081 0,474
PAO -0,347 0,189 0,247
GAO 0,683 -0,138 0,263
TFO 0,364 -0,129 -0,293
Metanotrofas 0,174 -0,329 -0,049
Desnitrificantes 0,295 0,414 -0,264
SRB delta -0,079 -0,155 -0,363
SRB385 -0,123 0,055 -0,154
SRB385Db -0,843 -0,359 -0,073
Metanogénicas 0,462 -0,057 0,109

Correlaciones entre las variables de entrada y las variables

canénicas:
F1 F2 F3
Rotaria -0,903 -0,263 -0,340
Lecane -0,888 0,439 -0,138
Nematodo -0,801 -0,143 0,581

Existen correlaciones entre los micrometazoos con los grupos funcionales, como
se puede ver por las variables marcadas en negrita en la tabla 42. EI CCorA explica un
90,34% de la variabilidad.

Como podemos ver en las tablas correspondientes al CCorA (39, 40, 41 y 42),
existen correlaciones entre los grupos funcionales de bacterias, arqueas y los grupos de
protozoos y metazoos.

Para saber si algin grupo funcional tiene relacion directa con la presencia de los
protozoos y metazoos se llevo a cabo los correspondientes ACC para cada grupo. En
las figuras 107, 108 y 109 se puede ver los resultados de los ACC. Cabe sefialar que
para los micrometazoos no se pudo realizar este analisis, por un error en el proceso del
analisis con el programa XLSTAT. Para los demas grupos el ACC demostré que habia
linealidad entre los grupos de organismos segun prueba de permutacion.
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La inercia restringida en el analisis de los protozoos flagelados, sarcodinos y
carnivoros es de 49,55% (dato obtenido en la particion de la inercia total en el andlisis
ACC) de las cuales se explica un 78,27% (figura 107) con el ACC. Se comprobé que
los grupos funcionales con estos grupos de protozoos tienen relacién directa. Los
grupos funcionales mas significativos para estos protozoos son los hallados con la
sonda SRB385Db, seguidos de las PAO y luego de forma por igual las bacterias
halladas por la sonda que detecta a la SRB pertenenciente a la J-Proteobacteria, TFO
y GAO. Las relaciones que se deducen con este andlisis son:

e Las amebas pequefias estan relacionadas directamente con las altas abundancias de
metanogénicas, GAO y metanotrofas.

e EIl protozoo Pyxidicula operculata estd relacionada directamente con las elevadas

abundancias de PAO.

e Los protozoos Entosiphon sp., Acineta tuberosa, Periacineta sp.y Peranema
trichophorum estan relacionados con las abundancias elevadas de las bacterias
detectadas con la sonda SRB385Db.

La inercia restringida del analisis de los protozoos bacterivoros es de 49,55%
(dato obtenido en la particion de la inercia total en el analisis ACC) explicando un
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78,27% (figura 108) de ella por el ACC. Segun la prueba de permutacion estos
protozoos estan linealmente relacionados con los grupos funcionales. Los grupos
funcionales mas significativos para el grupo de protozoos bacterivoros son los
hallados con la sonda SRB385Db, seguidos de las PAO y luego de forma por igual las
bacterias halladas por la sonda SRBdelta, TFO y GAO. Las relaciones directas que
podemos establecer en este analisis son:

e Las abundancias de P.fluviatis se relacionan con elevadas abundancias de
metanogénicas, GAO y metanotrofas.

e Lasabundancias de Euplotes affinis se relaciona con elevadas abundancias de PAO.

e Las abundancias de los protozoos Acineria uncinata, Aspidisca cicada y G.
membranaceus se relacionan con altas abundancias de las bacterias halladas con la
sonda SRB385Db.

Para el grupo de los protozoos sésiles se cuenta con una inercia restringida del
51,77% (dato obtenido en la particion de la inercia total en el analisis ACC) y se
explica un 78,05% (figura 109) de ella con el ACC. Segun prueba de permutacién este
grupo de protozoos estd directamente relacionado con las presencia de los grupos
funcionales. Los grupos funcionales que mas significancia tienen para estos protozoos
son las bacterias halladas con la sonda SRB385Db, seguida de las PAO y después
GAO. Los resultados obtenidos son:

e El protozoo E. balaténica tiene relacion directa con abundancias elevadas de PAO.

e Los protozoos E. chrysemidis, Opercularia sp., O.coarctata, E. plicatilis vy
Carchesium polypinum tienen relacién directa con elevadas concentraciones de AOB
y las bacterias halladas con la sonda SRB385Db.

e Los protozoos C.V microstoma y C.V aquaducis tienen relacion directa con altas
abundancias de GAO y metanogénicas.

e Los protozoos C.V convallaria y C.V infusium tienen relacion directa con elevadas
concentraciones de desnitrificantes, TFO y bacterias SRB delta.

El ACC entre comunidades de bacterias, arqueas y protozoos flagelados,
sarcodinos y carnivoros explica un 26,19% de la inercia total. Los resultados de este
analisis coinciden con el CCorA en que las Chloroflexi tienen relacién lineal con los
protozoos Peranema trichophorum, Acineta tuberosa y Periacineta.
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A diferencia de lo que pasa con las comunidades de bacterias y arquea, con los
grupos funcionales se explica més la inercia total con el ACC, esto lo podemos ver en
los siguientes parrafos:

- La inercia que se explica con el ACC de las comunidades de bacterias y
arques junto a los protozoos flagelados, sarcodino y carnivoros es del
26,19% del total. Los analisis ACC y CCorA coinciden en que los protozoos
Peranema, Acineta y Periacineta se relacionan con la comunidad de
Chloroflexi.

- La inercia total explicada con el ACC de los grupos funcionales de bacterias
y arqueas junto con los protozoos flagelados, sarcddinos y carnivoros es del
38,78%. ElI ACC y CCorA coinciden en que las amebas pequefias tienen
relacion con las GAO pero con el ACC se relaciona positivamente y con el
CCorA se relaciona negativamente. Los protozoos Entosiphon sp., Acineta
tuberosa, Periacineta sp.y Peranema trichophorum tienen relacién con las
bacterias halladas con la sonda SRB385Db. Pyxidicula operculata tiene
relacion con las bacterias PAO.

- ElI ACC correspondiente entre comunidades de bacterias y arqueas junto con
los protozoos bacterivoros (nadadores, reptantes y ominivoros) explica un
26,19% de la inercia total. Este analisis coincide con el CCorA en que las
Chloroflexi tienen relacién con los protozoos Uronema nigricans, G.
membranaceus y Acineria uncinata.

- El ACC de los grupos funcionales de bacterias y arqueas junto con los
protozoos bacterivoros (nadadores, reptantes y omnivoros) explica un
38,78% de la inercia total. Al comparar los estadisticos ACC y CCorA se
observan coincidencias de resultados como: Euplotes affinis que se
relaciona con las bacterias PAO, P.fluviatis se relaciona con las bacterias
GAO, Acineria uncinata, Aspidisca cicada y G. membranaceus que se
relacionan con las bacterias halladas con la sonda SRB385Db.

- Un 24,85% de la inercia total se explica con el ACC de las comunidades de
bacterias y arqueas junto con los protozoos bacterivoros sésiles. EI ACC
coincide con el CCorA en: Carchesium polypinum y O.coarctata se
relacionan con a-Proteobacteria. La poblacion de E. chrysemidis se
relaciona con p-Proteobacteria. También coincide en que C.V convallaria
se relaciona con y-Proteobacteria.

- La inercia total que se explica en el ACC correspondiente a los grupos
funcionales de bacterias y arqueas junto con los protozoos sésiles es del
40,40%. Los resultados de ambos estadisticos coinciden en: los protozoos
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E. chrysemidis, Opercularia sp., O.coarctata, E. plicatilis y Carchesium
polypinum que se relacionan con las AOB y con las bacterias halladas con la
sonda SRB385Db. Los protozoos C.V microstoma se relacionan las arqueas
metanogénicas. E. balatonica se relaciona con las bacterias PAO y C.V
aquaducis se relaciona con las bacterias GAO pero con el ACC se relaciona
positivamente y con el CCorA se relaciona negativamente.

La interpretacion de las relaciones de los protozoos con las bacterias y arqueas

presentes en las muestras asi como los grupos funcionales es que comparten
caracteristicas ambientales para su proliferacion y abundancia.
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5 Discusion

La mayoria de los estudios existentes sobre las poblaciones bacterianas se
centran en la identificacion de la comunidad de bacterias a nivel de phylum (filo) y
clases, o de los grupos funcionales por separado. En el caso de los grupos funcionales
suelen identificarse uno, dos o tres grupos de interés en sistemas de depuracion
biolégica como los bioreactores de membrana (MBR), Yu et al., (2011) han estudiado
las bacterias nitrificantes en un proceso MBR, o la eliminacion bioldgica del fosforo
(EBPR). Kong et al., (2004) se centraron en el estudio de Rodocyclus en un proceso
EBPR.

Hay poca informacion de estudios donde se identifique la poblacién de diversos
phylum bacterianos y grupos funcionales al mismo tiempo, y aln son mas escasos los
estudios que analizan las relaciones entre los parametros operacionales, fisico
quimicos, comunidades de protozoos, comunidades de bacterias, arqueas y grupos
funcionales en fangos activos. La mayoria de los estudios encontrados se centran en
las posibles relaciones entre las variables operacionales y fisico-quimicas con las
bacterias filamentosas y las comunidades de protozoos (Signorile et al., 2010; Ciggin
etal., 2011; Hu et al., 2012).

Mediante el uso de técnicas como PCR, DGGE, T-RFLP, SSCP vy
Pyrocecuenciacién, se puede llegar a determinar la abundancia de las distintas
comunidades de bacterias y arquea presentes en las muestras de fangos activos. Sin
embargo estas técnicas cuantifican anicamente el DNA presente. Con la técnica FISH
se conoce no solo la abundancia aproximada de las poblaciones, sino también la
morfologia y distribucion de las bacterias presentes.

Juretschko et al., (2002) identificaron con la técnica FISH un 89% de las
bacterias presentes en los de fangos activos de una planta industrial. Este porcentaje se
refiere a bacterias Gram negativas, quedando excluidas las bacterias Firmicutes y
Actinobacterias (Gram positivas). Cuando el objetivo es aplicar la técnica FISH para
conocer las abundancias de diversos grupos de bacterias tanto Gram positiva como
Gram negativa dentro de la poblacion general, se presenta el problema en la fijacién y
permeabilizacion. Roller et al., (1994) demostraron que cuando las células Gram
positivas se fijaban con PFA, la sonda HGC69a especifica del phylum Actinobacteria
no hibridaba sobre toda la poblacion de Actinobacteria. Para favorecer la
permeabilizacion de las Actinobacterias realizaron un pretratamiento con lisozima
antes de la hibridacion, concluyendo que la lisozima ayudaba a la penetracion de
distintas células detectadas con HGC69a, pero el uso de la enzima dificultaba la
interpretacion del resultado de las células en muestras de fangos activos, estableciendo
que la fijacidn con etanol en frio era la mas adecuada para la hibridacién de las células
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Actinobacteria. Meier et al., (1999) demostraron, que se obtenian mejores resultados
con fijacion mediante etanol y lisozima para la deteccion de las Firmicutes con las
sondas LGC354mix. Thurnheer et al., (2004) realizaron un estudio para poder incluir
a las bacterias Gram positiva en sus cuantificaciones con la técnica FISH, estos autores
proponen una fijacion con PFA (1 hora) y 9 min de tratamiento con lisozima.

En las pruebas realizadas en este trabajo con distintos tiempos de fijacion y
tratamiento con lisozima, e incubaciones con esta enzima a diferentes tiempos y
temperaturas, no se ha podido obtener un protocolo que resuelva la fijacion vy
permeabilizacion simultinea de las poblaciones de bacterias Gram negativas y Gram
positivas. Thurnheer et al., (2004) tampoco han podido resolver este problema de la
deteccidén de ambos tipos de células ya que depende del tipo de muestra. No se ha
podido conocer el porcentaje de las Gram positiva con respecto a la poblacién general
(Gram positiva + Gram negativa) con la técnica FISH, porque la permeabilizacion con
lisozima dafia la pared celular de las Gram negativas y elimina parte de esta poblacion.
Esto impide la cuantificacion simultanea de las bacterias Gram negativas con las
bacterias Gram positivas.

En el analisis estadistico de las variables se utilizo el CCorA que maximiza las
correlaciones lineales, por lo que aungue exista una correlacién significativa entre dos
variables, no se debe confundir correlacion con causalidad. La relacion de causa debe
ser determinada mediante el conocimiento del area de estudio (Siegal, 1983). La
técnica ACC siempre se recomienda aplicar en las muestras medioambientales para
buscar relaciones directas entre las poblaciones y las variables de estudio. Para
explicar las relaciones existentes entre las bacterias y aqueas se deben considerar los
resultados de ambos estadisticos y analizarlos en conjunto. El uso del AC proporciona
asociaciones lineales entre las variables en un espacio no restringido frente a un
espacio restringido (donde busca soluciones el ACC). Muchas variables no tienen
relacion lineal directa, asi que para saber si tiene alguna asociacion es conveniente
realizar un AC. El analisis de las asociaciones existentes en los datos, permite
formular hipotesis que se puede contrastar en una etapa mas avanzada de
investigacion.

Se procede a discutir los resultados en cuanto a las abundancias y relaciones con
las variables operacionales y fisico-quimicas de la EDAR con respecto a las
abundancias halladas en otros estudios y las relaciones con alguna variable fisico-
quimica u operacional si la hay en estudios realizados:

Dominio Arquea
Las abundancias de las arqueas fueron muy variables a lo largo del muestreo y
ademas, los valores obtenidos fueron bajos. Entre los grupos funcionales de las
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arqueas detectadas encontramos la presencia de las metanogénicas en abundancias casi
indetectables y las AOA (las arqueas que oxidan amonio). Esto coincide con otros
estudios como el de Gray et al., (2002) que detectaron mediante la técnica DGGE
bajas abundancias de arqueas metanogénicas en muestras de fangos activos de dos
plantas convencionales de tratamiento de aguas. También con el uso de técnicas de
secuenciacion masiva se han hallado bajos porcentajes (0,05%) de abundancia de las
arqueas metanogénicas en tanques aireados de fangos activos (Zhang et al., 2012). Las
AOA no pudieron ser cuantificadas pero la presencia de este grupo en sistemas de
fangos activos coincide con un estudio donde se hallaron AOA en 5 EDAR analizadas
con eliminacion de compuestos organicos y nitrogeno (Park et al., 2006). Estos tres
estudios se realizaron en sistemas con bajas concentraciones de oxigeno y con largos
tiempos de retencion hidraulicos.

Gray et al., (2002) determinan la presencia de arqueas metanogénicas con
tiempos de retencidon hidraulico entre 6,5-13,6 h. Gomez et al., (2010) obtiene
tiempos de retencion hidraulicos aun mayores de 8,05-15,27 h y Park et al., (2006) de
24-61 h. Los tiempos de retencién hidraulicos en que se oper6 la EDAR del Carraixet
se situaron entre 5,3-6,9 h, por debajo de los anteriormente sefialados. Los rangos de
oxigeno disuelto en los reactores de la EDAR del Carraixet han estado entre 1,22 y-
2,02 mg/L (Anexo 4). El rango de temperaturas registrado en la EDAR del Carraixet
ha sido de 15-26,6°C, similar al del estudio de Gomez et al, (2010) con un rango de
13-27°C.

La sonda ARCH915 hibrida con el 90% de la poblacién de arqueas (Amann et
al., 2008), asi que es posible que parte de la poblacion de arqueas presente en las
muestras de este estudio no sea hibridada con dicha sonda. Las metanogénicas
detectadas (<1%) en las muestras de la EDAR del Carraixet tienen abundancias por
debajo de las abundancias reportadas como arqueas (~ 3%). Es posible que en los
tanques aireados de la EDAR del Carraixet, las arqueas presentes en su mayor
proporcién sean AOA.

Al realizar los analisis estadisticos se observa que para un sistema de aireacién
continua de fangos activos el tiempo de retencion hidraulico correlaciona
negativamente con las abundancias de las arqueas (tablas 26 y 28 de CCorA). Esto
puede deberse a que la exposicion prolongada de las arqueas a un medio con
concentracion de oxigeno superior a 1mg/L limite su proliferacion.

Con el AC realizado (figura 92 y 95) observamos que las arqueas se asocian
(interdependencia lineal) a la conductividad, el grupo de las metanogénicas se asocian
(interdependencia lineal) al oxigeno disuelto, a la carga masica, al pH y a la poblacion
de metanotrofas. Los resultados del AC coinciden con otros estudios como en Torres-
Alvarado et al., (2013) que encontraron a la salinidad y concentracion de sulfatos
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como factores principales de la dinamica de las arqueas en los sedimentos, asi como
también hay estudios que correlacionan el pH (6,7-7,3) con la actividad de estos
organismos (Griffin et al., 1998; Hidalgo et al., 2001). Las altas concentraciones de
bacterias sulfato reductoras en las muestras de este estudio (presencia de alto
contenido de sulfatos) inhibe la proliferacion de las metanogénicas. Hidalgo et al.,
(2001) y Muyzer et al., (2008) estudiaron la competencia entre las bacterias sulfato
reductoras y las arqueas metanogénicas, concluyendo que la presencia de sulfatos, pH
alcalino y el sustrato limitante entre otros factores son los responsables de que
dominen las bacterias sulfato reductoras sobre las arqueas metanogenicas, inclusive en
medios 0 habitats propios de las arqueas metanogénicas. También se ha observado que
las altas concentraciones de iones Na*, Ca™ y MoO4 en aguas ricas en sulfato puede
inhibir la actividad de las metanogénicas (Hidalgo et al., 2001). En un medio tan
diverso microbiolégicamente como son las muestras de este estudio, la competencia de
las metanogénicas por el alimento es otro factor que no favorece su proliferacion.

Los ACC correspondientes (figura 93 y 97) indican que las arqueas se relacionan
con altas cargas masicas, alta concentracion de conductividad y alta concentracién de
DQO. Las arqueas requieren del acético al igual que muchas bacterias. La alta carga
maésica favorece que estos organismos no entren en competicion con las bacterias. Los
habitats donde han sido identificadas las arqueas incluyen medios salinos, la
conductividad puede favorecer a estos organismos frente a otros.

En base a los resultados de los estadisticos AC y ACC el rol de las arqueas en
los fangos activos puede contribuir a la eliminacion de carbono y produccion de
metano. EI metano formado por las metanogénicas podria promover el crecimiento de
las bacterias metanotrofas quienes participan en el ciclo del nitrégeno en los sistemas
aireados de los fangos activos. La composicion del agua residual es la clave para la
composiciéon de la comunidad de arqueas en los fangos activos (Gray et al., 2002;
Akarsubasi et al., 2005; Gémez-Silvan et al., 2010).

Los resultados obtenidos en cuanto abundancias de las arqueas, asi como la
presencia de AOA en las muestras estudiadas de una EDAR sin proceso de
nitrificacion y donde se suministrd oxigeno superior a 1 mg/L, proporcionan un
conocimiento basico para futuras investigaciones en cuanto a la presencia y
abundancia de estos organismos Yy las variables que les influyen.

Dominio Bacterias

El phylum Chloroflexi. Es comin en los procesos de fangos activos. La
abundancia de este phylum en EDAR detectada por medio de FISH varia de <5 a un
30% (Serviour y Nielsen, 2010). Las abundancias a lo largo del afio de muestreo en la
EDAR del Carraixet varian de un 3 a un 11%. Las dos sondas usadas para la
identificacion de las Chloroflexi hibridan altos porcentajes de las poblaciones de este
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phylum de bacterias. La sonda CFX1223 cubre un 87% de estos organismos mientras
que GNSB941 cubre un 94% (Loy et al., 2007). La sonda CFX1223 detecta filamentos
pertenecientes a los morfotipos 1851 (Beer et al., 2002; Kragelund et al., 2006), pocos
miembros del morfotipo 0041(Kragelund et al., 2006) y algunos miembros del
morfotipo 021N (Kragelund et al., 2006). Las bacterias filamentosas de morfotipo
1851 se relacionan con baja carga masica, mientras que a las de morfotipo 0041 no
solo se las relaciona con carga méasica baja, también con alta edad de fango (GBS,
2008). A las filamentosas del morfotipo 021N se les relaciona con aguas con afluentes
industriales, cargas maésicas bajas, deficiencias de nitrdgeno y sustratos facilmente
biodegradable (GBS, 2008).

En general a los miembros del phylum Chloroflexi se les relaciona con
ambientes en donde los nutrientes y materia la organica son limitados, con bajas
temperaturas y altas concentraciones de minerales (Yoon et al., 2010). Sin embargo su
temperatura de crecimiento en fangos activos se ha descrito con valores entre 15-35°C
(Kragelund et al., 2007). También se ha observado crecimiento de algunos Chloroflexi
en medios de cultivos con temperatura superior a 37°C y pH entre 6-8,5 (Yoon et al.,
2010). En el correspondiente CCorA (tablas 26 y 28) hay una correlacion de este
phylum positiva con la temperatura y la edad de fango y una correlacion negativa con
la carga masica. En el AC (figura 92 y 95) se observa que hay una asociacién
(interdependencia lineal) con la temperatura. Con el ACC (figura 93 y 97) hay una
relacion directa entre el aumento de la abundancia de esta poblacion y la alta edad de
fango. Comparando los graficos de variacion (Figura 51) con detalle y las tablas de
datos (tabla 12 y 13) se observa que las mayores abundancias de Chloroflexi se
obtienen con edades de fango de 4,8-21,9 dias, temperaturas entre 16,6 a 22 °C
(temperaturas medias a lo largo del muestreo) y cargas masicas entre 0,14 y 0,38. Las
abundancias de este phylum pueden estar determinadas en la EDAR del Carraixet por
las altas edades de fango.

El phylum Nitrospira. La temperatura ejerce una gran influencia en la actividad
y estructura de la poblacion de Nitrospira en las plantas de tratamiento (Alawi et al.,
2009; Fujitani et al., 2013). La temperatura 6ptima para la nitrificacion es de 25-31°C
y la temperatura optima de Nitrospira defluvii es de 32°C (Fujitani et al., 2013). Otros
miembros del phylum Nitrospira tienen temperaturas de crecimiento entre 39 °C y
42°C (Edwards et al., 2013). En general las abundancias que se suelen encontrar de
estos organismos son bajas. Sanapareddy et al., (2008) detectaron mediante
pirosecuenciacion abundancias por debajo del 5% y Wang et al., (2010) obtuvieron
una concentracion del 3,4% del total de la poblacion de Nitrospira por la técnica T-
RFLP. En el presente trabajo el promedio a lo largo del muestreo de la abundancia de
Nitrospira esta cerca del 2% de la poblacion total. Se debe tener en cuenta que la
sonda Ntspa712 hibrida con el 56% de los organismos de este phylum (Loy et al.,
2007), por lo que posiblemente la poblacion de este phylum de bacterias sea méas
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abundante que la registrada. Este phylum esta presente y activo en ambientes con bajas
concentraciones de oxigeno (Park et al., 2008). Por las caracteristicas genémicas que
presenta Nitrospira se plantea la hipdtesis que estan en la mayoria de los ecosistemas
nitrificantes y bien adaptados a la hipoxia ambiental (Licker et al., 2010). La falta de
mecanismos de proteccion ante el estrés oxidativo en las Nitrospira sugiere, que para
mantener estable la poblacion de este phylum se debe tener un buen control en la
aireacion para mantener concentraciones de oxigeno bajas (Llcker et al., 2010).

En el andlisis CCorA (tabla 26 y 28) se ve que existe una correlacion positiva de
este phylum con la temperatura y la edad de fango y una correlacion negativa con la
carga masica. Las Nitrospira son bacterias autotrofas de lento crecimiento, estas
requieren de edades de fango largo para poder proliferar, las altas cargas masicas
favorecen a las bacterias heterotrofas que son mas rapidas metabdlicamente. Con el
AC (figura 92 y 95) se muestra una asociacion de las Nitrospira con la temperatura,
pero con el ACC no se determina una relacion directa con ninguna variable.
Observando las tablas de datos (tablas 12 y 13) y las gréficas de variacion (Figura 66)
vemos que las mayores abundancias de esta poblacion, se encuentran con edades de
fango entre 6,10 y 15,77 dias y con temperaturas de 22 °C a 26,6°C (las mayores
temperaturas medidas) y carga maésica entre 0,1 y 0,4. Es posible que este phylum
requiera edades de fango elevadas, pero la variable que mas le influye segln los
analisis realizados es la temperatura.

El phylum Proteobacteria. Es el grupo dominante de bacterias en las EDAR
con el sistema de fangos activos que tratan aguas residuales urbanas. Entre las clases
que comprende este phylum, la mas abundante en los fangos activos es p-
Proteobacteria, seguida de a-Proteobacteria o de y-Proteobacteria (Sanapareddy et
al., 2009; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2012; Ye et al., 2013).

En un estudio con FISH se identificd que las S-Proteobacteria mas abundantes
en los fangos activos eran el complejo Azoarcus-Thauera, éstas bacterias se han
identificado como las bacterias desnitrificantes més abundantes en las EDAR
industriales (Wagner et al., 2002). Esto coincide con los resultados que se han
obtenido en la EDAR del Carraixet, donde la clase mas abundante ha sido p-
Proteobacteria y dentro de esta clase el grupo funcional compuesto por el complejo
Azoarcus-Thauera entre los generos mas abundantes identificados.

Con referencias a las Proteobacteria la informacién con la que se cuenta en
bibliogréafica depende de cada miembro ya sea género o incluso especie. Es dificil
contar con informacion de las caracteristicas generales del phylum incluso de cada
clase. Este phylum cuenta con un gran numero de géneros Yy especies con
caracteristicas muy diversas. En general no hay informacion disponible de las

222



Estudio de las poblaciones bacterianas y su relacion con los parametros fisico quimicos del tratamiento de

Aguas residuales

Proteobacteria que definan las caracteristicas generales para su crecimiento y
proliferacion en ambientes y condiciones especificos.

Las a-Proteobacteria se encuentran en héabitats con bajas concentraciones de
oxigeno disuelto y muchos de sus miembros se encuentran en ambientes marinos e
hipersalinos (Imnoff, 2006). La temperatura Optima asi como el pH y otras
caracteristicas dependen de cada miembro (Imnoff, 2006). Las abundancias promedio
de la clase a-Proteobacteria detectadas en las muestras de la EDAR del Carraixet han
sido ~18% a lo largo del muestreo. Considerando que la sonda hibrida el 81% de las
bacterias de esta clase (Amann et al., 2008), podria ser algo mayor el porcentaje de
abundancia hallado en las muestras.

Las S-Proteobacteria son metabdlicamente flexibles y crecen en ambientes ricos
0 pobres de oxigeno, e incluso en ambientes anaerobios (Imnoff, 2006). Al igual que
las a-Proteobacteria encontramos muchas diferencias entre sus caracteristicas de
crecimiento o condiciones de su habitat. Las S-Proteobacteria en las muestras de la
EDAR de Carraixet han representado un porcentaje promedio de ~32%. La sonda
utilizada para la deteccion de esta clase hibrida el 86% de la poblacion de p-
Proteobacteria (Amann et al., 2008).

El porcentaje promedio que se detecta de y-Proteobacteria en las muestras de la
EDAR del Carraixet es del ~14%. La sonda utilizada para las y-Proteobacteria cubre
el 76% de la poblacion perteneciente a esta clase (Amann et al., 2008). En las
hibridaciones de y-Proteobacteria se observd que las mayores abundancias se
asociaban con la presencia de las y-Proteobacteria en forma de cocobacilos y las
abundanciasmas altas coincidian con los meses de noviembre, diciembre y enero
(figura 96 analisis ACC y observacion microscopica). En estos meses se realiza la
recoleccion de la chufa, un tubérculo caracteristico de la zona. Durante la recoleccién
y lavado de este tubérculo se lleva a cabo el desecho de las raices, limpieza de la piel y
la eliminacion de los tubérculos, que no cumplen con el control de calidad, por lo que
las aguas industriales que llegan a la EDAR en estos meses proceden en su mayoria
del lavado industrial de la produccion de la chufa. Las y-Proteobacteria con el CCorA
se correlacionan positivamente con el oxigeno disuelto.

El dltimo grupo identificado de las Proteobacteria son las J-Proteobacteria. El
porcentaje de abundancia en promedio de las J-Proteobacteria es de ~2%. Con el uso
conjunto de las sondas DELTA495 (a,b,c y competidoras) se llega a hibridar el 75%
de la poblacion de este grupo de bacterias (Lucker et al., 2007). El uso conjunto de
estas sondas no hibrida parte de esta clase de bacterias, por lo que el porcentaje real de
estas bacterias puede ser mayor del 2%.
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El phylum Planctomycetes. Los miembros del phylum Planctomycetes se
consideraban heter6trofos, pero en un estudio en biorreactores anaerobios para la
oxidacion del amonio (annammox) se hallaron miembros de Planctomycetes como
parte de los miembros dominantes de la comunidad (Chouari et al., 2003; Fuerst et al.,
2004). El phylum Planctomycetes se encuentran en los fangos activos (diferente al
proceso annammox) con abundancias bajas, menores del 10% aproximadamente
(Sanapareddy et al., 2009; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2012). En las muestras del
presente estudio se determind un promedio cerca del 5% de Planctomycetes. La sonda
PLA46 hibrida un 44% de organismos pertenecientes al phylum Planctomycetes
(Amann et al., 2008). Las abundancias de este phylum detectados en este trabajo
pueden sera mayores.

En los estadisticos realizados (CCorA, AC y ACC) no se halla una variable
determinante que influya en las abundancias de Planctomycetes. Con el CCorA se
obtiene una correlacion positiva con la temperatura, edad de fango, nitrégeno total,
fésforo total, DQOtotal y SSV. Con el estadistico AC obtenemos una asociacion con
la temperatura y, con el ACC se obtiene una relacion lineal con la temperatura, pH y
conductividad. Por el momento no se cuenta con informacion suficiente de este
phylum, aunque en base a los resultados en este trabajo la temperatura seria la variable
que tiene mas influencia sobre este phylum en sistemas de fangos activos con
aireacion continua.

Grupos funcionales. Los grupos funcionales que se hallaron en las muestras de
la EDAR del Carraixet corresponden a bacterias formadoras de tétradas (TFO)
correspondientes a Defluvicoccus cluster 2 (a-Proteobacteria); A bacterias
desnitrificantes identificadas por el complejo Azoarcus-Thauera en su mayoria; A
PAO correspondiente a Candidatus ‘Acumutibacter phosphatis’. Los miembros de
estos 2 grupos (desnitrificantes y PAQO) pertenecen a la clase p-Proteobacteria; A
GAO correspondientes a Candidatus ‘Competibacter phosphatis’, integrante de las y-
Proteobacteria; A las bacterias SRB cuyos miembros mayormente pertenecen a la
clase J-Proteobacteria; A los grupos AOB; y a bacterias metanotrofas, cuyos
miembros estan en méas de una clase taxonémica.

Para las a-Proteobacteria las correlaciones halladas con el CCorA (tabla 26 y
28) fueron positivas con pH y conductividad y, correlaciones negativas con el fosforo
total. Las TFO (Defluvicoccus cluster 2) se correlacionan positivamente con el
oxigeno disuelto, carga masica y conductividad (tabla 30 y 32). Schroeder et al.,
(2008) detectaron que en la parte aireada de los sistemas EBPR los miembros GAO
que dominaban pertenecian a Defluvicoccus (cluster 2). Es posible que valores altos de
oxigeno favorezcan a este género sobre los demas miembros GAO.
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En las EDAR se ha determinado una concentracion de Azoarcus entre el 3-16%
y de Thauera de 2-11% (Thompsen et al., 2007). El crecimiento de estos dos géneros
depende del tipo de sustrato (Garrity et al., 2007). Las bacterias desnitrificantes
halladas en las muestras de la EDAR del Carraixet han sido un conjunto (Azoarcus-
Thauera) con una abundancia promedio de ~ 13%. Las p-Proteobacteria tienen
correlacion negativa en el CCorA (tabla 26) con las variables temperatura y edad de
fango, y una correlacion positiva con la carga masica. Las bacterias desnitrificantes
(Azoarcus-Thauera) halladas en las muestras correlacionan de manera similar que las
[S-Proteobacteria excepto por la correlacion con la temperatura (tabla 30). Es posible
que estas bacterias entren en competencia con otras bacterias heterétrofas que se
desarrollen mas facilmente a largas edades de fango por el alimento, por lo que en
edades de fango prolongadas se vean desfavorecidas. Las bacterias PAO
(Rhodocyclus), tienen correlacion positiva en el analisis CCorA (tabla 32) con fosforo
total y con la DQO total y, correlacion negativa con la conductividad. En el AC (figura
95) las p-Proteobacteria estan asociadas (interdependencia lineal) con la
conductividad al igual que las bacterias desnitrificantes (figura 102). Con el ACC
(figura 93 y 97) las S-Proteobacteria estan relacionadas (lineal) positivamente con la
conductividad y con la DQO total. Las bacterias desnitrificantes (Azoarcus, Thauera)
se relacionan (linealmente) también positivamente con la conductividad (figura 103).
Las PAO presentan asociacién (interdependencia lineal) positiva en el AC con altas
concentraciones de fosforo total, DQO total y SSV.

Las desnitrificantes (Azoarcus, Thauera) halladas en las muestras analizadas
representan en promedio el 40% de las abundancias de las p-Proteobacteria
detectadas. En los andlisis estadisticos (CCor, AC y ACC) se observa que las
correlaciones entre las p-Proteobacteria y las desnitrificantes coinciden en que la
conductividad (alta concentracién) es la variable que juega un papel importante para
las altas abundancias que presentan. Con las bacterias PAO las variables a tener en
cuenta son el fésforo total y los SSV. Las PAO requieren fosfatos para poder
metabolizarse asi como del sustrato con el que se les relaciona, el acético, producto
final de la hidrdlisis y fermentacion de otras bacterias como las acidogénicas
/acetogénicas.

Las GAO (Candidatus ‘Competibacter phosphatis’) se correlacionan
positivamente con el oxigeno disuelto, carga masica, conductividad y negativamente
con el pH (tabla 30 y 32). Con el AC vemos que las y-Proteobacteria se asocian con
las variables DQO, SSV, nitrégeno total y fosforo total (figura 95), mientras que las
GAO se asocian con el pH, oxigeno disuelto y la carga masica (figura 99 y 102).
Siendo las abundancias casi nulas de este grupo, es recomendable considerar estos
resultados como coincidencias estadisticas y realizar un estudio donde las presencias
de GAO sean cuantificables.
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Las SRB del grupo o-Proteobacteria (Desulfonema spp.) se correlacionan
positivamente con el nitrogeno total, fésforo total, DQO total y SSV; mientras que con
la temperatura y pH se correlacionan negativamente (tabla 26 y 28). Con el AC (figura
95) las o-Proteobacteria se asocian (interdependencia lineal) con el pH, posiblemente
positiva ya que un pH elevado (alcalino) favorece el proceso de reduccion de sulfatos
mientras que un pH menor de 7,7 inhibe la presencia de las SRB por la presencia de
H.S. Desulfonema tiene asociacion (interpedendiente lineal) con la conductividad
(figura 102). EI ACC (figura 103) muestra una relacién directa lineal de las
abundancias de Desulfonema con la conductividad. El porcentaje de abundancia en
promedio de las J-Proteobacteria en el presente estudio es del ~2%, muy por debajo
de las abundancias promedio de las SRB J-Proteobacteria (~5%). Con el uso conjunto
de las sondas DELTA495 (a,b,c y competidoras) se llega a hibridar el 75% de la
poblacion de este grupo de bacterias (Licker et al., 2007). Los resultados de los
estadisticos entre J-Proteobacteria y Desulfonema no coinciden. Observamos en
resultados del AC y ACC que la conductividad es la variable con la que se ve
favorecida Desulfonema en las muestras analizadas. Esto coincide con lo que reportan
Fukui et al., (1999); las bacterias Desulfonema requieren de medios salinos para su
proliferacion, también se observo que su pH optimo para su crecimiento era el neutro.

Se detectan altos porcentajes de bacterias SRB. Las sondas de las SRB (SRB385
y SRB385Db) hibridan cerca del 70% de las J-Proteobacteria (Loy et al., 2007) y
muchas otras bacterias pertenecientes a otros phylum como es en el caso del phylum
Chlorobi (78,.5%), que se hibrida también con la sonda SRB385Db o miembros del
phylum Nitrospira (42,.8%) que hibridan con la sonda SRB385. El grupo SRB es
filogenéticamente diverso, hallandose algunos miembros en Nitrospira. Sin embargo
en el phylum Chlorobi la mayoria de sus representantes son bacterias oxidadoras de
azufre. Parte de las abundancias detectadas con las sondas de SRB (SRB385 y
SRB385Db) pueden pertenecer a otras bacterias diferentes de las sulfato reductoras. El
uso conjunto de las sondas especificas para la deteccion de las bacterias sulfato
reductoras de la clase o-Proteobacteria no garantiza detectar todo este grupo. Las
especificidades de cada sonda para cada familia o género son diversas. Las
especificidades de las sondas usadas en este trabajo son (Loy et al., 2007): Dsh804,
hibrida con algunas Desulfobacteraceae con una especificidad del 32,9% con la
familia Desulfobacteraceae; DNMAG57, hibrida con algunas Desulfonema
especificidad del 41,8% con el género Desulfonema; DBB660, hibrida con
Desulfobulbus, especificidad del 59,6% con el género Desulfobulbus; DSV687,
hibrida con muchas Desulfovibrionales, especificidad del 25,1% con la clase o-
Proteobacteria y del 90,1% con el orden Desulfovibrionales. El género
Desulfotomaculum perteneciente a las SRB dentro del phylum Firmicutes tampoco
cuenta con una sonda con una elevada especificidad (Loy et al., 2007): Dtm230,
hibrida muchas Desulfotomaculum. Con una especificidad del 54,3% con el género
Desulfotomaculum.
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Las SRB pertenecen a varios grupos taxonomicos y las especificidades de las
sondas existentes son bajas, esto impide tener una deteccion mas fiable. Las bacterias
que se hibridan con la sonda SRB385 solo presentan relacion mediante el analisis
ACC con la DQO total y los SSV (figura 103). Es posible que la poblacion que hibrida
esta sonda sea introducida con el agua de entrada. Las bacterias que hibridan con la
sonda SRB385Db, presentan correlaciones negativas mediante el CCorA (tabla 30 y
32) con la conductividad, el oxigeno disuelto y la carga mésica. Entre las bacterias
desnitrificantes detectadas en las muestras y las SRB detectadas con la sonda
SRB385Db presentan correlaciones inversas, estos dos grupos pueden tener
competencia entre ellos. Esto lo confirma la asociacion (interdependencia lineal)
posiblemente positiva de las bacterias hibridadas con SRB385Db con la edad de
fango. Esta variable afecta negativamente a las bacterias desnitrificantes.

Los grupos AOB y bacterias metanotrofas estdn compuestos por miembros del
phylum Proteobacteria (mas de una clase de Proteobacteria). Las AOB tienen una
correlacion positiva con la conductividad y negativa con el tiempo de retencion
hidraulico (Tabla 30 y 32 del CCorA). Esto coincide con Ward et al., (2007) que
encontraron una correlacion positiva con las AOB y la salinidad. Miembros como
Nitrosomonas, Nitrosolobus y Nitrosospira son miembros del grupo AOB que
pertenecen a la clase f-Proteobacteria. Es posible que estos géneros sean los presentes
en el grupo AOB en las muestras de este estudio.

Las bacterias metanotrofas correlacionan positivamente con el oxigeno disuelto
y con la carga masica (tabla 30). Se asocian (AC) con el oxigeno disuelto, carga
maésica y pH (figura 99 y 102). Con el ACC se puede ver que tienen relacion lineal con
el nitrogeno total y el pH (figura 103). Esto coincide con previas investigaciones
donde se les asocia a concentraciones de metano, oxigeno y nitrato para que proliferen
(Graham et al., 1993; Amaral et al., 1995; Hanson y Hanson 1996; Henckel et al.,
2000). Las metanotrofas en nuestros resultados se asocian (interdependencia lienal)
positivamente a las arqueas metanogénicas ya que requieren del metano, oxigeno y
nitratos para realizar la fijacion del nitrégeno (N2) como quedd explicado en la parte
de la introduccidn de este trabajo.

Las AOB vy las bacterias metanotrofas no se pueden comparar con los
comportamientos de un phylum o clase especifico por la diversidad de sus miembros.

Las variaciones de las diferentes poblaciones bacterianas estudiadas en ambas
lineas se esperaba que fueran similares, ya que las diferencias en los parametros tanto
operacionales como fisico-quimicos eran pequefias entre las dos lineas analizadas; sin
embargo las comunidades de J-Proteobacteria, GAO (Defluvicoccus), y la poblacion
de sulfato reductoras (Desulfonema y las detectadas con la sonda SRB385) han
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presentado comportamientos diferentes entre las lineas. En el caso de las o-
Proteobacteria en la linea 1 se presentd6 mayor variabilidad de abundancia que en la
linea 2. En las gréficas de la variacion de la poblacion de las bacterias Defluvicoccus
(figura 73) se puede ver en varias muestras hay un comportamiento asimétrico entre
las lineas. La sulfato reductora Desulfonema presenta distinta variabilidad entre las
linea (figura 78), las mayores abundancias detectadas se presentan en la linea 1. Con la
sonda SRB385 las abundancias de las bacterias que hibridan son diferentes entre lineas
(figura 79).

La técnica FISH se utiliza en estudios filogenéticos, ecolégicos, ambientales y
de diagnostico, porque ademas de la identificacién con la sonda especifica ofrece
informacidn sobre la distribucion espacial de las células microbianas. Esta técnica
presenta algunas limitaciones como son:

e Los porcentajes de especificidad en las hibridaciones de cada sonda. En
muchas de las sondas los porcentajes son inferiores al 80%, lo que limita la
cuantificacion total de la poblacion objeto de estudio.

e Los problemas que se presentan al tratar las imagenes. Las cuantificaciones se
basan en programas informaticos. Estos realizan la cuantificacion por pixeles,
considerando que muchas de las muestras ambientales y sobre todo en
tratamientos de aguas hay interferencias en cuanto a posibles falsos positivos
como falsos negativas, la mayoria de las veces los falsos positivos dan pixeles
semejantes a los organismos, ocasionando errores en la cuantificacion.

e En las poblaciones con pocas abundancias muchas veces son visibles en el
microscopio pero cuando se hace la captura de las fotos se pierde calidad de
imagen y muchas de las células se pierden en la sefial de fondo. Esto ocasiona
que el programa no reconozca los pixeles especificos de las células por lo que
el ajuste de los pardmetros se hace tedioso y muchas veces no se logra ajustar.

En resumen la técnica FISH debe ser considerada como una técnica orientativa
para conocer las abundancias de las poblaciones analizadas, especialmente en estudios
como este en el que se examina toda la diversidad microbiana.

Dominio Eukarya

Protozoos. Desde nuestro conocimiento no existen estudios donde se obtengan
relaciones entre las comunidades de bacterias y arqueas con las comunidades de
protozoos. Si que hay una abundante bibliografia sobre las comunidades de protozoos
como indicadores de las condiciones operacionales de las EDAR. Resulta interesante
conocer si las comunidades de protozoos comparten caracteristicas con los miembros
de las comunidades de bacterias y arqueas respecto a las variables operacionales y
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fisico-quimicas. Las mayores asociaciones se ven con las comunidades de Chlorofelxi,
PAO y las SRB que se detecta con las sonda SRB385Db. Los datos obtenidos en esta
tesis suponen tan solo un estudio preliminar para una futura linea de investigacion.
Hacen falta mas estudios sobre estas posibles relaciones que se pudieran dar entre las
comunidades microbianas

Hongos. Las formas de media luna (figura 88) hibridaron con la sonda
perteneciente al dominio Eucariota (EUK mix). Para la identificacion de la posicion
taxondmica de estos morfotipos celulares dentro de Eucariota también se hibridd con
sondas especificas, tales como sondas que identifican algas (Clorofitas y no Clorofitas)
y levaduras (sonda general de levaduras). Las hibridaciones positivas fueron con la
sonda de levaduras (PF2). Esta sonda también da sefial positiva con hongos de la
division Ascomycata (Ascomicetos), dentro de los Ascomicetos esta el género
Fusarium y las formas de media luna presentes en las muestras corresponderian a
esporas de hongos posiblemente de Fusarium. Fusarium es uno de los hongos méas
conocidos por problemas de patdgenos en la agricultura. Puede llegar a afectar tanto a
los humanos como a los animales (Nelson et al., 1983). Fusarium es un género cuyas
esporas se caracterizan por las formas de media luna (Domsch et al., 1980; Nwama et
al., 1993). Para su crecimiento y esporulacion, Fusarium sp. es favorecido por la luz y
por las fluctuaciones de temperatura (Nelson et al., 1983). Las especies de Fusarium
que se pueden encontrar en las raices de las plantas son: F. acuminatium,
F.avenaceum, F.compactum, F.equiseti, F.proliferatum, F. oxysporum y F. solani
(Leslie et al., 2006). La presencia de este hongo en el reactor de fangos activos
posiblemente estaria relacionada con la actividad de la agricultura de la zona. Es
posible que tenga relacion con la chufa (tubérculo), que es una de las producciones
que se da en la zona y cuyas aguas de su procesado forman parte del agua residual de
entrada de la EDAR.

Se ha detectado que Fusarium sp. tiene actividad enzimatica extracelular (Kwon
et al., 2007). Varios miembros de este género tienen capacidad para producir B-
glucusidasa, amilasa, pectinasa y Xylanasa (Kwon et al., 2007). Las actividades
enzimaticas detectadas en las formas de media luna han sido glucoronidasa y
fosfatasa.. La glucuronidasa es una enzima que cataliza la descomposicién de los
hidratos de carbono y la fosfatasa cataliza la eliminacion de grupos fosfatos. También
presentaron capacidad de acumular PHB. La acumulacion de PHB puede ser similar
al encontrado en el metabolismo presente en las bacterias PAO. Por la variedad en la
microbiota, en la EDAR del Carraixet es posible que la eliminacion del fosforo (anexo
4) que se realiza en la planta (sin ser disefiada para la eliminacién del fosforo) sea
debida a la accion de miembros no pertenecientes a las bacterias PAO como
posiblemente el hongo Fusarium spp.
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6 Conclusiones

1.  Latécnica FISH es la més adecuada para estudiar la dinamica poblacional
bacteriana, si lo que se pretende es conocer las abundancias aproximadas y
determinar la distribucién espacial de las poblaciones de bacterias y
arqueas mas representativas en las muestras de fangos activos dentro del
fléculo.

2. En los porcentajes de abundancia de las poblaciones siempre que sean
detectadas por la técnica FISH se debe considerar el tipo de células que se
esta hibridando. La diferencia entre las células Gram positiva y Gram
negativa hace complicada la deteccion simultanea de la poblacion total de
bacterias y arqueas presentes en las muestras. Hace falta un estudio para
adaptar los protocolos de fijacion y permeabilizacion enzimaética para
llegar a cubrir simultaneamente células Gram negativas y Gram positivas.
Cada tipo de muestra presenta complejidades diferentes por lo que los
tratamientos variaran dependiendo del tipo de muestra a analizar.

3.  Enla EDAR de la Cuenca del Carraixet, con parametros operacionales y
fisico-quimicos similares en las 2 lineas de aguas, existe una dindmica
poblacional diferente entre ambas lineas.

4.  El conocimiento de la presencia y abundancia de las arqueas dentro de los
sistemas de fangos activos con aireacion continua es adn limitado. Las
argqueas presentes en las muestra de fangos activos son diversas, ya que
ademas de poblaciones de metanogénicas se han detectado también
poblaciones de arqueas que oxidan el amonio (AOA).

5. Ensistemas de fangos activos con aireacion continua los rangos de trabajo
en los pardmetros operacionales determinaran la composicion de la
poblacién a nivel de phylum o clase de bacteria y arquea. En el sistema de
fangos activos de la EDAR de la cuenca del Carraixet, se ha detectado
argueas a concentraciones de oxigeno superiores al 1mg/L, lo que descarta
al oxigeno como factor inhibidor. En el caso de las Chloroflexi en sistemas
de fangos activos con aireacion continua donde la carga maésica esta en
rangos medios, la variable determinante es la edad de fango.

6. De todas las bacterias y arqueas presentes en las muestras, tan sélo se han

identificado como  pertenecientes a algin grupo  funcional
aproximadamente el 50 %. El resto corresponde posiblemente a bacterias
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10.

heterdtrofas, que por ser un grupo metabolico de elevada diversidad
taxondmica, carece de sondas generales que hibriden sobre él.

La componente industrial del agua residual es determinante para la
proliferacion de ciertos géneros. El agua procedente del sector agricola
puede ser la causa de la presencia de bacterias cocobacilares de la clase y-
Proteobacteria y de ascosporas del phylum Ascomycota en las muestras de
la EDAR de la Cuenca del Carraixet.

Se han encontrado relaciones directas entre las comunidades de protozoos
y las comunidades de bacterias y arqueas. La comunidad SRB detectada
con la sonda SRB385Db es la que mayor relacion tiene con los protozoos.

Se ha encontrado esporas del phylum Ascomicota en las muestras de la
EDAR de la Cuenca del Carraixet asociadas al lavado de la chufa. El papel
de estos organismos en la EDAR pueden estar relacionado con la
eliminacién de materia orgénica presente en las aguas.

Hay pocos estudios que engloban comunidades de bacterias, arqueas,
protozoos y otros organismos simultaneamente en los fangos activos. En
las dos lineas de aguas de la EDAR de la Cuenca del Carraixet se ha
podido determinar las relaciones lineales entre bacterias y arqueas con las
diferentes variables fisico-quimicas y operacionales. Esto podria permitir
una optimizacion del proceso de depuracion.
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Anexo 1. Estadisticos de la prueba de intensidad de sefial

One Way Analysis of VVariance

Data source: Actinobacteria

Normality Test (Shapiro-Wilk)  Passed (P = 0.518)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.248)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

10 min 20 0 147.200 30.162 6.744

15 min 20 0 162.500 18.911 4.229

20 min 20 0 185.150 20.423 4.567

30 min 20 0 145500 23.871 5.338

40 min 20 0 127.050 31.312 7.002

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 37720.260 9430.065 14.576 <0.001
Residual 95 61460.700 646.955

Total 99 99180.960

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would
be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Fisher LSD Method):

Comparisons for factor:
Comparison Diff of Means LSD(alpha=0.050) P Diff >= LSD

20 min vs. 40 min 58.100 15.968 <0.001 Yes
20 min vs. 30 min 39.650 15.968 <0.001 Yes
20 min vs. 10 min 37.950 15.968 <0.001 Yes
20 min vs. 15 min 22.650 15.968 0.006 Yes
15 min vs. 40 min 35.450 15.968 <0.001 Yes
15 min vs. 30 min 17.000 15.968 0.037 Yes
15 min vs. 10 min 15.300 15.968 0.060 No
10 min vs. 40 min 20.150 15.968 0.014 Yes

10 min vs. 30 min 1.700 15.968 0.833 No
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30 min vs. 40 min 18.450 15.968 0.024 Yes
One Way Analysis of VVariance

Data source: Nitrosopumilus maritimus
Normality Test (Shapiro-Wilk)  Passed (P = 0.076)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.059)

Group Name N Missing Mean StdDev SEM
10 min Gpos 20 0 156.050 14.088 3.150
10 min Gneg 20 0 129.100 16.695 3.733
15 min Gpos 20 0 137450 14.781 3.305
15 min Gneg 20 0 154,250 25.005 5.591
20 min Gpos 20 0 133.600 17.425 3.896
20 min Gneg 20 0 126.200 14.717 3.291
30 min Gpos 20 0 132.300 11.108 2.484
30 min Gneg 20 0 133.800 24.202 5.412
40 min Gpos 20 0 142,950 17.872 3.996
40 min Gneg 20 0 111.600 12.407 2.774
Sin Lisozima Gneg20 0 140.900 20.113 4.497

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 10 31446.800 3144.680 10.090 <0.001
Residual 209 65134.400 311.648

Total 219 96581.200

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would
be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Fisher LSD Method):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means LSD(alpha=0.050) P Diff >=LSD
10 min Gpos vs. 40 min Gneg 44.450 11.005 <0.001 Yes
10 min Gpos vs. 20 min Gneg 29.850 11.005 <0.001 Yes

10 min Gpos vs. 10 min Gneg 26.950 11.005 <0.001 Yes
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10 min Gpos vs.
10 min Gpos vs.
10 min Gpos vs.
10 min Gpos vs.
10 min Gpos vs.
10 min Gpos vs.
10 min Gpos vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
15 min Gneg vs.
40 min Gpos vs.
40 min Gpos vs.
40 min Gpos vs.
40 min Gpos Vvs.
40 min Gpos vs.
40 min Gpos vs.
40 min Gpos vs.
40 min Gpos vs.
Sin Lisozima vs.
Sin Lisozima vs.
Sin Lisozima vs.
Sin Lisozima vs.
Sin Lisozima vs.
Sin Lisozima vs.
Sin Lisozima vs.
15 min Gpos vs.
15 min Gpos vs.
15 min Gpos vs.
15 min Gpos vs.
15 min Gpos vs.
15 min Gpos vs.
30 min Gneg vs.
30 min Gneg vs.
30 min Gneg vs.
30 min Gneg vs.

30 min Gpos
20 min Gpos
30 min Gneg
15 min Gpos
Sin Lisozima
40 min Gpos
15 min Gneg
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
30 min Gpos
20 min Gpos
30 min Gneg
15 min Gpos
Sin Lisozima
40 min Gpos
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
30 min Gpos
20 min Gpos
30 min Gneg
15 min Gpos
Sin Lisozima
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
30 min Gpos
20 min Gpos
30 min Gneg
15 min Gpos
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
30 min Gpos
20 min Gpos
30 min Gneg
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
30 min Gpos

23.750
22.450
22.250
18.600
15.150
13.100
1.800
42.650
28.050
25.150
21.950
20.650
20.450
16.800
13.350
11.300
31.350
16.750
13.850
10.650
9.350
9.150
5.500
2.050
29.300
14.700
11.800
8.600
7.300
7.100
3.450
25.850
11.250
8.350
5.150
3.850
3.650
22.200
7.600
4.700
1.500

11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005

<0.001
<0.001
<0.001
0.001
0.007
0.020
0.747
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.003
0.018
0.044
<0.001
0.003
0.014
0.058
0.095
0.103
0.326
0.714
<0.001
0.009
0.036
0.125
0.192
0.205
0.537
<0.001
0.045
0.136
0.357
0.491
0.514
<0.001
0.175
0.401
0.788

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
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30 min Gneg vs.
20 min Gpos vs.
20 min Gpos vs.
20 min Gpos vs.
20 min Gpos vs.
30 min Gpos vs.
30 min Gpos vs.
30 min Gpos vs.
10 min Gneg vs.
10 min Gneg vs.
20 min Gneg vs.

20 min Gpos
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
30 min Gpos
40 min Gneg
20 min Gneg
10 min Gneg
40 min Gneg
20 min Gneg
40 min Gneg

0.200
22.000
7.400
4.500
1.300
20.700
6.100
3.200
17.500
2.900
14.600

11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005
11.005

0.971
<0.001
0.186
0.421
0.816
<0.001
0.276
0.567
0.002
0.604
0.010

Do Not Test
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Do Not Test
Yes

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is
found between two means that enclose that comparison. For example, if you had four
means sorted in order, and found no difference between means 4 vs. 2, then you would
not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are
enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed means is a procedural
rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant
difference between the means, even though one may appear to exist.
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Anexo 2 Resultados de las abundancias de bacterias y arqueas

Linea 1
DELTA SS_HOL14
ALFA968 | BETA42a | CF319b | CFX1223/ GAM 42 HGC 69 PLA 46 495a EPS 549 00 Total
(Alphaprote | (Betaproteo [(Flavobacter| GNSB 941 | Ntspa712 |(Gammaprot| (Actinobact| LGC354A |(Planctomyc |(Deltaproteo| (Epsilonprot | (Acidobacte | ARCH915 | Poblacion
Muestra obacteria) | bacteria) ias) (Cloroflexi) | Nitrospira |eobacterias) eria) (Firmicutes) etes) bacteria) | eobacteria) ria) (Arqueas) | identificada
10-dic 13+1.6 31+338 NC 4+05 0.5 19+33 NC NC 4+08 2+0.1 0 NC 2+0.7 75
23-dic 13+1.6 33+3.6 NC 3+04 0.5 18+2.3 NC NC 1+0.2 2+0.1 0 NC 3+0.6 73
07-ene 10+1.5 33+£39 NC 4+0.3 0.5 25+24 NC NC 4+0.7 1+0.1 0 NC 3+£02 80
21-ene 11+11 37+4.1 NC 3£05 0.5 18+24 NC NC 3+04 2101 0 NC 3£0.3 77
04-feb 12+1 41+35 NC 4+05 0 19+25 NC NC 3+0.6 2+0.1 0 0 5+0.4 86
18-feb 29+238 3B +34 NC 4+06 0.5 17+19 NC NC 5+13 2+0.2 0 NC 2+0.2 94
04-mar 25+1.9 42+3 NC 6+0.6 0.5 14+18 NC NC 4+0.6 1+0.1 0 NC 3+0.3 95
01-abr 21+1.6 34+33 NC 4+05 2+0.3 11+1 NC NC 1+£01 3+0.2 0 0 8+1 82
29-abr 9+15 24+1.9 NC 3+0.3 3+0.6 11+14 NC NC 4+0.7 2+0.2 0 0 5+0.4 58
13-may 17+1.3 24+19 NC 5+0.6 4+0.8 11+£2 NC NC 4+05 1+0.1 0 NC 1+0.1 63
27-may 27+19 35+35 NC 7+0.6 3+04 11+19 NC NC 7+05 2+0.2 0 NC 4+09 93
10-jun 23+1.6 22+26 NC 5+04 3+£0.6 162 NC NC 4+04 1+0.1 0 NC 4+0.8 75
24-jun 25+1.38 34+32 NC 7+0.8 2+05 11+15 NC NC 7+0.8 2+0.2 0 NC 6+0.6 92
08-jul 24+17 32+15 NC 6+0.6 3+0.3 13+16 NC NC 3+04 3+0.3 0 0 2+0.6 83
22-jul 19+1.6 3312 NC 5+0.6 61 8+0.9 NC NC 9+0.8 3+0.3 0 0 0.5 71.5
16-sep 28+2 18+1.2 NC 6+0.7 3+04 24+21 NC NC 9+0.9 1+0.1 0 0 1+0.1 87
30-sep 15+1.7 21+15 NC 9+1 8+0.9 14+1.6 NC NC 10+ 0.8 3+£05 0 0 1+0.1 73
14-oct 15+14 3016 NC 9+0.8 71 12+16 NC NC 6+0.7 1+0.1 0 0 2+04 75
27-oct 15+15 30+£23 NC 7+£0.8 0 17+£22 NC NC 4+05 2+£02 0 0 1+0.2 76
11-nov 19+14 40+ 3.1 NC 10+£0.9 0 8x11 NC NC 3+04 1+0.1 0 0 2+03 83
25-nov 21+21 31+32 NC 71 0 13+19 NC NC 4+0.6 1+0.1 0 NC 3+0.7 80
21-dic 17+1.3 36+28 NC 8+0.8 0 12+1.3 NC NC 8+0.8 2+0.2 0 0 2+01 85
Promedio | 1855 3164 | | 562 2.14 14.64 471 1.81 2.93 82.03
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Linea 2
DELTA SS_HOL14
ALFA968 | BETA 42a | CF319b | CFX1223/ GAM 42 HGC 69 PLA 46 495a EPS 549 00 Total
(Alphaprote | (Betaproteo |(Flavobacter | GNSB 941 | Ntspa712 |(Gammaprot| (Actinobact | LGC354A |[(Planctomyc |(Deltaproteo| (Epsilonprot | (Acidobacte | ARCH915 | Poblacion
Muestra | obacteria) | bacteria) ias) (Cloroflexi) [ Nitrospira |eobacterias) eria) (Firmicutes) etes) bacteria) | eobacteria) ria) (Arqueas) | identificada
10-dic 12+11 38+34 NC 405 0.5 21+238 NC NC 307 1+0.1 0 NC 3+£0.7 82.5
23-dic 15+2 38+£3.2 NC 3+05 0.5 18+1.7 NC NC 6+09 2+0.2 0 NC 2+01 84.5
07-ene 9+1 26+23 NC 405 0 22+24 NC NC 2+04 2101 0 NC 2+£02 67
21-ene 13+2 26+19 NC 4+0.6 0 19+25 NC NC 2+0.3 2+0.2 0 NC 8+0.6 74
04-feb 13+12 41+4.1 NC 4+£04 0 14+1.7 NC NC 3£0.7 2x0.1 0 0 1+01 78
18-feb 25+2 3B+31 NC 6+0.7 0.5 16+2.3 NC NC 3+04 2+0.2 0 NC 3+0.3 90.5
04-mar 2+14 48+35 NC 4+0.6 0.5 14+13 NC NC 1+£01 2+02 0 NC 3+£0.2 94.5
01-abr 19+16 43+29 NC 2+02 2+04 13+1.3 NC NC 3+04 1+0.1 0 0 7+06 90
29-abr 14+ 19 27+£3 NC 4+0.3 2+0.3 10+ 1.6 NC NC 4+05 2+02 0 0 3+£03 66
13-may 14+ 13 29+19 NC 4+04 240.3 13+1.2 NC NC 5+05 1+0.1 0 0 1+0.1 69
27-may 22£1.7 34+£37 NC 5+04 2+04 9+11 NC NC 10+ 0.8 2+£02 0 NC 708 91
10-jun 23+15 26+3 NC 4+04 3105 18+1.9 NC NC 5+£07 2+02 0 NC 5+07 86
24-jun 18+1.9 3H+17 NC 6+0.8 2+£05 13+1.2 NC NC 5+0.7 1+0.1 0 NC 4+0.6 84
08-jul 21+ 14 32+19 NC 3+05 3+05 709 NC NC 4+04 2+0.2 0 0 2+04 74
22-jul 21+1.7 28+1.9 NC 5+05 5+1 13+1.7 NC NC 8+0.9 1+£0.1 0 0 0.5 81.5
16-sep 27+ 14 17+1 NC 5+0.6 4+0.6 16+1.6 NC NC 7+£038 2+0.2 0 0 1+0.1 79
30-sep 15+14 20+1 NC 11+0.3 6+04 14 +1.9 NC NC 9+0.9 2+03 0 0 1+0.1 78
14-oct 16+1.7 3617 NC 707 6+0.7 11+£15 NC NC 4+05 1+0.1 0 0 1+0.2 82
27-oct 17+13 35+29 NC 71 0 12+2.2 NC NC 5+04 1+£0.1 0 0 2+03 79
11-nov 2016 40+24 NC 10+14 0 13+2 NC NC 4+05 1+0.1 0 0 1+0.3 89
25-nov 16+1.6 34+28 NC 10+ 0.6 0 19+2 NC NC 4+04 1+0.1 0 0 2+03 86
21-dic 17+11 32+28 NC 10+0.8 0 12+15 NC NC 5+0.6 2+02 0 0 2+01 80
Promedio 17.68 32.73 5.33 1.77 14.41 4.62 1.57 2.83 80.95
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Linea 1

Nitrificantes PAO GAO Metanotrofas | Desnitrificantes |SRB 6-proteobacteria| SRB Clostridia SRB Total Arqueas Metanogénicas Acidogénica/Acetogénica Total
Poblacién
Muestra NSO 1225 LNA | PAO MIX | GAO MIX | DFOMIX 2 | MA464 | MG 84 | AT 1458 | PAR 651 | DSV687 | DNMA 657 Dtm230 SRB385 | SRB 385Db | MSMX 860 | MG 1200b | MB311 Clos621 STREP identificada
10-dic 614 2+0.5 0.5 3406 |1+01| 05 |14+£15 0.5 0.5 51 0.5 9+15 5+0.9 0 0.5 1+0.2 1 1 44.5
23-dic 7114 1+0.2 0.5 0 1+0.1| 05 |15+1.4 0.5 0.5 8+1.5 0.5 6+0.8 711 0.5 0.5 1+0.2 1 1 42
07-ene 4+0.5 2104 0.5 2104 0.5 0.5 [19+0.9 0.5 0.5 4+0.9 0.5 4+0.8 7+1.1 0 0.5 1+0.2 1 1 43
21-ene 2+0.3 0.5 0.5 0 0.5 0.5 |22+23 0.5 0.5 3+x04 0.5 15+2.2 6+1.1 0.5 0 0.5 1 1 50
04-feb 3£0.3 0.5 0.5 2104 0.5 0.5 [ 18+1.5 0.5 0.5 5+£0.6 0.5 7+1.3 4+0.7 0.5 0.5 1+0.1 1 1 40
18-feb 71 0.5 0.5 4+0.5 0.5 05 |16+t1.4 0.5 0.5 204 0.5 13+14 7+09 0.5 0.5 3120.6 1 1 55
04-mar 5+0.7 2104 0.5 1+0.2 |[1+0.1| 05 |13+1.2 0.5 0.5 31£0.6 0.5 14+1.8| 5%0.8 0.5 0 0.5 1 1 45
01-abr 8+0.9 0.5 0.5 3+0.6 0.5 05 |12+1.3 0.5 0.5 4+0.8 0.5 8+0.5 9+1.3 0.5 0.5 2+0.3 1 1 47
29-abr 6x0.7 0 0.5 3+£0.6 0.5 05 | 7+£0.8 0.5 0.5 51 0.5 11+1 13+0.3 0.5 0.5 1+0.2 0 1 44.5
13-may 9+0.7 0.5 0 0 0 05 | 7+0.8 0.5 0.5 3104 0.5 8+1 10+0.1 0 0 3+0.5 1 1 40
27-may 7+0.8 0 0 2+0.5 0.5 05 |[12+1.1 0.5 0.5 5+0.8 0.5 9+13 | 12+1.7 0.5 0 1+£0.3 0 1 455
10-jun 7104 1+04 0 0.5 0.5 05 |[10+1.1 0.5 0.5 7+0.9 0.5 6+0.8 | 11+1.3 0 0 0.5 0 1 38
24-jun 810.7 0.5 0.5 1+£0.1 0.5 0.5 192 0.5 0.5 10+1.4 0.5 9+1.3 10+1 0 0 0.5 0 1 50.5
08-jul 7+0.8 1+0.1 0.5 2+04 0.5 0.5 |18+1.9 0.5 0.5 61 0.5 7+1.1 10+1.5 0 0 1+0.1 1 1 49.5
22-jul 7+0.7 1+£0.2 0.5 3+0.6 0.5 0.5 14+2 0.5 0.5 8+1.1 0.5 11+1.1 | 11+1.1 0 0 1+0.1 1 1 51.5
16-sep 9+1.1 5+0.6 0 0.5 0.5 0.5 9+1 0.5 0.5 2+0.3 0.5 11+1.1| 12+1.3 0.5 0 1+0.1 0 1 50
30-sep 10+1.1 3+04 0 0.5 0.5 05 | 6+£0.9 0 0.5 4+0.8 0.5 11+1.1| 1116 0.5 0.5 0.5 0 1 49
14-oct 11+1.2 3+0.4 0 0 0.5 0.5 6+1 0.5 0.5 3+0.5 0.5 12+09| 6+0.9 0.5 0.5 0.5 1 1 42.5
27-oct 9+1.2 3+04 0 0 0.5 05 [14+14| 0.5 0.5 4+0.6 0.5 6+£08 | 11+1.5 0.5 0.5 0.5 1 1 47.5
11-nov 9+1.1 2+0.2 0 0 0.5 05 |14+1.2 0.5 0.5 5+1 0.5 8+0.8 | 14+1.5 0.5 0.5 0.5 1 1 51.5
25-nov 709 2104 0 0.5 0.5 05 [17+1.8| 0.5 0.5 5104 0.5 10+1.4| 814 0 0.5 1+0.4 1 1 49
21-dic 6+0.6 0.5 0 0.5 0.5 05 | 5+0.7 0.5 0.5 7+0.7 0.5 11+1.1| 16+1.3 0 0 0.5 0 1 41.5
Promedio 7.00 1.43 0.27 1.30 13.05 4,91 9.36 9.32 0.30 0.27 1.02 0.68 46.23
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Linea 2

Nitrificantes PAO GAO Metanotrofas | Desnitrificantes |SRB 6-proteobacteria| SRB Clostridia SRB Total Arqueas Metanogénicas Acidogénica/Acetogénica Total
Poblacién
Muestra NSO 1225 LNA | PAO MIX | GAO MIX | DFOMIX 2 | MA464 | MG 84 | AT 1458 | PAR 651 | DSV687 | DNMA 657 Dtm230 SRB385 | SRB 385Db | MSMX 860 | MG 1200b | MB311 Clos621 STREP identificada
10-dic 7+0.8 2104 0.5 2+04 |1+01| 05 192 0.5 0.5 5+£1.2 0.5 13+16| 6%0.7 0.5 0.5 1+£0.3 1 0.5 55
23-dic 304 3+0.7 0.5 3+0.7 0.5 0.5 |10+0.9 0.5 0.5 7+0.9 0.5 6+0.8 7+1 0.5 0.5 1+0.3 1 0.5 375
07-ene 4+0.5 1+£0.2 0.5 1+£0.3 0.5 05 [19+1.7 0.5 0.5 6+1.1 0.5 5+0.9 3+0.4 0.5 0.5 0.5 1 0.5 38
21-ene 4+0.5 1+0.2 0.5 2+04 0.5 05 |12+1.3 0.5 0.5 3+x04 0.5 13+1.9 4+0.7 0.5 0 0.5 1 0.5 40.5
04-feb 2103 2103 0.5 3+£0.6 0.5 05 [21+14| 0.5 0.5 4+0.7 0.5 14+2 7+1.1 0.5 0.5 1+0.1 1 0.5 54.5
18-feb 5+0.6 2+0.4 0.5 3+04 0.5 05 [12+1.1 0.5 0.5 3+0.6 0.5 8+0.8 4+0.5 0.5 0.5 2+0.6 1 0.5 40.5
04-mar 5+0.7 0.5 0.5 0.5 0.5 05 |[10+1.1 0.5 0.5 5+1.1 0.5 8+1.1 8+1.2 0.5 0 0.5 1 0.5 36.5
01-abr 7+0.6 0.5 0.5 1+0.1 0.5 0.5 |10+0.9 0.5 0.5 7+1 0.5 809 809 0.5 0.5 1+0.1 1 0.5 40
29-abr 809 0.5 0.5 1+£0.2 0 0.5 8z+1 0.5 0.5 5+0.5 0.5 13+15| 8+0.8 0.5 0 2+0.3 0 0.5 43
13-may 7+0.7 0 0 0 0 0.5 9+1 0.5 0.5 4+0.9 0.5 12+1.2| 11+1.1 0 0.5 3205 1 0.5 45
27-may 810.7 1+0.4 0 1+£0.1 0.5 0.5 192 0.5 0.5 4+05 0.5 8+0.7 | 12+1.1 0.5 0 0.5 0 0.5 52
10-jun 8z+1 1+0.1 0 3+0.7 0.5 05 | 9+0.8 0.5 0.5 5+0.5 0.5 12+0.8 11+1 0 0 0.5 1 0.5 47.5
24-jun 604 1+£0.2 0.5 2+0.5 0.5 05 |[10+1.1 0.5 0.5 5+1.6 0.5 7+0.8 8+1 0 0 0.5 1 0.5 38
08-jul 7+0.7 2+0.4 0.5 2+05 0.5 05 |13+14 0.5 0.5 4+0.5 0.5 7+13 9+0.9 0 0 1+0.1 1 0.5 44.5
22-jul 9+0.8 3+0.5 0.5 0.5 0.5 05 |[15+1.3 0.5 0.5 6+0.9 0.5 11+1 11+1.1 0.5 0.5 1+0.1 1 0.5 55
16-sep 809 5+0.6 0 0 0 05 |10+1.2 0.5 0.5 4+1 0.5 12+1 10+0.9 0.5 0.5 0.5 1 0.5 49
30-sep 8+0.8 3+04 0 0 0.5 05 | 5+£0.7 0.5 0.5 2+0.3 0.5 12+1.1| 16+1.7 0.5 0.5 0.5 0 0.5 47.5
14-oct 101 4+0.5 0 0.5 0.5 05 | 715 0.5 0.5 2+0.5 0.5 11+1 11+1.4 0.5 0.5 0.5 1 0.5 47.5
27-oct 9+1.2 3+04 0.5 0.5 0.5 05 |[15+1.7 0.5 0.5 3+04 0.5 101 13+1.5 0.5 0.5 0.5 1 0.5 55
11-nov 6+0.6 3+04 0.5 0.5 0.5 05 |15+1.3 0.5 0.5 6+0.8 0.5 11+1 13+1.2 0.5 0.5 0.5 1 0.5 53
25-nov 3+0.3 3+0.3 0 1+£0.3 0.5 05 [21+16| 0.5 0.5 6+0.9 0.5 9+1.1 | 1419 0 0 0.5 1 0.5 54.5
21-dic 709 0.5 0 1+0.2 0.5 05 |14+13 0.5 0.5 6+0.8 0.5 9+15 | 15+1.9 0 0 0 0 0.5 48.5
Promedio 6.41 1.91 0.19 1.23 12.86 4.64 9.95 9.50 0.36 0.30 0.86 0.82 46.48
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Anexo 3. Tablas conteo Protozoos

Linea 1
P_eranema Entos Arce Pyxidicula | Amoeba | Litonotu Acineta | Periaci Uronema Aspidis | Trithigmosto Euplote Pseudochilodo Trochili | Gastronauta Acineria Operculari Epistylis Epistyli§ Epistyli_s Vorticellq Vorticella_ Carchesiu Operculari \/orti_cella V_orticella tha Leca | Nem
Trichophoru | . lla tuberos neta L ca ma L nopsis a membranaceu - a - 2. | chrysemid | balatonic | aquadulci | convallari m infusionu | microstom ria ne atod
iphon operculata | <50 um | s lamella nigricans . s affinis L . uncinata . plicatilis . . a coarctata
m sp. a sp. cicada cucullulus fluviatilis minuta S articulata is a S a polypinum m a Sp. sp. 0

%i?c 0 0 40 0 920 0 0 0 20 5840 0 20 0 60 0 1980 0 0 13 0 2160 1160 33 340 0 40 0 0 40
filsc 0 0 0 0 460 100 0 0 20 2440 0 80 0 400 0 1100 0 0 173 0 1840 1980 87 640 0 200 0 0 60
2;;} 0 0 0 0 1700 40 0 0 60 1560 60 80 0 300 20 2280 0 0 20 0 860 600 340 433 1180 20 0 0 0
;}e' 0 0 140 0 12660 200 0 0 20 220 20 0 100 380 0 0 0 0 0 140 1340 340 0 0 1140 100 20 80 0
?e4b 60 0 20 0 820 120 0 0 560 660 0 160 860 640 260 1840 0 167 0 940 300 0 0 0 0 0 0 40 20
%esb 1220 160 | 2020 0 13420 140 360 140 100 0 0 20 0 0 180 120 53 173 500 0 520 20 40 320 0 100 20 120 0
04-

ma 760 600 | 1540 0 1800 40 620 120 80 620 0 0 460 620 140 1800 80 887 0 0 2480 20 640 0 0 140 200 | 400 0

r
g%r 340 2560 20 0 4200 0 40 0 60 340 0 0 100 0 0 1420 367 213 0 267 1020 60 0 0 0 0 100 | 1080 0
igr 300 1600 | 1280 700 17540 0 600 20 160 340 0 0 160 20 760 2840 67 2207 20 753 580 20 0 0 0 0 200 | 820 0
13-

ma 200 0 160 180 1160 0 60 120 260 2700 0 480 0 0 0 6740 0 2100 0 647 180 60 53 0 60 100 300 | 880 0
y
21- 3842

ma 360 0 0 20 1460 0 60 320 460 3180 0 0 0 0 20 200 927 2280 13 1160 380 160 247 0 20 160 140 | 1740 0
y
le(I)n 20 0 100 0 400 0 0 0 0 3960 0 200 20 740 0 1280 0 0 573 153 2060 100 0 240 0 40 0 20 0
12u4n 0 0 0 0 180 0 0 0 20 10220 0 200 0 60 0 220 0 0 0 0 2840 1160 0 1920 0 80 0 0 20
?SI 0 0 0 0 1180 0 0 0 0 400 0 220 0 660 0 900 6 0 0 0 440 840 60 280 420 100 0 20 0
Tﬁl 0 0 40 0 672 0 0 0 16 2083 0 0 0 2251 16 890 0 0 0 0 386 0 0 134 117 184 0 0 0
slgp 20 0 0 0 1360 60 20 60 40 200 0 500 380 280 220 2060 0 0 0 506 1200 180 160 360 6060 700 0 120 0
ggp 100 3480 | 1220 0 13180 160 440 300 200 760 0 420 20 280 40 1920 0 46 0 80 1400 20 260 20 0 0 20 60 20
iﬁt 560 880 | 400 0 1220 140 440 220 100 1440 0 0 2260 440 200 1440 186 1700 93 746 3160 40 540 0 0 0 340 | 220 60
§Zt 100 140 | 1020 0 500 0 380 0 40 580 0 0 20 40 0 240 1820 300 40 46 420 60 20 0 0 0 160 | 540 20
r%v 600 160 | 1500 1480 2320 0 260 60 80 2460 0 0 40 0 280 2540 473 40 0 40 580 180 13 0 0 0 120 | 440 20
ﬁgv 160 100 260 1020 800 20 200.34 60.48 39.69 1220 0 0 0 0 0 2200 113 260 0 0 320 60 0 0 20 60 180 | 680 0
a 280 290 | 60 0 2760 0 100 20 240 1200 0 320 140 0 40 260 0 506 0 413 820 580 140 0 0 240 100 | 380 | 20
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Linea 2
P_eranema Entos Arce Pyxidicula | Amoeba | Litonotu Acineta | Periaci Uronema Aspidis | Trithigmosto Euplote Pseudochilodo Trochili | Gastronauta Acineria Operculari Epistylis Epistyli§ Epistyli_s Vorticellq Vorticella_ Carchesiu Operculari \/orti_cella V_orticella tha Leca | Nem
Trichophoru | . lla tuberos neta L ca ma L nopsis a membranaceu - a - 2. | chrysemid | balatonic | aquadulci | convallari m infusionu | microstom ria ne atod
iphon operculata | <50 um | s lamella nigricans . s affinis L . uncinata . plicatilis . . a coarctata
m sp. a sp. cicada cucullulus fluviatilis minuta S articulata is a S a polypinum m a Sp. sp. 0
3& 20 0 0 0 500 0 0 0 40 2540 0 20 0 140 0 320 0 0 160 0 4920 1400 60 920 0 60 20 20 40
fnsc 0 0 0 0 1520 0 0 0 0 160 0 1300 0 0 0 100 0 0 107 0 900 3340 0 1220 0 160 0 20 40
2;9' 100 0 0 0 5480 380 0 0 0 480 360 220 20 300 20 60 0 0 0 0 140 0 0 0 180 80 20 40 20
;}é 60 0 0 0 2400 0 0 0 20 360 0 140 0 240 0 320 0 0 0 180 2680 80 40 20 240 60 20 0 0
(f)e4b 0 20 1100 0 8560 880 140 0 120 80 0 0 0 0 0 5360 0 380 0 233 700 840 20 120 0 120 0 1180 0
%fb 1800 280 180 0 3620 60 140 160 660 580 0 0 740 1760 240 880 570 170 0 180 1060 100 193 40 0 0 140 200 40
04-
ma 160 160 | 3360 4280 1960 100 160 40 40 780 0 0 60 40 160 40 113 1783 0 393 100 0 1680 0 0 0 200 | 1100 0
r
gl:;r 680 720 | 3300 180 2380 0 160 200 0 860 0 0 160 60 140 4600 133 720 0 467 1020 0 0 0 0 20 40 740 0
igr 980 360 20 6780 500 0 0 20 160 360 0 0 0 0 0 3300 100 60 0 0 500 40 213 0 0 40 40 540 0
13-
ma 1960 560 80 0 6840 0 440 180 40 2220 0 60 0 0 0 0 0 0 33 120 1840 0 127 0 40 1100 160 520 20
y
27-
ma 660 20 340 0 7540 0 20 0 0 500 0 0 20 40 60 760 0 1587 0 127 60 0 113 0 0 20 120 | 1420 0
y
le(I)n 20 0 100 0 440 0 0 0 0 4140 0 160 0 820 0 460 0 0 0 0 3220 680 0 300 0 40 0 40 40
12u4n 0 0 0 0 640 0 0 0 80 5600 0 600 0 40 0 80 0 0 0 0 2880 2360 0 1100 0 0 0 0 0
?SI 0 0 0 0 3740 0 0 0 0 820 0 20 0 1980 0 5080 0 0 0 0 840 940 100 320 1120 60 0 0 0
Tﬁl 0 0 0 0 1800 20 0 0 0 920 40 20 40 140 0 1300 0 0 0 0 1420 60 420 420 260 80 0 0 0
slgp 20 540 160 0 2860 180 80 20 60 380 0 20 80 60 620 80 0 86 0 220 2160 220 146 0 20 20 80 440 20
ggp 1540 1885 60 0 8520 77 97 116 320 680 0 0 466 20 0 622 0 326 71 60 388 0 38 0 0 0 97 220 20
iﬁt 160 2180 | 1060 4820 3100 100 220 160 60 780 0 500 120 0 100 1160 2060 920 0 540 1700 60 1533 0 0 20 240 240 0
izt 440 480 900 1400 1780 0 180 80 0 240 0 0 740 20 680 380 333 13 0 0 480 40 0 0 0 80 0 100 20
r%v 300 3340 | 120 820 740 0 180 40 320 1200 0 0 20 20 260 3340 6 1293 0 226 1320 340 840 0 60 180 140 660 0
r?c?v 1080 820 560 0 6980 0 340 300 400 2460 0 0 80 0 0 0 93 286 60 26 1740 20 13 0 200 1600 220 | 320 40
21- 520 20 20 20 2260 0 220 80 400 4480 0 0 0 80 880 180 280 246 13 333 360 40 13 0 0 820 160 780 0

dic
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Anexo 4. Tabla de rangos de oxigeno, nitrogeno, fosforo y sulfatos

Muestra OQ(mg/ L) OQ(mg/ L) NT,(mg/ L) NT,(mg/ L) NT(mg/L) PT_(mg/ L) PT_(mg/ L) PT(mg/L) Sulfato(mg/L) | Sulfato(mg/L)
Linea 1 Linea 2 Linea 1 Linea 2 efluente Linea 1 Linea 2 efluente afluente efluente

10-dic 1.99 1.84 186 164 24.60 34 38 212 287 193
23-dic 2.00 1.92 258 244 29.10 48 46 2.80 360 360
07-ene 2.02 1.81 200 224 35.40 42 49 2.23 327 327
21-ene 2.00 1.85 254 264 36.60 62 62 3.32 414 348
04-feb 1.97 1.75 222 196 38.90 51 41 3.53 336 306
18-feb 2.00 1.97 226 208 33.80 55 52 2.72 392 372
04-mar 1.73 1.78 144 172 2450 42 46 1.69 183 310
01-abr 1.83 171 126 110 16.30 34 28 1.74 324 156
29-abr 1.96 1.73 100 152 17.60 23 39 2.70 260 265
13-may 1.91 1.60 164 134 23.90 39 26 3.05 319 352
27-may 1.99 149 140 144 16.90 29 32 2.69 429 392
10-jun 1.98 1.63 110 98 16.65 37 31 2.39 391 435
24-jun 1.99 157 106 158 20.16 34 41 2.62 392 439
08-jul 2.00 1.48 92 110 19.10 24 33 2.54 333 329
22-jul 2.01 191 87 88 20.50 22 23 2.30 361 413
16-sep 2.01 1.48 176 140 15.95 62 45 2.73 225 224
30-sep 2.01 1.70 178 130 8.85 54 45 1.32 323 180
14-oct 2.01 1.72 154 160 16.90 43 58 2.34 362 351
27-oct 2.01 1.74 154 138 17.00 37 42 2.72 344 339
11-nov 2.01 1.22 214 204 21.10 50 59 2.30 343 365
25-nov 2.01 191 196 144 17.96 47 34 2.92 369 358
21-dic 2.01 1.76 178 170 28.30 38 35 3.44 384 348

Minimos 1.73 1.22 87 88 8.85 22 23 1.32 183 156

Maximos 2.02 197 258 264 38.90 62 62 3.53 429 439







