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Resumen:

La presencia de compuestos nitrogenados en el eflue  nte de los procesos de fangos activos puede
perjudicar la calidad de las aguas receptoras. Los principales compuestos nitrogenados presentes
en el agua efluente de las estaciones depuradoras d e aguas residuales (EDAR) son el amonio
(NH4+), los nitritos (NO2-) y los nitratos (NO3-). Entre los efectos negativos, consecuencia del
vertido de estos compuestos al medio acuatico recep tor, podemos destacar el agotamiento de
oxigeno disuelto (OD), la toxicidad y la eutrofizac  i6n.

La eliminacion biolégica de nitrégeno se realiza me  diante la combinacion de los procesos de
nitrificacion y desnitrificacion. La nitrificacion depende de la presencia de poblaciones de bacterias
nitrificantes encargadas de realizar dicha transfor macion.

En este trabajo se ha identificado y cuantificado |  a poblacién de bacterias nitrificantes presentes en
el licor mezcla de la EDAR de Quart Benager (Valenc ia) a lo largo de un afio, incluyéndose el analisis
de su evolucion temporal asi como la determinacion de posibles relaciones entre las variables
operacionales, fisico-quimicas y la presencia de pr  otistas en el fango activo. De esta forma se
podran conocer los factores fisico-quimicos y opera cionales que afectan especialmente a las
distintas poblaciones nitrificantes, favoreciendo o inhibiendo ciertas especies, asi como también
determinar bioindicadores de este proceso en el sis  tema.

La determinacion de la poblacidon de bacterias nitri ficantes se llevd a cabo mediante la técnica
molecular de hibridacién in situ con sondas marcada s con fluorocromos (FISH). La cuantificacion de
las bacterias amonio-oxidantes (AOB) se ha realizad o0 con las sondas: Nso01225, Nmo218, NEU y
Nsel472 y de las bacterias nitrito-oxidantes con la s sondas: Ntspa662 y NIT3.

Las sondas que dieron sefial positiva, correspondien tes a las bacterias AOB, fueron del género
Nitrosomonas, siendo el principal subgénero de las AOB las N.oligotropha; también se observé una
menor presencia de bacterias del género Nitrosococc us mobilis. Por otra parte el género dominante
de bacterias NOB fue Nitrospira.

Al realizar el andlisis estadistico se observaron ¢  orrelaciones importantes entre algunos de los
parametros fisico-quimicos y la cantidad de bacteri as nitrificantes. Estos parametros fisico-quimicos

corresponden principalmente a la demanda quimica de oxigeno (DQO) del afluente y a los
compuestos nitrogenados del afluente y del efluente . Con respecto a los parametros operacionales
se obtuvieron correlaciones positivas para la edad de fango (EF) y las bacterias nitrificantes y

correlaciones negativas para la carga masica conre  specto a las mismas.
Con respecto a los protistas presentes, pudo observ arse que los ciliados reptantes podrian
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desempefar una funcién bioindicadora importante del proceso de nitrificacién, debido a que su
presencia aumenta cuando se incrementa la cantidad de bacterias nitrificantes en el licor mezcla.

Summary:

The presence of nitrogen compounds in the effluent of activated sludge processes may harm the
quality of surface water systems. The principal nit rogen compounds which can be found in the
effluent of sewage treatment plants are ammonium (N  H4+), nitrites (NO2-) y nitrates (NO3-). The
dumping of these components to the environment may have negative impacts on aquatic systems
like depletion of dissolved oxygen, toxicity and eu trophication.

The biological elimination of nitrogen is realized applying the processes of nitrification and
denitrification. The nitrification process depends on the presence of nitrifying bacteria populations.
This work was made in order to indentify and quanti fy the population of nitrifying bacteria in the
effluent of the sewage treatment plant Quart Benage r (Valencia) in the observation period of one
year. The main objectives were the analysis of the temporal evolution of the bacteria population as
well as the determination of possible relations bet ween operational parameters, physical and
chemical parameters and the presence of protozoa. T  his investigation helps to identify the most
important physical-chemical and operational factors and their effect on the different nitrifying
bacteria populations, accelerating or inhibiting th e growth of certain species, as well as the
determination of bioindicators in the nitrification process.

The determination of the nitrifying bacteria popula tions was realized applying the molecular
technique FISH (Fluorescent in situ hybridization). Ammonium oxidizing bacteria (AOB) were
indentified using the probes Ns01225, Nmo218, NEU y Nseld72, nitrite oxidizers (NOB) with the
probes Ntspa662 y NIT3.

The AOB’s detected and quantified in the effluent w  ere members of the genus Nitrosomonas, with
N.oligotropha as the principal subgenus. Furthermor e a minor presence of the genus Nitrosococcus
mobilis was observed. On the other hand the predomi nating genus of NOB was the Nitrospira.
Appling statistical analysis, important correlation s between physical-chemical parameters and the
guantity of nitrifying bacteria were found. The che mical oxygen demand (COD) of the tributary water
as well as nitrogen compounds in the tributary and effluent water turned out to be the most
important physical-chemical parameters. Considering the operational parameters, positive
correlations between the age of the sludge and nitr  ifying bacteria and negative correlations between
mass load and bacterial growth were observed.

The observation of protozoa indicates that crawling ciliates could have an important function as
bioindicators in the nitrification process, because the presence of this protozoa increased with
increasing amount of nitrifying bacteria

Resum:

La preséencia de compostos nitrogenats en I'efluent dels processos de fangs actius pot perjudicar la
qualitat de les aiglies receptores. Els principals ¢ =~ ompostos nitrogenats presents en l'aigua efluent
de les Estacions Depuradores d’Aigies Residuals (ED  AR) son I'amoni (NH4+), els nitrits (NO2-) i els
nitrats (NO3-). Entre els efectes negatius, conseqii  éncia de I'abocament d’estos compostos al medi
aquatic receptor, podem destacar I'esgotament d’oxi gen dissolt (OD), la toxicitat i I'eutrofitzacio.

L'eliminacié biologica de nitrogen es realitza per mitia de la combinacié dels processos de
nitrificacié i desnitrificacié. La nitrificacid dep én de la preséncia de poblacions de bacteris
nitrificantes encarregades de realitzar la ditatra  nsformacié.

En aquest treball s’ha identificat i quantificat la poblacio de bacteris nitrificants presents en el | icor

mescla de I'EDAR de Quart Benager (Valéncia) al lla rg d'un any, incloent-se I'analisi de la seua
evolucié temporal aixi com la determinacié de possi bles relacions entre les variables operacionals,
fisicoquimiques i la preséncia de protistes en el f  ang actiu. D’esta manera es podran conéixer els




UNIVERSITAT Master en Ingenieria
POLITECNICA Hidraulica y Medio
DE VALENCIA Ambiente

factors fisicoquimics i operacionals que afecten es pecialment les distintes poblacions nitrificants,
afavorint o inhibint certes espécies, aixi com tamb € determinar bioindicadors d’aquest procés en el
sistema.

La determinacio de la poblacié de bacteris nitrific ants es va dur a terme per mitja de la técnica
molecular d’hibridacié in situ amb sondes marcades amb fluorocroms (FISH). La quantificacié dels
bacteris amoni-oxidants (AOB) s’ha realitzat amb le s sondes: Ns01225, Nmo218, NEU i Nsel472 i
dels bacteris nitrit-oxidants amb les sondes: Ntspa 662 i NIT3.

Les sondes que van donar senyal positiu, correspone nts als bacteris AOB, van ser del genere
Nitrosomonades, sent el principal subgénere de les AOB les N.oligotropha; també es va observar
una menor preséncia de bacteris del genere Nitrosoc  occus mobilis. D’altra banda el génere
dominant de bacteris NOB va ser Nitrospira.

Al realitzar I'analisi estadistica es van observar correlacions importants entre alguns dels
parametres fisicoquimics i la quantitat de bacteris nitrificants. Aquests parametres fisicoquimics
corresponen principalment a la Demanda Quimica d'Ox igen (DQO) de l'afluent i als compostos
nitrogenats de Il'afluent i de l'efluent. Respecte a Is parametres operacionals es van obtindre
correlacions positives per a I'Edat de Fang (EF) i els bacteris nitrificantes i correlacions negatives
per a la Carrega Massica respecte a les mateixes.

Respecte als protistes presents, es va poder observ  ar que els ciliats reptants podrien exercir una
funcié bioindicadora important del procés de nitrif icacio, pel fet que la seua preséncia augmenta
guan s’incrementa la quantitat de bacteris nitrific ants en el licor mescla.

Palabras clave:
NITRIFICACION, AOB, NOB, PROTOZOOS Y FISH
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Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

1. Introduccion

El objetivo primordial de la depuracion de las ageala adecuacion de las aguas residuales, bien
sea industriales o domésticas, a la calidad delaredeptor, para evitar dafios irreversibles en

las mismas (Catalan, 1997).

Las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales REB®&n las encargadas de depurar las
aguas para que cumplan con la legislacion y logdgrde vertido establecidos para el cauce de
agua receptor. Generalmente las EDAR estan congsugsbr un tratamiento primario

(eliminacién de solidos), secundario (biol6gicosgrciario (desinfeccion) (Catalan, 1997).

En el tratamiento biolégico se encuentra una geaiedtad de microorganismos que permiten la
degradacion de materia organica consumiendo oxigemee también eliminan nutrientes. Las
comunidades bacterianas dentro de estos reactooé®gibos son diversas, complejas y

dinamicas e influyen en el funcionamiento y el iemento del mismo (Wellst al., 2009).

Uno de los procesos biolégicos que ocurre es tdicaicion, la cual es muy importante debido a
que protege a las aguas, donde se realizan ladogrtle una fuerte demanda de oxigeno y de la
toxicidad del amoniaco. Las bacterias amonio oxe&RfAOB) y nitrito-oxidantes (NOB) son
claves para la eliminacién del nitrogeno en losrbactores de fangos activos. Generalmente a
este proceso le sigue la desnitrificacion, dondeitebgeno se elimina de la fase acuosa y el

potencial de eutrofizacion disminuye.

El linaje de las AOB en los biorreactores es dimédmpero los factores operacionales o
ambientales subyacentes no estan claros (\stedlls, 2009), por eso en este estudio se pretende
estudiar la evolucion poblacional de las AOB y N®B largo del tiempo y las relaciones entre
los cambios en la dinamica poblacional y los fagaperacionales, fisico-quimicos y biologicos
en una EDAR.
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1.1 Tratamientos Bioldgicos de Aguas Residuales

Los tratamientos bioldgicos tienen como objetivaseliminacion de materia organica de las
aguas residuales, asi como la oxidacion del nitrdgenoniacal (nitrificacion), la eliminacion del
nitrdgeno a través de la conversion de las formatadas a nitrogeno gaseoso (desnitrificacion)

y/o la eliminacion de fosforo (Ferrer, 2007).
Los tratamientos biolégicos se pueden clasificar en

* Procesos bioldgicos de cultivo en suspension deadkestacan los fangos activos.

» Procesos biolégicos de soporte sélido.

Los fangos activos existen en un extenso numeneadaciones y modificaciones. En la tltima
década han tenido un importante desarrollo era&rtriento de aguas residuales e industriales,
en la eliminacion de nitrégeno y fésforo y en lkasnblogias de control dbllking filamentoso
(Wesleyet al, 1992).

1.2. Principales Organismos que intervienen en los $&snas de

Tratamiento Bioldgico.

Los microorganismos mas importantes en los fangtisos son las bacterias. Los hongos,
protozoos y metazoos tienen un papel secundaricsl@yet al, 1992). A continuacion se

describen cada uno de estos grupos.
1.2.1 Bacterias Nitrificantes.

La estructura celular procariota de las bactergmsignificativamente diferente de las formas
superiores tales como las algas unicelulares, ooy invertebrados, plantas y animales
(Gerardi, 2002).

Unicamente lag\rchaea tienen una estructura celular similar tan simpkes bacterias son los
organismos vivos mas numerosos de la tierra enirtésrde nimero de especies, niumero de
organismos y masa total de los mismos. Cada cidua un tamafio entre 1-2 um de diametro y

de largo.
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Las bacterias crecen en forma individual, paregpag de cuatro (tétradas), cubos (sarcina),
grupos irregulares o cadenas. Las células bacssriadividuales puede ser esféricas (cocos), en
forma de baston (bacilos), o helicoidales (esgJiloLa técnica de tincion de Gram, se utiliza
para diferenciar las bacterias Gram positivas debkcterias Gram negativas, y es una de las
técnicas convencionales junto con la tincion desséri que sirven para diferenciar diferentes

morfotipos de bacterias filamentosas. Las bacteitaficantes son Gram negativas.

Las bacterias nitrificantes viven en una gran daiede habitats, incluyendo agua dulce, agua
potable, aguas residuales, agua de mar, agua salodm el suelo. Los principales géneros de
bacterias nitrificantes en los fangos activos wiérido de carbono o carbono inorgénico para la
sintesis de material celular. Por cada molécula diéxido de carbono asimilado,
aproximadamente 30 moléculas del ion amonio o 16[&culas de nitrito deben ser oxidadas.
Debido a la gran cantidad de iones amonio y nitfite son necesarios para asimilar diéxido de
carbono, las bacterias nitrificantes tienen una bajg velocidad de crecimiento (Gerardi, 2002).

El término nitrificacion, como se explico anteri@nte en este capitulo, se refiere a la oxidacion
secuencial aerdbica del amonio a nitrito y lueguteato. Estos dos pasos son catalizados por
organismos procariotas quimilitétrofos denominaddbsicterias amonio oxidantes (AOB),
Archaea amonio oxidantes (AOA) y bacterias nitrito oxicat(NOB). Hasta el momento no

existen organismos capaces de realizar ambos pasgsmismos (Daimet al, 2009).

Todas las bacterias presentan diversas caraatasisth continuacion se presenta una breve

descripcidon de cada una de ellas:
» Bacterias Amonio Oxidantes (AOB)

Filogenéticamente las AOB se limitan a dos clasieseathtes dentro del phylufroteobacteria:
Gammaproteobacterias y Betaproteobacterias. La mayoria sometaproteobacterias, incluyendo
Nitrosomonas y Nitrosospira. Todos los miembros del génerditrosospira estan muy
relacionados, en cambio en el grupo de MNigosomonas, hay seis linajes distintos de
descendencia (Purkhodtlal, 2003; Motaet al, 2005). Las Unicas especies nitrificantes conacida
dentro de lassammaproteobacteria son Nitrosococcus oceani y Nitrosococcus halophilus que

hasta el momento solo se han observado en ambieatésos (Kowalchulet al, 2001).
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En la mayoria de las EDAR, el amonio es oxidado IperAOB del génerdNitrosomonas.
Comunmente las AOB estan relacionadas Bbreuropaea, N. eutropha, N. mobilis y N.
oligotropha. Diferencias locales en las concentraciones degasasdentro del fléculo o de la
biocapa pueden afectar a la distribucion y la &dy de las AOB en las EDAR (Daimss al,
2009).

En los fangos activos, en los floculos y en la &pa; las AOB referidas a |&§itrosomonas
generalmente forman agregados celulares esféricosnpactos. Las células individuales dentro
de estos grupos son visibles a 600 o 1000 aumegfosliAmetro de la mayoria de las
agrupaciones de AOB es de 10 aypd. Ocasionalmente se producen grupos mas pequatos,
los que las células estan presentes de forma laregan mas espacios entre las mismas. Las
células individuales de AOB son rara vez encongaafangos activos por microscopia, asi que
suelen ser pasadas por alto cuando se observaroddensos a través del microscopio (Daims
et al, 2009).

Las AOB del génerdlitrosospira se han detectado ocasionalmente en las EDAR, §stas se
encuentran comunmente en habitats terrestres arueg papel de menor importancia para el

tratamiento de aguas residuales (Dagra, 2009).

Respecto a la distribucién de las AOB en el flécastudios realizados por Matsumeatoal.
(2010) donde evaluaron la estructura de los grgnatmn un didmetro medio de 16Q@@n
producidos en un reactor aerobio alimentado comameevelaron que las AOB dominaron los

primeros 20Qum por debajo de la superficie del granulo.
» Bacterias Nitrito Oxidantes (NOB)

Las NOB forman cuatro grupos filogenéticos distntditrobacter, Nitrococcus, Nitrospina y
Nitrospira (Mota et al, 2005). En la mayoria de las EDAR las bacteridgtomioxidantes
dominantes pertenecen al généiitrospira o Nitrobacter (Wagneret al, 1996; Motaet al,
2005). LasNitrospira son de crecimiento lento, muy dificiles de cultiea el laboratorio; es un

género diverso que se compone de varios sublifiejgenéticos (Daimst al, 2009).
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En las aguas residuales las bacteN#sospira forman agregados esféricos o irregulares, que
contienen cientos 0 miles de células. Los diamelm®stos agregados va desde 104100

aunque es posible conseguir grupos mayores enasgaasiones (Daingsal, 2009).

Matsumotoet al. (2010) observaron, que en la estructura de losugggércon un diametro medio
de 1600um producidos en un reactor aerobio alimentadosaceonio, las NOB se encuentran a

unos 200 a 300m de profundidad, es decir a mayor profundidadigsi&OB.

El géneroNitrobacter parece desempefiar un papel menor en las EDARawetraciones de
nitrito medias. Sin embargo, hay presenciaNteobacter en reactores que contienen elevadas
concentraciones de nitritos, como por ejemplo crastBatch tratando altas concentraciones de
fangos (Daimset al, 2001). Esto puede deberse a queNdasobacter prosperan en aguas con
altas concentraciones de oxigeno y de nitritospatrario de ladlitrospira que se adaptan mejor

a bajas concentraciones de nitrito y de oxigengettis (Schramnet al, 1999).

Todas las gamma-AOB aisladas y los miembros degdéoerosNitrococcus y Nitrospina son

halofilos y por lo tanto no se espera una presesigigficativa en las EDAR (Koopst al, 2001).

1.2.2 Protozoos como bioindicadores en los fangos activos

Entre los protozoos se encuentra una larga colea#dorganismos con una gran diversidad
morfoldgica y fisiologica. Son organismos eucasogaunicelulares. La mayoria son heterotrofos
y son encontrados en casi todos los ambientes iemsiaestando ampliamente distribuidos
(Horan, 2003).

Los protozoos constituyen un 5% aproximadamentia deomasa en los fangos activos, donde
se han encontrado unas 200 especies. Estos orgsngn necesarios debido a que eliminan
coliformes y patogenos, clarifican el efluente yntcbbuyen a la floculacion de la biomasa

(Ferrer, 2007). Los protozoos se clasifican endl@ses de nadadores libres (flagelados, ciliados

y sarcodinos) y una que comprende los protozoasipas (Horan, 2003).
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* FlageladosMastigophora.

Este grupo de protozoos siempre tienen flageloammganulos de locomocion. A diferencia de
los ciliados, los cuales tienen division celulamsversal, los flagelados tienen division celular
longitudinal (Staineet al, 1996).

El grupoMastigophora es uno de los mas diversos grupos de protozoosbglplemente también

el grupo mas antiguo de estos organismos. Los bi@ogos incluyen en este grupo a las algas
gue son miembros de Euglenophyta. ElI esquema de clasificacion del grudastigophora se
subdivide en dos grupos, 2bomastigophora que incluye a los organismos aceptados como
exclusivamente protozoarios y ytomastiphora que incluye los organismos &eglenophyta
(Sterrittet al, 1988).

Entre sus caracteristicas principales se encuepteatienen uno, dos o numerosos flagelos,
pueden o0 no tener invaginacién apical o sitio dmiicion de los flagelos. Poseen un nucleo,
estriacion u ornamentacion superficial. Los grasulte reserva son: paramillo, almidén,

crisolaminarina, entre otros y pueden tener préseacausencia de plastos (autétrofos vs.
heterétrofos) (Zornoza, 2010a). En la Figura 1 mesgntan imagenes del grupo de protistas

flagelados.

GRUPD DE PEQUEFIDS FLAGELADOS. GRUPO DE GRANDES FLAGELADOS.
Bodo sp. (400x) Peranema trichophorum [400x)

Figura 1. Imagenes de distintos Flagelados (fotoAndrés Zornoza)
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» Ciliados:Ciliophora.

Los ciliados tienen el mas alto grado en la difeiasion subcelular de los protozoos. Poseen un
cilio que es responsable del rapido movimientosteseorganismos en el agua. También poseen
cilios orales los cuales son responsables de lkciut. La mayoria de los ciliados tienen vida
libre y son selectivos en su alimentacion, limi@sela microbios de un género o especie (Sterritt
et al, 1988).

Los cilios somaticos distribuidos en hileras seoti@nan cinetias (cirros). Con respecto a la
ciliacion oral, si es poco diferenciada se denomaim@umoral, y cuando es altamente
especializada se llama membrana paroral, membgngleniculos, entre otros. Los
microorganismos ciliados tienen dualismo nucleaacmonicleo/s y microndcleos (Zornoza,
2010).

En la Figura 2 se presentan imagenes de los distgrupos de ciliados, correspondientes a los

ciliados reptantes, nadadores y sésiles.

CILIADD REPTANTE. CILTIADD NADADOR.
Euplotes affinis (400x) Uronema nigricans (400x).

CILIADO SESIL.
Epistylis plicatilis {100x)

Figura 2. Imagenes de los distintos grupos de Cilims (Fotos: Andrés Zornoza).
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*  Amebas:Sarcodina.

El grupo de las amebas son protozoos en los quiectamocion ameboide es la forma
predominante de movimiento celular, aunque tamblganos de ellos son capaces de producir
flagelos. Los miembros mas sencillos de este gdgp@rotozoos son las amebas, que tienen
células caracteristicamente amorfas a causa dmtdguos cambios de forma realizados por la
extension de pseuddpodos. La mayoria de las amelsaslibres en el suelo o en el agua y son
organismos que fagocitan presas pequefas (Sthialer1996).

Las amebas pueden ser testdceas o sin testa (aoedasglas). Los ndcleos patentes tienen
nucléolos visibles, son heterétrofos y tienen gidswde reserva de polifosfatos (Zornoza,
2010a).

En la Figura 3 se observan dos imagenes, una pomég&nte a una ameba grande desnuda y otra

representa una ameba con testa.

AMEBAS DESNUDAS GRANDES. AMEBATESTACEA.
{ >50 pm) [(400x} Arcella sp. (400x)

Figura 3. Imagenes de Amebas Testaceas y de AmelsEsnudas Grandes (Fotos: Andrés Zornoza).

» Protozoos ParasitoSporozoa.

Todas las especies pertenecientes al gf§gmoozoa son productoras de esporas y no tienen
medios de locomocién aparente, es decir, careceilioe o flagelos. Todos ellos son protozoos
parasitos que exigen la presencia de un organisréspled (como los humanos, animales y los
peces) para completar su ciclo de vida. Por lo rgénebtienen los nutrientes mediante la
absorcion de moléculas organicas en el organisréspaa (Horan, 2003).
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Los protozoos parasitos a menudo tienen cicloside muy complicados y son capaces de
explotar una amplia gama de nichos ecolégicos e@po humano, incluyendo la piel, ojos,

boca, intestino, la sangre, el bazo, el higado mculo, con una condicibn médica asociada
(Horan, 2003).

Segun la relacion entre la calidad del efluente dbslantador secundario con la presencia de
protozoos se sugiere que ciertos protozoos e imaeserminadas especies de ciliados pueden
utilizarse como indicadores del rendimiento deldafa. Por lo tanto un analisis microscépico de
la biomasa es un método rapido y sencillo paracamdel estado actual y posibles cambios

bruscos ocurridos en el funcionamiento de la plé®éxiour.et al 2010).

Existen publicaciones donde se afirma que la poisetle la comunidad de ciliados puede
utilizarse como indicador del funcionamiento delienta, por ejemplo si tiene alta o baja carga,
una aireacion adecuada o un buen tiempo de reteneidlar. Los ciliados reptantes y la mayoria
de los ciliados sésiles son deseados. Sin emb&ygnas ciliados sésiles con@percularia ssp.

y Vorticella microstoma, los nadadores bacterivoros y pequefios flageladbsan una mala
calidad del efluente (Seviosetal, 2010).

Pajdak-Stéset al. (2010) observaron en sus estudios que una grandabcia de ciliados
reptantes no afecta negativamente la eliminaciomN-déH;™ en las plantas de tratamiento de
aguas residuales, sin embargo, con los cambiosl dam@afio de la colonia de bacterias

nitrificantes observaron un aumento en la cantdladstos ciliados.

Las nuevas tecnologias como los tratamientos adaszae eliminacion de nutrientes o
biorreactores de membrana presentan caracterigtiob®yicas muy diferentes a los sistemas
convencionales (Serrare al, 2008). Los flagelados son miembros estables erotaunidad

biol6gica de eliminacion de Nitrégeno (Pérezdtal, 2010).
1.3. Nitrificacion.

La nitrificacion bioldgica es la conversion u oxdan del ion amonio a nitrito y posteriormente a

ion nitrato. Durante este proceso, el oxigeno exlidd a los iones por un Unico grupo de
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microorganismos, las bacterias nitrificantes. A tcwacion se presentan las reacciones de
nitrificacion (Gerardi, 2002).

NH,;" + 1.5 Q + Amonio-oxidantes> NO, + 2H" + H,O + energia
NO; + 0.5Q + Nitrito-oxidantes> NOs” + energia

A pesar de que los iones amonio y amoniaco sofotasas reducidas del nitrégeno, es el ion
amonio el que es oxidado durante la nitrificacides cantidades de ambos iones en el tanque de
aireacion dependen del rango de temperatura, sielndeal entre 10°C a 20°C y un pH de 7 a
8,5. Bajo estas condiciones operacionales cerc@5délde la forma reducida de nitrdgeno viene

representada por el ion amonio (Gerardi, 2002).

La nitrificacion es un proceso clave en el ciclbrdrdégeno en muchos ecosistemas. Por ejemplo
en los ecosistemas terrestres este proceso esdal @mportancia debido a que a la larga regula
directa o indirectamente el balance del nitrogamrganico (formas de N) en los suelos, la
lixiviacion del nitrato en las aguas subterraneda gmision de oxidos de N desde los suelos
(Attard, 2010). Para una mayor comprension de @steeso a continuacion se explica el Ciclo

del Nitroégeno.
1.3.1 Ciclo del Nitrégeno.

El nitrogeno presente en las aguas residuales asbgeneralmente se encuentra en forma de
amonio, urea, acido Urico, proteinas, azUcaresaiug) aminas, entre otros. Gracias a la accion
de las bacterias, el nitrdgeno organico es tramsfdo a ibn amonio. Como consecuencia de la
actividad de los microorganismos proteoliticos, [asteinas son degradadas para formar
aminoacidos, y a su vez la degradacion de los amidos para formar amonio es realizada por

los organismos amonificantes (Catalan, 1997).

Seguidamente el ion amonio es utilizado por laasafgara la sintesis de material celular o bien
por bacterias nitrificantes para el proceso ddficdcion cuyo producto final seran los iones

nitrato.

10
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El compuesto organico con mas nitrogeno es la uaecayal es facilmente hidrolizada por la
encima ureasa, a amoniaco y anhidrido carboniaojoptanto la liberacion del amoniaco se

produce muchas veces antes de llegar las agudsaks a la EDAR (Catalan, 1997).

Cuando un organismo muere se transforma el nit@gin los aminoacidos en amoniaco

mediante el proceso de amonificacion:

Universidad Politécnica de Valencia

R-NHz-(CHz)-COOH—) NHz; + CO, + H,O

Este proceso reintroduce el amoniaco o el ion ameni el ciclo restaurando el mismo en la
naturaleza. Para completar el ciclo del nitratoityita, mediante la accion de las bacterias

desnitrificantes, son convertidos al estado gaseletd\, o N,O (Catalan, 1997). Este ciclo

completo se muestra en la Figura 4.

N2

NO3-

Nitrogen-fixing
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Denitrifying
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(Organic-
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Man’s
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Figura 4 Ciclo del Nitrégeno en Aguas Residuales @@ardi, 2002).
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1.3.2 Factores que afectan a la nitrificacion.

El proceso de nitrificacion es un paso critico &dépuracion de aguas, debido a la baja tasa de
crecimiento de las bacterias nitrificantes, a laemmada sensibilidad a los cambios del sistema y
a sustancias inhibidoras que limitan su crecimignsw actividad. A continuacion se presentan
los principales factores de los cuales dependeittdicacion (Bitton, 1994; Gonzalert al,
2010).

* Temperatura

La temperatura es el factor operacional mas infiteyeen el crecimiento de las bacterias
nitrificantes. Hay una importante reduccion endéuidad de nitrificacion con la disminucion de
la temperatura. Por el contrario, la tasa de criecito de las bacterias nitrificantes aumenta
considerablemente con la temperatura en el ran@¥@e 30°C, con un aumento del 10 % por

cada 1°C de aumento de la temperatura en el gBliteosomonas (Gerardi, 2002).

En general para valores bajos de temperatura,lteidgad del proceso se hace muy pequefia,
siendo muy dificil que se lleve a cabo la nitrifidm; en estas situaciones es necesario trabajar
con edades de fango altas para que pueda llevaed®mael proceso (Gonzaletzal, 2010).

Por debajo de los 10 °C la tasa de nitrificaciéa da forma brusca. Por encima de los 10°C la
nitrificacion aumenta casi de forma proporciong éemperatura. LaNitrosomonas aisladas de
los fangos activos tienen una tasa de crecimieptiond a 30°C, por tanto, generalmente ésta se
considera la temperatura ideal para el procesoitdécacion. Por debajo de los 4°C no hay

crecimiento déNitrosomonas ni deNitrobacter, tal como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Temperatura y nitrificacion (Gerardi, 2002

Temperatura Efecto sobre la nitrificacién
> 45°C Se para la nitrificacién
28°Ca32°C Rango de temperatura éptimo
16 °C Aproximadamente el 50% de la velocidad 6ptima
10°C Reduccion significativa de la velocidad defidgacion. 20% de la
velocidad 6ptima.
<5°C Se para la nitrificacion.

12
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Debido a la disminucién de la actividad y la repmzdon de bacterias nitrificantes en
temperaturas frias, es necesario, bajo estas ¢onec un aumento en tiempo de retencién

celular (TRC) y de esta manera la nitrificaciorasefiectiva, véase la Tabla 2. (Gerardi, 2002).

Tabla 2. Temperatura y TRC requerido para la nitrificacion (Gerardi, 2002).

Temperatura Tiempo de Retencién Celular
10°C 30 dias
15°C 20 dias
20°C 15 dias
25°C 10 dias
30°C 7 dias

Wanget al. (2010) observaron que durante el invierno, haya@atividad en la biomasa para la
eliminacion del nitrdgeno N-NH y nitrogeno total (NT). Por ejemplo en una EDAR gumplea

la Tecnologia ciclica de fangos activos (Cyclicivatied Sludge Technology CAST), cuando se
encontraba en invierno a una temperatura de 1@;1au incrementandose el oxigeno disuelto
(OD), la eliminacion de N-NI y NT fue poco efectiva. Por el contrario durariteezano, a 27-
30°C las eliminaciones de N-iyHy NT fueron eficientes, 51 + 7 % y 42 + 7% respechente.

La inhibicion por temperaturas bajas es mayor pétrabacter que paraNitrospira, por lo tanto

es comun que los iones nitrito se acumulen a bajageraturas (Gerardi, 2002).
e Alcalinidad y pH

El pH influye sobre la tasa de crecimiento de lastdrias nitrificantes. Se ha observado que la
tasa maxima de nitrificacion se produce entre eslate 7,2 a 9,0 aproximadamente, a valores
inferiores a 6,5 la velocidad de nitrificacion sduce de forma brusca (Gonzéaeal, 2010).

Generalmente las aguas residuales son alcalingbgemnesu alcalinidad de las aguas potables,
compuestos presentes en las infiltraciones dedaasasubterraneas y de quimicos procedentes

del sistema de alcantarillado (Gerardi, 2002).

13
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Durante el proceso de nitrificacion se pierde aigddd. Esta pérdida se produce por el uso de la
alcalinidad como fuente de carbono por las baderitificantes y por la produccién de iones

hidrégeno (H) y de iones nitritos durante la nitrificacion (Geti, 2002).
NH;" + 1,5Q — Nitrosomonas — 2H" + NO, +2H,0

Al producirse los iones de hidrégeno durante lalacion del amonio, también se produce acido
nitroso (HNQ), disminuyéndose la alcalinidad. La cantidad dedcaaitroso y de iones nitrito
producidos depende del pH del tanque de airea@érafdi, 2002).

H* + NOy— HNO;

La alcalinidad se refiere a los productos quimiptessentes en las aguas que son capaces de
neutralizar acidos. Hay una gran variedad de ptoduquimicos en las aguas residuales que
proporcionan alcalinidad, estos quimicos son bmeatps (HC@), carbonatos (C§) e
hidroxidos (OH) de calcio, magnesio y sodio (Gerardi, 2002).

A continuacion se presenta la Tabla 3 donde seest@n los diferentes rangos de pH que

influyen en el proceso de nitrificacion:

Tabla 3. Influencia del pH en el proceso de nitriftacion (Gerardi, 2002)

pH Impacto en la nitrificacion.
40a4,9 Presencia de bacterias nitrificantesireautrificacién organotréfica.
5,0a6,7 Nitrificacion por bacterias nitrificant&elocidad de nitrificacion lenta.
6,7a7,.2 Nitrificacion por bacterias nitrificant&elocidad de nitrificacion aumenta.
7,2a8,0 Nitrificacion por bacterias nitrificant&elocidad de nitrificacién constante.

* Necesidad de Oxigeno

La concentracion de oxigeno disuelto puede comsergn un factor limitante, debido a que la
velocidad de crecimiento de las bacterias aut@raftificantes se reduce significativamente a

concentraciones bajas de oxigeno disuelto (OD) f&leret al, 2010).
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La concentracion 6ptima de OD para lograr una buetdicacion es relativamente baja, a
partir de 2 a 3 mg/L. (Gerardi, 2002).

Los factores responsables de la limitada cantdiadD para la nitrificacion son la falta de
difusion de oxigeno a través de los floculos ydenpetencia por el oxigeno por parte de otros
organismos aerobios. El aumento de la concentrad#i®©D puede acelerar la nitrificacion,
permitiendo una mejor penetracion de OD en lasiquéas del floculo y alimentando a las

bacterias nitrificantes (Gerardi, 2002).

A continuacion se presenta la Tabla 4 donde senabsa influencia de la concentracion de

oxigeno disuelto en el proceso de nitrificacion:

Tabla 4. Concentracion de OD y grado de nitrificadn alcanzada (Gerardi, 2002).

Concentracion de OD Nitrificacion alcanzada
< 0,5 mg/L Muy poca nitrificacién, si ocurre.
0,5a 1,9 mg/L Nitrificacion limitada
2,0a2,9 mg/L Nitrificacion significativa
> 3,0 mg/L Maxima nitrificacion.

El OD debe estar bien distribuido en el tanque ideaaon y su nivel no debe ser inferior a

2mg/L. Para oxidar 1 mg de amonio son necesartosg,de Q (Bitton, 1994).

Por otra parte respecto a la influencia del ODeenitrificacion parcial, Lin Yeret al. (2010)

observaron en estudios realizados en un fermentadinuo que el porcentaje de NOB en el
total de la comunidad bacteriana se incrementab@%del 30% cuando aumentan los niveles de
OD desde un 0,15 mg/L a un 0,5 mg/L, mientras dperentaje de las AOB cambia muy poco

en las distintas fases. Por tanto los bajos niva#e®D pueden lograr una nitrificacion parcial.
» Concentracion de Amonio y nitrito.

Los nutrientes pueden afectar y limitar la sintestular y el crecimiento bacteriano. Los
principales nutrientes inorganicos necesarios lgaranicroorganismos son: N, S, P, K, Mg, Ca,
Fe, Na, CI (Staniest al, 1986).
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El crecimiento de las bacterias amonio-oxidantagnto oxidantes siguen la cinética de Monod
y depende de las concentraciones de amonio y e mégspectivamente (Bitton, 1994).

* BODs/TKN

En el agua residual existe una gran variedad depgestos que sirven de sustratos para las
bacterias que se encuentran en un sistema de fauogess. Estos sustratos proveen a las
bacterias de carbono y de energia para la actividateriana, crecimiento y reproduccién. La
demanda bioquimica de oxigeno (DBO) que se enaientun proceso de lodos activos incluye
la total (DBO), particulada (DBOp), soluble (DBQsploidal (DBOco), carbonosa (DBOc) y
nitrogenada (DBOnN) (Gerardi, 2002).

Las reacciones bioquimicas de esta actividad mitalse resumen en reacciones de sintesis de
nuevos organismos, reacciones de produccion dgiengrara el desarrollo de su actividad y
reacciones de degradacion de los microorganismasedfas tres reacciones las bacterias
consumen oxigeno, hasta que el sustrato disposglbdgiota, comenzando la fase de metabolismo
enddgeno, caracterizado por un consumo minimo dgeog. La DBO mide el consumo de

oxigeno en una muestra causado por las reacciodiesdas.

La materia organica no soélo proporciona energia [z&r bacterias heterotrofas y a las bacterias
nitrificantes sino que también proporciona enengéaa las formas de vida mas complejas
presentes en el proceso de fangos activos y, gueyén a los protozoos, rotiferos y nematodos.
Las formas de vida méas altas obtienen energia gamlono cuando los protozoos consumen
bacterias y los rotiferos y neméatodos a su vezuwmnes a las bacterias y a los protozoos
(Gerardi, 2002).

e Sustancias Toxicas.

Las bacterias nitrificantes son muy sensibles aemagsas sustancias toxicas que pueden inhibir
su crecimiento, provocando una disminucion en lacigad de nitrificacion o produciendo una
gran toxicidad que pare completamente el procesutdficacion a causa de la muerte de estas
bacterias (Bitton, 1989).
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Los compuestos mas toxicos para las bacteriadigétites son el cianuro, tiourea, fenoles,

anilinas y metales pesados como plata, mercudgoiehicromo, cobre y zinc (Bitton, 1994).

La inhibicion es temporal, en cambio la toxicidas refiere a la pérdida permanente de la
actividad enzimética o a dafios irreversibles eredauctura celular. Aunque las bacterias
nitrificantes pueden superar la inhibicion aclimal@dse y de este modo reparando los sistemas
dafiados de la enzima, la inhibicion cronica pueeducir significativamente la tasa de
reproduccion de las bacterias, lo que genera wadi@' de la poblacion al perder bacterias en el

efluente del decantador secundario o de los lo@esafdi, 2002).

Debido a la relativamente pequefia cantidad de Eneligponible para la aclimatacion, las
bacterias nitrificantes son "sensibles" a muy be@xentraciones de compuestos inorganicos y

compuestos organicos, véase la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones inhibidoras de algunos rahkios Inorganicos y Organicos (Gerardi, 2002)

Compuesto Inorganico Concentracion [mg/|L] Compuéxsiganico | Concentracién [mg/L]
Cromo (hexavalente) 0,25 Alcohol Alilico 20,0
Cromo (trivalente) 0,05 Anilina 8,0
Cobre 0,35 Cloroformo 18,0
Cianuro 0,50 Mercaptobenzotiazo 3,0
Mercurio 0,25 Fenol 6,0
Niguel 0,25 Escatol 7,0
Plata 0,25 Tioacetamida 0,5
Sulfato 500 Tiourea 0,1
Zinc 0,30

Wells et al. (2009) observaron que a pesar de que el cromaghimercurio, cadmio, zinc y
cobre han demostrado tener efectos inhibitoriogesdd actividad de las bacterias amonio-
oxidantes (AOB) en cultivo puro y mixto, sélo elooto y el niquel afluente tienen una

correlacion significativa con la variabilidad AOB.
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Tras haber explicado cada uno de los factores deetaa al proceso de nitrificacion a
continuaciéon se presenta la Tabla 6 donde se rectage condiciones necesarias para el
crecimiento optimo de las bacterias nitrificantdsS; EPA, 1977).

Tabla 6. Condiciones Optimas de Nitrificacion (Adapacion del U.S EPA, 1977).

Caracteristica Valor
Rango de pH (95% nitrificacion) 7,2-8,4
Temperaturas permisibles (95% nitrificacién), °C -3
Temperatura Optima, °C (Aproximadamente) 30
Nivel de OD al caudal punta, mg/L >1,0
SSVLM, mg/L 1200-2500
Metales pesados inhibidores de la nitrificacion <5 mg/L

(Cu, Zn, Cd, Ni, Pb, Cr)

Toxicos organicos inhibidores de la nitrificacion:

Solventes Halogenados 0 mg/L
Fenol y Cresol <20 mg/L
Cianuros y todos los compuestos de los cualesds ac <20 mg/L

cianhidrico se libera en la acidificaciéon

Requerimiento de Oxigeno (estequiométrico, mg O2HG-N) 4.6

1.4. Técnicas Moleculares para la determinacion de lgsoblaciones

microbianas

Actualmente estan disponibles varias técnicas mtdees para investigar la estructura y funcion
de las comunidades microbianas y entender la siwpeoia de patdégenos y pardsitos en
muestras ambientales (Bitton, 2011).

Las técnicas moleculares mas utilizadas en la kddwlgpara la identificacion microbioldgica son
la PCR y la técnica FISH. Ambas se describen aragaution.
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1.4.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La técnica de Reaccion en Cadena de la PolimeRGR)( consiste en amplificar fragmentos

discretos de ADN mediante la generacion de millateesopias del ADN diana (Bitton, 2011).

Durante la division celular, se hacen dos nuevasasode ADN y se transmite un conjunto de
genes a cada célula hija. Las copias de genes tamexponencialmente a medida que aumenta
el nimero de generacion. La P@Rvitro simula el proceso de duplicacion del ADN y puede

crear millones de copias de la secuencia de ADNad(Bitton, 2011).
1.4.2 Hibridacion in situ con sondas marcadas con fluorocromos (FISH).

La técnica FISH utilizando sondas de oligonuclasgtidspecificas se ha convertido en uno de los
métodos mas utilizados en el estudio directo demimsoorganismos presentes en los sistemas

complejos sin cultivo previo ni aislamiento (Nielst al, 2009).

El método FISH hace posible en un plazo relativaeeorto la recuperacion de informacion
sobre las identidades filogenéticas de las céknasna muestra, puesto que también mantiene la
morfologia de las células, suministrando informacébre la distribucion espacial, asi como el

namero de organismos identificados (Nielseal, 2009).

La técnica se basa en la hibridacion directa dmadderia diana con una sonda complementaria de
una region del gen 16S rRNA o 23S rRNA para bagtenientras pargucarya es mas utilizada
una region del gen 18S (Amann, 1995). El elevadmerd de moléculas de rRNA 00%)
representa una gran ventaja en la aplicacion dedaica FISH debido al aumento de su
sensibilidad (Amann, 1994).

Una secuencia de sonda de DNA puede unirse cosameencia complementaria de RNA (16S
rRNA o0 23S rRNA), produciéndose un hibrido DNA:RN2ebido a que la sonda esta marcada,
los hibridos formados pueden detectarse facilmemteun microscopio de epifluorescencia. La
especificidad de las sonda puede ajustarse a feseidies niveles taxonomicos (dominio,
phylum, clase, familia, género y especie) paraléatificacion de las bacterias en sus diferentes

comunidades naturales (Amaeral, 1995).
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En la Figura 5 se muestra el fendmeno ocurridoasncElulas bacterianas durante la técnica
FISH. En el recuadro 1 las sondas contactan a lestnas, en el 2 las sondas entran en las
células, luego en el 3 las sondas se unen es@aunéite, seguidamente en el recuadro 4 las
células no diana no presentan fluorescencia y fionaj en el recuadro 5, las células diana

emiten fluorescencia.
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Figura 5. Hibridacion in situ (FISH).

La técnica FISH generalmente consiste en los siteeepasos consecutivos: la sintesis de la
sonda, la fijacion de células, la hibridacién, dwatratamiento de pre-andlisis, y analisis de la

muestra (Yilmazt al, 2010). Los pasos seran descritos a continuacion:
» Sintesis de la sonda:

El disefio de las sondas es la parte mas crititatéenica FISH, puesto que tienen que ser lo
suficientemente especificas para unirse Unicamanta bacteria que se quiere identificar,
tomando en cuenta que en muchos casos se encaengpaesencia de otras bacterias con
moléculas de rRNA muy homologas. El tamafio de daslas oscila entre 15 y 30 nucledtidos.
Para asegurar la especificidad de las sondaspkpatametros determinantes son la temperatura

y la concentracion de formamida en el tapon dedabion (Alonscet al, 2009).

La concentracion de formamida es la que favorelear&ondiciones de especificidad de la

sonda, debido a que la temperatura de hibridacgierglmente se mantiene constante en los
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protocolos. La formamida disminuye la temperatum whion de las sondas mediante el
debilitamiento de los puentes de hidrogeno. Estepo@sto disminuye la temperatura de fusion
de los hibridos DNA-RNA en 0,72 °C por cada 1% atenimida utilizada y permite realizar la

Universidad Politécnica de Valencia

hibridacion entre los 30-50 °C (Alonsbal, 2009).

La clasificacion taxonomica de los organismos amwaxidantes y sus respectivas sondas

utilizadas en la técnica FISH se encuentra endark&i6 a continuacion.

//
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Pitwwmanas sp. Nm148
Nitrosomonas communis

7/

‘\———————————— Nitrosomonas nitrosa
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NmV
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Nitrosomonas europaea

Nitrosomonas eutropha

Nitrosomonas halophila
Nitrosomonas cryotolerans
Nitrosomonas sp. Nm143
environmental clone (U62885)

environmental clone (AF216675)
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Nitrosomonas oligotroph @
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Nitrosomonas aestuarii
—D Nitrosomonas marina

Nitrosococcus halophilus
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Figura 6. Arbol filogenético del gen 16S rARN basaalen los linajes principales de bacterias amonio-

oxidantes conocidas (Daims t al, 2009).
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Por otra parte, a continuacion se presentan othases filogenéticos mas especificos donde se
incluyen algunas sondas con sus respectivas sulespdentificadas que fueron utilizadas en

este estudio.

La sonda Nmo218 utilizada en este estudio ideatifdas subclases que se observan en la Figura
7.
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95 Nitrosomonas sp. AL212Z ABUS

Nitr ureae Nmi0 745993
N. oligotropha- L Smd sz Nmo218
lineage WSS AJ3 776
54 (b Vml2 anams

Wsll apm7 [
Wsl2 aloosrrs
88 - ¥ml0 Anovzen
RWS AJo3763 |
PHA.2ZA/23 zeo151 '

I_ GaN50324 (3) ansmaie
GaNS5a (9) aewarn J

_[_‘—— GaN10301 (1) szwras

Nitrosomonas sp. JL21 ABGITHN

NmSS zieoss
N. europaca-
lineage
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GaN3a (1) anzrae N .
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Nitr is Nm2 Zacos

L—*”' pira briensis C-128 13ss0s
Burkholderia sp. JBL xo2188

Nil us oceanus C-107 (Nell)  mMosaos

Figura 7. Arbol filogenético del generaNitrosomonas inferido del analisis comparativo del gen 16S
rDNA (Giesekeet al, 2000).

Otra sonda utilizada en este estudio es la Nseldé@ntinuacion se presentan las subespecies

identificadas por esta sonda.
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b— Nitrosomonas marina-lineage

~esiT=— Nitrosomonas oli

Nitrosomonas eurepaea Nm10),
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I___— Nitresococcus mobilis Nm93
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Figura 8. Arbol filogenético que muestra las relacines de las AOB aisladall. mobilis Nm93 yN. europea

Nm103 y otras bacterias cercanas pertenecienteseadubclaseProteobacteria. (Juretschko et al, 1998).

La clasificacion taxondmica de los organismos toHoxidantes y sus respectivas sondas
identificativas correspondientes a la técnica Fs8Hencuentran en la Figura 9.
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Figura 9. Arbol filogenético del gen 16S ARNr basaalen los linajes principales de bacterias nitrito-xidantes
conocidas (Daimst al, 2009).
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» Fijaciéon de las células.

La fijacion de las bacterias tiene como objetivactivar las células microbianas, conservar su
morfologia, permeabilizarlas para una mejor penginade la sonda e inhibir cualquier actividad

de las enzimas que pueden dar lugar a la lisisacgNilmazet al, 2010).

Para la permeabilizacion de las células se utilidatergentes como el SDS (sodio dodecil
sulfato). El reactivo utilizado para la fijacionpdmdera de la estructura de la pared celular de la

bacteria (Gram-positiva, Gram-negativa) (Aloesal, 2009).
» Hibridacion

La hibridacion implica la incubacion de las céludasun tampon de hibridacion en condiciones
favorables. Los factores que afectan la hibridacd@nDNA:RNA deben ser considerados y
ajustados, e incluyen la temperatura y las conaeioties de Cloruro de Sodio (Yilmaz et al,
2010). En el capitulo correspondiente a Materigl&etodos se encuentra descrito el protocolo
de hibridacion completo asi como también la pregp@nade la solucion de hibridacién segun el

porcentaje de formamida requerido.
* Lavado.

La etapa de lavado tiene como objetivo eliminagxeleso de sondas sin hibridar de las muestras
sin comprometer su sensibilidad y especificidadjiarge la creacion de un disipador de la sonda
fuera de las células, imitando las condicionesigler de la etapa de hibridacién (Yilmatzal,
2010). Este paso se realiza introduciendo los pduego de la hibridacion en la solucion de
lavado durante 15-20 minutos (Alonstaal, 2009).

En el capitulo correspondiente a Materiales y Mésose encuentra descrito el procedimiento

para la etapa de lavado asi como también la preparde la solucién de lavado.
» Tratamiento de pre-analisis

Cualquier tratamiento de pre-analisis debe evéati$ociacion de los hibridos y el blanqueo de
los tintes fluorescentes para mantener la serdalilide la sonda entre el lavado y el paso de
analisis (Yilmazt al, 2010).
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En la técnica FISH para visualizar posteriormenteek microscopio, después del lavado, se
enjuagan y se secan los portaobjetos. Para lalizistian posterior se aplican a los pocillos
soluciones de montaje como octanos 1,4-diazabi¢RBCO), Citifluor o Vectashield que

evitan la pérdida de fluorescencia, luego se culitstos procedimientos aumentan la vida util de

los portas pudiéndose almacenar durante variasmrsenea la oscuridad (Yilmat al, 2010).
* Analisis de las muestras

Las muestras de FISH se analizan mediante la defffdorescencia de las células que contiene
la sonda / hibridos de destino. Para generar eftfiljorocromo es excitado con luz en una
longitud de onda apropiada. En general, las lamspde arco (principalmente mercurio y
guemadores de xendn) y el laser se utilizan pagaddacion. La respuesta viene en forma de luz
emitida con una longitud de onda del espectro eaidm del fluorocromo utilizado (Yilmaet al,
2010).

La fluorescencia se produce gracias al uso dedtwomos, los cuales son sustancias que tienen
la propiedad de absorber energia de una longituzshda especifica y volverla a emitir con una
longitud de onda mayor (con menor energia). Laidadtde energia emitida dependera del
fluorocromo utilizado. Los fluorocromos de Ultimangracion son mas foto estables y emiten

una sefial de fluorescencia mas intensa (Roncedd,; Reyes, 2009).

Mediante el microscopio y la técnica FISH se pueidealizar la disposicion espacial de las
células, por ejemplo, en los floculos, se utiliaaricroscopia con epifluorescencia y el recuento
manual (Wagneet al, 1994). El analisis de imagen con un programalstkr es la técnica de

cuantificacion que se utiliza actualmente (Yilneaal, 2010).

El barrido con el microscopio confocal laser peenciiptar la tercera dimensién de los agregados
celulares, lo que permite la cuantificacion de d¢&tulas marcadas como una proporcion o

porcentaje de biovolumen. La intensidad de la #soencia en las sondas también se puede
cuantificar mediante microscopia, basandose erintassidades de los pixeles de las células
hibridizadas (Yilmazt al, 2010).
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Una ventaja importante de FISH en comparacion colas las demdas técnicas en ecologia
microbiana es que puede determinarse la abundadeiamicroorganismos detectados

directamente, ademas de su filogenética y de stolngia (Daimset al, 2002).
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2. Objetivos

El desarrollo de este trabajo tiene como objetiocipal la identificacion y cuantificacién de la
poblacion de bacterias nitrificantes presentes| dango activo de la EDAR de Quart Benager,
durante un periodo de un afio con muestras tomadasegalmente. Analizar su evolucion
temporal, asi como también determinar las positgiesiones entre las variables operacionales,
fisico quimicas y la presencia de protozoos quelguefectar la actividad y crecimiento de

dichas poblaciones microbianas.
Los objetivos especificos que se pretenden alcarar

1. Identificar diversas subclases de bacterias amoxigantes (AOB) y nitrito oxidantes

(NOB) mediante la utilizacion de sondas especifocasla técnica FISH.

2. Cuantificar en cada muestra los grupos de bactettigcantes estudiadas con respecto a

la poblacién total de bacterias.

3. Estudiar las correlaciones existentes entre landicg poblacional de las bacterias
nitrificantes y su abundancia con los parametrascdiquimicos, biolégicos vy

operacionales de la EDAR.

4. Estudiar la abundancia de distintas especies de QBB a lo largo del tiempo y

valorar su contribucion a la eliminacion de amaiNeNH,").

5. Determinar la relacion de los grupos de protozoossemtes con el proceso de

nitrificacion, su predacién y su actividad bioiratiora en este proceso.
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3. Materiales y Métodos

En el presente estudio se identificaron las badenitrificantes presentes en el licor mezcla de la
EDAR de Quart Benager durante el periodo dicien2@8-diciembre 2009, mediante la técnica

FISH. Se realiz6 el analisis de imagen para cueatifa cantidad de estas bacterias y por ultimo
se realizd un analisis estadistico para deternid@saposibles relaciones entre las variables fisico-

quimicas, bioldgicas y operacionales y las badersudiadas.

Las variables fisico-quimicas, operacionales ydgigias que se toman en cuenta en el presente
estudio fueron facilitadas por la EDAR de Quart-8gar, todas estas variables se encuentran
tabuladas en el apartado 3.4 del presente capffudontinuacion se describen los materiales y la

metodologia empleada para la realizacion de estajt.

3.1. Toma de muestras.

La toma de muestra se realiza en los reactoreslgsaianques de aireacién generalmente en el

mismo punto y a la salida de los mismos.

Las muestras analizadas en este proyecto son propadas por el Instituto de Ingenieria del
Agua y Medio Ambiente (IIAMA) y corresponden a lapdiradora de Quart Benager ubicada en

la Comunidad Valenciana.

La depuradora de Quart Benager tiene un caudalimigichamiento de 37.735°fdia, sirve
aproximadamente a 243.000 habitantes equivalentegnta con un proceso biolégico ocurrido
en un reactor Anéxico-Aerobio de geometria rectlargr5 x 20 x 4,5) metros. Esta depuradora

cuenta con cuatro reactores en paralelo.

En la Figura 10 se presenta el esquema de la diparde Quart Benager.
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Figura 10. Diagrama de Bloques de la EDAR de QuaBenager (EPSAR).

El muestreo fue llevado a cabo mediante campafitentiede muestras en cada linea durante un
aflo con una frecuencia quincenal desde diciemb290@ hasta diciembre de 2009, esto hace un
total de 24 muestras tomadas. Cada campafia tuvduraaion de cuatro dias repartidos de la
siguiente forma: en los tres primeros dias se mecestfluente al reactor, y en el tercer dia se

muestred, ademas, efluente del decantador secandari

Las muestras fueron compuestas, obtenidas a gartr mezcla de muestras simples horarias en
relacion al caudal. En el cuarto dia se tom6 unastna de licor mezcla en el reactor bioldgico,
siendo esta de tipo simple y de caréacter puntlelsalida del mismo (Zornozt al, 2010b). En

la Figura 11 se presenta un esquema de la campditandose la duracién, origen y tipo de

muestra.
Dia 1 2 3 4
Afluente al reactor y efluente .
Muestra Afluente al reactor ) Licor mezcla
decantador secundario
Tipo de muestra Compuesta (horaria) Simple (puntual

Figura 11 . Esquema campafia de muestreo

Los dias 1 y 2 se analizaron en el afluente altoedms siguientes parametros: DQO total, DQO

soluble y DBQ@ seguidamente se realiz6 un promedio de cada paaldees obteniéndose un
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anico valor de cada variable. El dia 3 se llevéabocun analisis fisico-quimico completo del
afluente y efluente. El objetivo del primer an&liss estudiar la influencia de la carga organica y
del segundo establecer el rendimiento del prodesagico (Zornozeet al, 2010b).

3.1.1 Parametros fisico-qguimicos v biolégicos

Los pardametros fisico-quimicos se han determinggloesido los procedimientos normalizados
(APHA, 1998). La fraccion filtrada se obtuvo a ttawde un filtro de lana de vidrio (Whatman
GF/C) con un tamafo de poro de {8, la fraccion soluble se obtuvo a través de urofile
0,45um (Grady, 1989).

En la Tabla 7 se encuentran tabulados los parasiioo-quimicos tomados en cuenta en este

estudio con sus respectivos dias de muestreo.

Tabla 7. Parametros Fisico-quimicos y biol6gicos tafluente, efluente y licor mezcla.

Parametros fisico-quimicos en el afluente, efluentelicor mezcla

Afluente al Efl. dec.
Parametros Licor mezcla
reactor secundario
Dial,2 Dia3 Dia 3 Parametros Dia 4
pH = X - pH X
Conductividad X Conductividad X
SST X X SSLM X
SSTV X X SSVLM X
DQO total X X X Nitrégeno total X
DQO filtrada - X X Nitrégeno total clarificado X
DQO soluble X X X Fosforo total X
DBOs X X X Fosforo total clarificado X
DBOsfiltrada X X DQO total X
Nitrégeno total X X DQO total clarificado X
Nitrégeno total soluble X X
Nitrégeno amoniacal X X
Nitrégeno nitroso X
Nitrégeno nitrico X
Fosforo total X X
Fosforo total soluble X X
Ortofosfato X X
Sulfuros X
Sulfatos X X
Tensioactivos anidnicos X X
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3.1.2 Identificacion y recuento de protozoos

El analisis microscopico de las muestras se realizan intervalo de tiempo maximo de 24
horas después de la toma de muestras, utilizandmicnoscopio de contraste de fases Zeiss
(modelo Axiostar). La estimacion de la densidaghmistas ciliados se llevo a cabo por recuento
directo de dos alicuotas de 25 pl (Madoni, 1988).

Para la estimacion de la densidad de pequefiosldtinge se examinaron dos réplicas,
tomando un volumen de 25 pl, en la diagonal démara Fuchs Rosenthal (Madoni, 1988). En
el caso de las amebas se consideraron dos gruprselsms desnudas segun el tamafio celular:

amebas grandes (>50 um) y pequefias (<50 pm) (Zoehak 2010Db).
3.1.3 Variables Operacionales

En la Tabla 8 se encuentran los datos relativas allas de la campafia de muestreo de las

variables operacionales.

Tabla 8. Parametros Operacionales (Zornozé&t al, 2010b).

Parametros operacionales.

Variable Unidades

|. DECANTACION PRIMARIA Y

SEEUNDARA Tiempo retencion hidraulice horas

Il. REACTOR BIOLOGICO Carga masica kg DBOy/kg SSVLM.d
Carga volumica Kg DBOs/m
Edad del fango Dias
Temperatura °C
Oxigeno %

(< 0.8, 0.8-2 >2 mg/L)
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Los valores de oxigeno disuelto (OD) en el reaator sido distribuidos en tres intervalos (<0,8,
0,8-2 y >2 mg/L). Los datos corresponden a medglere linea situados en la parte final del

reactor biolégico (Zornozet al, 2010b).

Para obtener un valor global de OD se realiz6 wmpdio multiplicando el porcentaje diario
obtenido por su concentracion en mg/L. A efectdpoesente trabajo se estudié el promedio de
OD y el OD inferior a 0,8mg/L, debido a que a estiogles tan bajos de oxigeno la nitrificacion

posiblemente se ve afectaba.

3.2 Hibridacion Fluorescentein situ "FISH”.

A continuacion se presenta el protocolo que dedlezegse en la técnica FISH.
3.2.1 Fijacién de las muestras.

Para realizar la hibridacion por fluorocromas situ “FISH” se deben fijar las células
transformandolas en estructuras rigidas para queosfologia permanezca intacta e inactivar la
actividad enzimética. La fijacion de todas las nmassfue realizada en el laboratorio de
microbiologia del Instituto de Ingenieria del Aguaviedio Ambiente (IIAMA) siguiendo el

protocolo para Gram negativas que se describetanoagion:

* Lavar 1 ml de fléculo con 500l de PBS, seguidamente afadir 480de PFA y
mantenerlo a 4 °C durante 1 a 3 horas.

» Centrifugar la muestra durante 3 minutos y elimgldijador.

» Lavar las celular con 50d de PBS 1X.

* Resuspender en 50de PBS 1X y afiadir 50@ de etanol frio (4 °C).

* Guardar a -20 °C, se pueden conservar durantesvagses bajo estas condiciones.

La Figura 12 muestra ilustrativamente los pasagaispara la aplicacion de la técnica FISH.
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TECNICA FISH

HIBRIDACION
Temperatura constante.
Concentracién de formamida especificidad

46°C -3 h

Solucién de
Hibridacién

+Sonda LAVADO
eliminar exceso de sonda que no ha hibridado. Lavado

A

48°C - 15 min

Figura 12. Pasos de la Técnica FISH (Zornoza, 2010a

3.2.2 Tratamiento de los portaobjetos cubiertos con Tefld.

Se deben tratar los portaobjetos donde se apléisamuestras fijadas a fin de que las células se
mantengan en el mismo a pesar de los lavados wosetea la visualizacion en el microscopio. El

tratamiento que se lleva a cabo se presenta ancacton:

» Lavar con solucion de limpieza.
» Enjuagar con agua destilada.

* Secar al aire dejandolo escurrir durante un dia.d8een proteger del polvo

ambiental cubriendo con papel de aluminio.

e Cubrir con gelatina por inmersion en la soluciongiddatina 0,1% con cromato
sulfato potasico 0,01% preparada al momento aempdratura de 60°C.

e Secar al aire.

A continuacion se encuentran los pasos a segui malizar la técnica FISH a las muestras
tomadas:

3.2.3 Aplicacion de las muestras a los portaobjetos FISH.

* Poner un volumen entre 3 ybde muestra fijada al portaobjetos FISH.
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Secar al aire.
Deshidratar en etanol 50% durante 3 minutos poersidn.
Deshidratar en etanol 80% durante 3 minutos poersidn.

Deshidratar en etanol absoluto durante 3 minutosnpeersion.

3.2.4 Hibridacién in situ.

Preparar la solucién de hibridacion mezclando eeppendorf de 2 ml los reactivos
gue se encuentran en la tabla siguiente. Se obsgivainicamente cambian las
concentraciones de formamida y@H MiliQ las cuales varian segun la sonda
utilizada (Tabla 9).

Tabla 9. Preparacion de la solucién de hibridacidsegun el porcentaje de formamida requerido.

% de Formamida

Reactivo
10% | 20% | 25% 30% | 35% 40% 45%
NaCl 5M [ul] 360 360 360 360 360 360 360
HCI-Tris 1M [ul] 40 40 40 40 40 40 40

Formamida ] 200 400 500 600 700 800 900

H20 MiliQ [pl] 1398 | 1198 | 1098 998 898 798 698

SDS 10% |il] 2 2 2 2 2 2 2

Volumen Final fil] | 2000 | 2000 | 2000 | 2000| 2000 2000 2000

Poner Qul de solucion de hibridacion a cada pocillo quetenga muestra.
Poner 1ul de sondas, repartidos de la siguiente forma: j|@,5de EUBMIX
(combinacion entre EUBI, EUBII y EUBIII) y 0,pl de sonda identificativa de
bacterias nitrificantes. Cuando se trabaja cosdaslas Ntspa662 y NIT3 se dividen
estos 0,5ul en partes iguales repartiéndose este volumen ansdnda
correspondiente y su competidora. Se debe posenida homogéneamente sobre el
pocillo.
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* Preparar un tubo tipo falcon de 50 ml con papetelalosa dentro e introducir el
portaobjetos con las muestras en dicho tubo. Se meimtener en posicion vertical.

* Incubar a 46 °C durante 1 hora y 30 minutos.

Para eliminar el exceso de sonda que no ha hilwigalh formamida de los portaobjetos se
prepara una solucion de lavado mezclando los weactiresentes en la Tabla 10 dependiendo del

porcentaje de formamida que ha sido utilizado esolacién de hibridacion.

Tabla 10. Preparacion de la solucién de lavado.

% de Formamida

Reactivo
10% 20% 25% 30% 35% 40% 45%
NaCl 5M [ul] 4500 2150 1490 1020 700 460 300
EDTA 0,5M [ul] - 500 500 500 500 500 500

HCI-Tris 1M [ul] 1000 | 1000 | 1000 1000 1000 1000 100(

H20 MiliQ [mL] 44,45 | 46,3 | 47,94 | 47,43 47,75 47,06 48,15

SDS 10% ] 50 50 50 50 50 50 50

Volumen Final [mL] 50 50 50 50 50 50 50

El procedimiento de lavado de los portaobjetod egyaiente:

» Sacar el portaobjetos de la incubadora e introlduein un tubo con la solucién de
lavado, mantenerlo en un bafio de agua a 48 °Ctdut@ra 15 minutos protegidos
de la luz cubriéndolos con papel de aluminio.

» Sacar el portaobjetos de la solucion de lavadonyesgirlo en un vaso con agua
MiliQ fria durante un minuto.

» Secar el portaobjetos a temperatura ambiente péoigglo de la luz.

» Observar en el microscopio o guardar a -20°C.

3.2.5 Sondas utilizadas.
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Para la identificacion de la comunidad general atedrias asi como de las bacterias nitrificantes

AOB y NOB se utilizaron las sondas que se encuemnda Tabla 11.

Tabla 11. Sondas utilizadas en este estudio.

Bacteria Sonda Especificidad (5’-3") Especificidad| FA* Referencia
EUB 338 | GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria 0-50 | Amann (1990)
-g EUB 338 I GCAGCCACCCGTAGGTGT Planctomycetes 0-50 | Daims e al.
o (1999)
§ EUB 338 1lI GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrumicrobiales 0-50 | Daims e al.
(1999)
Nso 1225 CGCCATTGTATTACGTGTGA| B Proteobacteria® 45 Mobarry et al.
(1996)
Nsel472 ACCCCAGTCATGACCCCC N. europea 50 Juretschkoet al.
N.halophila (1998)
N.eutropha
Nmo218 CGGCCGCTCCAAAAGCAT Nitrosomonas 35 Gieseke et al.
g oligotropha (2001)
< NEU CCCCTCTGCTGCACTCTA N.halophila, 40 | Wagner et al
eutropha y europea (1995)
Nitrosococcus
mobilis.
CNEU TTCCATCCCCCTCTGCCG Competiddra Wagner et al
(1995)
Ntspa 662 GGAATTCCGCGCTCCTCT Nitrospira spp. 35 Daims e al.
(2001)
CNtspa 662 GGAATTCCGCTCTCCTCT Competidbra Daims e al.
= (2001)
% NIT 3 CCTGTGCTCCATGCTCCG Nitrobacter spp. 40 | Wagner et al.
(1996)
CNIT 3 CCTGTGCTCCAGGCTCCG Competiddra Wagner et al.
(1996)

'FA: Porcentaje de formamida.
“Modificada con 4 bases LNA (Alonsbal. 2009).
*AOB.

“Sonda competidora sin marcar para aumentar laiésjgszl de la sonda correspondiente Ntspa662 BNIT
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En total fueron realizadas 144 hibridaciones, sieeste el resultado de la hibridacion de la:
muestras por las seis sondas utilizadas en el meesstudio. Estas sondas <viden de la
siguiente forma: cuet sondas para identificar AOINs01225, Nmo218, NEU y Ntsell) y
dos sondas para identificar N' (Ntspa662 y NIT3).La Figura 13 muestra la clasificaci

taxondmica resumida de las bacterias identificedas presentestudio.

MEU  =——— Pse1d72
M suropaes N europzss
MW.Hzlophils N.Halophils
M. eufrophs N.eufrophs

MNso1225 Nifrosococus mobils

AOB =

(NMirosomonas)

b Mmo218

M. oligatropks

ﬁ Mtspabb2
(Nitrospirs)

NOB

b NIT3

(Nitrobacter)

Figural3. Esquema de las sondas utilizadas en el presenstuelio para las AOB y NOB
3.3. Cuantificacion de Microorganismo:

Una vez realizada la Hibridaciéin situ con las sondas especificdSH) se procede a

observacion en el microscopio y la toma de imag

El microscopio utilizado fue un microscopio de emfescencia Olimpus BX 50 equipado ¢
condensador de campo claro, contraste de fasdsréeiencial de Nomarsky. Las fotafias en
color se tomaron con una camara digital OlimpuslRRcoplada al microscopio con los filtr
U-MWIB (Fluoresceina, FAM) y -MWIG (Rodamina, TAMRA).
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Antes de colocar el portaobjetos en el microscspite afiadié a cada pocillo\@ctashield para
evitar la pérdida de fluorescencia de la muesteguBlamente se colocé el portaobjetos en el

microscopio y se observé a 60x.

Se realizaron fotos a unos 20 - 25 campos de cacilop por cada campo se adquirieron dos
fotos: una correspondiente a las bacterias niurifies en estudio (sonda especifica) y otra de toda

la comunidad bacteriana (sonda EUBmix).

En total se realizaron 3200 fotos aproximadamerdeespondientes a los 72 pocillos de todas
las muestras (24 pocillos por cada una de lasstvadas que dieron resultados positivos). La
toma de fotos de cada pocillo duré aproximadamgateninutos lo que dio un total de 1440

minutos, equivalentes a 24 horas empleadas emia de fotos.

Haciendo uso dedoftware de cuantificacion desarrollado por Borras, 20@8ceslizé el andlisis
de imagen. Esoftware descompone la imagen en escala de grises coresaler0 (Negro) a 255

(Blanco) facilitando el conteo de pixeles.

El algoritmo del programa permite con un simplesggleliminar las partes de la imagen que no
son de interés o que son falsos positivos mediastparametrosow_in y Gamma_in. Con el
primero se consigue eliminar la parte de la imagenrepresenta imagen de fontackground)

y establece un valor de 0 a 1, por debajo deleuah falso positivo (Borras, 2008).

El parametradGamma_in representa la forma de la curva que describddaiém entre los valores
de intensidad de la imagen original y la nueva mmaguanddamma_in es menor a 1 la nueva
imagen tendra una intensidad mas alta, es deciseuéemas brillante, si por el contrario este

parametro es superior a 1 la nueva imagen seré@scasa (Borras, 2008).

Todas las imagenes capturadas de cada pocillotreelucen en esoftware de cuantificacion
desarrollado por Borras, 2008, generando un archivé&xcel con los porcentajes de las areas
ocupadas por las bacterias estudiadas y su errarrdedida. Este error es calculado dividiendo
la desviacion estandar por la raiz cuadrada dedoride n es el nUmero de campos examinados
(Borrés, 2008).

En la Figura 14 se muestra el flujo de procesos lgacuantificacion en el software utilizado.
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Imagen

Combinada
Imagen ;oo Imagen
Fluoresceina | \ TAMRA
EUB338mix | |  MNso1225

T

N ‘
Seleccion del Seleccion del
canal verde canal rojo

s Binarizacion
L)
"de
l Recuento l Recuento
Pixeles Pixeles con
con sehal \ / seﬁaF
~(Total) J  “ax” | [(Parcial)
T

T
Porcentaje de
bacterias

Figura 14 Flujo de procesos para la cuantificaciéne bacterias.

3.4. Analisis Estadistico.

En el andlisis estadistico se emplearon 86 vasabiedidas (63 variables fisico-quimicas, 8

variables operacionales y 15 protistas) y 24 massttando lugar a una matriz semejante a la que
se muestra en la Figura 15.
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Variables
Fisico-guimicas Operacionales Protozoos
1 1
I I I
1 2 y s 86
=
<
1 X
m
[ -
=
Q 3
“ s
Ao
I

Figura 15. Esquema de la matriz a analizar.

Se realizaron 24 muestreos durante el periodondicie 2008-diciembre 2009. La Tabla 12

contiene las fechas correspondientes a cada nideermuestra.

Tabla 12. Numeros de muestras con sus fechas de rstneo correspondientes.

N° de muestra Fecha de
Muestreo
1 04/12/2008
2 17/12/2008
3 14/01/2009
4 28/01/2009
5 11/02/2009
6 25/02/2009
7 11/03/2009
8 25/03/2009
9 07/04/2009
10 22/04/2009
11 06/05/2009
12 20/05/2009
13 03/06/2009
14 17/06/2009
15 01/07/2009
16 15/07/2009
17 09/09/2009
18 23/09/2009
19 07/10/2009
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Tabla 12. Nimeros de muestras con sus fechas de rsweo correspondientes. Continuacion.

Fecha de
N° de muestra

Muestreo
20 21/10/2009
21 04/11/2009
22 18/11/2009
23 16/12/2009
24 29/12/2009

En el analisis estadistico primeramente se realizéesumen estadistico donde se tabularon los
valores minimos, maximos, la media y la desvia@8tandar de cada una de las variables

operacionales y fisico-quimicas y también los pta$i presentes en el licor mezcla.

Posteriormente se emplearon diferentes técnicaglisstas complementarias para tratar de
relacionar los cambios en la composicién y abundade las AOB y de las NOB con los

parametros fisico-quimicos, operacionales y bicks)i

Primero se realiz6 un analisis bivariante conreldi establecer vinculos entre la abundancia de
las AOB y NOB con los parametros fisico-quimico®ragionales y bilégicos, este analisis
consistio en el calculo de los coeficientes de $&emy de Spearman siendo el primero referente a
correlaciones parametricas y el segundo a una methdparamétrica, por lo tanto no hace

ninguna suposicion a la distribucién de las vadsabl

Seguidamente se realizd un andlisis multivarianégliamte la realizacion de un Andlisis de
Componentes Principales (ACP) para permitir laesistde la informacion contenida en una base
de datos de gran dimension en un nuevo subespaaedor dimension (Aguado, 2004)

A continuacion se detallan cada uno de los métedtzslisticos realizados.
3.4.1 Coeficiente de correlacién lineal de Pearson.

El coeficiente de correlacion de Pearson se replira variables cuantitativas y es un indice de la
precision de la dependencia lineal entre varidiheslmente relacionadas x e y (Viedma, 1972).

Este coeficiente se calcula con la siguiente féamul
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L XX -D (-1
VI — X2 (Y, - 1)?

X : media de X.
Y : mediade .

El coeficiente de correlacibn de Pearson esta cemdpio entre -1 y +1, donde los valores
proximos a +1 indican una fuerte dependencia licezdiente y los valores de r préximos a -1

indican una dependencia lineal decreciente.

Los valores del coeficientepequeiios indican una pequefia dependencia linea&stis casos se

debe cambiar el modelo lineal por otro tipo de awavin de tener una mejor aproximacion.
3.4.2 Coeficiente de Correlacion de Spearman

El coeficiente de correlacion de Spearman o pogagnhtambién llamadag es una medida no
paramétrica de asociacién que requiere que ambibles sean aleatorias continuas, de forma

que los objetos o individuos puedan colocarse Besserdenadas (Siegel, 1983).

El coeficiente de Spearman utiliza los niumeros rdero (rangos) de cada grupo de variables y
compara dichos rangos (Conover, 1998). Este ceafieies recomendable utilizarlo cuando los
datos presentan valores externos que afectan fitieate de Pearson o ante distribuciones no

normales.

La férmula para calcular el Coeficiente de Speargsla siguiente:

6-Yd’

T5=1 —NS—N

donde:
d es la diferencia entre los rangos de X e Y, es dge rx;-ryi.

N es el nUmero de valores de la muestra
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Los valores de los rangos se colocan segun el ondemérico de los datos de la variable

estudiada.

Su interpretacion es semejante al coeficiente delagion de Pearson. Para indices cercanos a
+1 la asociacion es positiva, para valores cercanda asociacion es negativa y 0 significa que

no hay correlacion entre las variables (Siegel3).98
3.4.3 Andlisis de Componentes Principales (ACP)

El ACP es una técnica de reduccion de la infornmadiéponible sobre un grupo de muestras, de
los cuales se han tomado diversas variables sabeesds caracteristicas. Por ejemplo si se
tienen datos de N muestras referentes a p casitasi diferentes de éstos, es decir,
X=(Xy,....,Xp), el objetivo del ACP consiste en reducir las disienes de la variable X creando
una nueva variable U=¢....,U,), donde r<p, cuyas componentgss&lan combinacion lineal de
las X y que también expliquen una proporcién suficiemtet® grande de la dispersion total

presente en los datos originales (Pérez, 1996).
El proceso de célculo del ACP es el siguiente:

El primer componente se construye buscando un wéetqb,...,l) que, entre todos los que
tengan modulo unitario, atribuya a & mayor varianza posible, de forma tal que est&vo
componente constituya la mejor explicacion unidisi@mal de la varianza total en los datos
(Pérez, 1996).

Ui=byg- Xq+bro Xot....+bip Xp

Procediendo con las variables sucesivas se coestitag componentes principales. Este método
logra sintetizar al maximo la informacién con eltenio de pérdida minima de capacidad

explicativa con respecto a la varianza de las s@férez, 1996).

Cuando se realiza un ACP sobre una matriz de d4tose esta realizando la siguiente

modelacion (Aguado, 2004):

A
X=Zta-p5+E=)?+E
a=1
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Donde, pson los vectores de pesos que definen las direexiprincipales de maxima varianza

en el espacio X. Estas direcciones determinan besmacio de menor dimension (A) que el
espacio original.

La dimension (A) se escoge de manera que no é@ristanacion importante de X en E que es la

matriz de residuos, y que, por tanto, representaigb. X es la estimacion de X a partir de
modelo con A componentes.

En la Figura 16 se muestran de forma grafica lasicea del modelo ACP.

pT

Figura 16. Representacion esquemética de las mates del modelo ACP.

Para una componente dada, los pesos son definaoe ta direccion sobre la que se estan
proyectando las observaciones y estan poniendoatéfiesto la contribucion de las variables
originales en la formacion de dicha componente &gy 2004).

3.4.4 Tratamiento por ordenador

Las correlaciones de Pearson y Spearman se oldovieediante el programa Statgraphics Plus
version 5.1. En este programa se introdujo unaimséfimejante a la Figura 15 con todos los
parametros a estudiar y se realizé un andlisislissieo correspondiente a las correlaciones de
Pearson y Spearman.

El programa genera como salida de este estudio guaa tabla con los valores de las

correlaciones y los p-valores de cada una. Estosad indican la bondad estadistica del modelo
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ajustado. Por ejemplo p-valores iguales o infes@d,05 indican una relacion estadisticamente

significativa al 95%.

Para realizar el andlisis de componentes prinGpeCP) se utilizd el programa IBM SPSS
Statistics 19 donde se introdujo la matriz de dgtes especificaron las variables para realizar el
ACP.

El programa genera como salida tablas de: satum@gien componentes, puntuaciones de objetos
y varianza total explicada, asi como también medride coeficientes para el calculo de las

puntuaciones en las componentes y de componentes.
Con estas tablas el programa genera los siguigraésos:

» Grafico de Saturaciones en componentes: este gn&fmesenta las relaciones entre
las variables, es decir, cuales variables son nsgiibes de los patrones que
presentan las muestras. En este grafico cuandoat@bles se encuentran muy
cercanas entre si presentan correlaciones posiinae si, por el contrario si se

encuentran linealmente opuestas presentan cooe&schegativas.

» Grafico de Puntos de objetos etiquetados mediaimeero de caso: se refiere a la
distribucion de las muestras en las zonas del aliagrde la Dimension 1-
Dimensién 2 (o Componente 1 — Componente 2) mastseque los puntos que se
encuentran proximos presentan valores pareciddasdeariables que determinan

dichas componentes.

» Diagrama de dispersion biespacial: contiene larinézion de los dos diagramas
anteriores y viene siendo una superposicion deficgrade saturaciones en
componentes y de los puntos de objetos, mostraadorcha clara los grupos de
muestras que se encuentran relacionadas con owariables debido a su cercania

en las zonas del gréfico.

e Grafico de Sedimentacion: se utiliza para determicaantos factores deben
retenerse, tomandose en cuenta la cantidad denzarfan porcentaje) explicada por
dichos factores. Tipicamente el grafico muestra fumerte ruptura entre la
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pronunciada pendiente de los factores mas sighifasay el descenso gradual de

los restantes, denominados sedimentos.

Para las variables fisico-quimicas, operacional&ss \protozoos presentes se colocaron, en los

resultados de este texto, los primeros tres diaggarambrados anteriormente.

En el ACP realizado se utilizé una nomenclatureeigca para cada una de las variables fisico-
guimicas, operacionales y protistas. En las Tab®ad4 y 15 que se encuentran a continuacion
se muestran todas las variables con sus unidades yespectivas nomenclaturas para este

analisis estadistico.

Tabla 13. Nomenclatura utilizada en el ACP para lasariables fisico-quimicas.

Variable Unidades | Nomenclatura Variable Unidades Nomenclatura
pH ud apH pH ud rpH
Conductividad uS/cm aConduc Conductividad uS/cm rConduc
S.S.T mg/L aSST SST mg/L rSS
S.S.Vv afl, mg/L assv 5 SSsv mg/L rSsv
DQO total mg/L aDQOt ﬁ IVF real mi/g rIVF
Caudal:DQO total Kg/d aQ_DQOt % N total mg/L rNt
DQO soluble mg/L aDQOs % N total filtrado mg/L rNt_fil
DBO mg/L aDBO % N total fléculo mg/L rNt_floc
DBO filtrada mg/L aDBOf P total mg/L rPt
DQO/DBO - DQO_DBO P total filtrado mg/L rPt_fil
N total mg/L aNt P total fléculo mg/L rPt_floc
,_lj_J Caudal N total Kg/d aQ_Nt DQO total mg/L r_DQOt
E N total soluble mg/L aNt_s DQO filtrada mg/L rDQOt_fil
= N-NH, mg/L aNH4 T2 °C T
|?<L N-org soluble mg/L aNorg_s SS.T mg/L eSS
P total mg/L aPt S.S.v mg/L eSsv
Caudal P total Kg/d aQ_Pt D.Q.0 mg/L eDQOt
P total soluble mg/L aPt_s DQO soluble mg/L eDQO_s
P-PO, (Fosfato) mg/L aPO4 w D.B.O mg/L eDBO
P-org soluble mg/L aPorg_s % D.B.O filtrada mg/L eDBOfil
DBO/N/P - aDBO_N_P 3 DBO particulada mg/L eDBOpart
Sulfatos mg/L aS0O4 Lu'] Nitrégeno total mg/L eNt
Tens. aniénicos mg/L aTens Nitr6égeno total mg/L eNt_s
soluble
Zn disuelto mg/L azZN N-NH, mg/L eNH4
Ni disuelto mg/L aNi N-NO, mg/L eNO2
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Tabla 13. Nomenclatura utilizada en el ACP para lagariables fisico-quimicas. Continuacion.

Variable Unidades | Nomenclatura Variable Unidades Nomenclatura
Aldehidos mg/L aAld N-NO3 mg/L eNO3
Fenoles mg/L aFen N-org soluble mg/L eNorg_s
Sulfitos mg/L asS03 N-org particulado mg/L eNorg_p
Cloruros mg/L aCl Fosforo total mg/L ePt
Eliminacion de NKT 9% ElimNKT Fosforo total soluble mg/L ePt s
E Eliminacion de NH, 9% ElimNH4 P-PO, mg/L ePO4
g NKTs mg/L eNKT
% Sulfatos mg/L eS04
% Tens. anidnicos mg/L eTens

Tabla 14. Nomenclatura utilizada en el ACP para lagariables operacionales.

Variable Unidades Nomenclatura
Caudal m>/d Caudal
TRH Dec primario h TRHprim
Carga Masica Kg DBOs/Kg SSVLM-d CM
TRH reactor h TRHreac
Edad de Fango dias EF
Oxigeno Disuelto <0,8 mg/L mg/L ODO08
Oxigeno Disuelto mg/L oD
Temperatura reactor °C Treac
T.R.H Dec secundario h TRHsec

Tablal5. Nomenclatura utilizada en el ACP para lasariables biolégicas (protistas).

Variable Unidades Nomenclatura
Grandes Flagelados ind/ml GF
Amebas Testaceas ind/ml AT

Amebas grandes (>50 um) ind/ml AG
Amebas pequefias (<50 um) ind/ml AP
Amebas Desnudas ind/ml AD
Total Amebas ind/ml TA
Nadadores Bacterivoros ind/ml NB
Nadadores Depredadores ind/ml ND
Total Nadadores ind/ml TN
Reptantes Bacterivoros ind/ml RB
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Variable Unidades Nomenclatura
Reptantes Omnivoros ind/ml RO
Total Reptantes ind/ml TR
Sésiles Depredadores ind/ml SD
Sésiles Bacterivoros ind/ml SB
Total Sésiles ind/ml TS
Total Ciliados ind/ml TC
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4, Resultados

Los resultados que se obtuvieron durante la reafimadel proyecto corresponden, tal como se
explicd en el capitulo anterior, a la realizaci@lds hibridaciones mediante la técnica FISH de
24 muestras tomadas quincenalmente en el fangeoatt la depuradora de Quart Benager,
durante un periodo de un afio. Las hibridacioneseabzaron con el fin de determinar y
cuantificar la cantidad de bacterias nitrificanted grupo de las amonio-oxidantes (AOB) y

nitrito-oxidantes (NOB) presentes en el licor maz#| reactor bioldgico.

Seguidamente se realiz6 un analisis cualitativaugntitativo de las bacterias hibridadas que
dieron resultado positivo en las hibridaciones. Biimo se realiz6 un analisis estadistico
bivariante de Pearson y Spearman y un analisisodganentes principales (ACP) con los
parametros fisico-quimicos, operacionales y lopagsufuncionales de protozoos presentes en el

fango activo.

A continuacion se presentan detalladamente losltaeé®s obtenidos en el proyecto de

investigacion.
4.1. Toma de imagenes con sefial de hibridacion.

Una vez realizadas las 144 hibridaciones correspotes a las seis sondas utilizadas en el
presente trabajo, se procedid a la toma de fot@pdximadamente 22 campos por cada pocillo
de cada una de las sondas que dieron sefial pasitiees hibridaciones.

Las sondas que dieron sefial positiva fueron: NS§1RPno218 y NEU para las AOB vy la
Ntspa662 para las NOB. Por otra parte las sondasliguon sefial negativa son: Nsel1472 (AOB)
y NIT3 (NOB) (Figura 13). A continuacion se presenalgunas fotos tomadas para cada una de

estas sondas.

La Figura 17 corresponde a un campo de la muestreero 4 hibridada con la sonda Ns01225,
correspondiente al géneiditrosomonas spp. Se puede observar que estas bacterias forman

agregados esféricos compactos, con células clatamisibles.
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Figura 17. A) AOB sonda Nso 1225, B) Mismo campo slas EUB338mix, 60x. Muestra 4.

En la Figura 18 se observa un campo correspondéefaéibridacion con la sonda Nmo218, la
cual identifica las bacterias AOB del lindjeoligotropha. En la figura 18A se presentan células
muy visibles y compactas, pero agregados celuldeemenor tamafio que los presentes en la
Figura 17 correspondiente a la sonda Ns01225.destlebe a qué\. oligotropha es una especie
dentro del génerdlitrosomonas y dentro de estos agregados de AOB estarian pessehibs

género y especies de bacterias AOB.

Figura 18. A) AOB, N. oligotropha. sonda Nmo 218, B) Mismo campo, EUB338mix, 60x. Mstra 4.

Por udltimo, para el grupo de las AOB, se observaawierias identificadas con la sonda NEU, la
cual identifica a los géneroll. halophila, N. europea, N. eutropha y Nitrosococcus mobilis. En

la Figura 19 se muestra un campo tomado con estdasdonde se observa un agregado muy
compacto de células, de menor tamafio y con unamwsibilidad que las sondas mostradas

anteriormente.
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Figura 19. A) AOB, sonda NEU, B) Mismo campo, EUB3nix, 60x. Muestra 4.

Una vez realizadas las hibridaciones para la iflesmtion de los géneros dsitrosomonas

(AOB) se procedi6 a la identificacion de bacteridgto-oxidantes (NOB).

En la Figura 20 se muestra un campo visualizadoa@onda Ntspa662, correspondiente a las
bacterias de la espedi&trospira spp, donde se observa una presencia abundante oeslaas,

formando agregados tanto esféricos como irregutigesenor diametro que las AOB.

Figura 20. A) NOB, Nitrospira spp. sonda Ntspa 662, B) Mismo campo, EUB338mix,X6Muestra 4.

Es importante destacar que se realizaron aproxmmeakz 1056 fotos por cada sonda estudiada,

correspondientes a 528 pares de fotos similaras Biguras 17 a la 20.

Estas fotos son el resultado de capturar, en cadade los 24 pocillos que conforman el
muestreo total del afio, 22 campos aproximadamentegua pocillo. Lo que quiere decir: 22

fotos del campo verde (bacterias generales) y @2 filel campo rojo (bacterias especificas).
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4.2. Cuantificacion de la sefal de hibridacion mediam el analisis de

imagen.

Para la cuantificacion de las bacterias nitrifieanpresentes en cada muestra se utilizé el
programa desarrollado por Borras, (2008) tal comanslico en el apartado de Materiales y
Métodos. Este programa genera una hoja de céloukxeel, tal como se muestra en la Figura
21.

Este informe contiene los resultados de la cuaatifon con las areas ocupadas por las bacterias
presentes para cada campo y para todo el pocillo.

En la hoja de calculo generada también se presenggafico de barras de porcentaje en area de
las bacterias que desean identificarse en la nagstrto con su media. En esta hoja las barras
representan el porcentaje de bacterias especdfitasido para cada campo y la linea azul es la

media acumulada, la cual tiende a estabilizarse.

La Figura 21 corresponde al analisis de la muedti dia 11/03/2009 para la bacteria
N.oligotropha (sonda Nmo218).
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PA198978 P 18632 patoes7r.lr 2121264
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PA196586 P 131688 pat196oa7.IP 2047073
9 PA196988.P 78597 Patsssse.lr 2220931
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Figura 21. Hoja de céalculo generada por el programae cuantificacion de sefal

En el presente trabajo se generaron 72 hojas daladlcorrespondientes a 24 hojas en Excel
para cada una de las sondas utilizadas: Nso 1286, 218 y Ntspa 662) semejantes a la Figura
21. De esta forma se obtuvieron los porcentajedreas de las bacterias nitrificantes presentes

para cada muestra.
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4.2.1 Andlisis Cuantitativo

Una vez realizado el andlisis de imagen de todas plocillos mediante el programa de
cuantificacién se almacend el porcentaje final fpgha de muestreo en tablas. La media de las
bacterias se presenta tanto en porcentaje (%) cammiligramos de solidos suspendidos

volatiles en el licor mezcla por litro (mgSSVLM/L).

A continuacion se presenta la Tabla 16 correspotelia las AOB identificadas mediante las
sondas Ns01225 y Nmo218. Cabe destacar que la dsad?25 contiene a la sonda Nmo218,
tal como se mostré anteriormente en la Figura 13.

Tabla 16. Promedio de las areas en pixeles ocupadas las Nitrosomonas (Ns01225) y ladN.oligotropha
(Nmo0218) con su error respectivo.

Nso 1225 Nmo 218
Fecha de Media (promedio Media Media (promedio del Media
Muestreo del area %) (mgSSVLM/I) Error (%) area %) (mgSSVLM/I) Error (%)
04/12/2008 4 78,8 1 4 78,8 1
17/12/2008 3 50,7 1 2 33,8 <1
14/01/2009 3 60,4 1 2 40,3 <1
28/01/2009 6 102,3 1 5 85,2 1
11/02/2009 6 95,4 1 5 79,5 1
25/02/2009 3 43,95 <1 3 43,9 <1
11/03/2009 4 58,2 1 3 43,6 <1
25/03/2009 1 18,8 1 1 18,8 <1
07/04/2009 2 42 2 42 <1
22/04/2009 5 101 1 4 80,8 <1
06/05/2009 1 15,6 <1 1 15,6 <1
20/05/2009 4 97,2 1 4 97,2 <1
03/06/2009 6 132,6 1 2 44,2 <1
17/06/2009 6 149,4 1 4 99,6 1
01/07/2009 6 115,2 1 3 57,6 <1
15/07/2009 6 137,7 1 1 22,9 <1
09/09/2009 6 101,4 1 3 50,7 1
23/09/2009 3 57 <1 1 19 <1
07/10/2009 1 19,2 <1 1 19,2 <1
21/10/2009 1 20,7 <1 1 20,7 <1
04/11/2009 6 109,2 5 91 1
18/11/2009 6 123 4 82 <1
16/12/2009 5 83 1 4 66,4 1
29/12/2009 3 68,1 <1 3 68,1 <1
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En la Tabla 16 se observa que los promedidsittesomonas (Nso01225) van desde un 1% a un
6% y queN. oligotropha (Nmo0218) van desde un 1% a un 5%.

Existe una dinamica poblacional entre los distingpgpos de AOB presentes. Esto puedo
observarse debido a que en algunos muestreos {&ad) la totalidad de las AOB son de la
especieN. oligotropha (igual porcentaje que laditrosomonas). Sin embargo hay muestras donde
existe mucha diferencia entre ambos porcentajdsadterias; tal es el caso del dia 15/07/2009
donde lasNitrosomonas representan un 6% de la poblacion total de basteen cambio
N.oligotropha representa tan solo un 1%.

Debido a estos cambios poblacionales puede coselgire a pesar de existir una clara poblacion
de AOB que efectua el proceso de oxidacion del @mesta poblacidén es dinamica y cambia su

composicion y distribucion de las especies.

En la Tabla 17 se observan los resultados de latiioacion de las NOB para el género

Nitrospira identificada con la sonda Ntspa662.

Tabla 17. Promedio de las areas en pixeles ocupadas las bacterias Nitrospira spp y Su error respetivo.

Ntspa 662

Fecha de Media (promedio del

Muestreo area %) Media (mMgSSVLMI/L) Error (%)
04/12/2008 3 59,1 1
17/12/2008 2 33,8 1
14/01/2009 1 20,2 1
28/01/2009 4 68,2 2
11/02/2009 2 31,8 1
25/02/2009 1 14,7 1
11/03/2009 <1 15 0
25/03/2009 1 18,8 1
07/04/2009 1 21,0 1
22/04/2009 1 20,2 1
06/05/2009 <1 6,3 1
20/05/2009 1 24,3 1
03/06/2009 1 22,1 1
17/06/2009 1 24,9 1
01/07/2009 1 19,2 1
15/07/2009 2 45,9 1
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Tabla 17. Promedio de las areas en pixeles ocupadas las bacterias Nitrospira spp y su error respetivo.

Continuacion.

Ntspa 662

Fecha de Media (promedio del

Muestreo area %) Media (mMgSSVLMI/L) Error (%)
09/09/2009 2 33,8 1
23/09/2009 3 57,0 1
07/10/2009 1 19,2 1
21/10/2009 1 20,7 1
04/11/2009 1 18,2 1
18/11/2009 4 82,0 1
16/12/2009 1 16,6 1
29/12/2009 3 68,1 1

En la Tabla 17 se muestra que las NOB tienen ptajgsnmenores a las AOB, estos porcentajes

van desde una cantidad inferior al 1% a un 4%.

Es importante destacar que en este estudio se ltiglitado el porcentaje en area ocupados por
las bacterias nitrificantes por la concentracionlatesolidos suspendidos volatiles en el licor
mezcla, para asi obtener una variable continuala@ta cantidad real de bacterias existentes en

el sistema

Seguidamente se muestra la Tabla 18, corresporad@&nas observaciones de las muestras
hibridadas con la sonda NEU. Esta sonda identifisagyéneros de bacterias AOB siguieniés:

halophila, N. europaea, N. eutropha y Nitrosococcus mobilis (Véase la Figura 13).

Debido a que al realizar el barrido previo a lantifizacion se observo un cantidad muy pequena
de bacterias marcadas por la sonda NEU, inclusalgimos pocillos la cantidad era nula;
Unicamente se realizé un andlisis cualitativo, @osd indica por fecha de muestreo si hay

presencia de bacterias (positivo) o si no se obsemvwcomunidades de bacterias (hegativo).
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Tabla 18. Observaciones de las comunidades bacteras hibridadas por la sonda NEU.

NEU
Fecha de Muestreo Media (promedio del area %)
04/12/2008 Positivo®
17/12/2008 Positivo
14/01/2009 Positivo
28/01/2009 Positivo
11/02/2009 Negativo
25/02/2009 Negativo
11/03/2009 Positivo
25/03/2009 Positivo
07/04/2009 Positivo
22/04/2009 Positivo
06/05/2009 Positivo
20/05/2009 Positivo
03/06/2009 Positivo
17/06/2009 Positivo
01/07/2009 Negativo
15/07/2009 Positivo
09/09/2009 Negativo
23/09/2009 Negativo
07/10/2009 Negativo
21/10/2009 Negativo
04/11/2009 Negativo
18/11/2009 Positivo
16/12/2009 Positivo
29/12/2009 Positivo

& positivo: menor del 1%

También se realizaron hibridaciones que arrojagsultados negativos, es decir que no habia
presencia de este tipo de comunidad bacteriand kroe mezcla. A continuacion se indican

dichas sondas y las bacterias que permiten idesutifi
* Sonda de AOB:

- Nsel4d72, hibrida a los génerdsitrosomona europaea, Nitrosomona eutropha y
Nitrosomona halophila.

 Sondas de NOB:

- NIT3, hibrida al génerdlitrobacter.
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4.3. Andlisis Estadistico entre las sefales obtenidpara las bacterias AOB

y NOB y los parametros operacionales de la EDAR

El Andlisis Estadistico realizado para relaciormpbblacion de bacterias nitrificantes con los
parametros fisico-quimicos, operacionales y bialdgiprotistas en el licor mezcla) se dividié en
dos partes: primero un analisis bivariante donddeterminaron los coeficientes de Pearson y

Spearman y segundo un analisis multivariante, spardiente a un ACP.

Antes de hacer dichos andlisis se realiz6 un resuestadistico de todos los parametros
determinados durante el periodo de diciembre 20@&iambre 2009 en la EDAR de Quart
Benager. En estos resimenes se presenta el miglimdximo y la desviacion estandar de cada

una de las variables.

A continuacion se presentan las Tablas 19, 20 go2Espondientes al resumen estadistico de las

variables fisico-quimicas, operacionales y de tosogaoos respectivamente.

4.3.1 Resumen Estadistico de las variables fisico-quimiga operacionales y

protistas.

Tabla 19. Resumen Estadistico de las variables fisiquimicas.

Caracteristicas Minimo Méaximo Media Desviacion Estandar
pH, ud 7,59 8,08 7,80 0,13
Conductividad, uS/cm 1920 2760 2269 271
S.S.T, mg/L 70 170 113 32
S.S.V, mg/L 68 146 91 25
DQO total, mg/L 210 676 378 157
Caudal- DQO total, Kg/d 8097 20251 13302 3879
||_|_J DQO soluble, mg/L 102 356 201 88
E DBO, mg/L 90 420 216 108
3 DBO filtrada, mg/L 50 250 127 72
';<'- DQO/DBO 1,61 2,33 1,82 0,23
N total, mg/L 315 74,0 46,3 15,0
Caudal-Nt, Kg/d 1191 2224 1641 344
N total soluble, mg/L 24,0 65,0 38,6 13,8
N-NH,, mg/L 24,0 58,0 34,7 11,5
N-org soluble, mg/L 0 8,90 3,84 3,29
N-org particulado coloidal, mg/L 1,0 15,0 8,0 3,6
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Tabla 19. Resumen Estadistico de las variables fiskquimicas. Continuacion.

Caracteristicas Minimo Méaximo Media Desviacion Estandar
P total, mg/L 3,10 8,40 4,58 1,72
Caudal- Ptotal, Kg/d 114 245 162 41
P total soluble, mg/L 1,0 5,0 2,4 1,2
P-PO, (Fosfatos), mg/L 1,0 4.8 2,2 1,2
P-org soluble, mg/L 0 0,30 0,18 0,09
L DBO/N/P 0,68 1,48 1,04 0,28
% Sulfatos, mg/L 176,0 260,0 216,8 24,6
3 Tens. aniénicos, mg/L 1,26 7,50 3,04 1,83
% Zn disuelto, mg/L 0,21 3,66 2,32 1,37
Ni disuelto, mg/L 0,025 0,400 0,100 0,100
Aldehidos, mg/L 0,05 0,56 0,29 0,15
Fenoles, mg/L 0,37 1,38 0,68 0,34
Sulfitos, mg/L 0,5 2,8 1,2 0,9
Cloruros, mg/L 133 465 320 85
pH, ud 7,23 7,79 7,45 0,17
Conductividad, uS/cm 1330 2560 1876 364
SST, mg/L 1805 3120 2517 340
SSV, mg/L 1455 2490 1974 300
IVF real, ml/g 59 162 11 32
< N total, mg/L 94 186 132 34
8 N total filtrado, mg/L 3,6 34 11 10
U§J N total fléculo, mg/L 87 172 121 30
Doi P total, mg/L 36 74 59 11
O P total filtrado mg/L 0 1,30 0,39 0,41
- P total fléculo, mg/L 36 74 59 11
DQO total, mg/L 2236 3318 2814 324
DQO filtrada, mg/L 39 60 52 7
DQO, mg/L 2189 3266 2762 324
Ta, oC 14 27 22 4
SST, mg/L 40 14
SSV, mg/L 4 34 10
DQO, mg/L 41 125 40 15
DQO soluble, mg/L 34 60 35 8
E DBO, mg/L 4 22 10 4
LIDJ DBO filtrada, mg/L 17 6 4
T DBO particulada, mg/L 1 18 8 7
w Nitrégeno total, mg/L 6,5 48,0 17,4 12,4
Nitrégeno total soluble, mg/L 5,6 42,5 15,3 11,3
N-NH,, mg/L 0,10 32,60 7,75 10,42
N-NO,, mg/L 0,04 2,02 0,68 0,62
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Tablal9. Resumen Estadistico de las variables fisiguimicas. Continuacion.

Caracteristicas Minimo Méaximo Media Desviacion Estandar
N-NOs, mg/L 0,36 9,40 5,06 2,56
N-org soluble, mg/L 0 4,10 1,76 1,23
N-org particulado, mg/L 0 8 2 3
Fosforo total, mg/L 0,20 2,70 1,23 1,00
UEJ Fosforo total soluble, mg/L 0 2,1 0,43 0,61
L:|)J P-PO,, mg/L 0 1,9 0.4 06
d P-org soluble, mg/L 0 0,20 0,08 0,09
w P-org particulado, mg/L 0 2,60 0,80 0,98
NKTs, mg/L 1 36 10 11
Sulfatos, mg/L 110 254 224 40
Tens. aniénicos, mg/L 0,08 1,54 0,41 0,42

Tabla 20. Resumen Estadistico de las variables opeionales.

Caracteristica Minimo Méaximo Media Desviacion Estandar
Caudal, m*/d 28966 44562 35238 4825
TRH (Dec prim), h 3,9 6,5 51 0,8
CM, Kg DBO5/kg SSVLM-d 0,08 0,47 0,21 0,09
TRHreactor, h 13,5 21,9 16,83 1,74

EF, dias 4,6 28 11 6

Oxigeno Disuelto <0,8 mg/L 0,04 0,56 0,27 0,15
Oxigeno Disuelto, mg/L 1,02 1,60 1,23 0,10
T reactor, °C 14,4 28,5 21,4 3,7
T,R.H secundarios, horas 5 9,2 6,8 12

Tabla 21. Resumen Estadistico de los protozoos.

Variable .l\/ll'r-1imo fvlé?dmo -M(-edia Desviécién Estandar
[indiv/ml] [indiv/ml] [indiv/ml] [indiv/ml]

Total Grandes Flagelados 0 4027 667 955
Total Amebas Testaceas 0 28533 1739 5770
Amebas grandes (>50 um) 0 5480 3763 3625
Amebas pequefias (<50 um) 380 13420 3763 3625
Total Amebas Desnudas 2060 14140 5668 3476
Total Amebas 2080 32880 7407 6528
Nadadores bacterivoros 0 5080 545 1111
Nadadores depredadores 0 2380 299 545

59



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Tabla 21. Resumen Estadistico de los protozoos.Contacion.

Variable .l\/ll'r-1imo fvlé?dmo -M(-edia Desviécién Estandar
[indiv/ml] [indiv/ml] [indiv/ml] [indiv/ml]

Total Nadadores 0 5960 844 1379
Reptantes bacterivoros 140 9160 2442 2839
Reptantes omnivoros 0 8580 1630 2202
Total Reptantes 140 13280 4073 3991
Sésiles depredadores 0 1101 145 217
Sésiles bacterivoros 540 13360 4821 3164
Total Sésiles 660 13440 4966 3121
Total Ciliados 2080 20693 9883 4997

4.3.1 Coeficientes de Pearson y Spearman. Analisis Bivarite.

El Analisis bivariante se realizé en la platafordeaStatgraphics Plus versién 5.1, introduciendo
las variables fisico-quimicas, operacionales yplagistas presentes en el licor mezcla. En todas
las tablas correspondientes al andlisis de Pears®imearman se presentan algunos valores en

negrita, esto indica una significancia estadistean nivel igual o superior al 95%.

A continuacion se presenta la Tabla 22 donde serads los coeficientes de Pearson y
Spearman para las variables fisico-quimicas delgsimcon respecto a las bacterias nitrificantes

presentes.

Tabla 22. Correlaciones de Pearson y Spearman entieas AOB (Nitrosomonasy N.oligotropha) y la NOB

(Nitrospira) con las variables fisico-quimicas del proceso.

Coeficientes de Correlacion de Coeficientes de Correlacion de
Pearson Spearman
Variable Nitrosomonas | N.oligotropha | Nitrospira | Nitrosomonas | N.oligotropha | Nitrospira
pH -0,184 0,011 -0,077 0,172 0,092 0,121
Conductividad -0,334 0,243 0,082 0,323 -0,238 0,153
w SST 0,434 0,177 0,113 0,477 0,172 -0,038
% SSV -0,465 -0,207 -0,115 0,483 -0,219 0,007
> DQO total -0,578 -0,408 -0,314 -0,622 -0,392 -0,190
'a:" Caudal-DQOt -0,615 -0,491 -0,423 -0,640 -0,446 -0,280
DQO soluble -0,681 -0,545 -0,398 -0,764 -0,549 0,314
DBO -0,487 0,413 -0,431 0,487 -0,413 0,431
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Tabla 22. Correlaciones de Pearson y Spearman entias AOB (Nitrosomonasy N.oligotropha) y la NOB

(Nitrospira) con las variables fisico-quimicas del proceso. Gnuacion.

Coeficientes de Correlacion de

Coeficientes de Correlacion de

Pearson Spearman
Variable Nitrosomonas | N.oligotropha | Nitrospira | Nitrosomonas | N.oligotropha | Nitrospira
DBO filtrada -0,352 -0,314 -0,406 -0,352 -0,314 -0,406
DQO/DBO 0,402 0,172 0,426 0,402 0,172 0,426
N total -0,481 -0,257 -0,097 -0,547 -0,325 -0,033
Caudal-N total -0,582 -0,387 -0,239 -0,618 -0,404 -0,160
N total soluble -0,524 -0,272 -0,088 -0,573 -0,339 -0,016
N-NH, -0,532 0,323 0,115 -0,556 -0,354 -0,049
N-org soluble -0,349 -0,235 -0,506 -0,395 -0,235 -0,506
N-org particulada
coloidal -0,045 -0,075 -0,094 -0,131 -0,039 0,132
P total -0,440 -0,183 0,133 -0,489 -0,206 0,102
I'|I—J Caudal- P total -0,502 -0,247 0,106 -0,578 -0,274 0,031
é P total soluble -0,552 -0,249 0,070 -0,569 -0,259 0,032
d P-PO, -0,641 -0,584 -0,327 -0,647 -0,597 -0,233
< P-org soluble -0,407 -0,307 -0,363 -0,424 -0,239 -0,080
DBO/N/P 0,199 0,287 -0,047 0,246 0,464 0,137
Sulfatos -0,061 -0,164 0,112 0,014 -0,173 0,290
T. aniénicos -0,412 -0,357 -0,111 -0,346 -0,283 -0,043
Zn disuelto 0,336 0,131 0,067 0,388 0,185 -0,077
Ni disuelto -0,314 -0,187 0,035 -0,279 -0,217 0,098
Aldehidos -0,592 -0,637 -0,236 -0,592 -0,637 -0,236
Fenoles 0,015 -0,072 -0,296 0,015 -0,072 -0,296
Sulfitos 0,558 0,698 -0,085 0,558 0,698 -0,085
Cloruros -0,635 -0,418 -0,173 -0,635 -0,418 -0,173
pH -0,426 -0,255 -0,161 -0,394 -0,222 -0,144
Conductividad -0,444 -0,318 -0,147 -0,442 -0,333 -0,007
S.S.T 0,490 0,329 0,365 0,486 0,340 0,498
5 SSV 0,418 0,278 0,316 0,385 0,257 0,554
8 IVF real -0,187 0,193 -0,273 -0,259 0,123 -0,282
%J N total -0,097 -0,126 -0,049 -0,144 -0,170 0,181
@ N total filtrado -0,495 -0,514 -0,284 -0,462 -0,508 -0,232
8 N total fléculo 0,049 0,022 0,035 0,012 0,010 0,252
- P total 0,579 0,362 0,433 0,568 0,276 0,380
P total filtrado -0,054 0,042 0,214 0,050 0,156 0,150
P total floculo 0,566 0,346 0,392 0,545 0,237 0,316
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Tabla 22. Correlaciones de Pearson y Spearman entias AOB (Nitrosomonasy N.oligotropha) y la NOB

(Nitrospira) con las variables fisico-quimicas del proceso. Gnuacion.

Coeficientes de Correlacion de
Coeficientes de Correlacion de Pearson Spearman
Variable Nitrosomonas | N. oligotropha Nitrospira Nitrosomonasa | N.oligotropha Nitrospira
DQO total 0,208 0,281 0,225 0,208 0,281 0,225
% DQO filtrada -0,132 -0,073 -0,076 -0,001 0,038 -0,110
T2 reactor 0,283 -0,153 -0,156 0,223 -0,073 -0,142
S.S.T -0,005 0,086 0,048 -0,141 0,032 0,104
S.SV 0,143 0,293 -0,148 0,143 0,293 -0,148
D.Q.O total -0,097 -0,001 0,049 -0,281 -0,031 0,077
DQO soluble -0,366 -0,364 -0,330 -0,454 -0,409 -0,338
D.B.O 0,009 0,200 -0,210 0,009 0,200 -0,210
D.B.O filtrada -0,510 -0,441 -0,270 -0,510 -0,441 -0,270
DBO particulada 0,158 0,335 -0,138 0,158 0,335 -0,138
N total -0,603 -0,463 -0,044 -0,621 -0,498 0,033
N total soluble -0,720 -0,548 -0,161 -0,753 -0,607 -0,077
w N-NH,4 -0,789 -0,692 -0,288 -0,820 -0,781 -0,241
E N-NO; -0,056 0,023 0,149 -0,277 -0,257 0,096
§ N-NO3 0,037 0,239 0,264 0,026 0,209 0,242
'-u'j N-org soluble -0,401 -0,100 0,054 -0,444 -0,113 0,033
N-org particulado 0,038 0,016 0,265 -0,042 -0,064 0,318
P total -0,220 -0,159 0,024 -0,306 -0,220 0,035
P total soluble -0,402 -0,326 -0,086 -0,318 -0,339 0,012
P-PO, -0,399 -0,310 -0,093 -0,315 -0,329 -0,047
P-org soluble -0,120 -0,262 0,058 -0,103 -0,247 0,181
P-org particulado -0,021 0,004 0,074 -0,071 -0,071 0,085
NKT -0,792 -0,665 -0,266 -0,805 -0,757 -0,193
Sulfatos 0,017 -0,026 0,091 0,030 -0,033 0,359
Tens. aniénicos -0,341 -0,311 -0,133 0,020 0,020 0,176

En la Tabla 22 se observan correlaciones negasiasficativas entre todos los parametros
referentes a la DQO, al Nitrégeno (N) y al Fosf@®d en el afluente y las bacterias nitrificantes.
Esto podria deberse a que cuando entra mas matgdaaica a la EDAR también entra mas
cantidad de nitrogeno y fosforo; y al aumentar kteria organica en la entrada del reactor,

existira un mayor consumo de la misma por partasibacterias heterétrofas
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Las bacterias heterotrofas son fuertes competidooasel oxigeno disuelto con las bacterias
nitrificantes, por lo tanto al aumentar todos estmspuestos mencionados en el afluente, se ha
visto que disminuye el OD presente en el licor fieeyes por ello que también se ve afectado el

crecimiento poblacional de las bacterias nitriftean

Otros resultados interesantes son las correlagioegativas significativas entre los tensioactivos
anionicos y los cloruros en el afluente con las A®Br lo tanto, estos compuestos podrian estar

actuando como inhibidores de la nitrificacion.

Seguidamente se muestra la Tabla 23, correspoada&nanalisis bivariante de las variables

operacionales con respecto a las bacterias ranifes estudiadas.

Tabla 23. Correlaciones de Pearson y Spearman entieas AOB (Nitrosomonasy N.oligotropha) y la NOB

(Nitrospira) con las variables operacionales del proceso.

Coeficientes de Correlacion de Pearson CoeficiatedSorrelacion de Spearmahn
Variable Nitrosomonas N. oligotropha Nitrospira Nitrosomonas N. oligotropha Nitrospira
Caudal 0,301 -0,083 -0,138 0,263 -0,024 -0,089
TRH (Dec prim) -0,300 -0,280 -0,011 -0,275 -0,360 0,059
Carga Masica -0,577 -0,449 -0,394 -0,594 -0,360 -0,268
TRHreactor 0,099 0,365 0,322 0,167 0,342 0,139
Edad de Fango 0,217 0,460 0,019 0,320 0,422 0,128
Oxigeno Disuelto
>0,8 mg/L 0,229 -0,069 0,051 0,232 -0,041 0,161
Oxigeno Disuelto
(mglL) -0,206 -0,037 -0,141 -0,171 0,079 -0,216
T reactor 0,313 -0,214 -0,095 0,299 -0,142 -0,034
T.R.H
secundarios 0,037 0,121 -0,270 -0,013 0,047 -0,207

En la Tabla 23 se destacan las correlaciones wagatignificativas tanto de Pearson como de
Spearman de las AOB con respecto a la carga ma8malo tanto la nitrificacion se ve

favorecida cuando este parametro tiene valoresbBjr el contrario, con la edad de fango, las
correlaciones son positivas, es decir que a magopb de retencidn celular se vera favorecida

la actividad de las bacterias nitrificantes.
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Por dltimo se presentan, en la Tabla 24, los ceefies de Pearson y Spearman obtenidos en el

analisis de los protistas presentes en el licorctagzlas bacterias nitrificantes identificadas.

Tabla 24. Correlaciones de Pearson y Spearman entleas AOB (Nitrosomonasy N.oligotropha) y la NOB

(Nitrospira) con los grupos de protozoos presentes en el licoezcla.

Coeficientes de Correlacion de PeargGoeficientes de Correlacién de Spearman
Variable Nitrosomonas | N.oligotropha | Nitrospira | Nitrosomonas N. oligotropha Nitrospira

Total Grandes Flagelados -0,307 -0,237 0,086 0,107 0,018 0,349
Total Amebas testaceas -0,281 -0,201 -0,115 -0,190 0,102 -0,194

Amebas grandes (>50 um) 0,132 0,215 0,234 0,111 0,187 0,557
Amebas pequefias (<50 um) -0,248 -0,116 -0,120 -0,170 -0,078 -0,209|
Total Amebas desnudas -0,203 -0,030 -0,026 -0,124 0,043 -0,041]
Total Amebas -0,357 -0,193 -0,115 -0,161 0,033 -0,093}
.Nadadores bacterivoros -0,189 -0,059 0,087 -0,122 0,078 0,066
Nadadores depredadores 0,152 0,101 0,215 0,101 0,198 0,405
Total Nadadores -0,092 -0,008 0,155 0,078 0,285 0,317
Reptantes bacterivoros 0,079 0,354 0,293 0,074 0,403 0,065

Reptantes omnivoros 0,039 0,398 0,133 0,139 0,456 0,182

Total Reptantes 0,078 0,472 0,282 0,156 0,568 0,206
Sésiles depredadores 0,052 0,378 -0,004 -0,121 0,240 0,282
Sésiles bacterivoros 0,315 -0,106 0,263 0,338 -0,017 0,267
Total Sésiles 0,323 -0,082 0,266 0,348 0,017 0,300

Total Ciliados 0,238 0,324 0,434 0,305 0,357 0,438

De la Tabla 24 se pueden extraer correlacionesriaes entre distintos grupos de protozoos y
las bacterias nitrificantes. Tal es el caso dedpsantes totales con lakoligotropha, donde se

presentan correlaciones positivas, pudiendo ses ésbindicadores del proceso de nitrificacion.

Por otra parte se obtuvo una correlacion signifieatle Spearman positiva entre las amebas
grandes y las NOB\jtrospira) (r=0,557; p<0,05), lo que supone que dichos protmiasien ser
principalmente depredadores de estas bacterias. destlebe a que las amebas grandes son
capaces de consumir agregados bacterianos que csenaan en el licor mezcla. Si las
condiciones del fango activo favorecen al tipo lileentacion de estos protistas, la poblacion de
amebas grandes crecera al aumentar la cantidadyrégaados bacterianos que puedan ser

consumidos por las mismas.
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Por ultimo se muestra la Tabla 25, correspondianés correlaciones de Pearson y Spearman de
las bacterias nitrificantes estudiadas entre effasmas. Esta tabla también contiene las
correlaciones de las bacterias estudiadas con atesge la eliminacion del amonio y del
Nitrégeno TotaKjeldahl (NKT).

Tabla 25. Correlaciones de Pearson y Spearman entleas AOB (Nitrosomonasy N.oligotropha) y la NOB

(Nitrospira) y con estas bacterias con respecto al Redimierdel proceso de nitrificacion.

Coeficientes de Correlacion Coeficientes de Correlacion
de Pearson de Spearman
Variable Nitrosomonas N. oligotropha Nitrospira Nitrosomonas N. oligotropha Nitrospira
Nitrosomonas 1 0,73 0,406 1 0,756 0,461
N. oligotropha 0,73 1 0,377 0,756 1 0,388
Nitrospira 0,406 0,377 1 0,461 0,388 1
Eliminacién de NH,4 0,813 0,6578 0,322 0,786 0,658 0,322
Eliminacién de NKT 0,817 0,619 0,333 0,727 0,597 0,335

Segun los datos obtenidos en la Tabla 25 se pussivar una fuerte correlacion positiva entra
las AOB (sondas Ns01225 y Nmo218), lo que quiemrdea clara dependencia entre estas
poblaciones; ya que lasoligotropha representan, en una gran cantidad de muestre@snjpio

porcentaje del total de I&trosomonas (Véase la Tabla 16).

Por otra parte, las bacterias nitrificantes tiemea fuerte relacion con el rendimiento del proceso.
Esto tiene suma importancia debido a que demulestigbustez de la técnica de cuantificacion
FISH, debido a que al aumentar la cantidad de bastenitrificantes en el proceso
necesariamente debe aumentar el rendimiento detriicacion, tal como demuestran los

resultados obtenidos.
4.3.2 Andlisis de Componentes Principales (ACP).

En el presente estudio se realizaron tres ACP:gudnpara las variables fisico-quimicas, otro
para las variables operacionales y un tercero Ipararotistas presentes en el licor mezcla. Los
resultados mostrados en este apartado corresparidsrdiagramas de dispersion biespacial para

las variables fisico-quimicas, operacionales y pEg@rotistas.
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Como se menciond en el apartado 3.4.4, el grafcdisbersion biespacial es la superposicion
del grafico de saturaciones en componentes y ddlcgrde puntos de objetos. Para mayor
comodidad en la interpretacion del ACP se muesstws dos Ultimos graficos por separado para

las variables fisico-quimicas, debido a la grartidad de las mismas (Figuras 22 y 23).

Es importante la comprensién de estos graficos @arrecta interpretacion, para ello se debe
saber que los mismos estan divididos en dos ejesefidion 1 y Dimension 2) que representan

las dos dimensiones (0 componentes) que explicarajer varianza acumulada.

Estos gréficos tienen cuatro cuadrantes, en ekoseparten distintos grupos de variables
representadas por vectores. Estas variables, @emas cercanas se encuentran entre si, se
veran fuertemente relacionadas. Por el contrarioays un grupo de variables que aparecen en el
cuadrante opuesto (respecto al origen de coordspaadecir que siguiendo una misma linea se
encuentran en los extremos de la misma pasandel pentro del grafico, entonces estos grupos

de variables presentaran una relacién inversa.

En los gréficos de dispersion biespacial y en epulos de objetos etiquetados se encuentran
pequefios circulos que representan las 24 muestraglas durante un afio. Dependiendo de la
ubicacion de estas muestras en el grafico se vetacionadas con ciertos grupos de variables.
Por ejemplo si la muestra 1 se encuentra en el sm@radrante que la variable X, esta cercania

querra decir que en dicha muestra se tiene unaladrgignificativa de la variable X.

La nomenclatura utilizada para el ACP se encuestrias Tablas 13, 14 y 15, que se encuentra

en el apartado 3.4.4 del presente trabajo.

En la Figura 22 se observan las saturaciones empamentes del estudio con los parametros
fisico-quimicos, donde se tiene que las AOB y |&BNse encuentran cercanas Yy relacionadas
entre si, tal como se encuentra sefialado en etgréie igual forma los SSV presentes en el
reactor (rSSV) también se relacionan fuertementel@® grupos de bacterias debido a que estas
bacterias representan un porcentaje de estos $S\¢uhles son considerados como la totalidad

de las bacterias presentes en el licor mezcla.

Cabe resaltar que la eliminacion de amonio (ElimNifd4a eliminacion del nitrogeno kjeldahl

total (ElimNKT) se encuentran relacionadas positigate con ladlitrosomomas (Ns01225), lo
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que significa que a mayor cantidad de AOB, mayoi serendimiento de eliminacion de Ny
del NKT.

Tal como se observo en las correlaciones de PegrSpearman, este estudio también muestra
una correlacion negativa entre la DQO y la DBOrddta del afluente (aDQOs y aDBOf
respectivamente) y las AOB (Ns01225), lo que caralto dicho anteriormente respecto a que la
presencia de una alta cantidad de materia orgdmgmiegradable desfavorece a las bacterias
nitrificantes, debido a la disminucidén de oxigemsudlto disponible a causa del alto consumo de
este por parte de las bacterias heterotrofas.

Otro aspecto interesante es la fuerte relaciontivagde los tensioactivos presentes en el efluente
(eTens) con lasN.oligotropha (Nmo218) y lasNitrospira (Ntspa662) principalmente, lo que
podria suponer que los tensioactivos presented esaetor que luego salen por el efluente

inhiben la nitrificacion disminuyendo la presendebacterias nitrificantes en el licor mezcla.

Saturaciones en componentes (Fisico-Quimicos)
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Figura 22. Saturaciones por componentes para las #ables Fisico-Quimicas.
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La Figura 23 representa un diagrama de dispers&rosl muestreos, habiendo 24 puntos
representados, correspondientes a las 24 fechtasndede muestras.

Puntos de objeto etiquetados mediante Nmeros de caso (Fisico-Quimicos)
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Figura 23. Puntos de objetos segln el nUmero de nmatea para las variables Fisico Quimicas

En la Figura 23 puede observarse que una grandedntie puntos presentan propiedades
semejantes, encontrandose en la zona relacionads@arametros de EIimNKT, ElimNH4 y
de bacterias AOB y NOB (Ver la Figura 22), lo gowlica que la EDAR de Quart Benager tiene
un funcionamiento Optimo con respecto al procesaitlgicacion, teniendo un comportamiento
similar durante la mayoria del afio.

Sin embargo ha habido un par de muestras de bajionminto de nitrificacion. Tal es el caso de
la muestra 7 y la muestra 11 que se encuentratagesaen la Figura 23. Las mismas presentan
bajas cantidades de AOB y NOB. Para la muestrarésmondiente al dia 11/03/2009, se obtuvo
una media inferior al 1% d¥itrospira y para la muestra 11 correspondiente al dia 0B00% se
obtuvieron cantidades medias muy bajas Nl&osomonas y de Nitrospira (1% y <1%
respectivamente) (Tablas 16 y 17). Por lo tantdeessperarse que con cantidades tan bajas de

bacterias nitrificantes la eliminacion del amonidey nitrogeno total kjeldahl sea ineficiente.
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En el ACP realizado en el SPSS, se obtuvo queitasndiones (o componentes) 1 y 2 explican

una varianza de un 49,1%, es decir que estas doporentes acumulan el 49,1% de la

variabilidad de las variables originales, siendaprte de la primera componente de un 36,6% vy
de la segunda un 12,4%.

En este andlisis se extrajeron una mayor cantigadothponentes que acumulaban un mayor
porcentaje de variabilidad con respecto a las bkesaoriginales. En este analisis la componente
3 aportaba un 11,3% y la componente 4 un 7,9%. |Bresente trabajo Unicamente se han

representado las dos componentes que aportan wr p@agentaje acumulado.

En el diagrama de dispersion biespacial de lasabims operacionales (Figura 24), no se
observaron fuertes relaciones entre las variablas gimensiones obtenidas. Solo cabe destacar
nuevamente la agrupacion entre las bacteriasicatnifes (Ns01225, Nmo218 y Ntspa662) en un

mismo cuadrante.

Diagrama de dispersion biespacial (Operacionales)
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Figura 24. Diagrama de dispersion biespacial de lagariables Operacionales.

Los puntos pertenecientes a los meses de verares{rawel 12 al 17) estan relacionados con el

caudal, la temperatura del reactor (Treac) y ejentd disuelto menor a 0,8 mg/L (ODO08). Las
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muestras correspondientes a los meses de otoffi@ {8ea la 24) se encuentran mas relacionadas

con la edad de fango (EF) y con el tiempo de réerttdraulica en el reactor (TRHreac).

En el ACP realizado en el SPSS para las variabbesaocionales, se obtuvo que para las
componentes 1 y 2 la varianza acumulada era de9i0?6siendo el aporte de la primera
componente de un 32,2% y de la segunda un 16,8%.cbmponentes 3 y 4, que no se
encuentran representadas en el grafico, aportanvamabilidad con respecto a las variables
originales de un 15,6% y un 10,3% respectivamente.

Por ultimo se presenta la Figura 25, corresponeliahtliagrama de dispersion biespacial de los
protistas presentes en el reactor, donde se obkefuarte correlacion negativa existente entre
las amebas testaceas (AT), las amebas pequefiay (&P pmebas desnudas (AD) con las AOB
(Ns01225), esto se observa debido a la cercanli@sdaintos de saturaciones de cada una al eje

de la dimension 2, pero en direcciones opuestas.

Diagrama de dispersion biespacial (Protozoos)

) Objelos
Saturaciones en las
componentes (corregidas
para represenlar a escala
los objetos)

Dimension 2

= T T T T T
2 -1 1] 1 2 3

Dimension 1

Figura 25. Diagrama de dispersion biespacial de |lgsotistas
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Sin embargo, hay una excepcion con el grupo deatasbas grandes (AG), las cuales estan
fuertemente relacionadas con las bacterias néarnifees, este resultado afirma el obtenido en el
andlisis de Spearman donde se obtuvo un alto ¢emtéc positivo entre estos protistas y las
NOB. Esta situacion ocurre debido a que Nasospira, en los floculos observados, forman

agregados bacterianos de pequefias dimensionesigdenpser consumidos con facilidad por las

amebas grandes de tamafio superior @50

Gracias al ACP realizado, también es posible extidfermacion sobre las relaciones entre

ciertos protozoos. Esto se observa en el cuartdrante (esquina inferior derecha) donde se
encuentra un grupo aglomerado de protistas comesgpae a los nadadores (nadadores
bacterivoros, nadadores depredadores, total nasgddos reptantes (reptantes bacterivoros,
reptantes omnivoros y total reptantes) y los seglepredadores (SD), estos se encuentran
relacionados positivamente entre si debido que tahgrupo de los nadadores como el de los
reptantes son el alimento de los sésiles depredsdes por ello que se encuentran tan unidos en
el grafico de dispersion biespacial

En el ACP realizado en el programa SPSS para la$sias presentes, se obtuvo que para las
componentes 1 y 2 la varianza acumulada era deO6%64 siendo el aporte de la primera
componente de un 24,6% y de la segunda un 16,08c«cdraponentes 3 y 4 aportan un 14,1% y
un 11,1% de variabilidad respectivamente.

Es importante destacar que en este trabajo soéloegeesentaron graficamente las dos

componentes que aportaban la mayor varianza acdenula

4.4. Analisis cualitativo de graficos entre las sefiadeobtenidas de bacterias
AOB y NOB y los parametros de la EDAR.

Se realizaron diversos gréaficos para analizar ypawar la evolucion temporal de los parametros
fisico-quimicos, operacionales y de los protisias grrojaron correlaciones significativas con las
bacterias nitrificantes en el andlisis bivariansgapcomparar su comportamiento durante el
periodo del muestreo.
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A continuacion se presentan estas figuras que namelt dinAmica temporal de las distintas
variables analizadas.

4.4.1 Comparacion entre la poblacién de AOB Nitrosomonas y N. oligotropha) y
las NOB (Nitrospira).

En el licor mezcla de la EDAR de Quart Benagerrsencia de AOB es superior a las NOB,
desde la primavera (Mayo 2009) hasta la finalizadél verano (Septiembre 2009) se observa
una presencia alta deNitrosomonas (Nso01225), teniendo una presencia de un 6%

aproximadamente entre toda la poblacion bacte(faigara 26).

En la Figura 26 se observa que la poblacion gerdealAOB correspondiente al género
Nitrosomonas (sonda Ns01225) estd muy relacionada con la pidblatz N. oligotropha (sonda
Nmo218). La sonda Nmo218 esta contenida en la sgadaral Ns01225 (Figura 13) lo que
implica que la mayoria de Iditrosomonas presentes corresponden a la espiciaigotropha,

siendo el 100% de las mismas en 9 muestras.

Sin embargo, también se puede observar que en réddpede verano otra especie de
Nitrosomonas fue la dominante, demostrando estos resultadosxistencia de una fuerte

dinamica temporal de las AOB durante un periodabbstde nitrificacion (Ver Figura 26).

Durante el periodo donde la poblacion dkoligotropha disminuye, manteniéndose las
Nitrosomonas estables, lad\N.oligotropha llegan a ser un 17% de la poblacion total de
Nitrosomonas, esta caida ocurre en la muestra 16 correspord@ndia 15/07/2009 y se

encuentra remarcada en la Figura 26.
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Bacterias AOB (Nitrosomonas y N.oligotropha) y NOB (Nitrospira)
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Figura 26. Abundancia en porcentaje de Nitrosomonaé\Nso01225), N. oligotropha (Nmo218) y Nitrospira
(Ntspa662) en el licor mezcla de la EDAR de Quartéhager.

En los meses célidos (desde mayo a septiembralitiasomonas aumentaron su poblacion, sin
embargo laN.oligotropha presentaron una fuerte caida, esto puede debéasdisaninucién de

la DQO, DBO, N-NH y del fésforo en el afluente, viendose Msligotropha afectadas por la
disminucion de estos compuestos que les propomtitm&nergia necesaria para su desarrollo.
Sin embargo también se observa que la disminucémstios parametros parece favorecer a

poblaciones dalitrosomonas distintas a las del sublinajéoligotropha.

Durante la mayoria de este periodo las bacteriastifttadas por la sonda NEU arrojaron
resultados positivos, sin embargo debido a quéilasdaciones con la sonda Nsel472 dieron
negativas (Ver Figura 13) se puede corroborar quie me las AOB presentes corresponden al
sublinaje deNitrosococcus mobilis.

Las NOB tienen menor abundancia, siendo el dia eeompresencia el 11/03/2009, con una
presencia inferior al 1%. Su pico mas alto fue det® el 28/01/2009. Durante los meses de
primavera — verano, varia entre 1% y 3%, siempratemg&ndose la poblacién dditrospira

(NOB) igual o inferior a las AOBNitrosomonas).
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En la Figura 27 se compara la eliminacion de NyN¢on lasNitrosomonas (identificadas por la
sonda Nso01225), observandose una clara relacide &g mismas en todos los muestreos.
Cuando hay un crecimiento de la poblacion de AOBtexuin mayor rendimiento de eliminaciéon
de N-NH,", por el contrario cuando disminuye la poblacionNigosomonas el rendimiento

también se ve disminuido a causa de la escaseadierias que eliminen este compuesto en el

sistema.
Nitrosomonas (Nso1225)vs Eliminacion de N-NH*
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Figura 27. Comparacioén de la cantidad de AOB del gi&ro Nitrosomonas (Nso1225) con el Rendimiento de

eliminacién de N-NH,"
4.4.2 Andlisis cualitativo de los parametros fisico-quintos

Uno de los parametros que mostro una correlacghifisiativa con lasNitrosomonas (Ns01225)
fue el caudal de DQO afluente, con un coeficier@eSgearman de -0,640. Se observa en la
Figura 22 como al aumentar el caudal de DQO aftudigminuye la cantidad dditrosomonas.

Este comportamiento se ve claramente en el pedegwimavera-verano 2009.

En el caso de laslitrospira (Ntspa662), también se observa una correlaciérSpearman

negativa de -0,280 (Tabla 22) con respecto al dalel®QO afluente, sin embargo este valor no
representa una correlacion significativa entre patdmetro con las NOB. En la Figura 28, que
se encuentra a continuacién, se muestra el perfiasl AOB y NOB con respecto al caudal de

DQO total en el afluente.
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Caudal afluente DQO vs Nitrosomonas (AOB)y Nitrospira (NOB)
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Figura 28. Comparacioén entre el Caudal afluente dBQO total y las sondas generales estudiadas.

El amonio del efluente presenté una correlacioratiegy significativa con respecto a las AOB,
con coeficientes de Pearson de -0,789 y -0,692 [aard&litrosomonas y las N.oligotropha
respectivamente y coeficientes de Spearman deO-@8t ladNitrosomonas y -0,781 para las
N.oligotrophas (véase la Tabla 22). Estas correlaciones impligena medida en que aumenta la
cantidad de AOB en el licor mezcla, disminura latickead de amonio a la salida de la planta. Este

comportamiento se puede observar de forma clalaEigura 29 que se presenta a continuacion.
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Figura 29. Comparacién entre el Nitr6geno soluble gl N-NH, en efluente y las sondas generales estudiadas.
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4.4.3 Andlisis cualitativo de variables operacionales

La carga masica (CM) es un parametro determinant proceso de nitrificacion, y esto se ha
visto reflejado en el analisis bivariante dondelseivieron correlaciones negativas significativas
entre este pardmetro y las bacterias nitrificarfte&sase la Tabla 23). Para corroborar esta
informacién se graficaron los valores de la CM ylaeNitrosomonas (Ns01225) yNitrospiras

(Ntsa662) de todos los dias de muestreo, obsersandoe efectivamente a CM débiles se

favorece la nitrificacion debido al aumento de baas nitrificantes en el sistema (Figura 30).

Carga Masica vs Nitrosomonas (AOB)y Nitrospira (NOB)
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Figura 30. Comparacioén entre la Carga Masica (CM) yas sondas generales estudiadas (Nso 1225 y
Ntspa662).

Otro pardametro operacional que arrojo coeficienpesitivos significativos en el analisis
bivariante es la edad de fango. Por ello, se gnafitestos valores de muestro con respecto a las
Nitrosomonas (Ns01225) y lasNitrospira (Ntspa662), donde se afirma que las edades de fang

altas favorecen el crecimiento de las bacteriagicgintes (Figura 31).
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Edad de Fango vs Nitrosomonas (AOB)y Nitrospira (NOB
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Figura 31. Comparacion entre la edad de fango (ER) las sondas generales estudiadas (Nso 1225 y N&G#).

4.4.4 Andlisis cualitativo de protozoos presentes en licanezcla

Los protistas que presentaron correlaciones magefueon las bacterias nitrificantes en el
analisis bivariante realizado fueron los ciliadeptantes, donde se obtuvieron coeficientes de
Pearson y de Spearman positivos representativalsicidmdose que estos protozoos abundan

cuando las AOB y NOB aumentan su presencia.

Esta situacion se ve reflejada en la Figura 32dd@obretodo durante los cinco primeros meses
del afio 2009 y los ultimos tres meses del mismosafiobservd un comportamiento semejante
entre estas dos poblaciones. Durante los mesesrdeovhay un decrecimiento de la poblacion

de reptantes, esto podria deberse a que en esses wemMbian las condiciones fisico-quimicas

referentes a la DQO, la DBO, el nitrégeno y el désfen el afluente de la planta.
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Reptantes vs Nitrosomonas (AOB) y Nitrospira (NOB)
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Figura 32. Comparacioén entre la poblacion Total d&keptantes en el LM y las poblaciones de AOB estudias

(Nso 1225 y Nmo 218).
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5. Discusion

Estructura de las comunidades de AOBMediante el analisis con la técnica FISH con las
sondas Nso01225N{trosomonas), Nmo218 N.oligotropha), NEU (Nitrosococcus mobilis,
Nitrosomonas sp Nm104, N.europaea, N.eutropha, N. halophila) y Nsel472 N.europaea,
N.eutropha, N.halophila) se ha observado la presencia de varias poblaciA@B diferentes

presentes en el reactor (Ver Figuras 17, 18 y 19).

En el licor mezcla del reactor biologico se obsequ& la poblacion dominante de las AOB
presentes corresponden al génlraligotropha. Gracias a las hibridaciones realizadas con la
sonda Nmo218 se puede verificar que en ciertos tne@ssla cantidad dalitrosomonas spp
obtenida mediante la sonda Ns01225 es igual aténimla con la sonda Nmo218. Esta situacion
se puede apreciar en la Figura 26 donde en lostraass$, 8, 11, 12, 19, 20 y 24 la cantidad de
bacterias identificadas por ambas sondas fue laaikn el resto de las muestras se observa una
diferencia de entre un 1 a un 4% entre la cantttabacterias identificadas con las Ns01225 y
las Nmo218.

Ya que la hibridacion con la sonda Nsel472 dio tivggase descarta la presencia de
Nitrosomonas europea, eutropha y halophila, por lo tanto las bacterias identificadas poroads
NEU en las muestras donde daba positiva (véaseaThB) corresponden a las especies

Nitrosococcus mobilis (Figura 13).

En estudios anteriores se ha observado que lasriaactorrespondientes al lindjleoligotropha

han sido detectadas en ambientes de agua duldadag®peksnijdeet al, 1998), también en
hébitats terrestres (Kowalchw al, 2000) y en lodos activos (Purkhet al, 2000), lo que
sugiere una gran versatilidad fisiologica e impaeia ecologica. Debido a esta diversidad se
obtiene que ladN.oligotropha se adaptan a concentraciones de sustrato bajasef@i 2000).
Esta situacion se confirma con los resultados aiideren el presente estudio, donde se obtuvo
correlaciones negativas significativas entre Idgrosomonas, las N.oligotropha y las
concentraciones de nitrégeno en el afluente (Vé&aseabla 18), explicAndose asi la afinidad

existente entre estas especies y las concentradiafes de sustrato.
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Con respecto a los requerimientos de oxigeno, &egecolaboradores (2000) dedujeron que
debido a que lad.oligotropha tienen una alta afinidad al OD, esto les permita buena
competicidon con las bacterias heterétrofas quenesttivas al comienzo del periodo de aireaciéon
por el oxigeno disuelto (Gieseka al, 2000); en el presente estudio debido a que las
concentraciones de OD se mantienen bastante ctestamo largo del afio, con un valor medio
de 1,23 + 0,13 mg/L (Véase Tabla 20), siendo estsres adecuados para una buena
nitrificacion a temperaturas calidas (#aal, 2010), se mantiene la presenciaNdaigotropha en

el licor mezcla con algunas fluctuaciones.

Sin embargo cabe destacar que existen correlacidnegdemente negativas entre las
Nitrosomonas y lasN.oligotropha con respecto a la DQO y los SSV en el afluent® Bsurre
precisamente por la alta competencia de las bastpor el sustrato, debido a que las AOB son
de crecimiento lento (Coskuner al, 2002), les es mas dificil competir por el sustredn el

resto de poblaciones bacterianas presentes eoehezcla.

Estructura de las comunidades de NOBLos géneroditrospira y Nitrobacter son los claves
para la oxidacion del nitrito en las EDAR. Actuahtee existe la hipétesis que el género
Nitrospira pueden necesitar menores cantidades de nitritcelggéneroNitrobacter y que este

ualtimo tiene un crecimiento mas acelerado que eégiNitrospira (Kim et al, 2006).

Segun Kim y colaboradores (2006) la distribucion Ndiérobacter y Nitrospira depende
principalmente de las concentraciones de nitritan(kt al, 2006). Este estudio se ha visto
confirmado por otros, como el realizado por VazgBedin et al. (2009) donde se ha
demostrado que al incrementarse las concentracideesitrito aumenta la presencia de
Nitrobacter en los granulos. En sus experimentos alimentabamiana un reactor SBR y al cabo
de unos 65 dias cambiaron la alimentacion a nitatpartir de ese momento observaron una
desaparicion deéNitrosomonas, permitiendo asi el desarrollo de una importarablgrion de
Nitrobacter. Cuando Unicamente se alimentaba amonio al redo®r granulos estaban
compuestos por un 60%itrosomonas y 30% Nitrospira, luego de cambiar a nitrito como
alimento, la composicion granular era de un 4Si¥obacter y 40% Nitrospira, esto a los 177

dias después del cambio en la alimentacion (Vazgadmn, 2009).
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En el presente estudio Unicamente se encontronergBlitrospira como NOB. En ninguna de
las muestras se observo presencidNidieobacter. Sin embargo tanto en el afluente como en el
licor mezcla la cantidad de nitrito era suficieptga el desarrollo de ambos géneros, por lo tanto
se cree que el factor limitante para el crecimietgdlitrobacter en la EDAR de Quart Benager
podria ser el oxigeno disuelto, siendo otro faotgortante para el desarrollo de las distintas

especies de NOB.

Huang y colaboradores (2010) realizaron estudiosiretanque aireado de fangos activos en
California, donde observaron que el aumento deolacentracion de oxigeno disuelto fue
adecuado para el crecimiento Nerobacter, mientras queNitrospira se enriquecié de forma

selectiva cuando las concentraciones de OD fuermores de <1,0 mg /| (Huaegal, 2010).

En el reactor estudiado la concentracion de oxigkselto media durante todo el afio fue de
1,23 mg/L, siendo el minimo 1,02 mg/L y el maxim6 fng/L. Es por ello que el OD presente es
el limitante para la nitrificacion (Tabla 20). Estene como consecuencia la presencia
anicamente délitrospira en el reactor, estando en concordancia con losliestanteriormente
realizados, donde se concluye que la presencNitdaspira se ve favorecida a concentraciones
de OD bajas (Schramm, 2003).

La adaptacion de laNitrospira a las condiciones de escasez de oxigeno, seguine@kal.

(2000) se debe a que la oxidacion del amonio ynidtgto ocurre en diferentes zonas de la
biocapa, en la superficie y en la parte internpgetivamente. Esto indica que las AOB tienen
una velocidad de crecimiento superior a las NOB gsuavez una mejor adaptacion de las

Nitrospira a condiciones bajas de oxigeno.

Parametros fisico-quimicos con respecto a las AOB MOB. Con respecto a los andlisis
realizados con los parametros fisico-quimicos ybkagerias se han obtenido resultados acordes
al proceso de nitrificacion. La cantidad de nitrdgeotal, de amonio (NF) y de NKT en el
efluente disminuye al aumentar la cantidad de bastenitrificantes, esto se observa en el
presente estudio con las fuertes correlaciones edesén y Spearman obtenidas entre estas

variables y las bacterias nitrificantes.
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Otras correlaciones significativas obtenidas hdo $as concernientes a la DQOt, el caudal de
DQO y la DQO soluble en el afluente con las AOBtaEsituacion puede deberse a la
disminucion de OD debido a la alta actividad meliashdde las bacterias heterétrofas que
consumen rapidamente el sustrato (DQO soluble) gxigleno. Esta competencia por parte del
resto de las bacterias se manifiesta con las esrogles significativas negativas obtenidas en el
analisis bivariante de Pearson y Spearman entr834 en el afluente y las AOB (Tabla 22),

siendo la cantidad de SSV en el afluente equivalads microorganismos presentes.

Los compuestos de nitrégeno y de fésforo en ekafky como por ejemplo el amonio (INHy

el fosfato (PQ), tienen fuertes correlaciones negativas con oég@elas AOB. Estos compuestos
tienen una distribucién en su perfil anual propmmai a la DQO, por lo tanto cuando hay
presencia de una alta DQO también entra una grdidad de amonio y fosfato. Debido a que en
la planta estudiada, I&&oligotropha representan una mayor proporcion de las AOB tgptastas
bacterias se adaptan a concentraciones de susfja(Gieseke, 2000), se puede concluir que a
concentraciones bajas de amonio en el afluenteA@B del tipo N.oligotropha se veran

favorecidas.

Un dato sumamente interesante son las correlacioegativas significativas existentes entre los
tensioactivos anionicos en el afluente con respadésNitrosomonas (Ver Tabla 22). No se ha
encontrado ninguna referencia bibliografica soldrefecto toxico de los tensioactivos en la
inhibicion de la nitrificacion. Este resultado se a&poyado por el ACP realizado donde se
observa una correlacién negativa, esta vez conelmsioactivos anidnicos en el efluente (Ver
Figura 22). A mayor presencia de tensioactivoslegiseema (tanto en el afluente, como en el
efluente) menor sera la cantidad de bacteriadicétntes en el licor mezcla y por lo tanto se vera
disminuido el rendimiento de la nitrificacion.

Los aldehidos y los sulfitos en el afluente prem®mt correlaciones de Pearson y de Spearman
fuertemente negativas con respecto a las AOB y NGBdiadas. Sin embargo en el ACP

realizado no se obtuvo una relacidn evidente exsties parametros y las bacterias nitrificantes,.

A pesar de los efectos inhibidores en la nitrifiGagoroducidos por los metales, en este estudio

no se observaron evidencias de inhibicion por mietestos compuestos. Por lo tanto se concluye
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que las concentraciones de los metales presenteksstema no llegan a ser nocivas para la

supervivencia de las bacterias nitrificantes.

Parametros operacionales con respecto a las AOB yOB. En el ACP realizado se observa

una fuerte relacion entre el TRH del reactor yabdantador secundario (Figura 22), asi como
también se obtuvieron correlaciones positivas aliti@os parametros y las bacterias presentes en
el reactor al realizarse el andlisis de Pearsorpga®nan. Esto indica que las bacterias se

adaptaran mejor al medio al aumentar estos factores

Sin embargo el parametro operacional de mayor itapoia en este estudio ha sido la edad de
fango (o tiempo de retencion celular) donde sedimervado correlaciones positivas fuertes de
Pearson y Spearman entre las bacterias nitrifisaptelicho parametro. Sobre todo con las
N.oligotropha, las correlaciones tienen valores de 0,460 y d@20para los coeficientes de

Pearson y Spearman respectivamente. Esto indica quas/or permanencia de las bacterias en el
sistema, sera mayor su presencia. Esta situacidiirroa los estudios anteriormente realizados
donde se debe tomar en cuenta una edad de fangaadde(en combinacidn con la temperatura)

para que se lleve a cabo una adecuada nitrificgbdiier et al, 2003; Gonzalegt al, 2010).

Muiller et al. (2003), en sus trabajos mencionaron que la eddang® minima para nitrificar es

entorno a los 7 dias, aunque los cambios de tetoparafectan a este parametro. En Quart
Benager, durante el periodo de tiempo estudiadie(dbre 2008-diciembre 2009) el promedio
de edad de fango anual fue de 10,8 dias, siemndalagl minimo un 4,6 dias y el maximo 28 dias,
con una temperatura media de 21,4 + 3,7 °C (Tabl @&chos valores representan una

combinacién adecuada para una efectiva nitrificaeid el sistema.

La presencia de una mayor cantidad de AOB freMi©B, puede deberse también a la edad de
fango, ya que laslitrosomonas son de crecimiento mas rapido que Mg ospira, que son de
crecimiento de muy lento (Yet al, 2010).

Otro factor operacional importante es la carga cad&CM), ya que se observaron correlaciones
significativas negativas de Pearson y Spearmariaobacterias nitrificantes. Esto quiere decir
que a CM bajas se vera favorecida la nitrificacdnel sistema. Esto corrobora la bibliografia

donde se dice que la CM de operacion para el ppageshitrificacion debe ser menor, es decir
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que la EF debe ser mayor, para que el crecimiemtagibacterias autotrofas se vea favorecido
frente a las bacterias heterotrofas que son dendeto mas rapido que éstas (Fereerl,
2007).

Protistas con respecto a las AOB y NOB.

Los protistas que parecen tener mayor impacto ces@elas bacterias nitrificantes en la EDAR
de Quart Benager en el periodo de tiempo estudiaddos reptantes. Los flagelados parecen

tener un menor rol como bioindicador de la nitaimn.

Pajdak-Stds y colaboradores (2010) observaron guelcincremento del tamafio de las colonias
de nitrificantes también aumentaba el nimero deddb reptantes (sobre todo del género
Aspidisca). Esto es debido a que los foculos forman agregadas grandes inaccesibles a los
protozoos reptantes que prefieren alimentarse deefis poco adheridas al floculo (Young,
2006; Pajdak-Stos, 2010). El estudio realizado lepresente trabajo confirma esta situacion
gracias a las correlaciones positivas significatieatre los reptantes presentes en el sistema y las
bacterias nitrificantes estudiadas (Tabla 24). Botanto se concluye que el aumento de la
presencia de ciliados reptantes en el sistema gahf un bioindicador de una efectiva
nitrificacion.

Los ciliados totales (que comprenden los ciliadgstantes, nadadores y sésiles) también tienen
un coeficiente positivo de Pearson y Spearman @teva@in embargo no es conveniente sacar
conclusiones de los mismos debido a la gran cahtidagéneros pertenecientes a este grupo. Por
esta razdn se recomienda continuar con el presstiudio de forma exhaustiva con cada uno de

los géneros de protistas presentes.

El grupo de amebas testaceas, amebas desnudasagnel®ms pequefias esta inversamente
relacionado con la presencia de bacterias nitrifeesg esto se puede observar tanto en el analisis
bivariante, con coeficientes negativos en los aizalie Pearson y Spearman (Ver Tabla 22),
como en el ACP realizado en el gréfico de disparbiéspacial (Ver Figura 25). Sin embargo las
amebas grandes se encuentran fuertemente relaafocad las AOB y NOB, sobre todo con

estas Ultimas. Esto se debe a que, como se haanadoi anteriormente, las amebas grandes
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tienen la capacidad de consumir grupos bacteripageefios, que podrian ser los formados por
lasNitrospira.

Por ultimo, gracias a este estudio, se pudieroanatposibles relaciones entre diversos grupos
de protistas. Tal es el caso de los nadadorestgieys relacionados con los sésiles depredadores
que se encuentran agrupados en el diagrama dergispdiespacial de los protozoos. Esta
situacion se debe a que los sésiles depredadaresegencuentran fijos en el floculo, consumen

a los nadadores y reptantes que se encuentramnda libre en el licor mezcla.
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6. Conclusiones

Las principales conclusiones que se pueden exteeste trabajo son las siguientes:

» La mayoria de las bacterias AOB presentes en @t hirezcla de la EDAR de Quart
Benager durante el periodo de diciembre de 200@ientbre de 2009 corresponden al
géneroNitrosomonas (entre un 1 y un 6% de las bacterias totales),dsida especie

dominante la\. oligotropha identificada mediante la sonda Nmo218.

» Las bacterias NOB presentes corresponden al géfieraspira (con una presencia de
<1% a un 4% de la poblacion total de bacterias)ddminancia de este género se debe a
las bajas concentraciones de oxigeno disuelto (@QD¢, favorecen su crecimiento e

inhiben la presencia dditrobacter.

» Existe una dindmica poblacional de las bacteriad3 Albrante el afio estudiado, con
periodos donde lablitrosomonas oligotropha (Nmo218) abundan y otros en que su
presencia es escasa. También se han detectaddattasias AOB comdlitrosomonas
sp. y Nitrosococcus mobilis (NEU) aunque en concentraciones bajas. A pesasties
cambios en las poblaciones de AOB, se ha manteaidduen rendimiento en la
eliminacion del amonio, con una media del 79% derah periodo de diciembre 2008-
diciembre 2009.

» Las bacterias nitrificantes disminuyen al aumer#ampresencia de materia organica
biodegradable en el afluente. Esta situacion pudservarse al realizar el analisis
estadistico bivariante (correlaciones significatin@gativas de Pearson y Spearman) y en
el andlisis de componentes principales. Esto sdegydeber a la disminucion de OD a
causa de la alta actividad metabolica de las bastdneterétrofas que consumen

rapidamente el sustrato y el oxigeno.

« La nitrificacion en el sistema se ve favorecida aagas masicas bajas lo que se

corresponde con edades de fangos altas, gracias seqgve favorecido el crecimiento de
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las bacterias nitrificantes por ser lento y deladello requiere una mayor cantidad de

tiempo en el sistema.

» Los reptantes omnivoros y el grupo del total déar@ps son bioindicadores de una buena
nitrificacion, debido a que su crecimiento Optineoesenta a cargas masicas bajas, la
cual es una condicion necesaria para un buen r@monde nitrificacion. Esto se
manifestd con correlaciones positivas significativde Spearman entre reptantes

omnivoros y el total de reptantes y Mligotropha.

» Las amebas grandes mayores aw0Opodrian ser depredadoras de las NOB debido a su
capacidad para consumir agregados bacterianos fsitistas tienen preferencia por las
NOB sobre las AOB debido a que estas ultimas forfiéanlos de mayor tamafio que las

NOB en la depuradora estudiada.

* Los tensioactivos anionicos podrian ser inhibidatesla nitrificacion, porque se han
obtenido coeficientes de Pearson y Spearman sighifos inversamente proporcionales
entre las bacterias nitrificantes y los tensio@asianionicos; ademas en el ACP de las
variables fisico-quimicas y bacterias nitrificanses ha observado una relacién similar

entre los tensioactivos anidnicos y las bacteiitagicantes.
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7. Recomendaciones

Al finaliza este trabajo se recomienda continuar les siguientes investigaciones:

e Realizar las hibridaciones con el resto de las a®ndentificadoras de AOB para
determinar con exactitud todas las subespeciesmessque integran a la sonda general
Ns01225.

» Realizar un estudio amplio de cada género de pastresentes para determinar cual de

ellos actia como depredador o como bioindicadda dérificacion.

« Ampliar el estudio de las bacterias nitrificantesug relaciones con los parametros fisico-

quimicos, bioldgicos y operacionales en otras EDAR.

88



8. Referencias

Aguado, D. 2004. Aplicacion de métodos estadistimodtivariantes para la modelacion y la
monitorizacion de un reactor discontinuo secuerpagh le tratamiento de aguas residuales. Tesis
Doctoral. Universidad de Valencia

Alonso, J., Cuesta, G., Ramirez, G., Morenilla,Bernacer, I., Lloret, R. 2009. Manual de
Técnicas Avanzadas para la ldentificacion y Conti®|Bacterias Filamentosas. P. 21-36. Ed.

Epsar-Generalitat Valenciana. Valencia, Espafia.

Amann R., Binder B., Olson R., Chisholm S., Dev&rBuand Stahl D. A. 1990. Combination of
16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with floygometry for analyzing mixed microbial

populations. Appl. Environ. Microbiol. 56: 1919-192

Amann R. 1995. In situ identification of micro-orgams by whole cell hybridization with
rRNA-targeted nucleic acid probes. En: Moleculacidbial Manual . Akkermans A.D.L., van
Elsas, J.D., y de Brujin, F.J. p. 1-15. Kluwer Aeatic Publications.

APHA-AWWA-WEF. 1998. Standard Methods for the Exaation of Water and Wastewater,
20th ed. American public Health Association/Amenic&Vater Works Association/Water

Environment Federation, Washintong, DC, USA.

Arregui, L., Mufioz, C., Guinea, A. y Serrano, S0(J2) FLUTAX employment simplifies the
visualization of the ciliature of oxytrichid hypaths. Eur. J. Protistol. 39:169-172.

Attard, E., Commeaux, C., Laurent, F., Terada,3mets, B., Recous, S y Le Roux, X. 2010.
Shifts between Nitrospira- and Nitrobacter-likeritet oxidizers underline the response of soil
potential nitrite oxidation to changes in tillageagtices. Environmental Microbiology. 12(2):
315-326.

Bitton, G., Dutkak, B., y Hendricks, C. 1989. Eagltal Assessment of Hazardous Waste sites.
W. warren-Hicks, B.R. Parkhurst y S.S Baker, JIS.UEPA, Corvallis, Oregon, Estados Unidos.

Bitton, G. 1994. Wastewater Microbiology. Wiley-kisTercera Edicion. Universidad de Florida.
Estados Unidos.



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Bitton, G. 2011. Wastewater Microbiology. Wiley-kisQuinta Edicién. Universidad de Florida.
Estados Unidos.

Borras, L. 2008. Técnicas microbiolégicas aplicadata identificacién y cuantificacion de
microorganismos presentes en sistemas EBPR. Testsofal. Universidad Politécnica de

Valencia. Valencia. Espafia.

Catalan, J. 1997. Depuradoras “Bases CientificBELLISCO, Libreria Editorial. Madrid,

Espana.

Coskuner, G y Curtis, P. 2002. In situ charactéomaof nitrifiers in an activated sludge plant:
detection of Nitrobacter Spp. Jorunal of Appliedchbiology. 93: 431-437.

Conover, W. 1998. Practical nonparametric staistBera. edicion John Wiley & Sons. Nueva
York.

Daims H., Bruhl A., Amann R., Schleifer K.-H. andagher M. 1999. The domain-specific probe
EUB338 is insufficient for the detection of all Baga: Development and evaluation of a more

comprehensive probe set. Syst. Appl. Microbiol. £24-444.

Daims, H., Nielsen, J.L., Nielsen, P.H., SchleifléH., y Wagner, M. (2001). In situ
characterization of Nitrospira-like nitrite-oxidigg bacteria active in wastewater treatment plants.

Applied and Environmental Microbiology. 67:5273-328

Daims, H., Stoecker, K y Wagner, M. 2002. Fluoreseein situ hybridization for the detection
of prokaryotes. En: Osborn, A. M. y Smith, C. J.l&twlar Microbial Ecology. p. 213-218. Ed.
BIOS Advanced Methods. Abingdon, Reino Unido.

Daims, H., Maixner, F., Schmid, M.C. 2009. the Ntng microbes: Ammonia oxidizers, nitrite
oxidizers, and anaerobic ammonium oxidizers. Ereld¢in, P., Daims, H y Lemmer, H. 2009.
FISH Handbook for Biological Wastewater Treatmeldentification and quatification of
microorganisms in activated sludge and biofiimd&$H. p 9-17. Ed. IWA Publishing. Londres,

Reino Unido.

Xiii



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Fernandez-Galiano, D. 1976. Silver impregnatiorcibéted protozoa:procedure yielding good
results with the pyridinated silver carbonate mdthirans. Am. Micros. Soc. 95:557-560.

Fernandez-Galiano, D. 1994. The ammoniacal silagbanate method as a general procedure in

the study of protozoa of sewage (and other) wat¥eder Res. 28:495-496.

Ferrer, J y Seco, A. 2007. Tratamientos Biologices Aguas Residuales. Editorial UPV.

Valencia, Espana.

Ferrer, J y Seco, A. 2009. Tratamientos FisicosiyrZos de Aguas Residuales. Editorial UPV.

Valencia, Espafia.

Horan, N. 2003. Protozoa. En: Duncan, M., Horan,2803. The Handbook of Water and
Wastewater Microbiology. Ed. Academic Press. Catifm, Estados Unidos.

Gerardi, M. 2002. Nitrification and denitrificatiom the activated sludge process. Wiley-

Interscience. Nueva York. Estados Unidos.

Grady, C. 1989. Dinamic modeling of suspende growtblogical wastewater treatment
processes. En G. Patry and D. Chapman (eds) Dynktoedeling and Expert Systems in
Wastewater Engineering (pp. 1-38). Chelsea, Miahiggawis Publishers.

Gieseke, A., Purkhold, U., Wagner, M., Amann, Rchiamm, A. 2000. Community Structure
and Activity Dynamics of Nitrifying Bacteria in ahBsphate-Removing Biofilm. Applied and
Environmental Microbiology. 67: 1351-1362.

Gonzélez, P., Quintans, P., Vizcaino, M., Miguel, ®onzélez, J., Pérez, J y Garcia, R. 2010.
Estudio de la inhibicién del proceso de nitrifigacicomo consecuencia de la acumulacién de
metales en el fango bioldgico de la EDAR de Le&un ylfoz. Tecnologia del Agua. 322: 28-38.

Huang, Z., Gedalanga, P., Asvapathanagul, P y OBor2010. Influence of physicochemical
and operational parameters on Nitrobacter and $fifra communities in an aerobic activated
sludge biorector. Water Research. 44: 4351-4358.

Jenkins, D., Richard, M., Daigger, G. 2004. Manoalthe Causes and Control of Activated

Sludge Bulking and Foaming. 3th Ed.. Lewis pui#is. Nueva York, EEUU.
Xiv



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Juretschko, S., Timmermann, G., Schmid, M, Schiei{eH, Pommerening-Rdser, A., Koops,
H-P y Wagner, M. 1998. Combined Molecular and Caotiemal Analyses of Nitrifying
Bacterium Diversity in Activated Sludge: Nitrosocas mobilis and Nitrospira-Like Bacteria as
Dominant Populations. Applied and Environmental tdiology. 64: 3042-3051.

Kim, D. y Kim, S. 2006. Effect of nitrite concenti@ on the distribution and competition of
nitrite-oxidizing bacteria in nitratation reactoystems and their kinetic characteristics. Water
Research. 40: 887-894.

Koops, H. y Pommerening —Roser, A. 2001. Distritmutand ecophysiology of the nitrifying
bacteria emphasizing cultured species. FEMS Mialogy Ecology. 37: 1-9.

Kowalchuk, G., Stienstra, A. Heilig, H., Stephery, Woldendorp, J. 2000. Molecular analysis of
ammonia-oxidising bacteria in soil of successiogahsslands of the Drentsche A (The
Netherlands). FEMS Microbiol. Ecol. 31:207-215.

Kowalchuk, G y Stephen, J. 2001. Ammonia-OxidiziBgcteria: A Model for Molecular
Microbial Ecology. Anual Review of Microbiology. 5885-529.

Madoni, P. 1988. | protozoi ciliate nel controllo efficienza dei fanghi attivi. Centro Italiano

Studi di Biologia Ambientale, Reggio Emilia.

Matsumoto, S., Katoku, M., Saeki, G., Terada, Aoj,A/, Tsuneda, S., Picioreanu, C y —van
Loosdrecht, M. 2010. Microbial community structure autotrophic nitrifying granules
characterized by experimental and simulation aeslyEnvironmental Microbiology. 12(1): 192-
206.

Mobarry B., Wagner, M., Urbain, V., Rittmann B. ya8l, D. 1996. Phylogenetic probes for
analyzing abundance and spatial organization offyiitg bacteria. Appl. Environ. Microbiol.
62: 2156-2162.

Mota, C., Ridenoure, J., Cheng y De los Reyes,0852High levels of nitrifying bacteria in
intermittently aerated reactors treating high amimavastewater. FEMS Microbiology Ecology.
54: 391-400.

XV



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Miller, A., Wetzel, M., Loewnthal, R. y Ekama, Q)(3. Heterotrophy anoxic yield in anoxic
aerobic activated sludge system treating municizstewater. Water Research. 37: 2435-2441.

Nielsen, J. 2009. Protocol for Fluorescence in sitdridization (FISH) with rRNA-targeted

oligonucleotides. En: Nielsen, P., Daims, H y Lemnké 2009. FISH Handbook for Biological

Wastewater Treatment: Identification and quatifamatof microorganisms in activated sludge
and biofilms by FISH. p. 73-84. Ed.IWA Publishingindres, Reino Unido.

Okabe, S y Watanabe, Y. 2000. Structure and fumaifanitrifying biofilms as determined by in

situ hybridization and the use of microelectrod¥ater Science & Technology. 42: 21-32.

Pajdak-Stés, A., Fialkowska, E., Fyda, J y Babko28&10. Resistance of nitrifiers inhabiting
activated sludge to ciliate grazing. Water Sciefdeechnology. 61.3: 573-580.

Pérez, C. 1996. Econometria y andlisis estadistigivariable con Statgraphics.Editoral RA-
MA. Madrid, Espafia.

Pérez, Uz., Arregui, L., Calvo, P., Salvadd, H.rmiéadez, N., Rodriguez, E., Zornoza, A y
Serrano, S. 2010. Assessment of plausible bioitmtieafor plant performance in advanced

wastewater treatment systems. Water Research059:5069.

Purkhold, U., Pommerening-Réser, A., Juretschkp,S8hmid, M., Koops, H y Wagner, M.
2000. Phylogeny of all recognized species of ammomridizers base on comparative 16S rRNA
and amoA sequence analysis: implications for mdéecdiversity surveys. Appl. Environ.
Microbiol. 65:3982-3989.

Purkhold, U., Wagner, M., Timmermann, G., PommargiRoser, A y Koops, H-P. 2003. 16S
rRNA ans amo A-based phylogeny of 12 novel betgotodcterial ammonia-oxidizing isolates:
extension of the dataset and proposal of a nezadja within the nitrosomonas. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 53: 1485-1494.

Reyes, M. 2010. Poblaciones microbianas en losepaxchioldgicos de aguas residuales: Fangos

Activos y Digestion Anaerobia. Universidad Politiende Valencia. Valencia, Espafia.

XVi



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Roncero, S. 2009. Identificacion y Cuantificaci@lcterias nitrificantes con la técnica FISH y
sondas EUB338 y NSO 1225 RNA en EDARs de la Conathisalenciana. Universidad

Politécnica de Valencia. Valencia, Espafa.

Salvado, H. y Gracia, M. 1993. Determination ofamig loading rate of activated sludge plants

based on protozoan analysis. Water Res. 27:891-895.

Schramm, A., D. de Beer, A., Van den Heuvel, Ste@jraf, S y Amann, R. 1999. Microscale
distribution of populations and activities of Nisaspira and Nitrospira spp. along a macroscale
gradient in a nitrifying bioreactor: quantificatioby in situ hybridization and the use of
microsensors. Applied and Environmental Microbiglog5: 3690-3696.

Schramm, A. 2003. In Situ Analysis of Structure ahctivity of Nitrifying Community in
Biofilms, Aggregates, and Sediments. Geomicrobiglégurnal. 20: 313-333.

Serrano, S., Arregui, L., Calvo, P., Salvado, Hornoza, A., Fernandez, N., Rodriguez, E.,
Pérez-Uz, B. 2008. Comunidades de protistas aseiaglantas con eliminacion de nitrogeno.
V Jornadas Técnicas sobre Microbiologia del Fangtivh. Sevilla, Espafia. 30-31 Octubre,
2008.

Seviour R., Nielsen P. 2010. Microbiology ecologly Activated Sludge.lIWA Publishing.

Londres, Reino Unido.

Siegel, S. 1983. Estadistica No Paramétrica ag@i@das ciencias de la conducta. Editoral

Trillas. Mexico.

Speksnijder, A., Kowalchuk, P., Roest, K y Laankrdd. 1998. Recovery dflitrosomonas-like
16S rDNA sequence group from freshwater habitatst. 3\ppl. Microbiol. 21:321-330.

Stanier, R., Ingraham, J., Wheelis, M. y Painter1$86. The Microbial World. 5ed, Prentice-
Hall Englewood Cliffs, NJ.

Stanier, R., Ingraham, J., Wheelis, M. y Painter,1P96. Microbiologia. 2da ed, Editoral

Reverté, S.A. Barcelona, Espafa.

XVii



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Sterrit, R., Lester, J.1988. Microbiology for Eranmental and Public Heealth Engineers. E. &
F.N Spon. Nueva York, Estados Unidos.

U.S EPA. 1977. Wastewater Treatment FacilitiesSewered Small Communities. EPA-625/1-
77-009.

Véazquez-Padin, J., Figueroa, M., Mosquera-Corral, @ampos, J.L y Méndez, R. 2009.
Population dynamics of nitrite oxidizers in nitiifig granules. Water Science & Technology.
60.10: 2529-2536.

Viedma, J. 1972. Exposicion intuitiva y problemassueltos de Métodos Estadisticos

Fundamentos y Aplicaciones. Ediciones del Castilladrid, Espafia.

Wang, Y., Zhang, Z., Yan, M., Gao, N., Yang, J yWREl. 2010. Impact of operating conditions
on nitrogen removal using cycling activated sludggchnology (CAST). Journal of
Environmental Science and Health, Pasrt A. 4578;376.

Wagner, M., Erhart, R., Manz, W., Amman, R., Lemnér, Wed|, D. y Scheleifer, K. 1994.

Development of an rRNA-targeted oligonucleotide bgrespecific for the genus Acinetobacter
and its application for in situ hybridization. Apgd of Environmental Microbiology. 60: 792-

800.

Wagner, M., Rath, G., Amann, R., Koops, H-P y SéhteK-H. 1995. In situ identification of
ammonia-oxidizing bacteria. Syst. Appl. Microbiojod 8: 251-264.

Wagner M., Rath G., Koops H.P., Flood J. and AmBni{1996). In situ analysis of nitrifying
bacteria in sewage treatment plants. Wat Sci T8dh237-244.

Wells, G., Park, H., Yeung, C., Eggleston, B., ErsnC y Criddle, C. 2009. Ammonia-oxidizing
communities in a highly aerated full-scale actidatgludge bioreactor: betaproteobacterial
dynamics and low relative abundance of Crenarcta@aronmental Microbiology. 11(9): 2310-
2328.

Wesley Eckenfelder, W., Grau P. Activated SludgecBss Design and Control: Theory and
Practice. Water Quality Management Library. Penrayl, Estados Unidos. 1992.

XViii



Liz Avendaio Universidad Politécnica de Valencia

Ye, L. y Zhang, T. 2010. Estimation of nitrifier widances in a partial nitrification reactor
treating ammonium-rich saline wastewater using DGGIRFLP and mathematical modeling.
Appl Microbiology Biotechnology. 88: 1403-1412.

Yilmaz, L., Wook, D y Noguera, D. Fish probes aheit design. En: Seviour R., Nielsen P.
2010. Microbiology ecology of Activated Sludge.3¥0-376. IWA Publishing. Londres, Reino
Unido.

Young, K. 2006. The selective value of bacteriapsh Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70:660-703.

Yu, T., Qi, R., Zhang, Y y Yang, M. 2010. Nitrifiexharacteristics in submerged membrane
bioreactors under different sludge retention tinvater Research. 44: 2823-2830.

Zornoza, A. 2010a. Curso Tedrico-Practico de Temsnite Bioindicacion y Control de Procesos
en EDAR. Ed. Grupo de Bioindicacion de Sevilla.&ralia, Espana.

Zornoza A., Alonso, J., Serrano, S., Fajardo, \arrila, F., Bernécer, I., Morenilla, J. 2010b.
Estudio integrado del proceso de fangos activodnilisis descriptivo de factores fisico-
quimicos y bioldgicos implicados en su dindmicacloentacion presentada en VII Jornadas de
Transferencia de Tecnologia sobre MicrobiologiaF@glgo Activo. Sevilla, Espafia.

XiX



