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Resumen

RESUMEN

El nitrégeno que contienen las aguas residuales es un compuesto potencialmente
contaminante para los ecosistemas acuaticos. Una de las alteraciones mas graves que puede
causar en el medio es la eutrofizaciéon. La eutrofizaciéon se inicia con el crecimiento
excesivo de los productores primarios del ecosistema y desencadena una serie cambios que
pueden producir el agotamiento del oxigeno en el medio, toxicidad en agua y la pérdida de

la biodiversidad.

Las estaciones depuradoras de aguas tienen un papel fundamental en la proteccion
del medio ambiente. Estas instalaciones evitan la llegada de nutrientes (nitrégeno y fésforo)
y otras sustancias contaminantes a los ecosistemas acuaticos. El sistema mas utilizado para
la eliminacién de nitrégeno en las estaciones depuradoras de aguas residuales es el proceso
biolégico de nitrificacion aerobia junto con la desnitrificacion heterétrofa en condiciones

anodxicas.

El rendimiento de los sistemas biolégicos esta directamente relacionado con la
estructura de la comunidad bacteriana y su metabolismo. Por ello, es importante
determinar las relaciones entre la comunidad bacteriana y los rendimientos de las
instalaciones a escala real. Las técnicas moleculares, desarrolladas en las ultimas décadas
han permitido desvelar la gran diversidad microbiana presente en los sistemas de
depuracién. De manera particular, las técnicas de secuenciacion genémica han permitido
obtener informacién taxondmica y funcional de las comunidades microbianas. Estos
avances han permitido ampliar los conocimientos existentes sobre la versatilidad
metabolica de las bacterias del ciclo del nitrégeno. No obstante, la comprension de las
relaciones entre la estructura microbiana, su actividad y las cambiantes condiciones
ambientales y operacionales de las plantas de tratamiento a escala real, es necesaria para

asegurar tanto la calidad del efluente final, como la operacion eficiente de estos sistemas.

En este trabajo se monitorizaron las variaciones temporales de las caracteristicas
fisicoquimicas del afluente, los parametros operacionales y los rendimientos de eliminacion
del amonio en 6 reactores biologicos con sistemas de fangos activos, durante periodos
minimos de 11 meses. Para caracterizar las comunidades microbianas involucradas en el

proceso de nitrificacién e identificar los organismos clave en el proceso, se han utilizado
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diferentes técnicas de biologfa molecular: hibridacion 7 situ con sondas marcadas con
fluoréforos (FISH), la secuenciacion de segunda generacion Illumina y secuenciacion de
tercera generacion SMRT de PacBio, la cual no habia sido utilizada hasta la fecha para el
analisis de la microbiota de sistemas convencionales de eliminacién de nutrientes. Para
valorar la actividad de la biomasa nitrificante y de la biomasa heterétrofa se utilizaron
técnicas respirométricas y técnicas para la cuantificaciéon del ATP de dltima generacion.
Finalmente, para analizar el gran volumen de datos generado tras la aplicacion de las
diferentes técnicas, se utilizaron técnicas estadisticas de analisis multivariante, como los
modelos de regresion lineal multivariante basados en la distancia (DISTLM). Estas técnicas
estadisticas permitieron valorar la contribucion de las variables ambientales a la variabilidad
observada en la estructura de las comunidades de bacterias nitrificantes, los rendimientos

de eliminacion del nitrégeno y su actividad.

La combinacién de las técnicas moleculares empleadas permitié determinar que
Nitrosomonas oligotropha, Nitrospira spp. y Nitrotoga sp. fueron las principales responsable de
los procesos de oxidaciéon del amonio y del nitrito, respectivamente, en las EDAR
analizadas. Los resultados alcanzados con las técnicas FISH e Illumina sobre la estructura
de la poblacion de bacterias nitrificantes fueron similares, y permitieron detectar los sesgos
de la secuenciacion SMRT de PacBio. Llos modelos de regresion permitieron valorar la
contribucién de las bacterias nitrificantes a la eliminacién del amonio y cuales fueron los
factores que influfan en su abundancia en cada una de las EDAR. La carga organica, la
concentracion de solidos volatiles, la concentracion de oxigeno y la temperatura fueron las
variables de mayor influencia en la abundancia de estas especies. Mientras que la carga de
tésforo influencié, ademas, significativamente en su actividad. Este estudio revel6 que la
aplicacion de ozono disminuye significativamente a los rendimientos de eliminacién del
amonio. Los resultados obtenidos ayudaron a mejorar la comprension sobre el proceso de
nitrificacion en cada una de las EDAR y manifiestan la importancia de la dinamica
poblacional de las bacterias nitrificantes en los rendimientos de eliminacién del amonio en
las EDAR. Estos resultados establecen que las técnicas moleculares para la identificacion y
cuantificacién de las poblaciones nitrificantes, combinadas con respirometria y los modelos

de ordenacion multivariante empleados en esta tesis, son una herramienta fiable para la
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monitorizaciéon y el control del proceso de nitrificaciéon en sistemas de eliminacion

biolégica de nitrégeno.

Los resultados de esta tesis sugieren que la medida de los sélidos suspendidos
volatiles activos mediante técnicas de determinaciéon de ATP de segunda generacion puede

mejorar el calculo de las variables de disefio y control mas habituales de las EDAR.
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RESUM

El nitrogen que contenen les aigiies residuals és un compost potencialment
contaminant per als ecosistemes aquatics. Una de les alteracions més greus que pot causar
al medi és 'eutrofitzacio. L'eutrofitzacio s'inicia amb el creixement excessiu dels productors

o . . . -
primaris de l'ecosistema i desencadena uns canvis que poden produir l'esgotament de

l'oxigen del medi, toxicitat en ’aigua i la perdua de la biodiversitat.

Les estacions depuradores d'aiglies tenen un paper fonamental en la proteccié del
medi ambient. Aquestes instal lacions eviten l'arribada de nutrients (nitrogen i fosfor) i
altres substancies contaminants als ecosistemes aquatics. El sistema més utilitzat per a
l'eliminaci6 de nitrogen en les estacions depuradores d'aiglies residuals és el procés biologic
de nitrificacié6 aerobia juntament amb la desnitrificacié heterotrofa en condicions

anoxiques.

El rendiment dels sistemes biologics esta directament relacionat amb l'estructura de
la comunitat bacteriana 1 el seu metabolisme. Per aixo, és important determinar les
relacions entre la comunitat bacteriana i els rendiments de les instal Jacions a escala real.
Les tecniques moleculars desenvolupades en les ultimes deécades han permés revelar la gran
diversitat microbiana present en els sistemes de depuracié. De manera particular, les
tecniques de sequienciacié genomica han permés obtenir informacié taxonomica 1 funcional
de les comunitats microbianes. Aquests avangos han permés ampliar els coneixements
existents sobre la versatilitat metabolica dels bacteris del cicle del nitrogen. No obstant
aixo, la comprensié de les relacions entre l'estructura microbiana, la seua activitat i les
canviants condicions ambientals i operacionals de les plantes de tractament a escala real, és
necessaria per a assegurar tant la qualitat de l'efluent final, com l'operaci6 eficient d'aquests

sistemes.

En aquest treball es van monitorar les variacions temporals de les caracteristiques
fisicoquimiques de l'afluent, els parametres operacionals i els rendiments d'eliminacié de
'amoni en 6 reactors biologics amb sistemes de fangs actius, durant un periode minim de
11 mesos. Per a caracteritzar les comunitats microbianes involucrades en el procés de
nitrificaci6 1 identificar els organismes clau en el procés, s'han utilitzat diferents tecniques

de biologia molecular: hibridacié in situ amb sondes marcades amb fluorofors (FISH), la



Resum

sequienciacié de segona generaci6 Illumina i seqiienciacié de tercera
generaci6 SMRT de PacBio, la qual no havia estat utilitzada fins avui per a l'analisi de
la microbiota dels sistemes convencionals d'eliminacié de nutrients. Per a valorar I'activitat
de la biomassa nitrificanti de la biomassa heterotrofa es van  utilitzar
tecniques respirometriques i tecniques per a la quantificacié de 'ATP d"dltima generacié.
Finalment, per a analitzar el gran volum de dades generat després de l'aplicacié de les
diferents tecniques, es van utilitzar tecniques estadistiques d'analisi multivariant, com els
models de regressio lineal multivariant basats en la distancia (DISTLM). Aquestes tecniques
estadistiques van permetre valorar la contribuci6 de les variables ambientals a la variabilitat
observada en l'estructura de les comunitats de bacteris nitrificants, els rendiments

d'eliminacié del nitrogen i la seua activitat.

La combinaci6 de les tecniques moleculars emprades va permetre determinar que
Nitrosomonas — oligotropha, — Nitrospira ~ spp. 1 Nitrotoga  sp  resultaren  les
especies nitrificants responsables del procés d'oxidacié de 1'amoni i del nitrit en cadascuna
de les EDAR analitzades. Les tecniques FISH 1 Illumnina van mostrar resultats molt
similars sobre l'estructura de la poblacié de bacteris nitrificants i van permetre detectar els
biaixos de la sequienciaci6 SMRT de PacBio. Els models de regressié van permetre valorar
la contribuci6 dels bacteris nitrificants a I'eliminacié de 'amoni i quins van ser els factors
d'influencia en la seua abundancia en cadascuna de les EDAR. La concentracié de materia
organica, solids volatils en suspensio, la concentracié d oxigen i la temperatura foren les
variables amb més influencia en ’'abundancia d’aquestes especies. Aixi mateix la carrega de
fosfor va influir, a més a més en la seua activitat. Aquest estudi va determinar que
I"aplicacié6 0z6 va causar una disminuci6 significativa dels rendiments d’eliminacié del
amoni. Aquests models van ajudar a millorar la comprensié sobre el procés de nitrificacid
en cadascuna de les EDAR 1 ressalten la importancia de la dinamica poblacional dels
bacteris nitrificants en el rendiments de 1’eliminacié de 1’amoni. Els resultats estableixen
que les tecniques moleculars per a la identificacié i quantificacié de les poblacions
nitrificants, combinades amb respirometria i els models d'ordenacié multivariant emprats
en aquesta tesi, son una eina fiable per al monitoratge 1 el control del procés de nitrificacid

en sistemes d'eliminaci6 biologica de nitrogen.
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Els resultats d'aquesta tesi suggereixen que la mesura dels solids suspesos volatils
actius mitjancant tecniques de determinacié d'ATP de segona generacié pot millorar el

calcul de les variables de disseny 1 control més habituals de les EDAR.
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ABSTRACT

Ammonia from wastewater can be toxic in water environments to fish and other
aquatic life. At sufficiently high levels, ammonia also contributes to eutrophication.
Eutrophication begins with excessive growth of plants and algae, resulting in oxygen

depletion of the water body, toxicity effects and decreased biodiversity.

Wastewater treatment plants play an important role in environmental protection.
These facilities protect aquatic ecosystems from excessive inputs of nutrients (nitrogen and
phosphorous) and other pollutants. The most widespread system of nitrogen removal in
wastewater treatment plants is a conventional method involving a biological process that

combines aerobic nitrification with heterotrophic denitrification in the absence of oxygen.

The efficiency of biological systems is directly related to bacterial community
structure and its metabolism. For this reason, it is important to determine the relationships
between the bacterial community and a full-scale wastewater treatment plant’s
performance. Molecular techniques have revealed the great microbial diversity present in
activated sludge systems. In particular, genomic sequencing techniques have provided
taxonomic and functional information from microbial communities. These advances have
expanded existing knowledge about the metabolic versatility of nitrogen cycle bacteria.
However, greater understanding of the relationships between microbial structure,
metabolic activity and environmental and operational conditions is now necessary to

ensure effluent quality and to minimise operational costs.

In this work, the temporal variations of influent characteristics, operational
parameters and ammonium removal efficiency in 6 bioreactors with activated sludge
systems were monitored for at least eleven months. To characterize the microbial
communities involved in the nitrification process and to identify the key process
organisms, different molecular biology techniques were used: fluorescence in situ
hybridization (FISH); second generation sequencing (Illumina), and third generation
sequencing (SMRT PacBio). To assess the activity of nitrifying and heterotrophic bacteria,
respirometric tests and second-generation ATP determination techniques were used.
Finally, to analyse the large volume of data generated, statistical multivariate analysis

techniques were used, including distance-based multivariate linear regression models
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(DISTLM). These statistical techniques allowed us to assess the contribution of
environmental variables to the variability observed in the nitrifying community structure, in

nitrogen removal performance and nitrifying activity.

The combined molecular techniques employed determined that Nitrosomonas
oligotropha, Nitrospira spp. and Nitrotoga sp. where the dominant nitrifying bacteria in the
monitored WWTP. FISH and Illumnina technique showed very similar results and allowed
for the detection of biases in PacBio SMRT sequencing. The regression models determined
the contribution of nitrifying bacteria to ammonium oxidation and the factors influencing
their abundance and activity. The main factors influencing the nitrifying bacteria
abundance were organic load, volatile suspended solids concentration, dissolved oxygen
and temperature. The activity of nitrifying bacteria also was influenced by phosphorous
loading rate. This study revealed that ozone concentration was the main factor determining
the low ammonium removal performance. These models helped to improve our
understanding of the nitrification process in each WWTP and highlight the importance of
nitrifying bacterial community structure in nitrogen removal performance. The results
establish that the molecular techniques for the identification and quantification of the
nitrifying populations, combined with respirometry and the multivariate ordering models
used in this thesis, are a reliable tool for the monitoring and control of the nitrification
process. The results of this thesis suggest that the measurement of active volatile
suspended solids by means of second-generation ATP determination techniques can

improve calculation of the most common design and control parameters of WWTPs.
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1.1 ANTECEDENTES

Uno de los grandes retos de nuestro tiempo consiste en asegurar la conservacion y
la regeneraciéon de los recursos naturales. El agua es un factor determinante para el
desarrollo de la vida, ademds cumple importantes funciones econdmicas, sociales y
ambientales. Aunque no es un recurso escaso, esta distribuido de manera poco homogénea
y solo una pequefia proporcion se encuentra disponible para su uso. La demanda global de
agua ha aumentado proporcionalmente con el crecimiento de la poblacién, el aumento del
desarrollo econémico y los patrones de consumo. Asi mismo, se ha producido un
incremento en la cantidad y la carga contaminante de los vertidos generados. La
conjuncion de estos factores ha causado alteraciones en la dinamica de los ecosistemas, ya
que afectan tanto a su capacidad de autodepuracion, como a la renovacién y redistribucién
del agua dentro del ciclo hidrolégico. Esta situaciéon provoca que preservar la calidad y
cantidad de agua, necesaria para satisfacer la demanda actual y futura, requiera cada vez de
ingenierfa mas compleja y tratamientos mas eficientes, que aporten soluciones

econOmicamente viables.

En las dltimas décadas, el creciente interés por la protecciéon de este vulnerable
recurso ha motivado el desarrollo de politicas basadas en la eficiencia, reutilizaciéon y
reciclado del agua. Estas se han traducido principalmente en la aplicaciéon de herramientas
legislativas para el control de vertidos, encaminadas a la reduccién de la carga contaminante
de los mismos. En el afio 2000 la Unién Europea establecié un marco comunitario para la
proteccion y gestion del agua (Directiva Marco 2000/60/CE), cuyo objetivo es proteget el
estado ecologico de las masas de agua continentales, aguas de transicién, aguas costeras y

aguas subterraneas.

Desde hace mas de cien afios las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDAR) tiene un papel fundamental en este desempefo, ya que son las encargadas de
minimizar el impacto de los vertidos en el medio receptor. En estas instalaciones se han
buscado nuevas configuraciones y tecnologias para hacer frente a los estandares de vertido
reglamentarios, por lo que se han convertido en un instrumento esencial para la proteccion
del medio ambiente. La mayor parte de las EDAR emplean procesos biologicos para la

degradacion de la materia organica, eliminaciéon de nutrientes, sélidos en suspension y
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microorganismos patdégenos, que son los principales compuestos contaminantes de las
aguas residuales urbanas (ARU). Los sistemas biolégicos de tratamiento de aguas residuales
estan basados en la explotacion de la actividad concreta de determinados grupos de
microorganismos. El conocimiento sobre la estructura de la comunidad microbiana y su
relacién con las condiciones ambientales y de proceso, son esenciales para el desarrollo y la

optimizacioén de los sistemas biologicos.

La eliminacién de nutrientes suscita un especial interés entre los diferentes tipos de
tratamientos que se incluyen o se han de incorporar a las EDAR, debido a los problemas
de toxicidad y eutrofizaciéon que su vertido causa en rios, lagos y costas. El incremento de
la concentraciéon de nitrégeno en las corrientes de agua, debido al aporte derivado de la
actividad antropogénica, es una de las principales causas de esta problematica en la
actualidad. Han sido wvarias las iniciativas legislativas comunitarias relacionadas con la
proteccion de los ecosistemas acuaticos frente a la problematica de la eutrofizacion y la

gestion mas eficiente del agua.

- Directiva 2000/60/CE del Patlamento FEuropeo (Directiva Marco
2000/60/CE), cuyo obijetivo es proteget el estado ecoldgico de las masas de
agua continentales, aguas de transicién, aguas costeras y aguas subterraneas.

- Directiva 91/271/CEE del Consejo, de 21 de mayo de 1991, sobre el
tratamiento de las aguas residuales urbanas; modificada por la Directiva
98/15/CE de la Comisién de 27 de febrero de 1998 en la que se establece la
obligaciéon de disponer de sistemas colectores y tratar las ARU y aguas
residuales industriales (ARI), asi como los limites de vertido de los
contaminantes procedentes de EDAR. La Directiva 91/271/CEE fue
transpuesta al ordenamiento espafiol a través del Real Decreto Ley 11/1995
de 20 de Diciembre, en el que se define el concepto de zona sensible a la
eutrofizacion haciendo referencia a la importancia de eliminar nutrientes,
especialmente nitrégeno y fésforo.

- Directiva 91/676/CEE para la proteccion de las aguas contra la
contaminacion producida por nitratos procedentes de fuentes agricolas.

- Real Dectreto 1620/2007 de 7 de diciembre, por el que se establece el

régimen juridico de la reutilizacion de las aguas depuradas. Este Real
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Decreto tiene como objetivo aumentar la disponibilidad de los recursos
hidricos, permitiendo disponer del agua residual depurada como recurso

alternativo en determinados sectores.

Debido a la importancia que ha adquirido la eliminaciéon de nitrégeno en las
corrientes de agua residual, la nitrificacion en las EDAR se ha convertido en uno de los

procesos clave de la depuracion.

1.2 TRATAMIENTOS CONVENCIONALES PARA LA DEPURACION DE AGUAS
RESIDUALES

Los procesos biologicos aplicados al tratamiento de las aguas residuales se pueden
dividir en varios tipos, dependiendo si el tratamiento se lleva a cabo en sistemas de cultivo

en suspension, en soporte fijo o combinacién de ambos (Tchobanoglous e a/., 2003).

Cuando hablamos de procesos de tratamiento de cultivo en suspensiéon nos
referimos principalmente a los sistemas de fangos activos. Este sistema es el tratamiento
biolégico mas habitual en la depuracion de las ARU y ARI asimilables a urbanas, y fue
desarrollado en Inglaterra en 1914 por Ardern y Lockett. Este proceso se basa en mantener
un cultivo biolégico en suspensiéon en un reactor aireado. La suspensién formada es
denominada fango activo y es la responsable del proceso de depuracion. La configuracién
basica del proceso de fangos activos consta de un reactor donde se mantiene un cultivo
microbiano en suspension capaz de asimilar la materia organica y otros contaminantes
presentes en el agua residual. Para ello requiere de un sistema de aireacion y agitacion, que
suministre el oxigeno demandado por los microorganismos encargados de la depuracion,
evite la sedimentacion de los fléculos en el reactor y permita la homogeneizacion del fango
activo. Al cabo de un periodo de tiempo determinado, y una vez que el sustrato ha sido
suficientemente oxidado, el licor mezcla se envia a un tanque de sedimentacion,
denominado decantador secundario, donde se separa del agua depurada (Figura 1). Una
parte de la biomasa decantada se recircula al reactor para mantener una concentracion de
microorganismos adecuada, mientras que el resto del fango se extrae del sistema para evitar
una acumulacién excesiva de la biomasa, controlando de esta manera el tiempo medio de

retencion celular.
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DECANTADOR SECUNDARIO
A4

AFLUENTE

TANQUE OXICO

Figura 1. Esquema basico del proceso de fangos activos.

El proceso de fangos activos ha sido desarrollado principalmente para la
eliminaciéon de la materia organica y de los nutrientes (nitrégeno y fésforo), alternando
etapas aerobias, anoxicas y anaerobias. Los microorganismos, principalmente bacterias,
convierten la materia organica y los nutrientes en compuestos mds simples y en nueva

biomasa.

La principal caracteristica de los procesos de tratamiento de cultivo fijo o soporte
solido es que utilizan un material inerte que actia como soporte, sobre el cual se adhieren
los microorganismos formando una biopelicula. El soporte puede encontrarse fijo en un
reactor, en el que el agua residual fluye progresivamente a través del mismo de forma
vertical, o puede girar alrededor de un eje moviéndose dentro del agua afluente. Esto da
lugar a los dos tipos fundamentales de tratamientos mediante cultivo fijo: filtros

percoladores y contactores biologicos rotatorios.

1.3 DEFINICION DE LOS PRINCIPALES PARAMETROS OPERACIONALES
DE DISENO EN EDAR

La concentracion de solidos suspendidos en el licor mezcla (SSVLM) y el tiempo de
retencion celular (TRC) son los parametros basicos de disefio en EDAR. Ademas de estos
el tiempo de retencién hidraulico (TRH), la carga masica y la concentraciéon de oxigeno
disuelto (OD) se utilizan habitualmente para el control de proceso en la explotacion diaria

de las instalaciones.
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La carga masica (CM) representa la materia organica biodegradable (DBOs) que
llega diariamente al tratamiento bioldgico en relaciéon con la masa de fangos en el reactor,
expresada en forma de SSVLM. En este caso la CM representa una aproximacion de la
relacion entre el sustrato disponible y los microorganismos presentes, ya que los SSVLM
también incluyen los solidos volatiles inertes. La limitacion mas importante de este
parametro operacional se encuentra en el tiempo necesario para el calculo de la DBOs (5
dias), haciéndolo poco operativo y practico en las EDAR, pues no permite realizar
maniobras en planta con suficiente antelaciéon. La DQO en ocasiones puede ser utilizada
para estimar la DBOs después de una operacion fisica unitaria, como por ejemplo la

decantacién primaria, por ser un parametro de determinacién mas rapida.

El TRC representa la relacion expresada en dfas entre la masa de fango en el reactor
y la masa de fangos eliminada diariamente de la instalacién. Dicho parametro aproxima el
tiempo de medio de permanencia de los microorganismos en la EDAR, ya que estos
permanecen en la EDAR al ser decantados y recirculados al reactor, hasta que salen por la

corriente de purga de fangos en exceso.

El TRH se define como el tiempo que permanece un volumen del afluente en
cualquier operacién fisica unitaria o proceso biologico y varia en funcidon del caudal de
entrada. Se trata de un parametro de control operacional muy utilizado en decantacién
primaria y secundaria. En el proceso biolégico su calculo es util para estimar los tiempos
disponibles para la eliminacion de la fracciéon soluble de la materia organica.
Conceptualmente dicha variable influye de forma directa en la CM, ya que condiciona el

tiempo de contacto del sustrato con el aceptor de electrones.

El OD en el reactor es un parametro fundamental para la operacion del proceso de
depuracién. Valores elevados de OD causan un gasto energético innecesario, mientras que
valores bajos pueden originar una depuraciéon insuficiente. Por ello, la monitorizacion del
OD es primordial para una explotacion sostenible y el ajuste de los niveles necesarios para

el cumplimiento de los objetivos en la depuracion.

La temperatura viene impuesta principalmentee por la estacionalidad y depende del
tamafio del reactor, del sistema de aireacién y la situacion geografica. LLa monitorizacion de

este parametro es clave para la regulaciéon del resto de parametros operacionales del
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sistema, como la CM o el TRC, ya que la actividad de los microorganismos esta

condicionada por la temperatura.

1.4 EL CICLO DEL NITROGENO

El nitrégeno es un elemento esencial para los organismos vivos y el principal
nutriente limitante de la vida en nuestro planeta. Es por ello que el ciclo biogeoquimico del
nitrégeno es uno de los ciclos de nutrientes mas importantes en los ecosistemas. La
quimica del nitrégeno es compleja debido a los numerosos estados de oxidacién en los que
se puede presentar. Ademads, hay que tener en cuenta que el cambio de su estado de
oxidacion también puede ser llevado a cabo por organismos vivos. Principalmente son
bacterias las que mantienen este ciclo al metabolizar compuestos de nitréogeno organicos e
inorganicos. Estos microorganismos crean complejas redes metabolicas que regulan la
disponibilidad del nitrogeno en sus diferentes formas. Las investigaciones mas recientes
apuntan a que los microorganismos transformadores de nitrégeno son metabolicamente
versatiles, por lo que su clasificacion como meros nitrificadores, desnitrificadores y clases

similares esta siendo cuestionada (Kuypers e al., 2018).

Aunque la mayoria de los organismos dependen de formas de nitrégeno mas
biodisponibles, como el amonio y el nitrato para su crecimiento, la mayor parte del
nitrégeno se encuentra en la atmosfera. En la atmosfera este elemento se presenta en
forma diatémica y estado gaseoso a temperatura y presion ordinaria; en su forma elemental
es relativamente inerte. El nitrégeno atmosférico es fijado a través de procesos biolégicos,
aunque en ocasiones también es transformado como resultado de procesos quimicos
espontaneos. Los organismos responsables de esta fijaciéon son bacterias simbidticas como
Rhbizobium, las Cianobacterias, bacterias de vida libre como _Azvbacter y algas, que
transforman este nitrégeno en nitrégeno inorganico asimilable por otros seres vivos (NHJ

NO3 y NO3).

En el suelo el nitrégeno se encuentra principalmente en forma organica debido a la
descomposicién y a los procesos metabolicos de plantas y animales. El nitrégeno organico
pasara a nitrégeno amoniacal tras la mineralizacion. La materia proteica no asimilable es

convertida en gran medida a amonio por la accién de las bacterias saprofitas, bajo
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condiciones aerobias o anaerobias. El amonio liberado puede ser usado por las plantas para
producir proteinas y el sobrante tras esta asimilacion puede ser oxidado por las bacterias
nitrificantes. En el suelo, los nitratos producidos durante el proceso de nitrificacion,
pueden servir como fertilizantes para las plantas y, los que se producen en exceso, pueden

acabar en el agua principalmente a través de la percolacién y la escorrentia.

En el medio acuatico el nitréogeno se encuentra mayoritariamente en forma de
nitrégeno amoniacal o nitrégeno nitrico, aunque también puede estar presente como 6xido
nitroso y nitrégeno organico incorporado a sustancias organicas. La cantidad de nitrégeno
en las masas de agua ha aumentado debido al uso de fertilizantes nitrogenados empleados
en la agricultura, llegando a causar la contaminaciéon de los recursos superficiales y
subterraneos. En estos casos el nitrato es la forma predominante por tratarse del

compuesto mas estable.

Tanto en el suelo como en el agua, la proporcion entre las formas del nitrégeno en
sus diferentes estados de oxidaciéon depende, en gran medida, de los procesos de

nitrificacion y desnitrificacion.

Bajo condiciones andxicas los nitritos y nitratos son reducidos a través del proceso
de desnitrificacion a nitréogeno gas, que regresara a la atmoésfera. En la actualidad existen
otros focos de emision de compuestos nitrogenados originados por actividades
antropogénicas como la quema de combustibles fosiles y los procesos industriales como la

fabricaciéon de abonos y amoniaco.

Las redes de transformaciéon de nitrégeno microbiano (Figura 2) atentan vy
exacerban el cambio global inducido por el hombre. Producen y consumen el 6xido nitroso
de los gases de efecto invernadero, conducen a la eutrofizaciéon de los sistemas acuaticos vy,
al mismo tiempo, eliminan el nitrégeno de las aguas residuales. Ademads de estas existen,
todavia por descubrir, numerosas reacciones de transformacion del nitrégeno
termodinamicamente factibles, asi como los microorganismos que las catalizan y las vias

bioquimicas involucradas (Kuypers ¢7 al., 2018).
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Nitrificacion (Comammox)

NOz‘
Nitrificacién\

Oxidacion Oxidacion
del amonio del nitrito

Asimilacion

Mineralizacion Biomasa

NH,’ DNRA NO;”
Asim.Reduccion
del nitrato
) N NO Asim./Disas?rln.
Fijacion Reduccion
N, Anammox del nitrato

A3
N,O_
Desnitrificacion NO~  NO,-

Figura 2. Ciclo del nitrégeno (Traducido de Daims et al., 2016)
Anammox, oxidacién anaerobia del amonio; DNRA, reduccion desasimilatoria del nitrito a amonio; asim.,
asimilatoria; disasim., desasimilatoria.

1.4.1 Alteraciones en el ciclo del nitrégeno

En la actualidad, el ciclo biogeoquimico del nitrégeno se ha visto alterado por los
efectos de las actividades antropogénicas. El aumento de los focos de vertido y/o emisién
de nitrégeno ha aumentado vertiginosamente en las dltimas décadas. Estos incrementos
son consecuencia de las actividades industriales, agricolas y domésticas. Algunos efectos, de
los que ya tenemos evidencias, son el aumento de la concentraciéon de 6xidos de nitrogeno
en la atmésfera, contaminacioén de acuiferos por nitratos, toxicidad en el medio acuatico y

los problemas de eutrofizacién en las masas de agua y agotamiento del OD (Van Hulle ez

al, 2010).

La eutrofizaciéon se puede definir como el incremento progresivo de productores
primarios (cianobacterias, algas y plantas) debido a la alteraciéon de alguno de los factores
que limita su crecimiento: temperatura, luz o nutrientes. La eutrofizaciéon es un proceso

natural consecuencia de la propia evolucién del ecosistema, sin embargo, este proceso
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puede ser acelerado por la acciéon antropica. Los problemas de eutrofizacion mas
frecuentes suelen ser causados por la presencia de compuestos de nitrégeno y fésforo, ya
que la disponibilidad de fuentes adecuadas de estos nutrientes a menudo limita la
productividad primaria. El aporte de nutrientes origina un incremento de la productividad
en todos los niveles de la cadena alimentaria, que tiene como consecuencia el consumo del
OD del medio. La reducciéon del OD origina condiciones anodxicas, que provocan un
empeoramiento progresivo de las caracteristicas fisicoquimicas del agua. Algunas de las
alteraciones causadas por la eutrofizacion son el incremento masivo de algas, el cambio de

especies presentes y descenso de la diversidad del ecosistema, aparicion de turbidez y color.

El control de la eutrofizacion se basa en reducir la carga de nutrientes aportados a
las masas de agua y en llevar a cabo acciones encaminadas a paliar sus efectos sobre la
misma. Los métodos para reducir el foésforo en las aguas residuales pueden ser:
tratamientos biologicos convencionales, o bien tratamientos fisicoquimicos en los que se
precipita el fésforo con agentes quimicos. En el apartado 1.5 “Sistemas para la eliminacién
de nitrégeno en las aguas residuales” se explican con detalle los sistemas para la eliminacién

del nitrégeno en las corrientes de agua residual.

1.4.2 El nitrégeno en las aguas residuales urbanas

El nitrégeno en las aguas residuales urbanas procede principalmente de la
metabolizacion de las proteinas del cuerpo humano. Fundamentalmente aparece como
nitrégeno organico, nitrégeno amoniacal y nitrégeno nitrico. El sumatorio de estos
compuestos da como resultado el nitrogeno total (Tabla 1), su concentracion habitual en

las ARU esta en torno a los 40 mg/L (Tchobanoglous ¢ al., 2003).

El nitrégeno amoniacal y el organico tienen mayor importancia desde el punto de
vista de la depuracién de aguas. Esto es debido a que provocan demandas de oxigeno en el
medio acuatico, por tratarse de formas susceptibles de oxidaciéon natural. La suma de
ambas fracciones se denomina nitréogeno Kjeldahl. El nitrégeno organico mayoritariamente
procede de la materia celular, donde se encuentra principalmente en las proteinas y en la
urea. Hste es degradado a nitrégeno amoniacal por la actividad de las bacterias
amonificantes. Su concentracion habitual en las ARU suele variar entre 12 y 50 mg/L

(Tchobanoglous ¢ al, 2003), mientras que en las aguas residuales industriales o los
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lixiviados puede alcanzar concentraciones supetiores a 2000 mg/L (Ganigué e al, 2007).
En disolucién acuosa el nitrégeno amoniacal puede estar en forma de amoniaco (NH3) o
en su forma ionizada (NH4") siendo esta ultima la forma predominante en las aguas

residuales debido al pH caracteristico de las mismas.

A las formas de nitrito y nitrato se les denomina nitrégeno nitrico. El nitrégeno
nitrico aparece mayoritariamente como nitrato debido a que el nitrito es facilmente
oxidable a nitrato, y este es empleado como aceptor cuando el oxigeno es escaso, como
suele ser habitual en los sistemas de alcantarillado debido a la fuerte demanda de oxigeno

que ejerce la materia organica.

Tabla 1. Fraccionamiento del nitrégeno en las aguas residuales.

NITROGENO TOTAL (NT)
N-KJELDAHL

N-NITRICO
(<1%)

NITRITO NITRATO

N-ORGANICO N-AMONIACAL
(40%) (60%)
SUSPENDIDO | SOLUBLE

1.5 SISTEMAS PARA LA ELIMINACION DE NITROGENO EN LAS AGUAS
RESIDUALES.

La eliminacion del nitrégeno de las corrientes de agua residual es uno de los retos
cientificos y tecnolégicos mas importantes de la bioingenieria ambiental. En las dltimas
décadas se han desarrollado numerosas tecnologias que permiten reducir de forma eficiente
su vertido medio y con ello los impactos derivados que genera. Estos procesos pueden ser

tanto fisicoquimicos como biol6gicos.

Los métodos fisicoquimicos clasicos utilizados son (1) el intercambio idnico
selectivo, donde el amonio es eliminado utilizando un intercambiador idnico como la
zeolita natural; (2) el stripping, donde la eliminacién del amonio se produce gracias al
burbujeo del aire en el agua previa basificaciéon del medio; (3) 1a cloracién al breakpoint,
donde el nitrégeno es oxidado a nitrogeno gaseoso con HCIO. Estos métodos suelen
utilizarse unicamente como tratamiento terciario en las EDAR debido a los elevados costos

de operacion que conllevan.
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Los métodos biologicos para la eliminaciéon de nitrégeno estan ampliamente
extendidos y han sido las tecnologias mas utilizadas durante los dltimos 50 afios. En las
EDAR el nitrégeno puede ser eliminado por diferentes vias. En primer lugar el amonio es
empleado como nutriente para la sintesis de material celular. Se estima entre 10% y 30% el
consumo de nitrégeno para el crecimiento de la biomasa en los sistemas de fangos activos.
Si existe decantacion primaria, esta alcanza a eliminar entre un 5%-10% del nitrégeno en
forma de nitrégeno particulado. Pero estos porcentajes de eliminacién siguen siendo
insuficientes para el cumplimento de los requisitos de vertido. Por esta razén se aplican

otros procesos de depuracion que permiten aumentar el grado de eliminacion.

El proceso biolégico mas utilizado para este fin es el proceso de nitrificacion-
desnitrificacion via nitrato, mediante el cual el amonio es oxidado a nitrato (nitrificacion) y
posteriormente el nitrato es reducido a nitréogeno gas y otros compuestos nitrogenados

(desnitrificacién).

La nitrificacion consiste en la oxidacion secuencial del amonio a nitrato en presencia
de oxigeno, este proceso se explica con detalle en el apartado 1.9 “Bioquimica del proceso
de nitrificaciéon”. Durante la desnitrificacion el nitrato producido en la etapa anterior se
reduce a nitrégeno gas bajo condiciones anodxicas. Los microorganismos mas comunes
relacionados con este proceso son Thauera, Paracoccus, Azoarcus, Hyphomicrobium, Pseudomonas,
Alcaligenes y Bacillus, que utilizan materia organica como fuente de carbono y energia, y el

nitrato como aceptor final de electrones.

Existen diversos métodos biologicos para la eliminacién del nitrégeno presente en
las aguas residuales. Entre ellos destaca el proceso de nitrificacién-desnitrificacion por ser
el mas utilizado actualmente. En la Figura 3 se muestran las transformaciones que tienen

lugar en el proceso de nitrificacion-desnitrificacion via nitrato en las EDAR.
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N
Nitrégeno organico
(proteinas, urea)

~
= o ) Asimilacién Nitrégeno organico Nitrégeno organico
Nitrdgeno amoniacal -
(celulas bacterianas) (crecimiento neto)
J
T Lisis y autooxidacion
0, —=-M
tg ( )
_§ Nitrito
g L )
Z
0., ---» Carbono
2 I organico
4 ) :
Nitrato — = Nitrégeno gas
— | ) Desnitrificacion

Figura 3. Transformaciones del nitrégeno en el proceso de nitrificacién-desnitrificacién via nitrato. Adaptado
de (Tchobanoglous et al., 2003).

Este sistema se ha aplicado en diferentes tipos de procesos convencionales de
depuracién empleando diferentes configuraciones. El proceso de nitrificacion-
desnitrificaciéon se ha aplicado tanto en sistemas de en cultivos de suspensiéon como los
fangos activos, reactores de membrana (MBR), sistemas granulares y reactores secuenciales
(SBR), como en sistemas con soporte fijo como los biodiscos, biofiltros o los contactores

biolégicos rotatorios.

Los organismos involucrados en la nitrificacion y la desnitrificaciéon tienen
diferentes requisitos de oxigeno y metabolicos. Es por ello que, los procesos para la
eliminaciéon conjunta de nitrégeno y materia organica se realizan en reactores separados o
en periodos de tiempo diferentes, para el establecimiento de condiciones aerobias
(nitrificacién) y anoxicas (desnitrificacion). A continuaciéon se resumen las principales

caracteristicas de los sistemas mas habituales.

El sistema Ludzack-Ettinger (Figura 4) esta compuesto por dos reactores en serie. El
primer reactor, donde tiene lugar la desnitrificacion, es anéxico. En esta etapa se utiliza el
carbono presente en el agua residual afluente como sustrato (donador de electrones) y los
nitratos como aceptores de electrones. En este proceso se degrada la mayor parte de la

materia organica y el nitrito es reducido a nitrégeno gas (desnitrificacién). El segundo
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reactor se mantiene en condiciones aerobias y en €l se produce principalmente la oxidacién

del nitrégeno amoniacal a nitrato (nitrificacion).

El sistema Ludzack-Ettinger modificado (Figura 5) mantiene la misma configuracion
que el anterior, pero se le aflade una recirculacion interna. Esta corriente permite enviar los
nitratos generados en la zona aerobia a la zona anéxica mejorando los rendimientos del
proceso de desnitrificacion. En ambas configuraciones los fangos sedimentados en el

decantador secundario son recirculados al reactor andxico (recirculacion externa).

El esquema Wuhrman (Figura 6) es similar al sistema Ludzack-Ettinger, pero en este
caso el reactor aerobio precede al reactor anoxico. Esta configuracion aumenta los
requerimientos de oxigeno en la primera etapa, ya que en el esquema Ludzack-Ettinger la
materia organica es eliminada en la etapa anodxica, mientras que en esta configuracion lleva
asociada un consumo de oxigeno. Ademads provoca que, en algunas ocasiones, sea necesaria

una fuente de carbono externa para el proceso de desnitrificacién posterior.

. ! DECANTADOR SECUNDARIO

V V b q : ﬁ
‘
AFLUENTE o

TANQUE ANOXICO TANQUE OXICO

4

’!L—Q

Figura 4. Esquema Ludzack-Ettinger

& DECANTADOR SECUNDARIO
b 4

AFLUENTE &

TANQUE ANOXICO TANQUE OX1CO

Figura 5. Esquema Ludzack-Ettinger modificado
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DECANTADOR SECUNDARIO
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Figura 6. Esquema Wuhrman

Para conseguir que el proceso de nitrificacion y desnitrificacién ocurra en un mismo
reactor el sistema convencional de fangos activos puede ser operado en ciclos. La
operacion en ciclos consiste en la alternancia de las condiciones aerobias y anodxicas en el
mismo reactor durante periodos variables de tiempo. Estos sistemas permiten obtener
elevados rendimientos de eliminacién con aportes menores de oxigeno que las
configuraciones basadas en varios reactores (Mota ¢z al, 2005), incluso para sistemas con
altas cargas de nitrogeno (Cheng y Lui, 2001). En estos sistemas la relacion aireacion/no
aireacion es un factor clave de operaciéon. De manera convencional, los ciclos anéxicos

suelen durar 1/3 de los ciclos 6xicos, no superando los 60 minutos de duracion.

El sistema IFAS (Integrated fixed-film activated sludge) es una combinacioén de
cultivo en suspension y cultivo soporte fijo. En esta configuracion se afiade un medio fijo
al reactor aerobio convencional de fangos activos. Los medios fijos pueden ser tanto
estaticos o moviles, asi como también pueden estar suspendidos. El objetivo de esta
configuraciéon es mantener una poblacion nitrificante permanente en medio fijo que no sera
eliminada con la purga de fangos en exceso. De esta manera la nitrificacion se produce
independientemente del TRC del cultivo suspendido, ya que este no es eliminado con la
purga de fangos. Este sistema permite aumentar la capacidad de tratamiento y ratio de
nitrificacion de los sistemas de fangos activos existentes, en lugar de aumentar el tamafio de
la planta. Estas condiciones hacen que este sistema sea particularmente beneficioso para las

aguas residuales a baja temperatura (10-15 °C).

Otro de los sistemas que permiten realizar la nitrificacién-desnitrificacion en un

mismo reactor son los sistemas aerobios granulares (Figura 7). En estos sistemas el proceso
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de fangos activos se opera para favorecer las condiciones de formaciéon de particulas de
rapida sedimentacién. En estas particulas, denominadas granulos, se agrupan las
poblaciones de microorganismos heterétrofos, nitrificantes, desnitrificantes y acumuladores
de féstoro (PAO). Las ventajas de estos sistemas son la rapida sedimentaciéon y que
permite mayores concentraciones de solidos del reactor y, por tanto, disminuyen las

necesidades de espacio de los sistemas convencionales.

ZONA AEROBIA
Oxidacion de la
materia organica y ) .
nitrificacion Autétrofos aerobios
Nitrificacion

ZONA ANOXICA Y ANAEROBIA
Desnitrificacion
Eliminacion de fosforo

Autobtrofos andxicos
Desnitrificacion

PAO: Anaerobias

Eliminaciéon de fosforo

Figura 7. Representacidn esquemética de las capas estructurales de los granulos aerobios.

El proceso de nitrificacion-desnitrificacion via nitrato ha sido ampliamente utilizado
en los sistemas de tratamiento de ARU por su elevada eficiencia en el tratamiento de
efluentes con elevadas concentraciones de materia organica. Sin embargo, en corrientes
pobres en materia organica y elevadas concentraciones de amonio la nitrificacién y
desnitrificaciéon autétrofa resulta una via mas eficiente (Gonzalez-Martinez ef al., 2011).
Estas técnicas estan basadas en la versatilidad de los microorganismos del ciclo del
nitrégeno. Su desarrollo, producido principalmente en los ultimos 30 afios, ha sido
motivado por las exigencias de vertido y la evolucion de las técnicas moleculares. Estos
avances han permitido aumentar el rendimiento de las instalaciones de eliminacién
biolégica de nitrégeno, principalmente de aquellas que tratan efluentes con elevadas
concentraciones de amonio. Estos sistemas estan basados en la nitrificacion parcial y la

oxidacién anaerobia del amonio.

Durante la nitrificacién parcial el nitrégeno amoniacal se oxida parcialmente hasta
nitrito y la formacioén de nitrato es inhibida forzando la desnitrificaciéon via nitrito. Estos

sistemas utilizan temperaturas elevadas para favorecer en mayor medida el crecimiento de
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las bacterias oxidantes del amonio (BOA) (Hellinga ¢ 4/, 1998). Son sistemas adecuados
para el tratamiento de efluentes con concentraciones de nitrogeno superiores a los 500
mgN/L. Su temperatura éptima de operacion esta en torno a los 35° y su pH entre 6.8 y

7.2.

El sistema de nitrificaciéon parcial se combina frecuentemente con la oxidacion
anaerobia del amonio. Las bacterias anammox (eliminacién anaerobia del amonio) eliminan
el nitrégeno autétrofamente mediante la combinacion de amonio y nitrito para formar
nitrégeno gas. Para ello el nitrito es reducido a nitrégeno gas utilizando el nitréogeno
amoniacal como dador de electrones (Mulder, 1992; van Loosdrecht y Jetten, 1998). Esta
reaccion es principalmente llevada a cabo por bacterias de los géneros Brocadia, Kuenenia,

Anammoxoglobus, Jettenia (origen agua dulce) y Scalindua (origen marino) (Jetten e al, 2009).

En los sistemas de nitrificaciéon parcial los requerimientos de oxigeno y las cargas
organicas son menores que en la nitrificacién-desnitrificacion via nitrato. Estas condiciones
permiten obtener mejores rendimientos de eliminacién de nitrégeno para el mismo aporte
de oxigeno y para la misma carga organica. La combinacién del proceso de nitrificacién
parcial y el proceso anammox posibilita la conversion directa del nitrégeno amoniacal en
nitrégeno gaseoso. Este proceso permite acortar el camino para la eliminacién completa de
nitrégeno minimizando los costes de aireacion del proceso convencional. Sin embargo, el
establecimiento de un metabolismo anammox estable y la inhibicién de las bacterias
oxidantes del nitrito (BON), requiere de condiciones de operacién muy precisas, como la
relacion estequiométrica amonio/nitrito, control de la concentracion de OD y temperatura.
Otro de los inconvenientes a resolver para la aplicacion de estas técnicas son las diferencias
fisiologicas de los dos grupos de bacterias involucrados (BOA y anammox). Para salvar
estos inconvenientes se han desarrollado diferentes sistemas. La configuracion mas habitual
es la realizacion secuencial del proceso de nitrificaciéon parcial y anammox en reactores
separados. Este enfoque de dos pasos ha demostrado ser eficiente en varias instalaciones a
escala real (Lackner ez al, 2014). En el proceso CANON (Completely Autotrophic Nitrogen
Removal over Nitrite) las BOA coexisten con las bacterias anammox en un solo reactor
(Sliekers e al., 2002). Para ello se establecen unas condiciones limitadas de oxigeno en el

reactor que desfavorecen el crecimiento de las BON. El principal inconveniente de este
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proceso son los elevados requerimientos de control necesarios para su operacion

(Kalyuzhnyi ¢ al., 20062).

Una de las primera configuraciones desarrolladas para la aplicaciéon de esta
tecnologia fue el proceso OLAND (Oxigen-Limited Autotrophic nitrification-
denitrification). Este proceso consiste en un reactor aerobio con condiciones de oxigeno
limitadas, y provisto de un contactor biolégico rotativo, el cual contiene una estructura de
biopeliculas (Siegrist ez al, 1998). En este proceso el amonio es parcialmente oxidado a
nitrito por BOA en la capa de biopelicula aerobia. Posteriormente el amonio y el nitrito se
difunden en la capa anodxica mas profunda de la biopelicula, donde el nitrito es usado como

aceptor de electrones por las bacterias anammox.

Se han desarrollado otros sistemas que no requieren de una producciéon de nitrito
en condiciones aerobias. Uno de ellos es el proceso DEAMOX (Denitrifying Ammonium
Oxidation) (Kalyuzhnyi ez al., 2006b). En este proceso el sulfuro se utiliza como dador de
electrones para la generacion de nitrito a partir de nitrato dentro de un biofilm anaerobio.
Este proceso presenta varios inconvenientes, como la participaciéon de demasiados
reactores y la presencia de sulfuro, que puede inhibir la actividad de la poblacién de

anammox (Russ e# al, 2014).

1.6 BIOQUIMICA DEL PROCESO DE NITRIFICACION

La nitrificacién consiste en la oxidacion biolégica secuencial del amonio a nitrato
catalizada principalmente por organismos procariotas quimiolitoautétrofos (Prosser, 1989).
Estos organismos emplean carbono inorganico para la sintesis celular, nitrégeno inorganico

para la obtencién de energia y oxigeno como aceptor de electrones.

Este proceso puede ser llevado a cabo conjuntamente por los organismos oxidantes
del amonio y los organismos oxidantes del nitrito, o bien de manera individual por los
organismos commamox (oxidacion completa del amonio), recientemente descubiertos
(Daims ez al, 2015). También existen bacterias heterétrofas capaces de realizar la
nitrificacion, sin embargo su contribuciéon a la eliminacion del amonio suele ser

despreciable, excepto en condiciones de pH extremas.
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En el primer paso de la nitrificacion los organismos oxidantes del amonio
transforman el amonio a nitrito. Son necesarias dos enzimas para catalizar este proceso: la
amonio monooxigenasa (AMO) asociada a la membrana plasmatica (Hollocher 7 4/.,1981),
que es la responsable de la oxidacién del amonio a hidroxilamina y la oxidorreductasa
hidroxilamina (HAO) asociada al periplasma (Olson y Hooper, 1983), que controla la
oxidacion de la hidroxilamina a nitrito. Las enzimas AMO y HAO son codependientes, ya
que generan el sustrato y los electrones entre si, respectivamente. Las ecuaciones 1.1, 1.2y

1.3 describen las reacciones que tienen lugar en el proceso de oxidacién del amonio.

. ., . AMO
Oxidacion del'amohlac.o a NH3 + 02 +2HY 4+ 2e” — NHZOH + HZO (1.1>
hidroxilamina
Oxidacion de la HAO
hidroxilamina a nitrito NH,0H + H,0 — NO, + S5HY + 4e~ (1.2
Oxidacién de amonio a
nivio.  NHf + 3/,0, - NO7 + 2H* + H,0 (1.3)

El nitrito es posteriormente oxidado a nitrato por las BON (Bock ez a/, 1992). Esta
reaccion es catalizada por la enzima nitrito oxidoreductasa (NXR) (Bock y Wagner, 2001).
Esta enzima se localiza en la membrana celular interna en Nitrobacter, Nitrococcus y
Nitrolancea (Spieck et al., 1996; Sorokin e al., 2012). Para el resto de BON se localiza en el
espacio periplasmico asociada a la superficie de la membrana celular externa (Spieck ez al.,
1998; Licker e al., 2010). La ecuacion 1.4 describe la reaccion de oxidacion del nitrito a

nitrato.

Oxidacién del nitrito. NO; + H,0 N_xr)' NO;3 + 2HY 4 2e~ (1.4

La reaccion completa de oxidacion del amonio a nitrato viene dada por la expresion

1.5.

Oxidacion del
amonio a nitrato

NHf + 20, -» NO3; + 2H* + H,0 (1.5)
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En el balance total de la reacciéon se produce energia que es utilizada por los

microorganismos para sus funciones de crecimiento y mantenimiento celular.

Una parte del nitrégeno amoniacal es empleada por los microorganismos como
nutriente para la sintesis de material celular. La cantidad de nitrégeno utilizada para este fin
sera equivalente a la estequiometria necesaria para el crecimiento de la biomasa producida,
independientemente del esquema de proceso que se utilice. Si consideramos la férmula
quimica de la biomasa como CsH7NOx esta reaccion puede expresarse segun la ecuacion

1.0.

Reaccién de sintesis

ol 4CO0, + HCO3 + NHf + H,0 - C:H,NO, + 50, (1.6)

La ecuaciéon 1.7 describe la reaccion global del proceso de nitrificacion.

Proceso de nitrificacién

4C0, + HCO3 + 22 NH} + 370, — CsH,NO, + 21NO3 + 20H,0 + 42H} (1.7)

En las relaciones estequiométricas de la reaccién global del proceso de oxidacion
del amonio, se observa que el incremento de biomasa por cada mol de amonio oxidado es
relativamente bajo. Por cada mol de amonio oxidado en el proceso se consumen 7,14 ¢ de
CaCOsy 4,57 g de N-NH4*. El coeficiente tipico de produccion de biomasa por gramo de
nitrogeno oxidado (Ya) es 0,1 g de biomasa/g de nitrégeno. La baja enetrgia obtenida en la
oxidacion del amonio y del nitrito hace que tanto las BOA como las BON tengan bajos

ratios de crecimiento.

1.7 BACTERIAS DEL PROCESO DE NITRIFICACION

Los organismos responsables del proceso de nitrificacion han sido objeto de
estudio desde su descubrimiento por Sergei Winogradsky en 1890. Debido al importante
papel de la nitrificacién en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno, tanto en el medio

ambiente natural, como en los sistemas de tratamiento de aguas residuales, los
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investigadores han estado tratando de comprender la ecofisiologia de los microorganismos

responsables de este proceso hasta dia de hoy.

Las bacterias nitrificantes, son organismos quimiolitoautétrofos a expensas de
compuestos reducidos de nitrégeno inorganico y respiradores aerobios por definicion.
Generalmente se caracterizan por ser bacterias de crecimiento lento y poseer sistemas
membranosos internos complejos. Estas bacterias estan ampliamente distribuidas en suelos
y agua y suelen ser muy abundantes en habitats con elevados niveles de amonio y pH
alcalino. Actualmente los organismos nitrificantes conocidos se encuentran englobados
dentro de pocos linajes filogenéticos y unicamente escasas poblaciones son las que
dominan habitualmente en las EDAR. En su mayoria pertenecen al filo Proteobacteria. Las
BOA y las BON realizan una simbiosis mutualista; el nitrito producido por las BOA es el
sustrato de las BON; el cual puede llegar a ser toxico, ya que su acumulacioén puede llegar a

inhibir el crecimiento de BOA. (Daims ¢# a/., 2000).

Tradicionalmente el proceso de nitrificacion habia sido considerado un paso de dos
etapas donde el amonio era oxidado a nitrito a por las BOA y posteriormente a nitrato por
las BON. A pesar de ello, durante mucho tiempo, se habfa especulado sobre la existencia
de organismos capaces de realizar la oxidacion completa del amonio a nitrato (Costa e# al.,
2006), debido a que energéticamente es una reaccion mas favorable. En 2015, el
descubrimiento del metabolismo comammox, en el que la oxidaciéon del amonio a nitrato
es llevada a cabo por un unico organismo (Nztrospira) (Daims ez al., 2015; van Kessel e# al.,

2015), confirmo estas especulaciones.

La capacidad de nitrificacién también ha sido observada en algunos organismos
heterétrofos. Representantes de los géneros Pseudomonas y Paracocens han sido detectados en
reactores a escala de laboratorio con un sistema de tratamiento aerobio granular y elevadas
cargas de amonio (Cydzik-Kwiatkowska, 2015). Los géneros Comamonas, Thanera, Paracoccus
y Agoarcus también fueron detectados en sistemas de tratamiento de aguas residuales

industriales con altas cargas de amonio (Wang ¢7 al., 2014; Ma et al., 2015).

A pesar de ello, la nitrificacion autétrofa sigue siendo el proceso predominante en
los sistemas del tratamiento de aguas residuales, incluso en sistemas con elevadas relaciones

C/N (Kim ez al., 2005).
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1.7.1 Las baterias oxidantes de amonio

La oxidacién del amonio puede llevarse a cabo mediante procesos aerobios y
anaerobios. Los principales representantes de estos procesos en las EDAR son las BOA,
las arqueas oxidantes del amonio (AOA) y bacterias anammox respectivamente. Como se
ha comentado anteriormente, se sabe de la existencia de bacterias heterétrofas que pueden
llevar a cado el proceso, aunque su participacion no es significativa en los procesos de

depuracion.

Las BOA junto con las AOA son las responsables de la primera etapa del proceso
de nitrificaciéon aerobia en las EDAR. La mayoria de estos microorganismos obtienen la
energfa para su crecimiento de la oxidaciéon aerobia del amonio. Sin embargo, algunos de
ellos pueden crecer tanto en condiciones aerobias, como anaerobias en funcién de la
concentraciéon de oxigeno del medio (Schmidt ez a/, 2003). En condiciones aerobias, el
producto principal de su metabolismo es el nitrito, mientras que el dinitrégeno, el nitrito y

el o6xido nitrico se producen en condiciones anéxicas.

Las BOA conocidas (Figura 8) que intervienen en los procesos aerobios pertenecen
al filo Proteobacteria, dentro del cual se engloban en las clases Betaproteobacteria 'y
Gammaproteobacteria (Purkhold ez al, 2000). Las betaproteobacterias como Nitrosomonas y
Nitrosospira (Teske et al., 1994), son las especies mas comunes en los procesos de
tratamiento de aguas residuales. Las gammaproteobacterias, en las cuales encontramos las
especies Nitrosoccocus oceani y Nitrosoccocus halophilus (Koops et al., 1990; Bothe et al., 2000),

son haléfilas y tienen escasa presencia en los procesos convencionales de depuracion.

Las proteobacterias estan ampliamente distribuidas en ambientes naturales y
artificiales. En base a su morfologia celular las BOA comprenden 5 géneros: Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibro y Nitrosolobus, pero estudios posteriores basados en la
homologia del gen 16S rRNA no dieron resultados significativos que justifiquen esta
diferenciacion, por lo que se propuso la agrupaciéon de estos dos ultimos en el género
Nitrosomonas (Head et al., 1993; Purkhold ez al, 2003). Asi mismo el género Nitrosococcus se

encuentra estrechamente relacionado con el orden Nitrosomonadales (Thandar ef al., 2016).

En la mayorfa de EDAR la oxidacién de amonio esta asociada a betaprotobacterias

del género Nitrosomonas (Purkhold ez al., 2000; Zhang et al., 2011b). Este género contiene al
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menos seis linajes distintos (Purkhold ez al, 2003): Nitrosomonas eutropha - Nitrosomonas
europaea, INitrosomonas oligotropha - Nitrosomonas nreae, Nitrosomonas communis, INitrosomonas
marina, Nitrosomonas cryotolerans y Nitrosomonas sp. La distribucion de las diferentes especies
de Nitrosomonas parece depender del sistema de tratamiento y de las variables ambientales.
Mientras que en algunos reactores domina una sola especie (Juretschko ez al., 1998) otros
sistemas pueden contener hasta 5 especies diferentes (Daims ez 4/, 2001b; Gieseke 7 al,
2003). La mayoria de los miembros del linaje N. exrgpaca son halotolerantes o
moderadamente halé6filas y tienen preferencia por las elevadas concentraciones de sustrato.
Estudios en plantas piloto y a escala real sitGan a Nitrosococcus mobilis (dentro del linaje N.
europaea) en reactores con elevadas concentraciones de amonio y sal (Juretschko ez 4,
1998), al igual que N. exropaea, que aparece con altas concentraciones de amonio (Tan e# a/,
2008) y suelen ser dominantes en reactores que tratan aguas residuales salinas (Park e 4/,
2009). Este linaje es bien conocido por su gran afinidad por el amonio, y las especies que lo
constituyen han sido reconocidas como las principales especies oxidantes del amonio en
sistemas con elevadas concentraciones de amonio (Gonzalez-Martinez ez al., 2012). Esto es
debido a la mayor afinidad de estos grupos por el amonio respecto a los valores de afinidad
de otras BOA (Martens-Habbena ez @/, 2009). Sin embargo, los miembros del linaje de IN.
oligotropha suelen ser las especies mayoritarias en las EDAR con bajos niveles de amonio

(Harms ez al., 2003; Limpiyakorn et al., 2005).

La oxidacion autétrofa de amonio también se produce en el dominio Arhaea. Han
sido numerosos los estudios acerca de la presencia de organismos del dominio Archaea en
suelos y océanos (Venter e al., 2004; Schleper et al., 2005), confirmandose finalmente que
estos organismos juegan un papel importante en la nitrificaciéon en ecosistemas marinos y
terrestres (Leininger ef al, 2006; Beman ez al, 2008). Asi mismo las AOA del filo
Crenarchaeota (Parck et al., 2006; Wells et al., 2009) y Thaumachaeota (Spang et al., 2010) han
sido detectadas en EDAR tratando aguas residuales industriales (Mulmann ez @/, 2011).
Numerosos estudios han evaluado la abundancia de estos microorganismos y su
contribucién a la eliminaciéon del amonio, tanto en sistemas naturales como antropogénicos
(Gao et al., 2014; Roy et al., 2017; Pan et al., 2018). Estudios como el de Srithep ez a/. (2018)
mediante el marcaje con C!3, confirman la contribucién de ambos grupos a la oxidacion del

amonio. Los resultados obtenidos en estos estudios son muy dispares; algunos estudios
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muestran la ausencia total de AOA (MulBlmann ez 4., 2011; Yu y Zhang, 2012), una

contribuciéon minima o igual a las BOA (Wells ez a/, 2009; Yapsakli e a/l., 2011), o un
predominio de AOA sobre BOA (Kayee ¢ al., 2016a; Bai e al., 2012; Pan et al., 2018).

Hasta el momento no se puede extraer una conclusion clara de estos estudios sobre el

papel de AOA en la oxidacion del amonio, se necesitan mas estudios para determinar en

qué circunstancias desempefan un papel importante (Ferrera y Sanchez, 2016).
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Figura 8. Principales bacterias oxidantes del amonio. Adaptado de Sanchez (2015).

DLR)ODQO3)01dDIag

Gammo-
proteo-
bocteria

Las arqueas oxidantes de amonio son mas pequefias que las BOA, tienen una

relacion superficie-volumen mas amplia (Martens-Habbena y Stahl, 2011), una afinidad mas

alta por el amonio (Martens-Habbena ez al., 2009) y son mas eficientes energéticamente que

BOA (Konneke ¢ al., 2014), lo cual ayuda a definir sus diferentes nichos en el medio

ambiente acuatico.
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1.7.2. Las bacterias oxidantes del nitrito

La oxidacién aerobia del nitrito es catalizada por bacterias autétrofas de crecimiento
lento, las cuales son un grupo filogenéticamente mas diverso que las BOA. La mayoria de
los linajes de BON son muy versatiles y se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza (ecosistemas marinos, terrestres y artificiales como las EDAR) (Figura 9). A
menudo en las EDAR, tanto en floculos como en biopeliculas, encontramos las BOA y
BON en una misma area, lo que refleja la simbiosis de ambos grupos funcionales (Maixner
et al., 2006). En general las BON son microorganismos muy dificiles de aislar de los
habitats naturales. Las especies descritas se encuentran dentro de los filos, Nitrospinae
(Watson y Waterbury, 1971), Nitrospirae (Ehrich et al., 1995), Chloroflexi (Sorokin et al., 2012)

y Proteobacteria, dentro del cual existe la mayor diversidad de BON.

Asociadas a ambientes marinos, encontramos los géneros Nitrococcus (Watson y
Waterbury, 1971) en la clase Gammaproteobacteria y el género Nitrospina. Este género fue
asignado provisionalmente dentro de la clase Deltaproteobacteria (Teske et al., 1994), aunque
esta afiliacion fue cuestionada debido a su dificultad de clasificarla inicamente con analisis
filogenéticos basados en el gen 16S rRNA (Schloss y Handelsman, 2004). Estudios
posteriores proponen la inclusiéon de este género dentro de un nuevo filo denominado
Nitrospinae (Licker et al., 2013; Spieck et al,, 2014). Esta bacteria parece ser la especie
dominante en la oxidacién del nitrito en los ecosistemas marinos (Licker ez al., 2013) y
también ha aparecido asociada a ambientes con elementos radioactivos (Weidler e# al,

2007).

Nitrobacter spp., dentro de las alfaproteobacterias, ha sido detectada tanto en habitats
acuaticos como terrestres. Algunas de las subespecies descritas han sido Nitrobacter
winogradskyz, Nitrobacter hamburgensis, Nitrobacter vulgaris y Nitrobacter alkalicus. Su temprano
descubrimiento hizo que este grupo se considerara predominante en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales (Hence e# a/, 1997). La facilidad con la que se pueden
obtener cultivos puros de este género, ha favorecido que sus constantes cinéticas hayan
sido empleadas como caracteristicas generales de las BON. Nizrobacter spp. se caracteriza
por poseer bajos tiempos de reproduccion y baja afinidad por el nitrito, aunque pueden
llegar a alcanzar rendimientos de conversiéon de nitrito mas altos que Nitrospira spp. y

Nitrotoga sp. (Nowka ez al, 2015). Su potencial de crecimiento mixotréfico y
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quimioorganotréfico (Smith y Hoare, 1968; Steinmiiller y Bock, 1976) e incluso
anaerébicamente a través de la reduccion de nitrato (Freitag e al., 1987), le da a Nitrobacter

spp. un metabolismo versatil, que puede compensar su baja afinidad por el nitrito.

El género Nitrotoga en la clase Betaproteobacteria esta ampliamente distribuido en
ambientes frios (Alawi ez al., 2007; White e a/, 2012). Su temperatura de incubacién 6ptima
esta en torno a los 17 °C, en contraste con las temperaturas de incubacién mas altas de
otras BON (28 a 37 °C). Este género ha sido detectado en suelos (Alawi ¢# al, 2007),
sistemas de agua dulce (White e# a/., 2012) y sistemas de fangos activos (Alawi e al., 2009;
Lucker et al, 2014). La especie mas representativa de este género es Nitrotoga drtica. Las
bacterias de este género se caracterizan por una actividad maxima baja (o tasa de
crecimiento) y afinidades de sustratos elevadas. El valor de la constante de semisaturacion
de Nitrotoga sp. conecta los rangos de afinidad de Nitrospira spp. y Nitrobacter spp. e indica

una mejor adaptacion de este género a concentraciones bajas de nitrito.
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Figura 9. Principales bacterias nitrito oxidantes. Adaptado de Sanchez (2015).

El género Nitrospira, se reconoce como el mas extendido en el medio ambiente,
representando un grupo monofilético dentro del filo Nitrospirae. Es un género diverso y

comprende al menos seis sublinajes filogenéticos diferentes (Liicker ez a/., 2010).
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Han sido descritas como bacterias de dificil cultivo y unicamente pocas especies han
podido ser cultivadas y aisladas. Los primeros cultivos de Nitrospira (Watson et al., 1980;
Ehrich e al., 1995) y su posterior detecciéon en plantas a escala real, mediante técnicas
moleculares no dependientes de cultivo, confirmaron que Nitrospira era un género clave en
este proceso de oxidacion del nitrito (Juretscho ez al., 1998; Daims ez al., 2001a, Spieck ez al.,
20006). Nitrospira spp. se ha detectado comunmente en suelos oligotroficos (Swanner ef al.,
2011) y aguas dulces con concentraciones de nitrito por debajo del limite de deteccion
(MuPmann e al., 2013). La primera especie descrita fue Nitrospira marina aislada del agua
del mar (Watson e# al., 1980), seguida por Nitrospira moscoviensis, la cual fue aislada a partir de
un tubo de hierro de un sistema de calefacciéon en Mosca (Ehrich ez a/, 1995) y también se

asocia a aguas dulces.

El género Nitrospira, al igual que Nitrotoga, se caracteriza por una actividad maxima
baja y afinidades de sustratos elevadas. Es por ello que las bacterias Nitrospira estan
adaptadas para vivir bajo una limitacién significativa del sustrato. Estas caracteristicas,
junto con su NXR periplasmica energéticamente favorable (Lucker ¢ a/., 2010) explican su

competitividad en los sistemas de fangos activos.

Las diferencias en la cinética de crecimiento entre las BON se pueden describir en
términos de estrategas K y r (Schramm ez al., 1999; Andrews y Harris, 1986). El género
Nitrospira (estratega K) se caracteriza por una actividad maxima baja (o tasa de crecimiento)
y afinidades de sustratos elevadas, mientras que Nitrobacter (estratega r) tienen una
capacidad de oxidacion de nitritos maxima relativamente alta y baja afinidad por el sustrato.
Estas estrategias opuestas fueron confirmadas por enfoques biotecnologicos en varios

reactores (Kim ez al., 2006; Blackburne ez al., 2007).

Hasta el momento las afinidades de nitrito determinadas no permiten diferenciacion
entre las cepas de Nitrospira de diferentes linajes filogenéticos, aunque si se han encontrado
diferencias respecto a sus tasas maximas de actividad. En el estudio de Nowka ¢ a/. (2015)
se observd que Candidatus Nitrospira defluvii fue mas competitivo, tanto a concentraciones
bajas como a concentraciones altas de nitrito, que la cepa del mismo género BS10. Este
tipo de observaciones pone de manifiesto que existen otros factores selectivos, ademas de
la concentraciéon de sustrato, que promueven el crecimiento de las diferentes especies en

los sistemas de tratamiento de aguas residuales.
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Recientemente, algunas especies que pertenecen al linaje 11 del género Nitrospira han
sido identificadas como bacterias comammox, que realizan la nitrificacion completa de

amonfaco a nitrato (Daims ez a/., 2015; van Kessel ¢z /., 2015).

El linaje II de Nitrospira se distribuye ampliamente en ecosistemas naturales y
artificiales. A diferencia de los miembros de Nitrospira que oxidan el nitrito, su genoma
alberga un conjunto completo de los tres genes que codifican las enzimas nitrificantes, es
decir, los genes para la codificacion de las enzimas AMO y HAO, para la oxidacion de
amonio y la enzima NXR para la oxidacion del nitrito. Curiosamente los genes amoA de
Nitrospira son filogenéticamente diferentes a los de las BOA convencionales (van Kessel ez
al., 2015). Algunas especies de este linaje identificadas en sistemas fangos activos han sido

Nitrospira inopinata, Nitrospira nitrificans y Nitrospira nitrosa (Wang et al., 2018).

El metabolismo comammox se propuso teéricamente sobre la base de que la
nitrificacién completa produciria mas energia que el proceso de nitrificaciéon separado en
dos etapas, y las bacterias comammox podrian lograr un crecimiento competitivo en

fléculos microbianos o biopeliculas donde los sustratos estan limitados (Costa ez af., 20006).

Son escasos todavia los estudios que han explorado su distribucién ambiental y su
importancia ecolégica en referencia a su capacidad de oxidacién del amonio (Wang ef af.,
2018; Zheng et al., 2019). La deteccion de esta bacteria se ha limitado a algunos estudios
con secuenciaciéon por metagenémica (Chao et 4/, 2016; Annavajhala ez al, 2018). Las
commamox Nitrospira detectadas hasta el momento se han limitado a ambientes
oligotroficos (Pinto ef al., 2015; Wang e# al., 2017). Su abundancia y su contribucién a la
eliminacion del amonio no ha sido esclarecida en la hasta la fecha. En el estudio de Fan ez
al. (2017) se encontré que la abundancia de commamox Nitrospira fue mas baja que la de
AOA y BOA en una EDAR convencional, mientras que commamox Nitrospira fue mas

abundante que las BOA en un sistema donde no se encontraron AOA (Pjevac ez al., 2017).

1.7.3 Principales factores que afectan a la actividad y la

abundancia de las bacterias nitrificantes en las EDAR

Las bacterias nitrificantes, y especialmente la BOA, son sensibles a los compuestos

toxicos en las aguas residuales y a la variacion de las condiciones ambientales y los
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parametros operacionales de la EDAR. La alteraciéon de estas condiciones puede inhibir
total o parcialmente la actividad nitrificante y ademas modificar la estructura poblacional de
estas bacterias. Comprender los impactos y los mecanismos de los diversos factores que
modelan la estructura de la comunidad nitrificante es de gran importancia para su

regulacion y para la mejora de los rendimientos del proceso de nitrificacion.

Las condiciones variables de una EDAR requieren una respuesta flexible de la
comunidad microbiana, que puede lograrse mediante la presencia de bacterias nitrificantes
con diferentes adaptaciones a la temperatura o concentraciones de nitrito (Kruse ef al,
2013). La estabilidad funcional y los elevados rendimientos no estin necesariamente
acompafiados de una comunidad microbiana estable. La existencia de una dinamica
poblacional diversa, frente a la presencia de un tunico linaje de un grupo funcional es una

manera efectiva de asegurar un sistema de nitrificacion estable.

Composicién del afluente al proceso

Las aguas residuales estan compuestas por multitud de diversas sustancias organicas
e inorganicas, que siguen diferentes rutas de transformacion en la EDAR. La composicion
exacta de las aguas residuales determina la composicion potencial de las especies dentro de
cada grupo funcional, ya que muchas bacterias requieren compuestos organicos especificos
para poder crecer. En el estudio de Wang ez /. (2010), se observé que las BOA mostraron
mayor diversidad en las EDAR que trataban ARU que en aquellas que tenfan procedencia
industrial, lo cual indica que la composicion del afluente tiene una gran influencia en la

estructura de estas poblaciones.

Entre los diferentes componentes de las aguas residuales la concentraciéon de
amonio es uno de los parametros clave en la dinamica poblacional de las BOA. Del mismo
modo, la concentraciéon de nitrito determina en gran medida la composicion de la
comunidad de las BON a nivel de género. A pesar de ello, numerosos estudios apuntan
que, a pesar de ser un parametro altamente influyente, no es determinante en la
composicion de estas comunidades. Por ejemplo, se ha observado que Nitrospira tue el
género dominante en ambientes con nutrientes limitados como el suelo superficial (Ke ez
al, 2013), mientras que Nitrobacter fue mas competitiva en suelos con elevadas

concentraciones de materia organica (Wertz e¢f al, 2012). Otro ejemplo es el de Ca
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Nitrospira defluvii, la cual puede competir con el género Nitrobacter con niveles transitorios
elevados de nitritos, sin embargo concentraciones elevadas permanentes favorecen el
crecimiento de Nitrobacter (Nogueira et al., 2006). Tal y como se ha visto en el apartado
anterior la distribucion de los diferentes linajes de Nitrosomas también esta influenciada por

la concentraciéon de amonio en el medio (Bollmann y Laanbroek, 2001; Otawa ef al., 20006).

Diferentes autores han demostrado que elevadas concentraciones de materia
organica tienen un impacto negativo sobre los procesos de nitrificacion, principalmente
debido a la competencia existente entre bacterias nitrificantes y bacterias heterétrofas por
el oxigeno. En términos generales, se considera que la carga organica afecta negativamente
al rendimiento de procesos de nitrificacion favoreciendo la obtencién de bajos

rendimientos de eliminacién de nitrogeno (Xia ez al, 2008). La relacion DBO5/NTK, la

cual representa la relacion entre las concentraciones de materia organica biodegradable

expresada como DBOj y la de Nitrégeno Total Kjeldahl, se ha relacionado con la fraccion

de microorganismos nitrificantes presentes en el tratamiento biolégico. Tedricamente esta

fracciéon aumenta para menores valores de esta relacion.

Las bacterias nitrificantes son inhibidas por una serie de compuestos quimicos,
tanto organicos como inorganicos. Algunos de los principales son la aliltiourea (ATU), el
cianuro potasico, el acetileno, la hidracina, el monéxido de carbono, el etanol o los
tensoactivos. Por lo que la presencia de los mismos en el afluente del proceso va a

determinar los rendimientos de eliminacién del amonio en el sistema.

El pH

El pH se considera una de las variables que tiene mayor influencia sobre la tasa de
crecimiento de las bacterias nitrificantes. Durante la nitrificaciéon existe una tendencia a
acidificar el medio debido al consumo de alcalinidad asociado a la oxidacién aerobia del
amonio y nitrito. Existe una amplia variaciéon en los efectos observados del pH sobre la
nitrificacion. En el estudio de Gonzalez e al. (2010) se observo que las tasas de nitrificacién
maxima se mantuvieron para valores de 7,2 a 9,0 aproximadamente, mientras que para
valores inferiores a 6,5 se redujeron de forma brusca. A pesar de ello, parece haber un
consenso en que el pH optimo tanto para las BOA como para las BON es neutro o

ligeramente alcalino, en un intervalo entre 7 y 8.
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Temperatura

La temperatura es un parametro clave en el metabolismo microbiano y de manera
particular en las poblaciones nitrificantes debido a su baja tasa de crecimiento (Gerardi,
2002). Es por ello que, de manera general, una baja temperatura induce varios problemas
en procesos biologicos de tratamiento de aguas residuales, especialmente en la eliminacién

biolégica de nitrégeno (Kim ez al., 20006).

La influencia directa de la temperatura en los procesos metabdlicos ha impulsado
los estudios sobre el comportamiento de las bacterias nitrificantes frente a cambios en este
parametro. Existe cierto consenso en que las temperaturas Optimas para el proceso de
nitrificacién se sittan en el rango entre 28 y 32°C en las EDAR. Asi mismo la velocidad del
proceso de nitrificacion aumenta proporcionalmente con la temperatura en rangos
mesoéfilos. En numerosas investigaciones, donde se han estudiado diferentes temperaturas,
se ha observando que el problema se produce cuando la temperatura disminuye por debajo
de 16 °C. A partir de esta temperatura la velocidad del proceso de nitrificacién se reduce
aproximadamente a la mitad (Gerardi, 2002) y consecuentemente conlleva asociada una
pérdida de la estabilidad en el sistema. En estas situaciones es necesario trabajar con
elevados tiempos de retencion celular para que el proceso pueda llevarse a cabo (Gonzalez

et al., 2010).

Park ez al. (2009) demostraron que la disminucion de la temperatura fue el factor
mas influyente en la comunidad de BOA presente en un reactor biolégico de tratamiento
de aguas residuales salinas. Asi mismo, demostraron que la reduccién afecté a la actividad
nitrificante y produjo cambios en la composicion de las especies de la comunidad de BOA.
Estas observaciones coincidieron con las de Siripong y Rittman (2007), en su estudio se
examind la diversidad de comunidades nitrificantes en las siete plantas de tratamiento con
temperaturas comprendidas entre 8,9 y 26,7°C. Este estudio determiné que la temperatura
fue uno de los factores determinantes de la abundancia de BOA y del equilibrio entre los
géneros Nitrosospira y Nitrosomonas. Sin embargo, en el estudio de Cydzik-Kwiatkowska e7 /.
(2012), en una planta a escala real, las variaciones de temperatura entre 11,9 y 21,6°C no

afectaron a la composicion de la comunidad nitrificante.

32



Introduccién

Wan ez al. (2011) propusieron que el tipo de sistema de tratamiento influye en la
sensibilidad de BOA a la temperatura. En su estudio se observé que las BOA fueron mas
sensibles a la temperatura en un sistema convencional de fangos activos que las
poblaciones de BOA presentes en un MBR. Por el contrario Limpiyakorn ef al. (2005)
evaluaron la respuesta de la comunidad de BOA respecto a las variables estacionales en 12
EDAR. Sus resultados mostraron que la temperatura no produjo efectos detectables en las

comunidades de BOA.

Salinidad

Se ha observado que la salinidad elevada no afecta el rendimiento biolégico pero si
puede reducir la diversidad microbiana en los sistemas de depuracion. En el estudio de
Wang et al. (2017) a pesar de la elevada relaciéon C/N, BOA del género Nitrosomonas y las
AOA Candidatus Nitrososphaera contribuyeron a la oxidacién de amonio, sin ser afectadas
aparentemente por la salinidad. Por el contrario el aumento de la salinidad afecté a la
comunidad de BON, que se vio inhibida significativamente. En este estudio la poblacién

de BOA se vio mas afectada por la salinidad que la poblacion de AOA.

Concentracién de oxigeno disuelto

La nitrificacién es un proceso aerobio y, por tanto, la presencia de OD es
fundamental para su desarrollo. Por cada mg de nitréogeno en forma amoniacal que se
nitrifica se consumen aproximadamente 4,2 mg de oxigeno. De manera generalizada se ha
establecido que para asegurar la actividad nitrificante se debe garantizar una concentracioén
minima de oxigeno, en torno a 2 mg/L en el reactor bioldgico. A pesar de ello y aunque el
OD es un factor limitante del crecimiento de BOA en reactores, se ha indicado que el linaje
N. enropaea puede enriquecerse tanto en sistemas con alto contenido de OD como en los de
bajo OD (Park y Noguera, 2004). Estas conclusiones estan respaldadas por algunos
estudios donde se ha observado que Nitrosomonas spp. es predominante en entornos con
diferentes concentraciones de OD, como los reactores de oxidacién de amonio anaerdbios
a escala de laboratorio (Quan ef al., 2008), sistemas con configuracion Ludzack-Ettinger
modificado a escala real (Figuerola e al, 2010) y reactores nitrificantes SBR a escala piloto

(Gieseke ez al., 2003).
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La concentraciéon de OD también parece ser otro factor ambiental importante en la
distribuciéon de las BON. Se ha observado que los diferentes gradientes de oxigeno en
biopeliculas y suelos proporcionan nichos diferentes para las BON. Asi mismo las
intensidades de aireacion variables afectaron a las abundancias relativas de los linajes I y 11

de Nitrospira en reactores de tratamiento de ARU (Park ez a/., 2008).

Tiempo de retencién celular

El TRC se puede definir como el tiempo medio que una célula permanece en el
proceso. La tasa de crecimiento de los microorganismos nitrificantes es inferior a la de los
heterétrofos aerobios, por lo que la nitrificacion requiere de TRC superiores a los tiempos

necesarios para la eliminacién de la materia organica carbonosa.

En los sistemas microbianos la competencia entre dos especies no esta definida
unicamente por su afinidad por el sustrato, sino que la tasa de crecimiento de una especie
también tiene un papel primordial en este proceso. El lento crecimiento de la biomasa
nitrificante es una limitacion para la proliferaciéon de estos microorganismos en los sistemas
de fangos activos, por lo que el TRC es un parametro importante en este proceso. Miller ez
al. (2003), indicaron que el TRC minimo para que se produzca nitrificacién esta entorno a
los 7 dias, aunque los cambios de temperatura afectan a este parametro. Winkler es /.
(2017) analizaron la dinamica de la poblacién microbiana mediante qPCR (PCR
cuantitativa), y observaron que no solo la concentracion de sustrato determiné la
competencia entre Nitrospira 'y Nitrobacter, sino que el TRC fue un parametro fundamental
en la determinacién de la estructura poblacional. Otro ejemplo fue el estudio de
Limpiyakorn et al. (2005) donde se observé que el TRC contribuyé a determinar la
abundancia de BOA, mientras que la concentracion de oxigeno disuelto (OD) afecto

principalmente su actividad.

1.8 APLICACION DE OZONO PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES

Los problemas de bulking y foaming son una causa frecuente de pérdida de calidad

en el efluente de las EDAR con sistemas de fangos activos. Estos episodios, causados por
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la proliferaciéon de bacterias filamentosas en los tanques de aireacion, afectan a las
propiedades de sedimentacion del fango (Jenkins ez a/., 2004) produciendo la aparicién de
solidos suspendidos en el efluente del decantador secundario. El excesivo crecimiento de
bacterias filamentosas puede ser controlado con métodos no especificos como la adicién

continua de bajas dosis de ozono (Caravelli ¢f a/., 2006; Van Leeuwen y Pretorious, 1988).

El ozono es una tecnologia particularmente interesante para el tratamiento de aguas
residuales. Cuando se aplica a los procesos de fangos activos su fuerte potencial de
oxidaciéon contribuye a la solubilizaciéon de los solidos suspendidos y las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS, extracellular polymeric substances), la lisis celular y la
oxidacion y mineralizacion de materia organica. El ozono, ademas, reacciona con los
solidos inertes, oxidandolos y transformandolos en compuestos mas biodegradables. La
mayoria de sus aplicaciones se han centrado en la reduccién de la produccion de fangos
causadas por el ciclo de solubilizacién-crecimiento criptico producido por la ozonizacion
de la corriente de recirculacion de fangos (Sakai ez al, 1997; Yasui et al., 1994). El ozono
también ha sido usado para mejorar la degradaciéon de compuestos refractarios (Gommers
et al., 2007) y como pretratamiento en la digestiéon de fangos, con el objetivo de aumentar la
produccion de biogas (Weemaes et al., 2000). Estudios mas recientes centran la aplicacién
de esta tecnologia en la eliminaciéon de contaminantes traza (Umar ez al, 2013) y la

recuperacion de recursos en el fango (Qiang ez al., 2015).

La eficiencia del ozono en la reduccién del bulking filamentoso y la mejora de las
propiedades de sedimentaciéon de los fangos activos ha sido demostrada en repetidas
ocasiones (Caravelli ez al., 2006; Levén ez al., 2016). Esta aplicacién se basa en la tendencia
de las bacterias filamentosas a crecer fuera del fléculo y en la elevada relacién superficie-
volumen que presentan; la combinacién de estos dos factores provoca que sean mas
susceptibles a los agentes oxidantes que otras bacterias presentes en la matriz del fléculo

(Saayman ez al., 1996).

Tal y como se ha expuesto, la ozonizaciéon ha sido ampliamente usada como
tratamiento adicional para la mejora de los sistemas de tratamiento de aguas residuales. A
pesar de ello, desde el desarrollo de esta técnica han surgido numerosas cuestiones sobre el
impacto de su aplicacién en la calidad del efluente y en la estructura, actividad y viabilidad

de la comunidad microbiana (Agustina ef al., 2005; Wang e al., 2008; Zhou et al., 2013).
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Estos impactos pueden ser debidos al aumento de las cargas de DQO soluble, nitrégeno y
tésforo en el reactor, y la modificacion de los tipos de fuentes de carbono, consecuencia de
la liberacién de materia organica y restos celulares durante la ozonizacién. Estas variaciones
tienen como consecuencia una alteraciéon de las poblaciones microbianas habituales del
proceso y en su metabolismo (Yapsakli ¢z a/, 2010), lo que impacta directamente en el

rendimiento del proceso de depuracion.

Entre estos problemas, existe una mayor preocupacion sobre el efecto que el
tratamiento con ozono puede causar en el proceso de nitrificacién. Diferentes autores han
documentado efectos negativos del proceso de ozonizacién sobre la nitrificaciéon (Gardoni
et al., 2011; Meng et al., 2013; Sui et al., 2014; Vergine et al., 2007), pero solo unos pocos
estudios proporcionan informacién sobre el impacto de la ozonizacién en la estructura de
la comunidad nitrificante (Chen e¢# al., 2017; 1zahadeh ez al., 2014; Levén et al., 2016; Yan et
al., 2009b). En la mayoria de estos estudios los ratios de nitrificaciéon alcanzados fueron
suficientes para asegurar la calidad del efluente. Esto indica que, a pesar de los efectos
negativos detectados, la ozonizacion y la eliminacién biolégica de nitréogeno son
tecnologias compatibles. Bohler y Siegrist (2004) describieron que los ratios de nitrificacién
podian ser mantenidos en un sistema durante la ozonizacién controlando el TRC. Sin
embargo, en las plantas a escala real se observan inhibiciones en la nitrificacién o
disminucién de los ratios del proceso con frecuencia debido a que este proceso esta
influenciado por numerosos factores, ademas del TRC. Por tanto, es necesario determinar
qué combinacién de factores contribuye a la mejor estabilidad del proceso de nitrificacién

en fangos ozonados.

Hasta la fecha, la mayorfa de los estudios llevados a cabo en esta area se han
centrado en la optimizacién de las condiciones del proceso de ozonizaciéon de fangos, ya
que la generaciéon de ozono es un proceso que demanda gran cantidad de energia. Estos
estudios han proporcionado un mejor entendimiento de los efectos que el tratamiento de
ozono tiene en las comunidades microbianas y de las reacciones que tiene lugar. A pesar de
ello la mayorfa han sido llevados a cabo en plantas piloto durante cortos periodos de
tiempo, ya que la aplicacion de ozono en plantas a escala real es un proceso
operacionalmente complejo (Semblante ef /., 2017). Sin embargo, aplicaciones de ozono

durante largos periodos probablemente tengan mayor influencia en las propiedades de los
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fangos activos (Dytczak e al., 2007). En estos estudios ademas, se ha demostrado que la
aplicacion de ozono afecta a las eficiencias de eliminacién y al consumo de energfa. Sin
embargo, el rendimiento de una EDAR es el resultado de una compleja interaccion entre
los factores ambientales, condiciones del afluente y variables operacionales, por lo que

resulta interesante estudiar las correlaciones entre los mismos.

1.9 METODOS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION Y
CUANTIFICACION DE POBLACIONES MICROBIANAS

En las ultimas décadas se han realizado numerosos esfuerzos para caracterizar y
cuantificar las poblaciones microbianas implicadas en el tratamiento de efluentes y, de
manera particular, las que participan directamente en la eliminacién de nitrégeno. Para este
cometido, se han utilizado de manera tradicional métodos basados en el cultivo, los cuales
permiten una identificacion selectiva de los microorganismos vivos. Estos métodos han
proporcionado la base para nuestra compresion del mundo actual microbiano y son
necesarios para los estudios fisiologicos. A pesar de ello, en ocasiones no son adecuados
para el analisis de muestras ambientales, ya que hasta la fecha no hemos descubierto como

cultivar la mayoria de la gran diversidad de microorganismos presentes en la naturaleza.

Los métodos moleculares independientes de cultivo, han revolucionado el estudio
de la diversidad microbiana. La amplificacion por PCR (Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa) y la secuenciacion se han utilizado durante décadas para estudiar la presencia y
la diversidad de los microorganismos involucrados en los procesos de depuracion de aguas
residuales (Gilbride e al., 2006; Wang e al., 2012). Sin embargo, los sesgos inherentes a
estas técnicas, relacionados con la amplificaciéon de la PCR y la especificidad de los
iniciadores limitan la informacién cuantitativa que se puede extraer de estos analisis (Harms
et al., 2003). Otra de las técnicas moleculares que se ha aplicado en numerosos estudios de
microbiologia de aguas residuales es la hibridacion 7z sitn con sondas 16S DNA marcadas
con fluoréforos (FISH). Esta técnica proporciona informacién cuantitativa sobre los
grupos dominantes involucrados en los diferentes procesos de depuracion (Daims e al.,
2001; Nielsen e# al, 2009). El desarrollo de las técnicas de metagendémica ha causado un
punto de inflexion en el estudio de la diversidad filogenética y funcional de los ecosistemas

naturales y artificiales, entre ellos los sistemas de tratamiento de aguas residuales. El
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desarrollo de las llamadas técnicas de secuenciaciéon de alto rendimiento (HTS, High
Throughput Sequencing), como la pirosecuenciacion 454 o Illumina entre otras, ha
permitido producir millones de lecturas de secuencias a un bajo coste. La gran cantidad de
datos que generan, permite explorar los ecosistemas microbianos en profundidad. Sin
embargo, estos enfoques también tienen ciertas limitaciones, las cuales provocan que la
mayor parte de la informacion derive tnicamente de los miembros mas abundantes de la
comunidad. A continuacion, se realizara un breve repaso de las técnicas moleculares que

han sido utilizadas en el desarrollo de esta tesis.

1.9.1 Técnica molecular de hibridacidn in situ con sondas

marcadas con fluoréforos (FISH)

Tal y como se comentaba anteriormente, los fangos activos contienen una compleja
poblacion microbiana que, en la mayorfa de ocasiones, no es posible caracterizar mediante
métodos dependientes de cultivo (Wagner ¢# al, 1993). Entre la gran variedad de técnicas
no basadas en cultivo destaca la técnica molecular FISH. Esta técnica permite la deteccion
e identificacién de microorganismos 7z situ en comunidades complejas con alto grado de

especificidad gracias al empleo de sondas especificas.

La técnica FISH estd basada en la hibridacion DNA/RNA de una regién del gen
16S o 23S rRNA. Estos genes se emplean habitualmente debido a su estructura y
estabilidad genética, ya que en la fracciéon 16S del RNA ribosémico coexisten regiones
conservadas con regiones variables. El nivel de ribosomas en la célula bacteriana permite

una buena amplificacién de la sefial que facilita la deteccion del hibrido DNA:RNA.

Para ello, esta técnica emplea secuencias de oligonucleétidos sintéticas (sondas),
que se unen especificamente formando un hibrido con el rRNA de los organismos diana
bajo condiciones especificas. Las secuencias de DNA estan marcadas con sustancias
fluorescentes llamadas fluoréforos, que permiten la deteccion de las células diana mediante

el uso de un microscopio de epifluorescencia.

Las sondas FISH deben ofrecer una alta sensibilidad y especificidad. La sensibilidad
se refiere al nivel de fluorescencia suficiente para distinguir la célula hibridada de la

fluorescencia de fondo, que es funcién de la region del 16S rfRNA donde hibride la sonda
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diana. Por especificidad se entiende la capacidad de distinguir las células diana de las que no

lo son y que podrian dar una sefial de hibridacion falsa.

Las sondas FISH pueden ser disefiadas en funcién de la especificidad deseada,
ajustandose a los diferentes niveles taxonémicos. Estas deben ser suficientemente
especificas para unirse unicamente a la bacteria diana, que en ocasiones puede coexistir con
moléculas de rRNA muy homologas. Para evitar posibles falsos positivos y aumentar la
especificidad de la técnica se utilizan sondas competidoras, las cuales no se marcan con

fluoréforos. El tamano de las sondas oscila entre 15 y 30 pares de bases (Fuchs ¢z a/., 2001).

Las condiciones de hibridacién, temperatura y porcentaje de formamida, son
factores clave para que se mantengan los requisitos de sensibilidad y especificidad. En la
mayoria de los protocolos, la temperatura de hibridacién se mantiene constante y es la
concentracién de formamida lo que da lugar a unas condiciones mas o menos astringentes.
La concentraciéon de formamida en el tampén de hibridacion permite disminuir la
temperatura de desnaturalizaciéon del DNA. Esto se consigue gracias el debilitamiento de
los puentes de hidrogeno entre los daplex DNA-DNA y DNA-RNA, entre 0,6-0,72 °C por
porcentaje utilizado, (Moter y Goébel, 2000). De esta manera se mantiene la morfologia

celular y se consigue una hibridacion especifica (Rodriguez, 2011).

La técnica FISH aporta informacién, que otros medios no pueden ofrecer, acerca
de la morfologia, cantidad y distribucién espacial en el medio. Esta técnica presenta ciertas
ventajas sobre la técnica de PCR, ya que no requiere de cultivo previo ni de la extraccién de
acidos nucleicos y evita los problemas de unién inespecifica o sustancias inhibidoras que
dificulten la hibridacién. Debido a su rapidez y especificidad, la técnica FISH, junto con las
técnicas de cuantificaciéon por tratamiento de imagen, es una buena herramienta para el

control y seguimiento de las poblaciones de bacterias nitrificantes.

El protocolo habitual de la técnica FISH comprende 4 pasos principalmente (Figura
10): fijacion y permeabilizacion de la muestra, hibridacion, lavado y visualizacion mediante

microscopia (Amann ez al., 2001).
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Figura 10. Protocolo FISH (Modificado de Amann et al., 2001)

El primer paso es la fijacion y permeabilizaciéon de las muestras, su objetivo es
permitir la penetracién de la sonda en el interior de la célula y proteger el RNA de la
degradacién por RNAsas endégenas (Moter y Gobel, 2000). Para la hibridaciéon pueden
utilizarse también sondas FISH modificadas con bases LNA (Locked Nucleic Acid), que
permiten aumentar la especificidad y la sensibilidad de unién con las regiones de rRNA,
debido a su mayor afinidad de hibridacién con la region RNA especifica. Las sondas LNA
tienen una modificacion en los anillos de ribosa, que consiste en la formacién de un puente
entre el oxigeno 2’ y el carbono 4’ de dicho anillo, lo cual permite un aumento de la
estabilidad térmica y de la especificidad (Sarma ez 4/, 2010). Por cada nucle6tido LNA en la
sonda se posibilita un aumento entre 1-8°C en la temperatura de fusiéon del duplex de
RNA-DNA, lo que le confiere mayor estabilidad en condiciones de hibridacién mas

restrictivas y por tanto son mas selectivas.

1.9.2 Metagendmica de secuenciacion dirigida

La metagenémica es una disciplina englobada dentro de la genémica, cuyo objetivo
principal es entender los ecosistemas microbianos a través del estudio del contenido

genémico de sus microorganismos. Esta técnica, junto con la bioinformatica, permite
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inferir informacién funcional y taxonémica de una muestra recogida directamente de un

ambiente concreto, sin necesidad de realizar cultivos previos (Handelsman ez a/, 2002).

Las técnicas de secuenciacion metagenémica han evolucionado de manera
progresiva desde clasica secuenciacion Sanger (técnica de secuenciacidon de primera
generacion) hasta las técnicas HTS o también llamadas técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS, Next Generation Sequencing). Estas técnicas han permitido secuenciar el
DNA de organismos de entornos que anteriormente estaban fuera de nuestro alcance. Su
principal ventaja, y que ha permitido su exponencial aplicacidn, es que permiten generar
una gran cantidad de informacién a un bajo coste. La desventaja frente a otros métodos
como el Sanger es la menor longitud de las secuencias obtenidas en las técnicas de

secuenciacion de segunda generacion (Temperton y Giovannoni, 2012).

Los estudios metagenémicos pueden tener como objetivo la secuenciaciéon de
genomas completos (WGS, Whole Genome Sequencing) o la secuenciacion dirigida a
genes especificos del genoma (Figura 11). La secuenciaciéon de genomas completos, la cual
emplea un enfoque de tipo de secuenciaciéon no dirigida o también conocido como shotgun
permite caracterizar la totalidad de microorganismos presentes en una muestra. Este
enfoque consiste en la fragmentacion aleatoria y posterior secuenciaciéon de pequefias
partes del DNA extraido de una muestra. A continuacion, las secuencias obtenida son
ensambladas bioinformaticamente, formando secuencias mayores hasta reconstituir los
distintos genomas total o parcialmente (Tringe y Rubin, 2005). Esta técnica, ademas de la
informacién taxondomica, permite obtener informaciéon metabodlica y funcional de la
comunidad estudiada (Hugenholtz y Tyson, 2008). Este tipo de estudios lleva asociada una
alta complejidad computacional y un elevado tiempo de procesamiento, debido a la gran

cantidad de datos obtenidos.

En la actualidad, la metagenémica de secuenciacion dirigida es el método mas
utilizado para determinar la diversidad microbiana presente en muestras ambientales
complejas. Para ello, tras la extracciéon del DNA de la muestra a analizar, se amplifica
mediante PCR un gen marcador taxonémicamente informativo comun a los organismos de
interés. Para bacterias y arqueas se utiliza el gen que codifica la subunidad 16S del ARN
ribosémico (16S rRNA) el cual se considera un marcador informativo a nivel taxonémico y

filogenético (Hugenholtz y Pace, 1996). Este gen contiene regiones altamente conservadas
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y regiones hipervariables (Figura 12). Las regiones conservadas aportan la estructura
necesaria para el diseno de los iniciadores, mientras que las regiones hipervariables
permiten diferenciar los distintos microorganismos y clasificarlos taxonémicamente.
Durante la PCR se amplifican exponencialmente los fragmentos de DNA especifico, los
productos de este proceso se denominan amplicones. Para identificar y cuantificar los
microorganismos presentes en la muestra analizada, los amplicones resultantes de la PCR

son secuenciados y caracterizados bioinformaticamente.

Muestra ambiental

Extraccion de DNA

o N/ NN
- 7

A\
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a Secuenciacion dirigida b Secuenciacion del
genoma completo

p S Amplificacion mediante PCR -~
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‘ p
Secuenciacion del 165 rDNA P 7"\
‘ Comparacion de secuencias
Kingdom —

Phylum  clasificacion taxondmica -
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Genus
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Figura 11. Diferentes aproximaciones metagenémicas. Adaptado de Lasken y McLean (2014).
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Figura 12. Representacién gréfica del gen 16S rRNA. Traducido de Pacific Biosicience, (2009)
Se muestra la identidad de secuencia del gen 16S rRNA de mas de 6,000 bacterias en comparacién con la
secuencia de consenso. Las inmersiones indican regiones hipervariables. Las regiones hipervariables (V1-V9) se
muestran en gris y las regiones conservadas en naranja.

En la actualidad entre estas técnicas podemos establecer dos grandes grupos: las técnicas de
secuenciaciéon de segunda generaciéon (SSG) y las técnicas de secuenciacion de tercera

generacion (STG).

Secuenciacién de Segunda Generacién

Una de las principales caracteristicas que diferencia las técnicas de SSG de
aplicaciones anteriores es que no requieren la construcciéon de una librerfa de clones de

DNA. Esto es debido a que estas técnicas permiten secuenciar directamente los fragmentos

de DNA.

[lumina® es una de las plataformas de secuenciacion masiva, mas usadas para el
estudio de las comunidades microbianas. Esta plataforma emplea la tecnologia de
secuenciacion de sintesis de terminacion reversible (Figura 13). MiSeq® es uno de los
secuenciadores mas destacados de los que pueden emplearse para realizar este tipo de

secuenciacion.

En esta técnica de secuenciacion mediante una PCR puente (Figura 14) los
fragmentos de DNA de las librerfas son sometidos a una amplificacion clonal, seguida de
una secuenciacion utilizando un nucleétido terminador reversible protegido por un grupo

3’-OH y marcado con un fluoréforo (Berglund ez a/., 2011).
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Figura 13. Esquema de las tecnologias de secuenciacién de segunda generacién. Adaptado de Ambardar et
al. (2016)

Después de la adiciéon de los nucleétidos terminadores reversibles, la DNA
polimerasa incorpora estos nucledtidos modificados en la hebra de DNA que se esta
sintetizando. Cada ciclo consiste en: (1) incorporacién de un nucledtido terminador
reversible a la hebra de DNA inmovilizada en la camara de flujo, (2) deteccion de la sefal
de fluorescencia generada, y (3) eliminacion del grupo 3-OH mediante descomposicion de
este grupo y de la molécula fluorescente. Este ciclo se repite hasta 300 veces en el
secuenciador MiSeq® y da lugar a la secuenciacién de la molécula de DNA molde de cada
claster (Figura 14). No se producen errores de secuenciaciéon de homopolimeros, ya que
cada vez se incorpora una unica base y para la adicion de la siguiente se elimina el

nucledtido terminadot.

La plataforma de secuenciacion de Illumina® permite la secuenciacién de
amplicones de hasta 550 pares de bases (pb), ya que realiza lecturas de 300 pb por cada
extremo (Van Dijk ¢z al, 2014; Ambardar ez al, 2016), ademas genera un elevado numero de

secuencias y ofrece una amplia cobertura.

Cuando los amplicones han sido secuenciados se obtienen las secuencias de los
mismos, las cuales son denominadas “lecturas”. Para su analisis existen varios tipos de
herramientas, las que requieren licencia comercial, las ubicadas en la nube y las de acceso
abierto. Las herramientas de acceso abierto son las mas utilizadas actualmente en
investigacion, entre ellas destaca QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology;

). QIIME es una herramienta bioinformatica de cédigo abierto instalable
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en los terminales de trabajo, capaz de realizar analisis metagenémicos sobre comunidades
microbianas a partir de lecturas crudas generadas en la plataforma Illumina, entre otras

(Caporaso et al., 2010).

Una molécula de

DNA por cluster Crecemiento

| | del clister
/

||‘|

DNTs molde
y polimerasa

Amplificacion puente

Figura 14. Amplificacion puente del DNA molde inmovilizado en plataforma Illumina. Traducido de Metzker
(2010)

El analisis bioinformatico realizado con QIIME tiene el objetivo de obtener
informacién de las lecturas crudas obtenidas en la secuenciacion. usando QIIME se divide
en dos fases. La primera comienza con la elaboraciéon de un archivo, el mapping file, que
contiene informacién acerca de las muestras con las que se va a trabajar (Figura 10).
Después se identifican y eliminan secuencias quiméricas, que son artefactos de la secuencia.
Un paso importante de esta primera fase es la formacion de OTUs (Operational
Taxonomic Unit), que son agrupaciones de secuencias que se forman entre secuencias
altamente similares. A cada OTU se le asigna una taxonomia microbiana, para lo cual se
debe proporcionar una base de datos taxonémica. Finalmente se construye la tabla de
OTUs, que es una matriz que contiene el numero de secuencias de cada OTU y su
prediccion taxonémica. Con estos datos se puede obtener los porcentajes de abundancia

relativa de cada OTU (Navas-Molina ez a/., 2015).
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Figura 15. Método de secuenciacién mediante nucledtidos terminadores reversibles de Illumina. Traducido de
Metzker (2010)

La segunda fase comienza una vez se ha generado la tabla de OTUs. Se puede
resumir la abundancia relativa de cada OTU a diferentes niveles taxonémicos (filo, clase,
orden, familia, género y especie) para, por ejemplo, identificar rapidamente qué muestras
son distintas, o los patrones de abundancia de ciertos organismos en funcion de las

caracteristicas de las muestras (Navas-Molina e al., 2015).
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Figura 16. Esquema de trabajo en QIIME (Navas-Molina et al., 2015)

Pese a que la metagendmica de secuenciacion dirigida es una herramienta potente

tiene ciertas limitaciones. En primer lugar, puede no determinar una gran fraccion de la
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diversidad en una comunidad, debido a sesgos asociados a la PCR (Hong ef al., 2009;
Sharpton et al, 2011; Logares e al., 2014). En segundo lugar, la secuenciaciéon de los
amplicones puede producir valores de diversidad muy diferentes en funcién de los
iniciadores empleados (Yang e/ al, 2016). Ademas, los errores de secuenciaciéon y los
amplicones incorrectamente ensamblados (las quimeras) pueden producir secuencias
artificiales dificiles de identificar (Wylie ¢z al, 2012). En tercer lugar, esta herramienta
determina la composiciéon taxonémica de una comunidad microbiana, pero no puede
determinar sus funciones bioldgicas asociadas. (Sharpton, 2014). Finalmente, es una
herramienta limitada al analisis de los microorganismos de los que se conocen genes

taxonémicamente informativos y pueden ser amplificados.

Secuenciacién de tercera generacién.

Investigaciones anteriores han destacado que la precision y sensibilidad de las
lecturas aumenta con el tamafio de las lecturas (Yarza ez al., 2014). La novedosa técnica de
secuenciaciéon PacBio SMRT (single-molecule real-time) es capaz de obtener lecturas de
secuencias de gran tamafio con una gran profundidad de cobertura, lo cual permite mejorar
los perfiles filogenéticos y taxonémicos. Esto hace que sea una tecnologia efectiva para la
investigaciéon de comunidades microbianas en sistemas de tratamiento biologico de aguas
residuales, que contienen una estructura microbiana compleja y una gran cantidad de

microorganismos propios de condiciones extremas.

Las plataformas de secuenciacién de tercera generacion se caracterizan

fundamentalmente por dos aspectos:

- No requieren la etapa de amplificacion previa a la secuenciacion. Esto disminuye
el tiempo de preparacion de la muestra de ADN y elimina los posibles errores asociados a

la amplificacién por PCR.

- La sefial, bien sea fluorescente (PacBio), quimica (Ion Torrent) o eléctrica
(tecnologfas Nanopore) es detectada en tiempo real (Zhang et al, 2011a). De todas ellas,

solo se comentara la plataforma PacBio, ya que fue la empleada en el presente trabajo.

La técnica de secuenciacion PacBio SMRT se basa en la secuenciaciéon en tiempo

real de una sola molécula. Esto es principalmente lo que define los secuenciadores de
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tercera generacion, mientras que en los secuenciadores de segunda generacion se necesita
algun tipo de amplificaciéon, la secuenciacion de tercera generacion parte de la

secuenciacion de una inica molécula.

Al igual que las técnicas de SSG, este tipo de secuenciacion también se utiliza el gen
que codifica la subunidad del 16S rRNA. A pesar de ello, mientras que en la tecnologia de
Ilumina se analizan las regiones de V3 a V5, proporcionando lectura de hasta 550 pb en la
secuenciaciéon PacBio SMRT se analiza la regién de V1 a V9 (Figura 12). Actualmente las
secuencias obtenidas son de alta calidad y pueden abarcar una longitud de hasta 1500 pb, lo

cual permite mejorar la capacidad de asignacion y simplificar el ensamblaje del genoma.

Al igual que Illumina los secuenciadores PacBio funcionan con la secuenciacion de
sintesis, aunque la tecnologia es diferente. En la secuenciacion SMRT una DNA-
polimerasa se fija en una superficie y un laser excita los nucleétidos fluorescentes a medida
que se incorporan en tiempo real. La secuenciacion SMRT aprovecha el proceso natural de
replicacion del DNA al mismo tiempo que permite la observacion de la sintesis de DNA
en tiempo real. Para ello se basa en dos innovaciones clave: la tecnologia Zero Mode
Wavegnide (ZMW) y los nucleétidos fosfolincados. La tecnologia ZMW, cuenta con orificios
circulares de 70 nm de diametro y 100 nm de profundidad que estan nanofabricados sobre
una superficie de vidrio (Figura 17). Estos orificios permiten que la luz ilumine unicamente
el fondo de un pocillo en el que se inmoviliza un complejo de DNA polimerasa/plantilla.
Los nucleétidos fosforilados permiten la observacion del complejo inmovilizado, ya que la

DNA polimerasa produce una cadena de DNA completamente natural.

Esta tecnologfa utiliza el secuenciador Sequel®, en el cual se lleva a cabo el método
de secuenciacién circular. En este método el DNA es fragmentado al azar y un nucle6tido
(adenina) es afiadido en el extremo 3’. Este nucleétido se afiade para facilitar la ligacion
posterior del adaptador. El adaptador es un oligonucelétido de DNA de cadena sencilla, el
cual junto con el DNA molde, que también es una cadena lineal, formara una estructura de
horquilla intramolecular. La célula SMRT donde se lleva a cabo la secuenciacion, alberga
una disposicion configurada de ZMW, la cual permite detectar la incorporaciéon de un

unico nucleétido gracias a su pequefio tamafio.
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Figura 17. Célula SMRT conteniendo 150000 ZMW (zero-mode waveguide) (Pacific Bioscience, 2009)

Durante la secuenciacion (Figura 18) la polimerasa se difunde en un ZMW vy el

adaptador se une a esta inmovilizada en la parte inferior.

AN

xcitacion

Figura 18. Difusién de la polimerasa en el ZMW. Adaptado de Eid et al. (2009).

Cada uno de los nucleétidos esta marcado con un fluoréforo diferente, de manera
que tengan distintos espectros de emision (Figura 19). Cuando un nucleédtido es
incorporado se produce un pulso de luz que identifica la base correspondiente. Durante el
proceso de secuenciacion se sigue la siguiente secuencia: (1) un nucleétido fluorescente se
asocia con la plantilla en el sitio activo de la polimerasa, proximo a la superficie de vidrio
del ZMW, (2) la salida de fluorescencia del color correspondiente a la base incorporada, (3)
por debajo del vidrio, una camara de alta resolucion registra la salida de fluorescencia del
color correspondiente al nucleétido que se incorpora, (4) la polimerasa se traslada a la
siguiente posicion, (5) el siguiente nucleétido se asocia con la plantilla en el sitio activo de
la polimerasa, iniciando los siguientes eventos de incorporacion de nucleétidos (Eid ez a/.,

2009). El pequefio volumen generado en cada uno de los orificios permite detectar
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unicamente la incorporaciéon de un solo nucleétido. La luz emitida por un laser ilumina
solamente la parte inferior del pocillo, de forma que cuando la DNA polimerasa incorpora
un determinado nucleétido este sera excitado emitiendo una determinada sefial

fluorescente que sera recogida por un detector, permitiendo su identificacion.

En la Figura 20 se presenta la naturaleza circular de la plantilla de DNA SMRTbell,
que permite a la polimerasa secuenciar la misma molécula de DNA varias veces con
multiples pases. Esto produce una alta precision de consenso intramolecular. Esta
secuenciacion es llevada a cabo en el secuenciador Sequel®, el cual permite secuenciar

directamente el DNA y lograr lecturas de secuencias largas con una cobertura uniforme.
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Figura 19. Proceso de secuenciacién SMRT. Adaptado de Eid et al. (2009)

La secuenciacion de PacBio también se beneficia de un perfil de error no iniciado.
Esto significa que la secuenciacion repetida de una regién borra en lugar de exacerbar los
errores individuales, ya que es muy poco probable que los errores de lectura aleatorios

sigan apareciendo en el mismo lugar una y otra vez.

La principal ventaja de la secuenciacion SMRT es la capacidad de obtener lecturas
largas que abarcan fragmentos genémicos medidos en decenas de miles de bases, mientas
que las plataformas de Illumina producen multitud de datos de DNA de secuencias de
lecturas cortas. Cuando se abarcan estudios con un enfoque WGS los fragmentos
producidos por Illumina se ensamblan computacionalmente. Sin embargo, la secuenciacion
en tiempo real de una sola molécula de PacBio captura datos de secuencias de alta calidad

de cadenas de DNA que abarcan entre 15 y 30000 bases, lo que simplifica enormemente el
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ensamblaje del genoma, especialmente en regiones altamente repetitivas o estructuralmente
desafiantes, donde los datos de lectura corta pueden resultar ambiguos. Cuando el enfoque
es de secuenciacion dirigida las lecturas mas largas, obtenidas mediante la tecnologia

SMRT, permiten profundizar en la identificaciéon taxonémica de las especies detectadas.
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Figura 20. Horquilla de secuenciacién (SMRTbell). Adaptado de Pacific Bioscience (2017).
Los adaptadores de horquilla (verde) ligados al final de la doble molécula de DNA (amarillo y purpura),
formando un circulo cerrado. La polimerasa (gris) se ancla en el fondo de un ZMW y incorpora las bases en la
hebra de lectura (naranja).

Aunque ambas técnicas permiten determinar una gran proporcion de los
microorganismos presentes en una muestra (Sharpton, 2014), su cobertura no es suficiente
para detectar las especies con una menor concentracion en la poblaciéon (Kalyuzhnaya ef al.,
2008). En ambas técnicas se obtiene gran cantidad de informacion, el analisis

bioinformatico puede llegar a ser muy complejo.

1.10 TECNICAS RESPIROMETRICAS PARA LA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD

La respirometria es una técnica ampliamente extendida para la monitorizacién de
los procesos de fangos activos. Esta técnica esta basada en la medicién indirecta del
consumo de oxigeno de una poblacién microbiana bajo unas condiciones experimentales
definidas (Spanjers ez al, 1996). Los dispositivos mas comunes para realizar esta
determinacién se denominan respirometros. Estos equipos estin compuestos por un
pequefio reactor biolégico con un sensor de oxigeno, el cual permite medir el diferencial de

la concentracién de oxigeno respecto al tiempo.

La tasa de consumo de oxigeno (OUR) es una medida directa de la actividad de la
biomasa. En los procesos microbianos esta tasa representa la respiracién enddgena y/o

exogena de los microorganismos. La respiraciéon endoégena comprende el consumo de
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oxigeno de los microorganismos asociado a la producciéon de energia para su
mantenimiento en ausencia de una fuente externa de sustrato. La determinacién de esta
tasa aporta informacion sobre la actividad y el estado de una determinada poblacién
microbiana. La respiracion exogena, por su parte, corresponde al oxigeno consumido en la
asimilacién de un sustrato para el crecimiento celular. El analisis del consumo de oxigeno
en respuesta a la metabolizacién de un sustrato, aporta informacion muy precisa, tanto de
la actividad de los microorganismos, como de la biodegradabilidad del sustrato y de la
velocidad a la que es consumido. Es por ello que esta técnica ha sido ampliamente utilizada
para la caracterizaciéon de aguas residuales y evaluacion de la actividad biologica de los
fangos activos. Los analisis respirométricos han sido confirmados en repetidas ocasiones
como herramientas utiles para la determinacién de los parametros estequiométricos y
cinéticos de la biomasa (Munz ez al., 2008; Trapani e# al., 2018), que se utilizan en modelos

matematicos para el disefio y la gestioén de las plantas de tratamiento.

Las técnicas respirométricas han sido utilizadas para modelar la oxidacién del
amonio en diferentes tipos de sistemas (Zeng ¢ al., 2015) y bajo diferentes condiciones
(Yang ez al., 2004). Es bien sabido que, debido a las diferencias cinéticas en la oxidacion del
amonio entre las BOA, no existe un conjunto estandar de valores cinéticos que puedan
usarse como representativo para el disefio de las EDAR. Trapani e a/ (2018) usaron
técnicas respirométricas para caracterizar las constantes cinéticas y determinar las
condiciones de operaciéon de un sistema combinado MBR-IFAS para el tratamiento de AR.
Los resultados de su estudio mostraron una influencia significativa de la configuraciéon de
las plantas evaluadas en la actividad respiratoria de la biomasa y que la salinidad afectaba
principalmente a la actividad de las bacterias autétrofas. En el estudio de Kayee ez 4l
(2016b) en el que se utilizaron cultivos de BOA disponibles como referencia, los valores de
la constante de semisaturaciéon determinados en los fangos analizados estuvieron
influenciados principalmente por las especies de BOA dominantes. Estos hallazgos
implican que se pueden requerir diferentes conjuntos de valores cinéticos de las especies
dominantes en la nitrificacion para un disefio y operaciones de la EDAR mas precisos. Los
parametros cinéticos de las AOA también han sido estudiados (Martens-Habbena ez 4L,

2009) y han permitido determinar los nichos de separacion entre AOA y BOA.

53



Introduccién

1.11 TECNICAS DE CUANTIFICACION DEL ATP

El Adenosin-5- Trifosfato (ATP) es la principal molécula de intercambio de energia
de los seres vivos, excepto en los virus. Tiene un papel importante tanto en los procesos
catabdlicos, como en los anabdlicos. E1 ATP se sintetiza durante la fosforilacién oxidativa
utilizando la energfa liberada en el catabolismo. Esta energia es liberada posteriormente y
utilizada en los procesos anabélicos y el crecimiento celular. Por tanto, el rendimiento de

produccion de biomasa es directamente proporcional a la cantidad de ATP producida.

Todas las células vivas, incluidas las no cultivables, contienen ATP. Por lo tanto, la
medida de ATP puede proporcionar una buena estimacién de la biomasa activa total en
muestras de agua. La prueba del ATP ha demostrado ser aplicable para la medicién de
biomasa activa en varios ambientes. En la década de los afios 70 ya se reconocio el interés
del ATP para monitorizar los procesos en los sistemas de tratamiento de aguas residuales
(Patterson e al., 1970, Weddle y Jenkins, 1971). Posteriormente, Archibald ez a/., (2001),
concluyeron que las medidas de ATP resultaban ttiles para medir la proporcion de células
viables y como indicador de toxicidad en un proceso de fangos activos. Posteriores
estudios demostraron que el ATP era un parametro interesante para prevenir cambios no
deseados en el en el proceso de depuracion (Arretxe e al, 1997; Dalzell y Christofi, 2002) o
determinar el impacto de los productos farmacéuticos en el estado de la biomasa de un
MBR (Maeng et al., 2013). Sin embargo, debido a la complejidad de la determinacion de la
medida de ATP, en la practica no se utiliza como parametro para estimar la biomasa de

microorganismos en las EDAR.

El ATP puede medirse mediante bioluminiscencia a partir de la enzima luciferin-
luciferasa, propia de la especie Photinus pyralis (Gould y Subramani, 1988; Kyriakides ez /.,

1991). Esta medida se basa en la siguiente reaccién:

ATP + O2+ luciferin - AMP+ PPi+ Oxiluciferin+ luz (1.8)

En presencia de esta enzima, el ATP reacciona con el oxigeno y la luciferina
produciendo una emisiéon de fotones de luz amarillo-verdosa. Cada molécula de ATP
consumida en la reaccién produce un fotén de luz que puede ser cuantificada utilizando un
luminémetro. La intensidad de la luz emitida se mide en Unidades Relativas de Luz (URL),

cuyo valor es directamente proporcional a la cantidad de ATP presente en la muestra.
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El ATP que proviene de las células rotas, y por tanto muertas, se encuentra disuelto
(ATPd) en las muestras de aguas y fangos. Se ha comprobado que el ATPd se mantiene
durante un tiempo prolongado en el medio. Se requieren procesos de extraccion previos a

la cuantificaciéon del ATP que contienen las células vivas, ATP celular (ATPc).

A partir de la aparicion de la llamada ATPmetria de segunda generacion
(ATP2G®), se han desarrollado sistemas de medida del ATP en matrices complejas como
aguas residuales y en los sistemas de tratamiento de las mismas (Luminultra™). Mediante

un fotémetro y los reactivos correspondientes se pueden obtener medidas de ATP total

(ATPt), ATPd y ATPc.

Asi mediante un extractante se libera el ATP celular, se mide el ATPt y por
diferencia se puede obtener el valor de ATP en el interior de las células, que corresponde a
la biomasa de células viables. A partir de estos datos se puede obtener el indice de estrés de
la biomasa (BSI, por su siglas en inglés), que se expresa en porcentaje y representa el

porcentaje de biomasa viva, y por tanto, da una idea del estado de la biomasa celular.

LLa medida del ATP celular se puede considerar una medida de la potencial energfa
disponible para la biomasa viva en una muestra. Debido a que la energfa representa la
capacidad de la biomasa para trabajar, el ATP celular representa la concentracion de

biomasa viva como se muestra a continuacion en la Figura 21.

Biomasa
viva

Compuestos inertes Compuestos
y biomasa muerta organicos
inertes

Figura 21. Medida de las fraccion de solidos activos mediante ATP

La fracciéon de biomasa viva contenida en los SSVLM esta en el rango del 15-40%,

aunque este valor es muy variable (Levin ez 4/, 1975).
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Existen factores de conversion desarrollados por algunos autores (Tchobanoglous e#
al., 2003) en los se considera que la biomasa contiene aproximadamente el 50% de carbén
en peso seco, por lo que se puede deducir factores de conversién para determinar el valor

de sélidos suspendidos volatiles activos del licor mezcla (SSVALM).

1.12 PRINCIPALES TECNICAS DE ORDENACION MULTIVARIANTE EMPLEADAS EN
ESTUDIOS DE ECOLOGIA

Los microorganismos son los principales actores en los tratamientos de aguas
residuales ya que catalizan la conversion de compuestos los organicos e inorganicos. En
estos sistemas los microorganismos estan influenciados por numerosos factores
ambientales, algunos de ellos propios de ambientes extremos, que con frecuencia sufren
cambios rapidos y muy marcados. Es por ello que es fundamental comprender la dinamica

poblacional de las comunidades microbianas y su relacién con las variables ambientales.

Han sido numerosos los esfuerzos empleados en desvelar los factores que influyen
en la composicion y la actividad de las bacterias nitrificantes, los cuales tienen como
objetivo avanzar en el conocimiento de los ecosistemas, contribuyendo a desarrollar

estrategias que permitan un mejor control y mejora de los procesos.

Zornoza (2017) destaca que el éxito en la busqueda de modelos de interpretacion
ambiental para explicar la dinamica poblacional de las variables biolégicas de las EDAR se

basa en tres aspectos fundamentales.

- Constituir grupos multidisciplinares de investigadores (ingenieros de
proceso, quimicos, microbidlogos, etc.) que trabajen conjuntamente, y de
esta forma, alcanzar un mayor conocimiento de los procesos bioldgicos.

- Potenciar una simbiosis Universidad-Empresa que garantice el intercambio
de experiencias y conocimientos entre ambas partes.

- La eleccion adecuada de las herramientas numéricas para resumir y explorar
estadisticamente grandes conjuntos de datos. No existe un método
estadistico tnico para el tratamiento de los datos, sino una serie de rutinas
multivariantes como herramientas utiles para poder rechazar o confirmar

hipétesis planteadas por el investigador. Nadie conoce los datos mejor que
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el propio investigador, siendo por tanto el responsable ultimo de la decision

de las técnicas estadisticas a emplear.

En el siguiente apartado se resumen algunas de las principales consideraciones y
rutinas empleadas para el pretratamiento y la exploracion de datos y, posteriores estudios
de interpretaciéon ambiental aplicables a la evaluaciéon de la dinamica poblacional de las

bacterias nitrificantes.

1.12.1 Exploracién de datos

Previamente a la aplicaciéon de rutinas de interpretacién ambiental es importante
realizar una exploracion de las variables que van a intervenir en el estudio, con el objetivo
de conocer las matrices que posteriormente seran utilizadas. En este tipo de estudios se
emplean habitualmente dos tipos de matrices. I.a matriz de variables ambientales, también
denominadas explicativas o independientes y matriz de variables bioldgicas o matriz
respuesta o dependiente, que representa los diferentes grupos de microorganismos a

estudiat.

Unas de las herramientas mas extendidas para la exploracion de los datos son los
estadisticos descriptivos: media, mediana, desviacion estandar y rango (minimo-maximo).
El diagrama de cajas y bigotes (box plots), es también una representacion muy util que ayuda
a visualizar la dispersion y simetria de los datos. En ella se representan los tres cuartiles, la
mediana, el rango intercuartilico, el maximo y el minimo de los datos y los valores

anomalos.

1.12.2 Pretratamiento de datos.

El pretratamiento de los datos es una etapa crucial del analisis estadistico. De su
adecuacion dependen directamente la calidad de los modelos de interpretacion ambiental
obtenidos (Ramette ¢f al., 2007). El pretratamiento a realizar esta en funciéon del enfoque
multivariante elegido. A continuacién se resumen los tratamientos mas habituales para

trabajar con matrices distancia.

La transformacion de los datos biolégicos tiene como objetivo moderar la

influencia de aquellos microorganismos que presentan abundancias elevadas respecto a
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aquellos que presentan abundancias bajas. Las transformaciones mas comunmente
utilizadas en ecologia microbiana son: ninguna transformacioén, raiz cuadrada, rafz cuarta,
Log (X+1) y transformacion binaria. En la cuales existe una gradaciéon del peso que se
otorga a las variables mas abundantes frente a las que no lo son. Una vez seleccionada la
transformacion es interesante visualizar la abundancia de las variables biologicas a través
del denominado trazado sombreado (shade plo?), con el fin de valorar su efecto en el

conjunto de datos.

El pretratamiento de los datos ambientales tiene varios objetivos. En primer lugar
estabilizar la varianza y aproximar la distribuciéon de los datos a la normalidad, ya que
frecuentemente las variables ambientales no presentan una distribuciéon normal o simétrica.
Para valorar la distribucién de los datos se emplean, en general, histogramas de frecuencias
o graficos de dispersion de puntos (draftsman plof). Se pueden emplear también test
numéricos, como los tests de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Para la normalizacién

de variables habitualmente se emplean transformaciones logaritmicas o de rafz cuadrada.

Otro de los objetivos del pretratamiento de las variables ambientales es la
estandarizacion de los datos. LLa estandarizacion se utiliza para eliminar la influencia de las
diferentes unidades de medida de las variables ambientales, las cuales no permiten la
comparacion en los andlisis basados matrices distancia. Este proceso puede realizarse a
través de las rutinas de estandarizacion existentes en el programa Primer v7 (Clarke et al.,

2014).

1.12.3 Anélisis exploratorio multivariante

El analisis exploratorio multivariante tiene como objetivo representar la similitud
entre objetos a partir de los valores asociados a ellos, de manera que los objetos similares se
representan unos cerca de otros. Es por ello que resulta una herramienta muy uatil para

visualizar patrones de distribucién de grandes conjuntos de datos.

La exploracion multivariante de la matriz de variables ambientales y de la matriz de
variables bioldgicas se realiza mediante técnicas de ordenacion y clasificacion. Algunas de

estas técnicas se resumen a continuacion.
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Anélisis cldster.

El objetivo del analisis cluster es reducir la dimensionalidad del conjunto de datos.
Para ello utiliza técnicas de analisis multivariantes para agrupar los objetos en categorias,
basados en sus similitudes o disimilitudes. De esta manera la técnica permite minimizar la
variacion dentro de un grupo y maximizar la variacion entre los grupos, revelando de este
modo, categorias definidas de objetos (James y McCulloch, 1990; Legendre y Legendre,
1998).

El primer paso del analisis clister es la eleccion de un coeficiente de similitud o
disimilitud para medir la asociacion entre objetos o entre variables. A continuaciéon es
necesario calcular la matriz distancia asociada, que se representara en forma de arbol
horizontal o como grupos distintos de objetos. La eleccion apropiada de dichos
coeficientes de asociacion, ecologicamente significativos, es particularmente muy
importante ya que afecta directamente a los valores que se utilizan posteriormente para
categorizar los objetos. En el caso de explorar la relaciéon entre objetos asociados a
variables ambientales (operacionales, fisicoquimicas en las EDAR) es aconsejable utilizar la
distancia euclidea, mientras que en el caso de las variables biolégicas (bacterias nitrificantes)

es mas apropiada la distancia de Bray-Curtis (Clarke ez a/., 2014).

Escalamiento multidimensional no métrico.

El escalamiento multidimensional no métrico (nMDS, non-metric multidimensional
scaling) es una técnica exploratoria multivariante de interdependencia que trata de
representar en un espacio geométrico de pocas dimensiones las proximidades existentes
entre un conjunto de objetos. EIl nMDS es un método de ordenaciéon basado en la distancia
entre pares de variables (matriz distancia), no siendo necesario el supuesto de normalidad
multivariante del conjunto de datos. EI nMDS es una técnica ampliamente utilizada en
ecologfa para detectar gradientes en comunidades biologicas. Una de las ventajas es que
permite, igual que el analisis de componentes principales (PCA, principal component analysis),
reducir la dimensionalidad de los datos originales. El resultado de la ordenaciéon se puede
visualizar en un grafico de dos dimensiones, donde el nivel de estrés indica la bondad del
ajuste. Dicho nivel no solo se incrementa cuando disminuye la dimensionalidad, si no

también cuando se incrementa la cantidad de datos. Es muy util la superposicion del
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analisis claster en el grafico de ordenacién del nMDS para detectar agrupaciones de
objetos, asi como la superposicion de los vectores de correlacion de Spearman de variables

ambientales o biologicas para detectar gradientes.

Aniélisis de componentes principales.

El PCA es uno de los analisis exploratorios mas populares, debido quizas a que esta
técnica se utilizo de forma generalizada el primer enfoque multivariante explicado en

numerosos manuales de tratamiento estadistico de datos.

El procedimiento del PCA se basa en una técnica de reduccion de dimensiones que
calcula nuevas variables (componentes principales), que son combinaciones lineales de las
variables originales, con el objetivo de explicar el mayor porcentaje de varianza de los datos
originales (Hotelling, 1933). El objetivo es representar los objetos (filas) y wvariables
(columnas) del conjunto de datos en un nuevo sistema de coordenadas (generalmente en
dos o tres ejes o dimensiones), donde puede ser representada la mayor cantidad de la
variacion del conjunto de los datos originales. En la practica, el PCA se realiza a partir de

una matriz de varianza-covarianza o una matriz de correlacion.

Ramette (2007) sugiere que el PCA deberia ser usado de forma general cuando los
objetos cubren gradientes muy cortos y cuando las variables biologicas responden de forma
lineal a los gradientes ambientales. Debido a que dichas condiciones no se dan con
frecuencia en estudios de ecologia, otros enfoques multivariante han sido utilizados de
forma preferente, por ejemplo, el analisis de correspondencias (CA, correspondence analysis)
(ordenacion unimodal) o el nMDS. Otros autores indican la relativa inflexibilidad de la
definicién del PCA, limita su utilidad de forma practica en la exploraciéon de variables

ambientales (Clarke e7 al., 2014).

Anélisis de coordenadas principales.

El analisis de coordenadas principales (PCoA, principal coordinate analysis) es una
rutina util en la reducciéon de la dimensionalidad y representacion visual de la distribucién
de objetos a partir de la matriz distancia (Gower, 1966). El PCoA es como el nMDS
respecto a su flexibilidad, ya que puede basarse en cualquier matriz distancia (distancia

euclidea, Bray-Curtis, etc.). Sin embargo también es como un PCA, puesto que se trata de
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una proyeccion de puntos en ejes que minimizan la variacion residual en el espacio de la

distancia elegida, que en el PCA se trata del espacio euclideo.

A diferencia del PCA, el PCoA no proporciona un vinculo directo entre los
componentes y las variables originales, siendo dificil la interpretacion de la contribucion de
las mismas. Esto se debe a que los componentes del PCoA en lugar de ser combinaciones
lineales de las variables, como el PCA, son funciones complejas de las variables originales

en funcién de la medida de disimilitud seleccionada.

Los objetos son representados como puntos en el espacio de ordenaciéon. Los
valores propios también se utilizan para medir la cantidad de varianza explicada por las
variables sintéticas en cada eje del PCoA; aunque no hay una relacion lineal directa entre
los componentes y las variables originales, es posible correlacionar las puntuaciones de los
objetos en los ejes principales con las variables originales y asi evaluar su contribucion a la

ordenacion.

El PCoA puede ser de utilidad para visualizar patrones de distribucién de objetos
cuando el nMDS presenta una baja dimensionalidad (nivel de estrés mayor de 0,20) (Clarke
et al., 2014). Por otro lado, es interesante el calculo de la variacion total explicada en los 2 o
3 primeros ejes del PCoA de las variables biologicas, para contrastarla con la variabilidad
explicada por las variables ambientales en la aplicacion de modelos lineales basados en la
distancia (DISTLM, distance-based linear models). De esta forma podemos conocer si las
variables ambientales elegidas en la rutina DISTLLM son escasas o suficientes para explicar

la variabilidad de la matriz distancia de las variables biologicas.

Anélisis de las diferencias significativas entre grupos.

Ademas de representar objetos en un grafico de ordenacion o clasificacion, otro
objetivo puede ser comprobar si las diferencias entre los grupos de objetos (filas) en una
tabla multivariante, basadas en el conjunto de sus atributos (columnas), son
significativamente diferentes, por ejemplo, para probar si las similitudes dentro de los
grupos son mayores que las existentes entre los grupos. Para ello pueden ser utilizados el
analisis multivariante de la varianza permutacional (PERMANOVA, permutational
multivariate  analysis — of  variance), también llamado MANOVA no paramétrico

(NPMANOVA), y el analisis de similitudes (ANOSIM, analysis of similarity).
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Analisis multivariante de la varianza permutacional.

El analisis multivariante de la varianza permutacional (PERMANOVA) es una
rutina interesante para probar la respuesta simultanea de una o mas variables en uno o mas
factores en un disefio experimental de analisis de la varianza (ANOVA) sobre la base de
cualquier medida de semejanza, utilizando para ello métodos de permutacion. La
descripciéon completa puede consultarse en Anderson (2001a) y McArdle & Anderson

(2001).

Esta rutina realiza una particion de la suma total de cuadrados segun el disefio
experimental completo especificado por el investigador, incluyendo el tratamiento
apropiado de los factores que son fijos o aleatorios, cruzados o anidados (jerarquica), y
todos los términos de interaccion. La rutina calcula correctamente el estadistico pseudo-F
(pseudo-t) a partir de la matriz distancia para cada término en el modelo, basado en las
expectativas de la media de cuadrados, de manera que es directamente analoga a la
construccion del estadistico F para los modelos de ANOVA multifactoriales (Cornfield &
Tukey, 1956; Hartley, 1967; Rao, 1968). El valor-P se obtiene usando un procedimiento de
permutacion apropiado para cada término, siendo el investigador el que especifica si deben
ser utilizados la permutaciéon de datos brutos o residuales o un modelo completo o

reducido (Anderson, 2001b; Anderson & ter Braak, 2003).

Analisis de similitudes.

El analisis de similitudes (ANOSIM), procedimiento no paramétrico, se utiliza para
el analisis de las diferencias significativas entre dos o mas grupos, sobre la base de cualquier
medida de distancia (Clarke, 1993). Compara los rangos de distancias entre grupos con
rangos de distancias dentro de los grupos. Se comparan las medias de ambos tipos de
rangos, y la resultante del test estadistico R mide si existe una separacioén entre grupos
(R=1) o no (R=0). Valores de R>0,75 se interpretan como buena separacion, R>0,5 como

separados (pero superpuestos) y R<0,25 como apenas separados (Clarke ez al., 2014).

La rutina ANOSIM es muy util cuando se emplea de forma complementaria con el
nMDS, detectando si existen diferencias significativas y valorando la distancia (estadistico

R) a partir de factores definidos.
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1.12.4 Interpretacion ambiental.

A continuacién, se describen las rutinas multivariantes empleadas en el estudio de la

relacion entre variables biolégicas y ambientales.

Los analisis exploratorios pueden revelar la existencia de agrupaciones de objetos en
un conjunto de datos. Cuando se dispone de una tabla o matriz complementaria de
variables ambientales para dichos objetos, es posible examinar si los patrones observados
se encuentran relacionados con los gradientes ambientales. Los posibles objetivos pueden
ser, por ejemplo, revelar la existencia de una relacion entre la estructura de la comunidad y
la heterogeneidad del habitat, entre la estructura de la comunidad y la distancia en el
espacio, o para identificar las principales variables ambientales que afectan a las

comunidades de organismos.

En general, el nivel de significacion de las relaciones entre las variables biolégicas y
variables ambientales puede ser evaluado mediante técnicas de permutaciéon, como por
ejemplo, el test de Monte Carlo. Este enfoque es particularmente adecuado cuando las
variables no siguen una distribucién normal (que es lo habitual con datos ecolégicos),
como tradicionalmente se requiere en procedimientos estadisticos tradicionales (Legendre y

Legendre, 1998).

Anélisis indirecto del gradiente

El modo en que influyen las variables ambientales en la composicion bidtica de los
ecosistemas ha sido a menudo explorado de la siguiente forma: se utilizan técnicas de
ordenaciéon (como por ejemplo el PCA, AC, etc.) para resumir y representar los datos de la
composicion de la comunidad en un diagrama de ordenacion, el cual es posteriormente
interpretado segin la informacién ambiental disponible mediante analisis de regresion
multiple de las variables ambientales sobre los ejes de ordenacion. Esta aproximacion en
dos pasos se conoce como analisis indirecto del gradiente en el sentido utilizado por
Whittaker (1967), ya que la interpretaciéon ambiental es por lo tanto indirecta. Pero conlleva

una serie de inconvenientes:

- Cuando las variables ambientales estin altamente correlacionadas entre si, o

bien el numero de variables se aproxima al numero de unidades de
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muestreo, los coeficientes canoénicos son inestables, no siendo posible
conocer el aporte de cada una de las variables del estudio. Es el denominado

problema de colinealidad (Carbonell ¢z a/., 1983).

- St las variables ambientales estan poco correlacionadas con los primeros ejes
de ordenaciéon obtenidos en el primer paso del estudio, se pueden llegar a

omitir las relaciones importantes.

Anélisis directo del gradiente

Mediante las técnicas de analisis directo del gradiente se consigue relacionar de
modo directo la variacién en la composicion de las comunidades de microorganismos con
la variaciéon ambiental (Gauch, 1982). En comparcién con estos métodos, los primeros
métodos mas simples de analisis indirecto representaban cada valor de abundancia de los
organismos frente a valores de una variable ambiental. Sin embargo, la realidad en ecologia
es distinta, ya que son numerosas las variables ambientales que condicionan la dinamica de
las diferentes especies, ademas resulta interesante evaluar su efecto de forma conjunta. Con
este objetivo es posible utilizar el analisis de regresion multiple que, a pesar de algunas
aplicaciones acertadas, nunca ha llegado a ser muy popular en estudios ecologicos. Algunas

de las razones podrian ser:

- En ocasiones requiere un esfuerzo desmesurado, ya que cada organismo
requiere un analisis por separado.

- En ningin caso los datos bioldgicos satisfacen la hipdtesis de que la
distribucién de los errores sea normal, ya que a menudo son cualitativos, o
cuando son cuantitativos contienen muchos valores cero para lugares en los
cuales la especie esta ausente.

- La abundancia de los organismos tiene a menudo un tnico maximo, funciéon
de las variables ambientales, con lo cual las relaciones entre variables

biolégicas y ambientales generalmente no son lineales.

Las variables ambientales estin a menudo altamente correlacionadas entre si, siendo
imposible los efectos independientes “problema de colineailidad” (Carbonell ef al., 1983).
Los modelos lineales generalizados (GLM, generalized linear model) dan solucion a los

problemas de falta de normalidad y de linealidad en la relacion entre variables biologicas y
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ambientales, a pesar de ello cada organismo seguira requiriendo un analisis individual y de
colinealidad. Ademas, cuando el numero de variables ambientales de influencia sea mayor
de dos o tres, sera dificil conseguir resultados para varios organismos conjuntamente, con
el objetivo de obtener un grafico general que resuma las relaciones entre variables
biolégicas y ambientales. A partir de lo expuesto anteriormente, se hace necesario el uso de
métodos mas complejos, englobados dentro de las técnicas de analisis directo del gradiente
(analisis restringido). En el analisis de ordenacién restringido (candnico), se muestra y se
analiza solamente la variacién en la tabla de las variables biologicas que puede ser explicada
por las variables ambientales. Se supone que los gradientes son conocidos y representados
a través de las variables medidas o sus combinaciones, mientras que la abundancia y
ocurrencia de organismos son consideradas como una respuesta a dichos gradientes. Las
ordenaciones restringidas se basan principalmente en modelos lineales multivariantes
relativos a ejes principales de las variables ambientales observadas, dependiendo las
diferentes técnicas de la tipologia de los datos (matriz o tabla), asi como de la hipodtesis
subyacente de distribuciéon de organismos (lineal o unimodal). Su objetivo es encontrar las
mejores relaciones matematicas entre la composicion bidtica y las variables ambientales
medidas, y evaluar si estadisticamente dicha relacion pueda ser debida a la casualidad,
utilizando para ello las pruebas de permutacion. Los diagramas de ordenacién resultante
representan muestras, especies y variables ambientales, de modo que las relaciones
especies/muestras y especies/variables ambientales sean representadas tan facilmente

como sea posible a través de angulos entre flechas y distancias entre puntos y flechas.

Modelos lineales y anélisis de redundancia basados en la distancia.

El enfoque implementado por el DISTLM se denomina analisis de redundancia
basado en la distancia (dbRDA, distance-based redundancy analysis), el cual fue acufiado por
primera vez por Legendre y Anderson (1999) y mas tarde perfeccionado por McArdle y
Anderson (2001). Legendre y Anderson (1999) describieron el dbRDA como una regresion
multiple multivariante de los ejes del PCoA de variables explicativas, incluyendo una
correccion en las situaciones en las que aparecen valores propios negativos. McArdle y
Anderson (2001) perfeccionaron la rutina proporcionando un enfoque mas directo, siendo

el método implementado en el DISTLM vy descrito de forma detallada por Anderson e7 4/,
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(2008). Este nuevo enfoque no requiere el calculo de los ejes del PCoA, ni ciertas
correcciones sobre la presencia de valores propios negativos. La rutina DISTLM se utiliza
para realizar particiones, probar hipdtesis y construir modelos, mientras que la rutina
dbRDA se utiliza para realizar una ordenacion de los valores ajustados de un modelo dado.
En la rutina dbRDA, la estructura de la nube de puntos se visualiza a través del modelo
haciendo un analisis propio ajustado de dicha nube. Mientras que en el PCoA la matriz
distancia original es una ordenacién sin restricciones (puesto que se examina la matriz
distancia sola, libre de cualquier modelo o hipotesis especifica), el dbRDA esta limitado a
encontrar combinaciones lineales de las variables independientes que explican la mayor

variacioén en la nube de puntos.

DISTLM es una rutina muy interesante para analizar y modelizar la relaciéon entre
una nube de puntos de caracter multivariante, descrito por una matriz de semejanza y una
o mas variables explicativas. Por ejemplo, en ecologia, la matriz distancia describe
diferencias (o semejanzas) entre un conjunto de muestras sobre la base de datos de
abundancia de organismos, siendo el interés determinar la relacion entre dicha nube de
puntos y una o mas variables ambientales medidas para el mismo conjunto de muestras. La
rutina permite que las variables explicativas se ajusten de forma individual o conjunta en
grupos especificos. El valor-P, utilizado para probar la hipotesis nula de ausencia de
relacion, se obtiene utilizando métodos apropiados de permutacién. La rutina DISTLM no
solo proporciona medidas cuantitativas y pruebas de la variaciéon explicada por una o mas
variables explicativas, sino que dispone de un conjunto de nuevas herramientas para la
construccion de modelos y la generacion de hipotesis. Con DISTLM pueden construirse
modelos parsimoniosos utilizando diferentes criterios y procedimientos de seleccion del
modelo. Previo a la exploracién de modelos es imprescindible evaluar la multicolinealidad
entre las variables explicativas, excluyendo del modelo aquellas variables con elevados
coeficientes de correlacion (>0,85) (Anderson e al, 2008), aunque la decisién final de
exclusiéon puede variar en funcidon de los objetivos planteados. Por dltimo, una vez
construido un modelo determinado, este puede ser visualizado en el espacio

multidimensional utilizando la rutina dbRDA.
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Objetivos

El presente trabajo se ha desarrollado con el objetivo de estudiar las relaciones entre
la dinamica poblacional de las bacterias nitrificantes y su actividad con las variables
fisicoquimicas, operacionales y los rendimientos de eliminacién de nitrégeno del proceso
en 6 reactores con sistema de fangos activos. El estudio de estas relaciones permitira
mejorar la comprensiéon del sistema biolégico de nitrificaciéon, y disponer de una

metodologfa aplicable para su monitorizacion.

Para el desarrollo del mencionado objetivo general, se ha planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Identificacién y cuantificaciéon de diversas subclases de BOA y BON mediante la
técnica molecular de hibridacién i situ con sondas marcadas con fluoréforos

(FISH).

2. Exploraciéon multivariante de la estructura poblacional de las bacterias nitrificantes
respecto al factor espacial y estacional en las EDAR analizadas.

3. Construcciéon de modelos de ordenaciéon ambiental simples para la busqueda de
relaciones entre la dinamica poblacional de las bacterias nitrificantes y las variables
ambientales y operacionales del proceso.

4. Estudiar la dependencia espacial y temporal de los rendimientos de eliminacién del
nitrégeno y los componentes del nitrégeno en las EDAR analizadas.

5. Estudiar la influencia de las wvariables operacionales y ambientales en los
rendimientos de eliminacion de las diferentes fracciones del nitrégeno, a partir de la
busqueda de modelos de interpretacion ambiental.

6. Explorar las relaciones entre la comunidad de bacterias nitrificantes y los
componentes del nitrogeno.

7. Valorar el impacto de la aplicaciéon de bajas dosis de ozono en la comunidad de
bacterias nitrificantes y en los rendimientos de eliminacién del nitrégeno.

8. Caracterizar la actividad de la biomasa nitrificante mediante la determinacion de sus
tasas de respiracion endégena y exdgena y explorar su relaciéon con la comunidad de
bacterias nitrificantes.

9. Analizar la variabilidad en las tasas de respiraciéon de las bacterias nitrificantes y su
relacion con las variables operacionales y ambientales mediante modelos de
ordenaciéon ambiental.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Cuantificar los solidos suspendidos volatiles activos del licor mezcla, a partir de la
medida del ATP intracelular, y evaluar su relaciéon con los sélidos suspendidos
volatiles calculados con el procedimiento convencional.

Reformular el calculo de la carga masica a para aportar un dato mas preciso sobre la
relacion sustrato-microorganismos activos en el licor mezcla.

Valorar la capacidad del indice de estrés del sistema, los solidos suspendidos
volatiles activos del licor mezcla y la carga masica calculada a partir de ellos, como
variables explicativas del proceso de nitrificacion.

Caracterizar las comunidades bacterianas presentes del licor de mezcla mediante

técnicas de secuenciaciéon masiva de segunda generacion.

Caracterizar las comunidades bacterianas presentes del licor de mezcla mediante
técnicas de secuenciacion masiva de tercera generacion.

Comparar los resultados obtenidos mediante las diferentes técnicas moleculares
utilizadas para la caracterizacion de comunidades bacterianas y comunidades
nitrificantes.
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3.1 ORIGEN DE LAS MUESTRAS DE FANGO ACTIVO

Para el estudio de la dinamica poblacional de bacterias nitrificantes en sistemas de
fangos activos se analizaron un total de 188 muestras de licor mezcla, agua residual afluente
y efluente del proceso de depuracion. Las muestras procedieron de cinco EDAR situadas
en Espana: EDAR Cuenca del Carraixet (CX), EDAR Quart-Benager (QB), EDAR Denia-
Ondara-Pedreguer (DN), EDAR Castellon (CT) y EDAR Molina del Segura (ML). Estas
EDAR se consideraron de interés para el estudio por presentar diferentes tipos de procesos
biolégicos y rendimientos del proceso de nitrificacion. A continuacion se realiza una breve
descripcion de cada una de ellas. En el Anexo 1 se puede encontrar mas informacion de

cada una de ellas.

EDAR Quart-Benager (QB)

La EDAR Quart-Benager (QB) esta ubicada en la provincia de Valencia (Comarca
de I'Horta Oest). Esta EDAR trata un caudal medio anual aproximado de 35023 m3/dia y
sirve a una poblacion de 166942 habitantes equivalentes. .a EDAR QB utiliza un proceso
biolégico Ludzack-Ettinger de mezcla completa con eliminaciéon de nitrégeno mediante

aireacion intermitente. El sistema esta compuesto por cuatro reactores en paralelo.

Figura 22. Vista aérea de la EDAR Quart-Benager
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EDAR de Castellén (CT).

La EDAR de Castellon de la Plana se localizada en la provincia de Castellon
(comarca de la Plana Alta). Esta planta cuenta con dos lineas de proceso independientes
(CT1 y CT2), las cuales tratan conjuntamente 34157 m3/d y sitven a una poblacién de
193773 habitantes equivalentes. Cada linea opera con dos reactores en paralelo con un
esquema LLudzack-Ettinger modificado de flujo en piston. Cada uno de los reactores cuenta
con un equipo de ozonizacién flotante, instalado con el objetivo de controlar el foaming
filamentoso causado principalmente por Gordonia amarae. El sistema de ozonizaciéon de
fangos consiste en un generador de ozono (Turboxal, Air Liquide S.A., France), el cual usa
oxigeno puro como alimentaciéon. Este generador distribuye el ozono a través de un
eyector situado en la base del reactor, produciendo una emulsiéon gas/liquido en el licor
mezcla. Durante el periodo estudiado el sistema fue operado con diferentes

concentraciones de ozono variando sus dosis de 0 a 3,59 mgOs3/gSSLM.

Figura 23. Vista aérea de la EDAR Castellén

EDAR Cuenca del Carraixet (CX)

La EDAR Cuenca del Carraixet (CX) esta ubicada en la provincia de Valencia
(comarca de I’Horta Nord). Utiliza un proceso Ludzack-Ettinger de flujo en pistén sin
recirculacion interna. a EDAR tiene dos lineas de tratamiento en paralelo; cada una de las
lineas cuenta con dos reactores en paralelo. El efluente de los reactores es mezclado
previamente a su entrada a los decantadores secundarios, de tal forma que el efluente final

de la EDAR corresponde a la mezcla de ambas lineas. El caudal medio anual es de 15784
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m3/dfa para la linea 1, y de 23677 m?/dfa para la linea 2. Esta EDAR sirve a una poblacion

de 178080 habitantes equivalentes.

Figura 24. Vista aérea de la EDAR Carraixet

EDAR Dénia-Ondara-Pedreguer (DN)

La EDAR Dénia-Ondara-Pedreguer esta ubicada en la provincia de Alicante,

(comarca de la Marina Alta). Esta depuradora da servicio a una poblacion de 45152

habitantes equivalentes, y trata un caudal medio anual de aproximado de 19089 m3/dia.
Cuenta con un sistema de tratamiento compuesto por tres reactores dispuestos en serie en
régimen de oxidacion total. La eliminacion de nitréogeno en esta EDAR se produce
mediante alternancia de zonas anoxicas y 6xicas. Los reactores cuentan con un sistema de

logica difusa para el control del sistema de aireacion.

Figura 25. Vista aérea de la EDAR Denia-Ondara-Pedreguer
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EDAR Molina del Segura (ML)

La EDAR Molina del Segura esta ubicada en la region de Murcia, (comarca de la
Vega Media del Segura). Esta depuradora da servicio a una poblacién de 271250 habitantes
equivalentes, y trata un caudal medio anual de aproximado de 25515 m3/dia. La EDAR
cuenta con un proceso biolégico de fangos activos en flujo de piston con esquema
Ludzack-Ettinger, compuesto por dos reactores en paralelo. Posee un tratamiento terciario
de coagulacion-floculacién y posterior tratamiento de fangos. Ademas, cuenta con un
sistema para el control de olores causados por sulfuro de hidrégeno, el cual se basa en la
adiciéon de cloruro férrico. En la Figura 26 se muestra una vista aérea de la EDAR, el

esquema detallado de la planta puede consultarse en el Anexo 1.

Figura 26. Vistas aérea de la EDAR Molina del Segura

3.2 TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de las EDAR QB, DN, CT y CX fueron tomadas durante un afo con
una frecuencia quincenal, desde diciembre de 2008 hasta diciembre de 2009. LLas muestras
de las EDAR ML fueron tomadas durante 21 meses con una frecuencia semanal, desde
septiembre de 2017 hasta julio de 2018. Las muestras para la determinaciéon de los
parametros fisicoquimicos fueron obtenidas a partir de la mezcla de muestras simples

horarias en relacion al caudal afluente de cada una de las EDAR.
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Para el examen biolégico en la EDAR DN se tomé una muestra simple a la salida
del ultimo reactor dispuesto en serie. En las EDAR CX, QB y ML, las muestras para el
examen biologico fueron integradas a partir de la mezcla a partes iguales de muestras
simples tomadas al final de cada uno de los reactores dispuestos en paralelo. En cada una
de las lineas independientes de la EDAR CT (CT1 y CT2) se obtuvieron muestras
integradas a partir de la mezcla a partes iguales de las muestras simples, tomadas en los

reactores en paralelo que componen cada una de las lineas.

3.3 DETERMINACION DE LAS VARIABLES FISICOQUIMICAS

En la Tabla 2 se detallan las variables medidas en el licor mezcla en cada una de las
EDAR del estudio; en la Tabla 3 se detallan las variables medidas en el afluente al reactor y
el efluente del decantador secundario. Los analisis fisicoquimicos se realizaron segun los
protocolos del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005)
para SSLM, DQO, DBOs y las fracciones del nitrogeno y del fésforo. La DBOs fue
determinada mediante el sistema Oxitop® (Reuschenbach e a/, 2003). Para la
determinacion de los componentes solubles, las muestras fueron inmediatamente filtradas
después de su extraccion usando un filtro de fibra de vidrio de 0,45 p m. El indice
volumétrico del fango a los treinta minutos (IVF30) y su forma diluida fueron

determinados de acuerdo con Jenkins ez al., (2004).

Tabla 2. Variables fisicoquimicas medidas en el licor mezcla.

Para Abrevi d EDAR
ardmetros reviatura ud. X OB DN CT ML
pH X X X X X
Conductividad CondLM pS/cm X X X X X
Temperatura en el reactor biolégico Tr °C X X X X X
Sélidos en suspension del licor mezcla SSLM mg/L X X X X X
Sélidos en suspensién volatiles del licor N « N « «
mezcla SSVLM mg/L
fndice volumétrico del fango a los 30
minutos IVF30 ml/gSSLM X X X X X
Nitrégeno total del licor mezcla NTLM mg/gSSLM
Fésforo total del licor mezcla PTLM mg/gSSLM
Demanda quimica de oxigeno del licor
X X X X

mezcla DQOLM mg/gSSLM
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Tabla 3. Variables fisicoquimicas medidas en el afluente al reactor y el efluente del decantador secundario.

X X X X 9/6w  $Od-d 0]BJSOJOLIO |9P 0I0JSO-
X X X X X X X X X X 7/6w  s]d a|qn|os |e10} 0.10)SO-
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3.4 DETERMINACION DE VARIABLES OPERACIONALES

Las variables operacionales de control del proceso bioldgico utilizadas han sido las
siguientes: carga masica (CM), tiempo de retencion celular (TRC), tiempo de retencion
hidraulico en el reactor (TRH), tiempo de retencion hidraulico en el decantador secundario
(TRHds) y oxigeno disuelto en el reactor (OD) (Tabla 4). Todas las variables operacionales,
a excepcion del OD han sido determinadas segin Tchobanoglous ef al., (2003). Los valores
del OD se han tomado mediante medidores en linea en los reactores biologicos. En las
EDAR QB y CX se registraron los valores del OD al final de cada uno de los cuatro
reactores dispuestos en paralelo, mientras que en la EDAR CT y ML fueron registrados los
valores en la parte inicial, central y final de todos los reactores. Por dltimo, en la EDAR
DN fueron registrados los valores en cada uno de los tres reactores dispuestos en serie.
Los valores del OD fueron distribuidos en tres rangos (<0,8, 0,8-2 y >2 mg/L) (Zornoza et
al., 2017) y expresados en porcentaje de tiempo a partir de cada uno de los tres dias
anteriores a la toma de muestras del licor mezcla. En la EDAR CT fueron registrados los

valores de la carga de ozono (O3), medida en Kg O3/dia, en ambas lineas (CT1 y CT2).

Tabla 4. Variables operacionales registradas.

Licor Mezcla

Pardmet Abreviat d.
ardmetros reviatura u X OB DN CT ML
Tiempo de retencién hidraulico TRH h N « « « «
en el reactor
Tiempo de retencion hidraulico en .eI TRHds h " N " x x
decantador secundario
kg DBO5/kg
CM X X X X X
Carga masica en base a la DBOS SSVLM.d
kg DQOs’kg
CM(DQO X X X X X
Carga masica en base a la DQO ( ) SSVILM.d
Tiempo de retencién celular TRC d X X X X X
Oxigeno disuelto en el reactor <
0,8 mg/L ODb mg/L X X X X X
Oxigeno disuelto en el reactor
ODm mg/L X X X X X
entre 0,8 y 2 mg/L
Oxigeno disuelto en el reactor > ODa mg/L N « « « «
2 mg/L
Carga de Ozono o3 KgOs/d X
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3.5 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE POBLACIONES DE BACTERIAS
NITRIFICANTES MEDIANTE LA TECNICA MOLECULAR FISH

3.5.1 Procesado de las muestras de fango activo para el analisis
FISH

Las muestras de fango activo procedentes de la EDAR ML fueron disgregadas
mecanicamente previamente a su fijacion. Este tratamiento se realizé con la finalidad de
mejorar los resultados en la identificacién y cuantificaciéon de las poblaciones nitrificantes,
debido a que las muestras de esta EDAR presentaban una alta fluorescencia de fondo. La
disgregacion se llevé a cabo mediante los equipos Ultra-Turrax T25 (Wallner ez al., 1995) y
Ultra-Turrax T8 (Ziglio et al, 2002), ambos de IKA Labortechnik, Staufen, Germany.
Estos equipos son capaces de desagregar la matriz biologica sin afectar a la integridad de la
membrana ni la actividad celular (Ziglio ez al., 2002). En primer lugar, las muestras fueron
disgregadas con el equipo Turrax 25 durante 5 minutos. A continuacion se disgregaron con
el equipo Turrax 8 durante 10 minutos, manteniéndose refrigeradas durante este periodo.

Las muestras de las EDAR QB, DN, CT y CX no se tuvieron que disgregar.

3.5.2 Fijacién de las muestras

Para la fijacion se centrifugé 1 ml de muestra durante 3 minutos a 7000 rpm. Se
eliminé el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 1 ml de tampon fosfato salino
(PBS). A continuacién se realizé una segunda centrifugacion a 7000 rpm y se eliminé el
sobrenadante. El sedimento de la muestra lavada se resuspendié en 250 pl PBS y 750 pl de
paraformaldehido (PFA). A continuacién se mantuvo la muestra a 4°C durante 3 horas.
Transcurrido este tiempo la muestra fue centrifugada a 7.000 rpm durante 3 minutos y
lavada con PBS nuevamente para eliminar el PFA. Una vez eliminado el sobrenadante
resultante de la dltima centrifugacion, el sedimento se resuspendié en PBS y etanol a partes

iguales y se almaceno a -20°C hasta la hibridacion.
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3.5.3 Hibridacidén de las muestras

La técnica molecular FISH (hibridacion in situ con sondas 16S/23S DNA marcadas
con fluoréforos) fue usada para identificar y cuantificar la comunidad de bacterias
nitrificantes presentes en las 188 muestras de fangos activos. Para ello se depositaron 4 pl
de muestra fijada en los pocillos de los portaobjetos y se dejaron secar al aire o en estufa a
37°C para acelerar el proceso. A continuacion se realizaron deshidrataciones seriadas
sumergiendo el portaobjetos en soluciones de etanol al 50%, 80% vy absoluto,
respectivamente durante 3 minutos. Los portaobjetos se dejaron secar al aire y a
continuacién se aplicod, en cada uno de los pocillos, 10 pl de 1a solucién de hibridaciéon con

sonda, preparada en funcién de la sonda a utilizar (Anexo 2).

El portaobjetos se coloco horizontalmente en un tubo Falcon donde se introdujo
papel de celulosa humedecido con 1,5 mL de soluciéon tampédn de hibridacion. A partir de
este momento la muestra se incub6 a 46°C y en oscuridad durante 1,5 horas para las

hibridaciones de las BOA y BON, y durante 3 horas para las sondas de las AOA.

Transcurrido el tiempo de hibridaciéon los portaobjetos fueron lavados con una
soluciéon de lavado previamente preparada (Anexo 2). En primer lugar, se vertié una
pequefia cantidad de la solucién de lavado sobre el portaobjetos con la finalidad de eliminar
la solucién de hibridacion de los pocillos. A continuacién se sumergid el portaobjetos en
50 mL de la solucién de lavado atemperada a 48°C durante 15 minutos. La finalidad de este
paso fue eliminar los restos de sonda que no se hubieran unido al rfRNA. Ambos pasos se
realizaron en oscuridad. Transcurrido el tiempo de lavado los portaobjetos fueron lavados
con agua destilada y secados al aire protegidos de la luz. Una vez secos los portaobjetos

fueron almacenados a -20°C a la espera de su visualizacién.

Sondas utilizadas en el estudio

Se emplearon 11 sondas para hacer posible la identificacién y cuantificaciéon de los
diferentes géneros y especies de bacterias nitrificantes mas comunes en los sistemas de
fangos activos. Para la identificacion de las BOA se utilizaron 5 sondas: Nsol225,
Nsel472, Nmo218, NEU y NmV. En la Figura 27 se resume la clasificacion taxonémica de

los organismos a los que identifican.
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Nitrosomonas spp.

Nitrosomonas
halotolerantes Linaje N. oligotropha

N. halophila

N. eutropha, N.europaea

Nse 1472

Figura 27. Sondas utilizadas para la identificacién de BOA

Para la identificacion de las BON se utilizaron 4 sondas de género Nspta662, NIT3,
Ntogal22 y Ntcl804; mientras que para la identificacion de dos tipos diferentes de arqueas
se utilizaron las sondas Thaull62 y Cren679. En la Tabla 5 se describen cada una de las

sondas empleadas en el presente estudio.

N.
hollandicus

Nitrobacter Nitrospira

Nitrogoga sp.

Spp. Spp.

= Nspta 662

" oson

Figura 28. Sondas utilizadas para la identificacion de BON
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Tabla 5. Sondas utilizadas para la identificacién de bacterias nitrificantes
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3.5.4 Visualizacion de muestras y cuantificaciéon con microcopia de

epifluorescencia

Las muestras hibridadas fueron examinadas con un microscopio Olympus BX50
(Olympus, Paris) equipado con una lampara de alta presion de mercurio de 100W y un
juego de filtros U-MWB, U-MWIB y U-MWIG. Previamente a la observaciéon con el
microscopio las muestras fueron montadas con ectashield (Vector Laboratories, USA).
Este liquido se coloca entre el portaobjetos y el cubreobjetos para evitar la pérdida de
fluorescencia de las sondas. Las observaciones se realizaron a 1000X para todas las sondas

excepto para la sonda Nso1225 que se realizaron a 600X.

Para la determinacion de la abundancia relativa de BOA y BON, de aquellas sondas
que dieron sefiales positivas de hibridacion, se fotografiaron aleatoriamente entre 20 y 30
campos por muestra. Por cada campo se capturaron entre 2 y 3 fotografias, una primera
correspondiente a las bacterias nitrificantes diana (sonda especifica), la segunda de toda la
comunidad bacteriana (sonda EUBmix), y en ocasiones una tercera con el filtro doble
banda que ayuda a diferenciar falsas sefiales de la sonda de hibridacion. Las fotografias se

realizaron con una camara Olympus DP70 para fluorescencia.

Las imagenes fueron revisadas y procesadas con el programa Photoshop version
CS2 9.0, para eliminar falsas sefales de la sonda de hibridacién con el objetivo de que la

cuantificacién posterior fuera lo mas precisa posible.

El procesado de imagenes para la cuantificacion y el tratamiento de datos se realizo
con el software desarrollado por Borras (2008) para Matlab. Este software descompone las
imagenes digitales tomadas en RBG a escala binaria para realizar el conteo de pixeles a
partir del cual se calculan los porcentajes de abundancia relativa de las bacterias nitrificantes
(Figura 29). El algoritmo del programa permite con un simple ajuste eliminar las partes de
la imagen que no son de interés mediante los parametros Low_in y Gamma_in. Con el
primero se consigue eliminar la parte de la imagen que representa la fluorescencia de fondo
(background) y establece un valor de 0 a 1, por debajo del cual es un falso positivo. El
parametro Gamma_in representa la forma de la curva que describe la relacion entre los
valores de intensidad de la imagen original y la nueva imagen. Cuando Gamma_in es menor

a 1 la nueva imagen tendra una intensidad mas alta, es decir que sera mas brillante, si por el
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contrario este parametro es superior a 1 la nueva imagen sera mas oscura. El programa
calcula el porcentaje y la desviacion estandar del area ocupada por las bacterias nitrificantes
en funcién del total de la comunidad bacteriana presente, asi como el error de la medida.
Este error es calculado dividiendo la desviacion estandar por la raiz cuadrada de “n”, donde

n es el nimero de campos examinados (Borras, 2008).
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Figura 29. Flujo de procesos para la cuantificaciéon de bacterias nitrificantes
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3.6 |IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE POBLACIONES
NITRIFICANTES MEDIANTE TECNICAS METAGENOMICAS

Para el analisis de muestras mediante técnicas metagendmicas se emplearon las
muestras procedentes de la EDAR ML. Durante un afo y con una frecuencia quincenal las
muestras fueron analizadas con secuenciacién dirigida del gen 16S rRNA de segunda
generacion mediante la plataforma de secuenciacion Illumina®. De las 25 muestras
analizadas, 9 de ellas fueron también analizadas mediante secuenciacion dirigida del gen

16S rRNA de tercera generacion mediante la tecnologfa de PacBio.

3.6.1 Extraccién y cuantificacion del DNA

Se extrajo por duplicado el DNA total a partir de 1 ml de muestra de fango activo.
Para la extraccion del DNA primero se realizo la lisis celular con el equipo FastPrep® -24 a
6 m/seg (3700tpm) durante 40 segundos, seguido de enfriamiento de la muestra a 4°C
durante 3 minutos, y repeticién del tratamiento a 6 m/seg durante 40 segundos. A
continuacién, el DNA se extrajo mediante el kit FastDNA SPIN® para suelo (MP
Biomedicals, Solon, OH, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. La muestra se
eluy6 con agua de grado biologia molecular en un volumen final de 50 pl. Como la muestra
se extrajo por duplicado el volumen final de muestra de DNA fue de 100 ul. Una vez
obtenido el DNA, se eliminaron los inhibidores presentes mediante el kit comercial One-
Step PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo Research, Irvine, CA. EEUU) que se utiliza para
eliminar los inhibidores de la muestra que puedan afectar a reacciones enzimaticas como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A continuacion, se midié la concentracion de
DNA mediante por fluorescencia con el fluorimetro Qubit™ (Thermo Fisher Scientific) y
la relacion 260/280 mediante espectrofotometria de UV con el equipo NanoDrop™
(Thermo Fisher Scientific. Washington, DE, EEUU), para determinar la calidad del DNA

extraido.

3.6.2 Amplificacion y secuenciaciéon masiva de genes ribosomales

La secuenciacion dirigida del gen 16S rRNA se llevé a cabo mediante dos

tecnologfas diferentes, MiSeq Illumina y SMRT de PacBio.
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Secuenciacién dirigida del gen 16S rRNA de segunda generacién.

Plataforma Illlumina

La secuenciacion se llevé a cabo en la plataforma de secuenciacion Illumina MiSeq
del servicio de secuenciacion y bioinformatica de LifeSequencing S.L., (Paterna, Valencia,
Espafna), donde también se realizé el proceso de construcciéon de las librerias de
amplicones de DNA. Las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S rRNA fueron
amplificadas con los cebadores 341F 5"-CCT ACG GGN GGC WGC AG-3’ (Herlemann
et al., 2011) y 802R 5- TAC NVG GGT ATC TAA TCC-3’ (Claesson ¢t al., 2009). Las
librerfas se generaron empleando los iniciadores 341F y 802R, siguiendo las instrucciones
descritas en la guia de preparaciéon de las librerfas de DNA para secuenciar mediante
metagenomica en el secuenciador Illumina MiSeq (Amplicon P.C.R., 2013). Las muestras

fueron cargadas en la plataforma MiSeq de Illumina en modo paired-end de 300 pb.

Se obtuvieron 2 juegos de secuencias para cada una de las muestras, un fichero con
las secuencias secuenciadas en una direccion (R1), y otro fichero con las secuencias
secuenciadas en la otra direcciéon (R2). Cada par de secuencias se sometié a solapamiento
entre ellas, para la obtenciéon de una secuencia unica y completa, con el programa PEAR
V.0.9.1 ( ) con los parametros por defecto
excepto el parametro de solapamiento minimo entre las secuencias de cada extremo que se
fij6 en 70 nts, obteniendo al final un tnico fichero con el total de secuencias solapadas.
Una vez obtenidas las secuencias solapadas, con el objetivo de eliminar las secuencias de
baja calidad, se eliminaron los extremos de secuencias que no llegaron a la calidad Q20.
Con el programa CUTADAPT version 1.8.1. se procedié a eliminar restos de cebadores de
amplificacion y se seleccionaron secuencias de una longitud mayor de 200pb en las
secuencias 16S, ya que las secuencias de menor tamafio tienen mayor probabilidad de
asociarse erroneamente a grupos taxonémicos. Para el analisis de las secuencias obtenidas
en la secuenciacion se utilizé la plataforma de acceso libre QIIME 1.9.1 (Caporaso ef al.,
2010) y comandos adicionales de la maquina virtual Microbiome Helper (Comeau et al.,
2017). El primer paso en el tratamiento bioinformatico de los datos fue la comprobacion
de la calidad de las secuencias mediante la herramienta FastQC, ya que el servicio de
secuenciaciéon proporcioné las secuencias unidas con el procedimiento descrito con
anterioridad. A continuacion, mediante la herramienta FASTX-Toolkit v0.0.14 se
eliminaron las secuencias de menos de 200 pb y aquellas con una calidad menor de Q30 en

el 90% de los casos (Gordon, 2009). Para la eliminacién de las secuencias potencialmente
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quiméricas se utiliz6 VSEARCH v1.11.1 (Rognes ¢z al, 2016). Las secuencias restantes
fueron procesadas mediante el comando open reference de QIIME, aplicando los métodos
SortMeRNA v2.0 (Kopylova ¢t al., 2012) y SUMACLUST v1.0.00 (Mercier ez al., 2013) para
los pasos de agrupamiento en OTUs basados en una referencia y de novo, respectivamente.
Las OTUs se definieron al 97 % de la similitud de secuencia, empleando la base de datos

SILVA 1132 (Quast ¢z al., 2013).

Secuenciacién dirigida del gen 16S rRNA de segunda generacién.

Plataforma PacBio

La comunidad microbiana de la EDAR ML fue analizada mediante secuenciacion
de tercera generacion. En este caso, la secuenciacion se llevé a cabo en la plataforma de
secuenciaciéon PacBio del servicio de secuenciacion y bioinformatica GATC Biotech
(Eurofins Genomic Company), donde se realiz6 el proceso de construccion de las librerfas

de amplicones de DNA.

Para la amplificacion de las regiones V1-V8 del gen 16S rRNA se utilizaron los
iniciadores 27F y BS-R407 (Tabla 6). Las librerfas de DNA se prepararon segun las

caracteristicas indicadas para secuencias mediante metagenomica en el secuenciador.

Tabla 6. Secuencias de los iniciadores 27F y BS-R407

Regién Variable Iniciador Secuencia Tamarno Referencia
V1-V8 27F  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1381 pb Klindworth et
BS-R1407 GACGGGCGGTGWGTRC al., 2013

En la primera parte del analisis bioinformatico los datos fueron procesados para la
busqueda y eliminacién de quimeras. Para ello se utiliz6 la herramienta UCHIME (Edgar e7
al., 2011) utilizando una base de datos de referencia de genes de ARNr 16S de longitud
completa, buena calidad y no quimérica. Las secuencias unicas no quiméricas obtenidas tras
este analisis se sometieron a un analisis BLASTn (Altschul ez 4/, 1990). Para ello se
utilizaron secuencias de referencia de fRNA 16S no redundantes con un E-value de corte
de 1e-006. Las secuencias de rRNA del gen 16S de referencia se obtuvieron del Ribosomal

Database Project (Cole ¢z al., 2008) (actualizacion 11 de septiembre de 2016).
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de 1e-06. Las secuencias de rRNA del gen 16S de referencia se obtuvieron del Ribosomal

Database Project (Cole ¢z al., 2008) (actualizacion 11 de septiembre de 2016).
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Figura 30. Secuencia de trabajo en el tratamiento bioinformatico

La clasificaciéon taxondémica se basé en la Taxonomia del NCBI (Federhen, 2011)
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Para el filtrado, excepto el E-value de corte
(1e-006), no se utilizaron otros umbrales durante el analisis de BLAST. Se consideraron
todos los resultados de referencia a la base de datos de 16S rRNA y se aplicaron filtros
especificos a los resultados para eliminar los falsos positivos. Finalmente, la clasificacion de

las secuencias de OTU fue normalizada para calcular las abundancias relativas.
3.7. VALORACION DE LA ACTIVIDAD NITRIFICANTE MEDIANTE

RESPIROMETRIA.

Los analisis respirométricos fueron realizados con el objetivo de valorar la actividad
nitrificante en las muestras de fango activo. Para ello se analizaron 34 muestras de fango

activo de la EDAR ML..
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3.7.1 Equipo de respirometria

Para la realizacion de los ensayos respirométricos se ha utilizado un respirémetro
BM-Adpance Pro de SURCIS S.L., Barcelona, Espafia. Este equipo posee un reactor de 1
litro de capacidad, un sistema de agitaciéon mediante hélice, un mecanismo de aireacion a
través de un difusor ceramico de burbuja fina y un sistema de bombeo para la recirculacién
interna del licor mezcla (Figura 31). El respirometro esta equipado con un sistema de
control automatico del pH y de la temperatura por medio de un sistema pe/tier y calefactor
integrado en el propio analizador BM. El equipo utiliza una sonda EasyFerm Plus PHI 1P
120 Pt100 (HAMILTON®) y un oximetro de electrodo tipo Clark para el control de estos

parametros, respectivamente.

El respirometro esta conectado a un ordenador, el cual procesa las sefales de los
sensores y calcula, mediante el software integrado al equipo (BM-Respirometer, SURCIS, S.L.,

Barcelona, Espana), los resultados de tasas de respiracion y variables de control.

Operacién del equipo de respirometria.

En funcién de la variable a analizar se realizaron dos tipos de ensayos: los ensayos

en modo estatico y los ensayos en modo dinamico.

Los ensayos en modo estatico o modo OUR comprenden dos etapas, en la primera
de ellas se mantiene la recirculacion interna, la aireacion y agitacion encendida para fijar el
oxigeno inicial de referencia (Cb). El ensayo se inicia en la segunda etapa, donde se
suspenden la aireacién y la recirculacion y se mantiene unicamente la agitacion. A partir de
este momento, el oximetro registra automaticamente el descenso del oxigeno disuelto (Cs)
en el reactor, debido al consumo por de biomasa presente en el licor mezcla. Esto permite
conocer la pendiente de caida del oxigeno, que se corresponde con la tasa de respiracion
global endogena de la biomasa (OURenq), 1a cual calcula el programa del respirémetro de

manera automatica haciendo uso de la ecuacién 3.1.,

OUR = === (3.1)
donde Cb es la concentracion de oxigeno base; Cs la concentracion de oxigeno final y t el

tiempo trasncurrido desde la posicion Cb a Cs.
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Figura 31. Representacién esquemética del respirémetro BM-Advance Pro.
(1) vaso reactor, (2) difusor de aire, (3) hélice de agitacidn, (4) sensores, (5) motor de agitacion, (6) sistema de
almacenamiento de reactivos y bombeo para el control del pH, (7) conectores de los sensores, (8) bomba
peristaltica para recirculacién interna, (9) panel de control, (10) analizador.

Los ensayos en modo dinamico se caracterizan por mantener la aireaciéon en
continuo durante todo el ensayo. Este sistema, abierto, con oxigenacién permanente y
provisto de recirculacién entre la parte superior del reactor y la zona de medidas, determina
el OD en la fase liquida de modo dinamico. En este ensayo se parte del nivel de oxigeno de
referencia (Cb) previo a la adiciéon de una determinada cantidad de sustrato. Una vez se ha
establecido el Cb y se adiciona el sustrato el programa genera un respirograma formado por
una medida continuada de valores de la tasa de respiraciéon dinamica (Rs). Esta tasa
depende de la demanda de oxigeno provocada por el sustrato afladido. Rs se calcula en
funcioén de la diferencia entre la linea de OD base fijada al inicio de cada experimento y la

obtenida tras la adiciéon de un sustrato, segun la ecuacion 3.2.

Rs = frs fr - (Co = C5) (3-2)

donde, Rs es tasa de respiracion exogena (mg/L h); frs, factor de calibracion (valor
dependiente del coeficiente especifico de transferencia del oxigeno en funcién de la
velocidad de recirculacion en el reactor); ft: factor dinamico (se determina en fabrica y

depende del caudal de la bomba y volumen de la zona inferior del vaso reactor); Cb: Linea
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base (oxigeno inicial que corresponde al estado de respiracion enddgena (mg/l)); Cs:

concentracién de oxigeno resultante de la oxidacién del sustrato (mg/1).
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Figura 32. Representacién gréfica del célculo de la tasa de respiracion enddgena por respirometria.

Para el control del pH durante los ensayos se utilizé una disolucion de NaOH 0,1M
y una disoluciéon de HCI 0,1M. Las cuales son adicionados de forma automatica por el

equipo BM-Adpance Pro mediante una bomba peristaltica.

3.7.2 Anélisis respirométricos.

Preparacién de las muestras para respirometria.

Previamente al inicio de los ensayos respirométricos las muestras fueron sometidas
a un periodo de aireacion de entre 12 y 24 horas con el objetivo de asegurar las condiciones
endogenas del fango. Transcurrido este periodo las muestras fueron filtradas con una
malla metalica de 3 mm con el objetivo de retirar los soélidos de mayor tamafio. A
continuacién 500 ml de muestra fueron diluidos en 500 ml de agua potable libre de cloro

residual, para asegurar una concentracién de SSLM entre 2,5 y 5 mg/L.

Previamente al inicio de cada uno de los andlisis se programé un ensayo en modo
de operacién dinamico para comprobar las condiciones enddégenas de fango y adaptar el

fango a la temperatura y pH determinados, y asegurar una linea base de oxigeno estable en
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el caso de los ensayos en modo de operacién dinamico. Los analisis respirométricos de
cada una de las muestras procesadas fueron programados para mantener las condiciones de
temperatura y pH de la EDAR en el momento del muestreo. Estas condiciones se

mantuvieron durante un periodo minimo de 30 minutos antes de inicio de los ensayos.

Medida de la tasa de respiracién endégena de bacterias heterétrofas y

autdtrofas

Para el analisis de la tasa de respiracion enddgena del total de la poblacion
bacteriana presente en el fango activo se utiliz6 fango activo diluido en estado de
respiraciéon endogena, acondicionado al pH y temperatura del proceso. Se programé un
ensayo en modo de operacién estatico en el que se introdujeron como variables la
concentraciéon de SSVLM, la Tr y el pH. Los ensayos se dieron por finalizados cuando se
hubo consumido todo el oxigeno presente en el reactor. En este momento se pudo obtener
la tasa de consumo de oxigeno en condiciones endoégenas (OURend), la cual calcula el
programa del respirometro de manera automatica. A partir del los valores de OURenq se

calculd la tasa de consumo de oxigeno especifica (SOURenqg) segtn la ecuacion 3.3.

OUR
SSVLM

SOUR = (3.3)

Para determinar la tasa de respiracion enddégena de las bacterias heterotrotfas
(OURenan) v la correspondiente tasa especifica de respiracion (SOURcndan), se partié de un
fango con la biomasa autétrofa inhibida y se procedi6 a realizar el mismo procedimiento
que para la obtenciéon de OURend. La inhibicién de la biomasa autétrofa se realizo tal y

como se describe posteirmente.

La tasa de respiracion endogena de las bacterias autétrofas (OURenan) v la
correspondiente tasa especifica de respiracion (SOURcnaa) se calculé como la diferencia

entre los valores de OURend.a y OURenan (Figura 33).
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Figura 33. Medida de la tasa de respiracién enddgena autdtrofa y heterdtrofa.

Medida de la tasa de respiracién por consumo de amonio.

Para el analisis de la tasa de respiracion por consumo de amonio (Rs) se utilizd
fango activo diluido en estado de respiracion endoégena, acondicionado al pH y
temperatura del proceso. Se programé un ensayo en modo de operacion dinamico en el
que se introdujeron como variables la concentracion de SSVLM, la Tt, el pH, el volumen
de sustrato utilizado, la intensidad de la aireacion y la velocidad de la bomba peristaltica de
recirculacion del fango. Para determinar la respiraciéon exégena por consumo de N-NHy se
utiliz6 una solucién de CINH4a razén de 70 mg CLNH;/g SSVLM en 10 ml de agua
destilada. Los ensayos se dieron por finalizados cuando la tasa de respiraciéon se volvid

asintota respecto al eje horizontal tras alcanzar su valor maximo.

A partir del valor de Rs obtenido se calcul6 la tasa de respiracion especifica (Rsp) y

la tasa de nitrificacion (AUR),

_ Rsy
Rsp = SSVLM (3-2)
AUR=-"5 (33

donde 4,57 son los mg de Oz necesarios estequiométricamente para la oxidacién de cada

mg de N-NH4*.
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Inhibicién de la biomasa autdtrofa.

Para inhibir la biomasa autétrofa se utilizo Allil tiourea que fue afiadida al fango
activo diluido en estado de respiracion endégena, acondicionado al pH y temperatura del
proceso. Se programé un ensayo en modo de operacion dinamico en el que se introdujeron
como variables la concentracion de SSVLM, la T, el pH, el volumen de sustrato utilizado,
la intensidad de la aireacion y la velocidad de la bomba peristaltica de recirculacion del
fango. Se adicionaron 2 g CINH4 en 10 ml de agua destilada al iniciar el ensayo y se
monitorizé6 Rs. Cuando se establecié una meseta en Rs se procedié a adicionar
sucesivamente 1 ml de una solucién de Allil tiourea (Img Allil Tiourea en 1 ml de agua)
hasta que se observé un descenso sensible de Rs. Los ensayos se dieron por finalizados

cuando la tasa de respiracién fue 0.

3.8 DETECCION DE LA BIOMASA ACTIVA MEDIANTE TECNICAS DE
CUANTIFICACION DEL ATP

Para llevar a cabo la cuantificaciéon del ATP se utilizé la ATPmetria ATP2G®. Para
ello se tomaron diferentes volimenes de fango activo: 1.0 ml. para cuantificar el ATPt y 2
volumenes de 100 pL. de fango para cuantificar el ATPd, segin las instrucciones del

fabricante (LuminUltra™).

La cuantificacién del ATP se llevé acabo mediante la medida de la luminiscencia,
generada por su reaccion con el complejo luciferina-luciferasa. Esta reaccion se lleva a cabo
mediante los kits de reactivos adecuados para cada tipo de agua. En el caso de las aguas

residuales se utiliza el kit Quench Gone 21W™ (LuminUltra).

Segun las instrucciones del fabricante, una vez llevada a cabo la reacciéon se
deteminé la luminiscencia generada. Para la medida de la luminiscencia se utilizé6 un

fotémetro (Photonmaster luminometer de LuminUltra® New Bunswick, Canada).

Los resultados de la intensidad de la luz emitida medida en URL se convirtieron en

ng ATP/mL usando el patrén de ATP, Ultra Check 1.™ y el software Lumi Capture Lite.

Mediante el kit Quench Gone21-W™ se midieron los siguientes parametros:

- ATP total (ATPt): suma de ATP intra y extracelular
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- ATP extracelular (ATPd): ATP libre o combinado procedente de

microorganismos lisados.

- ATP intracelular (ATPc): ATP contenido en los microorganismos vivos.
ATPc (ng/mL) = ATPt (ng/ml) - ATPd (ng/ml) (3.4

donde, ATPc es el ATP intracelular, ATPt el ATP total y ATPd el ATP

disuelto en el medio.

- Indice de estrés de la biomasa (BSI) que representa el nivel de estrés al que

esta sometida la biomasa.
BSI% = ATPd/ATPt (3.5)

- Los solidos suspendidos activos del licor mezcla (SSVALM) se calculan a
partir del factor de conversiéon calculado por Tchobanoglous ez al, (2003).
Este factor considera que la biomasa contiene aproximadamente el 50% de

carbon en peso seco.

SSVALM (mg/L) = 0.5 - ATPc (ng/mL) (3.0)

3.9 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

En analisis de datos se dividié en dos bloques, en el primero de ellos se analizaron
los datos de abundancia relativa obtenidos por FISH en las EDAR QB, CX, CT y DN para
evaluar la dinamica poblacional de las comunidades de bacterias nitrificantes. En el
segundo bloque se analizaron los datos de abundancia relativa obtenidos por FISH y
técnicas de metagenomicas, asi como la actividad de las bacterias nitrificantes determinada

mediante respirometria en la EDAR ML y los datos de la medida de ATP.

En el primer bloque se analizan las relaciones entre las variables ambientales, los
rendimientos de eliminacién del nitrégeno y la abundancia de las diferentes especies de
bacterias nitrificantes determinada mediante la técnica FISH de los 5 reactores
correspondientes a las 4 EDAR mencionadas. Para el analisis estadistico se consideraron
tres conjuntos de variables: las wvariables ambientales (variables fisicoquimicas vy

operacionales), las variables que hacen referencia al rendimiento de eliminaciéon de las

96



Materiales y métodos

diferentes fracciones del nitrégeno, y las variables biologicas (abundancia relativa de
bacterias nitrificantes). Cada uno de los conjuntos de variables fue sometido a un analisis
descriptivo y un tratamiento preliminar. A continuacion se realizé un andlisis exploratorio
empleando rutinas multivariantes con enfoque no paramétrico y basadas en matrices
distancia. Finalmente se realiz6 un analisis de interpretacion ambiental mediante modelos
lineales basados en la distancia (DISTLM) para relacionar los diferentes conjuntos de
variables. En este caso la matriz de variables explicativas fue construida con 21 variables

fisicoquimicas y 5 variables operacionales del proceso.

En el segundo bloque se procedié de manera similar para el tratamiento de los
resultados de la abundancia de bacterias nitrificantes en la EDAR ML y su actividad. A
continuaciéon se analizaron los resultados mas correlacionados con el rendimiento de

eliminacién de nitrégeno de la EDAR ML y las variables ambientales.

3.9.1 Anélisis descriptivo y tratamiento preliminar de los datos

Fueron exploradas diferentes opciones para la transformaciéon de las variables
biologicas (ninguna trasformacion, raiz cuadrada, raiz cuarta, Log (X+1) y trasformacién
binaria). La eleccion de la transformacion se realizé a partir del calculo de los coeficientes
de correlacion de Spearman entre las matrices distancia e Bray-Curtis correspondiente a las
cinco opciones (rutina 2STAGE, Second-stage analysis), contrastando las distintas
opciones a partir de la representacion visual del grafico de trazado sombreado (shade plot)
y escalamiento multidimensional no métrico (nMDS). También se utilizé la rutina BIO-
ENYV con el objetivo de relacional la matriz biolégica y la matriz de variables ambientales,
con el objetivo de examinar aquellas transformaciones que maximizan la correlacion en la
rutina (Clarke e# a/, 2014). En base a estas herramientas se selecciono la transformacion

raiz cuadrada.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov se utilizé6 para contrastar la hipotesis de
normalidad de las variables ambientales. Por otro lado, la simetria de los datos fue
explorada a partir de los histogramas de frecuencia y grafico de dispersiéon maltiple de
puntos (draftsman plot). Las variables ambientales fueron transformadas con la funcién
Log (X+1) y posteriormente normalizadas (rutina estandarizacién) para la homogenizacién

de las variables con diferentes escalas de medida.
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Todas las rutinas utilizadas correspondientes al analisis descriptivo y tratamiento
preliminar de los datos fueron realizadas con PRIMER v7 (Clartke y Gotley, 2015), a
excepcién de la prueba de Kolmogorov-Smirnov, la cual se realizé con el programa IBM

SPSS 21 (Chicago, IL, USA).

Previamente a los analisis exploratorios y de interpretacion ambiental fueron
construidas las matrices de similitud (matrices distancia) de las variables biologicas
transformadas, utilizando el indice de Bray-Curtis (Bray y Curtis, 1957), asi como las
correspondientes a las variables ambientales transformadas y estandarizadas, utilizando la

distancia euclidea.

3.9.2 Anélisis exploratorio

El escalamiento multidimensional no métrico (nMDS) fue empleado para identificar
los patrones de distribucion de las variables biologicas y ambientales, segun los siguientes
factores: espacial (reactor) y temporal (estaciones). Por otro lado, el analisis de las
diferencias significativas entre grupos (factores estudiados), a partir de ambos tipos de

variables, fue explorado utilizando el analisis de similitudes de una via y cruzado de dos vias

(ANOSIM).

Todas las rutinas utilizadas correspondientes al analisis exploratorio han sido
realizadas con PRIMER v7 (Clarke y Gorley, 2015), a excepcion de la prueba de Kruskal-
Wallis, la cual se realiz6 con el programa STATISTICA 10.0 (StatSoft, 2011).

3.9.3 Anadlisis de interpretacion ambiental

El analisis de correlaciéon no paramétrico entre matrices bioldgicas y fue aplicado
para encontrar las combinaciones de variables relacionadas con la eliminacion del
nitrégeno que mejor explican la dinamica poblacional las bacterias nitrificantes. Previa a la
aplicacion de la rutina para la exploracion de las relaciones entre las variables del nitrégeno
y las variables biologicas, se utilizé el grafico maltiple de dispersion de puntos (draftsman
plots) y la matriz de correlacién de Pearson entre pares de variables ambientales con el fin
de examinar la colinealidad, eliminando aquellas variables que presentaron coeficientes de

correlacion mayores de 0,95 (Clarke ez al., 2014).
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Con el objetivo de evaluar la contribuciéon de las variables ambientales a la
variabilidad observada en las poblaciones de bacterias nitrificantes y su actividad en los
casos correspondientes, fueron construidos modelos lineales basados en la distancia
(DISTLM). Previamente a la aplicacion de la rutina DISTLM, se utiliz6 el grafico multiple
de dispersion de puntos (draftsman plots) y la matriz de correlacion de Pearson entre pares de
variables ambientales con el fin de examinar la colinealidad, eliminando aquellas variables
que presentaron coeficientes de correlacion mayores de 0,85 (Anderson e al., 2008). Las
variables ambientales se analizaron individualmente (test marginal), ignorando el resto de

variables, y secuencialmente (test secuencial) a partir de los procedimientos forward selection y

stepwise y los criterios adjusted R2, AICC (Akaike Information Criterion corrected) y BIC (Bayesian
Information ~ Criterion), usando 999 permutaciones. El criterio AICC fue utilizado
alternativamente al AIC, debido a que el nimero de unidades experimentales o muestras
(N) fue menor respecto al numero de variables explicativas (v), teniendo en cuenta que la
relacion N /v fue infetior a 40 (Anderson ¢# al., 2008). Siempre que fue posible se utilizaron
procedimientos y criterios que permitieran construir modelos parsimoniosos, es decir,
modelos simples con un numero muy reducido de variables ambientales y elevada
capacidad de prediccion. El analisis de redundancia basado en la distancia (dbRDA) fue
usado para construir una ordenacion restringida en los valores ajustados desde el mejor
modelo (Anderson e al, 2008). Las variables analizadas fueron representadas como
burbujas donde el valor de la variable esta representado por el tamafio de burbuja (bubble
plots). La longitud y direccion de la relaciones entre las variables explicativas y las variables
biologicas de los valores de Pearson >0,40 fueron presentados como vectores para
visualizar la ordenacién de las variables respuesta frente a las variables explicativas, aunque

solamente se consideraron significativos los valores de Pearson >0,50.

La construccion de los modelos lineales basados en la distancia (DISTLM-dbRDA)
fueron realizados utilizando PRIMER v7 (Clarke y Gotley, 2015).
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Resultados

41 ESTUDIO DE LA DINAMICA DE LAS POBLACIONES DE BACTERIAS
NITRIFICANTES EN LAS EDAR CT, CX, DN Y OB.

En el siguiente apartado se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de las

112 muestras recogidas en 4 de las EDAR analizadas en esta tesis: CT, CX, DN y QB.

4.1.1 Resultados de la aplicacion de la técnica FISH para la

identificacién y cuantificaciéon de bacterias nitrificantes en las
EDAR CT, CX, DN y QB.

Los resultados de la aplicaciéon de la técnica molecular FISH fueron visualizados
mediante microscopia de eplifluorescencia. Se detectaron resultados positivos en 3 de las 5
sondas utilizadas para la identificaciéon de las BOA (Nso12251x4, Nmo218 y NEU) y 3 de
las 4 sondas utilizadas para la identificaron de las BON (Ntspa662, Ntogal22 y NIT3). No
se observaron senales positivas de hibridacion en ninguna de las 2 sondas utilizadas para las
AOA (Thaull62 y Cren679). La Figura 34 muestra las abundancias promedio

determinadas mediante FISH.

La aplicacion de la téenica FISH permitio la identificacion de comunidades de BOA
de la clase betaproteobacteria (sonda Nsol225LNA). Mediante microscopia de
epifluorescencia se observaron los tipicos agregados celulares densos caracteristicos de este
grupo de BOA (Figura 35 a), con morfologias celulares ovales y esféricas. Nitrosomonas fue
el género dominante responsable de la oxidacién del amonio en todas las EDAR
analizadas. Este género presentd resultados positivos en el 100% de las muestras
procesadas, su abundancia promedio fue del 3% y estuvo comprendida entre el 6% vy el
1%. Esta comunidad estuvo principalmente representada por especies del linaje de IN.
oligotropha, identificadas con la sonda Nmo218. Esta sonda permitié la observacion
microscopica de los agregados celulares de N. ofligotropha, los cuales fueron compactos y
estéricos o irregulares y mas abiertos en ciertas ocasiones. Estas células presentaron
principalmente morfologias ovales (Figura 35b). La sonda Nmo218 present6 resultados
positivos en un 92% de las muestras analizadas. El linaje de N. o/igotropha representé un

promedio del 49% respecto al total de Nitrosomonas detectadas por la correspondiente
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sonda de género; su abundancia promedio fue del 1,5% (Figura 34) y estuvo comprendida
entre el 0% y el 5%. Los miembros del grupo de Nitrosomonas halotolerantes (sonda NEU)
fueron detectados en un 58% de las muestras. Este grupo, que presenté abundancias
relativas menores, fue detectado en todas las EDAR exceptuando la EDAR QB. El grupo
de Nitrosomonas halotolerantes representé un 16% del total de las Nitrosomonas detectadas.
Su abundancia promedio fue <1% y estuvo comprendida entre el 0% y el 2% (Figura 34).
Las hibridaciones con la sonda NEU mostraron frecuentemente agregados celulares no
homogéneos morfolégicamente. El tamafio y la densidad de estos agregados fue menor
que en el caso de la sonda Nmo218, y se observaron con mayor frecuencia en la superficie
del floculo (Figura 35c). El linaje Nitrosomonas enropaca-entropha (sonda Nsel472) no
presenté senales de hibridacién positivas en ninguno de los reactores estudiados. Asi
mismo, tampoco se observo la presencia de la especie Nitrosococcus mobilis (sonda Nml/).
Estos resultados junto con los de la sonda NEU indican que las especies hibridadas con
esta ultima sonda no se corresponden con las especies IN. wobilis, N. halophila, N. enropaea y

N. eutropha.

Nitrosomonas spp

N. oligotropha
Nitrosococcus mobilis

N. europea

Nitrosomonas halotolerantes
Nitrobacter spp

Nitrotoga sp

Nitrospira spp
Nitrolancetus hollandicus
Subgrupo thaumarchaeota

Candidatus Nitrosopuymilus maritimus

00 05 10 15 20 25 30 35

Figura 34. Diagrama del promedio de la abundancia relativa de las bacterias oxidantes del amonio y nitrito en
las EDAR CT, CX, DN y QB.
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Figura 35. Bacterias oxidantes del amonio més frecuentes en las EDAR CT, CX, DN y QB.
al) sonda Nso 1225, a2) Mismo campo sondas EUB338mix, 600X; b1) sonda Nmo 218, b2) Mismo campo
sondas EUB338mix, 1000X; c1) sonda NEU, c2) Mismo campo sondas EUB338mix, 1000x.
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b1 b2
cl c2
Figura 36. Bacterias oxidantes del nitrito mas frecuentes en las EDAR CT, CX, DN y QB.

al) sonda Ntspabb2, a2) Mismo campo sondas EUB338mix, 600X; b1) sonda Ntog122, b2) Mismo campo
sondas EUB338mix, 1000X; c1) sonda NIT3, c2) Mismo campo sondas EUB338mix, 1000x.
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Los géneros dominantes responsables de la oxidacion del nitrito fueron Nitrospira
(sonda Ntspa662) en las EDAR CX, DN y QB y Nitrotoga (sonda Ntogal22) en los
reactores CT1 y CT2. El género Nitrospira present6é una morfologia homogénea con forma
caracteristica de pequefios agregados celulares densos de forma esférica (Figura 36 a). Este
género mostr6 resultados positivos en un 66% de las muestras analizadas y representé un
promedio del 71% respecto al total de total de BON detectadas. Lla abundancia promedio
de Nitrospira fue del 1% (Figura 34) y estuvo comprendida entre el 0 y 5%. El género
Nitrotoga present6d resultados positivos en un 49% de las muestras analizadas. Sus
agregados fueron de mayor tamafno que los de Nitrospira, poco densos, presentaron formas
irregulares y estuvieron formados por células ovales y esféricas (Figura 36 b). Este género
represent6 un promedio del 29% respecto al total de total de BON detectadas; su
abundancia promedio fue menor del 1% (Figura 34) y estuvo comprendida entre el 0 y 3%.
El género Nitrobacter (sonda NIT3) fue identificado unicamente en la EDAR DN. Este
género mostré una morfologia homogénea, de pequefios grupos de células grandes (Figura
36¢). La presencia de Nitrobacter fue observada en un 6,3% de las muestras y represento el
2% de la BON detectadas. Su abundancia relativa estuvo comprendida entre 0 y <1%. No
se observaron sefiales positivas de la especie Nitrolancetus hollandicns (sonda Ntlc804) en
ninguna de las EDAR estudiadas. Estos resultados dieron origen a un porcentaje promedio

de abundancia relativa de BON del 1% en el conjunto de los reactores estudiados.

La concentracion total de biomasa nitrificante estuvo comprendida en un rango del
1 al 7%, con un valor promedio del 4%, del cual el 1% representa el promedio de la

biomasa total de BON y el 3% el promedio de la biomasa total de BOA.

Distribucién temporal y espacial de la poblacién de bacterias nitrificantes

en las EDAR CT, CX, DN y QB.

En este apartado se analiza la distribuciéon temporal y espacial de las bacterias
nitrificantes (BN), determinada mediante la técnica molecular FISH, en las 112 muestras
tomadas de los reactores de las EDAR CT, CX, DN y QB. En la Tabla 7 se resumen los

datos de la cuantificacion de las diferentes especies de variables nitrificantes.

En la Figura 37 y la Figura 38 se observa la dinamica poblacional de las BN en los

reactores CT1 y CT2, respectivamente. Nitrosomonas fue el género dominante responsable
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de la oxidacién del amonio en ambos reactores y presentd resultados positivos en un 100%
de las muestras analizadas. En CT1 su abundancia promedio fue del 3% y estuvo
comprendida entre el 1 y 5%. En el caso de CT2 su abundancia promedio fue del 3% y
estuvo comprendida entre el 2 y 5%. N. o/igotropha presentd resultados positivos en el 87%
de las muestras analizadas en CT1, mientras que en CT2 se obtuvieron resultados positivos
de esta especie en el 100% de las muestras. En CT1 su valor promedio fue del 1% y en
CT2 del 2%; su abundancia estuvo comprendida entre el 0 y 4% y entre el 0 y 3%,
respectivamente. El grupo de Nitrosomonas halotolerantes fue detectado en un 48% de las
muestras de CT1 y en un 74% de las muestras de CT2. Sus abundancias promedio fueron
menores del 1% en ambos reactores, y estuvieron comprendidas entre 0 y 2% para CT1 y

entre 0y 1% para CT2.

Tabla 7. Media (M), desviacién estandar (DE), valor méximo (Mx) y valor minimo (Mn) de la abundancia relativa
(%) de bacterias nitrificantes.

EDAR CT1 EDAR CT2 EDAR DN
Variables biolégicas ™M DE Mx Mn M DE Mx Mn M DE Mx  Mn
Nitrosomonas spp. 2,6 1,5 5 1 32 0,9 5 2 3,0 0,8 5 2
N. oligotropha 0,8 1,0 4 0 1,5 0,8 3 0 1,3 0,6 3 0
N. halophila-eutropha 0,2 0,5 2 0 0,3 04 1 0 0,9 05 2 0
N. europaea 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrosococcus Mobilis 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrolancetus hollandicus 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrospira spp. 0,1 0,3 1 0 0,1 0,3 1 0 1,7 11 5 1
Nitrotoga sp. 0,5 0,5 2 0 0,8 0,6 2 0 0,0 0,0 0 0
Nitrobacter spp. 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0 0,2 0,2 <1% 0
Subgrupo Thaumarchaeota 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrosopuymilus maritimus 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
EDAR QB EDAR CX
Variables biolégicas ™M DE Mx Mn M DE Mx Mn
Nitrosomonas spp. 4,0 1,9 6 1 2,3 0,9 5 1
N. oligotropha 2,8 1,4 5 1 1,0 0,7 2 0
N. halophila-eutropha 0,0 0,0 0 0 1,0 0,7 2 0
N. europaea 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrosococcus Mobilis 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrolancetus hollandicus 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrospira spp. 1,6 1,1 4 0 1,5 0,8 3 0
Nitrotoga sp. 0,0 0,0 0 0 0,8 0,9 3 0
Nitrobacter spp. 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Subgrupo thaumarchaeota 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
Nitrosopuymilus maritimus 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0 0
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El género dominante responsable de la oxidacion del nitrito, en ambos reactores de
la EDAR CT, fue Nitrotoga. Este género presentd resultados positivos en un 87% de las
muestras analizadas en CT1 y un 100% de las muestras de CT2. En ambos reactores su
abundancia promedio fue del 1% y estuvo comprendida entre el 0% y 2%. El género
Nitrospira presento resultados positivos en un 30% de las muestras analizadas en CT1 y un
17% de las muestras de CT2. En ambos reactores su abundancia promedio fue menor del
1% y estuvo comprendida entre el 0% y 1%. Estos resultados dieron origen a un promedio

del porcentaje total de BON del 1% en el reactor CT1 y del 2% en el reactor CT2.
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Figura 37. Abundancia relativa de las bacterias nitrificantes en el reactor CT1.
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Figura 38. Abundancia relativa de las bacterias nitrificantes en el reactor CT2.
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La concentracion total de biomasa nitrificante estuvo comprendida en un rango del
1 al 6% en el reactor CT1 y del 2 al 6% en el reactor CT2, tomando valores promedio de

3% y 4% en cada uno de los reactores respectivamente.

En la Figura 39 se observa la dinamica poblacional de las BN en la EDAR CX. El
género Nitrosomonas presento resultados positivos en un 100% de las muestras analizadas.
Su abundancia promedio fue del 2% y estuvo comprendida entre el 1% y 5%. N. oligotropha
presento resultados positivos en el 75% de las muestras analizadas. Su valor promedio fue
del 1% y su abundancia estuvo comprendida entre 0 y 2%. El grupo de Nitrosomonas
halotolerantes fue detectado en un 75% de las muestras. Su valor promedio fue del 1% y su
abundancia estuvo comprendida entre 0 y 2%. El género dominante responsable de la
oxidacion del nitrito en la EDAR CX fue Nitrospira, el cual presento resultados positivos en
un 90% de las muestras analizadas. Su abundancia promedio fue del 2% y estuvo
comprendida entre 0% y 3%. El género Nitrotoga presento resultados positivos en un 60%
de las muestras analizadas; su abundancia promedio fue del 1% y estuvo comprendida
entre 0 y 3%. La concentracion total de BON estuvo comprendida en un rango del 1 al

4%, siendo su valor promedio fue del 2%.

La concentracion total de biomasa nitrificante estuvo comprendida en un rango del

2 al 7%, su valor promedio fue del 5%.
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Figura 39. Abundancia relativa de las bacterias nitrificantes en el reactor CX.
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En la Figura 40 se observa la dinamica poblacional de las BN en la EDAR DN. El
género Nitrosomonas presento resultados positivos en un 100% de las muestras analizadas.
Su abundancia promedio fue del 3% y estuvo comprendida entre el 2 y 5%. IN. oligotropha
presento resultados positivos en el 100% de las muestras analizadas. Su valor promedio fue
del 1% y su abundancia estuvo comprendida entre el 0 y 3%. El grupo de Nitrosomonas
halotolerantes fue detectado en un 100% de las muestras. Su valor promedio fue del 1% y
su abundancia estuvo comprendida entre 0 y 2%. El género dominante responsable de la
oxidacion del nitrito fue Nitrospira, el cual present6 resultados positivos en un 100% de las
muestras analizadas. Su abundancia promedio fue del 2% y estuvo comprendida entre el 1
y 5%. En la EDAR DN también se detect6 la presencia del género Nitrobacter en un 31%
de las muestras, aunque siempre en un porcentaje menor al 1%. Es por ello que para
calcular el porcentaje de BON total en esta EDAR solo se ha considerado la abundancia

determinada para el género Nitrospira.

La concentracidon total de biomasa nitrificante en la EDAR DN estuvo

comprendida en un rango del 3 al 8%, y su valor promedio fue del 5%.
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Figura 40. Abundancia relativa de las bacterias nitrificantes en el reactor DN.

En la Figura 41 se observa la dinamica poblacional de las BN en la EDAR QB. El
género Nitrosomonas presento resultados positivos en un 100% de las muestras analizadas.

Su abundancia promedio fue del 4% y estuvo comprendida entre el 1y 6%. IN. oligotropha
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present6 resultados positivos en el 100% de las muestras analizadas. Su valor promedio fue
del 3% vy su abundancia estuvo comprendida entre el 1 y 5%. El género dominante
responsable de la oxidacion del nitrito en la EDAR QB fue Nitrospira, que presentd
resultados positivos en un 99% de las muestras analizadas. Su abundancia promedio fue del
2% y estuvo comprendida entre 0 y 4%. Estos porcentajes se corresponden con el total de

BON vya que fue el tnico género detectado.

La concentraciéon total de biomasa nitrificante en la EDAR QB estuvo

comprendida en un rango del 1 al 10%, su valor promedio fue del 6%.
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Figura 41. Abundancia de las bacterias nitrificantes en el reactor QB.
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En la Figura 42 se representa la comparativa del promedio de las abundancias
relativas detectadas en cada una de las EDAR analizadas en este apartado. En este grafico
se observa la distribucion de los grupos taxondmicos entre los reactores y las diferencias en
su composicion biologica. Tal y como se ha comentado, el género Nitrosomonas resulté el
género mas abundante en todos los reactores estudiados. La EDAR QB mostr6 las
mayores abundancias de BOA del género Nitrosomonas (4%) y de la especie IN. oligotropha
(3%), seguida por la EDAR CT2 (3% y 2% respectivamente). Las BON presentaron mayor
abundancia en la EDAR CX, la cual destaco por la coexistencia de los géneros Nitrospira y

Nitrotoga. Nitrospira presentd mayores abundancias en las EDAR QB y DN.
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Figura 42. Promedio de la abundancia relativa de las poblaciones nitrificantes detectadas por FISH en los
reactores CT1, CT2, DN, QB y CX.
Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, N.oligotropha; Nsoa, Nitrosomonas halotolerantes; Ntspa, Nitrospira spp.;
Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntb, Nitrobacter spp.
Para analizar los datos obtenidos tras el analisis FISH se utiliz6 el software Primer
v.6. (PRIMER-E, Plymouth, UK). Se aplicaron diversas técnicas estadisticas para explorar

el conjunto de variables bioldgicas correspondientes a los géneros y especies de BOA y

BON cuantificados.

El grafico de trazado sombreado (Figura 43) muestra el analisis claster entre las BN
cruzado con el analisis cluster entre muestras, ambos generados a partir de las matrices de
distancia. En el trazado sombreado se representa la composicion de comunidad
nitrificante; para ello emplea la abundancia relativa de los diferentes grupos taxonémicos
expresada como rafz cuadrada, donde la gradacién de color (blanco hasta negro) se
corresponde con un valor creciente de la misma. En la parte superior de la figura de
ordenaciéon ambiental se muestra el analisis claster de las muestras respecto al factor
espacial. Hste analisis aporta informacién sobre la similitud de las muestras entre los
diferentes reactores. En este caso, se observa como la mayorifa de las muestras de un
mismo reactor aparecen agrupadas. As{ mismo se observa una agrupacion entre las
muestras de los reactores CT1 y CT2, y las muestras de los reactores QB y DN. Las
muestras mas separadas en el dendograma fueron las de la EDAR CX, aunque mostraron
cierta similitud con algunas de las muestras de CT1. Los factores biologicos también
aparecieron asociados, observandose una agrupacion entre la sonda del género Nitrosomonas
y la especie N. oligotropha y ambas BOA cercanas al género Nitrospira. Por otro lado se

agrupan las especies de Nitrosomonas halotolerantes y el género Nitrotoga.
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Figura 43. Raiz cuadrada de la abundancia relativa de las poblaciones nitrificantes detectadas por FISH en las
EDAR DN, CT, QB y CX, representada a través del gréfico de trazado sombreado.

Para confirmar las diferencias espaciales observadas en el analisis claster se realizo
un analisis nMDS respecto al factor reactor y en funcién de la abundancia relativa de las
variables biologicas (Figura 44). El analisis mostré un nivel de estrés dentro de los valores
normales. El valor del nivel de estrés menor de 0,2 indica un buen ajuste para la
representacion de los datos a lo largo de los dos ejes de la figura de ordenacion (Clarke y
Warwick, 2001), lo que significa que las diferencias observadas respecto al factor reactor
son significativas. Con el objetivo de obtener una representacion mas clara de las
agrupaciones entre los reactores, se ha superpuesto el analisis clister con un nivel de
similitud de 75 segun la distancia de Bray-Curtis. La figura del nMDS muestra tres grupos
principales de distribuciéon: un grupo compuesto por las muestras procedentes de CT1 y
CT2, otro compuesto por las muestras de CX y DN vy el formado principalmente por las

muestras del reactor QB.
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Figura 44. Anélisis cluster sobre los resultados del nMDS aplicado a la abundancia relativa de bacterias
nitrificantes segin el factor espacial.

El analisis de similitud (ANOSIM) representado en la Tabla 8 muestra las
diferencias entre los distintos reactores a partir de las abundancias relativas de las variables
biologicas. Este analisis muestra que existen diferencias significativas entre los reactores, las
cuales coinciden con el patrén encontrado en el nMDS (Figura 44). El valor 0,58 del
estadistico global R indica que existe una separacion entre reactores. Los estadisticos R
parciales también indican resultados similares a los obtenidos con el nMDS, los cuales
muestran una mayor separaciéon entre CT2-DN (R=091) y QB-CT2 (R=0,89). Los
reactores de la EDAR CT no muestran una separacion significativa (R=0,13), indicando
que sus respectivas comunidades biologicas fueron similares a lo largo del tiempo, aspecto

esperado puesto que se trata de reactores que operan en paralelo.

115



Resultados

Tabla 8. ANOSIM a partir de las abundancias relativas de las variables biolégicas segun el factor reactor en las
EDARCT, CX, DNy QB

Estadistico global R

0,58

Reactor R Significancia (%)
QB, CX 0,58 0,1
QB, DN 0,70 0,1
QB, CT1 0,70 0,1
QB, CT2 0,89 0,1
CX, DN 0,33 0,1
CX, CT1 0,44 0,1
CX, CT2 0,61 0,1
DN, CT1 0,69 0,1
DN, CT2 0,91 0,1
CT1,CT2 0,13 0,1

Con el objetivo de determinar patrones temporales se realizé un analisis nMDS
respecto al factor estacional y en funciéon de la abundancia relativa de las variables
biolégicas (Figura 45). Este analisis no mostré patrones significativos de distribucion. Este
resultado fue contrastado con un analisis de similitud ANOSIM, el cual dio como resultado
un valor del estadistico R de 0,009, confirmando que no existen diferencias significativas
respecto al factor estacional. Esto significa que la variacion de las poblaciones a lo largo del
tiempo no estuvo condicionadas por los factores ambientales asociados a los cambios de

estacion durante el afio.
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Figura 45. Anélisis nMDS sobre los datos la abundancia relativa de bacterias nitrificantes segun el factor
estacional.
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Interpretacién ambiental de la dindmica poblacional de las bacterias

nitrificantes

Con el objetivo de encontrar posibles relaciones entre las variables ambientales y la
comunidad de BN, se llevé a cabo un analisis de regresion multivariante, con la finalidad de

obtener modelos de interpretacion ambiental.

Los modelos lineales multivariantes se han explorado por separado en cada uno de
los reactores a excepcion de los reactores CT1 y CT2. Estos reactores se han explorado
conjuntamente por tratarse de lineas paralelas con el mismo proceso de depuracion, pero
variables de operacion y afluentes diferentes. Esta decision ademas fue motivada por los
resultados de los analisis de similitud ANOSIM y nMDS segun el factor reactor, los cuales
no mostraron diferencias significativas entre las comunidades de BN entre ambos
reactores. La construcciéon de los modelos se ha basado en el uso de los criterios y
procedimientos mas parsimoniosos: stegp-wise/ AICe, a excepcion del modelo realizado para
el reactor CX, donde se optd por el uso de otros critetios (forward/ adjusted R?) para incluir

mas de una variable biolégica en los modelos.

Los DISTLM utilizados para evaluar las correlaciones entre la poblacion de
bacterias nitrificantes y las variables ambientales en los reactores de las EDAR CT y QB
(Tabla 9 a y d ), no presentaron una buena capacidad explicativa. Esto se deduce de los
elevados valores de p (p>0,05), junto con los bajos valores de psexudo-F, los cuales indican

una probabilidad mayor de que la hipotesis verdadera sea nula.

El DISTLM empleado para evaluar las correlaciones entre la poblacién de bacterias
nitrificantes y las variables ambientales en el reactor DN (Tabla 9 b) mostré que el 54,48%
de la variaciéon de las comunidades de bacterias nitrificantes puede explicarse a partir de la

concentracion de oxigeno en el reactor, la carga masica (CM) y el ratio DQO/DBO:s.
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Tabla 9. Resultados del test secuencial para el andlisis DISTLM realizado entre las variables ambientales y

bacterias nitrificantes en las EDAR CT, CX, DN y QB.

a) EDARCT
. %
Variable AlICc Pseudo-F P
Prop.
%DQOs 284 2,18 0,063 4,70
ODm 283 2,98 0,017 6,20
Variacién total explicada 10,90
b) EDAR DN
. %
Variable AlICc Pseudo-F P
Prop.
ODm 108 4,87 0,002 19,59
CM 106 4,51 0,011 15,43
ODa 105 3,89 0,011 11,54
DQO/DBOs 105 2,95 0,028 7,91
Variacién total explicada 54,48
c) EDAR QB
. %
Variable AlICc Pseudo-F P
Prop.
%DQ0Os 118 13,71 0,001 38,38
ODa 117 3,39 0,055 8,56
Tor 116 3,26 0,056 7,43
CN-NH4 116 2,88 0,08 6,00
Variacién total explicada 60,37
d) EDAR CX
. . %
Variable Ajuste RA"2 Pseudo-F P
Prop.
SSLM 0,11 3,29 0,057 15,47
Tor 0,12 1,17 0,355 5,43
ODm 0,13 1,19 0,32 5,48
Variacién total explicada 26,38

%DQOs, porcentaje de DQO soluble afluente al reactor biolégico; ODm, porcentaje de tiempo en el
que el oxigeno se mantuvo entre 0,8 y 2 mg/L en el reactor biologico; CM, carga masica; ODa, porcentaje
de tiempo en el que el oxigeno se mantuvo por encima 2 mg/L en el reactor biol6gico; T, temperatura
en el reactor biolégico; CN-NHs, concentracién de nitrégeno amoniacal en el afluente al reactor
biolégico; SSLM, sélidos suspendidos del licor mezcla.

El test secuencial indicé que la concentracion media de oxigeno (ODm) en el
reactor fue la variable que mayor porcentaje de variacion explica (19,59%). Los coeficientes
de correlacion de Pearson de las abundancias de las distintas especies de BOA y BON con
cada uno de los ejes del dbRDA han sido calculados para identificar su respuesta ante las
diferentes variables ambientales. El ODm se relacioné inversamente con el eje 2 del
dbRDA, el cual explica un 18,97% de la variacion (Tabla 10). Los coeficientes de
correlacion multiple parcial en el modelo relacionan el género Nitrospira con este eje (r = -

0,78). El eje 1 del dbRDA explica el 30,99 de la variaciéon; ODa (r=0,55) y la CM (r=-0,58)
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fueron las variables mas correlacionadas con este eje, explicando cada una de ellas un

15,43% y un 11,54% del total de la variacion, respectivamente.

Tabla 10. Coeficientes de correlacion mdultiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
variables bioldgicas con los ejes del doRDA en la EDAR DN

EDARDN dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

% variacién

. 30,99 18,97 5,20 -0,68
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
ODm 0,44 -0,84 0,18 -0,27
CM 0,55 0,44 -0,27 -0,65
ODa -0,58 0,01 0,46 -0,68
DQO/DBOs 0,40 0,33 0,83 0,22
Nso 0,14 0,15 -0,48 0,11
Nsoo 0,73 -0,13 -0,18 0,06
Nsoe 0,45 0,22 -0,05 -0,10
Ntoga 0,00 0,00 0,00 0,00
Ntspa 0,29 -0,78 0,09 0,08
Ntb 0,63 0,21 0,15 -0,10

ODm, porcentaje de tiempo en el que el oxigeno se mantuvo entre 0,8 y 2 mg/L en el
reactor biolégico; CM, carga masica; ODa, porcentaje de tiempo en el que el oxigeno se
mantuvo por encima 2 mg/L en el reactor bioldgico; Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo,
Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa,

Nitrospiray spp.; Ntb, Nitrobacter spp.

En el diagrama de burbujas de la variable ODm representado en la Figura 46 se
puede observar como los mayores valores de abundancia relativa de Nitrospira ocurtieron

cuando el OD del reactor se mantuvo entre de 0,8 y 2 mgO2/L mas del 33% del tiempo.

En la Figura 47 se observa como la abundancia de N. o/igotropha y Nitrobacter en la
EDAR DN se asoci6 a valores de CM supetiores a 0,15 KgDBO;/KgSSVLM d. Aunque
el ODa también fue seleccionada como variable significativa, no se ha incluido en lo
dbRDA debido a que vari6 entre un rango del 0-9% es decir que tnicamente el 9% del

tiempo permanecié el OD por encima de 2 mg/L en el medio.
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Figura 46. Gréfico de burbujas del porcentaje de tiempo en que el oxigeno se mantuvo en concentraciones
entre 0,8 y 2mg/L (ODm) en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las variables

ambientales y biolégicas en la EDAR DN.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntspa,

Nitrospira spp; Ntb, Nitrobacter spp.
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Figura 47. Grafico de burbujas de la carga mésica en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacién

entre las variables ambientales y bioldgicas en la EDAR DN.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntspa,

Nitrospira spp.; Ntb, Nitrobacter spp.
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Los resultados del test secuencial del modelo lineal multivariante obtenido para el
reactor QB indican que el porcentaje de DQO soluble en el afluente al reactor (%DQOs)
explicé un 38,38 % de la variacién de las comunidades de bacterias nitrificantes. El eje 1
del dbRDA, el cual explica el 52,51%, aparecio relacionado negativamente con esta variable
(r=-0,86) y positivamente con el género Nitrosomonas (+=0,74) y la especie IN. oligotropha
(1=0,68) (Tabla 11).

Tabla 11. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
variables bioldgicas con los ejes del dbRDA en la EDAR QB.

EDARQB dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

% variacién

. 52,51 4,44 3,52 -0,09
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
%DQOs -0,86 -0,31 -0,31 -0,27
ODa -0,42 0,21 0,18 0,87
Tr -0,26 0,12 0,90 -0,34
CN-NH,4* 0,16 -0,92 0,27 0,25
Nso 0,74 -0,05 0,27 0,00
Nsoo 0,68 0,00 -0,24 0,03
Ntspa 0,41 0,37 -0,07 -0,02

%DQOs, porcentaje de DQO soluble afluente al reactor biolégico; ODa, porcentaje
de tiempo en el que el oxigeno se mantuvo por encima 2 mg/L en el reactor biol6gico;
T°, temperatura en el reactor biolégico; CN-NHs, concentracion de nitrégeno
amoniacal en el afluente al reactor biolégico; Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo,
Nitrosomonas oligotropha; Ntspa, Nitrospira spp..

En el diagrama de burbujas del dbRDA de la Figura 48 se ilustran los coeficientes
de correlacién de Pearson de las distintas especies calculados para identificar su respuesta
debido a la variaciéon del %DQOs. En la figura se observa como las abundancias del
género Nitrosomonas, N. oligotropha y el género Nitrospira (aunque no de manera significativa)

se relacionan con %DQOs menores del 50%.
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Figura 48. Gréafico de burbujas del %DQOs en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las
variables ambientales y bioldgicas en la EDAR QB.
Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntspa, Nitrospira spp.

4.1.2 Anélisis de los rendimientos de eliminacidon de las fracciones
del nitrégeno en las EDAR CT, CX, DNy QB

Evolucién temporal y espacial de los rendimientos del nitrégeno en cada

una de las EDAR CT, CX, DN y QB.

En el siguiente apartado se han aplicado diferentes técnicas estadisticas para
explorar el conjunto de variables relativas a las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacion. Para realizar este analisis se han seleccionado 8 variables
relacionadas con las concentraciones de las diferentes fracciones del nitrégeno en el
efluente (NT, NTs, NKT, NKTs, N-NH4*, N-NOz, %N-NO> y N-NO3’) y 5 variables
relacionadas con los rendimientos del proceso de depuracion (tNT, tNTs, tNKT, tNKTs y
rN-NH4").

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la media, desviacién estandar y rango de las
distintas fracciones del nitrégeno y sus rendimientos de eliminaciéon en cada uno de los

reactores analizados en este apartado.
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Tabla 12. Rango, media y desviacién estandar de las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus respectivos

rendimientos de eliminacion.

Reactor CX Reactor DN Reactor QB
Unidades Minimo Méximo  Media DE Minimo  Méaximo  Media DE Minimo  Méaximo  Media DE
NTs  mgN/L 8,90 38,90 22,10 7,70 3,30 9,40 6,40 1,60 5,60 45,00 19,00 11,50
rNTs % 21,47 67,23 50,05 13,43 69,05 91,44 82,79 5,53 28,22 83,03 59,79 14,64
N-

NH4  mgN/L 0,06 19,00 454 6,72 0,03 1,22 0,17 0,27 0,10 32,60 9,55 9,74

rN-

NH4 % 18,52 99,61 83,70 23,95 89,39 99,90 99,02 2,24 41,88 99,60 78,88 18,61

N-
NO2 mgN/L 0,02 1,83 0,67 0,52 0,00 0,32 0,05 0,07 0,04 5,67 1,35 1,50
N-
NO3  mgN/L 6,53 18,50 11,91 3,48 1,71 7,15 3,91 1,74 0,36 11,10 6,14 2,67
NKTs  mgN/L 1,44 29,86 9,55 8,29 0,45 4,78 2,45 1,06 0,98 35,95 11,45 10,54
rNKTs % 20,68 87,79 62,10 20,26 82,96 99,12 93,29 3,50 44,69 96,39 77,47 16,91
%N-
NO2 % 0,16 13,74 550 4,15 0,05 5,21 1,24 1,40 1,07 50,31 16,40 12,78
Reactor CT1 Reactor CT2
Unidades Minimo Méximo Media DE Minimo Maximo Media DE

NTs mgN/L 17,00 53,01 33,10 11,02 20,01 48,00 32,00 7,70

rNTs % 4,00 60,47 36,03 13,95 20,00 57,14 36,52 10,02
N-NH4 mgN/L 4,40 45,00 26,50 11,84 15,00 42,00 26,83 7,98

rN-

NH4 % 10,20 89,52 44,20 20,68 14,58 63,16 41,05 11,77
N-NO2 mgN/L 0,00 5,20 2,03 1,69 0,00 3,20 1,31 0,88
N-NO3 mgN/L 0,50 4,70 1,45 1,25 0,50 3,60 1,66 1,03

NKTs mgN/L 12,10 52,31 29,65 12,60 16,00 46,10 28,99 8,49
rNKTs % 5,26 71,40 43,41 17,88 22,91 61,69 42,93 10,73
%N-
NO2 % 0,60 91,07 52,21 23,79 0,50 6,80 2,97 1,72

NTs, nitrégeno total soluble; tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; N-NHy, concentracién de
amonio; tN-NHy, rendimiento de eliminacién del amonio; N-NO,, concentracién de nitrito; N-NOs3, concentracion de
nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno Kjeldahl soluble; %N-NOg, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno
total en el efluente. DE, desviacion estindar.

En la Figura 49 se puede observar la situacion global de cada una de las EDAR

estudiadas en este apartado respecto al proceso de nitrificacion-desnitrificaciéon. Los

reactores CT1 y CT2 muestran una nitrificacion escasa, caracterizada por una

concentraciéon elevada de N-NH4* en el efluente (media 26,50+11,84 y 26,85%7,89

mgN/L, respectivamente). En el reactor CT1 de esta EDAR se observaron las mayores

concentraciones de nitrito en el efluente. De forma contraria, DN muestra una excelente

capacidad de nitrificacién-desnitrificacion. En la EDAR CX se observa una nitrificacién

moderada y una desnitrificacion incompleta, como se deduce por la elevada concentracién

de N-NOs en el efluente (media 11,91+3,48 mgN-NH4*/L). En el reactor QB se obsetvan

dos situaciones, periodos con una excelente nitrificaciéon-desnitrificacion y periodos con
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escasa nitrificacion, la cual se deduce de la elevada desviacién estandar del N-NH4* del

efluente (media 9,5549,74 mgN-NH4*/L).

40

35

30 l

25 mN-org
—

-NH4

o 20 - N
1S mN-NO2

15 T N-NO3

10 T ~

[
. - il i
QB CX DN

Figura 49. Valores promedio y desviacion estandar de las fracciones del nitrdgeno del efluente en los reactores
QB, CX, DN, CT1y CT2.
N-NH4, concentracién de amonio; N-NO2, concentracién de nitrito; N-NO3, concentracién de nitrato; N-org,
nitrégeno organico.

El tfNKTs de los distintos reactores, representado en el diagrama de cajas y bigotes
de la Figura 50, esta en concordancia con los resultados anteriores. Los mayores
rendimientos de eliminacién se observaron en el reactor DN (media 99,02£224 mgN-
NH4*/1), seguidos por los reactores QB, CX y CT. La EDAR DN se caracterizo,
principalmente, por el estrecho margen de variaciéon de sus elevados rendimientos de
eliminacion. Los reactores QB, CX y CT1, sin embargo, presentaron una elevada variacion,
tal y como indica el mayor rango de longitud intercuartilico. La distancia entre bigotes, en
los tres casos, refleja elevados y bajos valores de tNKTs, especialmente en el reactor CT1,
donde aparecieron los menores rendimientos. En CX, la posicién de la mediana en la parte
superior del rango intercuartilico indica que el 25% de los valores de dicho rango se
agruparon en un estrecho intervalo (67-75%). En el caso de CT2 la mediana esta
desplazada a la parte inferior del rango intercuartilico, lo cual indica que la mayor parte de

los valores se agruparon por debajo de ese valor.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov indicé una falta de normalidad en las variables
NT y tNT. Por otro lado, la exploraciéon visual del conjunto de datos, a través de los
histogramas de frecuencia y grafico de dispersion multiple de puntos (draftsman plo?), indico,

en general, una falta de simetrfa en los datos referidos a los componentes del nitrégeno.
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Por ello, todos los componentes se transformaron con la funcién Log (X+1), donde X
representa el componente. A continuacién, los datos fueron normalizados (rutina
estandarizacion en PRIMER 7.0) para la homogenizacion de las variables con diferentes

escalas de medida.
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Figura 50. Diagrama de cajas y bigotes del rendimiento de eliminacién del NKT soluble (sNKTre) expresado en
porcentaje,en los reactores CT1, CT2, CX, DNy QB.
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Figura 51. Diagrama de cajas y bigotes del nitrdgeno amoniacal del efluente en mg/L (N-NH4) en los
reactores QB, CX, DN, CT1y CT2.
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Los resultados del nMDS y analisis cluster, segin el factor reactor y a partir de los
componentes del nitrégeno diferenciaron tres grandes grupos de muestras a partir del valor
3,8 de la distancia euclidea (Figura 52). El primero se encuentra formado por todas las
muestras de DN y parte de las correspondientes a CX y QB. El segundo se encuentra
formado por la mayoria de muestras de CT1 y CT2, y parte de las correspondientes a CX y

QB. El tercero, mas pequefio que el resto, se encuentra representado por algunas muestras

de CT1y CT2.
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Figura 52. nMDS a partir de los componentes del nitrégeno del efluente segin el factor espacial.

Los resultados de la rutina ANOSIM (Tabla 13) coincidieron con el patrén espacial
observado en el nMDS, indicando que existe una separacion entre reactores (R=0,71 y
p=0,001) a partir de las fracciones del nitrégeno en el efluente. La mayor distancia
observada corresponde a DN vy los reactores CT1, CT2 y CX, mientras que la menor

separacion la muestran CX y QB.

Por otro lado, los resultados de la rutina ANOSIM respecto al factor estacional (R
global=-0,007 y p=0,001) indica que los componentes del nitrogeno del efluente no
muestran diferencias significativas debidas al factor estacional, no presentando ademas el

nMDS ningtn patrén definido de distribucion estacional.
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Tabla 13. ANOSIM a partir de las abundancias relativas de las variables biolégicas segun el factor reactor

Estadistico global R 0,71
Reactor R P
QB, CX 0,30 0,001
QB, DN 0,59 0,001
QB, CT1 0,53 0,001
QB, CT2 0,57 0,001
CX, DN 0,92 0,001
CX, CT1 0,85 0,001
CX, CT2 0,81 0,001
DN, CT1 0,99 0,001
DN, CT2 0,99 0,001
CT1,CT2 0,42 0,001

Anélisis de la contribucién de la poblacién de bacterias nitrificantes a la

eliminacién de amonio en la EDAR.

El objetivo de este apartado fue la construccién de modelos de interpretacion
ambiental que permitan explicar la contribucion de las distintas BOA y BON a la

eliminacién del amonio.

Los modelos lineales multivariantes se han explorado por separado en cada uno de
los reactores, a excepcion de los reactores CT1 y CT2, los cuales se han explorado
conjuntamente por tratarse de lineas paralelas con el mismo proceso de depuraciéon. Esta
decision fue ademas motivada por los resultados de los analisis de similitud ANOSIM y
nMDS segutn el factor reactor, los cuales no mostraron diferencias significativas entre los
rendimientos de eliminacién del nitrégeno de ambos reactores. Los modelos de las EDAR
CT y QB se han basado en el uso de los criterios y procedimientos mas parsimoniosos: szep-
wise y AICe. En las EDAR CX y DN se utilizaron los procedimientos forwar y adjusted R?

para incluir mas de una variable biolégica en los modelos.

En la Tabla 14 se presentan los resultados del test secuencial de los modelos lineales
multivariantes utilizados para evaluar las correlaciones entre la poblacion de bacterias

nitrificantes y las fracciones del nitrégeno en los diferentes reactores.

El DISTLM construido para los dos reactores de la EDAR CT (Tabla 14 a) indicé
que, el 20,79% de la variacion de las comunidades de bacterias nitrificantes se relacion6

con el tNTs (13,37% de la variacion total) y el %oN-NO2 (7,43% de la variacion total).
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Los resultados del modelo fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 53). Con
el objetivo de detectar qué variables mostraron las mejores correlaciones con el conjunto
de variables relacionadas con los rendimientos de eliminacion del nitrégeno y las diferentes
fracciones del nitrégeno en el efluente, los coeficientes de correlacién de Pearson fueron

afladidos como vectores. El 18,9% de la variacion fue explicado por el eje de ordenacion 1.

Tabla 14. Resultados del test secuencial para el anélisis DISTLM realizado entre la concentracion en el efluente
del decantador secundario de las diferentes fracciones del nitrégeno y sus rendimientos de eliminacién y las
bacterias nitrificantes en las EDAR CT, CX, DN y QB.

a) EDAR CT
Variable AICc  Pseudo-F p % Prop.
rNTs 279 6,78 0,002 13,37
%N-NO2 278 4,03 0,002 7,43
Variacién total explicada 20,79

b) EDAR DN
Variable AdjR”2  Pseudo-F p % Prop.
N-NO3 0,07 2,71 0,039 11,96
N-NH4 0,10 1,60 0,203 6,85
rNTs 0,11 1,17 0,342 4,99
rNKTs 0,12 1,09 0,362 4,61
N-NO2 0,12 1,00 0,454 4,23
Variacién total explicada 32,63

c) EDAR QB
Variable AICc  Pseudo-F p % Prop.
rNKTs 115 19,26 0,001 46,69
NTs 112 5,17 0,007 10,54
Variacién total explicada 57,23

d) EDAR CX
Variable Ajuste RA2  Pseudo-F p % Prop.
%N-NO2 0,08 2,56 0,0970 12,44
N-NO2 0,14 2,25 0,1120 10,23
N-NO3 0,14 1,09 0,3710 4,95
rNKTs 0,20 2,16 0,1420 9,13
N-NH4 0,26 2,15 0,1400 8,42
rN-NH4 0,29 1,62 0,2140 6,09
NKTs 0,40 3,44  0,0550 10,87
NTs 0,41 1,20 0,3420 3,73
Variacion total explicada 65,86

NTs, nitrégeno total soluble; tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; N-NHy, concentracién de
amonio; tN-NHy, rendimiento de eliminaciéon del amonio; N-NOy, concentraciéon de nitrito; N-NOs3, concentracion de
nitrato; NKTs, nitrégeno Kjeldahl soluble; rNKTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno Kjeldahl soluble; %N-NO»,
porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente.
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Las variables biolégicas con los mayores coeficientes de correlaciéon con este eje
tueron el género Nitrosomonas, la especie IN. oligotropha y el género Nitrotoga (r = -0,47, r = -
0,45 y 1=-0,46 respectivamente). E1 dbRDA muestra como la abundancia de estas variables
biolbgicas se relaciona positivamente con valores del tNTs mayores del 50%. El %N-NO2
del efluente presenta una correlacion positiva elevada con el eje 1 del dbRDA (+r=0,57) y
con el eje 2 (r=0,82). Aunque la correlaciéon es mayor en el segundo eje de ordenacién
ninguna de las variables biol6gicas ha presentado coeficientes de correlacion significativos
con este eje. Las relaciones observadas con el eje de ordenacién indican que el %0N-NO»
del efluente se relaciona de manera inversa con la abundancia de Nitrosomonas, la especie IN.

oligotropha y el género Nitrotoga.

Tabla 15. Coeficientes de correlacién multiple parcial de las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacién y correlaciones de las variables biolégicas con los ejes del dbRDA en la EDAR CT

EDARCT dbRDA1 dbRDA2
% variacién

. 18,94 1,86
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2
rNTs -0,82 0,57
%NO2-N 0,57 0,82
Nso -0,47 0,12
Nsoo -0,45 -0,15
Nsoe -0,27 -0,08
Ntoga -0,46 -0,12
Ntspa 0,02 0,04

tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; %N-NO3,
porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente. Nso,
Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes;
Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.
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Figura 53. Gréfico de burbujas del rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble (rNTs) en el dbRDA
ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las fracciones del nitrdgeno en el efluente, sus rendimientos
de eliminacién y variables bioldgicas en la EDAR CT.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntoga, Nitrotoga sp..

El modelo lineal multivariante usado para evaluar las correlaciones entre la
poblacién de bacterias nitrificantes y las fracciones del nitrégeno en la EDAR DN (Tabla
14 b), indicé que el N-NOj del efluente explicé el 11,96% de la variaciéon en las
comunidades nitrificantes. El resto de variables no mostraron correlaciones significativas
(p>0,05). El N-NOs5- del efluente se relacioné positivamente con el eje 1 del dbRDA, el
cual explica un 21,04% de la variacion. Los coeficientes de correlacion multiple parcial en
el modelo relacionaron positivamente el género Nitrospira con este eje (r = 0,67) y

negativamente el grupo de Nitrosomonas halotolerantes.

En el grafico de burbujas, junto con el dbRDA (Figura 54) puede observarse como
el género Nitrospira se relaciona positivamente con concentraciones de N-NOs en el
efluente supetriores a 4 mgN/L, mientras que el grupo de Nitrosomonas halotolerantes
presenta la tendencia contraria, y sus abundancias fueron mayores cuando las

concentraciones de N- NOj3™ estuvieron por debajo de este valor.
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Tabla 16. Coeficientes de correlacién multiple parcial de las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacién y correlaciones de las variables bioldgicas con los ejes del dbRDA en la EDAR DN

EDARDN dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
% variacién

. 21,04 6,29 4,49 0,82
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
N-NO3 0,55 -0,35 -0,40 0,40
N-NH4 0,44 0,71 -0,17 0,35
rNTs -0,48 0,02 -0,87 -0,02
rNKTs 0,48 0,04 -0,24 -0,84
N-NO2 -0,21 0,61 0,01 -0,13
Nso -0,21 0,27 -0,27 0,10
Nsoo 0,08 -0,32 -0,18 -0,10
Nsoe -0,44 0,15 -0,07 -0,33
Ntoga 0,00 0,00 0,00 0,00
Ntspa 0,67 -0,05 -0,06 -0,04
Ntb -0,16 -0,25 -0,19 0,05

tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; N-NHy, concentracién de amonio; N-
NOj3, concentracién de nitrato; tNKTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno Kjeldhal soluble;
NOg, concentracién de nitrito. Nso, Nitrasomonas spp; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas
halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.; Ntb, Nitrobacter spp.
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Figura 54. Grafico de burbujas de la concentracién de nitrato en el efluente en el dbRDA ilustrando el DISTLM
basado en la relacion entre las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién
variables bioldgicas en la EDAR DN.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas
halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.; Ntb, Nitrobacter sp.
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El modelo lineal multivariante usado para evaluar las correlaciones entre la
poblaciéon de bacterias nitrificantes y las fracciones del nitrégeno en los reactores de la
EDAR QB, indic6 que 57,23% de la variacion de las comunidades de BN puede explicarse
mediante 2 variables, el tNKTs (46,69% de la variacién total) y el NTs (10,54% de la
variacion total) (Tabla 14 c). El tNKTs se relacioné positivamente con el eje 1 del dbRDA
(t=0,9906), el cual explica un 53,78% de la variaciéon. Los coeficientes de correlacion
multiple parcial en el modelo correlacionaron significativamente los géneros Nitrosomonas y
Nitrospira con este eje (r = -0,85) y la especie N. oligotropha (+=-0,69). El eje 2 del dbRDA
explica el 3,45% y se relacioné con el NTs del efluente, pero ninguna de las BOA y BON

aparecieron relacionadas con este eje.

En el grafico de burbujas junto con el dbRDA (Figura 55) pueden observarse los
coeficientes de Pearson superpuestos como vectores representando la correlacion entre
positiva entre la abundancia de las BOA y BON detectadas en esta EDAR. Las especies de
Nitrosomonas positivamente correlacionadas se relacionan con rendimientos de eliminacién

del NKT's superiores al 75%.

Tabla 17. Coeficientes de correlacién multiple parcial de las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacién y correlaciones de las variables bioldgicas con los ejes del doRDA en la EDAR QB

EDAR QB dbRDA1 dbRDA2
% variaciéon
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2
rNKTs -0,996 0,088

NTs 0,088 0,996

53,78 3,45

Nso -0,85 -0,22
Nsoo -0,69 0,06
Ntspa -0,39 0,09

NTs, nitrégeno total soluble; tNKTSs, rendimiento de eliminacién del
nitrégeno Kjeldhal soluble; Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas
oligotropha; Ntspa, Nitrospira spp.
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Figura 55. Gréafico de burbujas del rendimiento de eliminacién del NKT soluble en el doRDA ilustrando el
DISTLM basado en la relacién entre las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de
eliminacidn y variables biolégicas en la EDAR QB.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntspa, Nitrospira spp.

El modelo lineal multivariante seleccionado para relacionar la abundancia de las
bacterias nitrificantes con las diferentes fracciones de nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacion en el reactor CX explico un 65,86% de la variacion presentada
(Tabla 14 d). Sin embargo, hay que tener en cuenta en la interpretacion de este modelo que,
las variables seleccionadas presentan valores de p elevados y bajos valores de psendo-F, los
cuales indican una probabilidad mayor de que la hipétesis verdadera sea nula. Ambos
valores indican que el modelo no tiene una buena capacidad explicativa. El test secuencial
selecciond el %N-NO: en el efluente como la variable mejor relacionada con la abundancia

de las variables ambientales, a pesar de ello no resulté una variable significativa (p>0,05).

Interpretacién ambiental de la variaciéon de los rendimientos del nitrégeno.

Se ha construido un modelo de lineal de regresion multivariante, respecto a las
variables ambientales y los rendimientos de eliminacién de las diferentes fracciones del

nitrégeno para cada una de las EDAR analizadas en este apartado. La construccion de los
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modelos se ha basado en el uso de criterios y procedimientos mas parsimoniosos (szp-

wise/ AICe o bien step-wise/ BIC).

El modelo lineal multivariante en el que se evaltan las correlaciones entre las fracciones del
nitrégeno, rendimientos y las variables ambientales en la EDAR CT, indic6 que la variacion
de las fracciones del nitrégeno en el afluente y sus rendimientos de eliminaciéon puede
explicarse usando cuatro variables ambientales (O3, SSLM, CPTs y DQO). La carga de
ozono fue la variable que mejor predijo su comportamiento (18,65% de la varianza

explicada) (Tabla 18 a).

Tabla 18. Resultados del test secuencial para el anélisis DISTLM realizado entre las variables ambientales y las
fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacion en las EDAR CT, DN,QB y CX.

a) EDAR CT
Variable BIC  Pseudo-F P Prop.
03 92 10,08 0,001 18,65
SSIM 92 4,10 0,012 7,09
CPTs 90 5,61 0,004 8,76
DQO 89 4,74 0,004 6,78
Variacién total explicada 41,27

b) EDAR DN
Variable AlCc  Pseudo-F p % Prop.
ODm 60 3,24 0,006 13,40
CN-NH4 60 2,73 0,02 10,41
Variacién total explicada 23,81

c) EDAR QB
Variable AlCc  Pseudo-F p % Prop.
CM 57 14,28 0,002 38,30
%DQ0Os 55 3,98 0,01 9,39
TRHds 55 2,92 0,05 6,39
Variacién total explicada 54,10

d) EDAR CX
Variable BIC  Pseudo-F p % Prop.
CPT 52 11,94 0,002 37,39
SSIM 50 5,26 0,003 13,59
ODa 49 3,95 0,002 8,83

Variacién total explicada 59,81

CPT, carga de fésforo total; SSLM, sélidos suspendidos del licor mezcla;
ODa, periodo de tiempo en que el oxigeno se mantuvo por encima de
2mg/L en el reactor. CM, carga masica; %DQOs, porcentaj de DQO
soluble; TRHds, tiempo de retencién hidraulica en el decantador
secundasrio. CN-NH4, carga de amonio; ODm, porcentaje de tiempo en
que el eloxigeno se amntuvo entre 0,8 y 2 mg /L en el reactor. O3,
concentracién de ozono en el reactor; SSLM, sélidos suspendidos en el
licor mezcla; PTs, fésforo total soluble. DQO, demanda quimica de
oxigeno.
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Los resultados del modelo fueron visualizados usando una rutina dbRDA (Figura
56). Con el objetivo de detectar qué variables presentan mejor correlaciéon con el conjunto
de variables ambientales, los vectores de los rendimientos de nitrégeno y las especies de
nitrégeno fueron superpuestos en el modelo. Un total del 32,46% de la variacion fue
explicada por el primer eje; las variables con los coeficientes de correlaciéon mas elevados
fueron N'Ts y N-NH4 (r = 0,83 y r = 0,73 respectivamente). Estos resultados indican que
NTs y N-NHj estan positivamente correlacionados con el aumento de la concentracion de
ozono en el reactor. El rendimiento de eliminacién del amonio y el rendimiento de
eliminacion del NKTs también presentaron correlaciones relevantes con el primer eje (r = -
0,60 y r = -0,506, respectivamente). Esta correlacion indica que las eficiencias de eliminacién
de ambas fracciones fueron mayores cuando la concentraciéon de ozono aplicada fue

menor.

Tabla 19. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminaciéon con los ejes del doRDA en la EDAR
CT

EDARCT dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

% variacién

explicada 32,46 4,90 2,45 1,41
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
O3 0,649 0,114 -0,45 -0,602

SSILM 0,616 -0,017 -0,151 0,773
PTs 0,404 0,289 0,855 -0,148

DQO -0,19 0,95 -0,209 0,132

NTs 0,821 0,152 0,239 0,017
rNTs -0,449 -0,017 0,007 0,138
N-NH4 0,738 -0,014 0,136 0,057
r N-NH4 -0,599 0,062 0,063 -0,025
N-NO2 -0,494 0,330 0,172 0,125
N-NO3 -0,509 -0,132 0,260 -0,215
rNKTs -0,562 -0,013 0,068 0,100
%NO2 0,007 0,493 -0,122 -0,134

NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total
soluble; N-NH4, concentracion de amonio; tN-NH4, rendimiento de eliminacion del
amonio; N-NO2, concentracién de nitrito; N-NO3, concentraciéon de nitrato; NKT,
nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno Kjeldahl soluble; %0N-NO2, porcentaje de nitrito
respecto al nitrégeno total en el efluente. O3, concentracién de ozono en el reactor;
SSLM, sélidos suspendidos en el licor mezcla; PT's, fésforo total soluble. DQO, demanda
quimica de oxigeno.

135



Resultados

Transfarm: Log(X+1)
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance

03 4+
) 5
20
) 35
= 2_
1 50

o
|

1
N
|

dbRDA2 (9,8% modelo ajustado, 5,2%variacion total)

1
N
L

4 » b 0 3 : :
dbRDA1 (79,1% modelo ajustado, 42,2% variacion total)

Figura 56. Gréafico de burbujas de la concentracién de ozono en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la
relacién entre las variables ambientales y las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de
eliminacién en la EDAR CT.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables de los
rendimientos mayores de 0,40 y -0,40. NTs, nitrégeno total soluble rNTs, rendimiento de eliminacién del
nitrégeno total soluble; N-NOs, concentracién de nitrato en el efluente.
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El 23,81 % de la variabilidad observada en los rendimientos de eliminacion del
nitrégeno en la EDR DN fue explicada mediante dos variables ambientales: ODm y CN-
NH4 (Tabla 18 b).

Con el objetivo de detectar qué variables mostraron las mejores correlaciones con el
conjunto de variables ambientales, los coeficientes de correlacion de Pearson fueron

calculados (Tabla 20) y posteriormente superpuestos en el modelo como vectores (Figura
57).
Tabla 20. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las

fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminaciéon con los ejes del doRDA en la EDAR
CT

EDARDN dbRDA1 dbRDA2
% variacién

explicada 1713 6,68
Variable dbRDA1 dbRDA2
ODm 0,81 0,59
CN-NH4 0,59 -0,81
Nts 0,43 -0,29

rNts 0,09 -0,44
N-NH4 -0,22 0,22
rN-NH4 0,30 -0,24
N-NO2 -0,09 0,03
N-NO3 0,62 0,00
%N-NO2 -0,24 -0,04

NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno
total soluble; N-NH4, concentraciéon de amonio; tN-NH4, rendimiento de
eliminacion del amonio; N-NO2, concentraciéon de nitrito; N-NO3,
concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno Kjeldahl
soluble; %N-NO2, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el
efluente. CN-NH4, carga de amonio; ODm, porcentaje de tiempo en que el

eloxigeno se amntuvo entre 0,8 y 2 mg /L en el reactor.

El 17,13% de la variacién fue explicado por el eje de ordenaciéon 1; el nitrato
efluente fue la unica variable que mostré un coeficiente de correlacion elevado y
significativo con este eje. Este resultado indica que un mayor periodo del tiempo con la
concentraciéon de oxigeno medio elevada se relaciona con un aumento del nitrato en el

efluente.
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Figura 57. Grafico de burbujas del porcentaje de tiempo que el oxigeno se mantuvo entre 0,8 y 2 mg/L en el
dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las variables ambientales y las fracciones del
nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién en la EDAR DN.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables de los
rendimientos mayores de 0,40 y -0,40. NTs, nitrégeno total soluble rNTs, rendimiento de eliminacién del
nitrégeno total soluble; N-NOs, concentracién de nitrato en el efluente.

138



Resultados

El modelo seleccionado para relacionar las variables ambientales de la EDAR QB y
los rendimientos de eliminacién del nitrégeno establecié que el 54,10% de la variacién
puede ser explicada mediante 3 variables. La CM fue la variable que mayor porcentaje de
varianza explica (38,30%) (Tabla 18c). Los coeficientes de correlacion entre las variables del
modelo y los ejes del dbRDA mostraron una relacién significativa de la CM con el eje 1, el

cual explico un 43,75% de la variabilidad observada (Tabla 21).

Las diferentes fracciones del nitrégeno se relacionaron de manera positiva con este
eje, a excepcion del nitrato en el efluente, mientras que los rendimientos mostraron una
relacion negativa. Este resultado indica que para valores de la CM mayores de 0,2 los

rendimientos de eliminacién del amonio y del NT's disminuyeron (Figura 58).

Tabla 21. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminaciéon con los ejes del doRDA en la EDAR
QB

EDARQB dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3

% variacién
explicada 43,75 9,61 0,74
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3
CM 0,802 0,015 -0,597

%DQOs 0,444 -0,685 0,578

TRHds 0,4 0,729 0,555
Nts 0,795 0,092 0,095

rNts -0,538 0,241 -0,006
N-NH4 0,794 -0,086 0,108
rN-NH4 -0,691 0,296 -0,007
N-NO2 0,515 0,524 -0,126
N-NO3 -0,001 0,530 0,138
%N-NO2 0,633 0,241 -0,171

NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminaciéon del
nitrégeno total soluble; N-NH4, concentracién de amonio; tN-NH4,
rendimiento de eliminacién del amonio; N-NO2, concentracion de
nitrito; N-NO3, concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl;
NKTs, nitrégeno Kjeldahl soluble; %N-NO2, porcentaje de nitrito
respecto al nitrégeno total en el efluente; CM, carga masica; %DQOs,
porcentaj de DQO soluble; TRHds, tiempo de retencién hidraulica en el
decantador secundastio.
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Figura 58. Grafico de burbujas de la carga mésica (CM) en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la
relacién entre las variables ambientales y las fracciones del nitrégeno en el efluente y rendimientos de
eliminacién en la EDAR QB.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables de los
rendimientos mayores de 0,40 y -0,40. NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién del
nitrégeno total soluble; N-NHa, concentracion de amonio; rN-NHs, rendimiento de eliminacién del amonio; N-
NOz2, concentracién de nitrito; N-NOs, concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno
Kjeldahl soluble; %N-NOz, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente.

El porcentaje de DQOs del afluente y el TRHds se relacionaron con el eje 2 de
dbRDA (Tabla 21), el cual explicé un 9,61% de la varianza. El nitrato y el nitrito en el
efluente presentaron correlaciones significativas con este eje. La figura del dbRDA ha
permitido determinar que TRHds superiores a 6 dias y porcentajes de DQOs superiores al

47% se asociaron con valores mas elevados de ambas fracciones en el efluente (Figura 59).
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Figura 59. Gréafico de burbujas del tiempo de retencién hidraulico en el decantador secundario (TRHds) y el

porcentaje de DQO soluble afluente al proceso (%DQOs) en el doRDA ilustrando el DISTLM basado en la

relacién entre las variables ambientales y las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de
eliminacién en la EDAR QB.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables de los
rendimientos mayores de 0,40 y -0,40. NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién del
nitrégeno total soluble; N-NHa, concentracion de amonio; rN-NHs, rendimiento de eliminacién del amonio; N-
NOz2, concentracién de nitrito; N-NOs, concentracidn de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno
Kjeldahl soluble; %N-NO2, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente.
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En la EDAR CXla CPT fue seleccionada como la mejor variable explicativa de los
rendimientos de eliminacién del nitrégeno (37,39%). Este modelo explicé un 59,8% de la
varianza (Tabla 21 d). Los coeficientes de correlacion parcial relacionaron esta variable con
el eje 1 del dbRDA, el cual explicé un 48,47% de la variabilidad observada. Esta variable se
relacioné significativamente con todas las variables respuesta a excepcion del tfNTs. El
tNTs se relacioné con el eje 2 del dbRDA junto con el ODa. Este eje explicé un 8,8% de
la variacion (Tabla 22).

Tabla 22. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién con los ejes del dbRDA en la EDAR

CX
EDAR CX dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3
48,47 8,8 2,55
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3
CPT 0,957 0,211 -0,202
SSLM 0,235 -0,149 0,96
ODa -0,172 0,966 0,192
Nts 0,812 0,139 0,221
rNts -0,044 0,667 -0,055
N-NH4 0,882 0,051 -0,090
rN-NH4 -0,801 0,497 0,100
N-NO2 0,656 0,143 -0,268
N-NO3 -0,518 0,092 0,119
%N-NO2 0,740 0,097 -0,319

NTs, nitrégeno total soluble; tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; N-NH4,
concentraciéon de amonio; tN-NH4, rendimiento de eliminaciéon del amonio; N-NO2, concentracion
de nitrito; N-NO3, concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno Kjeldahl
soluble; %N-NO2, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente; CPT, carga de
fésforo total; SSLM, sélidos suspendidos del licor mezcla; ODa, periodo de tiempo en que el oxigeno
se mantuvo por encima de 2mg/L en el reactor.

Cargas de fésforo superiores a 20 mgP/gSSVLM (Figura 60) se relacionaron con
peores rendimientos de la nitrificacién, mientras que las menores concentraciones de
nitrato en el afluente se asociaron con la tendencia contraria. En esta EDAR el porcentaje

mayor de ODa en el reactor se asocié con mejores rendimientos de eliminaciéon del NT y

el NTs.
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Figura 60. Grafico de burbujas de la carga de fésforo total (CPT) en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en
la relacién entre las variables ambientales y las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de
eliminacién en la EDAR CX.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables de los
rendimientos mayores de 0,40 y -0,40. NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién del
nitrégeno total soluble; N-NHa, concentracion de amonio; rN-NHs, rendimiento de eliminacién del amonio; N-
NOz2, concentracién de nitrito; N-NOs, concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno
Kjeldahl soluble; %N-NO2, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente.

4.2 ESTUDIO DE LA DINAMICA POBLACIONAL DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES
EN LA EDAR ML.

4.2.1 Resultados de la aplicacion de la técnica FISH para la
identificacidon y cuantificacion de bacterias nitrificantes en la
EDAR ML

Evolucién temporal de la poblacién de las bacterias nitrificantes.

La técnica FISH fue utilizada para caracterizar y cuantificar la comunidad BOA y

BON presentes en los reactores aerobios de la EDAR ML. En el siguiente apartado se
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analiza la distribuciéon temporal de la abundancia relativa de ambos grupos de bacterias
nitrificantes. En la Tabla 23 se muestran los resultados del promedio, desviacion estandar y

rango de los resultados de la cuantificacion de estas especies.

Tabla 23. Media (M), desviacidon estandar (DE), valor maximo (Mx) y valor minimo (Mn) de la abundancia relativa
(%) de bacterias nitrificantes en la EDAR ML

EDAR ML

Variables bioldgicas M DE Mx  Mn
Nitrosomonas spp 1,0 0,5 3 <1%

N. oligotropha 0,2 0,2 1 0

N. halophila-eutropha 0,3 0,3 1 0

N. europaea 0,0 0,0 0 0
Nitrosococcus Mobilis 0,0 0,0 0 0
Nitrolancetus hollandicus 0,0 0,0 0 0
Nitrospira spp 0,1 0,2 1 0

Nitrotoga sp 0,2 0,3 1 0

Nitrobacter spp 0,0 0,0 <1% 0

Subgrupo thaumarchaeota 0,0 0,0 0 0
Nitrosopuymilus maritimus 0,0 0,0 0 0

Del total de sondas FISH utilizadas en este estudio, 3 dieron sefales positivas para
las BOA y 3 para las BON. Nitrosomonas fue el género dominante responsable de la
oxidaciéon del amonio durante el periodo de estudio. En la Figura 62 pueden verse

imagenes de las BN mas frecuentes en esta EDAR.

La sonda Nso12251n4 utilizada para identificar este género dio resultados positivos

en un 100% de las muestras analizadas. La abundancia promedio de Nitrosomonas spp. fue

del 1%.

Esta comunidad estuvo representada por la especie IN. oligotropha y el grupo de Nitrosomonas
halotolerantes. IN. o/igotropha, identificada con la sonda Nmo218, dio resultados positivos en
un 76% de las muestras analizadas y representé un promedio del 21% respecto al total de
total de Nitrosomonas detectadas por la correspondiente sonda de género. El grupo de
Nitrosomonas halotolerantes, identificadas con la sonda NEU, dio resultados positivos en un
74% de las muestras analizadas y representé un promedio del 24% respecto al total de total
de Nitrosomonas detectadas por la correspondiente sonda de género. Ambas especies
mostraron abundancias promedio menores el 1%. No se observé la presencia de las
especies INztrosococeus mobilis (sonda NmV) y del linaje Nitrosomonas europea-eutropha (sonda

Nsel472), todas ellas representantes del grupo de las BOA. Tampoco se observaron
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seflales positivas de  Thaumarchaeota grupo 1.1b (sonda Thaull62) vy Candidatus
Nitrosopuymilus maritinus (sonda Cren679) correspondientes al grupo de AOA.

Los géneros dominantes responsables de la oxidacion del nitrito fueron Nitrospira
(sonda Ntspa662) y Nitrotoga (sonda Ntogal22). El género Nitrospira dio resultados
positivos en un 61% de las muestras analizadas, mientras que el género Nitrotoga lo hizo en
un 55%. El género Nitrobacter (sonda NIT3) estuvo presente en menor abundancia relativa,
concretamente aparecié en el 12% de las ocasiones. Todas las BON mostraron una
abundancia relativa promedio menor del 1%. No se observaron sefiales positivas de la

especie Nitrolancetus hollandicus (sonda Ntlc804).

Nitrosomonas spp
N. oligotropha
Nitrosococcus mobilis

N. europea

N. halophila, eutropha y europea Nitrosomonas sp.
Nm104.

Nitrobacter spp.

Nitrotoga sp

Nitrospira spp.
Nitrolancetus hollandicus
Subgrupo thaumarchaeota

Candidatus Nitrosopuymilus maritimus

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figura 61. Diagrama del promedio de aparicion de las diferentes especies de bacterias oxidantes del amonio y
nitrito en la EDAR ML.
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al a2
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Figura 62. Bacterias oxidantes del amonio y nitrito mas frecuentes en la EDAR ML.

al) sonda Nso1225, a2) Mismo campo sondas EUB338mix, 600X; b1) sonda Ntog122, b2) Mismo campo sondas
EUB338mix, 1000X; c1) sonda NEU, c2) Mismo campo sondas EUB338mix y sonda NEU, 1000x.

146



Resultados

En el grafico de barras de la Figura 63 se representa la composicion de comunidad
nitrificante segin la abundancia relativa determinada por FISH en cada una de las muestras
analizadas. Este grafico nos permite observar con detalle la variabilidad relativa a

composicion y abundancia de los diferentes grupos taxonémicos.
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Figura 63. Evolucion temporal de la abundancia de bacterias nitrificantes en la EDAR ML determinada por
FISH.
Nmo, Nitrosomonas spp.; Nmoo, Nitrosomonas oligotropha; Nmoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga,
Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.; Ntb, Nitrobacter spp.

Se aplicaron diversas técnicas estadisticas para explorar del conjunto de variables
biolégicas correspondientes a los géneros y especies de BOA y BON, que fue posible
cuantificar. El objetivo de esta exploracion fue determinar las diferencias en la comunidad
de bacterias nitrificantes respecto al factor temporal y analizar las correlaciones entre las

variables bioldgicas y dichos factores.

En el grafico de trazado sombreado (Figura 64) se han superpuesto los cluster
generados a partir de las matrices distancia en las que se observa como las muestras se
agrupan por similitud. Ademas de la abundancia de los diferentes grupos de BN, se

observan las siguientes agrupaciones: linajes IN. oligotropha y el género Nitrotoga, género

147




Resultados

Nitrosomonas junto con el linaje de Nitrosomonas halotolerantes, y el género Nitrospira (BON)

es el mas cercano en el dendograma a las BOA.

Estaciones
A Verano

vy Otorio

W Invierno
& Primavera

Grupo
A BOA
v BON

Ntb v

—— Ntspa ¥

Nmo A

Nmoe A

—— Mmoo A

—— Ntoga ¥

Figura é4. Raiz cuadrada de la abundancia relativa de las poblaciones nitrificantes detectadas por FISH en la
EDAR ML representada a través del gréfico de trazado sombreado.
Nmo, Nitrosomonas spp.; Nmoo, Nitrosomonas oligotropha; Nmoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga,
Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.; Ntb, Nitrobacter spp.

Con el objetivo de evaluar posibles patrones temporales se realizé un analisis nMDS
respecto al factor estacional y en funciéon de la abundancia relativa de las variables
biolégicas (Figura 65). E1 nMDS no mostré patrones de distribucion significativos (estrés
>(,2). Este resultado fue contrastado con un analisis de similitud ANOSIM, el cual dio
como resultado un valor del estadistico R de 0,31. Este valor indica que no existen

diferencias significativas respecto al factor estacional.
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Figura 65. Anélisis nMDS a partir de la abundancia relativa de bacterias nitrificantes segtn el factor estacional
en la EDAR ML.

Interpretacién ambiental de la dindmica poblacional de las bacterias

nitrificantes

Se ha construido un modelo de lineal de regresion multivariante, respecto a las
variables ambientales, para la interpretacion de la dinamica poblacional de las BN en las 76
muestras analizadas de la EDAR ML por FISH. La construccién del modelo se ha basado

en el uso de criterios y procedimientos mas patsimoniosos (step-wise/ BIC).

El modelo lineal multivariante usado para evaluar las correlaciones entre la
poblaciéon de bacterias nitrificantes y las fracciones del nitrégeno en los reactores de la
EDAR ML, indicé que el 32,20% de la variacion de las comunidades de bacterias
nitrificantes puede ser explicado usando cuatro variables ambientales (Tabla 24). El
%SSVLM fue la variable que mejor predijo su comportamiento (10,4% de la varianza

explicada), seguida de la T"r, los SSLM, la CPT's y la CN-NHa.

Los resultados del modelo fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 66). Con
el objetivo de detectar qué variables mostraron las mejores correlaciones con el conjunto
de variables ambientales, los coeficientes de correlacion de Pearson fueron superpuestos en
el modelo como vectores. El 15,9% de la variacion fue explicado por el eje de ordenacion
1 (Tabla 25); la tnica variable biolégica con un coeficiente de correlacion significativo con

este eje fue el género Nitrosomonas (r = 0,41). Estos resultados indican que la abundancia de
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Nitrosomonas se relacioné positivamente con el %SSVLM y la CN-NHy. Tal y como se
muestra en el dbRDA de la Figura 66, %SSVLM superiores al 87% se correlacionaron

positivamente con la abundancia es este género.

Tabla 24. Resultados del test secuencial para el andlisis DISTLM realizado entre las variables ambientales y
bacterias nitrificantes en la EDAR ML.

Test secuencial
Variable BIC Pseudo-F [ Prop

%SSVLM 508 8,63 0,001 10,43
Tr 508 4,77 0,002 5,49
SSLM 507 5,24 0,002 5,70
CPTs 505 5,42 0,001 5,56
CN-NH4 504 5,14 0,001 4,98

Variacién total explicada 32,20

%SSVLM, porcentaje de sélidos suspendidos en el licor mezcla; T, temperatura
en el reactor biolégico; SSLM, sélidos suspendidos del licor mezcla. CPTs,
concentracién de fésforo total en el afluente al reactor biolégico; CN-NH4,
concentracién de nitrégeno amoniacal en el afluente al reactor biolégico.

El segundo eje de ordenacion explicéd un 9,27% de la variacién en la comunidad de
BN; el género Nitrotoga mostré una correlacion negativa con este eje (r = -0,463). Los
resultados obtenidos indican que la abundancia de Nitrotoga sp. se relaciond con T°r

menores a 23°C, tal y como se observa en el dbRDA.

Tabla 25. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
variables bioldgicas con los ejes del dbRDA en la EDAR ML

dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

% variaciéon
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
%SSVLM 0,708 0,026 -0,012 0,161
Tor -0,041 0,810 0,108 0,563

SSIM 0,353 0,401 -0,634 -0,488
CPTs -0,132 -0,321 -0,729 0,590
CN-NH4 0,596 -0,284 0,235 0,266
Nso 0,413 0,110 -0,423 0,110
Nsoo 0,202 -0,128 -0,394 -0,128
Nsoe -0,381 0,005 0,384 0,005
Ntspa -0,178 -0,109 0,048 -0,109
Ntoga -0,293 -0,463 -0,110 -0,463
Ntb 0,089 -0,018 -0,013 -0,018

15,89 9.27 6,04 1,00

%SSVLM, porcentaje de sélidos suspendidos en el licor mezcla; T%, temperatura en el reactor
biolégico; SSLM, sélidos suspendidos del licor mezcla. CPTs, concentracién de féforo total en el
afluente al reactor biolégico; CN-NH4, concentracién de nitrégeno amoniacal en el afluente al
reactor biolégico.
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Figura 66. Gréafico de burbujas del porcentaje de sélidos suspendidos volatiles del licor mezcla (%SSVLM) en el
dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacion entre las variables ambientales y bioldgicas determinadas
por FISH en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacién de Pearson de las variables bioldgicas

mayores de 0,40 y -0,40. Nmo, Nitrosomonas spp.; Nmoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntoga, Nitrotoga sp.
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Figura 67. Grafico de burbujas del porcentaje de la temperatura en el reactor biolégico (Tr?) en el doRDA
ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las variables ambientales y biolégicas determinadas por FISH
en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacién de Pearson de las variables bioldgicas

mayores de 0,40 y -0,40. Nmo, Nitrosomonas spp.; Nmoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntoga, Nitrotoga sp.
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4.2.2 Andlisis de los rendimientos de eliminacién de nitrégeno en
la EDAR ML

Evolucién temporal de los rendimientos del nitrégeno en la EDAR ML

En la Figura 68 se representa la evolucion de la concentraciéon de las fracciones
inorganicas del nitrégeno en el efluente tratado. De forma significativa, se observan
algunos valores elevados del N-NH4*, correspondientes a los muestreos MLL24 y ML25.
Los wvalores de N-NO2 presentaron bajos valores en general, mientras que los
correspondientes al N-NOj- fueron mas elevados. De manera general en este grafico se
observa que en los periodos donde la concentraciéon de amonio fue menor en el efluente,

las concentraciones de nitrato fueron mayores.
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Figura 68. Evolucion de la concentraciéon de los componentes inorgéanicos del nitrégeno en el efluente de la
EDAR ML. N-NH4, concentracion de amonio; N-NO2, concentracion de nitrito; N-NO3, concentracion de
nitrato.

En la Figura 69 se pueden observar las concentraciones de las diferentes fracciones
del nitrégeno referentes a los procesos de nitrificacion-desnitrificacion. La concentracion
de N-NH4* promedio en el efluente fue de 3,1 mgN/L. Las concentraciones de NOs, las
cuales hacen referencia al proceso de desnitrificacién, fueron moderadas. De manera

general las elevadas desviaciones estandar de cada una de las fracciones del nitrégeno
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(exceptuando la fraccion de NOy) indican periodos con buena nitrificacion-desnitrificacion

frente a otros periodos de peor funcionamiento de alguno de estos dos procesos.
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Figura 69. Valores promedio y desviacién estandar de las fracciones del nitrégeno del efluente en la EDAR ML.
NTs, nitrégeno total soluble; N-NHa, concentraciéon de amonio; N-NOz, concentracién de nitrito; N-NOs,
concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl; NKTs, nitrégeno Kjeldahl soluble.

En la Figura 70 se presentan las eficiencias de eliminacion del NTs, NKTsy N-
NH4"; el promedio del rN-NHj y del rNKTs fue superior al 90% en ambos casos, mientras
que el tNTs promedio fue del 81,6%. Los tNTs mostraron valores menores, con periodos
donde fueron inferiores al 80%. De manera general los rendimientos no presentaron
grandes variaciones respecto a la media, exceptuando la muestra 25 donde los rendimientos
mostraron una drastica bajada. El rendimiento del proceso de nitrificacién-desnitrificacion,
representado a través del rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble (rNTs),

presento6 un valor promedio superior al 80%.
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Figura 70. Evolucién temporal de los rendimientos del nitrégeno en la EDAR ML.
rNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; rN-NHa, rendimiento de eliminacién del amonio;
rNKTs, rendimiento eliminacién nitrégeno Kjeldahl soluble; %N-NOz, porcentaje de nitrito respecto al
nitrégeno total en el efluente.

Interpretacién ambiental de la variacién de los rendimientos del nitrégeno.

Se ha construido un modelo de lineal de regresion multivariante, respecto a las
variables ambientales, para la interpretaciéon de los rendimientos de eliminaciéon del
nitrégeno en las 76 muestras analizadas de la EDAR ML. La construccién del modelo se ha

basado en el uso de criterios y procedimientos mas parsimoniosos (step-wise/ AICc).

El modelo lineal multivariante usado para evaluar las correlaciones entre las
fracciones del nitrégeno, rendimientos y las variables ambientales en la EDAR ML, indic6
que el 23,93% de la variaciéon de las fracciones del nitrégeno en el afluente y sus
rendimientos de eliminacién puede explicarse usando cinco variables ambientales (Tabla
26). La Tt fue la variable que mejor predijo su comportamiento (8,24% de la varianza

explicada), seguida del %SSVLM, la CPTs, el TRHr y la EF.
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Tabla 26. Resultados del test secuencial para el anélisis DISTLM realizado entre las variables ambientales y las
fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién en la EDAR ML.

Test secuencial

Variable  AICc Pseudo-F P Prop
T°r 176 6,55 0,001 8,24
%SSVLM 175 3,48 0,014 423
CPTs 173 3,51 0,022 4,12
TRHr 172 3,25 0,02 3,70
TRC 171 3,27 0,017 3,61

Variacién total explicada 23,93

T*r, temperatura en el reactor biolégico; CPTs, concentracién de fésforo
total soluble; %SSLM, porcentaje de sélidos suspendidos del licor mezcla;
TRHr, tiempo de retencién hidraulico en el reactor, TRC, tiempo de
retencion celular.

Los resultados del modelo fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 71). Con
el objetivo de detectar qué variables mostraron las mejores correlaciones con el conjunto
de variables ambientales, los coeficientes de correlacion de Pearson fueron superpuestos en
el modelo como vectores. El 11,87% de la variacion fue explicado por el eje de ordenacion
1 (Tabla 27); este eje se correlacionoé con el NT, el N-NOs y el %NO; en el efluente, y el
rendimiento de eliminaciéon del NTs. El eje de ordenacion 2 explicé un 6,96% de la
varianza explicada y se relacion6 negativamente con el rendimiento de eliminaciéon del N-
NH4*. T* menores de 23°C y %SSVLM entre 85-82% se relacionaron con la aparicion de
N-NOs y NT en el efluente. Valores mas elevados de estas variables presentaron una

correlacion positiva con el rendimiento de eliminacion del NTs y el %NOz-.
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Tabla 27. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminaciéon con los ejes del doRDA en la EDAR
ML

dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

% variaciéon

explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
Tor -0,738 -0,467 -0,295 -0,367
%SSVLM -0,569 0,124 0,435 0,677
CPTs -0,101 0,632 -0,418 -0,044
TRHr 0,156 -0,331 -0,677 0,636
TRC 0,312 -0,507 0,300 0,033
NT_efl 0,420 0,312 -0,146 0,120
NTs_efl 0,356 0,246 -0,135 0,043
NKT_efl 0,066 0,327 0,050 0,221
N-NH4_efl -0,124 0,297 0,042 0,099
N-NO2_efl -0,280 0,255 -0,321 -0,127
N-NO3_efl 0,660 -0,047 -0,154 -0,056
NKTs -0,057 0,212 0,143 0,156
rNKTs -0,019 -0,244 -0,233 0,113
rNTs -0,418 -0,089 -0,056 0,233
%N-NO2 -0,539 0,262 -0,182 -0,087
rN-NH4 -0,026 -0,404 -0,198 0,202

11,87 6,96 2,92 2,13

NTs, nitrégeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble;
N-NH4, concentracion de amonio; tN-NH4, rendimiento de eliminacién del amonio; N-
NO2, concentracién de nitrito; N-NO3, concentracién de nitrato; NKT, nitrégeno Kjeldahl;
NKTs, nitrégeno Kjeldahl soluble; %N-NO2, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno
total en el efluente. T, temperatura en el reactor biolégico; CPTs, concentracion de fésforo
total soluble; %SSLM, porcentaje de sélidos suspendidos del licor mezcla; TRHr, tiempo de
retencién hidraulico en el reactor, TRC, tiempo de retencién celular.
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Figura 71. Gréafico de burbujas del %SSVLM y T°r en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacién
entre las variables ambientales en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. NT, nitrégeno total; NTs, nitrdgeno total soluble; rNTs, rendimiento de eliminacién
del nitrégeno total soluble; rN-NH4, rendimiento de eliminacién del amonio; N-NOs, concentracién de nitrato;
%N-NO2, porcentaje de nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente.

Anélisis de la contribucién de la poblacién de bacterias nitrificantes a la

eliminacién de amonio en la EDAR.

El objetivo de este apartado fue la construccion de modelos de interpretacion
ambiental que ayuden a explicar la contribucién de las bacterias nitrificantes a la

eliminacién del amonio.

El modelo lineal multivariante seleccionado en la EDAR ML establece que el 22,5% de la
variacién en la abundancia de bacterias nitrificantes fue atribuida al N-NOs3-, tNT's y NKT's
de salida del decantador secundario. Los resultados del test secuencial del modelo (Tabla
28) indican que el N-NOs contribuyé con el mayor porcentaje de variacion (8,8%)
respecto al total, mientras que el tfNTs y el NKTs contribuyeron con el 7,1 y 6,6%,
respectivamente. Los coeficientes de correlacion multiple parcial en el modelo muestran

correlaciones negativas del N-NOj™ con el dbRDA1y del fNTs con el dbRDA2
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Tabla 28. Resultados del test secuencial para el andlisis DISTLM realizado entre las bacterias nitrificantes y las

fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién en la EDAR ML.

Test secuencial

Variable

N-NO3_efl
rNTs
NKTs

AlCc Pseudo- P
F

494 7,02 0,001

491 6,04 0,002

487 6,08 0,002

Variacién total explicada

Prop

8,81
7,12
6,61
22,54

N-NO3_efl, nitrato en el efluente; rNTs, rendimientos del nitrégeno total

soluble; NKTs, nitrégeno Kjeldhal soluble en el efluente.

Los coeficientes de correlacion de Pearson de las abundancias de las distintas

especies de BOA y BON con cada uno de los ejes del dbRDA han sido calculados para

identificar su respuesta debido a la variaciéon del N-NOs" y del tNT. Los géneros Nitrotoga

(t=-0,503) y Nitrosomonas (1=0,399) aparecieron relacionados negativamente con este eje,

mientras que ninguna de las especies detectada mostré correlaciones con el eje 2 del

dbRDA. La figura del analisis de redundancia basado en la distancia (Figura 72), indica que

la abundancia de dichos organismos se asociada a valores mayores de 3 mg/L de N-NOs-.

Tabla 29. Coeficientes de correlacién multiple parcial de las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus

rendimientos de eliminacién y correlaciones de las variables bioldgicas con los ejes del dbRDA en la EDAR CT

dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3

%variacion ) g 9,07 1,28
explicada

Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3

N-NO3_efl -0,815 0,503 -0,287

rNTs -0,478 -0,864 -0,157

NKTs -0,327 0,009 0,945

Nso -0,399 -0,182 -0,003

Nsoo -0,337 0,016 0,148

Nsoe 0,264 0,248 -0,024

Ntspa 0,188 0,207 0,164

Ntoga -0,503 0,376 -0,132

Ntb 0,033 -0,090 0,084

Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe,
Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira

spp.; Ntb, Nitrobacter sp.
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Figura 72. Grafico de burbujas del N-NOsy el rendimiento del NTs en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado
en la relacién entre las fracciones del nitrdgeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién y las variables
biolégicas determinadas por FISH en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nmo, Nitrosomonas spp.; Ntoga, Nitrotoga sp.

4.3 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES MEDIANTE
RESPIROMETRIA.

Los analisis respirométricos realizados en la EDAR ML permitieron evaluar la
actividad de las BN en 33 muestras. Con esta finalidad se determiné la tasa de respiracion
endogena de las bacterias autétrofas (OURenaa) y la tasa de respiracion endédgena de las
bacterias heterétrofas (OURenan), asi como las tasas de respiracion maxima por
nitrificaciéon (Rs) y sus correspondientes tasas especificas de respiracion (SOURenq.a,
SOURcan v Rsp, respectivamente). A partir de estas tasas se calculd la tasa de oxidacién

del amonio (AUR).

4.3.1 Evolucién temporal de la actividad nitrificante en el EDAR ML

En la Figura 73 se representa la evolucién de las tasas de respiracion endégena

determinadas en el fango activo de la EDAR ML. La tasa de respiracion endégena global
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(OURendg) presenté un valor promedio de 19,81 mgOz/1'h. De forma significativa, se
observa un valor elevado de esta variable en la muestra MLL41 (53,0 mgO./1h) (Tabla 30).
Este valor fue causado por una elevada OURenaa (35,0 mgOa2/1h). Este valor se dé
probablemente a un error experimental, ya que supera incluso al valor determinado para la
correspondiente Rs, por tanto no ha sido tenido en cuenta para el calculo de los
promedios, ni para el analisis estadistico. OURenaa presenté un valor promedio de 5,94
mgO:2/1h durante el periodo estudiado, el cual vari6é en un rango de 0-19,19 mgO>/1 h. La
OURendg.n presentd un valor promedio de 14,0 mgO2/1 h, el cual vati6é en un rango de 3,9-

24,0 mgO»/1 .

Tabla 30. Media (M), desviacién estandar (DE), valor maximo (Mx) y valor minimo (Mn) de las tasas de
respiracion medidas en la EDAR ML

Tasa de respiracion M DE Mx Mn
OURend.max (mgO2/I-h) 32,73 12,60 19,81 5,00
SOURend.max (mgO2/gSSVLM-h) 6,62 2,31 3,91 1,06
OURend.H (mgO2/I-h) 23,53 8,13 13,88 3,87
SOURH(mgO2/gSSVLM-h) 5,63 1,52 2,74 0,86
OURend.A (mgO2/I-h) 19,19 0,00 5,94 3,84
SOURA (mgO2/gSSVLM-h) 4,15 0,00 1,17 0,80
(mgO2/gSSVLM-h) 53,30 1,39 23,97 11,76

Rsméx (mgO2/I-h) 22,27 0,67 9,50 5,10

AUR (mgNH4/I-h) 11,66 0,30 5,25 2,57

AURp (mgNH4/gSSVLM-h) 4,87 0,15 2,08 1,12

OURend.max, tasa de respiracién endégena de la biomasa heterétrofa y autotrofa; SOURend.max, tasa de respiracion
enddgena especifica de la biomasa heterétrofa y autotrofa; OURend.H, tasa de respiracién endégena de la biomasa
heterétrofa; SOURendH, tasa de respiracién enddgena especifica de la biomasa heterétrofa; OURend.A, tasa de
respiraciéon enddgena de la biomasa autotrofa; SOURA, tasa de respiracién endédgena especifica de la biomasa
autotrofa; Rs, tasa de respiracién maxima por nitrificacién.Rsp, tasa de respiracién maxima especifica por
nitrificacién. AUR, tasa de nitrificacién; AURp, tasa especifica de nitrificacion.
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Figura 73. Evolucién temporal de las tasas de respiracion enddgena en el fango activo de la EDAR ML

En la Figura 74 se representan la OURcnaa y Rs, entre ellas no se observa una
relacién directa aparente. La tasa de respiracion maxima por nitrificaciéon present6 un valor
promedio de 24,1 mgO2/1h el cual varié en un rango de 1,0-53,0 mgO2/1h. Los valores
mas elevados de este parametro se observaron en las muestras ML55, ML65 y ML66. Los
valores mas bajos de esta variable se correspondieron con las muestras ML23, ML25 y
ML72. Los valores de AUR variaron entre 0,3 y 11,66 mgN/L ‘h, su valor promedio fue de
5,25 mgN/L h.
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Figura 74. Evolucion temporal de la tasa de respiracién enddgena de las bacterias autotrofas (OURend.A)y la
tasa de respiracién maxima por nitrificacién (Rs) en el fango activo de la EDAR ML.

En la Figura 75 se representan SOURenaa y Rsp en cada una de las muestras
analizadas. Estas variables representan las tasas especificas de respiracion enddégena y
exogena de la biomasa nitrificante, respectivamente. En este caso tampoco se observa una
relacion directa aparente. La tasa de respiracion maxima especifica por nitrificacion
presenté un valor promedio de 9,5 mgOz/1h el cual vari6 en un rango de 22,27-0,67
mgO2/1'h. Los valores mas elevados de este parametro se observaron, al igual que en el
caso anterior, en las muestras ML55, ML65 y ML66. Del mismo modo, los valores mas

bajos se correspondieron con las muestras ML23, ML25 y ML72.
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Figura 75. Evolucién temporal de la tasa especifica de respiracion enddgena de las bacterias autotrofas
(SOURend.A) y la tasa especifica de respiracidon maxima por nitrificacién (Rps) en el fango activo de la EDAR ML

4.3.2 Interpretacion ambiental de la actividad nitrificante

Con el objetivo de evaluar posibles factores que expliquen la actividad de la

biomasa nitrificante en los sistemas de fangos activos se construyeron dos modelos lineales

de regresion multivariante: uno con los resultados de las abundancias relativas obtenidas

por FISH y otro con las variables ambientales. La construccion de los modelos se ha basé

en el uso de los ctiterios y procedimientos mas parsimoniosos (step-wise/ AICk).

El analisis DISTLM se utiliz6 para evaluar, en las 34 muestras analizadas, las

relaciones entre las variables ambientales y las variables respirométricas. El modelo lineal

multivariante seleccionado establecié que el 44,66% de la variacién en la abundancia de la

variables respirométricas fue atribuida a T*r, %SSVLM, DQOs y CPTs. Los resultados del

test secuencial del modelo indican que la T?t contribuyé con el mayor porcentaje de

variaciéon (20,4% respecto al total de la variaciéon explicada), mientras que el %SSVLM,

DQOs y CPTs contribuyeron con el 10,37%, 7,79% y 6,10%, respectivamente.
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Tabla 31. Resultados del test secuencial para el anélisis DISTLM realizado entre las variables ambientales y las

variables respirométricas en la EDAR ML.

Test secuencial

Variable AlCc Pseudo-F P
Tr 66 8,20 0,001
%SSVLM 63 4,64 0,004
DQOs 62 3,80 0,012
CPTs 61 3,19 0,033

Variacién total explicada

Prop
20,40
10,36

7,79

6,10
44,66

T*r, temperatura en el reactor biolégico; CPTs, concentracién de fésforo
total soluble; %SSLM, porcentaje de sélidos suspendidos del licor mezcla;

DQOs, DQO soluble.

Los resultados del modelo fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 76). Con

el objetivo de detectar qué variables mostraron las mejores correlaciones con el conjunto

de variables ambientales, los coeficientes de correlacion de Pearson fueron superpuestos en

el modelo como vectores. El 31,55% de la variacién fue explicado por el eje de ordenacion

1 (Tabla 32); la tasa de respiracion endégena global y la tasa de respiracion endoégena de la

biomasa heterétrofa, y sus correspondientes tasas especificas, mostraron coeficientes de

correlacion significativos elevados con este eje, (r > 0,7). Estos resultados relacionan

positivamente estas variables con la T*r; las mayores tasas de respiracion endégena global y

heterétrofa se asociaron con temperaturas mayores de 23 °C.

Tabla 32. Coeficientes de correlacion mdultiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
variables respirométricas con los ejes del dbRDA en la EDAR ML

dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

%varacion 41 55 4014 2,4 0,58
explicada

Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

Tr -0,789 -0,366 0,384 0,311

%SSVIM 0,523 -0,592 0,603 -0,144

DQOs -0,323 -0,021 0,081 -0,943

CPTs -0,093 -0,718 -0,695 -0,037

OURend.max -0,719 -0,147 0,101 -0,086

SOURend.max -0,734 -0,192 -0,165 0,029

OURend.H -0,709 0,092 0,302 0,011

SOURH -0,716 0,045 -0,033 0,148

OURend.A -0,269 -0,368 -0,032 -0,076

SOURA -0,273 -0,411 -0,131 -0,031

Rsp 0,402 -0,131 0,205 0,024

Rs 0,377 -0,031 0,036 0,091

OURend.max, tasa de respiraciéon endégena de la biomasa heterétrofa y autotrofa; SOURend.max, tasa de respiracién
enddgena especifica de la biomasa heterétrofa y autotrofa; OURend.H, tasa de respiraciéon endégena de la biomasa
heter6trofa; SOURendH, tasa de respiracion endégena especifica de la biomasa heterétrofa; OURend. A, tasa de respiracién
enddgena de la biomasa autotrofa; SOURA, tasa de respiracién endégena especifica de la biomasa autotrofa; Rs, tasa de
respiracién maxima por nitrificacién.Rsp, tasa de respiracién maxima especifica por nitrificacion. %N-NOg, porcentaje de
nitrito respecto al nitrégeno total en el efluente. T, temperatura en el reactor biolégico; CPTs, concentracién de fosforo total
soluble; %SSLM, porcentaje de sélidos suspendidos del licor mezcla; DQOs, DQO soluble.
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Figura 76. Gréafico de burbujas de la temperatura en el reactor (T%r) y el porcentaje de sélidos suspendidos
volatiles (%SSVLM) en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacidn entre las variables ambientales y
respirométricas en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. SOURendH, tasa de respiracién enddgena especifica de la biomasa heterdtrofa;
SOURend.max, tasa de respiracién enddégena especifica de la biomasa heterdtrofa y autotrofa; SOURA, tasa
de respiracién enddgena especifica de la biomasa autotrofa; Rsp, tasa de respiracion maxima especifica por
nitrificacion.

El eje 2 del dbRDA explicé un 10,14% de la variacion total observada. Este eje
mostr una correlacion negativa elevada con la CPT's (r=-0,718) y moderada con %SSVLM
(r=-0,592). La SOURend.s (r=-0,411) mostraron coeficientes de correlacion significativos
con este eje. Segun el dbRDA estos parametros presentaron valores mas elevados para

CPTs mayores de 1 mgP/L y %SSVLM del 85%.

El segundo DISTLM construido se utilizé para buscar relaciones entre las variables
respirométricas y las variables bioldgicas determinadas por FISH en las muestras de fago
activo de la EDAR ML. El modelo lineal multivariante seleccionado establecié que el
26,02% de la variacion en la abundancia de las BN se relacion6 con OURcenant y Rs (Tabla
33). Los resultados del test secuencial del modelo indican que la OURenan contribuyé con
porcentaje de variacion del 16,45% respecto al total de la variaciéon explicada, mientras que

Rs contribuyé con un 9,57%.
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Tabla 33. Resultados del test secuencial para el anélisis DISTLM realizado entre las variables respirométricas y
bacterias nitrificantes en la EDAR ML.

Test secuencial

Variable AlCc Pseudo-F P Prop
OUR end.H 225 6,29 0,004 16,51
Rs 223 4,01 0,007 9,61

Variacién total explicada 26,12

OURendH, tasa de respiracién endégena de la biomasa heterétrofa; Rs,
tasa de respiracién maxima por nitrificacion.

Los resultados del modelo fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 77). El
20,08% de la variacion fue explicado por el eje de ordenacién 1 (Tabla 34); las variables
biologicas relacionadas con este eje fueron los géneros Nitrosomonas (1=0,628) y Nitrotoga

(r=0,448). OURcnan se relaciond negativamente con este eje.

Tabla 34. Coeficientes de correlacion mdltiple parcial de las variables respirométricas y correlaciones de las
variables bioldgicas con los ejes del dbRDA en la EDAR ML

dbRDA1 dbRDA2

% variaciéon
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2
OUR END.H -0,775 0,632
Rs 0,632 0,775

Nso 0,628 0,078

Nsoo 0,309 -0,176

Nsoe -0,160 -0,081
Ntspa -0,351 -0,356
Ntoga 0,445 -0,264

Ntb 0,000 0,000

20,08 5,95

OURendH, tasa de respiracién endégena de la biomasa heterétrofa; Rs,
tasa de respiracién maxima por nitrificacién; Nso, Nitrosomonas spp.;
Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes;
Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.; Ntb, Nitrobacter sp.
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Figura 77. Gréfico de burbujas de la OURena y la Rsmax en el dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la
relacién entre las variables respirométricas y bioldgicas en la EDAR ML.
Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson de las variables bioldgicas
mayores de 0,40 y -0,40. Nso, Nitrosomonas spp.; Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.

El eje 2 del dbRDA explicé un 5,95% de la variacion total observada; en este caso
ninguna de las variables biologicas mostré coeficientes de correlacion significativos con

este eje de ordenacion.

4.4 APLICACION DE TECNICAS METAGENOMICAS PARA LA IDENTIFICACION Y
CUANTIFICACION DE COMUNIDADES BACTERIANAS EN SISTEMAS DE FANGOS
ACTIVOS

La metagenémica de secuenciacion dirigida del gen 16S rRNA fue utilizada para
caracterizar y cuantificar el microbioma de las muestras de fango activo en la EDAR ML.
En el siguiente apartado se presentan los resultados de la abundancia relativa de las
comunidades bacterianas presentes en estas muestras, haciendo uso de dos plataformas de
secuenciaciéon diferentes Illumina y PacBio y, prestando especial atenciéon a las

comunidades de bacterias nitrificantes.
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4.4.1 Resultados de la secuenciacién dirigida del gen 16S rRNA de

segunda generacion haciendo uso de la plataforma lllumina

De las 76 muestras recogidas en la EDAR ML, se analiz6 el microbioma asociado a
24 de ellas mediante SSG Illumina, con el objetivo de contrastar los resultados obtenidos

con la técnica FISH y descubrir posibles sesgos de esta técnica.

Tras el procesado bioinformatico de los resultados de la secuenciacion se
obtuvieron un total de 1454617 secuencias. Tras eliminar las secuencias de baja calidad y
las potencialmente quiméricas resultaron 1300162 secuencias. Estas secuencias, tras su
agrupacion, dieron lugar a 13167 OTUs. El 3,98% de las OTUs no pudieron ser

clasificadas.

Soccharibacterla
2%

Firmicutes
3%

Verrucomicrobla
3%

No asignados
4%

Planctomycetes
8%

Figura 78. Valor promedio de la distribuciéon por filo en las muestras de fango activo de la EDAR ML seguin
lllumina.

La diversidad bacteriana encontrada en el fango activo de las muestras de ML se
muestra en la Figura 78. Los filos bacterianos mas abundantes en el promedio de las
muestras de fango activo fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria,
Pantomycetes, 1 errucomicrobia Firmicutes, Saccharibacteria, Acidobacteria y Parcubacteria, que

suponen el 91,87 % de la abundancia relativa de las muetras.
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En la Figura 79 se representan las abundancias relativas de cada uno de estos filos
en las muestras analizadas. El filo Profeobacteria, al cual pertenecen la totalidad de BOA y
algunas BON, resulté el mas abundante en los 24 muestreos analizados mediante Illumina,
con abundancias relativas superiores al 34%. Los filos Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria

y Planctomycetes presentaron abundancias relativas superiores al 5%. Como se observa en la

Figura 79, las muestras presentaron una composicion similar a nivel de filo.
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Figura 79. Distribucion por filo de las bacterias presentes en cada una de las muestras de fango de la EDAR
ML segun lllumina.
El filo Nitrospirae tuvo una abundancia relativa promedio del 0,13 %. Se detectaron

bacterias pertenecientes a este filo en todas las muestras exceptuando ML41 y ML47.

Las clases de bacterias mas abundantes en el promedio de las muestras de agua
residual fueron Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Sphingobacteriia, Alfaproteobacteria,
Caldilineae, Actinobacteria, Planctomycetacia, Deltaproteobacteria, Flavobacteriia, Acidimicrobiia,
Verrncomicrobiae, Clostridia, Anaerolineae, OM190, Cytophagia, Thermomicrobia y Bacilli, las cuales
representaron el 81,84% de la abundancia relativa del promedio de las muestras (Figura

80). El 5,73% de las OTUs no fue asignado a ninguna clase.
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Figura 80. Valor promedio de la distribucion por clase en las muestras de fango de la EDAR ML segun Illumina.

Al igual que sucedia en el caso anterior la distribucién de la abundancia relativa a
nivel de clases bacterianas muestra una distribucién similar en las muestras (Figura 81). Las
clases Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria 'y Alphaproteobacteria estuvieron presentes en

todas las muestras.

Todas las OTUs asignadas taxonémicamente al filo Nitrospirae se asignaron a la

clase Nitrospira, con una abundancia relativa promedio del 0,12%.
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Figura 81. Distribucion de las abundancias relativas a nivel de clase en cada una de las muestras de fango de

la EDAR ML a partir de los resultados obtenidos con Illumina.

Los géneros de bacterias mas abundantes en el promedio de las muestras fueron

Candidatus Competibacter, Planctomyces, Zoogloea, Defluviicoccus y Candidatus Microthrix, estos

géneros representaron el 20,02% de la abundancia relativa. El 27,95% de las OTUs a nivel

de género no pudieron ser asignados a ningun género bacteriano (Figura 82).
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Figura 82. Valor promedio de la distribucién por género en las muestras de fango de la EDAR ML a partir de
los datos obtenidos con lllumina.

La secuenciacion mediante la plataforma Illumina permitié la identificacion de
diferentes géneros de bacterias nitrificantes. L.as OTUs de BOA detectadas se asigharon a
los géneros Nitrosomonas y Nitrosospira, ambos géneros pertenecen a la familia
Nitrosomonadacea y a la clase Betaproteobacterias. E1 género Nitrosomonas present6é abundancias
relativas del 0,02% al 0,99% (Figura 83) y fue detectado en el 100% de las muestras
analizadas con Illumina. El género Nitrosospira present6 unas abundancias relativas entre el
0,005% y 0,0136% en tres de las muestras analizas, que representa un 12,5% de las
muestreas analizadas con Illumina. Se han detectado en un porcentaje bajo del 0,005%
(ML35) de bacterias anammox, Candidatus ‘Anammoximicrobinm’, del filo Planctomycetes,

que son capaces de producir la oxidacién anaerobia del i6n amonio.

Dentro del grupo de las BON la abundancia relativa mas alta ha correspondido al
género Nitrospira con el valor mas alto en el muestreo ML1 (0,62%) (Tabla 35). Este
género fue detectado en 100% de las muestras analizadas con Illumina y su abundancia
relativa promedio fue del 0,151%. La abundancia relativa promedio de Nitrotoga respecto al

total de bacterias fue del 0,069%, su valor mais elevado fue observado en el muestreo
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ML35 (0,19%). Este género fue detectados en el 87,5% de las muestras analizadas con

Ilumina.

Tabla 35. Media (M), desviacidn estdndar (DE), valor maximo (Mx) y valor minimo (Mn) de la abundancia
relativa (%) de bacterias nitrificantes en la EDAR ML determinada con Illumina

Plataforma de secuenciacién Illlumnina. EDAR ML

Géneros BN M DE Mx Mn
Nitrosomonas spp. 1,093 0,000 0,527 0,283
Nitrospira spp. 0,762 0,000 0,126 0,175
Candidatus

Nitrotoga 0,154 0,000 0,059 0,060
Nitrosospira spp. 0,014 0,000 0,001 0,003
Nitrobacter spp. 0,000 0,000 0,000 0,000

14 W Nitrobacter

1,2 Nitrosospiro

10 " Condidatus
Nitrotogo

08 = Nitrospiro

0,6 ¥ Nitrosomonas
0,4
0,2

0,0
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Figura 83. Distribucion por género de las bacterias nitrificantes presentes cada una de las muestras de fango
de la EDAR ML a partir de los resultados obtenidos con lllumina.

4.4.2 Resultados de la secuenciacién dirigida del gen 16S rRNA de

tercera generacion haciendo uso de la plataforma PacBio

De las 24 muestras analizadas mediante la plataforma de secuenciacién Illumina en
la EDAR ML, 7 fueron analizadas ademas con la secuenciacion PacBio SMRT. El objetivo

de este analisis fue contrastar los resultados obtenidos con la técnica FISH y con la
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plataforma Illumina y profundizar en la identificacion de los géneros detectados mediante

las dos técnicas anteriores.

Tras el procesado bioinformatico de los resultados de la secuenciacion se
obtuvieron un total de 23351 secuencias. Tras eliminar las secuencias de baja calidad y las
potencialmente quiméricas resultaron 22520 secuencias. Hstas secuencias, tras su

agrupacion, dieron lugar a 3533 OTUs.

La diversidad encontrada en el fango activo de las muestras de MLL se muestra en la
Figura 84. Los filos bacterianos mas abundantes en el promedio de las muestras del reactor
biolégico, segin la secuenciacion con PacBio, ordenados de mayor a menor abundancia
relativa fueron: Profeobacteria, Firmicutes, Actinobacteria  Bacteroidetes 'y Nitrospirae, que
representaron el 99,6 % de la abundancia relativa de las muestras. El 0,16% de las OTUs

no pudieron ser clasificadas a nivel de filo.
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Figura 84. Valor promedio de la distribucién por género en las muestras de fango de la EDAR ML a partir de
los resultados obtenidos con PacBio.

En la Figura 85 se representan las abundancias relativas de cada uno de estos filos
en las muestras analizadas. El filo Profeobacteria, al cual pertenecen la totalidad de BOA y

algunas BON, resulté el mas abundante en los 7 muestreos analizados con PacBio, con
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abundancias relativas superiores al 70%. El género Firmicutes present6 abundancias relativas
entre 3,12% y 14,37%; el filo Actinobacteria, presenté abundancias relativas que estuvieron
comprendidas entre 1,48% vy 15,02. Los filos Bacteroidetes y Nitrospirae presentaron
abundancias relativas que variaron de 0,46% a 4,97% y de 0% a 6,14% respectivamente. El

filo Nitrospirae fue detectado en todas las muestras exceptuando MLL33 y ML51.
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Figura 85. Distribucion por filo de las bacterias presentes cada una de las muestras de fango de la EDAR ML a
partir de los resultados obtenidos con PacBio.

Los géneros bacterianos mas abundantes segin la secuenciaciéon PacBio SMRT,
tueron Thauera, Zoogloea, Rubrivivax, Mycobacterium, Clostridium, Mesorbizobinm, 1 ariovorax,
Polynucleobacter, Sphingomonas, Acidovorax, Arcobacter, Aquincola, Rhodoferax, Exiguobacterium,
Ideonella y Nitrospira que cuales representaron el 73% (Figura 86). El 0,41% de las OTUs

no pudieron ser clasificadas a nivel de género.
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Figura 86. Valor promedio de la distribucion por género en las muestras de fango de la EDAR ML a partir de
los resultados obtenidos con PacBio.

En la Figura 87 se representan las abundancias relativas de cada uno de estos
géneros en las muestras analizadas. El género Thauera resultd el mas abundante en los 7
muestreos analizados con PacBio, sus abundancias relativas estuvieron comprendidas entre
el 47,17% y el 13,37%. La muestra ML1 se caracteriz6 por la elevada abundancia de este
género. El resto de géneros, cuya abundancia relativa se mantuvo por debajo del 20%,
present6 una variabilidad marcada. El género Zoogglea fue el mas abundante en las muestras
ML9, MIL17 y ML25. La muestra ML33 se caracteriza por presentar una abundancia
relativa mayor del género Mycobacterinum, junto con Sphingorhabdus y 1 ariovorax. En M43
destacé también la abundancia de los géneros Rubrivivax y Clostridium y ML51 estuvo
caracterizada por presentar una mayor abundancia del género Polynucleobacter, el cual superd
en abundancia al género Thauera. Esta muestra también presenté una abundancia relativa

mayor del género Rubrivivax al igual que la muestra MI1.43.
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Figura 87. Distribucion por género de las bacterias presentes cada una de las muestras de fango de la EDAR

ML a partir de los resultados obtenidos con PacBio.

La secuenciacion mediante la plataforma PacBio permitié la asignacion de

diferentes géneros de bacterias nitrificantes. LLas BOA detectadas pertenecieron al género

Nitrosomonas, el cual presenté abundancias relativas del 0,1%-0,98% (Figura 88). Este

género fue detectado en todos los muestreos y su abundancia relativa promedio fue del

0,404%.

Dentro del grupo de las BON la abundancia relativa mas alta correspondi6 al

género Nitrospira, que estuvo presente en todas las muestras, excepto en ML33. El rango

de abundancias relativas para Nitrospira fue entre el 6,1% y 0% y su abundancia promedio

fue del 1,313%. La abundancia relativa promedio de Nitrotoga fue del 0,070%, su rango

estuvo comprendido entre el 0,350% y 0%. Este género fue detectado en todas las

muestras exceptuando MI.43 y ML51.

Tabla 36. Media (M), desviacidn estdndar (DE), valor maximo (Mx) y valor minimo (Mn) de la abundancia
relativa (%) de bacterias nitrificantes a nivel de género en la EDAR ML determinada con Pacbio

Géneros BN M DE Mn
Nitrosomonas spp. 0,404 0,342 0,100
Nitrospira spp. 1,313 2,187 0,000
Candidatus 0,070 0,130 0,000
Nitrotoga
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Figura 88. Distribucion por género de las bacterias nitrificantes presentes cada una de las muestras de fango
de la EDAR ML a partir de los resultados obtenidos con PacBio.

La utilizacion de la plataforma de secuenciacion PacBio permitié a identificacion y
cuantificacion de la poblacion bacteriana de las muestras de fango de la EDAR ML a nivel
de especie. Las especies mas abundantes fueron Thauera sp., Thauera aromatica, Zoogloea sp.,
Rubrivivax: gelatinosus, Zoogloea caent, Sphingomonas sp., Polynucleobacter necessarius, Thanera
aminoaromatica, Thauera chlorobenzoica y Rubrivivax gelatinosus 11.144, ademas de las que se

detallan en la Figura 89.

En la Figura 90 se representan las abundancias relativas de cada una de estas
especies en las muestras analizadas. La especie Thauera sp. resulté la mas abundante en los 6
de los 7 muestreos analizados con PacBio (ML1, ML9, MLL17, ML25, MLL33 y ML43), sus
abundancias relativas estuvieron comprendidas entre el 23,93% y el 6,72%. La muestra
MIL51 se caracteriz6 por presentar una abundancia relativa mayor de la especie
Polynucleobacter necessarins. MLA3 se caracterizo por presentar mayor abundancia relativa de
Rubrivivax: gelatinosus coexistiendo con Thauera aromdtica. M133 se caracterizo por presentar la
estructura poblacional mas diferenciada del resto de muestras. Las muestras ML25, ML.17
y ML9 fueron las mas similares en cuanto a composicion con elevadas abundancias
relativas de las especies Thauera aromdtica y Zooglea sp. Del mismo modo ML1 presento

elevadas abundancias de la especie Thauera aromatica.
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Figura 89. Valor promedio de la distribucién por género en las muestras de fango de la EDAR ML a partir de
los resultados obtenidos con PacBio.

No asignados
Otros géneros
Nitrospira sp,
Clostridium sp,
80 - " Clostridium perfringens
¥ Zoogloea_sp,_N299
70 ¥ Albidiferax sp,
® Aquincola_tertiaricarbonis
" Mycobacterium sp,
® Mesorhizobium sp,
" Thauera phenylacetica
W Variovorox sp,
W Zoogloea resiniphila
Rubrivivax_gelatinosus_IL144
W Thauera chlorobenzoica
¥ Thauera aminoaromatica
W Polynucleobacter necessarius
W Sphingomonas sp,
W Zoogloea caeni
¥ Rubrivivax_gelatinosus
W Zoogloea sp,

Abundancia relativa (%)

W Thauera aromatica
W Thauera sp,

ML1 ML9 ML17 ML25 ML33 ML43 ML51

Figura 90. Distribucion por clase de las bacterias presentes cada una de las muestras de fango de la EDAR ML
a partir de los resultados obtenidos con PacBio.
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La secuenciaciéon mediante la plataforma PacBio permitié la identificacion de
diferentes especies de bacterias nitrificantes. Las BOA identificadas, dentro del género
Nitrosomonas, se asignaron a las especies Nitrosomonas marina, Nitrosomonas sp. y Nitrosomonas
aestuarii. Cada una de estas especies fue detectada en todas las muestras analizadas. N.
aestuarii fue la especie que presenté mayor abundancia, con un valor promedio del 0,226%
y un rango del 0,050%-0,490%. N. marina y Nitrosomonas sp. presentaron abundancias

relativas similares con un promedio de 0,091% y 0,087% respectivamente.

Dentro del grupo de las BON la abundancia relativa mas elevada correspondi6 a la
especie Nitrospira sp., que estuvo presente en todas las muestras exceptuando ML33 y
ML51. El rango de abundancias de Ni#rospira sp. estuvo comprendido entre el 4,17% y 0%
y su abundancia promedio fue del 0,893%. Dentro del género Nitrospira también fueron
detectadas las especies Candidatus Nitrospira, Candidatus Nitrospira defluvii y Nitrospira cf.
moscoviensis, con un promedio de abundancias relativas de 0,084%, 0,169% y 0,084%

respectivamente (Tabla 37).

Candidatus Nitrotoga fue detectada en 4 de las 7 muestras analizadas (ML1, ML17,
ML25 y ML33); su abundancia promedio fue del 0,070%, su rango estuvo comprendido
entre el 0,350% y 0%.

Tabla 37. Media (M), desviacién estandar (DE), valor méximo (Mx) y valor minimo (Mn) de la abundancia
relativa (%) de bacterias nitrificantes a nivel de especie en la EDAR ML determinada con lllumina

Especies BN M DE Mx Mn
Nitrosomonas marina 0,091 0,090 0,260 0,020
Nitrosomonas sp. 0,087 0,075 0,230 0,020
Nitrosomonas aestuarii 0,226 0,188 0,490 0,050
Candidatus Nitrospira 0,084 0,139 0,390 0,000
Candidatus N’ZZ?Z o 0,169 0,281 0,790 0,000
Nitrospira sp. 0,893 1,485 4,170 0,000
Nitrospira cf 0,084 0,139 0,390 0,000
moscoviensis
Candidatus Nitrotoga 0,070 0,130 0,350 0,000
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Figura 91. Distribucion por especie de las bacterias nitrificantes presentes cada una de las muestras de fango
de la EDAR ML a partir de los resultados obtenidos con PacBio.

4.4.3 Modelos de interpretaciéon ambiental

Con el objetivo de determinar las técnicas que presentaron mayores correlaciones
con el conjunto de variables ambientales y los rendimientos de eliminacion de nitrégeno se
construy6 un modelo lineal de regresion multivariante con los resultados de las
abundancias relativas obtenidas por FISH y la plataforma de secuenciaciéon Illumina. A
pesar de que los resultados obtenidos con la plataforma de secuenciaciéon PacBio son mas
precisos, el nimero de muestras no fue suficiente para realizar un analisis de interpretacion
ambiental, por lo que el analisis se ha realizado unicamente con las dos técnicas

comentadas anteriormente.

Se construyé un DISTLM respecto a las variables ambientales y las abundancias
relativas de las BN en las 24 muestras analizadas con la plataforma de secuenciacion
Illumina y las mismas muestras analizadas por FISH. La construcciéon del modelo se ha

basé en el uso de criterios y procedimientos mas parsimoniosos (step-wise/ AICk).

El modelo lineal multivariante usado para evaluar las correlaciones entre la

poblacion de bacterias nitrificantes y las variables ambientales de la EDAR ML, indicé que
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el 41,8% de la variacién de las comunidades de bacterias nitrificantes puede ser explicado
usando cuatro variables ambientales (Tabla 38). .a CN-NH4 fue la variable que mejor
predijo su comportamiento (17,8% de la varianza explicada), seguida la T"r, los SSLM y la
TRC.

Tabla 38. Resultados del test secuencial para el analisis DISTLM realizado entre las variables ambientales y
bacterias nitrificantes en la EDAR ML.

Test secuencial
Variable AICc Pseudo-F P Prop
CN-NH4 155,54 4,7784 0,002 17,8
T*r 153,95 4,0306 0,006 13,2
SSVLM  152,8 3,6799 0,004 10,7
TRC 152,79 2,7514 0,032 74
Variacién total explicada 41,8

CN-NH4, concentracién de nitrégeno amoniacal en el afluente al reactor
biolégico; SSVLM, sélidos suspendidos volatiles del licor mezcla; T%, temperatura
en el reactor ; TRC, tiempo de retencién celular.

Los resultados de abundancia relativa de BOA procedentes de la secuenciacion
mediante la plataforma Illumina, presentaron coeficientes de correlacion mas elevados que
los procedentes de la técnica molecular FISH (Tabla 39), exceptuando los datos obtenidos
de la sonda FISH para el género Nitrosomonas (sonda Nsol12251n4). Los resultados del
modelo fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 92). Con el objetivo de detectar
que BOA mostraron las mejores correlaciones con el conjunto de variables ambientales,
los coeficientes de correlacion de Pearson fueron superpuestos en el modelo como

vectores.

El 22% de la variacién fue explicado por el eje de ordenaciéon 1 (Tabla 39); el
género Nitrotoga detectado por FISH (r=0,634), el género Nitrotoga detectado mediante
Nlumina (t=0,692) y el género Nitrosomonas detectado por FISH (r=-0,544) presentaron
coeficientes de correlacién significativos con este eje. Estos resultados relacionan la
abundancia de el género Nitrotoga con valores bajos de temperatura y de CN-NHa. La Tt
en torno a los 19°C junto con valores de CN-NH4 entre 7 y 5 mgN/L aparecen

correlacionados con abundancias relativas mas elevadas de este género.
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Tabla 39. Coeficientes de correlacion multiple parcial de las variables ambientales y correlaciones de las
variables bioldégicas con los ejes del dbRDA en la EDAR ML

dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4

% variacién

) 22,04 17,64 5,59 3,88
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
CN-NH4 -0,658 -0,673 0,311 0,132
T°r -0,618 0,399 -0,166 -0,656
SSVLM -0,42 0,537 -0,036 0,731
EF -0,093 -0,316 -0,935 0,133
Nso* 0,248 0,011 0,226 -0,311
Ntspa* 0,259 -0,618 -0,317 -0,102
Ntoga* 0.692 0,059 0,111 0,353

Nts* -0,211 0,065 0,124 -0,127
Ntb* 0,000 0,000 0,000 0,000
Nso -0,544 -0,147 0.214 0,198
Nsoo -0,207 -0,625 0,171 -0,038
Nsoe 0,250 0,156 0,394 0,000
Ntspa 0,147 -0,516 -0,216 0,014
Ntoga 0,634 0,485 -0,191 0,060
Ntb -0,030 -0,310 0,325 0,256

CN-NHs4, concentracién de nitrégeno amoniacal en el afluente al reactor biolégico; SSVLM, sélidos suspendidos
volatiles del licor mezcla; CN-NHs, concentracién de amonio afluente; TRC, tiempo de retencién celular. Nso,
Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntoga, Nitrotoga sp.*Variables analizadas con Illumina
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Figura 92. Grafico de burbujas de la carga de nitrégeno amoniacal y la T*r en el dbRDA ilustrando el DISTLM
basado en la relacion entre variables ambientales y la abundancia relativa de bacterias nitrificantes en la
determinada por FISH y Illumina en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson mayores de 0,40y -0,40.
Nso, Nitrosomonas spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Ntoga, Nitrotoga sp.; Ntspa, Nitrospira spp.
*Variables analizadas con lllumina
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El segundo eje de ordenacion explicé un 17,64% de la variacion en la comunidad
de BN; el género Nitrospira detectado tanto por FISH (r=-0,516), como a través de la
plataforma de secuenciacion Illumina (r=-0,618) present6 correlaciones significativas con
este eje. La especie N. oligotropha también estuvo correlacionada con este eje (r=-0,625).

Estos resultados indican que su abundancia se relacioné con CN-NH4 mayores de 10.

Se construyé un segundo nMDS para relacionar las diferentes fracciones de
nitrégeno a la salida del decantador secundario y sus respectivos rendimientos de
eliminaciéon con las abundancias relativas de las BN en las 24 muestras analizadas con la
plataforma de secuenciacion Illumina y las mismas muestras analizadas por FIHS. La
construccion del modelo se basé en el uso de criterios y procedimientos mas

parsimoniosos (szep-wise/ BIC).

El modelo lineal multivariante usado para evaluar las correlaciones entre la
poblaciéon de bacterias nitrificantes y las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacién en la EDAR ML, indic6 que el 39,4% de la variacion de las
comunidades de bacterias nitrificantes puede ser explicado con el tNTs (17,4% de la
varianza explicada), INKTs (12,0% de la varianza explicada) y NTs del efluente (10,0% de
la varianza explicada) (Tabla 40).

Tabla 40. Resultados del test secuencial para el anélisis DISTLM realizado entre las fracciones del nitrégeno en
el efluente y sus rendimientos de eliminacion y bacterias nitrificantes en la EDAR ML.

Test secuencial
Variable BIC Pseudo-F P Prop
rNTs 157,46 4,63 0,001 17,4
rNKTs 156,86 3,5736 0,01 12,0
NTs 156,38 3,2977 0,013 10,0
Variacion total explicada 39,4

tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; tNKT's; rendimiento de
eliminacién del nitrégeno Kjeldahl soluble; N'T's, nitrégeno total soluble.

Los resultados de abundancia relativa procedentes de la técnica molecular FISH
presentarion coeficientes de correlacion ligeramente mas elevados que los procedentes de
la secuenciaciéon mediante la plataforma Illumina (Tabla 41). Los resultados del modelo
fueron visualizados usando un dbRDA (Figura 94). Con el objetivo de detectar qué
variables mostraron las mejores correlaciones con el conjunto de variables ambientales, los

coeficientes de correlacion de Pearson fueron superpuestos en el modelo como vectores.
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El 12,4% de la variaciéon fue explicado por el eje de ordenacion 1; el género
Nitrotoga detectado por FISH (1=0,634), el género Nitrotoga detectado mediante Illumina
(r=0,569) y el género Nitrosomonas detectado por FISH (r=-0,633) presentaron coeficientes
de correlacion significativos con este eje, al igual que las especies de Nitrosomonas
halotolerantes detectadas mediante FISH (r= 0,433). Estos resultados relacionan la
abundancia del género Nitrotoga y las Nitrosomonas halotolerantes con valores altos de
nitrato y valores bajos de NKTs en el efluente. En el dbRDA de la Figura 94 se muestra
qué valores de N-NO;j en el efluente supetiores a 6 mg N-NOs/L , junto con valores de
NKTs en torno a 4 mgN/L, estan correlacionados con abundancias relativas més elevadas

de este género.

Tabla 41. Coeficientes de correlacién multiple parcial de las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacién y correlaciones de las variables biolégicas con los ejes del dbRDA en la EDAR ML

dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3

% variaciéon

explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3
rNTs -0,814 0,477 -0,331

12,40 9,07 1,28

rNKTs 0,094 0,671 0,735
NTs 0,573 0,568 -0,591
Nso* 0,327 0,381 0,223

Ntspa* -0,022 -0,266 -0,066
Ntoga* 0,569 0,284 0,204
Nts* -0,117 0,083 0,035
Ntb* 0,000 0,000 0,000
Nso -0,351 0,437 -0,194
Nsoo -0,317 0,213 -0,414
Nsoe 0,433 0,419 0,044
Ntspa 0,097 0,086 0,008
Ntoga 0,633 0,256 0,457
Ntb -0,093 0,105 -0,060

tNTs, rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble; rfNKTSs; rendimiento de
eliminacién del nitrégeno Kjeldahl soluble; NTs, nitrégeno total soluble. Nso, Nitrosomonas
spp.; Nsoo, Nitrosomonas oligotropha; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.;
Nitspa, Nitrospira spp. Ntb, Nitrobacter spp.*Variables analizadas con Illumina

El segundo eje de ordenacion explicé un 9,07% de la variacion en la comunidad de
BN; el género Nitrosomonas (r=-0,437) y las especies de Nitrosomonas halotolerantes
(+=0,419) detectadas por FISH, mostraron correlaciones significativas con este eje. Estos

resultados indican que su abundancia se relacioné con el tNTs superiores al 70%.
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Figura 93. Gréfico de burbujas del nitrato (N-NO3) y el nitrégeno Kjeldhal soluble (NKTs) en el efluente y en el dbRDA
ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de
eliminacién y la abundancia relativa de bacterias nitrificantes en la determinada por FISH y lllumina en la EDAR ML.
Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson mayores de 0,40 y -0,40. Nso,
Nitrosomonas spp.; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.*Variables analizadas con lllumina.
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Figura 94. Gréfico de burbujas del rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble (rNTs) en el dbRDA ilustrando el
DISTLM basado en la relacion entre las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus rendimientos de eliminacién y la
abundancia relativa de bacterias nitrificantes en la determinada por FISH y lllumina en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson mayores de 0,40 y -0,40. Nso,
Nitrosomonas spp.; Nsoe, Nitrosomonas halotolerantes; Ntoga, Nitrotoga sp.*Variables analizadas con lllumina
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45 VALORACION DEL INDICE DE ESTRES Y LA CARGA MASICA CALCULADA EN
FUNCION DEL ATP

El calculo del ATPc se realizé a partir de la diferencia entre el ATPt de la muestra y
el ATPd. A partir de estos datos se calcul6 el indice de estrés del sistema (BSI), el cual hace
referencia a la diferencia entre material celular vivo y muerto. En la Figura 95 se muestra la
evolucion de estas variables durante el periodo estudiado. El BSI varié en un rango entre el
3-41%, con una media del 14%. Sus valores minimos se observaron en las muestras MIL.3,

ML4, M5, ML35 y ML37. Su valor maximo se observé en la muestra ML25.

Tabla 42. Rango y valores promedio de la carga maésica y los sélidos activos calculados en funcién del ATP

ATPt ATPc BSI

ng/mL ng/mL %

Promedio 6550 5614 14
Méximo 13400 11900 41
Minimo 2690 2460 3

tATP ATP total; cATP, ATP celular
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Figura 95. Evolucién del ATP disuelto, ATP celular y del indice de estrés del sistema (BSI).

A partir del ATPc puede calcularse el valor de la concentraciéon de solidos
suspendidos activos del licor mezcla (SSVALM). A partir de este valor se ha calculado un
nuevo valor de la CM, que se ha denominado CMarp. En la Tabla 43 se presenta el

resumen de los datos calculados para ambas variables.
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Tabla 43. Rango y valores promedio de la carga masica y los sélidos activos calculados en funcién del ATP

CMATP SSVALM CM SSVLM
Kg DBOS/ Kg DBOS5/
L
Kgssvam Mt KgSSVLM mg/
Promedio 0,27 2807 0,14 5163
Maximo 0,64 5950 0,23 7569
Minimo 0,06 1230 0,04 3619

CM, carga misica calculados en funcién de los sélidos suspendidos volatiles del licor mezcla,
CMATP carga masica calculada a partir de los sélidos suspendidos volatiles activos del licor
mezcla; SSVLM, Sélidos suspendidos volatiles del licor mezcla; SSVALM  sélidos
suspendidos volatiles activos del licor mezcla; BSI, indice de estrés del sistema

La Figura 96 muestra como los valores determinados para los SSVALM son

menores que los SSVLM en todos los analisis realizados. Los valores de los SSVLM

fueron, en promedio un 47% mayores que los SSVALM, alcanzando diferencias superiores

al 70% (M12, M21 y M52). Las menores diferencias se observaron en M22, M39 y M58.

En esta misma figura se ha representado el BSI, con el objetivo de valorar si estas

diferencias se relacionaban con el estrés del sistema. El BSI mas alto se obtuvo en la

muestra 25, en este caso la diferencia entre los SSVLM y los SSVALM fue del 58%. Las

muestras M12, M22 y M52, que presentaron las mayores diferencias entre estas dos

variables, mostraron BSI moderados (14, 8 y 21%, respectivamente). As{ mismo, las

muestras que presentaron valores similares (M22, M39 y M58), mostraron también valores

de BSI moderados, 10, 16 y 11%, respectivamente.
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Figura 96. Valores de sélidos suspendidos volatiles del licor mezcla (SSVLM), los sélidos suspendidos volatiles
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La CMatp presenté valores superiores a la CM (Figura 97), puesto que la
concentraciéon de SSVALM fue menor que la concentracion de SSVLM. La diferencia
promedio entre estas dos variables coincidié con la de los SSVALM (46%) al igual que las
muestras que presentaron valores de esta variable superiores de CMarp en torno al 70%
(M12, M21 y M52). Asi mismo, las muestras con CM y CMarp similares coincidieron con

las que presentaron valores similares para los SSVLM y SSVALM (M22, M39 y M58).
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Figura 97. Valores de la carga masica calculados en funcién de los sélidos suspendidos volatiles del licor
mezcla (CM) y la carga masica calculada a partir de los sélidos suspendidos volatiles activos del licor mezcla
(CMare).

En la Figura 98 se representa la relaciéon entre los SSVLM y los SSVALM. La

correlacion observada entre ambas variables ha sido significativa (R? = 0,27, p =0,01).
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Figura 98. Correlacion entre los sélidos suspendidos volatiles del licor mezcla (SSVLM) y los sélidos
suspendidos volatiles activos del licor mezcla (SSVALM)

La Figura 99 muestra la relacion entre la CM y la CMATP. Al igual que en el caso
anterior La correlaciéon observada entre ambas variables ha sido significativa (R? = 0,48, p

=0,01).
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Figura 99. Correlacion entre la carga mésica calcula a partir de los sélidos suspendidos volatiles del licor
mezcla (CM) y la carga masica calculada a partir de los sélidos suspendidos volatiles activos del licor mezcla
(CMATP)
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La respirometria es una herramienta que también aporta informaciéon sobre la
biomasa activa en el sistema. En la Figura 100 se muestra la comparativa entre la medida
de OURend y el cATP, ambas variables representan una medida directa de la biomasa
activa en el sistema, aunque en el grafico de la Figura 100 no se observa una relaciéon

aparente entre ambas.
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Figura 100. Comparativa de los valores determinados para el ATP celular (cATP) y la tasa de respiracién
enddgena total (OURend)

Con el objetivo de valorar potenciales relaciones, que pueden surgir a partir de la
introduccion de la CMatp y los SSVALM en la matriz de variables ambientales, se

realizaron nuevamente todos los modelos lineales multivariantes.

El analisis de la nueva matriz de variables ambiéntales, no presenté cambios
significativos en las relaciones determinadas previamente, respecto a la abundancias de las
BN vy los rendimientos del proceso de eliminacién de amonio. Unicamente se observaron
relaciones significativas en el modelo que explica la variabilidad observada en las variables

respirométricas de las biomasa autétrofa.

En la Tabla 44 se observa que el BSI explicé un 49,3% de la variacion de la tasa de
respiracion endégena de la biomasa autétrofa, la tasa maxima de respiraciéon por

nitrificacion y sus respectivas tasas especificas.
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Tabla 44. Resultados del test secuencial para el andlisis DISTLM realizado entre la matriz ampliada de variables
ambientales y las variables respirométricas de la biomasa autétrofa en la EDAR ML.

Test secuencial

Variable AICc Pseudo-F P Prop
BSI 17 15,55 0,005 49,3
CM(PQOs) 15 3,90 0,035 10,5
Tr 15 2,89 0,081 6,9

CPTs 15 3,20 0,068 6,6

Variacién total explicada 66,6

BSI, indice de estrés; CM(DQOs) carga masica en funcién de la
DQOs; T, temperatura en el reactor; CPTs, concentraciéon de
fosforo total soluble.

En la Tabla 45 aparece el BSI relacionado positivamente con el eje 1 del dbRDA,
as{ mismo todas las variables respirométricas se relacionaron negativamente con este ¢je.
Esta relacion indica que la actividad de la biomasa nitrificante se redujo cuando el BSI fue

mas elevado (Figura 101).

Tabla 45. Coeficientes de correlacion multiple parcial de la matriz ampliada de variables ambientales y
correlaciones de las variables respirométricas de la biomasa autétrofa con los ejes del doRDA en la EDAR ML

dbRDA1  dbRDA2 dbRDA3  dbRDA4

% variacion

. 59,71 12,51 0,98 0,02
explicada
Variable dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
BSI 0,875 0,026 -0,482 -0,019
CM(DQOs) -0,267 0,022 -0,516 0,814
Tr -0,227 0,849 -0,352 -0,321
CPTs -0,333 -0,527 -0,614 -0,484
OURend.A -0,708 0,364 0,108 -0,014
SOURA -0,622 0,428 -0,112 0,011
Rsp -0,875 -0,271 0,081 0,017
Rs -0,857 -0,334 -0,091 -0,015

OURendA, tasa de respiraciéon enddégena de la biomasa autétrofa; SOURendA,
tasa de respiraciéon enddgena especifica de la biomasa autétrofa; Rs tasa maxima de
respiracion por nitrificacién; Rsp, tasa maxima espeifica de respiraciéon por nitrificacion.
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Transform: Log(x+1)
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance
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dbRDA1 (81,5% modelo ajustado, 59,7% variacion total)

Figura 101. Gréafico de burbujas del rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble (rNTs) en el
dbRDA ilustrando el DISTLM basado en la relacién entre las fracciones del nitrégeno en el efluente y sus
rendimientos de eliminacién y la abundancia relativa de bacterias nitrificantes en la determinada por FISH y
lllumina en la EDAR ML.

Los vectores superpuestos corresponden a coeficientes de correlacion de Pearson mayores de 0,40 y -0,40.
OURendA, tasa de respiracién enddgena de la biomasa autdtrofa; SOURA, tasa de respiracién enddgena
especifica de la biomasa autétrofa; Rs tasa maxima de respiracion por nitrificacidn; Rsp, tasa méaxima espeifica
de respiracion por nitrificacién.
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Discusion

5.1 ANALISIS DE LA DINAMICA POBLACIONAL DE LAS BACTERIAS
NITRIFICANTES

En el siguiente apartado se analizan y discuten los resultados obtenidos tras la
aplicacion de la técnica molecular FISH, combinada con microscopia de epifluorescencia,
en 188 muestras de fango activo. El objetivo de estos analisis fue determinar la
composicion y las variaciones de la comunidad de BN en los reactores analizados (CT1,

CT2, CX, DN, QB y ML) durante el periodo de estudio especifico de cada uno de ellos.

Los analisis FISH mostraron que la fraccion de biomasa nitrificante varid
significativamente de unas EDAR a otras. La fraccién mas elevada se observo en la EDAR
QB, donde las BN representaron entre el 1 y 10% de la biomasa total del sistema. A pesar
de que esta EDAR present6 las mayores abundancias relativas, no obtuvo los rendimientos
de eliminaciéon de amonio mas elevados (78,9£18,6%). La abundancia mas baja se observo
en la EDAR ML, donde la fraccién nitrificante estuvo comprendida entre el 1 y 4%. Esta
EDAR, en cambio, presentd rendimientos de eliminacion de amonio mas estables y
elevados (91,0£14,0%) que la EDAR QB. En el resto de reactores se observaron
abundancias entre el 1 y 8%. De estas observaciones se deduce que una mayor abundancia
relativa de poblaciéon de nitrificante, determinada segin FISH, no asegura mayores

rendimientos de eliminacion de amonio.

Tradicionalmente se ha considerado que, para una nitrificacién adecuada en las
instalaciones convencionales de eliminacién de nutrientes, la biomasas nitrificante debe
estar comprendida entre el 4 y 6% (Nielsen ez al, 2004). A pesar de ello, en estudios
posteriores se recoge una amplia variaciéon de fracciones de la poblacién nitrificante en los
sistemas de depuracion. Esta fraccion oscila desde el 0,39% detectado en un sistema de
fangos activos (Dionisi ef al, 2002) hasta mas del 18% en un sistema de fangos activos

combinado y un contactor biolégico rotatorio (You ez af,. 2003).

La fraccion de BOA fue mayor que la fraccion de BON en la mayorfa de las
muestras. Unicamente 9 de las 188 muestras presentaron mayores porcentajes de BON que
de BOA. Las relaciones entre ambos grupos variaron dependiendo de la EDAR analizada.

Mientras que en las EDAR DN y ML las relaciones mas frecuentes fueron 1:1 y 2:1, en la
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EDAR CX la relaciéon mas frecuente fue 1:1 y en las EDAR CT y QB, habitualmente la
relacion fue mayor de 2. De acuerdo con la termodinamica y la transferencia de electrones,
en un sistema de nitrificaciéon equilibrado la relaciéon numérica de BOA a BON debe ser 2:1
(Arciero et al., 1991; Hooper et al., 1997; Mari et al., 2012). Segun esto las BOA deberian ser
las bacterias dominantes en una comunidad nitrificante, lo cual es coherente con los
resultados obtenidos en este estudio, aunque no siempre se mantuvo la proporcion 2:1. La
bibliografia existente recoge tanto relaciones mayores (Li ¢t al, 2007), como menores
(Ramdhani ez al, 2013) en sistemas de fangos activos con una eliminacién de amonio
eficiente. Asi mismo, se han observado sistemas con abundancias de BON incluso 3 veces
superiores a las de BOA para el género Nitrospira (Harms et al., 2003). A dia de hoy, en base
a los recientes avances en el conocimiento sobre la versatilidad metabdlica de estas
poblaciones, como el descubrimiento de las bacterias commamox, estas relaciones deben
ser reevaluadas, ya que, tal y como muestran estos estudios, las relaciones son muy
variables a pesar de haber sido detectados sistemas con eliminaciones de nitrégeno

satisfactorias.

Tal y como se ha comentado anteriormente, en los reactores de las EDAR CT y QB
se observaron las relaciones BOA:BON mas elevadas. En la EDAR QB estos valores
fueron originados por la elevada concentracion de BOA, sin embargo en la EDAR CT
fueron debidos a la baja concentracion de BON detectada. El reactor CT1, donde la
fraccion de NOB fue menor, presentd los mayores porcentajes y concentraciones de nitrito
en el efluente (52,0123,8% y 2,0+1,7 mg N-NOz/L, respectivamente). El analisis DISTL.M
realizado para valorar la contribucion de las BN a la eliminaciéon del amonio, determiné que
el %NO:z en el efluente, fue una variable relacionada con la dinamica poblacional de las BN
en la EDAR CT. Aunque esta variable estuvo mas relacionada con el eje 2 del dbRDA, en
el eje 1 se relacioné negativamente con la abundancia relativa del Nitrotoga sp. lo cual es
coherente con estas observaciones, ya que este fue el género dominante en la oxidacion del
nitrito en esta EDAR. Este resultado indica que relaciones BOA:BON superiores a 2:1

pueden ser indicativas de una nitrificaciéon incompleta en el reactor CT1.

El analisis nMDS realizado para las EDAR CT, DN, QB y CX en funcién del factor
reactor mostré que existen diferencias significativas en la dindmica poblacional de estos

reactores. Los reactores estudiados en esta tesis presentan sistemas de tratamiento
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diferentes y diferentes parametros de operacion, que originan respuestas diferentes en los
y p > q g p
procesos de nitrificacion. Es por ello que en cada una de las EDAR la dindmica

poblacional de las bacterias nitrificantes parece responder a factores diferentes.

Existen estudios que han observado que el tipo de sistema de tratamiento puede
influir en la abundancia de las diferentes especies nitrificantes. En el estudio de Dytczak ez
al. (2008) se operaron dos reactores con diferentes configuraciones y las mismas
condiciones de operacion: uno de los reactores trabajé en ciclos (6xico/andxico) y el otro
oper6 unicamente de manera aerobia. Las condiciones de operaciéon en ciclos fueron
favorables para el proceso de nitrificacién, y favorecieron el crecimiento de los
microorganismos nitrificantes mas rapidos (INitrosomonas y Nitrobacter). El reactor aerobio y
estatico favorecio el crecimiento de las nitrificantes mas lentas (INitrosospira y Nitrospira). En
el presente estudio el reactor QB operd en condiciones de alternancia oxicas y anoxicas, sin
embargo la poblaciéon de este reactor estuvo compuesta principalmente por los géneros
Nitrosomonas y Nitrospira. Este reactor se diferencié del resto de reactores del estudio en que
no se detectaron poblaciones de Nitrosomonas halotolerantes, las cuales suelen mostrar
menores tasas de crecimiento que las poblaciones de N. oligotropha. Las diferencias
encontradas respecto al estudio de Dytczak pueden ser debidas a las caracteristicas del

afluente o a las diferencias en la operacion de los ciclos.

Segun el analisis ANOSIM las diferencias mas significativas entre reactores respecto
a la dinamica poblacional de las BN, se observaron entre los reactores CT2-DN y QB-CT2.
Los reactores CT1 y CT2 presentaron abundancias de BOA entorno a la media y
abundancias de NOB inferiores a la media. Ambos reactores estuvieron marcados por la
presencia de Nztrotoga, mientras que en DN y QB estos géneros no tuvieron representacion.
Ambos factores, fueron probablemente los que marcaron las diferencias observadas en este
analisis.

Los analisis estadisticos no mostraron patrones estacionales en ninguna de las
EDAR analizadas. Estas observaciones son consistentes con el estudio de Ju y Zhang
(2015) en el que no se observaron patrones estacionales en las poblaciones nitrificantes tras

la monitotizacidn de la comunidad microbiana en una EDAR urbana durante 5 afios.
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5.1.1 Dindmica poblacional de las bacterias oxidantes del amonio

Los analisis realizados con FISH mostraron que todas las BOA detectadas
estuvieron relacionadas con el género Nitrosomonas. Este género se encuentra cominmente
gobernando los sistemas de eliminacién biolégica de nutrientes, tanto en fangos activos,
como en fangos granulares y biopeliculas (Tsuneda e a/., 2003; Chen y Wong, 2004; Mota ez
al., 2005; Wells ez al., 2009).

El género Nitrosomonas estuvo representado principalmente por miembros del linaje
de N. oligotropha. El linaje Nitrosomonas eunroapea-entropha (sonda Nsel472) no presentod
seflales de hibridaciéon positivas en ninguno de los reactores estudiados. Asi mismo
tampoco se observé la presencia de Nitrosococens mobilis (sonda NmV). Estos resultados,
junto con los de la sonda NEU, indican que las especies hibridadas con esta tultima sonda
no se corresponden con las especies Ne. mobilis, N. halophila, N. europaea y IN. eutropha, o
bien que estas especies no se detectaron debido a su baja abundancia o baja intensidad de la
sefial de hibridacion, por lo que no se consideraron especies funcionalmente importantes.
Estas situaciones pueden ocurrir cuando el contenido de ribosomas celulares esta debajo
del limite de detecciéon del protocolo estaindar de FISH (1400 ribosomas/célula) (Hoshino
et al., 2008). Las sefiales de hibridaciéon observadas con la sonda NEU también pueden ser

debidas a la presencia de las especies Nitrosomonas aestuarii, N. crytolerance o IN. marina

(Jurerschko ez al., 1998).

Si realizamos la suma de los porcentajes de hibridaciéon de las sondas Nmo218 y
NEU y los comparamos con el porcentaje obtenido con la sonda Nso12251xa podemos
observar que las cantidades son aproximadas en la mayoria de los casos. Las discrepancias
observadas pueden ser debidas a la incertidumbre de la propia técnica y a una posible
pérdida de informacién durante la cuantificacion y el tratamiento de imagen. Las BOA vy las
BON en los sistemas de fangos activos, suelen formar densos agregados celulares, que en
ocasiones dan como resultado una distribucién no uniforme, tipica de estas poblaciones
(Daims et al, 2001a). Es por ello que para la correcta cuantificacion de las poblaciones
nitrificantes, en muestras hibridadas procedentes de sistemas de fangos activos, sea
importante asegurar la homogeneidad de la muestra. .a medida de las areas de una muestra
no homogénea produce una mayor dispersion, que puede dar lugar a resultados erréneos, si

no se aumenta el nimero de imagenes analizadas (Borras, 2008). Para disminuir la
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dispersion es recomendable utilizar los menores aumentos posibles, asegurando que el
campo de visualizacién cubra suficiente biomasa flocular. Esta condiciéon en ocasiones no
es posible, sobre todo cuando se trata de la cuantificacién de BN de menor tamafio, como
Nitrospira, poblaciones menos abundantes o sefales de hibridacién menos intensas. En
estos casos, la correcta identificacion requiere distinguir claramente la morfologia celular y
la sefial de hibridacién respecto a la fluorescencia de fondo, para evitar que falsas sefiales

de hibridacién pasen desapercibidas, que implica la utilizaciéon de 600 o 1000 aumentos.

El linaje N. oligotropha coexistié en la mayoria de las EDAR con el grupo de
Nitrosomonas halotolerantes (sonda NEU) (CT, CX, DN y ML), que no pertenecen al linaje
de N. europaca-eutropha. Este linaje se ha identificado como dominante en sistemas con
elevadas concentraciones de amonio afluente, como reactores de nitrificacion parcial
(Limpiyakorn ez al., 2007; Gonzalez-Martinez et al., 2014). Las especies del linaje de NN.
oligotropha aparecen en sistemas donde las concentraciones de amonio son menores (Dionisi
et al., 2002; Tan et al, 2008). N. oligotropha tue la BOA dominante en sistemas con
concentraciones de amonio menores de 0,5 hasta 13 mgN-NHy/L (Lydmark ¢z a/., 2007).
Las abundancias mas elevadas del género Nitrosomonas y el linaje IN. oligotropha se
observaron en la EDAR QB, seguida por la EDAR CT, cuyas concentraciones de amonio
afluente fueron las mas elevadas del rango de las EDAR analizadas. Las especies de
Nitrosomonas halotolerantes identificadas con la sonda NEU presentaron mayor abundancia

en la EDAR CX.

La concentracion de amonio es uno de los factores mas relacionados con la
distribucion de los diferentes géneros de BOA en EDAR (Limpiyakorn e al., 2005; Tan ez
al., 2008). En esta tesis se ha utilizado el valor de la carga de amonio, en lugar de la
concentracion, con el objetivo de estandarizar su valor respecto a la cantidad de solidos del
sistema. Si atendemos a la variabilidad observada en la concentraciéon de amonio afluente
observamos que las EDAR CX y QB presentaron cargas de amonio similares
(aproximadamente 61124 mgN/gSSVLM d), sin embargo sus poblaciones nitrificantes
presentaron claras diferencias. Mientras que en la EDAR CX se registraron las abundancias
mas elevadas del grupo de Nitrosomonas halotolerantes, en la EDAR QB no se observaron
sefiales positivas de hibridaciéon para este grupo. Del mismo modo, en los reactores de la

EDAR CT, donde las cargas de amonio fueron ligeramente superiores (aproximadamente
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70120 mgN/gSSVLM ) las abundancias de estas especies fueron menores del 1%. En
contraste, en la EDAR DN, donde se observaron bajas cargas de amonio (20£8
mgN/gSSVLM d), los diferentes linajes de BOA coexistieron en abundancias relativas
promedio del 1%. De estos resultados se deduce que probablemente existan otros factores
que, junto con la concentracion de amonio, influyan en la distribucion de los diferentes
linajes de Nitrosomonas. Los efectos de la carga de amonio se discuten con mayor detalle en

el apartado 5.3.1 “Carga de amonio y fésforo™.

No se obtuvieron sefiales positivas para ninguna de las sondas de AOA utilizadas.
Resultados similares han sido obtenidos en estudios anteriores (Geets e al. 2007; Zhang et
al., 2011). Desde su descubrimiento, las AOA han sido detectadas en diferentes sistemas
biologicos de depuracion (MuBmann e al., 2011; Pan e al., 2018)., donde su abundancia
aparece asociada principalmente a bajas concentraciones de amonio. En el estudio
realizado por Limpiyakorn e al. (2011) se utilizé la técnica de qPCR para comparar la
abundancia de los genes amoA de las BOA y las AOA en 7 EDAR. Los resultados de este
estudio mostraron que las EDAR con mayores concentraciones de amonio afluente y
efluente  (36,1-4223 mgN/L y 53-29.2 mgN/L respectivamente), ptesentaron
concentraciones de az041 BOA cuatro 6rdenes de magnitud mayores, que de amoA AOA,
que se mantuvo en ocasiones por debajo del limite de deteccién. En este estudio los genes
amoA AOA presentaron mayores abundancias en las EDAR con concentraciones de
amonio menores en el afluente y en el efluente (5,6-11,0 mgN/L y 0,2-3 mgN/L,
respectivamente). En el presente estudio las concentraciones de amonio afluente se
situaron fuera de los rangos habituales reportados para las AOA en el estudio de
Limpiyakorn e al. (2011), ya que todas las concentraciones de amonio se situaron en
promedios mayores de 25 mgN/L. Algunos estudios apuntan que, las principales variables
que determinan el nicho ecoldgico de las AOA son: baja concentraciéon de amoniaco, bajo
pH y a presencia de antibiéticos o ciertos compuesto industriales como el petréleo,
condiciones que no suelen ser habituales en los sistemas convencionales de tratamiento de

ARU (MuBmann e al., 2011; Zhang ez al., 2015).
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5.1.2 Dinédmica poblacional de las bacterias oxidantes del nitrito

Los géneros responsables de la oxidacion del nitrito en las EDAR estudiadas fueron
Nitrospira (sonda Ntspa662) en las EDAR CX, DN y QB, y Nitrotoga (sonda Ntogal22) en
los dos reactores de la EDAR CT. En la EDAR ML ambas poblaciones mostraron
abundancias relativas y frecuencias de aparicion similares. El género Nitrobacter Gnicamente
fue detectado en las EDAR DN y ML. Nitrospira y Nitrobacter presentan afinidades
diferentes por el nitrito y por el oxigeno con valores de Kop=0,13-1,47 mgO2/L,
Kn02=0,14-0,50 mgN-NO» /L y Kop=0,17-4,42 mgO,/L, Kno2=1,49-7,00 mgN-NO /L,
respectivamente (Laanbroek e# al., 1994; Schramm ef al., 1999; Manser ¢ al., 2005; Vadivelu
et al., 2000c), es por ello que estan adaptadas a entornos diferentes. A pesar de ello su

coexistencia ha sido previamente descrita (Siripong y Rittman 2007).

El género Nitrospira coexistié con el género Nitrotoga en las EDAR CT, CX y ML.
Nitrotoga es uno de los géneros descubiertos mas recientemente y ha sido identificado como
BON dominante en sistemas de fangos activos (Lucker ¢f al., 2014; Saunders ¢t al., 2016).
En el estudio de Liuicker e al. (2014) Nitrotoga fue detectada en muestras de fangos activos
de 20 EDAR. En estas EDAR Ni#rotoga coexistié con el género Nitrospira en abundancias
comparables, o fue la tnica BON detectada. En el estudio de Lucker e a/. (2014) Nitrotoga
se mantuvo activa para diferentes concentraciones de amonio afluente (21,25 a 60 mgN/L)

y su presencia se vio favorecida por las bajas temperaturas.

Nitrospira ha sido identificado como el género predominante en los sistemas de
tratamiento de ARU en numerosos estudios (Dionisi ez a/. 2002; Freitag et al. 2005). La
seleccion de Nitrospira como especie dominante suele atribuirse a su estrategia de
supervivencia (K-estrategia), gracias a la que se ve favorecida en entornos con bajas
concentraciones de nitrito (Chiellini e a/, 2013). Aunque en este estudio las
transformaciones de las diferentes fracciones del nitrégeno en los reactores no ha sido
monitorizadas, podemos suponer que la concentracién de nitrito depende del amonio
oxidado en la primera fase de la nitrificacion. Es por ello que, en las EDAR donde el
afluente presenté menores concentraciones de amonio (DN y ML), probablemente la
concentracién de nitrito alcanzada tras la oxidacion del amonio fue menor; mientras que en
el supuesto contrario, serfan resultantes mayores concentraciones de nitrito. En este caso,

habria que excluir los reactores de la EDAR CT, donde no se puede asegurar esta
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conversion debido a los bajos rendimientos de eliminacion de amonio observados (41% y

44% para CT1 y CT2, respectivamente).

Las mayores abundancias del género Nitrospira fueron detectadas en la EDAR DN.
Esta EDAR se caracterizé por sus elevados TRC (25,9+229 dias). Los elevados TRC
provocan la aparicion de bajas cargas de amonio (y por extension de nitrito), condiciones
que favorecen el crecimiento de los K-estrategas, como Nitrospira (Chiellini ez al., 2013). La
EDAR QB también present6 elevadas abundancias de Nitrospira, sin embargo, sus TRC
fueron inferiores a los de DN (10,6+5,7 dfas). La EDAR ML, que operé con TRC de
12,9148 dias mostré las menores concentraciones de BON, tanto para Nitrospira como
para Nitrotgga. En los reactores CT1 y CT2, donde se registraron los menores TRC
(5,7£1,6 y 8,0+7,3 dias respectivamente) se observaron bajas abundancias relativas de
Nitrospira en favor de mayores abundancias de Nitrofoga. La coexistencia de estas especies
probablemente se debe a que presentan nichos ecoldgicos interrelacionados pero distintos,
pudiendo ser el TRC uno de los factores que influyen en esta separacion. La reduccion de
la abundancia del género Nitrospira con la reduccion del TRC ha sido descrita con
anterioridad (Phan ez a/., 2016). En el estudio de Phan ¢7 a/. (2016) se evalud la respuesta de
las diferentes poblaciones nitrificantes a las variaciones del TRC, en un reactor a escala
piloto. En este estudi6 se observo que la disminuciéon del TRC contribuy6 a la disminucién
de la abundancia relativa del género Nifrospira (determinada mediante pirosecuenciacion
454). Sin embargo, en el presente estudio el TRC, a priori, no consiguié explicar las
diferencias observadas en las abundancias relativas del género Nitrospira en los reactores

analizados.

Unicamente el modelo lineal multivariante obtenido para valorar las relaciones
existentes entre la abundancia de bacterias nitrificantes determinada mediante FISH vy
Ilumina respecto a las variables ambientales y operacionales en la EDAR ML, selecciond el
TRC como variable explicativa de su estructura poblacional. A pesar de ello, esta variable
no se relacioné significativamente con ninguna de las especies nitrificantes, por lo que no

es posible valorar su contribucién a la variaciéon observada.
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5.1.3 Variables ambientales y operacionales relacionadas con la

dindmica poblacional de las bacterias nitrificantes

En este apartado se pretende valorar qué factores ambientales o combinacién de
ellos fueron selectivos y capaces de generar nichos ecolégicos concretos que regulen la
abundancia de las poblaciones nitrificantes. Estos factores pueden ser los responsables de

las diferentes respuestas observadas en los microorganismos con las mismas funciones.

Oxigeno disuelto

Los valores de oxigeno aportados por las EDAR CT, CX, DN y QB se dividieron
en tres rangos: 02 <0,8 mg/L (OD bajo), 0,8<O2<2 mg/L (OD medio) y O2>2 mg/L
(OD alto). Cada uno de ellos indican el porcentaje de tiempo en el que la concentracion de
oxigeno se mantuvo en cada rango de valores. A pesar de que esta es una categorizacion
precisa de la situacion de la concentraciéon de OD en el reactor, no permite aportar datos
sobre cual fue el valor promedio de la concentracion de oxigeno, ni cuales fueron los

maximos o minimos alcanzados por esta variable en el periodo de estudio.

Las concentraciones de oxigeno fueron un factor diferenciador de las EDAR
analizadas. El reactor CX mantuvo concentraciones de OD superiores a 2 mg/L el 97%
del tiempo. La EDAR DN, sin embargo, operé con concentraciones de OD inferiores a
0,8 mg/L el 65% del tiempo. En los reactores CT las concentraciones de oxigeno se
mantuvieron por encima de 0,8 mg/L la mayor parte del tiempo (98% y 93% para CT1y
CT2 respectivamente), siendo el 52 y 48% del tiempo superiores a 2 mg/L, en cada uno de
ellos respectivamente. El reactor QB mantuvo el 61% del tiempo su concentracion de OD

entre 0,8 y 2 mg /L.

El OD fue seleccionada como variable explicativa en todos los modelos que
relacionaron la dinamica poblacional de las bacterias nitrificantes con la matriz de variables
ambientales (exceptuando la EDAR ML), aunque unicamente fue significativa en los

modelos de la EDAR DN.

En la EDAR DN el OD fue la variable que explic6 mayor porcentaje de
variabilidad en la dindmica poblacional de las bacterias nitrificantes. Esta EDAR se

caracteriz6 por mantener concentraciones de OD inferiores a 0,8 mg/L la mayor parte del
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tiempo, manteniendo una poblacién nitrificante abundante y una eliminaciéon de amonio
satisfactoria. Las condiciones que permiten a esta EDAR mantener bajos porcentajes de
oxigeno son el control del sistema de aireaciéon mediante logica difusa, las bajas CM (0,14) y
las bajas concentraciones de amonio de entrada (27113 mg/L). El porcentaje de tiempo
que el oxigeno disuelto se mantuvo entre 0,8 y 2 mg/L el reactor present6 una correlacion
positiva elevada con la abundancia del género Nitrospira. Segun el analisis DISTLM
concentraciones supetiores a 0,8 mgO»/L favorecieron la abundancia del género Nitrospira.
Otros estudios han observado que Nifrospira spp. fue competitiva en EDAR para
concentraciones de OD bajas en combinacién de TRC cortos (Huang e7 a/., 2010). Esto es
debido a su mayor afinidad por el OD, que utiliza como estrategia para sobrevivir en
entornos pobres en oxigeno. La sensibilidad de las BON y las BOA a valores bajos de
oxigeno fue estudiada en el estudio de Liu ¢z /. (2016), en este estudio se demostrd que las
BON tuvieron una tasa de recuperacion menor que las BOA cuando se sometieron a
periodos limitados de oxigeno, que explicaria la dinamica observada para Nitrospira en el

presente estudio.

Las concentraciones de oxigeno en el reactor supetiores a 2 mg/L se relacionaron
negativamente con la abundancia de N. olgotropha, Nitrobacter y el grupo de Nitrosomonas
halotolerantes en niveles de correlacion diferentes. Para la interpretacion de este resultado
hay que tener en cuenta que la concentracion de oxigeno en el reactor Gnicamente se
mantuvo por encima de 2 mg/L el 1% del tiempo, que supone un petiodo de tiempo

demasiado pequeno para ejercer una presion selectiva.

En el resto de EDAR, aunque no de manera significativa, se observa una tendencia
de los diferentes géneros de bacterias nitrificantes a disminuir conjuntamente con las
variables ODm y ODa. El oxigeno es un parametro clave para el funcionamiento del
proceso de nitrificaciéon debido a que determina la actividad de las bacterias nitrificantes en
entornos competitivos como son las EDAR. Los estudios de Limpiyakorn ez a/. (2005) y
Park et al. (2008), observaron que las variaciones que la concentraciéon de oxigeno no
influyeron en la composicion de la comunidad BOA, aunque si en su actividad.
Posteriormente Wells ez a/. (2009) y Wang e# al. (2012) observaron que esta variable ademas
influye en la composiciéon de la comunidad nitrificante en sistemas a escala real. En el

estudio de Wang ¢7 a/. (2012) se evalud la correlacion entre 10 variables operacionales y
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ambientales mediante analisis de correspondencias canonico, determinando que el OD fue

una variable explicativa importante que afecta a la dinamica de la comunidad BOA.

Las bacterias nitrificantes tienen diferentes constantes de saturacion de oxigeno,
incluso dentro del mismo género. Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la
concentracion de OD es una de las variables mas relacionadas con la abundancia de las
poblaciones nitrificantes. El analisis estadistico de los datos sugiere que el OD ejerci6é una
presion significativa mayor sobre las BON que sobre las BOA. A pesar de ello, no se ha
podido determinar si ejerce una presion significativa en funcion de los diferentes géneros y
linajes estudiados. L.a mayor influencia observada en la EDAR DN pudo ser debida a que
esta EDAR oper6 en un rango de valores mas bajos de oxigeno que el resto de EDAR, que
pudieron llegar a ser un factor limitante del crecimiento de las poblaciones del género

Nitrospira.

Temperatura

El rango de temperaturas varié entre las EDAR analizadas en este estudio. Las
menores temperaturas se registraron en la EDAR DN, con minimos de 11 °C, mientras
que las maximas temperaturas se registraron en la EDAR ML donde se llegaron a alcanzar
hasta 32 °C. Las medias anuales se situaron entre los 1914 °C y los 245 °C,

respectivamente en las EDAR DN y ML.

La temperatura fue seleccionada en tres modelos como variable explicativa. En las
EDAR QB y CX la temperatura fue una variable poco significativa, sin embargo en la
EDAR ML esta variable mostré correlaciones elevadas con el género Nitrotoga. En el
modelo seleccionado para las 76 muestras a analizadas por FISH y en el modelo donde se
analizaron conjuntamente los resultados de las 24 muestras analizadas con Illumina y sus
analogas analizadas por FISH, la abundancia de este género se correlacioné con bajas
temperaturas. Este ultimo modelo, ademas, correlacioné abundancias mayores del género
Nitrosomonas con temperaturas mas elevadas. Esto pone de manifiesto que el género
Nitrotoga, perteneciente a las BON resulté competitivo a temperaturas mads bajas.

Concretamente su abundancia se relacioné con temperaturas inferiores a 23°C.
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Una de las principales diferencias del género Nitrotoga respecto al resto de bacterias
nitrificantes es su capacidad de crecimiento a bajas temperaturas. Su temperatura de
incubacién 6ptima ha sido considerada en torno a los 17 °C (Nowka e al., 2015), aunque
los primeros cultivos puros de este género sugieren que estas temperaturas pueden ser
superiores. El reciente aislamiento de Candidatus Nitrotoga fabula procedente de un sistema
de fangos activos (Kitzinger ez al, 2018), sitta las temperaturas de crecimiento 6ptimas para
esta especie en torno a los 24 °C, frente a enriquecimientos previos de Nitrotoga que
determinaron temperaturas menores (Alawi ez al., 2007; White ez al., 2012; Ishii ez al., 2017).
A pesar de ello, estas temperaturas siguen siendo menores que las del resto de bacterias
nitrificantes, las cuales son mesoéfilas y presentan unas tasas Optimas de crecimiento en
torno a los 28 °C. Es por ello que este género puede competir ventajosamente con otros
BON, especialmente en habitats frios (Nowka e# a/., 2015), tal y como se ha observado en

los resultados del analisis multivariante.

Curiosamente Nitrotoga spp. no fue detectada en las EDAR que presentaron
menores temperaturas, como DN. Lo cual indica que debe haber otros factores selectivos,

ademas de la temperatura, que potencien el crecimiento de estas comunidades.

Uno de los datos que puede explicar porqué la temperatura fue seleccionada como
variable explicativa en la EDAR ML y no en las EDAR CT y CX, es que las EDAR CT' y
CX presentaron temperaturas maximas en torno a los 26 y 29 °C, respectivamente,
mientras que en la EDAR ML se alcanzaron temperaturas en torno a los 32 °C. Este
aumento de 3°C y 6°C respectivamente, podria ser la causa por la que la temperatura sea

una variable significativa para las BN en la EDAR ML.

Carga orgénica

La carga masica fue una de las variables de proceso que vari6 de unas EDAR a
otras. Las menores cargas masicas se observaron en la EDAR ML (0,10£0,01
KegDBO;/KgSSVLM), seguida de la EDAR DN (0,14£0,04 KgDBOs/KgSSVLM). Los
valores mas elevados fueron los de la EDAR CX (0,31£0,11 KgDBOs/KgSSVLM). Este
parametro resultd significativo en el DISTLM obtenido para la EDAR DN. CM mayores
de 0,15 se relacionaron con abundancias mayores del linaje N. o/igotropha, del grupo de

Nitrosomonas halotolerantes y del género de BON Nitrobacter.
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Habitualmente en los estudios realizados por otros autores se han encontrado
correlaciones negativas entre esta variable y la poblacion de bacterias nitrificantes (Xia ef 4/,
2008). Los resultados positivos observados en la EDAR DN, a diferencia de los
observados en otros estudios, son debidos al rango de valores que la CM toma en este
sistema (0,1510,01 KgDBOs/KgSSVLM). Por tanto, cargas masicas clevadas de este
sistema se corresponde con cargas medias-bajas en sistemas convencionales. Valores mas

bajos de esta variable podrian convertirse en factores limitantes del crecimiento.

El porcentaje de DQOs vy la relacion DQO/DBOs fueron seleccionadas, por los
analisis multivariantes, como variables explicativas de la dinamica poblacional de las BN en
las EDAR CT, DN y QB. Los porcentajes de DQOs mas elevados se observaron en las
EDAR ML (69£12%) y QB (52%£8%). El modelo construido en la EDAR QB indica que
porcentajes de DQOs inferiores al 50% se correlacionaron con el aumento de la
abundancia relativa de los géneros Nitrosomonas y Nitrotoga y los miembros del linaje de IN.
oligotropha. La EDAR CT presenté porcentajes de DQOs inferiores a QB (45£10% vy
38%13%, para CT1 y 2, respectivamente) aunque también present6 la misma tendencia. En
esta EDAR el porcentaje de DQOs se relaciond negativamente con el género Nitrotoga,
aunque el DISTLM determiné que no resultd una variable significativa. En la EDAR DN
la relacion DQO/DBOs a pesar de ser una variable significativa, no se cortelaciond

significativamente con ninguna de las BN monitorizadas.

Los cambios en la composicion del sustrato pueden afectar a la actividad fisiologica
celular y con ello producir cambios en la composicion de la comunidad microbiana. El
%DQOs es un valor aproximado de la concentracion de materia organica facilmente
biodegradable en el medio. L.a monitorizaciéon de esta variable proporciona informacion
acerca de los requerimientos de oxigeno del sistema, y puede alertar de posibles cambios en
los rendimientos del proceso, derivados de la respuesta metabodlica del sistema a las
variaciones de este parametro. La modificacion de la composicion bacteriana debida a las
variaciones en la concentracion de carga organica han sido documentadas tanto en sistemas
de tratamiento de aguas residuales (Garcia-Ruiz ¢f @/, 2018) como en ambientes naturales

(Attard ez al., 2011).

Una de las principales consecuencias de los aumentos de carga organica en los

sistemas biologicos de eliminacion de nitrégeno es la inhibicion de la actividad nitrificante.
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Esta inhibicién es causada por la competencia por el oxigeno con las bacterias heterétrofas,
las cuales tienen constantes de afinidad del oxigeno menores y mayores tasas de
crecimiento que las bacterias nitrificantes (Geets ¢ al, 2000). Garcia-Ruiz ez al. (2018)
observaron, en un sistema autétrofo de eliminaciéon de nitrégeno, una reduccion del 68%

en la eliminacién de nitrégeno cuando la DQO presentaba valores de 400mg/L.

Carga de amonio y fésforo

Las concentraciones de amonio afluente en todas las EDAR fueron moderadas
(entre 25 y 46 mg/L). En este trabajo para obtener un valor mas representativo de la
situacion particular de cada una de las EDAR analizadas se utilizé la carga de amonio como
variable ambiental. Esta variable determina la concentraciéon de nitrégeno disponible para

el crecimiento celular y el crecimiento de la biomasa nitrificante, por unidad de biomasa.

La carga de amonio afluente fue uno de los parametros que mostré mayor
variabilidad entre las EDAR analizadas durante el periodo de estudio. Las cargas mas
elevadas se observaron en el reactor CT1 (73,3£17,2 gN/KgSSVLM) y las menores en el
reactor ML (10,0+3,4 gN/KgSSVLM).

La carga de amonio unicamente fue seleccionada como variable explicativa en los
modelos de la EDAR ML y en el modelo de la EDAR QB, aunque en este ultimo su

contribucioén a la variabilidad explicada no resulto significativa.

Ha sido ampliamente demostrado que la concentracién de amonio es un factor
selectivo en la composicion de la comunidad nitrificante. Sin embargo, estos resultados
sugieren que, cuando los niveles de amonio en el afluente no son lo suficientemente
elevados para inhibir las especies con constantes de semisaturacion menores o influir en las
que presentan baja afinidad por el sustrato, pueden coexistir y cooperar en la eliminacién
del amonio ambos tipos de estrategas. Resultados similares se han observado en el estudio
de Limpiyakorn ez al (2011), donde algunas de las EDAR analizadas mostraron
incoherencias en los niveles de amonio afluentes y las especies de BOA encontradas. En
este estudio también se concluyd que la concentracion de amonio en el afluente a la planta
no es tan relevante como la concentracién de amonio en los alrededores de los agregados
celulares de bacterias nitrificantes. En este supuesto ademds de la concentraciéon de

amonio, influyen otros factores como el tamafio del floculo, su compacidad y madurez,

210



Discusion

pudiendo ser estas las razones por las que la carga de amonio no ha sido determinada como

variable explicativa en la mayoria de los modelos, a pesar de su variabilidad.

En el DISTLM de la EDAR ML, donde se relacionan las abundancias de las
muestras determinadas por FISH, la carga de amonio explicé un pequefio porcentaje de la
varianza (5%) y present6 bajos coeficientes de correlacion positivos con la abundancia de
Nitrosomonas. El modelo, donde se analizaron conjuntamente los resultados de las 24
muestras analizadas con Illumina y sus muestras analogas analizadas por FISH, también
reflej6 la influencia de la carga de amonio en la dinamica poblacional de las BOA vy las
BON. En este modelo la carga de amonio aparece como la variable que mayor porcentaje
de la varianza explica. La variaciéon explicada se reparte entre los 2 primeros ejes del
dbRDA. En el primero de ellos una combinacién de carga elevada y elevada temperatura se
relaciona con la abundancia del género Nitrosomonas. Sin embargo, una combinacion de baja
temperatura y baja carga de amonio se relaciona con la abundancia de Nitrotoga. En el
segundo eje del dbRDA 1a carga de amonio comparte representacion con la concentracion
de SSVLM. En este caso bajas concentraciones de SSVLM combinadas con mayores cargas
de amonio, favorecen el crecimiento de Nitrospira y de los miembros del linaje N. oligotropha,
mientras que las condiciones contrarias potenciaron el crecimiento de Nitrofoga. Estos
resultados, junto con las bajas concentraciones de poblacién nitrificante detectadas, los
elevados TRC vy la elevada concentraciéon de SSLM sugieren que la nitrificaciéon no es el
unico mecanismo de eliminacién de nitrogeno en esta EDAR. En estos casos los analisis
multivariantes respecto a los rendimientos de eliminaciéon del nitrégeno pueden ayudar a

esclarecer la situacion.

La concentraciéon de foésforo siguié el mismo patrén que la variable anterior. En
este caso presento, correlaciones bajas y positivas con el género Nitrosomonas, y bajas y
negativas con el grupo de Nitrosomonas halotolerantes. La concentraciéon de fésforo en el
licor mezcla de la EDAR puede ser un factor limitante para el crecimiento de algunas
especies. De este resultado se interpreta que, en presencia de mayores concentraciones de
tésforo, N. oligotropha tiene mayor capacidad de crecimiento que las Nitrosomonas
halotolerantes, que pueden ver disminuida su abundancia a favor del aumento de otras

especies.
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La nitrificacién no es el unico mecanismo de transformacién del nitrégeno en las
EDAR. Los nutrientes como nitrégeno y fésforo son asimilados por los organismos, para
la sintesis de componentes celulares y el aporte de energia necesario para el metabolismo
celular. Asf mismo, es bien sabido que el carbono, el nitrégeno y el fésforo se asimilan en
proporciones establecidas, como C: N: P - 100: 10: 1 para aguas residuales (Zhou y Gao,
2000).

La importancia de una correcta proporcion de nutrientes para desarrollar al maximo
las potencialidades de las biomasa habitante en un medio, ha sido documentada
previamente. Los estudios de Tang e# a/. (2016, 2019) demostraron que la abundancia de los
microorganismos del ciclo del nitrégeno se vio limitada por la concentraciéon de fésforo.
En su estudio mas reciente (Tang e al, 2019) observaron como la abundancia, la
composicion y la actividad de las bacterias nitrificantes y desnitrificantes en suelos mejord
tras la adicion de ambos nutrientes, hasta conseguir unas proporciéon adecuada a las

necesidades nutricionales de los mismos.

Resultados similares se han observado en estudios de sistema de depuracién, donde
la poblaciones de BOA y BON aumentaron significativamente para mayores relaciones
N/DQO (Yang et al, 2004). La relacion N/DQO ha sido indicada como un factor que
influye en la abundancia de las bacterias nitrificantes, y en este caso ademas explicaria las

bajas concentraciones de BOA y BON observadas en esta EDAR.

Sélidos suspendidos del licor mezcla

La concentraciéon de SSLM es una de las variables mas importantes en el disefio y
en la operaciéon de los sistemas de fangos activos. Las EDAR analizadas presentaron
concentraciones de sélidos variables. Entre ellas destacan las concentraciones de SSLM en
la EDAR ML, las cuales fueron particularmente elevadas, con un promedio de 5047 mg/L
y un valor maximo de 7569 mg/L. Asi mismo el porcentaje de SSVLM, presentd un valor
promedio del 87%, que es ligeramente superior al de referencia (80%). Tal y como se ha
comentado anteriormente, estas elevadas concentraciones de sélidos son las responsables

de las bajas cargas de amonio y fésforo observadas.

En la EDAR ML el porcentaje de SSVLM se correlaciond positivamente con la

carga de amonio. Ambos parametros se relacionaron con la abundancia del género
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Nitrosomonas y negativamente con la del grupo de Nitrosomonas halotolerantes. Esta relacion
probablemente sea consecuencia del aumento de la poblaciéon bacteriana asociado al
aumento de la disponibilidad de amonio en el medio. El porcentaje de SSVLM hace
referencia a la biomasa activa y ademas a otras sustancias volatiles presentes en el medio,
por tanto, seria necesario una caracterizacion mas precisa de esta variable para obtener

conclusiones mas precisas.

La concentracion de sélidos también aparecié como uno de los factores influyentes
en la dinamica poblacional de las BOA y las BON, en el modelo realizado de manera
conjunta para los resultados de FISH e Illumina. En este caso el modelo seleccioné la
concentraciéon de SSVLM como variable explicativa, que se relacioné de manera negativa
con la carga de amonio en el sistema. Esta relacion tiene sentido si se considera que, para
una misma concentracion afluente de amonio, su carga aumenta cuando existen menos
solidos en el sistema. Esta situacion, al mismo tiempo, provocd un aumento de la tasa de
crecimiento de determinadas especies como N. oligotropha y Nitrospira, probablemente por la
existencia de mayor disponibilidad de nitrégeno en el sistema. La tendencia contraria fue
observada para el género Nitrotoga. Estos resultados estarfan en concordancia con los
observados en el primer modelo realizado para la EDAR ML y permiten explicar la
competencia entre los diferentes géneros de BN detectados en esta EDAR. Nitrotoga y las
especies de Nitrosomonas halotolerantes fueron mas competitivas para cargas de amonio
menores, mientras que las nitrificantes del linaje N. oligotropha y Nitrospira presentaron la

tendencia contratria.

5.2 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES
DETERMINADA MEDIANTE RESPIROMETRIA

La respirometria es una herramienta fiable y sencilla para medir la actividad de las
bacterias nitrificantes. Otras técnicas como FISH pueden aportar informacién sobre la
actividad, ya que el contenido de ribosoma de las células hibridadas determina la intensidad
de la fluorescencia. Por tanto, la cuantificacion de la intensidad de la sefial de hibridacion
puede ser una medida de las fluctuaciones en el contenido de ribosomas, que pueden
indicar cambios en la actividad metabdlica (Poulsen e a/, 1995). Sin embargo, estas

observaciones deben interpretarse con cuidado, ya que cada sonda tiene unos niveles de
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fluorescencia determinados, y la actividad metabdlica y el contenido ribosomal no se
correlacionan directamente en todas las especies bacterianas. Por ejemplo, algunas bacterias
autétrofas de crecimiento lento, como las nitrificantes, mantienen altas concentraciones de
ribosomas incluso si experimentan condiciones desfavorables (Wagner ¢7 al., 1995). Es por
ello, que las técnicas respirométricas representan una aproximacién mas fiable de la
actividad nitrificante de los reactores biolégicos, aunque no permiten discriminar entre las

especies de BN que lo componen.

La actividad de las BN esta influenciada por las variables ambientales y
operacionales de planta, que a su vez influyen en la abundancia y composiciéon de la
comunidad biolégica del fango activo. Valores mas elevados de la OUR indican mayor
actividad de la biomasa nitrificante, pero en el presente estudio no se ha observado una

relacion directa entre la SOURN y AUR.

La tasa de respiracion endégena promedio registrada en este estudio fue de 5,25
mgN/Lh, que se encuentra dentro del rango descrito para sistema similares (Liu ef al,

2012; Wang ez al., 2012; Yao et al., 2017).

5.2.1 Relacion de las variables respirométricas con las variables

ambientales

El modelo donde se exploraron las relaciones entre las variables respirométricas y
las wvariables ambientales correlaciond positiva y significativamente el aumento de
temperatura y la disminucién del porcentaje de SSVLM con el aumento de las OUR vy
SOUR de la biomasa heterétrofa. En esta relacion la temperatura explicé mayor porcentaje
de wvariabilidad. La combinacién de wvariables contraria se relacion6 negativa y
moderadamente con Rsp. Estas relaciones podrian ser debidas a que el aumento de la
temperatura contribuye a un aumento en el metabolismo de la biomasa heterétrofa de

rapido crecimiento.

El segundo eje del dbRDA mostré que la combinacion de elevadas cargas de PTs y
elevado porcentaje SSVLM se relacionaron con mayores OUR de la biomasa autotrofa. Tal
y como se ha relacionado en modelos anteriores, la disponibilidad de fésforo parece ser un

factor que afecta a la comunidad nitrificante. El aumento de las concentraciones de
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tésforo, probablemente alivia las limitaciones de crecimiento de estas bacterias y
contribuye a la sintesis de EPS, que se traduce en un incremento de la actividad de las
mismas, tal y como se refleja en los modelos. Estos resultados son acordes con los
observados por varios autores en suelos con limitaciones de nutrientes, donde el aporte de
nitrégeno y fésforo produjo un aumento en la actividad nitrificante y desnitrificante gracias
a la mayor productividad de las enzimas relacionadas con estos procesos (Wang ez al,

2017; Tang et al., 2019).

5.2.2 Relacidon de las bacterias nitrificantes con las variables

respirometricas

En el modelo donde se exploran las relaciones entre las variables respirométricas y
las variables ambientales, la OUR de las bacterias heterétrofas y la tasa de respiracion
maxima por nitrificacién de las bacterias nitrificantes son consideradas como variables
explicativas. Los coeficientes de correlacion de ambas variables con los ejes del dbRDA
mostraron una tendencia contraria, es decir las tasas mas elevadas de OUR heterétrofa se
correlacionaron con menores tasas de respiracion maxima por nitrificacion. Los
coeficientes de correlacion multiple parcial determinados para las bacterias nitrificantes
presentaron una correlacion positiva con la Rs nitrificante y negativa con la OUR
heterétrofa elevada en el caso del género Nitrosomonas y moderada en el caso del género

Nitrotoga.

Las correlaciones entre la abundancia de los organismos nitrificantes y su potencial
actividad nitrificante no han sido todavia dilucidadas (Pan e @/, 2018; Niu ez al., 2018), y
son pocos los investigadores que han descrito una correlacion directa entre la poblacién de
nitrificadores y la tasa de oxidacion especifica de amonio y nitrito, con la técnica FISH
(Awolusi, 2016). Sin embargo, los resultados estadisticos obtenidos en el presente estudio
indican, que las abundancias de las BN fueron consistentes con las tasas de respiracion
observadas, lo que valida las técnicas empleadas en este estudio. Estas observaciones son
coincidentes con otros estudios donde se relacioné la dominancia funcional de la
nitrificacion y la dominancia numérica de los organismos oxidantes del amonio (Gao ef al.,

2016). Yu et al. (2011), en un estudio en el que se emplea la técnica molecular FISH
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observé una correlacion directa entre la poblacion de nitrificantes y la tasa especifica de

utilizacién de amonio y nitrito.

Las diferencias observadas en estos estudios pueden ser debidas a que, a diferencia
de las bacterias de rapido crecimiento, el contenido de ARNr celular de las BOA en
ocasiones no refleja realmente su actividad fisiologica, especialmente durante los periodos
de estrés e inhibicion (Witzig ez al., 2002). Por lo que en numerosas ocasiones la correlacién

de la poblacion nitrificante con su actividad fisioldgica puede estar sesgada.

5.3 ANALISIS DE LA BIOMASA ACTIVA MEDIANTE TECNICAS DE MEDICION DE
ATP DE SEGUNDA GENERACION.

La monitorizaciéon del ATP tiene un alto interés ya que el ATP es la molécula
implicada en el metabolismo de todas la células vivas. Esta molécula posibilita el
intercambio de energia entre los procesos de anabolismo y catabolismo celular, asi mismo
es parte de la reserva energética de la célula. La cantidad de ATP celular puede traducirse
como la cantidad de energfa total que posee una célula para el mantenimiento celular y la
sintesis de nuevas células y productos bioquimicos. La cantidad de ATP puede considerarse
una medida directa de la biomasa viva. Sin embargo, su determinacién no ha sido
ampliamente utilizada en sistemas bioldgicos de depuracion debido a las limitaciones que
existian de la propia técnica, que han sido solucionadas con la evolucion de los sistemas de

detencién (Whalen ez al., 2018).

Hasta la fecha son muy pocos los estudios que han utilizado esta aplicacion para la
monitorizacioén de los procesos de tratamiento de aguas residuales (Lujan-Facundo ef 4/,
2018; Ferrer-Polonio et al, 2017). En el estudio de Brault ez 4/ (2011), en el cual se
utilizaron redes neuronales para proporcionar una sefal de alerta temprana de la aparicién
de bulking filamentoso, se escogi6 la medida del ATP como una variable predictiva que

ayud6 a mejorar el rendimiento del sistema.

Su aplicacion se ha implementado también para la monitorizaciéon de sistemas de
distribucion (Vang ef al, 2014; Vital et al., 2012), caracterizacion de aguas recuperadas (Lee
et al., 2016; Li et al., 2017) y la monitorizaciéon de otros sistemas biologicos (Lauderdale e#

al., 2012; Lautenschlager ¢f al., 2014; Fu et al., 2019; Greenstein y Wert, 2019).
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Las concentraciones de cATP determinadas en las 49 muestras de la EDAR ML
mostraron valores muy variables, desde 2406 a 11900 ng/ml.. Los valores habituales para
reactores aerobios con sistema de eliminaciéon de nutrientes han sido determinados en
torno a los 2096 ng/ml. (Whalen ¢# al,, 2006). Este valor es infetior al determinado como
valor promedio en las muestras analizadas en el presente estudio (5614 ng/ml). La
diferencia entre estos valores puede ser debida a que la EDAR ML trabajé con
concentraciones de SSLM mas elevadas que los sistemas convencionales de fangos activos

(5047£770 mg /1) y a la evolucion de las técnicas de cuantificacion.

A vpartit del cATP se calculé la concentracion de SSVALM. Los valores
determinados para esta nueva variables fueron un 47% menores que los valores
correspondientes de SSVLM. Estos resultados son coherentes con la medidas esperadas
tras los analisis mediante el kit QG21Waste™ de LuminUltra®. El ensayo convencional
del los SSVLM mide la cantidad de solidos volatiles presente en los fangos activos, que
incluye una fraccion variable de materia organica no biodegradable, sustancias poliméricas
extracelulares y material organico procedente de la lisis celular. Esta determinaciéon no solo
incluye otras sustancias que no son materia celular, si no que tampoco permite distinguir
entre biomasa viva y muerta. Es por ello que estas medidas pueden proporcionar
informacién poco precisa sobre la cantidad de biomasa viable en los sistemas biologicos.
Sin embargo, la medida del cATP hace referencia tinicamente a la materia viva celular, por
lo que su valor esperado es menor que el valor de los SSVLM. No obstante, las medidas de
los SSVLM mostraron diferencias de hasta el 70%, que pone de manifiesto la importancia
de utilizar técnicas mas precisas, como el cATP, para el control de esta variable, ya que el

error en su estimacion puede llegar a ser muy elevado.

A pesar de que en la representacion grafica de los SSVLM respecto a los SSVALM
se observo una correlacion, las medidas de dispersion de los datos fueron elevadas, lo que
reafirma la hipotesis de que existe una fraccion variable que no es biomasa que es incluida

en su determinacion.

No se observé una relacion directa entre el BSI y la diferencia entre los SSVLM y
los SSVALM, lo que sustenta la hipotesis anterior. Tal y como se comentaba
anteriormente, una correcta determinacién de la biomasa activa en el sistema es de suma

importancia para el disefio y el control de planta. La sobrestimaciéon de este parametro
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puede llevar al calculo erréneo de otros parametros habitualmente usados para el control
del proceso de depuracion, como la CM, el TRC o las relaciones de nutrientes necesarias

para el correcto funcionamiento del proceso.

En este estudio, ademas, se determiné un nuevo valor de la CM a partir de los
SSVALM. La nueva CM calculada (CMarp) fue un 47% mayor que la CM calculada a partir
de los SSVLLM. La CM define la relacién entre carga organica y microorganismos necesaria
para una correcta operacion del sistema. Como se observa en este estudio, las variaciones
en la fraccién de materia celular viva y materia celular muerta no son reflejadas mediante
los procedimientos habituales para la estimacion de la biomasa del sistema de depuracion.
Una determinacién mas precisa de este parametro puede aportar mejoras sustanciales al

control de proceso en las EDAR.

La introduccion de esta variable en los modelos de interpretacién ambiental no
produjo una modificaciéon significativa en los resultados, probablemente debido a que

existen otros factores mas relevantes influyendo en la matriz.

Se analizaron las relaciones entre las variables derivadas de la determinaciéon del
ATP respecto a las variables respirométricas. Los resultados del cATP no mostraron una
relacion directa con los valores de OURend. Se observé una relacion entre el indice de
estrés y los valores de la biomasa autétrofa. Esto podria ser debido a la mayor sensibilidad
de esta biomasa a las variaciones del reactor, las cuales conducen a su rapida inhibiciéon. En
este estudio la medida del BSI aporté informaciéon sobre el estado del proceso de
nitrificacion y la actividad de la biomasa nitrificante. En el estudio de Lujan-Facundo ez 4.
(2018), se observo una relacion entre el aumento del BSI y el deterioro del rendimiento de

eliminacién de la DQO cuando aumentaron las conductividades del licor mezcla.

Ademas, el establecimiento de relaciones significativas de los SSVALM puede
proporcionar un parametro de normalizacién mas preciso en las mediciones de la tasa de

respiracion.
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5.4 RENDIMIENTOS DE ELIMINACION DEL NITROGENO Y SU RELACION CON
LA DINAMICA POBLACIONAL DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES

5.4.1 Contribuciéon de las poblaciones nitrificantes a la eliminacion del

amonio

La respuesta de las BN a los rendimientos de eliminaciéon del nitrégeno fue
evaluada en las diferentes EDAR analizadas con el objetivo de valorar su contribucion a la
eliminaciéon del amonio. Diferentes poblaciones de BOA y BON pueden dar lugar a
diferencias significativas en las tasas de nitrificacién, y por tanto, en los rendimientos del

proceso (Dytczak et al., 2008).

Para valorar la contribucion de las diferentes especies nitrificantes a la eliminacion
del amonio se utilizaron técnicas estadisticas de analisis multivariante. En las EDAR DN y
CX no se pudo obtener un modelo parsimonioso (pocas variables con gran capacidad
explicativa). En estos modelos la gran cantidad de varianza explicada es debida al mayor
numero de variables incluidas en el modelo pero que no presentan p-value significativos.
En estas EDAR, por tanto, no se encontraron relaciones significativas entre la dinamica

poblacional de las BN y los rendimientos de eliminacién del nitrégeno.

Tal y como se ha comentado anteriormente, en la EDAR DN probablemente
hubieron otros factores que contribuyeron a los buenos rendimientos de eliminacién del
nitrégeno, como los elevados tiempos de retencion. Este sistema opera en régimen de

oxidacion total y puede que gran parte del nitrégeno se elimine por asimilacion.

En la EDAR CT, los rendimientos de eliminacion del NTs se asociaron con la
abundancia de Nitrosomonas y el linaje de N. oligotropha, dentro de las BOA, y con la
abundancia de Nitrotoga, que fue el género dominante de la oxidacién del nitrito en esta
EDAR. Este modelo también seleccioné el porcentaje de nitrito en el afluente como
variable relacionada con la dinamica poblacional de las bacterias nitrificantes. El porcentaje
NOz2 en el efluente se relacion6 moderadamente con menores abundancias del género

Nitrotoga.

En la EDAR QB la abundancia del género Nitrosomonas y el linaje de N. oligotropha

presentaron una correlacion siginificativa positiva con los rendimientos de eliminacion del
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NKTs, mientras que Nitrospira presentd una menor correlacion, aunque también

significativa.

En la EDAR ML las concentraciones de nitrato en el efluente del decantador
secundario se relacionaron moderada y positivamente con la abundancia de Nitrotoga, y
presentaron una correlacion baja con Nitrosomonas y N. oligotropha, que fueron las especies

dominantes.

Estudios previos han observado relaciones entre la abundancia de las BN y los
rendimientos de eliminacién de las diferentes fracciones del nitrégeno (Wang ez al, 2011;

Zhang et al., 2019), que confirman los resultados obtenidos.

Las relaciones observadas confirman una interaccién y asociacion ecoldgica entre
las comunidades de BOA y BON en la eliminacién del amonio, al igual que valida la
metodologia empleada en el presente estudio. Estos resultados manifiestan la importancia
de la dinamica poblacional de las bacterias nitrificantes en los rendimientos de eliminacién
del amonio en las EDAR. Asi mismo respaldan los resultados obtenidos por FISH vy el
proceso de cuantificacion e identificacion realizado. Demostrando que la técnica FISH es

una herramienta util y precisa para la monitorizacion de estas poblaciones en las EDAR.

5.4.2 Andlisis de los rendimientos respecto a las variables ambientales y

bioldgicas

El analisis de los rendimientos de eliminacion del nitrégeno respecto a las variables
ambientales llevado a cabo mediante técnicas estadisticas de analisis multivariante permitio

la construccién de modelos parsimoniosos con un elevado grado de variacion explicada.

El modelo de la EDAR CT se discute en el apartado 5.5 “Influencia del ozono en

los sistemas de eliminacion de nutrientes”.

Enla EDAR DN el aumento del porcentaje de tiempo que el OD se mantuvo entre
0,8 y 2 mg/L se relacion6 con un aumento de la concentracién de nitrito en el afluente y
un aumento de NTs. Esta misma variable fue seleccionada por el modelo que explica la
variaciéon de las bacterias nitrificantes respecto a las variables ambientales, aunque no de
manera significativa. En este caso se relacion6é con la abundancia de Nitrospira, que a su vez

aparece relacionada con la concentraciéon de nitrato en el efluente. El aumento de las
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concentraciones de oxigeno puede ser un factor relacionado con la abundancia y la
actividad del género Nitrospira, que fue el género de NOB responsable de la oxidacion del

nitrito en esta EDAR.

La EDAR DN, durante el periodo de estudio, presentdé unos rendimientos de
eliminaciéon de nitrégeno muy elevados y en un rango muy estrecho de valores. El
DISTLM no aporté datos sobre cuales son los factores relacionados con estos elevados
rendimientos, pero si permitié obtener informacioén sobre los requerimientos de oxigeno
para potenciar la oxidacion del nitrito a nitrato, en los rangos de las condiciones de
operacion analizadas. La comunidad de BOA de esta EDAR presenté una dinamica
compleja y variable, que pudo ser responsable de los elevados rendimientos observados. A
pesar de ello, los elevados TRC registrados podrian ocasionar que gran parte del nitrégeno
fuera eliminado por asimilaciéon, sin embargo no existen suficientes evidencias para
determinar su contribucién. Los resultados de este estudio, sugieren que la estabilidad
funcional no esta necesariamente acompafiada de una comunidad microbiana estable. Sin
embargo, esto no significa que la dinamica de la comunidad microbiana no sea relevante
para la estabilidad funcional. Gentile ¢z a/ (2007) evalu6 la dinamica de la comunidad
bacteriana en dos reactores con eliminacion biologica de nitrogeno. En su estudio observo
que durante el perfodo de inestabilidad funcional, con altas concentraciones de nitratos en
el efluente, la estructura de la comunidad cambié drasticamente, y que este hecho
correlacionaba significativamente con las variables fisicoquimicas del efluente. En general,
dinamicas moderadas de la comunidad microbiana, (necesarias para la adaptacion de los
organismos a las variaciones del entorno) en lugar de grandes cambios, son importantes
para mantener el funcionamiento estable de los sistemas de tratamiento de aguas residuales
(Miura et al, 2007). Briones et al. (2003) indicaron que la estabilidad funcional no se
determina por la estructura de la comunidad microbiana, pero esta garantizada por la
presencia de un reservorio de especies que pueden realizar la misma funcién ecoldgica.
Estos resultados confirman observaciones realizadas por diferentes autores en sistemas de
nitrificacion (Daims ef al., 2001; Wang et al., 2009; Wang et al., 2012). Estos estudios apuntan
que la existencia de una dinamica poblacional diversa, donde existen diversas especies de
BOA o BON, frente a la presencia de un solo linaje de un grupo funcional, es la mejor

manera de asegurar un buen sistema de nitrificacion con elevados rendimientos, que
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concuerda con las observaciones realizadas en esta EDAR, ya que, a pesar de tener
oscilaciones significativas en las poblaciones de BOA los rendimientos de nitrificacién

siguen situandose en valores 6ptimos.

En la EDAR ML una combinacién de elevadas temperatura y elevados porcentajes
de SSVLM favorecieron la abundancia de las bacterias nitrificantes y los rendimientos de
eliminacion del nitrégeno total en esta EDAR. Esta situacion puede ser debida a que estas
condiciones, junto con los elevados TRC, provocan que la biomasa heterétrofa se
mantenga en condiciones endogenas, como se deduce por sus bajas tasas de respiracion
endogena. En esta EDAR se obervaron diferencias significativas entre los SSVALM vy los
SSVLM, por lo que el porcentaje de SSVLM no se puede traducir como un amueto directo
de la biomasa activa del sistema. El aumento de las cargas de nitrégeno y fésforo se
relacionaron moderadamente con el crecimiento de las bacterias nitrificantes, mientras se
mantuvieron las condiciones de elevados SSVLM vy elevados TRC. Estas condiciones
también se relacionaron con las mayores Rs y SOURA. La baja concentraciéon de biomasa
nitrificante en esta EDAR probablemente fue debida a las bajas cargas de amonio, que

limitaron su crecimiento.

Nitrotoga tue el género responsable de la oxidacion del nitrito en esta EDAR. La
abundancia y la actividad de Nizrofoga se vieron favorecidas con bajas temperaturas.
Temperaturas mas elevadas se relacionaron con un aumento de la actividad heterétrofa, tal
y como se deduce por las mayores OUR observadas. Este aumento de actividad también
permitié un aumento en el rendimiento de eliminacién del nitrégeno total soluble. Nitrotoga
no fue competitiva en estas condiciones. Una combinaciéon de elevadas temperaturas y
elevados porcentajes de SSVLM se relacionaron con mayores porcentajes de nitrito en el
efluente y una menor concentracion de nitrato a la salida, las cuales pueden ser
consecuencia de la disminucién de la actividad de Nitrofoga. En estas condiciones Nitrospira
tampoco parecié aprovechar la disminucion de Nizrofoga para crecer, probablemente debido
a que sus bajas tasas de crecimiento no le permitieron competir con la biomasa heterétrofa.
La disminucién del nitrato relacionada con estas condiciones también podria ser debida a

un aumento de la desnitrificacion heterdtrofa.

Los rendimientos de la EDAR QB fueron influenciados principalmente por la CM

del sistema, el porcentaje de DQOs y el TRH en el decantador secundario. Cargas masicas
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superiores a 0,2 keDBOs/KgSSVLM se relacionaron con un detetioro de la calidad del
efluente. Como se ha discutido anteriormente, CM elevadas desfavorecen la actividad de
las BN de crecimiento lento debido a la competencia por el oxigeno con la biomasa
heterétrofa. El aumento de la CM pareci6 afectar a la actividad de las BOA y las BON,
como se deduce por la mayor concentraciéon de amonio y nitrito en el efluente del

decantador secundatio.

Porcentajes de DQOs mayores del 47% y TRH en el decantador secundario
menores de 6 horas se relacionaron con una disminucién del nitrato en el efluente. Estos
resultados, junto con el resto de modelos lineales multivariantes realizados para esta
EDAR, sugieren que la carga organica fue el factor mas influyente, ya que el porcentaje de
DQOs también se relacioné con menores abundancias de la especies responsables de la

eliminacion del amonio en esta EDAR.

Los modelos realizados para la EDAR CX relativos a la variacion de las poblaciones
nitrificantes y su relaciéon con las variables ambientales y los rendimientos del nitrégeno no
han resultado significativos. En cambio el modelo realizado para analizar los rendimientos
de eliminacién del nitrégeno respecto a las variables ambientales fue capaz de explicar un
59,81% de la variabilidad. En este caso la cargas de fésforo mayores de 20 g/kgSSVLM d
se relacionaron con menores rendimientos de eliminaciéon del amonio y menores
concentraciones de nitrato en el efluente. Esto podria ser debido a un mayor crecimiento
de la biomasa heterétrofa cuando el aporte de fésforo es superior, que va en detrimento
del crecimiento de la biomasa autétrofa de crecimiento lento. Esta situacion seria contraria
a la observada en la EDAR ML, ya que en este caso la biomasa del sistema no esta en

condiciones limitantes de nutrientes para el crecimiento de las bacterias heterétrofas.

5.5 INFLUENCIA DEL OZONO EN LOS SISTEMAS BIOLOICOS DE ELIMINACION
DE NITROGENO

Las concentraciones de NT y el N-NH4" en el efluente fueron similares en ambos
reactores de la EDAR CT. Estos parametros variaron entre 20 y 54 mg/L y entre 4,4 y 45
mg/L respectivamente. Estos valores fueron el resultado de las bajas eficiencias de

eliminaciéon de nitrégeno observadas en la EDAR CT durante el periodo estudiado. Las
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eficiencias de eliminacion del NT y del N-NH*, variaron en un rango de 16 a 57% y de 10

a 90% respectivamente para CT1, mientras que estos valores para CT2 variaron entre 20 y

65% y entre 15y 63%, respectivamente.

El analisis DISTLM utilizado para evaluar las correlaciones entre la poblacion de
bacterias nitrificantes y las variables ambientales, revelé que la dosificaciéon de ozono no
contribuy6é al mayor porcentaje de varianza explicada, por tanto no se consideré una
variable que afectara de manera significativa a la abundancia y composiciéon de estas

poblaciones.

El modelo para la interpretacion de las relaciones entre los rendimientos de
eliminacion del nitréogeno y las bacterias nitrificantes mostr6é, que la variacién en la
estructura de la comunidad de bacterias nitrificantes se relaciona con el rendimiento del
NTs. El dbRDA correlacioné el rendimiento del NTs con la abundancia relativa de N.

oligotropha y Nitrotoga, que se corresponden con las BN dominantes en el periodo de estudio.

Existen pocos estudios que hayan monitorizado las poblaciones de bacterias
nitrificantes mediante técnicas moleculares en sistemas biolégicos de tratamiento con
aplicacion de ozono. En el estudio de Chen e a/. (2017) se operaron dos reactores en serie
para establecer un sistema de tratamiento combinado de ozono y reactor de membranas
con lecho fijo. En este estudio se utilizé 1a secuenciacion de alto rendimiento para evaluar
la diversidad microbiana, determinando que Nitrosospira sp. y Nitrospira spp. fueron las
especies responsables de la oxidacién del amonio y del nitrito respectivamente, en ambos
reactores previamente a la adicion de ozono. Sin embargo, después de la adicién de ozono,
las poblaciones variaron significativamente; Nzfrobacter sp. y Nitrospira coexistieron en el
mismo reactor, pero la abundancia relativa de Nitrospira se redujo del 0,9 al 0,4% y del y 1,8
al 0,5% en cada uno de los reactores a escala piloto. A pesar de este cambio el rendimiento
de la eliminacién de nitrégeno se mantuvo superior al 90%. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio indican que el ozono no tuvo impacto en la estructura de la
comunidad nitrificante. Estos resultados estan de acuerdo con los de Isazadeh ez a/. (2014).
Estos autores investigaron los efectos de la aplicacién de ozono en la estructura de la
comunidad de bacterias nitrificantes en una planta piloto mediante secuenciacién de alto
rendimiento y FISH, observando que la estructura de la comunidad bacteriana permanecio

muy similar durante el experimento a pesar del tratamiento con ozono. De estos resultados
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se dedujo que otros factores ambientales como la composicion del agua residual afluente y
la temperatura podrian ser mas importantes respecto a la variacion de la comunidad

nitrificante.

Kondo ez al. (2009) determinaron que la reduccion en el rendimiento de eliminacion
de nitrégeno fue debida a la competencia por el OD entre las bacterias nitrificantes y las
heterétrofas, cuando la carga organica fue mayor debido al aumento de la concentracion de
ozono. Sin embargo, en ambos reactores de la EDAR CT el OD fue mantenido por
encima de 0,8 mg/L la mayor parte del tiempo. De manera que esta teotia no explicatia la
reduccién en la eficiencia de eliminacién de nitrégeno observada y el aumento de la
concentracién de amonio en el efluente cuando las concentraciones de ozono fueron

mayores.

Levén ef al. (2016) evaluaron el efecto de bajas dosis de ozono para controlar M.
parvicella en la estructura de la comunidad bacteriana nitrificante en una planta a escala real.
En este estudio no se encontraron variaciones relevantes en la composiciéon o abundancia
de la comunidad bacteriana nitrificante para las diferentes dosis de ozono probadas (4,4 —
0,6 g¢03/KgSSLM). En su estudio, el rendimiento de la eliminacién de nitrégeno no se vio
afectado por la aplicaciéon de ozono, probablemente debido a otros factores que equilibran

los efectos potenciales del ozono.

Cabe resaltar que aunque el ozono fue el factor principal que influyé en los
rendimientos de la eliminacién de amonio en la EDAR CT, no se encontré ninguna
correlacion significativa con la abundancia de la comunidad de bacterias nitrificantes. Esto
implica que el impacto del ozono en la estructura de las bacterias nitrificantes no explicaria
los bajos rendimientos de eliminaciéon de nitrégeno observados en el sistema. Una de las
razones por las que no se han encontrado relaciones puede ser el mecanismo de proteccion
que estas bacterias desarrollan para protegerse de compuestos toxicos. Es bien sabido que
las nitrificantes forman compactos agregados que les proporciona proteccion frente a los
depredadores e inhibidores. Se ha sugerido que esta agregacion puede ser la respuesta de la
comunidad nitrificante al estrés (de Boer ¢z a/., 1991). Spieck ez al. (2006) observaron que el
género Nitrospira present resistencia mas alta a determinados antibidticos que el género
Nitrobacter. Esta resistencia podria ser explicada por la tendencia de agregacion de Nitrospira

en los floculos densos embebidos en una matriz de EPS, que le ofrece proteccion frente a
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inhibidores como el ozono. Yan ¢t al. (2009b) observaron que con una dosis alta de ozono
(80 mg O3/g SS), algunas bacterias gram negativas, identificadas en las EDAR en tétradas o
grupos, eran capaces de resistir el estrés oxidativo del ozono. Estos resultados implican que
la presencia de una matriz de EPS puede proteger a las bacterias nitrificantes contra el
efecto oxidativo. Este mecanismo explicaria la ausencia de impacto en la estructura de la
poblacién nitrificante y la baja reducciéon de las actividades de nitrificaciéon debido a la

solubilizacion de EPS por la adicciéon de ozono.

5.6 COMPOSICION DE LA COMUNIDAD DE BACTERIAS NITRIFICANTES
SEGUN METAGENOMICA

5.6.1 Secuenciaciéon mediante la plataforma Illumina

Las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento como Illumina o PacBio aportan
novedosos conocimientos sobre la microbiota de las EDAR, ya que hasta el momento la
mayoria de los microorganismos presentes en los sistemas de depuracién aguas residuales

no podido ser cultivados (Rodriguez 7 al., 2015).

La secuenciacion del gen 16S rRNA mediante la tecnologia Illumina fue realizada en
24 muestras de la EDAR ML. Esta técnica determiné que los principales filos presentes en
los fangos activos de la EDAR ML fueron Proteobacteria (40%), Bacteroidetes (14%), Chloroflexi
(11%), Actinobacteria (9%) y Planctomycetes (8%). La composicion a nivel de género fue
similar durante el periodo analizado. Se han obtenido resultados similares en estudios
previos en sistemas de fangos activos donde Profeobacteria, Bacteroidetes y Chloroflexi fueron
los filos mas abundantes, (Wang ¢ al., 2012; Ferrera y Sanchez, 2016; Liu ez al., 2016; Xu ef
al., 2017), siendo el filo Proteobacteria el mas abundante en todos ellos. Profeobacteria es el filo
mas comun de especies funcionales en el tratamiento de aguas residuales (He e# a/., 2015;
Ye et al., 2012). El filo Bacteroidetes, representa uno de los grupos heterétrofos mas
abundantes en ambientes marinos (Dorador ¢7 a/., 2009). Este filo ha sido relacionado con
la degradacién de la materia organica particulada, especialmente los compuestos de alto
peso molecular. Los datos de este estudio también son coincidentes con otros que han
documentado que el filo Chloroflexi representaba del 2 al 17% de la comunidad bacteriana en

EDAR con sistemas de fangos activos (Hu ez al., 2012; Liu et al., 2016; Zhang et al., 2015).
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Miembros de este filo se ha detectado en aguas residuales hipersalinas y ambientes marinos
(Breuker et al., 2013; He et al., 2015). El filo Chloroflexi se encuentran comunmente en los
sedimentos y participan en el ciclo del carbono, la fijacion de CO. y la fermentacion (Xu ez
al., 2017). Asi mismo, Chloroflexi es se adapta a las condiciones variables de las EDAR
debido a su flexibilidad metabolica. El filo Actinobacteria también ha sido identificado como
uno de los mas abundantes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Este filo
resultd el segundo mas abundante en un sistema Bardenpho (Xue e al, 2019),
probablemente debido a que los miembros de Actznobacteria han sido identificados como
importantes PAO, ademas algunos pueden estar involucrados en la desnitrificacién
(Kawakoshi ez al, 2012; Martin et al., 2006). En el estudio de Garcia-Ruiz e al., 2018 los
tilos Proteobacterias (38%0) y Planctomycetes (45%) fueron los mas abundantes en un sistema

CANON con biofiltro, operado sin materia organica.

A nivel de clase Gammaproteobacteria (19%) y Betaproteobacteria (8%) fueron las mas
abundantes dentro de las proteobacterias. Las betaproteobacterias han sido identificadas
como las principales responsables de la eliminaciéon de nutrientes organicos (Wells e al,

2009; Xu et al., 2017).

A nivel de género, a partir de los datos obtenidos con IlNlumina, Candidatus
Competibacter fue el mas abundante (11%). Este género se ha relacionado con la
degradacién de la materia organica y con la sintesis de bioplasticos a partir de
polihidroxialcanoatos (PHA) sintetizados por Competibacter (Bengtsson et al., 2008). Esto
estarfa en coherencia con las bajas cargas de fésforo observadas en esta EDAR, que no
permiten que se desarrolle ua comunidad bioldgica relacionadas con el ciclo del P, que esté

en competencia con este género.

La secuenciacion mediante Illumina permiti6 investigar la abundancia y diversidad
de BOA y BON. Los resultados detectaron la presencia de los dos géneros de BOA en la
EDAR ML, Nitrosomonas y Nitrosospira. Nitrosospira tnicamente fue detectado en 3 de las 24

muestras analizas en abundancias relativas muy bajas (0,01%).

Estudios anteriores han indicado que las BOA en las EDAR estan principalmente
representadas por los género Nitrosmonas'y Nitrosospira. En el estudio de Siripong y Rittman
(2007) se observd que una combinacion de baja temperatura y elevados TRC favorecieron

el crecimiento de Nitrosospira sp. Sin embargo, Nitrosomonas suele ser mas abundante que
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Nitrosospira en sistemas de tratamiento de aguas residuales (Wagner e al, 19906),
particularmente en aquellos sistemas con mayor contenido de nitrégeno amoniacal (Wang
et al., 2016, Hu et al., 2017). El género Nitrosomonas ha sido previamente identificado
mediante Illumina como el género dominante en los sistemas de eliminaciéon biologica de

amonio (Terada ez al., 2013; Gonzalez-Martinez ez al., 2015; Ma et al., 2015).

Las concentraciones de BOA detectadas en este estudio con Illumina presentaron
bajas abundancias relativas. Esta observacion es consistente con estudios previos (Zhang ez
al., 2011; Phan et al., 2016). En estos estudios se apunta a que posiblemente Nitrosomonas
tiene una alta actividad de transcripcion a pesar de la baja abundancia en los fangos activos,
ya que al igual que en este caso, los sistemas investigados presentaron eliminaciones de

amonio adecuadas.

Illumina identificé el género Nitrospira como el dominante en la oxidacion del
nitrito en la EDAR ML. Los géneros Nitrotoga y Nitrobacter también fueron detectados,

aunque este ultimo en un numero muy reducido de muestras.

Nitrospira ha sido previamente identificada mediante Illumina como el género
dominante en la oxidacién del nitrito en EDAR (Ma e# al., 2015; Liu et al, 2016). En el
estudio de Liu e# al. (2016) se operd un sistema de laboratorio para determinar los efectos
de la limitacién de oxigeno en la poblacion de BN. Las concentraciones determinadas
tueron 1,06 y 5,22 % para Nitrosomonas y Nitrospira, respectivamente. Estas concentraciones
son superiores a las determinadas en este estudio, particularmente para la concentracién de
NOB. No obstante como se ha visto en los analisis FISH de este estudio, las

concentraciones de BN fueron particularmente bajas respecto a otras EDAR analizadas.

5.6.2 Secuenciacién mediante la plataforma PacBio y comparativa de las
técnicas moleculares para la identificaciéon y cuantificacion de

poblaciones microbianas

Las investigaciones sobre la composicion de la comunidad bacteriana en sistemas de
tratamiento de aguas realizadas mediante secuenciacion PacBio SMRT son muy escasas.
Este es el primer estudio donde se analiza la microbiota de un sistema de fangos activos

mediante la secuenciacion PacBio SMRT. Entre las principales razones, por las que esta
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técnica se ha aplicado en menor medida para la caracterizaciéon de la microbiota en estos
sistemas, esta el elevado coste este tipo de secuenciacion. En el articulo de Quail ef 4/,
2012, se puede encontrar informacién detallada de los costes y tiempos de secuenciacién
de cada uno de estos sistemas. El nimero minimo de lecturas no quiméricas y de alta
calidad obtenidas mediante Illumina por muestra fue de 22050. Este valor para la
secuenciaciéon PacBio fue de 2853 lecturas, lo que supone un 12% de las lecturas realizadas
mediante Illumina. Estas lecturas representan un promedio del 79,5% de las lecturas totales

obtenidas en Illumina y un 96,5% para la secuenciacion mediante PacBio.

Los resultados obtenidos mediante la plataforma PacBio determinaron que
Proteobacteria fue el filo mas abundante. Estos resultados coinciden con los obtenidos
mediante la plataforma Illumina. Sin embargo, la abundancia relativa de este filo detectada
por PacBio, ha sido mayor que la obtenida mediante la plataforma Illumina. Estos sesgos
en la abundancia de las poblaciones bacterianas son debidos a que el nimero de lecturas
obtenidas mediante la plataforma PacBio es menor que las obtenidas mediante la
tecnologfa Illumina. Esto provoca una sobreestimacion de las lecturas obtenidas durante la

secuenciacion PacBio.

Una de las principales ventajas de la secuenciacion PacBio es la capacidad de
obtener lecturas de gran longitud que abarcan fragmentos genémicos de decenas de miles
de pares de bases. Estas secuencias son muy utiles especialmente para el ensamblaje de
novo sin embargo, reducen significativamente el rendimiento de la secuenciacion. Mientras
que la secuenciaciéon Illumina produce un elevado nimero de secuencias cortas, en la
secuenciaciéon mediante PacBio se obtienen un menor nimero de lecturas de mayor
longitud. Es por ello que, los analisis realizado con PacBio mostraron una comunidad
compuesta por una menor riqueza que los de Illumina. Sin embargo, debido a la mayor
longitud de la lecturas obtenidas, la asignacion taxonomica se mejora considerablemente

mediante PacBio y permite una resolucion taxonémica mejor a nivel de especie.

A nivel de filo el porcentaje de secuencias no asignadas mediante Illumina fue del
4%, mientras que para PacBio fue del 0%. Los resultados obtenidos también fueron
diferentes en cuanto a su distribuciéon. En la mayorfa de muestras analizadas con Illumina el
segundo filo en abundancia fue Bacteroidetes, mientras que en la secuenciacion mediante

PacBio este género ocupo el cuarto lugar. El filo Firmicutes ocupd el octavo lugar en
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abundancia relativa en las muestras secuenciadas mediante Illumina y el segundo con
PacBio. La secuenciaciéon de muestras de ML con PacBio distinguié 5 filos diferentes con

una abundancia superior al 1% y la secuenciaciéon con Illumina 11.

En ambas técnicas, al profundizar en el nivel taxondémico aumenta el nimero de
OTUs no asignadas. A nivel de género el porcentaje de OTUs no asignadas fue del 28 %
para Illumina y del 0,6% en PacBio. La composicién de los géneros mas abundantes segin
ambas técnicas fue muy dispar en todas las muestras analizadas. PacBio determiné el
género Thanera como el mas abundante (36% en promedio), mientras que este género
presenté una abundancia promedio del 0,68% en las muestras analizadas mediante
Ilumina, en ningin caso mayor al 2%. El género Thauera se ha identificado en numerosas
ocasiones en sistemas de fangos activos y sistemas de depuracion de soporte fijo
(Babatsouli ¢z al., 2015; Gao et al., 2012; Wang et al., 2016; Garcia-Ruiz ¢t al., 2018). Thanera
es uno de los principales géneros involucrados en la desnitrificacion y la degradacion de
materia organica en los sistemas de tratamiento de aguas residuales. El género Zooglea fue
identificado como el segundo género mas abundante mediante esta técnica (14%) y fue el
tercer género mas abundante segin Illumina (3%), aunque sus abundancias relativas fueron

diferentes.

Como se ha comentado anteriormente, la secuenciacion PacBio SMRT gracias a la
mayor longitud de las lecturas permite profundizar en la asignacion taxonémica. PacBio
permite la caracterizacion a nivel de especie mientras que Illumina tnicamente permite, en
general, una caracterizacion a nivel de género. La secuenciaciéon con PacBio resulta
interesante cuando se pretende caracterizar en profundidad una comunidad bacteriana,

como es el caso de la comunidad nitrificante en este estudio.

La secuenciacion mediante PacBio aporté datos acerca de la composicion a nivel de
especie de la comunidad de bacterias nitrificantes en las muestras analizadas. LLa plataforma
PacBio permiti6 profundizar en la composicion de las BOA vy, coincidiendo con la otras
técnicas moleculares, detecté el género Nitrosomonas como el dominante en las muestras
analizadas. El género Nitrosospira, detectado mediante Illumina no fue detectado con
PacBio. La secuenciacion de las muestras de ML con PacBio permitié la identificacion de
las especies N. marina y N. aestuarii. Como se habia apuntado en el apartado “5.1.1

Dinamica poblacional de las bacterias oxidantes del amonio” estas especies podrian ser las
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componentes del grupo de Nitrosomonas halotolerantes hibridadas mediante la sonda NEU.
La secuenciacion PacBio no identifico N. oligotropha entre las especies de BOA, mientras

que la técnica FISH si permitié su identificacion.

Los resultados determinaron la presencia de los dos géneros importantes de NOB
Nitrotoga 'y Nitrospira. las especies identificadas dentro del género Nitrospira se
correspondieron con Candidatus Nitrospira defluviz, perteneciente al linaje 1 de Nitrospira, y
Nitrospira cf. moscoviensis perteneciente al linaje 11 de Nitrospira. Ambas especies han sido
identificadas previamente en sistemas de depuracion de aguas residuales (Chai ez 4/, 2019;
Chiellini ez al., 2013). Ca. Nitrospira defluvi presenta actividades maximas mayores que IN.
moscoviensis, (Nowka ez al. 2015). Las especies del linaje I suelen ser mas abundantes que las

del linaje II en sistemas con elevadas concentraciones de nitrito (Maixner ¢z a/., 2000).

Otro de los factores importantes para obtener una buena caracterizacion de las
muestras a analizar es la base de datos usada como referencia para la asignaciéon de OTUs.
Las secuencias obtenidas con Illumina se han enfrentado a Silva 128 porque Greengenes

no se actualiza regularmente, como si ocurre con Silva.

Respecto a las abundancias obtenidas, las principales diferencias detectadas se
observaron en la muestra 1, donde el porcentaje de Nitrospira con PacBio fue del 6% vy
menor del 1% con Illumina y FISH. Debido al menor nimero de lecturas las poblaciones
determinadas con PacBio pueden ser sobreestimadas. Por ello, es necesario la aplicacion de
técnicas como FISH que permitan corregir el sesgo de estas aplicaciones. Otra de las
diferencias significativas detectadas fue el mayor porcentaje de Nitrosmonas detectado por
FISH en las muestras ML con una abundancia relativa del 2%, mientras que con las otras

dos técnicas (Illumina y PacBio) la abundancia no superé el 1%.

El analisis estadistico reveld una buena correlaciéon entre los analisis FISH y los
analisis realizados mediante Illumina para la cuantificaciéon. Este resultado indica que las
aproximaciones metagenomicas pueden ser una buena herramienta para caracterizar las

poblaciones nitrificantes.

La técnica de secuenciaciéon PacBio permitié la identificaciéon de grupos que no
habfan sido detectados con los métodos moleculares anteriores, profundizando en el

conocimiento sobre la diversidad de las poblaciones nitrificantes. A pesar de ello, tal y
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como se deduce de los analisis realizados, caracterizar con precision una comunidad
bacteriana sigue siendo una tarea compleja, que requiere de muchos recursos y la
combinacién de diferentes aproximaciones moleculares, tal y como se realiza para

optimizar las técnicas de ensamblaje de nuevos genomas (Mahmoud ez a/., 2017).
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D

2)

3)

9

5)

6)

El linaje N. ofigotropha ha sido identificado como el dominante en la oxidaciéon de
amonio en la todas las EDAR analizadas. Los géneros responsables de la oxidacion del
nitrito fueron Nitrospira en las EDAR CX, DN y QB y Nitrotoga en los reactores CT1 y
CT2. La fracciéon de biomasa nitrificante varié entre el 1 y 10%, en una relacion
BOA:BON mayoritaria de 2:1.

La secuenciacion mediante la plataforma Illumina permitié la identificacion de
diferentes géneros de bacterias nitrificantes. Las OTUs de BOA detectadas se
asignaron a los géneros Nitrosomonas y Nitrosospira. Los géneros de BON detectados
tueron Nitrospira, Nitrotoga y Nitrobacter.

La secuenciacion SMRT de PacBio permiti6 la asignacion de diferentes especies de
bacterias nitrificantes. LLas BOA detectadas, que pertenecieron al género Nitrosomonas,
se asignaron a las especies Nitrosomonas marina, Nitrosomonas sp. y Nitrosomonas aestuarii.
Dentro del grupo de las BON se detectaron las especies Nitrospira sp., Candidatus
Nitrospira, Candidatus Nitrospira defluvii, Nitrospira moscoviensis y Candidatus Nitrotoga.

Se observaron diferencias significativas en la variacion de las comunidades nitrificantes
debidas al factor espacial. Se observé una agrupacion entre las muestras de los
reactores CT1 y CT2 y entre las muestras de QB y DN. Las muestras que presentaron
mayor disimilitud fueron las de la EDAR CX. No se observaron diferencias
significativas en la variaciéon de las comunidades nitrificantes debidas al factor

estacional.

Los modelos de regresiéon lineal multiple multivariante basados en la distancia
(DISTLM-dbRDA) determinaron que en la EDAR QB las abundancias del género
Nitrosomonas spp. y IN. oligotropha se relacionaron con %DQOs menores del 50%. En la
EDAR DN la abundancia relativa de Nifrospira mostrd una tendencia a aumentar
cuando el OD del reactor se mantuvo entre de 0,8 y 2 mgO2/L. mas del 33% del
tiempo. En esta EDAR la abundancia de N. oligotropha y Nitrobacter spp. se asoci6 a
valores de CM supetriores a 0,15 KgDBO5/KgSSVIMd. En la EDAR ML
Nitrosomonas spp. se relacioné positivamente con %SSVLM superiores al 87%. En esta
EDAR el género Nitrotoga se relaciond con temperaturas menores a 23°C. No se
encontraron relaciones significativas entre la poblaciéon de bacterias nitrificantes y las
variables ambientales y operacionales de las EDAR CT y CX.

Los rendimientos de eliminacién del nitrégeno y los componentes del nitrégeno en el
efluente mostraron diferencias significativas debidas al factor espacial. L.as mayores
diferencias se observaron entre la EDAR DN y los reactores CT1, CT2 y CX, mientras
que la menor separacion se observo entre CX y QB. No se observaron diferencias
significativas en la variacion de los rendimientos de eliminacién del nitrégeno y los
componentes del nitrégeno del efluente debidas al factor estacional.
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7)

8)

%)

Los modelos de regresion lineal multiple multivariante basados en la distancia
(DISTLM-dbRDA) construidos para las EDAR DN, ML, CT y QB demuestran la
contribuciéon mutualista de las BOA y BON a la eliminacién del amonio en las EDAR
analizadas. En la EDAR DN concentraciones de N-NOs™ en el efluente superiores a 4
mgN/L se relacionaron positivamente con el género Nizrospira y negativamente con
grupo de Nitrosomonas halotolerantes. En la EDAR QB la abundancia de Nitrosomonas
spp. se relacioné positivamente con rendimientos de eliminaciéon del nitrégeno
Kjeldahl soluble superiores al 75%.

Los modelos de regresion lineal multiple multivariante basados en la distancia
(DISTLM-dbRDA) construidos para determinar las relaciones entre los rendimientos
del nitrégeno y las variables ambientales explicaron un porcentaje de varianza muy
elevado. En la EDAR QB valores de la carga masica superiores a 0,2
kgDBO5/kgsSSVLM se relacionaron con menores rendimientos de eliminacién del
amonio y del nitrégeno total soluble. En la EDAR CX cargas de fésforo superiores a
20 mgP/gSSVLM se relacionaron con menores rendimientos de eliminacién de las
diferentes fracciones del nitrégeno. En la EDAR ML temperaturas menores de 23°C y
porcentajes de SSVLM entre 85-82% se relacionaron con la apariciéon de N-NOs  y NT
en el efluente. En la EDAR ML la abundancia de los géneros Nitrotoga sp. y Nitrosomonas
spp. se asoci6 a valores mayores de 3 mg/LL de N-NOs-.

En la EDAR CT la aplicacién de ozono no pareci6 ser un factor determinante en la
estructura de las poblaciones nitrificantes. Sin embargo, la concentraciéon de ozono fue
la variable operacional mas relacionada con los bajos rendimientos de eliminacion de
amonio observados.

10) La abundancia de la poblacién de bacterias nitrificantes se relacion6 con la actividad

nitrificante determinada por respirometria. La abundancia relativa de los géneros
Nitrosomonas y Nitrotoga se relacioné negativamente con las tasas de respiracion endégena
de las bacterias heterétrofas y positivamente con la tasa de respiracion maxima por
nitrificacion.

11) Las tasas de respiracion endégena global y de la biomasa heterétrofa se relacionaron

positivamente con temperaturas mayores de 23 °C. La tasa de respiracion endégena de

la biomasa autétrofa se relacioné con cargas de foésforo superiores a 1 mgP/Kg
SSVLM y porcentajes de SSVLM mayores del 85%.

12) Los valores de los SSVLM determinados de manera convencional fueron, en

promedio, un 47% mayores que los SSVALM, estos resulados realzan la importancia
de utilizar técnicas mas precisas para el control de esta variable.

13) La CMATP present6 valores superiores a la CM, siendo la diferencia promedio entre

estas dos variables del 46%. El indice de estrés de la biomasa (BSI), calculado a partir
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de la diferencia entre el ATP celular y el ATP total, explicd un 49,3% de la variacioén de
la tasa de respiracion endégena de la biomasa autdtrofa, la tasa maxima de respiracion
por nitrificacién y sus respectivas tasas especificas. La relaciéon observada indicé que la
actividad de la biomasa nitrificante se redujo cuando el BSI fue mas elevado.

14) La secuenciacion mediante la plataforma Illumina permitié obtener un mayor nimero
de lecturas que la secuenciacion SMRT de PacBio, aportando mayor informacion
sobre la diversidad a nivel de género. La mayor longitud de las lecturas obtenidas
mediante PacBio permitié una mejor asignaciéon taxonomica a nivel de especie. Se
observo una correlacion entre las muestras analizadas mediante FISH e Illumina, las
cuales permitieron detectar los sobreestimasciones en la abundancia de ciertas especies

determinada segun la secuenciacion PacBio.
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ANEXO 1. ESQUEMA DE LAS EDAR ANALIZADAS EN ESTE ESTUDIO
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ESQUEMA EDAR CUENCA DEL CARRAIXET

LINEA DE AGUA
PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO SECUNDARIO TRATAMIENTO TERCIARIO
Desarenador 4 Reactor :
Desbaste Desengrasador  Decantacién Bioldgico Decantacion Filtracién Ultravioletas
s — — —_— — — — o g e EFLUENTE
/i ' =
Cogeneracion
P — eNercia
™ — o — B e
-
Espesador Digestion Deshidratacion  Tolva de
Anaerobia Mecanica Fangos

LINEA DE FANGO

ESQUEMA EDAR DENIA-ONDARA-PEDREGUER

LINEA DE AGUA
PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO SECUNDARIO TRATAMIENTO TERCIARIO
[
Desarenador Reactor ]
Desbaste Desengrasador Biolégico Decantacién Ultravioletas
// - - - ! -— » - Zit= s EFLUENTE
W —
™ -m— B
i -
Espesador Deshic;ratacian Tolva de
Mecdnica Fangos

LINEA DE FANGO

268



Anexo

ESQUEMA EDAR MOLINA DEL SEGURA

DESARENADO

=

- [ T—I
ALVIO ALVIO
AGUA —
IMPULSADA
=z GRASAS | | am &
VACIADOS PRETRATAMIENTO = 9~
SOPLANTES

ARENAS .

DECANTACION ETAPA A

A_ESPESADOR|

EI FLOTANTES

ARQUETA DE VACIADOS

REFRIGERACION
AUX'LIART R EXTERNA
Ade—
[ Jd
REFRIGERACION w A ARQUETA DE )

CLARIFICADOR

r AGUA BRUTA o
FANGO —_—p
AGUA TRATADA e
AIRE B
POLIELECTROLITO
RETORNOS Y VACIADOS
CAUDALIMETRO

MOTOGENERADOR [A DEPOSITO
T FANGOS EXCESO)

FILTROS DE ARENA

EFLOTANTES A DIGESTOR

SALIDA TRATAMIENTO SECUNDARIO

a4+ & | SOPLANTES

B

AGUA SERVICIOS

il

COAGULANTE

Essemalln

LAMINACION A TERCIARIO

[ BOMBAS LAVADO

EFLUENTE
uv

E
I &

POUIELECTROLITO

S

LAVADO FILTROS

lee ]

209




Referencias

ANEXO 2. PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES. TECNICA FISH

Paraformaldehido

Agua destilada 65 ml
PFA 4g

NaOH 2M 1gota

PBS 3X 33 ml
HCI

Calentar 65 mL de agua destilada hasta 60°C, afiadir 4g PFA. A continuacién afadir
1 gota de soluciéon de NaOH 2M vy agitar rapidamente hasta que la solucién se haya
clarificado. Quitar de la fuente de calor y anadir 33 ml de PBS 3X. Ajustar el pH a 7.2 con
HCI. Eliminar cualquier resto de cristales por filtracion a través de 0,2 um. Enfriar

rapidamente a 4°C y conservar a esa temperatura.

Esterilizar por filtaraciéon 0,45 o 0,2 pm y conservar a 4°C, se utiliza frio.

Tampén fosfato salino (XPBS)

Preparar 3X PBS para reactivo de paraformaldehido

NaCl 228 ¢
NaH:POq4 3¢g
Na;HPO4 2,88 ¢
Agua destilada 1000 ml

Disolver los fosfatos y el NaCl a continuacién. Ajustar pH a 7,4. Esterilizar por

filtracion 0,45 o 0,2 pm y conservar a 4°C, se utiliza frio.
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NaCl 5M
Cloruro de sodio (NaCl) 2922 ¢
Agua destilada 1000 ml

Disolver el NaCl en 800 ml de agua destilada y ajustar el volumen hasta 1 litro.

Esterilizar en autoclave 121°C durante 15 minutos y por filtracion.

Tris-HCI 1M pH 8.0

Tris Base 121,1¢g
HCI concentrado 42 ml
Agua destilada Hasta 1000 ml

Pesar el Tris Base y afadir a 800 ml de agua destilada. Afiadir 42 ml de HCl
concentrado y completar hasta 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 minutos y filtrar posteriormente.

SDS 10%
SDS 10¢
Agua destilada Hasta 100 ml

Esterilizar por filtracion.

EDTA 0,5 M
EDTA 2H»O 180,1 ¢
Agua destilada Hasta 1000 ml
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Pesar el EDTA y afiadir a 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 con NaOH.
Completar hasta 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos y filtrar posteriormente.

Preparacién de los portaobjetos para FISH

Para implementar la técnica FISH se utilizaron portaobjetos cubiertos de teflon
(Marienfeld, ref. 9782100). Previamente a su utilizacién los portaobjetos son lavados y
gelatinizados con el objetivo de asegurar la retencion de las células durante el mayor tiempo
posible tras los lavados previos y posteriores a la hibridaciéon. A continuacion se describe el

procedimiento empleado para ello.

- Lavar los portaobjetos con agua destilada y detergente neutro.

- Enjuagar con agua destilada.

- Dejar secar los portaobjetos 24 horas en un ambiente protegido de polvo.

- Preparar una soluciéon con gelatina bacterioldgica (Panreac, ref. 403902) al 0,1% y
sulfato potasico cromato (Sigma ref. C-5926) al 0,01% en agua destilada a 60°C.
Mantener a 60°C hasta la completa disolucion de los reactivos.

- Atemperar la soluciéon a 50°C y cubrir los portaobjetos por inmersion en la
solucion.

- Dejar secar los portaobjetos al aire protegidos del polvo ambiental.

Deshidratacién de las muestras

- Etanol 50%: 100 ml Etanol absoluto + 100 ml agua destilada. Guardar a
temperatura ambiente.

- Etanol 80%: 160 ml Etanol absoluto + 40 ml agua destilada. Guardar a
temperatura ambiente.

- Etanol 100 %: Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a temperatura

ambiente y a 4°C para fijacion.
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Preparacién de la solucién de hibridacién

La soluciéon tampén de hibridaciéon se prepara en un microtubo de 2 mlL,
adicionando Afnadir 360 pL. de NaCl 5M, 40 pL TrisHCl 1M, el porcentaje de formamida
adecuado en funcién de la sonda a emplear (Tabal A.1.), 2 pL. de sodio dodecil sufato
(SDS) al 10% vy el volumen de agua requerido hasta completar 2ml.. A continuacién se

mezcla cuidadosamente.

Una vez preparado el tampon de hibridacion se prepara una soluciéon que contenga

9 pL de solucién tampoén de hibridacion y 1 pl de las sondas por cada pocillo a hibridar.

Las sondas se adicionan en cantidades equimoleculares para alcanzar una
concentraciéon de 25 ng de la sonda EUBMix (EUBI, EUBII, EUBIII y EUBIV) y una
concentracién de 25 ng de la sonda de genero o especie especifica para la identificacion de

bacterias nitrificantes.

Tabla A. 1. Cantidad de formamida para la preparacion del tampdn de hibridacién.

%Formamida Cantidad  Cantidad de agua
formamida (ul) MilliQ (ul)

10 200 1398

20 400 1198

35 700 898

40 800 798

45 900 698

50 1000 598

Preparacién de la solucién de lavado

La solucién de lavado fue preparada en un tubo tipo falcén de 50 mL. Se adiciona
la cantidad de NaCl 5M indicada segun el porcentaje de formamida empleado en la
solucion de hibridaciéon (Tabla A.2.), 500 pL. EDTA 0,5M, 1000 pLL de HCI-Tris 1M, 50 pL
de SDS al 10% y agua destilada MilliQQ hasta completar 50mL. Tras la adicién de todos los

reactivos la muestra agitar cuidadosamente.
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Tabla A. 2. Cantidad de NaCl para la preparacién del tampén de lavado.

%Formamida Tampén de lavado

Tampon
hibridacion

10 4500

20 2150

35 700

40 460

45 230

50 125
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Tabla A. 3. Preparacidén de reactivos y soluciones. Respirometria.

HCI 0,1 M
Acido clorhidrico fumante 37%, d = 1,19 4,11 ml
Agua destilada 500 ml
NaOH 0,1 M
Hidroéxido de sodio 98% 2,04 ¢
Agua destilada 500 ml

Allil Tiourea

Allil Tiourea 100 mg

Agua destilada 100 ml
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ANEXO 3. ABUNDANCIA RELATIVA DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES

Tabla A. 4. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor CT1.

Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

CT1-1 2 2 <1% 0 0 1 <1% 0 0 0 0
CT1-2 2 <1% 1 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-3 2 <1% 0 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
CT1-4 1 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CT1-5 1 1 0 0 0 <1% 0 0 0 0 0
CT1-6 1 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0 0
CT1-7 2 0 2 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT1-8 3 1 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT1-9 3 1 0 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
CT1-10 3 <1% 0 0 0 <1% 2 0 0 0 0
CT1-1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-12 4 4 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT1-13 1 1 1 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT1-14 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CT1-15 4 3 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-16 2 0 <1% 0 0 <1% 0 0 0 0 0
CT1-17 2 1 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-18 3 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-19 5 <1% 1 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-20 5 1 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT1-21 1 <1% <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-22 3 <1% 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT1-23 5 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
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Tabla A. 5. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor CT2.

Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

CT2-1 3 2 1 0 0 1 1 0 0 0 0
CT2-2 4 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-3 4 3 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-4 4 1 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
CT2-5 3 <1%  <1% 0 0 <1% 2 0 0 0 0
CT2-6 3 <1%  <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
CT2-7 2 1 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
CT2-8 2 1 1 0 0 0 2 0 0 0 0
CT2-9 2 2 1 0 0 0 2 0 0 0 0
CT2-10 2 2 <1% 0 0 0 2 0 0 0 0
CT2-1 3 2 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-12 4 2 0 0 0 <1% 1 0 0 0 0
CT2-13 4 3 1 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT2-14 4 2 0 0 0 <1% 1 0 0 0 0
CT2-15 4 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-16 3 1 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT2-17 2 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-18 2 3 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-19 3 2 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT2-20 4 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-21 4 1 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0
CT2-22 5 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0
CT2-23 3 1 1 0 0 0 <1% 0 0 0 0
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Tabla A. 6. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor DN.

Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

DN 1 4 1 0 0 0 3 0 0 0 0 0
DN 2 2 1 1 0 0 4 0 0 0 0 0
DN 3 3 3 1 0 0 3 0 <1% 0 0 0
DN 4 3 2 1 0 0 5 0 <1% 0 0 0
DN 5 4 1 2 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 6 4 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 7 4 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0
DN 8 4 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0
DN ¢ 3 1 <1% 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 10 5 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 11 2 2 2 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 12 4 2 2 0 0 1 0 <1% 0 0 0
DN 13 4 2 2 0 0 1 0 <1% 0 0 0
DN 14 3 1 1 0 0 1 0 <1% 0 0 0
DN 15 2 1 1 0 0 1 0 <1% 0 0 0
DN 16 3 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 17 2 2 1 0 0 3 0 0 0 0 0
DN 18 2 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 19 3 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 20 2 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
DN 21 2 1 <1% 0 0 1 0 <1% 0 0 0
DN 22 3 0 <1% 0 0 2 0 0 0 0 0
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Tabla A. 7. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor QB.

Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

QB 1 4 4 0 0 0 3 0 0 0 0 0
QB2 3 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0
QB3 3 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB4 6 5 0 0 0 4 0 0 0 0 0
QB 5 6 5 0 0 0 2 0 0 0 0 0
QB 6 3 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 7 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
QB 8 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB9 2 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 10 5 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 11 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
QB 12 4 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 13 6 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 14 6 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 15 6 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 16 6 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0
QB 17 6 3 0 0 0 2 0 0 0 0 0
QB 18 3 1 0 0 0 3 0 0 0 0 0
QB 19 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 20 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 21 6 5 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 22 6 4 0 0 0 4 0 0 0 0 0
QB 23 5 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0
QB 24 3 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0
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Tabla A. 8. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor CX.

Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

CX1 3 1 2 0 0 2 1 0 0 0 0
CX2 2 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0
CX3 2 1 2 0 0 1 <1% 0 0 0 0
CX4 2 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0
CX5 2 2 2 0 0 2 0 0 0 0 0
CX6 1 0 2 0 0 2 1 0 0 0 0
CX7 3 2 1 0 0 1 2 0 0 0 0
CX 8 4 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
CX9 2 2 2 0 0 1 1 0 0 0 0
CX 10 2 2 1 0 0 2 3 0 0 0 0
CX 11 2 1 1 0 0 2 1 0 0 0 0
CX12 2 1 1 0 0 2 2 0 0 0 0
CX 13 2 1 1 0 0 2 1 0 0 0 0
CX 14 2 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
CX 15 2 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0
CX 16 3 1 0 0 0 3 0 0 0 0 0
CX17 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
CX 18 5 2 1 0 0 2 0 0 0 0 0
CX19 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
CX 20 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

280



Anexo

Tabla A. 9. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor ML

Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ML 1 1 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 2 1 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0 0
ML 3 1 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0 0
ML 4 1 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 5 1T <1% <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 6 1 1 <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 7 2 <1% <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 8 2 <1% <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 9 2 1 1 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 10 3 <1% 1 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 11 1 <1% 1 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 12 2 1 1 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML13  <1% 1 1 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML14  <1% <1% <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 15 1 <1% <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 16 1 <1% 0 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 17 1 <1% <1% 0 0 <1% 0 <1% 0 0 0
ML 18 1 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 19 1 <1%  <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 20 1T <1% <1% 0 0 <1% <1% <1% 0 0 0
ML 21 1 0 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 22 1 0 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML23 <1% <1% <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML24  <1% 0 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML25  <1% 0 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML26  <1% 0 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 27 1 0 <1% 0 0 1 <1% 0 0 0 0
ML 28 1 0 1 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 29 1 <1% 1 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML30 <1% 0 0 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML31 <1% 0 0 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 32 1 0 1 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 33 1 0 1 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 34 1 0 1 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 35 1 0 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 36 1 0 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 37 1 0 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 38 1T <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 39 1 0 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 40 1 0 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 41 1 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 42 1 <1% 1 0 0 0 0 0 0 0 0
ML43 <1% <1% <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML44  <1% <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 45 1T <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
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Nso Nmo Nse Ntspa Ntoga Ntcl Thau Cren
MUESTRA 1225 218 NEU 1472 NmV 662 122 NIT3 804 1162 679
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ML46 <1% <1% <1% 0 0 <1% 0 0 0 0 0
ML 47 1T <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 48 1T <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 49 1T <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 50 1T <1% <1% 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 51 1 <1% 1 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 52 1 <1%  <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 53 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 54 1 <1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 55 1 <1% 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 56 1 <1% 0 0 0 0 1 0 0 0 0
ML 57 1 <1% 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 58 1 <1% 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 59 1 <1% 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 60 1 1 0 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 61 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ML 62 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
ML 63 1 0 <1% 0 0 0 <1% 0 0 0 0
ML 64 1 <1%  <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 65 1 1 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
ML 66 1T <1% <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
ML 67 1T <1% <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
ML 68 2 1 <1% 0 0 0 1 0 0 0 0
ML 69 2 <1% 0 0 0 <1% 1 0 0 0 0
ML 70 2 1 0 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 71 1 1 1 0 0 <1% 1 0 0 0 0
ML 72 1 <1% 1 0 0 <1% 1 0 0 0 0
ML 73 1 1 <1% 0 0 <1% 1 0 0 0 0
ML 74 1 1 <1% 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
ML 75 1 <1% <1% 0 0 <1% 1 0 0 0 0
ML 76 1 <1% 0 0 0 <1% <1% 0 0 0 0
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Tabla A. 10. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes en el reactor ML determinada con lllumnina

Género (% abundancia relativa)

Nitrosomonas Nitrospira

Candidatus
Nitrotoga

Nitrosospira Nitrobacter

ML 1
ML 3
ML 5
ML 7
ML 9
ML 11
ML 13
ML 15
ML 17
ML 19
ML 21
ML 23
ML 25
ML 27
ML 29
ML 31
ML 33
ML 35
ML 37
ML 39
ML 41
ML 43
ML 45
ML 47

0,445
0,472
0,000
0,830
0,467
0,599
0,762
0,417
0,535
0,186
0,145
0,553
0,240
0,939
1,093
0,540
0,689
0,807
0,776
0,880
0,531
0,172
0,200
0,372

0,762
0,408
0,032
0,150
0,082
0,181
0,132
0,073
0,032
0,095
0,104
0,236
0,263
0,318
0,059
0,032
0,032
0,000
0,014
0,014
0,001
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,018
0,001
0,154
0,132
0,141
0,077
0,064
0,141
0,041
0,145
0,118
0,127
0,100
0,109
0,023
0,001
0,000
0,000
0,014
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,014
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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Tabla A. 11. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes a nivel de género en el reactor ML determinada con

PacBio
Género (% abundancia relativa)
Nitrosomonas Nitrospira Candidatus
spp- spp.- Nitrotoga
ML 1 0,120 6,140 0,020
ML 9 0,300 1,240 0,000
ML 17 0,130 0,110 0,110
ML 25 0,100 1,040 0,010
ML 33 0,980 0,000 0,350
ML 43 0,470 0,660 0,000
ML 51 0,730 0,000 0,000

Tabla A. 12. Abundancia relativa de bacterias nitrificantes a nivel de especie en el reactor ML determinada con

PacBio

Especies (% abundancia relativa)

Candidatus

N.  Nitrosomonas N. Candidatus . . Nitrospira Nitrospira cf. Candidatus

marina sp. aestuarii  Nitrospira N’tdr:;ﬁ,’\:?,' sp.  moscoviesis Nitrotoga

ML1 0,020 0,020 0,090 0,390 0,790 4,170 0,390 0,020
ML9 0,080 0,090 0,140 0,080 0,150 0,860 0,080 0,000
ML17 0,020 0,030 0,070 0,010 0,020 0,070 0,010 0,110
ML25 0,020 0,020 0,050 0,070 0,140 0,680 0,070 0,010
ML33 0,260 0,230 0,490 0,000 0,000 0,000 0,000 0,350
ML 43 0,080 0,120 0,270 0,040 0,080 0,470 0,040 0,000
ML51 0,160 0,100 0,470 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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ANEXO 4. TASAS DE RESPIRACION DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES

DETERMINADAS MEDIANTE RESPIROMETRIA

Tabla A. 13. Tasas de respiracién medidas en la EDAR ML
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Anexo

ANEXO 5. RESUMEN ESTADISTICO. VARIABLES FISICOQUIMICAS Y PARAMETROS
OPERACIONALES

Tabla A. 14. Resumen estadistico de las variables fisicoquimicas y operacionales de interés para el estudio en
la EDAR CX, DN y QB

Reactor CX Reactor DN Reactor QB

Unidades Minimo Maéximo Media DE Minimo Méximo Media DE Minimo Méximo Media DE

TRC dias 3.3 19,3 7,2 4,4 9,6 109,4 25,9 22,9 5,2 29,0 10,6 5,7
Kg DBOs/Kg

CM SSVLM.d 0,10 0,51 0,31 0,11 0,09 0,24 0,14 0,04 0,08 0,33 0,18 0,07
Kg
DQOs/Kg

CM(DQO)  ssumd 007 034 020 008 002 014 008 002 010 049 018 0,09
TRHr horas 561 690 653 039 1235 1886 1498 1,92 1482 2437 1833 232

TRHds horas 8,10 10,00 9,41 0,54 5,50 8,40 6,64 0,85 4,25 8,66 6,11 1,34
Tor oC 15,00 26,60 20,63 3,51 10,80 25,50 18,74 4,17 14,40 28,50 21,44 3,72
ODb % 0,00 17,00 0,85 3,80 41,00 78,00 6505 10,86 0,00 92,00 36,21 25,47
ODm % 0,00 35,00 2,40 7,94 22,00 59,00 33,64 10,64 8,00 96,00 60,79 23,98
ODa % 48,00 100,00 96,75 11,66 0,00 9,00 1,32 2,30 0,00 35,00 3,04 9,56
pHLM ud 7,00 7,88 7,42 0,19 6,92 8,00 7,40 0,26 7,05 7,79 7,44 0,19
Cond LM ps/cm 946 2540 1618 369 986 5440 2853 1020 1330 2740 2043 434
SSLM mg/L 1100 2980 1903 548 2500 3780 3229 296 1790 3120 2435 373
%SSVLM % 70,00 91,00 82,65 4,72 62,00 74,80 69,58 3,25 68,00 87,00 79,08 3,71
IVF mg/L 73,83 200,00 111,18 29,74 85,11 140,00 110,07 15,06 59,00 167,00 119,38 27,62
%DQOs % 7,83 4455 29,27 9,09 15,03 64,34 36,24 13,14 41,74 75,38 52,02 8,22
DQO/DBO R 1,60 3,46 2,15 0,45 1,38 2,26 1,90 0,29 1,43 2,33 1,75 0,20
NT ssvf,afs 40,64 185,99 11589 47,34 18,62 62,02 37,77 10,73 28,76 102,00 49,81 20,25
N-NH4 SSVLgl\//E 14,42 100,33 63,14 24,31 4,76 33,72 20,03 8,20 14,42 100,33 60,89 23,68
N-NH4 mg/L 7,10 41,00 25,70 7,50 5,30 56,00 27,00 13,00 24,00 62,00 40,00 12,00
PT ssvfl\/n% 3,77 30,12 15,29 7,32 0,69 596 3,46 1,14 2,23 8,99 4,92 1,98

8/Kg

P-PO4 SSVLM.d 2,21 19,27 11,39 4,95 0,56 4,44 2,29 0,98 2,23 8,99 4,92 1,98
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Tabla A. 15. Resumen estadistico de las variables fisicoquimicas y operacionales de interés para el estudio en

la EDARCT
Reactor CT1 Reactor CT2
Desviacion Desviacion
Unidades Minimo  Maximo Media Estdindar  Minimo  Maximo Media Estandar
TRC dias 3,1 9,4 5,7 1,6 3,4 37,3 8,0 7,3

cM €2 012 0,65 0,28 0,0 0,13 040 0,25 0,11
Ki
DQOS/K:

CM(DQO) r® 015 037 0,26 006 011 042 023 0,08

TRHr  horas 4,63 6,51 5,53 0,54 4,87 6,23 5,40 0,38
TRHds  horas 4,10 5,80 4,97 0,48 4,70 6,30 5,28 0,44
Tor o 1560 2850 22,05 3,96 15,40 29,10 22,09 4,05

ODb % 0,00 25,00 1,70 5,28 0,00 51,00 7,09 12,66
ODm % 000 94,00 4591 27,83 11,00 69,00 44,57 16,68
ODa % 6,00 100,00 52,43 29,67 11,00 89,00 48,43 23,07
pHLM Uud 6,65 7,51 7,17 0,20 6,85 7,60 7,20 0,21
Cond LM us/em 1875 4850 2968 761 1895 4840 2906 691
SSLM mgt 2640 6240 4055 1048 2460 6800 4127 1157
%SSVLM % 64,00 78,00 72,04 3,20 61,00 81,00 72,22 4,74
IVF mg/L 81,14 160,64 109,50 19,97 64,00 160,00 108,74 28,71
%DQOs % 24,40 6596 45,28 10,26 1497 62,16 38,43 12,64
DQO/DBO - 1,63 3,13 2,14 0,38 1,23 3,28 2,15 0,56

g/Keg

NT  swma 38,19 147,09 91,97 22,03 47,60 163,41 94,56 33,92

g/Keg

N-NH4 s 33,95 121,35 7329 17,22 31,73 117,15 69,53 22,96
N-NH4 mg/L 32,00 66,00 46,60 7,60 32,00 66,00 45,40 9,50

g/Keg

PT  wins 594 3677 16,39 622 7,41 3494 17,77 8,03

g/Keg

P-PO4  wuma 416 30,06 12,11 4,98 4,93 1949 11,57 4,25
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Tabla A. 16. Resumen estadistico de las variables fisicoquimicas y operacionales de interés para el estudio en

la EDAR ML

Reactor ML
Desviacion
Unidades Minimo Maéaximo Media Estandar
TRC dias 6,4 32,3 12,9 4,8

Kg DBOs/Kg
CM SSVLM.d 0,0 0,3 0,1 0,0

DOOs/Eg
CM(DQOS) SSVLM.d 0,0 0,3 0,1 0,1
TRHr horas 8,4 23,8 19,3 2,4
TRHds horas 5,8 16,3 13,2 1,7
Tor °C 15,3 31,5 23,9 4,6
ODb % 0 0 0 0
ODm % 0 0 0 0
ODa % 100 100 100 0
pH ud 6,97 8,01 7,20 0,21
CondLM pS/em 987 5540 2764 1001
SSLM mg/L 4040 8505 5787 825
%SSVLM % 80,0 92,0 87,2 2,6
IVF mg/L 22,0 116,0 58,4 15,9
%DQOs % 30,0 99,0 69,0 12,4
DQO/DBO - 1,1 2,3 1,5 0,3
N-NHE  ssvim 4,1 17,7 10,0 3.4
N-NH4  ssimd 100 550 389 12,1
CPTs sy 0.1 20 1.2 0,4
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ANEXO 6. RESUMEN ESTADISTICO. CALIDAD DEL EFLUENTE Y RENDIMIENTOS DE ELIMINACION

Tabla A. 17. Rango, media y desviacién estandar de las fracciones del nitrdgeno en el efluente y sus respectivos rendimientos de eliminacién.

Reactor CX Reactor DN Reactor QB

Desviacién Desviacién Desviacién

Unidades Minimo Méximo Media Estandar Minimo Méximo Media  Estandar Minimo Méximo Media  Estandar

NTs mg/L 8,9 38,9 221 7,7 33 9,4 6,4 1,6 5,6 45,0 19,0 11,5
rNTs % 21,47 67,23 50,05 13,43 69,05 91,44 82,79 553 28,22 83,03 59,79 14,64
N-NH4 mg/L 0,06 19,00 4,54 6,72 0,03 1,22 0,17 0,27 0,10 32,60 9,55 9,74
rN-NH4 % 18,52 99,61 83,70 23,95 89,39 99,90 99,02 2,24 41,88 99,60 78,88 18,61
N-NO2 mg/L 0,02 1,83 0,67 0,52 0,00 0,32 0,05 0,07 0,04 5,67 1,35 1,50
N-NO3 mg/L 6,53 18,50 11,91 3,48 1.71 7,15 3,91 1,74 0,36 11,10 6,14 2,67
NKTs mg/L 1,44 29,86 9,55 8,29 0,45 4,78 2,45 1,06 0,98 35,95 11,45 10,54
rNKTs % 20,68 87,79 62,10 20,26 82,96 99,12 93,29 3,50 44,69 96,39 77,47 16,91
%N-NO2 % 0,16 13,74 5,50 4,15 0,05 5,21 1,24 1,40 1,07 50,31 16,40 12,78
Reactor CT1 Reactor CT2 Reactor ML
Desviaciéon Desviacion Desviacion

Unidades Minimo Maximo Media Estandar Minimo Méaximo Media Estandar Minimo Méximo Media  Estandar

NTs mg/L 17,0 53,0 33,1 11,0 20,0 48,0 32,0 7,7 31,9 2,6 8,7 3.8
rNTs % 4,00 60,47 36,03 13,95 20,00 57,14 36,52 10,02 96,00 19,00 81,60 10,40
N-NH4 mg/L 4,40 45,00 26,50 11,84 15,00 42,00 26,83 7,98 29,30 0,20 3,10 4,00
rN-NH4 % 10,20 89,52 44,20 20,68 14,58 63,16 41,05 1,77 99,70 0,00 91,00 14,00
N-NO2 mg/L 0,00 5,20 2,03 1,69 0,00 3,20 1,31 0,88 2,50 0,00 0,80 0,70
N-NO3 mg/L 0,50 4,70 1,45 1,25 0,50 3,60 1,66 1,03 8,80 0,50 3,50 2,20
NKTs mg/L 12,10 52,31 29,65 12,60 16,00 46,10 28,99 8,49 28,80 0,00 4,50 3,60
rNKTs % 5,26 71,40 43,41 17,88 22,91 61,69 42,93 10,73 100,00 27,00 90,60 8,90
%N-NO2 % 0,60 91,07 52,21 23,79 0,50 6,80 2,97 1,72 72,00 2,00 20,00 18,20
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ANEXO 7. CALIDAD DEL EFLUENTE, RENDIMIENTOS DE ELIMINACION, VARIABLES FISICOQUIMICAS Y PARAMETROS
OPERACIONALES MEDIDOS EN LA EDAR ML

Tabla A. 18., Variables fisicoquimicas y parametros operacionales medidos en la EDAR ML

CN-

TRHr TRHds %QrecEX %QrecIN SSLM IVF %SSVLM SSVLM T DQOs/NTs %DQOs DQO/DBO DBO5 DOOs DQOp Rrec TRC CM CM(DQOs) CPTs  NH4
ML-1 2125 14,55 150 211 4410 54 88 3881 314 17,22 82,03 127 80 899 197 212 32,3 021 021 129 1528
ML-2 21,85 14,95 98 174 4855 52 90 4351 30,2 1214 6594 105 698 482 249 159 17,4 0,11 009 152 1317
ML-3 2155 14,75 93 174 5120 82 91 4659 31 1953 9378 119 929 1041 69 264 153 0,17 017 117 121
ML-4 2033 13,91 98 169 5950 64 91 5415 307 16,81 76,08 124 900 849 267 212 12 017 014 093 10,62
ML5 23,79 16,28 75 151 5600 47 90 5040 29,4 136 7716 156 700 841 249 212 104 0,14 015 1,35 17,33
ML-6 19,39 13,27 87 158 5450 50 91 4960 28,3 1502 72,65 232 450 757 285 2,27 92 0,15 0,14 0,81 9,84
ML7 20,02 137 99 164 4945 34 85 4203 29,3 154 79,62 137 800 875 224 23 88 0723 023 138 1479
ML-8 2145 14,68 105 172 5000 32 90 4500 27,7 12,33 72,68 142 623 641 241 224 118 0,18 018 125 115
ML9 2154 14,74 104 171 5135 49 90 4622 254 12,28 72,93 146 750 800 297 2,22 10,3 0,15 016 137 14,34
ML10 2144 14,67 88 221 4985 70 88 4387 232 2444 9557 146 757 1056 49 237 11 019 023 095 926
ML11 157 10,74 53 117 4865 70 90 4380 21,1 157 69,68 132 585 540 235 336 10 022 023 1,19 1477
ML12 17,11 11,71 61 179 5585 66 89 4971 215 10,82 70,07 134 700 658 281 273 85 0,16 016 082 12,36
ML13 17,4 11,91 67 168 4160 66 87 3619 22,1 2395 97,13 1131020 1116 33 377 93 022 022 172 13,42
ML14 84 575 67 95 5380 89 89 4813 153 312 5858 163 8 785 555 251 134 0,07 008 036 572
ML-15 19,12 13,09 88 186 5735 64 84 4794 19,5 1552 77,88 133 780 810 230 2,04 10,7 0,11 012 092 1185
ML16 19,3 13,21 79 199 6400 70 85 5440 18,6 919 69,62 153 450 479 209 2,09 13,1 0,12 013 082 10,05
ML17 1602 10,96 86 168 6170 73 85 5245 17,2 1511 70,24 17 500 597 253 2,15 122 0,12 012 051 1235
ML-18 18,77 12,85 100 196 6525 71 86 5612 19,8 1412 66,21 193 418 535 273 1,79 14,1 0,08 009 069 711
ML19 18,14 12,42 108 195 6345 63 85 5393 194 17,58 67,77 222 420 633 301 1,94 145 0,09 012 082 498
ML-20 18,1 12,38 87 162 6465 58 85 5495 19,1 1373 66,97 145 600 582 287 1,66 139 0,13 011 1,08 484
ML-21 1845 12,62 70 145 6585 60 86 5663 19 1198 83,53 125 480 502 99 194 145 0,1 01 074 553
ML-22 19,77 13,53 136 173 6000 41 85 5100 20,5 513 62,5 1,78 180 200 120 1,82 14,1 0,04 004 06 735
ML-23 1858 12,71 118 197 6825 49 83 5665 20,6 18,07 68,4 142 730 710 328 1,71 157 0,12 012 152 498
ML-24 1165 7,97 83 125 5681 42 84 4758 16,8 10,19 72,92 144 399 420 156 2,34 115 0,16 017 1,96 8,9
ML-25 1697 11,61 114 112 4725 54 80 3780 19,2 1397 68,28 139 580 549 255 226 11,1 0,16 015 077 816
ML-26 16,86 11,54 127 170 5475 56 82 4490 19,3 693 57,68 172 280 278 204 1,91 127 0,08 008 073 993
ML-27 17,65 12,08 118 208 5890 58 83 4889 20,1 569 44,78 226 220 223 275 1,77 134 0,09 009 119 919
ML-28 1834 12,55 135 220 5660 70 84 4736 222 826 543 107 600 347 292 1,6 142 0,11 009 123 814
ML-29 19,77 13,53 138 239 5900 76 84 4956 217 399 4596 194 166 148 174 1,8 11,7 0,05 004 056 7,39
ML-30 1847 12,64 113 212 5975 69 84 5019 24 8,46 44,1 131 542 314 398 2,08 104 0,13 009 108 7,99
ML-31 17,88 12,24 107 199 6035 74 85 5130 24,8 637 30,04 161 510 246 573 227 99 0,13 008 14 746
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CN-

TRHr TRHds %QrecEX %QrecIN SSLM IVF %SSVLM SSVLM T DQOs/NTs %DQOs DQO/DBO DBO5 DOOs DQOp Rrec TRC CM CM(DQOs) CPTs  NH4
ML-32 19,12 13,08 118 222 6655 65 85 5679 256 943 47,54 135 512 328 362 1,78 91 0,09 006 112 4,08
ML-33 19,68 13,46 108 220 6395 58 86 5520 26,3 2525 72,88 153 601 669 249 1,84 93 0,12 01 134 412
ML-34 19,96 13,66 116 239 5700 54 86 4923 272 1241 71,88 149 639 685 268 194 99 0,12 013 1,5 463
ML-35 22,28 15,25 113 194 5335 60 86 4565 27,2 1313 68,97 112 687 529 238 1,79 108 0,12 009 147 597
ML-36 20,27 13,87 119 246 5165 50 88 4525 29 771 68,99 161 480 534 240 1,8 106 0,15 015 1,58 12,97
ML-37 2061 14,1 121 184 5555 60 87 4835 30,5 425 4846 1,86 330 298 317 1,82 103 0,1 009 154 125
ML-38 21,72 14,86 125 222 5550 42 87 4846 29,3 10,86 7213 134 670 647 250 1,91 10,3 0,15 011 146 112
ML-39 2191 14,99 131 264 5140 43 85 4369 29,9 9,67 70,07 145 581 590 252 21 102 0,14 014 1,71 1072
ML-40 2309 158 116 181 5605 41 85 4747 315 583 53,85 163 400 350 300 1,61 103 0,09 009 167 1079
ML-41 2091 14,31 115 197 5830 42 86 5037 315 135 73,04 138 805 810 299 1,8 11 0,18 019 1,59 10,38
ML-42 1942 13,29 134 167 4040 37 90 3619 30,3 1618 697 132 827 759 330 1,31 265 022 022 162 14,08
ML-43 20,22 13,83 190 187 5725 47 91 5195 296 32,65 99,01 133 830 1097 11 1,26 19,2 0,21 026 067 693
ML-44 2029 13,89 227 219 6400 44 91 5824 29,9 1308 66,37 158 500 523 265 1 162 0,1 01 0,71 6,66
ML45 19,25 13,17 178 177 6695 50 91 6122 29 1422 67,92 15 80 815 38 1,1 194 0,15 014 096 108
ML-46 19,98 13,67 184 187 6580 48 92 6029 29,3 316 71,05 159 710 800 326 1,81 13,2 0,11 011 079 501
ML-47 19,99 13,68 243 182 6785 52 91 6175 28,8 11,82 70,21 171 650 780 331 198 96 0,09 013 097 944
ML-48 21,35 14,61 260 175 6975 57 91 6333 27,8 11,95 70,16 168 670 790 33 1,8 95 0,13 013 097 974
ML-49 21,73 14,87 247 182 7330 52 91 6670 26,1 12,77 8297 13 80 926 190 2,02 87 0,15 016 1,15 10,43
ML-50 21,01 14,38 227 189 7380 50 91 6739 24,1 12,24 7518 126 900 851 281 19 92 012 013 1,07 10
ML51 214 14,64 206 173 7180 45 90 6470 234 13,84 90,99 127 875 1010 100 1,86 10 0,11 012 1,04 11,79
ML-52 22,08 15,11 254 210 8505 37 89 7569 24 11,58 67,23 126 850 720 351 1,84 10,7 0,08 009 089 499
ML-53 19,64 13,44 167 99 5925 63 86 5096 21,2 1142 69,25 128 800 707 314 266 81 0,16 015 1,59 17,08
ML-54 2044 13,99 206 214 5720 63 89 5085 19,6 1169 67,14 154 680 705 345 255 7,3 0,13 012 136 951
ML-55 19,13 13,09 246 224 5550 96 88 4890 19,1 1194 67,62 215 502 731 350 2,67 67 015 018 144 12,43
ML-56 18,29 12,52 175 148 5600 98 87 4872 174 17,35 80,25 126 877 890 219 259 64 023 024 169 11,42
ML-57 21,15 14,48 210 208 5565 116 90 4988 20 1302 81,83 134 810 887 197 253 75 0,15 016 165 17,73
ML-58 1589 10,87 222 203 7710 74 88 6775 17,3 13,84 7234 157 580 659 252 226 83 0,09 011 046 693
ML-59 20,19 13,82 208 181 7210 91 88 6309 18,6 6,88 44 219 342 330 420 1,89 7.9 0,09 005 079 587
ML-60 2067 14,14 211 194 6600 59 87 5742 18 1414 69,61 131 780 710 310 1,3 13,1 0,09 009 108 691
ML-61 19,35 13,24 278 203 6395 68 88 5644 19,2 1296 656 17 494 551 289 1,23 158 0,09 01 125 638
ML-62 2199 1505 255 212 5360 63 87 4641 204 982 69,25 135 700 653 290 1,39 14,7 0,09 011 1,25 1476
ML-63 16,13 11,04 193 173 5395 74 87 4706 19 1198 7696 165 563 715 214 1,46 14 0,13 015 145 1546
ML-64 1863 12,75 261 158 5440 65 86 4685 19,8 1374 648 14 700 635 345 1,32 136 0,13 012 157 106
ML-65 21,38 14,63 202 194 4900 68 87 4263 19,1 529 53,01 214 256 291 258 1,41 151 0,07 008 148 14,25
ML-66 2148 14,7 216 177 5200 64 87 4520 21,2 1406 6912 15 750 779 348 1,3 14 0,16 017 1,79 12,74
ML-67 17,14 11,73 216 193 5570 47 87 4829 21,6 106 69,04 153 550 582 261 1,51 143 0,19 019 144 9,05
ML-68 18,75 12,83 143 170 5925 54 87 5170 23,1 17 68,85 14 816 787 35 147 146 014 012 136 856
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CN-
TRHr TRHds %QrecEX %QrecIN SSLM IVF  %SSVLM SSVLM Tr DQOs/NTs %DQOs DQO/DBO DBO5 DOOs DQOp Rrec TRC CM CM(DQOs) CPTs NH4
ML-69 19,45 13,31 142 120 5500 55 86 4730 22,3 4,86 59,83 1,47 322 283 190 1,56 13,2 0,09 0,08 1,43 13,73
ML-70 19,64 13,44 177 138 5340 53 87 4645 23,8 10,6 59,27 1,35 750 598 411 3,37 13,5 0,15 0,12 1,52 12,01
ML-71 18,36 12,56 159 171 5395 44 87 4667 23,7 14,98 59,75 1,62 698 677 456 3,3 12,2 0,15 0,13 1,33 8,84
ML-72 18,23 12,48 100 146 4820 50 85 4105 25,8 8,33 62,34 1,73 450 485 293 3,77 132 0,2 0,179 1,94 12,18
ML-73 13,13 8,98 189 129 4275 54 82 3520 24,4 17,97 72,3 1,36 757 744 285 2,06 17,3 0,32 0,29 1,38 11,12
ML-74 18,11 12,39 135 162 5445 52 85 4655 25,8 14,74 70,54 1,3 700 644 269 0,86 27 0,2 0,18 1,18 7,98
ML-75 18,95 12,97 196 175 5295 42 87 4615 27,7 22,2 90,31 1,24 890 997 107 1,17 26,7 0,18 0,18 1,51 9,67
ML-76 19,66 13,46 206 216 5340 22 88 4699 28,4 13,58 67,82 1,21 741 607 288 1,38 24,6 0,16 0,14 1,77 10,38
Tabla A. 19. Calidad del efluente y rendimientos de eliminaciéon de contaminantes en la EDAR ML
%N- rN-
NT NTs NKT N-NH4 N-NO2 N-NO3 PT PTs P-PO4 SST DQO DQOs DBO5 NKTs rSST rDQO rDQOs rDBO5 rNKTs rNTs rPTs NO2 NH4
ML-1 49 396 282 15 0,08 2 12 043 036 5 44 43 17 188 98 96 95 98 96 92 92 4 9672
ML-2 121 89 769 491 2,1 231 082 076 051 8 45 41 20 449 9% 94 92 97 89 78 87 48 90,35
ML-3 68 602 479 201 0,64 137 028 02 012 6 38 29 15 4013 98 97 97 98 92 89 95 32 9578
ML-4 811 794 567 4,64 1,13 131 015 014 011 6 36 29 7 55 96 97 97 99 89 84 96 46 90,45
ML-5 9,54 954 642 416 1,47 165 017 011 009 5 38 39 8 642 97 97 95 99 91 87 98 47 9332
ML-6 39 874 192 065 0,08 1,9 021 01 0,1 5 40 35 12 676 97 96 95 98 87 83 97 4 9833
ML-7 7,79 102 346 482 25 183 063 033 03 14 68 47 20 587 93 94 95 98 90 82 93 58 90,97
ML-8 89 712 659 46 0,81 15 245 213 207 10 64 45 18 481 94 93 93 97 91 86 56 35 90,13
ML-9 11,1 864 852 447 1,86 072 357 33 362 7 41 32 10 6063 92 96 96 99 91 88 33 72 92,20
ML-10 58 482 37 1,82 0,11 199 092 079 069 6 35 30 1272 9% 97 97 100 94 89 76 5 9516
ML-11 102 982 862 601 0,66 092 045 033 025 7 36 29 38239 9% 95 95 100 76 71 82 42 7983
ML-12 958 812 484 1,92 2,45 229 035 03 024 6 35 32 1M 338 9% 96 95 98 94 87 91 52 9552
ML-13 146 129 124 813 1,2 1366 317 308 6 47 13 9 107 97 96 99 99 77 72 15 55 75,80
ML-14 41 295 269 1,25 021 12031 016 014 6 30 20 5 154 90 78 75 94 94 88 59 15 87,49
ML-15 68 52 238 087 032 41 151 134 118 6 33 29 4 078 9 97 96 99 99 90 60 7 9802
ML-16 11,9 94 809 2,1 021 28 15 013 008 7 30 25 6 639 9 96 95 99 88 82 96 7 9539
ML-17 109 981 696 2,8 0,14 35 066 003 004 7 38 26 6 617 95 96 96 99 84 75 99 4 9358
ML-18 10 933 37 047 0,1 62 03 02 015 5 36 31 5 303 97 96 94 99 92 75 93 2 9859
ML-19 98 87 3,18 1,89 0,12 65 054 03 02 6 28 26 5 208 97 97 96 99 94 76 89 2 9094
ML-20 98 89 369 16 021 59 058 025 022 5 32 26 5279 97 96 96 99 93 79 92 39239
ML-21 8 64 428 3,1 0,12 36 044 03 029 6 38 28 5 268 96 94 94 99 94 85 90 3 8597
ML-22 158 138 7.9 5,49 0,81 709 041 028 027 7 57 44 10 59 9 82 78 94 85 65 89 10 82,84
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NT NTs NKT N-NH4 N-NO2 N-NO3 PT PTs P-PO4 SST DQO DQOs DBOS NKTs rSST rDQO rDQOs rDBO5 rNKTs rNTs rPTs I?IGONZ er:14

ML-23 11,7 105 5,96 2,94 0,54 52 1,51 142 1,39 7 62 52 1" 4,76 96 94 93 98 88 73 68 9 8566
ML-24 161 124 1459 13,9 0,31 1.2 1.6 1,02 0,99 26 61 50 12 10,886 90 89 87 97 71 67 67 21 29,08
ML25 363 319 3321 29,3 0,96 213 041 029 0,24 22 64 47 14 28,807 85 92 91 98 27 19 89 31 0,00
ML-26 11102 6,48 4,36 0,25 4,27 045 032 0,32 15 48 45 8 5,68 93 90 84 97 86 75 86 6 86,71
ML-27 13,8 121 5,55 2,22 1,62 6,63 23 189 1,78 14 56 52 8 3,85 92 89 77 96 90 69 65 20 9353
ML-28 6 4,5 1.9 0,36 0,12 4 045 0,31 0,24 10 38 35 6 0,38 95 94 90 99 99 89 93 3 9884
ML-29 14 124 4,8 0,39 0,98 8,2 09 042 0,34 10 70 36 10 3,22 95 78 76 94 91 67 82 1 98,81
ML-30 52 643 2,2 0,65 0,12 29 039 0,09 0,07 8 39 32 14 3,41 97 95 90 97 91 83 98 4 97,92
ML-31 111 9,5 52 2,29 2,1 384 048 023 0,41 20 74 43 10 3,56 96 91 83 98 91 75 96 35 91,85
ML-32 52 6,3 1.9 0,69 0,21 31 079 omn 0,05 8 38 32 10 2,99 97 94 90 98 91 82 98 6 96,41
ML-33 127 114 53 0,98 0,18 72 015 013 0,07 6 34 30 6 4,02 96 96 96 99 85 57 98 2 94,81
ML-34 8,4 79 4,6 1,62 2 1,83 038 0,13 0,06 19 36 28 8 4,07 91 96 96 99 93 86 98 52 91,78
ML-35 11,6 8,6 34 0,65 2,2 6 062 034 0,25 8 37 38 8 0,4 95 95 93 99 99 79 93 27 97,14
ML-36 72 53 3,7 1,58 1.8 175 044 0,29 0,28 16 53 44 8 1,75 89 93 92 98 97 92 95 51 96,83
ML-37 8,2 6,4 2,7 0,96 1.8 372 2,73 259 2,42 8 45 40 1" 0,88 97 93 87 97 99 91 55 33 98,19
ML-38 54 4,2 1.7 0,45 0,08 3,6 2 1.8 1.7 6 48 45 9 0,52 96 95 93 99 99 93 70 2 99,07
ML-39 71 52 1.7 0,42 1,82 3,6 56 4,8 4,6 6 56 45 12 0 96 93 92 98 100 91 37 34 99,04
ML-40 7,8 5 6,4 2,87 0,65 0,79 03 025 0,2 6 24 21 8 3,558 98 96 94 98 94 92 96 45 93,62
ML-41 7,7 5 55 3 0,74 1,42 03 025 0,2 8 39 35 7 2,844 96 96 96 99 95 92 96 34 9333
ML-42 6,1 4,9 4,2 2,29 0,41 15 0,4 0,3 0,23 6 38 33 18 2,99 97 97 96 98 94 90 94 21 9435
ML-43 3,5 3 1.8 0,44 0,02 0,551 054 0,19 0,13 17 49 49 17 2,466 93 96 96 98 93 91 93 4 98,62
ML-44 63 6,01 39 2,04 0,81 1,55 036 0,17 0,25 17 46 36 7 3,65 89 94 93 99 91 85 96 34 94,46
ML-45 6,5 6,5 4,48 2,5 0,21 1,81 05 0,17 0,39 7 38 34 10 4,48 97 97 96 99 92 89 96 10 94,66
ML-46 7 6,1 4,79 2,29 0,51 17 041 027 0,22 7 38 35 8 3,89 98 97 97 99 89 83 90 23 92,05
ML-47 10,8 9,2 6,4 2,11 1,85 253 054 053 0,51 6 44 39 10 4,82 97 96 95 98 93 86 90 42 95,88
ML-48 71 6,1 5,1 3.1 0,32 165 028 0,23 0,14 6 36 34 7 4,13 98 97 96 99 94 91 96 16 93,82
ML-49 115 938 9,8 8,73 0,22 1.5 041 017 0,12 7 67 50 12 7,66 97 94 95 99 89 87 98 13 8559
ML-50 10,8 9,8 9,8 6,98 0,04 0,96 01 007 0,02 5 49 43 10 8,8 99 96 95 99 87 86 99 4 8841
ML-51 102 895 72 37 0,12 285 033 027 0,19 8 59 47 1" 5,98 97 95 95 99 92 88 95 4 94,01
ML-52 143 8,2 13 10,6 0,1 121 066 0,32 0,25 7 51 40 10 6,89 97 95 94 99 89 87 95 8 6989
ML-53 17,2 125 13,4 9.81 2,53 1,24 1.6 1,18 1,18 18 71 53 13 8,73 92 93 93 98 86 80 81 67 81,66
ML-54 43 2,6 2,7 1.3 0,08 15 05 0,31 0,31 8 44 37 8 1,02 97 96 95 99 98 96 95 5 9691
ML-55 91 795 41 1,02 2,1 29 032 021 0,2 8 50 46 5 2,95 96 95 94 99 95 87 96 42 97,94
ML-56 8,4 6,1 57 42 08 1,9 051 013 0,09 7 37 33 2 34 95 97 96 100 93 88 97 30 8576
ML-57 11,3 102 5,43 2,04 1,63 4,24 0,12 0,1 0,1 7 43 40 3 4,33 96 96 95 100 94 85 99 28 96,95
ML-58 7,6 56 4,32 0,75 0,43 285 012 019 0,17 7 30 30 3 2,316 96 97 95 99 95 88 88 13 97,81
ML-59 152 108 9,09 4,36 0,75 536 023 0,19 0,19 6 49 30 3 4,689 97 93 91 99 90 78 96 12 86,07
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NT NTs NKT N-NH4 N-NO2 N-NO3 PT PTs P-PO4 SST DQO DQOs DBOS NKTs rSST rDQO rDQOs rDBO5 rNKTs rNTs rPTs I?IGONZ er:14
ML-60 16,5 136 8,02 3,66 08 7,68 0,12 0,08 0,07 7 40 30 5 512 97 96 96 99 90 73 99 9 8874
ML-61 121 8,8 515 15 0,25 68 041 021 0,21 6 44 37 4 1,75 96 95 93 99 96 79 96 4 94,93
ML-62 12,2 9,5 7,28 3,01 0,12 48 1,67 144 1,27 6 54 41 8 4,58 96 94 94 99 93 86 72 2 94,67
ML-63 123 982 8,5 2,06 0,85 3 089 058 0,52 10 38 35 6 5,97 94 96 95 99 90 84 86 22 9584
ML-64 151 132 6 1,09 0,62 8,48 1,28 1,07 0,86 12 42 40 6 4,097 93 96 94 99 91 71 77 7 9734
ML-65 121 118 57 1,99 0,29 606 1,31 1,26 1,21 5 37 33 6 5,447 97 93 89 98 90 79 79 5 9591
ML-66 99 885 43 0,16 0,25 54 038 029 0,19 7 47 32 8 3,202 97 96 96 99 94 84 96 4 99,66
ML-67 98 949 43 1,82 0,63 489 023 0,15 0,09 7 38 27 6 3,973 95 95 95 99 93 83 97 1M 94,26
ML-68 121 1 29 0,52 0,35 884 037 025 0,09 8 43 25 7 1,806 97 96 97 99 96 76 95 4 9856
ML-69 105 117 39 1,89 0,5 61 026 0,18 0,12 5 25 24 3 5,101 95 95 92 99 91 80 97 8 96,47
ML-70 102 115 1.8 1 0,52 7,89 0,29 0,2 0,14 7 27 25 13 3,093 97 97 96 98 95 80 96 6 97,79
ML-71 109 982 49 2,08 0,78 525 026 022 0,09 4 42 29 10 3,794 98 96 96 99 92 78 95 13 93,42
ML-72 10,1 1 53 4,66 0,87 39 029 029 0,22 5 27 26 8 6,232 96 97 95 98 89 81 95 18 87,57
ML-73 93 827 41 2,05 0,49 4,74 036 029 0,25 2 34 31 10 3,038 99 97 96 99 93 80 92 9 92,18
ML-74 7 6,8 2,6 0,39 0,61 379 133 1,15 1,13 8 34 29 1" 2,4 94 96 96 98 95 84 73 14 98,59
ML-75 109 976 72 2,22 0,26 344 1,95 1.4 1,32 8 40 36 9 6,06 96 96 96 99 87 78 78 7 93,90
ML-76 8,8 6,8 54 1,53 0,79 2,64 25 225 2,07 10 52 36 10 3,37 92 94 94 99 92 85 64 23 95,84
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ANEXO 8. CALIDAD DEL EFLUENTE, RENDIMIENTOS DE ELIMINACION, VARIABLES
FISICOQUIMICAS Y PARAMETROS OPERACIONALES MEDIDOS EN LA EDAR CT,
CX,DNYQB

Tabla A. 20. Variables fisicoquimicas y pardmetros operacionales medidos en la EDAR QB y CX

QB1 QB2 QB3 QB4 QBS QB6 QB7 QB8 QB9 QBM QBU QB2 QBB QBM QB QBB QBU QBB QBB QB20 QB21 QB22 QB23 QB24 QB2S

EF 82 77 57 7.9 52 57 73 78 65 76 54 290 19 u9 B,0 82 0,0 95 17 231 8 14 83 B2 5,9
[4Y] 0.2 0,26 0,25 02 0,24 0,24 0,37 0,32 0,34 0,8 047 0,15 0,1 0,15 0,08 0,22 0,2 0,15 0,16 0,8 01 0,2 o1 01 0,55
€MDQOs 0,5 0,23 0,22 0,8 0,8 0.2 031 027 0,31 0% 0,49 0,8 o, o1 0,1 021 0,1 0,2 0,15 0,8 0,4 0,1 01 01 o1
TRHr 59 59 5,0 5,0 7,1 B4 B4 5,8 5,0 53 B6 7.2 59 7,7 8,2 BS 56 86 76 5,6 87 8,0 82 219 220
TRHds 73 62 82 72 84 79 53 63 75 76 47 49 42 49 51 51 a1 46 39 38 39 4,0 61 51 76
Ter 8,0 8,0 73 7,0 8,1 88 200 20,7 189 205 215 227 245 258 272 285 26,7 245 26,0 224 230 20,7 ua 84 8,0
L} 81 86 4 4 4 u 33 B 34 38 92 24 83 33 35 50 28 28 28 28 28 34 34 37 27
oM k3 u 67 9% 95 86 67 52 66 63 8 76 u 66 65 50 72 72 72 72 72 66 66 63 73
0A 0 0 33 0 1 [ 0 35 0 [ [ 0 3 1 [ [ 0 0 0 0 [ 0 0 0 0
PHLM 7,52 743 748 7,07 7,28 736 7,26 738 7,61 7,63 77 74 7,05 729 7,23 734 745 7,65 7,79 7,39 7,54 747 755 7,559 7,49
CondLM 2440 2740 2480 2560 2450 2490 2420 2560 2650 2070 2300 v 788 1820 730 1760 543 1590 745 2020 1623 F3) 830 51U 2000
SSLM 240 2035 2485 2190 2005  1.830 1805 2370 2560 2470 1790 2940 2870 320 2390 2965 2240 2430 2400 = 2650 = 2450 2660 2430 2950 3058
%SSVLM 82 83 81 78 79 80 81 79 82 82 87 83 77 80 80 77 75 78 80 78 74 77 68 77 82
R.rec 18 21 20 22 20 21 2,0 17 16 16 16 14 13 14 12 13 13 15 17 13 15 17 1 14 10
IVF 30 24 18 29 1m0 20 u2 B3 n7 u1 52 156 150 157 u1 59 81 98 99 100 75 m 94 103 22 18
IVF5 249 226 258 228 249 262 244 245 281 324 302 286 307 256 100 82 152 156 83 u3 245 65 206 21 235
NTLM 92 98 07 99 08 88 85 81 85 85 82 67 61 54 52 74 63 a6 56 42 50 a8 63 41 49
PTLM 29 24 32 34 33 31 24 32 25 27 B 25 2 24 37 33 36 34 2 30 40 30 35 30 24
paLm 144 144 163 149 152 15 15 153 138 149 142 125 142 131 135 143 134 128 134 149 143 133 145 139 126
%DQO0s a5 62 52 42 45 47 53 53 58 57 75 a4 a4 a7 49 47 a4 a7 67 60 56 a8 51 56 a5
DQO/DBO 18 15 18 18 17 18 17 16 17 16 14 18 16 17 23 16 19 15 16 19 19 21 19 19 19
cs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
cso4 0,17 0,23 0,22 0,1 0,26 021 0,27 0,9 0,24 0,8 033 01 0,17 0,16 0,24 0,24 0,26 0,17 0,22 0,20 0,22 0,23 01 0,2 01
CNT 466 69,7 563 66,7 6338 69,9 918 60,6 684 471 1020 331 375 342 338 a11 380 310 362 432 323 288 299 334 296
CN-NH4 308 49,7 78,1 630 659 59,2 98,9 917 432 885 003 470 617 516 80,7 894 89,1 36,1 ua 439 48,0 43,9 363 500 69,9
CNi 039 043 04 0,29 03 045 0 04 0,35 [ 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 o o [ 0 0 0
czn 0,2 0,27 188 24 0,63 12 0,42 0,17 0,1 0,1 5,22 2,99 4,9 2,25 3 3,87 2,79 166 2,42 2,95 37 2,26 237 156 0,96
CTA 0,87 39 0,96 4,95 3,08 3,52 4,28 64 5,94 3,99 02 131 198 182 125 324 a1 158 155 3,37 3,39 23 12 122 171
cPT 38 61 54 68 5,7 87 9,0 69 68 a5 83 37 33 29 33 4,0 34 30 35 4,0 33 35 22 61 18
cp-pO4 38 61 54 68 57 87 9,0 69 68 45 83 37 33 29 33 4,0 34 30 35 4,0 33 35 22 61 18
CCarb 54 93 09 06 78 us 8,0 07 9.8 67 13 4,9 73 72 60 66 63 5,0 58 66 5.1 8,0 a3 37 84
CProte 252 799 524 68,7 673 682 o5 819 770 639 B72 426 720 4338 299 56,0 422 387 396 49,7 40,1 363 396 46,1 60,0
CAG 95 58 54 B4 205 212 317 246 8,0 BS 317 98 8,7 72 4,0 9,9 95 67 77 66 9,2 89 58 B1 u2
CAGV 0,0 58 227 0,0 0,7 0,0 732 68,8 910 442 | 2972 0,0 0,0 213 0,0 291 0,0 0,0 45 291 387 0,0 0,0 55 0,0
DBOS/NT = 32 a7 a6 36 a4 4,0 55 57 58 50 79 44 a4 a9 2,7 48 31 52 53 39 a4 37 39 a4 30
DBOS/PT | 393 530 478 357 500 321 56,3 50,0 578 528 97,9 40,0 50,0 583 273 500 344 528 556 419 4338 300 516 24,1 489

CXAB1 CXAB2 CXAB3 CXAB4 CXABS CXAB6 CXAB7 CXAB8 CXAB9 CXABI CXAB1 CXAB12 CXABI3 CXABM CXABIS CXABI CXABI/ CXABI8 CXAB19 CXAB20 CXAB21CXAB23

EF 38 3,9 38 33 33 35 34 43 59 6 76 57 57 59 57 ] 13 u 73 217 7,9 8
(Y] 0,36 0,44 038 04 0,49 033 036 051 046 0,25 0,22 0,41 048 04 04 0,16 01 0,19 0,22 0,17 024 0,36
CMDQOs 021 0,15 0,22 ou 0,1 0,15 0.2 0,17 0,21 0,17 0,18 0,22 0,26 0,29 0,25 o, 0,08 0, 0,2 0,15 o 0,2
TRHr 6,1 66 63 69 69 69 69 5.1 58 69 65 67 56 66 63 6,1 6,1 65 65 63 64 65
TRHds 88 96 9,0 9,9 9,9 9,9 9,9 73 84 9,9 93 96 8,0 95 9,1 88 88 9,4 93 9,0 9,2 94
Ter 6,6 16,8 15,7 72 5,4 72 B 5 20 217 232 232 232 263 26,6 25 22 234 22 201 202 68
o8 0 0 0 0 0 0 Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
om 1 2 0 0 9 0 35 0 2 0 0 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o7 99 98 100 100 91 100 48 100 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
pHLM 7,73 7,55 7,22 733 7,65 7 71 734 732 732 7,56 7,56 7,88 7,5 7,55 733 731 734 7,32 76 75 7,48
CondLM 1600 2040 1950 2050 150 794 946 261 1720 1506 1580 760 1699 BY 676 B48 02 1536 77 480 2540 1700
SSLM 735 2020 130 2350 1890 610 1580 B30 100 1860 1560 700 1550 230 ms 2590 2980 2320 1870 2860 2750 2065
%SSVLM 85 87 89 88 81 86 80 83 82 85 85 85 84 77 82 78 70 77 91 84 86 85
R .rec 13 14 10 13 09 17 16 14 14 19 18 12 17 23 14 12 19 15 14 11 1 10
IVF 30 92 109 us B6 74 99 01 20 200 18 1“1 153 103 89 24 85 74 86 07 m 09 92
IVES 61 218 415 272 1m 74 77 218 364 3p 256 300 81 154 231 224 08 u7 182 182 21 65
NTLM m B2 01 09 28 1“0 105 98 98 9% 9% 72 74 85 87 85 80 80 84 87 80 92
PTLM 22 25 24 27 32 39 32 29 23 23 1 24 24 23 20 28 25 22 20 20 0 20
paLm 144 142 144 154 148 149 133 145 142 133 123 121 132 148 136 139 146 133 125 136 13 133
%DQOs 32 5 21 2 30 21 8 30 33 35 32 32 a1 33 30 34 a5 38 34 35 26 28
DQO/DBO 27 35 22 2,7 23 25 26 19 18 18 2,7 2,1 16 23 2,0 2,0 17 19 19 25 2,0 19
cs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
csoa 0,82 0,72 0,69 073 0,81 0,98 0,59 125 104 0,73 12 0,97 106 122 138 043 0,66 0,74 0,74 052 056 0,80
CNT 269  U65 646 W54 W78 B85S 999 681 B6O 840 037 199 W1 U38 B34 431 406 60,7 882 769 617 80,7
CN-NH4 781 63,0 659 59,2 98,9 917 432 885 003 470 617 516 80,7 89,4 89,1 36,1 ua 239 48,0 439 363 69,9
cPT 6,3 244 8,6 235 232 256 30,1 138 214 0,4 2,8 2,0 0,5 83 8,7 69 38 88 03 88 8.2 13
CP-PO4 B 53 18 B4 0.2 83 7 16 7,3 89 96 96 9,0 B9 BS 55 22 67 85 6,0 53 04
ccarb 258 19 275 596 93 7,6 28 93 24,1 B7 15,7 9,9 5,2 220 23,0 5.8 53 a1 65 6,0 45 0,4
CProte 976 073 1036 B4 B04 854 448 88,7 us 732 112 m3 “59 138 229 481 B3 75,2 69,2 46,7 723 933
CAG 86 B9 63 88 03 226 352 424 44,2 229 2838 29,7 35,1 513 46,1 BS 41 22,4 B,0 19,6 211 24,9
CAGV 0,0 378 211 0,0 08,7 0,0 0,0 0,0 01 0,0 0,0 0,0 B0 76 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
DBOS/NT 29 26 37 31 34 25 54 3,0 36 33 23 2,9 38 29 2,9 38 25 29 24 2,2 36 37
DBOS/PT 229 87 329 9,0 219 8,7 7,8 338 315 26,9 83 288 411 27,0 25,7 236 270 20,2 205 8,8 27,0 26,2
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EF
cm
CcMDQOs
TRHr
TRHds
Tor
o8
om
0A
pHLM
CondLM
SSLM
%SSVLM
R.rec
IVF 30
IVES
NTLM
PTLM
paLm
%DQOs
DQO/DBO
CNT
CN-NH4
cpT
cP-PO4
CCarb
CProte
CAG
CAGV
DBOS/NT
DBOS/PT

EF
cm
CcMDQOs
TRHr
TRHds
Tor
o8
om
oA
co3
PHLM
CondLM
SSLM
%SSVLM
R rec
IVF30
IVES
NTLM
PTLM
paLm
%DQOs
DQO/DBO
CNT
CN-NH4
cpT
cp-PO4
CCarb
CProte
CAG
CAGV
DBOS/NT
DBOS/PT

DN1
40
0,06
0,08
6
5.1
8

313
B8
28
17
04
15,7
5
00
27
299

cT11
53
0,25
034
57
53
7,0
33
54
42
46,6
7,02
2940
4070
72
14
88
57
40
59
160
56
18
911
68,7
8
99
14
735
384
0,0
4,04
8

Tabla A. 21. Variables fisicoquimicas y pardmetros operacionales medidos en la EDAR DN

DN2

0,10
0,08
us
66
16
45
55

7,42

2860

3550
68

01
180
57
36

145
54

30,1
57
27

20
201
07
0,0
31
352

Tabla

cT12
73
0,17
08
50
48
7,0
88
83
23
416
7,01
4560

2,4
38,2
340

59

42

13
89,0
25,0

00
3,06

56

DN3

012
0,09
B2

59
08

308
2,7

31
1,7

0,0
23
34,9

DN4
24
ou
0,09
u7
66
56

22
321
231
38
23
4,0
206
79
0,0
47
40,0

DNS
28
0,07
0,10
n7
52
54
82
B
0
7,50
3920
3330
70
14
108

412
B9
31

36
7,7
24
00
24
314

DN6

0,10
0,07
5,7
74
8,1
76

7,0
2910
3080
71
13
23

65
38
148
49
17
37,0
303
36
21
33
14
72
0,0
27
275

DN7
2
0,0
0,09
16
52
7,2

241
65
38

153
22

439
03
32
23
27
16
9,0
0,0
27
36,3

DN8
8,4
0,17
0,07
u3
64
5,9

139
28

416
324
43
4,0
4,0
27,9
12
0,0
42
40,5

DN9

0,05
0,05
5,0
71
1,7
65
31

7,55

2330
3670

258

DNID

399
243
46
4,0
48
40,1
ns
0,0
46
398

DNIL
22

0,3

0,09

238

22
27,6
5
41
25
49
354
5,0
13
50
336

DN
40
0,19
o1
B1
81
217
68
31

7,23

310

3230
73
13
n4
223
71
31
128

23
289
u7
45
28
28
27,0
29
0,0
66
42,4

DNB
»
0,0
0,3
53
73
229
68
32

7,46

3060

3510
70

205
59
29

135
40

435
08
36
24
29
242
27
0,0
24
291

DNH
©
0,2
0,3
53

23
376
7,7
37
30
29
305
21
71
32
330

DNI5

on
5]
53
69
255

155
27
23

54,7

259
5,0
34
35

335
ns
82
27

295

DN

22
34,9
B9
44
22
27
302
53
53
29
231

DNT
28
0,09
0,16
n7
52
244
53
45

7,03
1
3160
68
21
01
84
41

144

17
416
26
60
a4
19
BS
87
0,0
25
7

DNB
40
0,03
0,03
B,0
58
211
68
30

752
986
3290
62
31
85
6
44
38
139
64

233
4.8
07
06
36
36
09
00
12

391

A. 22. Variables fisicoquimicas y pardmetros operacionales medidos en

cT13
56
021
0,25
55
49
7,0

339
7.5

3400
4410

09
82
us
61

143
51

83,2
618
0,2
99
88
517
26,5
16,4
348
81

cT14
83
0,6
02
60
52
B0

46,9
ns
459
333
2

cT1S
72
0,28
0,29
52
47

47
38,7
748
3200
4360

89,0
66,1
89
15,0
8,1
86,3
27,0
97,1
364
u

CT16
9,0
027
027
52
47
1,0
60
65
38
34,7
71
3040
6240
73
07
103
79
65
62
145
51
20
72,6
583
53
27
92
74,7
256
0,0
352
5

cT17
48
o1
0,16
50
45
9,0
44
1
53
33,7
687
4470
4350
69

92
166
43
69
137
50
26
017
755
24,7
86
B4
094
29,3
97,2
2,2
3

cT18

41

031

051
48
43

20,0
49

139

22
17,1
214
36,8
30,1
221
17,1
349
0,0
2,63
20

cT19
74
0,26
0,27
5,0
45
23,0
67
75
1
473
7,24
2690
5980
72

107
187

67
141
46

823
62,3
B4
n3
6,7
63,4
223
88,6
3,1
©

CT+D
4.8
0,45
0,44
5,0

cTin
43
0,33
0,28
47
43
25,0
50
51
44
35,0
7,07
2620
4890
73
14
3
221

22
82,7
72,0
B3

9,2

8,0
86,7

53

00
323

0

CTER  CT:B

2,7
043
038
47
42
26,0
53
40
50
0,0
6,65
2540
3850
74
17
]
107
37
59
126
46
17
99,9
78,2
1,7
09

06,5
30,0
0,0
47

0

297

55
0,62
035

48

42
26,0

60

43

40

0,0

74
2390
4980

71

08

51
273

30

57
153

40

21
78,2
63,1
1,2
03

96
617
233

0,0
2,98

u

cT11
31
037
0,26
55
5.1
28,0

913
73,0
7,7
16
2
09,6
203
4,9
4,67
87

CTES
84
0,23
0,22
53
49

127
39
2,6

76,2

66,3

B2
92
83

82,9

B3

37,0

2,28

u

CT16
66
0,25
033
63
55
27,0

27
82,1
62,9
87
69
87
90,9
14,0
70,6
2,34
5

CTEY

6,4
0,23
0,2

6,0

55
24,0

2

26

79

0,0

73
2490
3500

73

18

26

27

46

52
138

24

26
96,3
76,1
n7
0,0

0,1
794
203
29,1
2,28

8,7

cT1B
68
0,36
038
5.8
53
26,0
59
27
78
0,0
7.7
3050
3060
72
17
B1
235
%
48
140
46
2,1
84,6
77,2
08
9,0
10
735
29,4
85,1
37
59

DN1
23
ou
0,08
ua
64
227

137
36

57,8
316
33

24
23,8
64
00
2,2
380

DN20
21
o1
0,09

22
62,0
33,7

31

24
20,5
9,0
0,0

39,3

DN21
21
0,0
0,08
B4
82
B2

22

739
3670
3190

23
278
219

31

16

a1
32,7

23

00

38
339

la EDAR CT1

cT1

73

027

024
58
54

24,0
24
27

132
38
19

92,1

77,7

B2
9.8

08

93,9

9,9

92,8

333
73

CT120
56
03
0,3
59
53
23,0

20
186
97,6
222
B8
B3
02,0
266
00
164
0

DN22  DN23
] 26
012 0,0
02 03
3 24
55 55
B2 16
53 66
23 31
24 3
755 7,69
260 2660
3140 3030
65 66
2,9 24
% 92
166 65
31 48
43 38
151 15
45 54
18 17
433 339
24 B4
36 25
15 20
19 19
58 93
19 19
0,0 0,0
29 34
34,5 46,5

CT+21 CT¥22 CT123

39
032
027

63

56
23,0

250

27,2

2,83
9

5.1 53
0.2 024
0,8 ou
60 6,0
53 53
5,0 9,0
9 0
a 1
% 9
0,0 0,0
695 739
4850 3560
3270 3240
68 68
20 11
92 m
77 108
41 34
73 66
148 143
29 30
31 23
056 956
883 735
16,3 B4
6 14
96 9
96,0 w3
326 49,6
838 353
2,8 2,31
85 0



Anexo

Tabla A. 23. Variables fisicoquimicas y pardmetros operacionales medidos en la EDAR CT2

CT2-1 CT22 CT2-3 CT244 CT2:5 CT2-6 CT27 CT2-8 CT29 CT2-10 CT2-U CT2-2 CT2-B CT2-4 CT2-5 CT2-%6 CT2-7 CT2-8 CT2-19 CT2-20 CT2-21 CT2-22 CT2-23

EF 9,0 20 60 2,0 60 0,0 50 70 8,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 60 310 7,0 0,0 10 50 9,0 60 6,0
cm 0,20 0,8 0,20 0B 0,24 021 031 021 020 020 0,16 020 022 047 028 036 029 060 0,7 0,27 020 026 0,20
CMDQOs 0,8 0,8 025 017 0,26 0,8 021 022 0,8 022 020 020 017 023 021 026 023 034 0,09 0% 0,5 0,25 028
TRHR 5.1 5.1 55 60 60 62 53 56 62 53 56 54 5.1 5.8 55 5.1 4,9 53 54 52 55 5,0 48
TRHds 6,0 51 54 60 57 63 5.1 54 59 51 53 5,0 51 54 53 50 47 5.1 51 48 53 47 47
Tor 8,0 7,0 7,0 B0 9,0 1,0 9,0 20,0 230 230 250 250 270 290 29,0 27,0 24,0 26,0 24,0 230 230 5,0 B0
o8 0 76 75 99 70 65 67 73 52 72 58 78 72 33 45 a8 B 60 15 53 45 5 7
om 29 40 55 79 47 55 44 50 55 59 54 58 52 55 32 a4 1 31 20 20 50 1 B
oA 51 31 49 39 31 38 47 50 51 36 47 21 40 56 64 36 76 63 78 82 52 87 63
co3 472 452 318 219 73 0,0 0,0 0,0 0,0 95 34,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PHLM 7,05 7,8 6,97 721 76 71 685 694 72 738 7,55 69 72 7,43 78 73 73 7,28 78 72 7,26 691 75
CondLM 2940 4490 3340  3M0 2930 3040 310 2780 2700 2480 = 2450 2210 2340 2360 2290 = 1895 2550 3070 = 2960 2830 2430 = 4840 3680
SSLM 3675 3510 4000 4860 4370 4530 6800 5370 2840 5420  5BO = 4850 6150 4240 2460 = 3420 2770 2780 3320 = 2680 3640 3550 4550
%SSVLM 72 74 80 78 80 73 72 73 71 74 71 73 73 66 61 68 66 73 81 72 73 68 69
R rec 17 20 09 18 16 16 12 15 15 11 13 14 13 16 17 15 17 18 10 10 13 17 10
IVF30 52 5 160 u8 16 24 106 104 106 m 140 B2 78 75 65 64 72 15 108 01 82 £ 97
IVFS 283 239 300 280 275 221 200 186 197 192 234 239 3 23 wm 1w 15 209 13 87 8 169 57
NTLM 32 42 66 99 09 63 33 60 55 40 49 31 43 34 48 36 32 88 85 39 37 a1 32
PTLM 57 61 27 44 50 63 65 74 65 59 52 57 55 74 76 63 57 38 31 49 62 68 62
paLm 152 145 139 14 153 148 145 146 152 137 143 13 143 13 133 14 138 142 137 146 137 143 147
%DQOs 55 46 55 62 55 51 34 55 49 42 33 30 30 5 26 33 26 39 27 39 31 27 27
DQO/DBO 18 29 19 19 2,1 16 2,1 2,0 17 22 25 18 18 2,0 31 12 31 23 13 17 23 33 2,7
CNT 201 626 847 613 785 1078 592 959 162 701 703 476 88,5 932 162 825  M53 540 827 134 979 m2 840
CN-NH4 916 513 722 481 | 638 80,5 437 72,7 7,2 512 519 317 46,2 58,8 021 664 076 465 654 997 79,7 881 626
cpT 1,1 96 S5 23 1,7 05 7 0,8 34,9 6 15 03 298 229 252 95 20,2 74 1ns 332 56 29,4 B3
cp-pO4 88 63 3 05 1,0 5,7 0,7 B,7 85 92 64 4,9 88 12 5,7 66 5,0 58 88 15 B6 71 2,0
CCarb 58 12 97 66 98 17 82 99 4 52 58 56 67 98 5,0 01 BS 63 03 94 0,0 84 61
CProte 774 658 806 500 908 935 45,5 617 ¥39 659 195 413 424 850 132 866 149 477 913 13 046 027 992
CAG 379 497 514 5,0 30,7 39,0 218 27,5 370 345 311 206 20,2 245 24,0 1,1 37,7 7,6 20,7 30,5 299 37,7 321
CAGV 284 610 0,0 443 650 122 225 0,0 071 628 70,3 0,0 0,0 474 559 634 490 | 590 88,5 0,0 817 86 73
DBOS/NT 3,0 26 36 31 36 41 28 26 32 33 28 47 2,7 67 23 46 15 2,9 50 22 24 20 20
DBOSPT 258 7 224 54 1,2 22,7 29 28 1,1 B3 7,0 215 81 271 13 404 07 212 358 08 1,0 79 92

Tabla A. 24. Calidad del efluente y rendimientos de eliminacién de contaminantes en la EDAR QB

Q81 QB2 QB3 QB4 QBS QB6 QB7 QB8 QB9 QB QBU QBR QBB QBM QB QBB QBT QBB QBB QB20 QB21 QB22 QB23 QB24 QB2S

Nt 365 465 410 325 245 290 260 48,0 46,0 5,0 285 5,0 65 85 BS 8,0 22 0,0 2,0 286 65 72 0,2 242 BA
Nt a7 38 43 53 63 54 64 35 45 73 51 60 82 80 60 57 66 73 68 38 79 78 75 55 83
Nts 295 330 29,0 7,0 205 270 230 425 450 0 255 80 62 56 25 98 u8 9,7 B2 262 65 66 96 231 B0
Nis 50 a8 54 70 63 50 60 35 38 73 a8 75 79 83 50 67 59 68 61 28 73 74 77 55 81
N-NH4, 2,9 0,7 5,0 18 73 u1 1,1 326 326 29 83 03 24 12 a1 a1 09 23 06 86 01 01 06 16 15
IN-NH4 72 63 69 9% 85 69 71 aa a7 94 58 99 92 % 83 86 97 93 68 a2 99 100 98 73 98
N-NO2 163 108 2,70 5,26 5,67 36 0,82 145 155 0385 128 0,22 0,61 08 100 121 o, 034 0,04 2,02 0,34 0,32 022 0,40 150
N-NO3 11 81 66 75 56 75 4,0 51 9,2 9,4 36 a9 32 20 74 39 06 7,7 04 46 a7 53 7,9 72 78
Nox 27 92 93 28 13 07 48 66 08 03 49 51 38 22 84 51 07 80 04 66 5,0 56 81 76 93
NKT 238 373 317 19,7 B2 83 212 a5 353 48 236 0,9 27 63 51 0,9 15 2,0 16 220 15 16 21 56 a1
INKT 65 50 56 71 80 71 71 a4 58 92 59 73 93 85 85 71 9% 95 69 52 95 95 95 69 95
NKTs 58 238 0,7 a2 9,2 53 82 36,0 343 38 206 29 24 34 41 47 11 17 28 86 15 10 15 55 37
INKTs 72 62 68 93 83 70 68 a5 52 93 58 91 92 90 84 84 9% 95 62 a6 94 9% 9% 70 95
%N-NO2 18 18 290 412 503 296 7,0 221 ua 83 262 43 5,0 86 19 237 11 42 0,0 305 67 57 2,7 53 5,1

Tabla A. 25. Calidad del efluente y rendimientos de eliminacion de contaminantes en la EDAR CX

CXAB1 CXAB2 CXAB3 CXAB4 CXABS CXAB6 CXAB7 CXAB8 CXAB9 CXABI CXABIl CXABR CXABI3 CXABM CXABIS CXAB16 CXABIT CXABI8 CXABI9 CXAB20 CXAB21CXAB22 CXAB23

Nt 246 29,1 35,4 36,6 38,9 338 24,5 5,3 7,6 239 59 6,7 20,2 1,1 205 5,0 89 5,9 7,0 211 80 237 283
Nt 44 67 55 56 36 50 21 63 62 35 57 66 53 60 52 29 56 43 58 59 56 54 27
Nts 246 29,1 354 36,6 389 338 24,5 6,3 7,6 239 59 5,7 20,2 8,1 20,5 5,0 89 5,9 7,0 211 8,0 237 283
Nts 44 67 55 56 36 50 21 63 62 35 57 66 53 60 52 29 56 43 58 59 56 54 27

N-NH4 77 9,0 71 5,1 85 238 10 35 18 14 04 13 18 14 02 01 01 01 03 04 01 02 09
rN-NH4 72 40 45 52 55 65 B 85 93 93 98 94 94 94 99 99 99 00 99 99 100 99 97
N-NO2 0,99 121 0,98 104 0,80 183 103 0,94 101 0,41 051 034 0,71 0,55 035 0,14 0,04 0,07 0,02 0,13 033 039 168
N-NO3 86 93 74 65 82 B4 79 us 23 5,38 21 21 BS 23 75 9,4 74 B1 19 2,9 25 B85 71
Nox 9,6 05 84 76 9,0 82 89 24 B3 5,2 26 24 u2 2,9 79 9,6 74 B2 19 B,0 238 89 87
NKT 5,0 8,6 27,0 29,0 29,9 15,6 15,6 39 43 7,7 43 4,2 59 6,2 26 6,4 14 3,7 2,1 8,1 51 4.8 96
INKT 39 36 24 21 23 54 36 76 75 68 75 75 70 67 38 60 84 78 88 62 71 80 66
NKTs 5,0 86 27,0 29,0 29,9 5,6 56 3,9 43 7,7 43 42 59 62 26 64 14 37 21 81 51 48 96
NKTs 39 36 24 21 23 54 36 76 75 68 75 75 70 67 38 60 84 78 88 62 71 80 66
%N-NO2 03 ik ne B,7 88 10,0 ns 7,5 76 2,6 4,0 2,7 50 43 44 15 05 0,5 0,2 10 2,5 2,1 89
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Tabla A. 26. Calidad del efluente y rendimientos de eliminacién de contaminantes en la EDAR DN

DN1  DN2 DN3 DN4 DN5S DN6 DN7 DN8 DN9 DN DNIL DN DNB DNM DN DN DN DN DNI DN20 DN21 DN22 DN23

Nt 66 66 77 85 52 03 88 4,9 46 65 36 59 61 64 87 07 89 46 93 88 72 80 76
Nt 78 85 86 79 89 82 82 91 86 84 91 89 92 90 89 84 79 83 87 91 85 82 78
Nts 64 64 73 83 5.1 93 53 50 50 54 33 54 54 53 75 94 78 4,0 83 72 71 54 68
Nits 78 85 86 78 89 84 73 86 81 85 89 81 91 90 81 81 69 78 83 88 83 85 80
N-NH4 03 02 01 0,0 01 01 12 01 00 0,0 00 0,0 00 02 01 04 01 01 01 01 0,0 1 05
N-NH4 99 99 100 100 100 100 89 00 100 00 100 00 100 99 100 98 100 99 100 100 100 91 97
N-NO2 0,08 001 004 0,03 0,04 0,05 0,03 0,05 0,02 0,02 0,03 001 002 o1 001 032 005 001 001 000 004 004 0,06
N-NO3 46 43 68 61 28 45 19 28 27 17 17 24 31 20 33 57 66 22 72 a2 43 a1 52
Nox 47 43 68 61 28 45 20 29 27 17 17 24 31 21 33 60 66 22 72 42 43 a1 52
NKT 19 23 09 24 23 58 68 20 19 48 18 34 30 43 54 47 23 24 2,1 46 29 38 24
KT 9 95 98 % 95 90 86 9 % 89 95 93 % 93 93 93 95 91 97 96 % 91 93
NKTs 17 20 05 22 22 48 34 22 23 36 15 30 23 32 42 34 12 18 11 30 27 13 16
INKTs % 95 99 9% 95 92 83 9 92 90 95 89 % 9 89 93 95 %0 98 95 93 9% 95
%N-NO2 16 03 06 04 13 11 15 19 05 13 18 02 07 52 04 52 08 04 01 00 0,9 10 1

Tabla A. 27. Calidad del efluente y rendimientos de eliminacién de contaminantes en la EDAR CT1

CT¥l CTX2 CT¥3 CT®4 CTE5 CT6 CTE7 CTE8 CTX9 CTED CT¥U CTER CTEB CTEM CTES CTE6 CTEDV CTH8 CTEM CTE20 CTE21 CT122 CTi23

Nt 310 260 450 530 490 480 54,0 52,0 36,0 390 410 310 27,0 240 250 200 320 220 270 290 370 370 30,0
Nt 46 28 32 b 26 32 B 35 51 44 34 48 53 47 46 57 44 52 47 50 38 33 42
Nts 300 250 450 530 480 460 480 510 350 380 400 300 25,0 230 23,0 9,0 26,0 7,0 210 28,0 360 260 29,0
i 42 29 25 0 4 21 20 35 45 30 27 a1 49 36 44 54 43 60 52 38 33 48 42
N-NH4 240 240 420 430 440 450 400 40,0 80 34,0 37,0 240 80 5,0 7,0 2,0 25,0 a4 14,0 200 300 200 80
IN-NH4 a4 25 u 5 0 21 B 39 68 33 31 49 61 56 58 67 44 90 67 55 39 57 55
N-NO2 180 049 041 04 03 0,24 120 2,00 150 2,40 130 400 520 4,90 510 480 000 220 10 2,90 180 160 140
N-NO3 12 05 05 06 05 05 06 05 05 09 08 10 18 16 05 21 05 25 15 47 2,7 4,0 35
Nox 30 10 09 07 06 07 18 25 20 33 21 50 70 65 56 69 05 a7 26 76 45 56 49
NKT 280 250 481 523 484 473 52,2 49,5 34,0 35,7 389 26,0 20,0 75 94 B1 315 3 24,4 214 325 314 251
KT 51 31 33 Y 27 33 21 38 54 49 37 57 65 61 58 72 45 62 52 63 46 23 52
NKTs 27,0 24,0 441 523 474 453 462 485 330 34,7 37,9 250 80 5 74 21 255 23 8,4 204 315 204 241
INKTs a8 31 27 1 5 2 23 38 48 36 31 51 63 54 58 70 45 71 58 55 42 59 52
%N-NO2 600 495 451 203 206 324 678 80,0 75,0 72,7 619 80,2 74,3 754 911 69,6 06 468 423 382 400 286 286

Tabla A. 28. Calidad del efluente y rendimientos de eliminacién de contaminantes en la EDAR CT2

CT2-1 CT22 CT2-3 CT2:4 CT2-5 CT2-6 CT27 CT2:8 CT2-9 CT2-0 CT2-M CT2-2 CT2-B CT2-M CT2-15 CT2-% CT2-T CT2-8 CT2-8 CT2-20 CT2-21 CT2-22 CT2-23

Nt 320 27,0 400 39,0 46,0 44,0 52,0 49,0 350 37,0 410 280 32,0 250 23,0 250 35,0 220 28,0 290 350 310 29,0
Nt 58 31 34 40 28 47 20 a4 54 a5 33 53 65 56 56 39 35 49 42 51 a1 43 a7
Nts 30,0 25,0 36,0 36,0 45,0 44,0 44,0 48,0 34,0 36,0 32,0 26,0 310 24,0 22,0 24,0 32,0 20,0 26,0 28,0 34,0 30,0 28,0
Nts 57 31 39 40 22 45 20 45 52 28 35 a1 47 35 37 31 22 47 33 22 33 32 45

N-NH4 230 20,0 300 330 36,0 420 410 39,0 210 340 28,0 230 29,0 210 5,0 0,0 310 5,0 23,0 210 29,0 260 7,0
IN-NH4 60 38 42 35 31 32 5 a1 63 31 38 43 40 42 56 42 23 57 39 42 40 38 59
N-NO2 0,66 0,29 0,32 0,50 0,72 0,38 10 140 3,20 120 120 130 0,70 190 2,80 2,60 0,00 170 0,85 2,70 190 130 150
N-NO3 14 05 18 21 13 05 05 05 36 05 21 11 13 05 25 18 05 23 14 36 2,5 26 32
Nox 21 038 21 2,6 20 09 16 19 638 17 33 24 20 24 53 44 05 40 2,3 63 a4 39 a7
NKT 299 26,2 379 364 44,0 43,1 50,4 47,1 28,2 353 37,7 256 30,0 226 v,7 206 345 8,0 258 22,7 30,6 271 243
INKT 57 27 36 39 24 46 8 46 60 29 23 42 48 39 49 41 5 53 34 37 40 38 52
NKTs 279 242 339 334 430 43,1 424 46,1 27,2 343 28,7 236 29,0 216 8,7 9,6 315 5,0 238 217 296 26,1 233
NKTs 60 33 43 a4 26 46 23 a7 62 31 41 46 50 42 52 a4 23 58 39 40 42 a1 54
%N-NO2 21 08 21 2,6 20 09 16 19 638 17 33 24 20 24 53 44 05 40 23 63 a4 39 a7
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ANEXO 9. DATOS DE ATP, SSVATP Y CMATP

Tabla A. 29., Célculo de la CM y los SSVLM en funcién del ATP y datos de ATP medidos en la EDAR ML

tATP  dATP  cATP AVSS BSI CMare
ng/mL ng/mL ng/mL mg/L % KgDBOS5/ugcATP

R

ML-3 5783 260 5525 2763 5 1,35

ML-4 6303 394 5910 2955 6 1,30

ML-6 4990 191 4800 2400 4 1,15

ML-7 5340 344 5000 2500 6 1,38

ML-8 3480 265 3220 1610 8 0,86

ML-9 3030 291 2740 1370 10 0,68
ML-10 4920 665 4260 2130 14 1,10
ML-11 5000 1140 3860 1930 23 1,32
ML-12 3180 432 2750 1375 14 0,72
ML-13 3490 493 3000 1500 14 1,07
ML-14 6550 1710 4840 2420 26 2,84
ML-15 5450 930 4520 2260 17 1,17
ML-16 7300 793 6510 3255 11 1,49
ML-17 7230 650 6580 3290 9 1,90
ML-18 8210 780 7430 3715 10 1,63
ML-19 6440 482 5960 2980 7 1,40
ML-20 5420 776 4640 2320 14 1,11
ML-21 2690 227 2460 1230 8 0,57
ML-22 7560 760 6800 3400 10 1,60
ML-25 5390 2210 3180 1590 41 1,09
ML-28 5310 605 4710 2355 11 1,41
ML-29 4090 1060 3030 1515 26 0,74
ML-30 5620 868 4750 2375 15 1,21
ML-31 7370 725 6650 3325 10 1,74
ML-32 7000 1300 5700 2850 19 1,27
ML-33 7120 861 6260 3130 12 1,39
ML-35 6050 257 5790 2895 4 1,35
ML-36 6390 1320 5070 2535 21 1,33
ML-37 6270 216 6050 3025 3 1,52
ML-38 7550 1983 5567 2783 26 1,25
ML-39 8150 1290 6860 3430 16 1,71
ML-40 5930 409 5520 2760 7 1,27
ML-41 7980 437 7540 3770 5 1,72
ML-42 5230 646 4580 2290 12 1,57
ML-43 7140 1120 6020 3010 16 1,45
ML-44 8160 807 7350 3675 10 1,51
ML-45 8820 1010 7810 3905 11 1,63
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tATP dATP cATP AVSS BSI CMATP

Kg DBO5/ 1t

ng/mL ng/mL ng/mL mg/L % gcATP

ML-46 9540 828 8710 4355 9 1,75
ML-47 7600 709 6890 3445 9 1,44
ML-48 7470 969 6500 3250 13 1,19
ML-49 7060 1000 6060 3030 14 1,04
ML-50 8760 692 8070 4035 8 1,38
ML-52 5740 1220 4520 2260 21 0,68
ML-53 7640 2200 5440 2720 29 1,34
ML-54 5150 1500 3650 1825 29 0,85
ML-55 7910 2450 5460 2730 31 1,47
ML-56 8840 1350 7490 3745 15 2,14
ML-57 9910 2740 7170 3585 28 1,59
ML-58 13400 1510 11900 5950 11 2,77
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