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RESUMEN

Como consecuencia inevitable de la existencia diederos tiene lugar la generacién
de lixiviados, que son una fuente importante dgaroimacion para suelos y aguas. Los
lixiviados aunque presentan una gran heterogeneisiadcaracterizan por contener
concentraciones elevadas de contaminantes orgamicusganicos, incluyendo acidos

hamicos, nitrégeno amoniacal y metales pesados)&slde sales inorganicas.

El objetivo de este trabajo fue analizar el procdeotratamiento de lixiviados de
vertedero, para ello se tomaron diferentes mueptaedentes de la planta depuradora
instalada en COGERSA. Se realizaron andlisis dersldé parametros fisico-quimicos
habitualmente empleados en la caracterizacién dasagsiduales (TOC, DBO, DQO,
pH, SS e iones). Asimismo, y dado que el sistemaddpuracion se basa
fundamentalmente en un tratamiento bioldégico mediam proceso de nitrificacion-
desnitrificacion, también se realiz0 una caracéeitn desde un punto de vista
microbiolégico empleando, ademas de cultivos obési€lostridios sulfito-reductores,
aerobios mesdfilos, Coliformes, Estreptococos &al Thiobacillus sp.), técnicas

moleculares (PCR, DGGE y secuenciacion) que fuesaim poner a punto.

Los andlisis fisico-quimicos demostraron que dhtngento de los lixiviados resulta
eficaz, reduciendo su carga organica asi como stemolo en nitrégeno amoniacal por

debajo de los limites legales establecidos parasagsiduales urbanas.

Por otro lado, los cultivos clasicos mostraron ufiferente composicion de la
comunidad microbiana de las muestras analizadagiddue corroborado por la DGGE
gue mostrd un diferente patron de bandas en caldaitas muestras analizadas lo que
indica la presencia de distintos grupos de baster&n embargo, al realizar la
secuenciacion no fue posible identificar a qué @spe familia corresponden dichas
bandas. Una posible mejora de los resultados ptmyiarse modificando las etapas de
purificaciéon del ADN de las bandas obtenidas dd@GGE, otra alternativa seria recurrir
al empleo de técnicas de clonacion o de secuetniatiasiva que permitirian un
analisis en profundidad de las complejas comungld@deterianas presentes en estas

muestras.



ABSTRACT

As inevitable consequence of the existence of Iisdleachates are generated, being
an important source of soil and water contaminatidithough leachates are very

heterogeneous, they typically contain high conegioins of organic and inorganic

contaminants, including humic acids, ammoniacabggn, heavy metals and inorganic
salts.

The aim of this work was to study the landfill lbate treatment process, with this
purpose samples were taken at different pointshef tteatment plant installed in
COGERSA. Several physico-chemical analyses commentployed in wastewater
characterization were developed (TOC, BOD, COD, 8% and ions). Since the
treatment is fundamentally based on a nitrificatilemitrification process, a
microbiological characterization of samples wa atarried out. Not only classical
culture of microorganisms (sulfite-reducing clodi, aerobic mesophilic bacteria,
coliforms, fecal streptococci arihiobacillus sp.) were used, but it was also necessary
to set up and optimize different molecular techegjlPCR, DGGE and DNA
sequencing).

According to physico-chemical tests, leachate meat is effective, achieving organic
matter and ammoniacal nitrogen concentration vabeésw the legal limits established
for urban wastewater.

On the other hand, classical cultures showed aerdiit microbial community
composition of studied samples. This was also ieeriby DGGE results, showing a
different band pattern for each sample, which risviee presence of different bacteria
groups. However, sequencing techniques were na tblidentify which family or
specie corresponded with each band. It may beilpessnproved these results
modifying the purification steps of DNA bands obt&d from DGGE. Alternatively,
employing massive sequencing or cloning techniquesld allow achieving an
exhaustive characterization of bacterial commusipieesent in these samples.
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1. Introduccion.



Segun la Ley 22/2011 de Residuos y Suelos contalmésse entiende por residuo
“cualquier sustancia u objeto que su poseedor deseclienga la intencién o la
obligacion de desechar’Enterrar los residuos soélidos en vertederos es denlas
practicas mas utilizadas, formandose inevitablesmedurante su proceso de
descomposicion, un efluente liquido originado @opércolacion del agua de lluvia a
través del lecho de dichos residuos. De esta maseragenera un residuo acuoso
denominado lixiviado contaminado con una elevadgacde materia organica, metales
pesados, nitrdgeno amoniacal y/o sales inorganbcasun intenso color negro/marrén
y un desagradable olor.

La Directiva europea 1999/31/CE define lixiviademm'cualquier liquido que percole

a través de los residuos y que sea emitido o emtéeido en un vertedero'Esta
Directiva establece los requisitos que se deberpiuen materia de disefio y operacion
de vertederos, asi como la recogida de los lixodagenerados y su apropiado
tratamiento antes de ser vertidos al medio ambidhate tanto, los lixiviados de
vertedero deben ser gestionados y tratados de faderuada para evitar la
contaminacion de las aguas superficiales y/o stdtteas receptoras de este efluente, lo
cual provocaria serios problemas en el medio artdbigm®n la salud publica. Ademas,
se debe tener en cuenta que un vertedero puedauznproduciendo lixiviados hasta
50 afios después de su clausura y cese de lasladési (Kurniawaet al 2005).

Las caracteristicas fisico-quimicas de un lixiviadiependen fundamentalmente de una
serie de factores tales como la naturaleza y ladaahde los residuos almacenados, la
antigiiedad y forma de explotacion del vertederolitaatologia del lugar o la época del
afo (El-Fadekt al 2002). Su composicion es bastante compleja bl pudiendo
clasificar sus componentes en cuatro grandes a#sganateria organica disuelta,
expresada en forma de pardmetros generales comq DBO o TOC, componentes
inorganicos (C| SQ7, C&*, Mg?*, Na', K*...), metales (Fe, Cd, Cr, Cu, Pb, Ni, Zn...)
y compuestos xenobioticos (PAHs, AOX, fenoles...)r{&Bnseret al 2001; Kjeldsen

et al. 202). Por ello, la caracterizacion de los paransefisico-quimicos resulta de
gran interés desde un punto de vista ambiental.

Debido a su fiabilidad, simplicidad y buena relaciéoste-eficacia, los procesos
biolégicos son los comunmente usados para el tratdon de lixiviados. Las
comunidades bacterianas implicadas en estos psocg®o diversas, complejas y
dinamicas e influyen en el funcionamiento y el remento de los mismos (Welkt al
2009). Por tanto, debido a su gran importancia, droglia se estan utilizando técnicas
moleculares (DGGE, secuenciacion, FISH, clonaciétt.) para identificar los
microorganismos que forman parte de la comunidackebana presente en los
lixiviados, asi como en las diferentes etapasrdé&miento bioldgico.

Sin embargo, cuando se trabaja con lixiviados d=tathos (poco biodegradables), los
procesos biolégicos pueden no resultar un tratamiadecuado debido al caracter
recalcitrante de los compuestos presentes enigstdd efluentes. Ademas, la actividad
bioldgica también puede ser inhibida por algunompmeestos de caracter téxico. En
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este aspecto, los tratamientos fisico-quimicosdeamostrado su eficacia no solo para la
eliminacioén de las sustancias refractarias deliixio maduro, sino también como etapa
final de afino tras un proceso bioldgico. Antessdedescarga, el efluente es sometido a
un proceso fisico-quimico adicional como: precipdia, coagulacion—floculacion,
adsorcion con carbdén activo, intercambio iénicoilration con membranas. Los
mayores inconvenientes de estas tecnologias sencarecimiento de costes por el
consumo de reactivos y los requerimientos enemggetigurniawanet al 2005;
Wiszniowskiet al.2006; Renowt al 2006).

La busqueda de nuevas tecnologias eficaces patetaimiento de lixiviados de
vertedero se ha intensificado en los ultimos afiosolo para solventar las limitaciones
de los tratamientos convencionales si no a finwdaptir la legislacion cada vez mas
estricta en cuanto a tratamiento de residuos. Hetamlogias emergentes combinan
procesos bioldgicos con tecnologias de filtraciGranzada, 6smosis inversa o
nanofiltracion (Bodalet al 2007)



2. Fundamentos teoricos.



2.1 Tratamiento de lixiviados.

Uno de los grandes problemas que generan los eestedon los lixiviados, debido a
qgue son una fuente importante de contaminacioswkdb y del agua. Se puede definir
al lixiviado, segun la Directiva Europea 1999/31/E@mo ‘ctualquier liquido que
percole a través de los residuos y que sea entigisté contenido en un vertedero

Los lixiviados se caracterizan por arrastrar grantidad de moléculas organicas e
inorganicas, siendo en algunos casos téxicos p@rdaencia de metales pesados,
hidrocarburos aromaticos, pesticidas; ademas pesean elevado contenido en

nitrégeno amoniacal y una alta conductividad. Laefa$ que pueden ocasionar en el
suelo pueden ser importantes, debido a la sustitude iones de los complejos arcillo-

hamicos, la alteracién de sus caracteristicassydfrios directos que producen a los
microorganismos, invertebrados y plantas que forpzate del suelo.

Los animales también pueden verse afectados alr belbegua de manantiales
contaminados, debido a que los lixiviados se puddtar a través de las capas
freaticas a los rios, aguas subterraneas, etd. &ase del hombre, los dafios pueden ser
especialmente importantes en aquellas poblacionessq abastecen de captaciones
profundas de agua o en las zonas agricolas queantpara riego aguas de pozo.

2.1.1Composicion de los lixiviados.

Méas de 200 compuestos organicos han sido idemtdiEaen los lixiviado, estos
compuestos se pueden clasificar en hidrocarbuotisas, hidrocarburos aromaticos,
bencenos, alcoholes, éteres ciclicos, acidos yesstéenoles, lantanos y furanos,
compuestos que contienen nitrogeno, fosforo, smuljusilice, y trazas inidentificables.
Entre los compuestos mencionados estan sustareiasmacidas por su capacidad
contaminante, entre las que se encuentran el wluetiilbenceno, xilano, estireno,
naftaleno, pireno, entre otras (Baeéeal 1998; Paxéus, 2000).

Muchos factores influyen en la produccion y comgiosi del lixiviado en un vertedero,
entre estos factores se encuentra la edad dedeesteademas la composicion varia
significativamente con los procesos anaerébicos spigproducen en los residuos
depositados (Harringtost al. 1986; Bretschneidat al 1993; Edeline, 1987).

Un vertedero antiguo tendra una relacion DBO5/DQ@ee0.05 y 0.2, debido a la
abundancia de acidos humicos y fulvicos, dificiltedniodegradables, mientras que los
lixiviados de vertederos jovenes generalmente sas faciles de tratar que los de
vertederos mas antiguos, asi un lixiviado con urBORDQO baja tiene como
caracteristica un contenido en materia organiamahte persistente dificil de tratar
(Deng, 2007; Primet al 2008).

En un vertedero de 3-5 afios de edad, hay muchopuastos organicos, esto es
resultado de la fase metanogénica de la desconifposinaerobia del residuo. En este
caso la DQQOy la DBO5 alcanza valores muy altos y el pH es Ipajola gran cantidad
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de &acidos grasos volatiles producidos en esta faee.lo tanto la relacion de
DBO5/DQO alcanza valores mas altos que 0.7, debidalta biodegradabilidad de los
compuestos organicos presentes en el lixiviado. édlida que el vertedero se va
haciendo mas viejo, la concentracidon de los commesdacilmente biodegradables y la
relacion DBO5/DQO va bajando. Cuando los residuos se han estabilizado
completamente la relacion DBO5/D@&zanza el valor de 0.1.

Una relacion DBO/DQCentre 0.22-0.26 indica una baja fraccion biodedrkdan el
lixiviado, esto significa un incremento de la actad microbiana que se traduce en una
reduccion de la fraccion biodegradable (Karthikegaal 2006). Esto ocurre debido al
descenso de la cantidad de productos biodegradabled residuo estabilizado, y el
aumento de la cantidad de productos resistentesde@dcomposicion bioldgica en el
residuo estabilizado.

Todas las sustancias organicas detectadas envehdix pueden ser ordenadas por su
biodegradabilidad, desde los mas facilmente biatkdies como los acidos grasos
volatiles, aldehidos de bajo peso molecular, antido& y carbohidratos; a los menos
biodegradables como los aminoacidos hidrolizaddssyacidos humico y fulvico
(Szpadt, 1998).

El aumento de los acidos humico y falvico en uiviado es el causante de una muy
baja relacion de DBO5/DQO, porque sus estructué®rs cambios con la edad del
vertedero y llegan a dificultar el metabolismo de bacterias. En un lixiviado de un
vertedero joven los anillos aromaticos de las miéécde 4cidos humico estan menos
condensados, y las moléculas tienen un tamafio etagepo. Para el caso de lixiviado
de un vertedero viejo los anillos aroméaticos estas condensados y las moléculas de
acidos humico tienen un tamafio mas grande. Estoifisay que el grado de
humificacion de un lixiviado se incrementa condadc del residuo depositado.

La presencia de acidos humico y fulvico en el Iet@o es muy importante no solo por
su resistencia a la biodegradabilidad, sino tambp@m su afinidad por los
contaminantes. Son los responsables del transportel comportamiento de los
contaminantes en el medio ambiente como metaleadpsesy contaminantes
hidrofobicos (Kanget al 2002)

Por otro lado, durante la fase acida de la descsitipa de la materia organica, el pH

sera bajo y las concentraciones de DBO5, DQO, Ti@jentes y metales pesados
seran altos. Sin embargo, durante la fase de féatién del metano el pH estara entre
6.5-7.5, y los valores de DBO5, DQO, TOC, nutriente metales pesados seran
significativamente mas bajos. La mayoria de losatestson menos solubles para
valores de pH neutros. Por otro lado, el pH sera lago cuanto mayor sea la presencia
de acidos y cuanto mayor sea la presion parciaC@gl(Tchobanogloust al. 1994).



Tabla 1. Clasificacion de lixiviados (Renowt al. 2008).

[J6venes Tintermedios A i:jm.
Edad (ados) <1 Tis >5
— ..._pH ...... i — =
DQO (g/ L) > 15 315 <=3
DBEO/MDOO | 0.5-1 0.1-0.5 =01
TOCDOQO <03 03-0.%5 > 0.5
NH3 - N (mg/L) | <400 400 > 400
Metales pesados > 2 <2 <2
(mg/L)
Compuestos | 0% AGV 5-30% AGV-AH+AF |AH+AF
-U.I'ﬂ_:lllfﬂ& - I -
Tipo SD P E

VFA= Acidos Grasos \olatiles; AH= Acidos HumicosFA Acidos Fulvicos; SD= sin degradar; P=
parcialmente degradados o estabilizados; E= Extadhds.

En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas qgsemian los lixiviados segun la edad
del vertedero. En cuanto a los metales que se pusamntrar en los lixiviados, éstos
pueden estar como iones libres, o formando uni@mues compuestos organicos e
inorganicos, variando sus caracteristicas fisidmgas e influyendo significativamente
en su movilidad, disponibilidad y toxicidad (Jareisal 2004; Pesaventet al 2009;
Wenget al 2002). Los procesos del tratamiento afectandsstaibucion de los metales,
siendo crucial especificar las fracciones metdlmaando se evalGa la movilidad y la
ecotoxicidad de los metales, por lo que se puedd# due hay una clara y directa
relacion entre el comportamiento de los metalesemtes en el lixiviado y el pH
(Yanyu Wuet al 2011).

2.1.2 Tratamiento de Lixiviados en Cogersa.

Los lixiviados producidos en los vertederos de CABGE se recogen y almacenan en
balsas hasta su tratamiento final, en el cas@slduos no peligrosos se almacenan en
una balsa de homogenizacion, mientras que losu@sigheligrosos se recogen en
balsas impermeabilizadas con polietileno de altssidad. Ademas para minimizar la
produccion de lixiviados, esté instalado un sistémaunetas perimetrales que evita la
entrada de las aguas de escorrentia en el vertgdesoducen estas aguas pluviales
hacia los arroyos sin que entren en contacto cenrésiduos. El vertedero de
COGERSA cuenta con una planta depuradora de ldagiabasada en el proceso
BIOMENBRAT; en esta planta se tratan habitualmémgdixiviados procedentes tanto
del vertedero de residuos no peligrosos como lespgoceden de residuos peligrosos,
efluentes de la planta Fisico-Quimica y otras sguesiduales susceptibles de
depuracién biologica. Este sistema de depuracidébasa fundamentalmente en una
depuracién biolégica mediante bacterias nitrifieanty desnitrificantes (proceso de
nitrificacion-desnitrificacion) en reactores a pées con una fase posterior de
ultrafiltracion para separar el efluente de logytanbioldgicos. El proceso completo se
esquematiza en la Figura 1.
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Este sistema de tratamiento de lixiviados preseaté|as ventajas: alta eficacia de
aireacion de los fangos biolégicos, capacidad gersar elevadas concentraciones de
fangos, menos superficie para la instalacion yaslavautomatizacion.

La depuradora de tratamiento biolégico esta candtt por 2 balsas para el
almacenamiento de lixiviados, una para el almaceardmde los lixiviados de residuos
no peligrosos y otra balsa para los lixiviadosageresiduos peligrosos e inertes (Figura
2), por un sistema de tratamiento fisico-quimiedixiviados (eliminacion de sélidos
en suspension) (ver apartado 2.1.2.1), por 3 reEimon una presion a 2,5 bar y una

capacidad de (175?mdonde se lleva a cabo el tratamiento biolégicaittdicacion-
desnitrificacion (Figura 4); un sistema de ultrafiltracion pararééencion de lodos
bioldgicos y solidos; compresores para el aportexdgeno; intercambiadores de calor
para disipar la energia de las reacciones exotasmilel proceso de depuracion;
sistemas de dosificacion de aditivos (metanoleaptimante, acido fosférico); un panel
de control de la planta; analizadores de diferepégéametros fisico-quimicos (amonio,
pH, conductividad, oxigeno).

A continuacion se encuentra una instalacion paraldshidratacion de los lodos
mediante la adicion de coagulante, espesado yrpwstentrifugacion de los lodos
bioldgicos; estos lodos una vez deshidratados@eculan al vertedero de residuos no
peligrosos. Ademas la depuradora consta de tamtr@anto terciario con carbon activo
para eliminar aquella materia organica disuelta ga se ha degradado durante el
proceso bioldgico, esta materia organica se elirema6 reactores (Figura 4), donde
guedan retenidos los compuestos organicos. De mat@gera este sistema permite
garantizar la calidad del efluente.

Y por ultimo esta constituida por una balsa de abnamiento para el agua tratada.

Figura 2. Balsas para el almacenamiento de lixiviazs. A) Balsa para lixiviados de
residuos no peligrosos; B) Balsa para lixiviadosalresiduos peligrosos e inertes.
(Fuente: Cogersa).



Figura 4. Reactores; A) Reactor del proceso de tramiento biolégico; B) Reactores
del tratamiento terciario con carbono activo. (Fuete: Cogersa).
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2.1.2.1 Tratamiento fisico-quimico.

Los lixiviados pueden contener niveles elevadosdlidos en suspension, normalmente
asociado a episodios de tormentas en los que lessadp escorrentia del vertedero
arrastran sélidos que acaban en la balsa de ldagiaEstos niveles de sélidos se
concentran en los reactores como consecuenciaae#gp de ultrafiltracion posterior.

Para ello se tienen que realizar purgas habityales tratamiento fisico-quimico para

coagular, precipitar y centrifugar esos solidoggasando la calidad del lixiviado a

tratar y por lo tanto la capacidad de la instalaci

Figura 5. Instalacion donde se realiza el tratamielo fisico-quimico. (Fuente:
Cogersa)

2.1.2.2 Depuracion bioldgica.

Los tratamientos bioldgicos tienen como objetivellminacion de materia organica de
las aguas residuales, asi como la oxidacion delgaho amoniacal (nitrificacion), la
eliminacion del nitrogeno a través de la converslérias formas oxidadas a nitrégeno
gaseoso (desnitrificacion) y/o la eliminacion dsfédo (Ferrer, 2007).

Los procesos biologicos emplean microorganismo® gatuan sobre la materia
organica e inorganica, suspendida, disuelta y dalogxistente en el agua residual,
transformandola en gases y materia celular flojamqie puede separarse facilmente
mediante sedimentacion.

2.1.2.3 Descripcion del proceso.

Los lixiviados del vertedero de residuos no pebgs presentan una carga organica
reducida y resistente a la degradacion biologioa.eSibargo, presentan una carga de
nitrégeno amoniacal importante. Para la adecuafdardeion este tipo de lixiviado se
recomienda un tratamiento bioldgico wigrificacion-desnitrificacion, el cual se lleva

a cabo en reactores con una presion de 2,5 baacdtiGn combinada de las bacterias
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nitrificantes y desnitrificantes permite convediramonio presente en los lixiviados en
nitrégeno, a la vez que se reduce el contenidoateria organica biodegradable.

La depuradora consta de 3 reactores: 1 de nitioa 1 de desnitrificacion y 1 mixto
de nitrificacion-desnitrificacion.

El proceso de nitrificacion tiene lugar en presam® oxigeno disuelto, este oxigeno se
aporta mediante compresores de aire a través de aysatores de fondo por los que
unas bombas de inyeccién hacen circular la memddao, favoreciendo la disolucién
del oxigeno y la homogenizacion de los lodos ennerior de los reactores. La
desnitrificacion heterétrofa se lleva a cabo eneacia de oxigeno. En la Figura 6
puede observarse ambos procesos.

Aire \
NH, +1,50, - NO, +H,0 +2H"
B

acterias

NITRIFICACION 4 nitrosomas

NO, +050, ‘ NO;
Bacterias
\ nitrobacter

Materia organica biodegradable

DESNITRIFICACION Y No-  + 5 - 05N, +2 H,0 +OH-

Bacterias
heterotrofas

Figura 6. Proceso de nitrificacion- Desnitrificacdn.

Las bacterias requieren una proporcion adecuada (GEN/P) a 100/10/1
aproximadamente. Como consecuencia de la edadagtedsticas del vertedero de
COGERSA, el lixiviado obtenido posee una relacidN/@ inadecuada para depuracién
completa del amonio. La elevada concentracion denam(unos 2 g/L) frente a la
escasa concentracion de materia organica (meno50@8emg/L de DBO5) hace
necesario el aporte de una fuente de carbono (oiptE@tiimente asimilable por las
bacterias en el proceso de desnitrificacion. Esliiva se almacena en 2 tanques
enterrados que poseen sendos sistemas de dosific&m el caso de detectar bajos
niveles de fosforo en el lixiviado también es plesibportar acido fosférico para
mantener la relacion C/N/P adecuada.

Como consecuencia de la aireacion, las caractaxdstie los fangos biologicos y la
circulaciéon de los mismos en los reactores se puptElucir espumas que se controlan
mediante la adicién de antiespumante en los resctireados.
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El proceso biologico debe transcurrir en un rangsdfilo, en concreto entre los 37°C
y 40°C. Teniendo en cuenta que el balance enewgdét proceso de tratamiento es
exotérmico, la depuradora cuenta con 3 torres fligeeacion para evitar que la
temperatura de los reactores sea superior a 40°C.

Finalizada la depuracion biolégica se pasa a ka dasultrafiltracién en la que se separa
la biomasa del agua tratada (permeado). Ademadtrédiltracion evita la salida de los
microorganismos Yy solidos por lo que los fangoglénterior de los reactores tienden a
incrementar su concentracion. El sistema cuentapce puede observar en la Figura 7,
con 5 calles de ultrafiltracion, cuatro calles ddh médulos tubulares conectados en
serie y cada modulo constituido por 37 membramasueinterior con un tamafio de
poro de 0.02 um. Una quinta calle con 6 modulo80/hembranas por modulo. Para el
adecuado funcionamiento del proceso de ultrafitiraces necesario realizar una
limpieza peridédica de las membranas, en este @msoegaliza mediante un sistema
automatico de lavado con hipoclorito.

Figura 7. Sistema de ultrafiltracion de fangos. (Fente: Cogersa).

2.1.3 Principales organismos que intervienen en loSistemas de Tratamiento
biolégico.

Los microorganismos mayoritarios en los fangosvastson las bacterias, mientras que
los hongos, protozoos y metazoos tienen un papehdario (Weslegt al. 1992). En el
floculo de fangos activos las bacterias que seehaontrad@oogloea ramigerdbacilo
Gram negativo)Pseudomonas; Comamondsacterias filamentosas sin septos como
Cytophaga-Flavobacterium o proteobacterias oxidantes del hidrogeno como
Alcaligenes(con capacidad desnitrificante). Entre las badefam positivas se
pueden encontraArthrobactery Bacillus También se pueden encontrar ademas de las
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bacterias nitrificantes descritas a continuaciorgctérias rojas no del azufre
pertenecientes al géneRhodospirillumo Rhodobacter

Las bacterias nitrificantes son Gram negativasrvign una gran variedad de habitats,
incluyendo todo tipos de aguas (dulce, potablsjdoales) y en el suelo. Los
principales géneros de bacterias nitrificantes @ fangos activos usan dioxido de
carbono o carbono inorganico para la sintesis déeriah celular. Las bacterias
nitrificantes tienen una muy baja velocidad de ionento en comparacion a la de las
bacterias desnitrificantes, siendo especialmerdablgmética la etapa de nitrificacion
en el proceso global de desnitrificacion-nitrifigag debido a que ambas compiten por
espacio y la concentracion de oxigeno disueltorn@et al. 2001). Ademas tienen una
elevada sensibilidad a la variacion de la concerdinade sustratos (amonio, nitrito), y a
cambios producidos en el sistema (temperaturaalgdlinidad, etc).

El término nitrificacion se refiere a la oxidacisecuencial aerébica del amonio a nitrito
y luego a nitrato. Estos dos pasos son catalizamws organismos procariotas
quimilitétrofos denominados: bacterias amonio ortda (AOB), Archaea amonio
oxidantes (AOA) y bacterias nitrito oxidantes (NOB)asta el momento no se han
identificado organismos capaces de realizar ambasosp de nitrificacion-
desnitrificacion (Daimet al 2009).

Filogenéticamente las AOB se limitan a dos clasésrathtes dentro del phylum
Proteobacteria: Gammaproteobacteriasy Betaproteobacterias La mayoria son
BetaproteobacterigancluyendoNitrosomonasy Nitrosospira.Todoslos miembros del
género Nitrosospira estan muy relacionados, en cambio en el grupo de la
Nitrosomonashay seis lineas distintas de descendencia (Purldtad 2003; Motaet

al. 2005). Comunmente las AOB estan relacionadas\caguropaea, N. eutropha, N.
mobilisy N. oligotropha

En la mayoria de las plantas de tratamiento biotjgel amonio es oxidado por las
AOB del géneraNitrosomonas que son responsables de la conversion del amonio a
nitrito, primer paso de la reaccion de nitrificati&l proceso de oxidacion del amonio a
nitrito se compone de dos reacciones catalizadadgsenzimas diferentes. La enzima
amonio monooxigenasgAMO), ubicada en la membrana bacteriana, que catiaiza

transformacion del amonio (NH a hidroxilamina (NHOH), mientras que la enzima
hidroxilamina oxidoreductas@HAO), ubicada en el periplasma celular, cataliza la

conversion de la hidroxilamina (NBH) a nitrito (NG, ™).

Diferencias locales en las concentraciones deatasientro del floculo o de la biocapa
pueden afectar a la distribucion y la actividadadeAOB en las plantas de tratamiento
bioldgico (Daimset al 2009). En los fangos activos, en los fléculos yeebiocapa, las
AOB referidas a lasdlitrosomonageneralmente forman agregados celulares esféricos y
compactos. Las células individuales de AOB sonvarmencontradas en fangos activos
por microscopia, asi que suelen ser pasadas porwhdo se observan floculos densos
a través del microscopio (Dairasal. 2009).
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Las AOB del génerd\itrosospira se han detectado ocasionalmente en plantas de
tratamiento bioldgico, pero éstas se encuentraninorente en hébitats terrestres y
juegan un papel de menor importancia en el trataimide aguas residuales (Daigts

al. 2009).

———— Nifrosomonas sp. Nm538
I ’— Nitrosomonas sp. Nm14§
l— Nitrosowonds commiinis

Nirrosomonas mitrosa
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Figura 8. Arbol filogenético del gen 16S ARNr basaal en los linajes principales de
bacterias amonio oxidantes conocidas (Daines al. 2009).

En la Figura 8 se representa el arbol filogenéteolos principales linajes de las
bacterias amonio oxidantes identificadas hasta @hemto basandose en el gen 16
ARNT.

Las NOBson las responsables de la conversién del nitritérato, segundo paso de la
reaccion de nitrificacion. Esta reaccion es cadiz por la enzima nitrito
oxidoreductasa (NxrDesde el punto de vista filogenético los organsMNE®B son un
grupo mas heterogéneo que las bacterias AOB, gganiemos quimioautotrofos y se
dividen en cuatro géneroBtitrobacter, Nitrococcus, Nitrosping Nitrospira (Mota et
al. 2005). En la mayoria de las plantas de tratamiéidlogico las bacterias nitrito
oxidantes dominantes pertenecen al génditcospira o Nitrobacter (Wagneret al
1996; Motaet al 2005).
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El género Nitrospira son de crecimiento lento, muy dificiles de cultivan el
laboratorio; es un género diverso que se componeades sublinajes filogenéticos
(Daims et al 2009). Sin embargo, la aplicacién de técnicas esecificas para la
deteccién microbioldgica, como es el caso de laitécde hibridacion in sitISH,
permitié identificar a las bacterias del gend&litrospira como los organismos NOB
dominantes en las plantas de tratamiento de agidued (Daimset al.2001).

En las aguas residuales las bactedisrospira forman agregados esféricos o
irregulares, que contienen cientos o miles de agluEl génerdNitrobacte parece
desempeniar un papel menor en plantas de tratantigiégico con concentraciones de
nitrito medias. Sin embargo, se ha detectado pceseleNitrobacteren reactores que
contienen elevadas concentraciones de nitritos,ocpar ejemplo reactores de tipo
Batch tratando altas concentraciones de fangosn®etial. 2001). Esto puede deberse
a que lasNitrobacter prosperan en aguas con altas concentracionesigenoxy de
nitritos, al contrario de laNlitrospira que se adaptan mejor a bajas concentraciones de
nitrito y de oxigeno disuelto (Schranehal. 1998). Por otro lado los miembros de los
génerosNitrococcusy Nitrospinason haléfilos y por lo tanto no se espera unagmiea
significativa en las plantas de tratamiento bimdédKoopset al.2001).
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Figura 9. Arbol filogenético del gen 16S ARNr basaalen los linajes principales de
bacterias nitrito-oxidantes conocidas (Daimst al. 2009).

En la Figura 9 se representa el arbol filogenétmsado en los principales linajes de las
bacterias nitrito—oxidantes identificadas hastaneimento basandose en el gen 16S
ARNT.

Los microorganismos desnitrificantes pueden utilzanpuestos nitrogenados como el
nitrato (NQ), el nitrito (NQ) y gases como el oxido nitrico (NO) y el éxidorosio
(N2O) como aceptores de electrones en su metabolsspaatorio.
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El proceso de desnitrificacion es generalmenteidersxlo como un proceso anodxico,
aungue hay indicios de que éste puede ocurrir edicones aerobias (Robertson y
Kuenen, 1984).

La desnitrificacion a partir de nitrato integra ueaccion bioquimica de reduccion de
nitrato (NQ") a nitrito (NQ") catalizada generalmente por la enzima nitrathictasa
(Nar) localizada en la membrana celular. Sin embargcstexatra clase de enzima
periplasmatica denominada nitrato reductasa (Ndp) diferente estructura y
localizacion cuya actividad no es suprimida paméfieno (Philippot, 2002), por lo que
se sugiere que esta involucrada en el proceso deitrifecacion en condiciones
aerobias.

La reduccion del nitrito (N®) a éxido nitrico (NO) se encuentra catalizada gas
enzimas nitrito reductasadenominadas NirS y NirK, presentes en organismos
desnitrificantes. Por otro lado, la reaccion deucetbn del 6xido nitrico (NO) a oxido
nitroso (NO) se encuentra catalizada por la enzima oOxidacaitreductasa (Nor),
localizada en la membrana celular, esta enzimaajuegpapel muy importante en la
prevencion de la acumulacion de NO, debido a quenassustancia toxica para las
bacterias. Finalmente, la reaccion de reduccioéxitdo nitroso (MO) a nitrégeno (B

es catalizada por la enzima periplasmatica Oxidmso reductasa (Nos). Este paso
constituye un proceso respiratorio independient guede darse también en algunas
bacterias que no son desnitrificantes. El proc&sdesnitrificacion no siempre lleva a
una completa reduccion hasta nitrégeng) (N

Existen microorganismos involucrados en todas leacaiones del proceso de
desnitrificacion, asi como microorganismos impl@sden una o varias reacciones
(Kampschreur, 2010). A escala global, los microoigraos desnitrificantes no solo

juegan un papel crucial en el ciclo biogeoquimieb mitrogeno y la quimica de la

atmosfera, éstos también se encuentran implicadts moblematica del calentamiento
global debido a las emisiones de intermediariog@gEss como el 6xido nitroso {0),

el cual tiene un impacto en el calentamiento gl@@8 veces mayor que el diéxido de
carbono (CQ (Kampschreur, 2010).

Los grupos de bacterias involucradas en el prodesdesnitrificacion se componen
principalmente de los génerog&choromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Brevibavterium, Flavobacterium, Micrococcus, Psaudaas y Spirillum(Metcalf y
Eddy, 1995). En algunos organismos del dom&vigueay ciertos hongos también se
ha identificado capacidad de desnitrificacion (Taycroftet al.2007).
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2.2 Parametros fisicos- quimicos y microbiolégicate caracterizacion de aguas
residuales.

Al hablar de calidad de aguas ya se sean pamantientos de depuracion,
potabilizacion, vertido o cualquier otro uso, epliescindible determinar una serie de
parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos metdamétodos normalizados, con
objeto de conocer si el valor de estos parametansuentra dentro del intervalo que
marca la legislacion vigente. Entre los paramefisisos se puede destacar los solidos
en suspension, color, olor, turbidez, etc. En auanios parametros quimicos se puede
destacar, el pH, materia organica, TOC, DQO, DBtpres y cationes (SQ NGz,
NO2", NH4+, etc....).

2.2.1 pH.

La determinacion del pH en el agua es una medidaideidez o de su alcalinidege
basa en la capacidad de respuesta del electrogimiie ante soluciones de diferente
actividad de iones H La fuerza electromotriz producida en el electrddovidrio varia
linealmente con el pH del medio. Se debe tenementa la temperatura de la muestra
ya que esta puede afectar al valor del pH. Un piHomde 7.0 indica una tendencia
hacia la acidez, mientras que un valor mayor demu@stra una tendencia hacia lo
alcalino. En el caso de aguas superficiales ptasam valor de pH en un intervalo de
6-8.5, las aguas subterraneas presentan mendoessvde pH que las superficiales. En
los lagos y embalses, el pH experimenta una eviuespacial y temporal ligada a la
dindmica térmica del lago, de forma que disminuwgn la profundidad del agua. Para
aguas residuales el valor de pH es menor que ef dal agua potable; los vertidos
industriales tienen efecto en el pH del agua, yemhdo una subida o una bajada del
pH dependiendo del tipo de vertido.

2.2.2 Sélidos en sus diferentes formas.

Los sdlidos en las aguas tienen gran importanaiaelecaso de las aguas potables
indican la calidad de la misma, para el caso dg atpuas de proceso es conveniente
conocer la cantidad de soélidos que contienen. ld@glos pueden encontrarse en

diferentes formas como sélidos totales, sélidogaties y sélidos en suspension como
se indica a continuacion.

Solidos totales|os sélidos totales es la suma de los sélidos Hisug en suspension
gue la muestra de agua pueda contener. Las agtiaslesa contienen una mezcla de
sélidos disueltos y suspendidos.
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Sadlidos disueltos]os sélidos disueltos lo constituyen sales quenseentran presentes
en el agua y que no pueden ser separadas deldigarcalgin medio fisico, tal como la
sedimentacion, la filtracion, etc. La presenciasi®s solidos no es detectable a simple
vista, por lo que se puede tener un agua completansestalina con un alto contenido
de sélidos disueltos. La presencia de estos sofdls se detecta cuando el agua se
evapora y quedan las sales residuales en el madiorgginalmente contiene el liquido.
Analiticamente se miden por diferencia de pescedat sales residuales obtenidas tras
la evaporacion de la muestra de agua y su peso inigial. También es posible
cuantificar los solidos disueltos midiendo la costdudad del agua, éstos se encuentran
en forma de cationes y aniones, por lo que algeticulas con carga pueden conducir
la corriente eléctrica, y asi pueden ser cuantifisandirectamente, con cierta precision,
midiendo la conductividad de la muestra.

Sdlidos en suspensiontos sélidos en suspension son particulas que pecea en
suspension en el agua debido al movimiento deidéga debido a que la densidad de la
particula es menor o igual que la del agua. La@utnacion de sélidos en suspension es
un valor utilizado como uno de los indicadoresaledlidad del agua. Todos los sélidos
en suspension se pueden eliminar del agua medikratdo; sin embargo, si los solidos
en suspension tienen una densidad mayor que el a&gtes particulas se pueden
eliminar también por sedimentacion, si la turbuiemel agua es minima.

Los solidos en suspension pueden ser de origemioogd@ inorganico y pueden

desempenfar un papel importante como contaminaates, debido a la materia que los
forma, como por los agentes patégenos que sorptreados en la superficie de dichas
particulas. Por ello, cuanto menor sea el tamafia dearticula, mayor sera el area
superficial por unidad de masa de la particula,oy Ip tanto, mayor sera la carga
patbgena que puede ser transportada. Dentro deolaos suspendidos podemos
distinguir solidos volatiles y no volatiles o fijd$igura 10)
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Figura 10. Esquema de la clasificacion de los sidis presentes en agua.
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2.2.3 DBO.

La demanda bioquimica de oxigeno (DBO) se defimeocka cantidad de oxigeno que
se consume en mg 2 por procesos bioquimicos durante la degradadi@n
ingredientes organicos, por tanto mediante el sisalle DBO se determinan los
compuestos organicos degradables.

La determinacion de la DBO constituye un importangtrumento en la determinacion
de la influencia de aguas residuales domésticagugsaresiduales industriales sobre
depuradoras y cauces de evacuacion. Existen ds/arétodos para la determinacion de
la DBO, los cuales se pueden clasificar en métodesdilucion y métodos
respirometricos.

2.2.3.1 Métodos de dilucion.

Estos métodos consisten en diluir el agua reschuabgua saturada de oxigeno disuelto
(OD), a la que se le han afadido sales y nutrie(fegura 11) y determinar la cantidad
de oxigeno que resta al final del ensayo, ya seaiponstrumental, electrodo selectivo
de oxigeno (figura 12); o por via quimica, método Winkler. En estos métodos
presenta importancia el grado de dilucién, queetigne ser de acorde con la materia
organica presente en la muestra, asi como la aealiz de la siembra, para aguas con
nula o poca cantidad de microorganismos.

Método Winkler; las mediciones de oxigeno por este método impliaatoma de
muestras en una botella Winkler, la cual es simptgmun recipiente de vidrio con tapa
hermética, que esta disefiado de tal forma que ifii@sia forma de muestras sin dejar
atrapadas burbujas en el interior de la botellamxideno disuelto (OD) en el agua oxida
una cantidad equivalente del precipitado de hidi@xnanganoso. En medio acido, y en
presencia de iones yoduro, el manganeso (Mn) daidavierte a reducido, con una
liberacion de yodo equivalente al contenido oripdeOD. Posteriormente se valora el
yodo con una solucién patron de tiosulfato.

Método electrodo selectivo de oxigenoson muy utilizados actualmente, estos
respirometros a volumen constante incluyen eleos@nsibles al oxigeno, los cuales
registran el descenso de la concentracion dedi®uelto en una solucion acuosa
(inicialmente saturada de2Ocontenida en una camara hermética (Figura 18n de
controlar la temperatura, las cédmaras de mediciénssmergen en un bafio
termostatizado con agitacion continua. La tomaatesdde los respirometros se efectla
por lectura del monitor del medidor.
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2.2.3.2 Métodos respiromeétricos.

Un respirdmetro es un instrumento que consistenepaguefio reactor biolégico que

sirve para medir velocidades de respiracion aerdbiaina poblacion microbiana en

determinadas condiciones. El respirometro determaicantidad de oxigeno consumida
por unidad de tiempo y de volumen. Algunos automssideran al respirdmetro como

un sensor, ya que consiste en una unidad fisicaucarentrada de muestra externa y
una salida de resultados obtenida después de oedimtiento interno.

Por otra parte, y debido a su condicion de reabtoldgico, los resultados son
extremadamente dependientes de las condicioneslugd y, por tanto, puede existir
una variabilidad en la salida. Esta variabilidaestiona el hecho de que se considere
sensor al respirbmetro y obliga a que los resu#tat#olas respirometrias se acomparien
de las condiciones de operacion: estado de la ls@iftmncentracion, pH, temperatura,
DQO, edad, etc); tipo de sustrato utilizado; terajpdad de la medida de oxigeno
(puntual, continua)

Estos métodos siguen el consumo de oxigeno pordaeldi la presion del aire que esta
en contacto con la muestra. Como en la reaccidibsa CQ, se dispone en todos
ellos un sistema de absorcion del LZdesprendido mediante disoluciones de KOH.
Entre ellos estan el Respirometro Warburg (Fig@aylel Respirometro Sierp.

Respirometro Warburg, es un sistema totalmente cerrado donde se introthuce
muestra biologica y en donde a medida que se ool oxigeno se va produciendo
una depresion que se mide por un manometro (pdifdeencia en la altura del liquido
manométrico en ambas ramas del manémetro).

G% %ﬁn_qm.

FQ. -1 Warbarg comsan-volume rovpirometer. (From drawing by K. V
Tacket]

Figura 13. Respirébmetro de Warburg.
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2.2.4 DQO.

Desde el punto de vista ambiental, la demanda gaimié oxigeno (DQO) es una
medida aproximada del contenido total de mategarica presente en una muestra de
agua. Esta materia organica en condiciones nasurpleede ser biodegradada
lentamente y es oxidada a £ H2O mediante un proceso lento que puede tardar,
desde unos pocos dias hasta unos varios millonediae dependiendo del tipo de
materia organica presente y de las condicionesadiedradacion. La DQO a diferencia
de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) determaidigionalmente sustancias
organicas no degradables. En las pruebas de DQGacskera el proceso de
biodegradacion que realizan los microorganismogjiange un proceso de oxidacion
forzada, utilizando oxidantes quimicos y métoddsidienente estandarizados.

En el método de dicromato potasico, la determimacé efectia por retroceso,
valorando el exceso de dicromato potasico aportadsulfato ferroso amonico.

Este método presenta algunos inconvenientes,setoladiciones del ensayo, se oxida
el 95% del valor tedrico de los compuestos org&nino oxida a algunos compuestos
aromaticos (como benceno, piridina, tolueno); pued&lar a ciertos compuestos

inorganicos (nitritos, cloruros y sulfuros, estétimibs se enmascaran por formacion de
un complejo con sulfato mercurico) y el amoniacto s oxidado en presencia de
concentracién significativa de iones cloruro libres

La DQO de un agua residual es superior a la DB@stpuque es mayor el nimero de
compuestos que pueden oxidarse por via quimicgy@ueéa bioldgica.

2.2.5Andlisis de aniones y cationes mediante Cromatodia Ionica.

La cromatografia i6nica (Cl) permite separar de oneficiente cationes y aniones

organicos de bajo peso molecular e inorganicos.dllanes posible la determinacién en
paralelo de los iones en una amplia gama de caaogmes. En las Ultimas décadas, la
cromatografia idnica se ha convertido en uno derlé®dos mas importantes para el
analisis de trazas de aniones y cationes, sienadéenica imprescindible en el analisis
de aguas y medio ambiente.

La cromatografia ionica permite la separacionlate analitos, basandose en las
propiedades de carga de las moléculas.

La fase estacionaria consta de una matriz (insejudain grupos funcionales cargados y
contraiones de carga opuesta, susceptibles deantbrarse con especies de la misma
carga contenidas en la fase movil. Las moléculagaclas se adhieren a los

intercambiadores de forma reversible de modo qcigadi moléculas pueden ser unidas
0 no cambiando el ambiente idnico.
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La separacion mediante intercambiadores ionicasaliza por lo general, en dos fases:
en la primera fase, las sustancias a separar sealiiv@ercambiador dando lugar a una
uniéon fuerte y estable; en la segunda fase, seupeoda competencia de los
componentes del tampdn con el material, por losssite union.

Entre los compuestos que se pueden analizar essanniitratos, fosfatos, nitritos,
cloruros, amonio, sulfatos, etc.

Nitratos, los nitratos constituyen la especie nitrogenada afdundante y de mayor
interés en todo tipo de aguas naturales, la pcesele NQ™ en aguas proceden de la
disolucién de rocas y minerales, de la descompbsié materias vegetales y animales,
de efluentes industriales y de lixiviados. En gahéas aguas naturales de superficie no
suelen contener mas de unos 10 mg/L e inclusoregnéncia no pasan de 1 mg/L. Sin
embargo, desde hace unos afios se ha comprobadarumgremento del contenido de
NOs en muchas aguas, sobre todo subterraneas, eatdomeldo con el uso de
fertilizantes nitrogenados. En aguas residual@sdaencia de N© es minima, si puede
ser elevada en las aguas ya tratadas procedentstaddones depuradoras, ya que el
compuesto se convierte en factor limitante delior®nto en sistemas hidricos si existe
abundancia de fosforo, produciéndose fendmenositdefigacion. La determinacion de
los nitratos es importante, sobre todo para agea®asumo humano.

Nitritos, especie poco estable quimicamente, su presencia agua suele indicar una
contaminacion de caracter fecal reciente. Asi puas,aguas superficiales bien
oxigenadas, la concentracion de N@o suele superar 0.1 mg/L. Sin embargo, en rios
con contaminaciones de aguas residuales urbamadustriales apreciables pueden
medirse niveles mas altos que en las aguas supldioxigenadas. Logicamente, las
aguas subterrdneas sometidas a un ambiente reduct@obre en oxigeno, pueden
contener también NO Las aguas profundas y desoxigenadas de lagos wplsssb
estratificados presentan concentraciones de” N@s altas que las detectadas en aguas
superficiales. Los nitritos al igual que los nibsajpueden ser toxicos debido a su poder
de transformar la hemoglobina de la sangre en metaplobina incapaz de fijar el
oxigeno y realizar correctamente la respiraciéolael

Sulfatos, el sulfato (S@") se distribuye ampliamente en la naturaleza yadla Bn todo
tipos de aguas, pueden proceder de la oxidaciéterata de sulfuros, de procesos
industriales como la disolucion de yesos, etc. drmcentracion de sulfatos en el agua es
variable, oscilando entre 20-50 mg/L en aguasNiete de Europa y encontrandose
concentraciones mayores (>400 mg/L) en zonas mgtheas. Hay que destacar que
aguas con elevado contenido en sulfatos, insahalpillos metales pesados presentes en
ellas, minimizando su toxicidad.

Amonio, el agua de lluvia suele presentar trazas de amamentras que las aguas
superficiales bien aireadas, generalmente sueleremer poco NBEl no mas de

0.1 mg/L. Sin embargo, las aguas contaminadas edidus residuales domésticos
exhiben concentraciones mucho mas elevadas hastey/0 En los lagos y embalses,
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las concentraciones de amonio estan regidas mstriatificacion y la mezcla vertical y
horizontal de la masa de agua, los niveles de amapenas varian en la columna de
agua manteniéndose bajos < 0.2 mg/L; sin embaagoaduas de los fondos que se
encuentran poco oxigenadas presentan unas corwengs de amonio superiores (1
mg/L) a las de las aguas de la superficie. Lasasgubterraneas siempre suelen
contener concentraciones altas de amonio. El amumies especialmente toxico para
los organismos superiores pero si lo puede serlparpeces cuando se encuentra en
forma de NH iénico.

2.2.6 TOC.

El carbono organico total (TOC) es la cantidad @eb@no que contienen los
compuestos organicos. Suele utilizarse como indicad especifico de la calidad del
agua. La medida de la cantidad de materia org&eiqauede establecer directamente a
través del Carbono Orgéanico Total (TOC), o bienrealamente a partir de la capacidad
reductora del carbén existente en la muestra mdiardeterminacion de la DQO y la
DBO ya descritos (2.2.3 y 2.2.4.). No obstante,T@C es una medida rapida, fiable y
directa del contenido organico ya que no depentestizdo de la oxidacion inicial de la
materia, ni mide otros enlaces organicos comogeino e hidréogeno, o inorganicos que
pueden contribuir en la demanda de oxigeno medidaalor del TOC contribuyen
distintas sustancias desde compuestos de origarahairocedentes de la actividad de
animales y vegetales (acidos humicos, urea, ametay,hasta compuestos sintéticos
presentes como resultado de la actividad humanaraates, fertilizantes, pesticidas,
etc).

El método para la determinacion del TOC se baska exidacion catalitica a 680°C,
como producto de la combustion se genera agual@rma (organico e inorganico) que
se oxida a C® Este dioxido de carbono generado se mide mediamtdetector de
infrarrojos no dispersos (NDIR), obteniéndose hsagbono total (TC).

El carbono inorganico (IC), que contempla basicameioxido de carbono disuelto,
carbonatos y bicarbonatos, y se calcula mediangildificacion de la muestra con
acido fosforico, proceso en el que se forma,G0Oque es analizado por el NDIR. El
TOC se obtiene por diferencia de los anteriore€-IJ). En la Figura 14 se
esquematizan los componentes del analizador dermadrganico total.
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Figura 14. Diagrama de los componentes del analizadde carbono organico total
(TOC).

2.3 Parametros microbioldgicos de caracterizacidonedaguas residuales.

El agua es un recurso natural necesario para atrdéls de la actividad humana. De su
calidad depende su empleo en un gran numero d& asopor ello, que se hace
necesario la realizacién de estudios que permiga@rmhinar la calidad de dicha agua.
Entre estos estudios se encuentran los analisiolbildgicos, los microorganismos
que puede haber en el agua son virus, bacteriagobhpalgas y protozoos. Todos los
organismos que se encuentran en el agua son imfastan el momento de establecer
el control de la calidad de la misma independieetémde si tienen su medio natural de
vida en el agua o pertenecen a poblaciones traasiiotroducidas por el ser humano y
si tienen capacidad para intoxicar a las persomasaylos animales superiores. En
concreto, los parametros bioldgicos en las agutables son de mucho interés, siendo
de gran importancia las especies patégenas pa@dre. Dado que buscar todo tipo
de microorganismos patégenos, por su diversidadpst®so y complicado y como la
relacion patdégenos/no patdégenos es muy pequei@alsg un control del agua a traveés
de indicadores microbiolégicos de contaminacion.nbamativa recoge una serie de
analisis microbiolégicos segun se efectie sobegeh un analisis minimo: Coliformes
Totales y Fecales; uno estandar: los anteriores, fasterias aerobias a 37°C,
Estreptococos FecalgsClostridios Sulfito-Reductores; o completo: logeaiores mas
aerobias a 22°C.
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2.3.1 Importancia de las técnicas moleculares pafa caracterizacion de aguas.

Inicialmente, la investigacion sobre la composicd® las comunidades de bacterias
presentes en el agua residual se realizé medihram@eo de técnicas tradicionales
basadas en cultivos de bacterias, pruebas bioqagnyicobservacion al microscopio
(Ueda y Earle, 1972; Eikelboom, 1975; Curds, 19%h embargo, estos métodos
tradicionales presentan algunos inconvenientes doiden una correcta
caracterizacion de la composicién y diversidad detdrias de una comunidad. Asi,
resulta imposible obtener cultivos puros de la miayde los organismos presentes en
un medio natural (Amanet al. 1995; Hugenholtzt al. 1998; Gilbrideet al. 2006)
debido al incompleto conocimiento de sus requenioi fisiolégicos asi como de las
complejas relaciones de simbiosis y sintrofia entiganismos muy frecuentes en la
naturaleza (Sanz y Kochling, 2007). Ademas, la m@gote de los medios de cultivo
empleados tienden a favorecer el crecimiento detosiegrupos de organismos,
generalmente organismos heterétrofos de crecimié@pido.

No obstante, algunos trabajos recientes han deadmstjue con nuevas técnicas todavia
es posible aislar nuevas especies en cultivos plargsie puede indicar que aln quedan
muchas especies cultivables por descubrir (Sutiuddi. 1997; Pinhasst al. 1997).

Los primeros estudios realizados con técnicas rataezs en procariotas mostraron un
gran numero de especies nuevas desconocidas has@mento (Giovannonet al.
1990; Delong, 1992). Investigaciones posteriores ddarentes habitats han ido
incrementado el numero de nuevas especies. Algimadlas forman parte de linajes
con organismos disponibles en cultivos puros, panobién se han encontrado otras
especies pertenecientes a linajes de los que dizE@nen aun de ningun representante
cultivado. Estimaciones ecologicas y molecularesyap la idea de que el nUmero de
especies procariotas conocidas en la actualidastitoye solo una pequefia parte de la
diversidad real presente en la naturaleza (Amerad. 1995). El desarrollo de nuevas
técnicas moleculares permite en la actualidadtaetiesde la biodiversidad, estructura y
funcion de las comunidades de bacterias en un atéthd manera completa. Estas
técnicas pueden clasificarse en funcién de digtimfiterios; asi, es posible agrupar
aguellos métodos que operan directamente sobiealzsrias, y aquellos otros en los
que se estudia el ADN. La necesidad de amplificaciél ADN es otro criterio que
permite diferenciar entre aquellas técnicas queegaieren amplificacion y se basan en
el empleo de sondas, y las técnicas que si requerglificacion y se basan por lo
tanto en la PCR (del inglés Polymerase Chain Regcti
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2.3.1.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La técnica de la Reaccion en Cadena de la PolimdRSR), descrita en 1986 por
Mullis (Bartlett y Stirling, 2003), tiene como okij obtener un gran nimero de copias
de un fragmento de ADN particular, partiendo deminimo; en teoria basta partir de
una unica copia de ese fragmento original. Actuatmee utiliza esta técnica molecular
como herramienta para la amplificacion de genegagnientos de genes para la
identificacién de microorganismos del suelo (Briateal. 1992).

La PCR es una técnica de amplificaciéon exponemni@adDN o ARN, dénde se utiliza
una enzima, la Tag-polimerasa que proviene dmdderiaThermus aquaticugn un
principio la primera enzima polimerasa que fudizatila para la PCR, provenia de la
bacteriaEscherichia coli.El ADN debe de estar sometido a temperaturas $f€ para

la desnaturalizacion de la molécula y permitir lms cebadores, que le dan el inicio y
fin de la copia del ADN a la enzima polimerasastaepolimerasa que provenia Ele
coli no soportaba las altas temperaturas, por lo quia delb renovada en cada ciclo del
proceso de amplificacion. Por lo tanto, se comenamiilizar la enzima Taq polimerasa,
que si que es capaz de soportar las altas tem@raue son necesarias para separar
las cadenas de ADN.

También se utilizan unos cebadores o primers que sscuencias cortas de ADN (18-
25 bases) que se unen especificamente a la regidnaterial genético que se desea
amplificar.

Tal y como se explica en la Tabla 2, existen unde sge criterios a la hora de
seleccionar los primers. Ademas son necesarioedticbs (ANTP's) que la enzima
Tagpolimerasa va uniendo; catidon divalente (MgCla que los iones de magnesio
estimulan el funcionamiento de la enzima Taq petasa para que incorpore y por
altimo tampdén salino que mantiene el pH Optimoapaue la enzima actué;
proporcionandole la fuerza idénica adecuada pam&uma actividad.

Tabla 2. Criterios para la seleccion de primers.

Tamafio ideal: 20-25 nucledtidos de longitud

T: I o :
e generalmente: 18-30 nucledtidos de longitud

Base en el extremo 3' Debe seruna G ouna C

Temperaturas de fusion 50-65 °C

(Tm)

contenido GC 40-60%

Debe ser evitada
auto-complementariedad Para minimizar la formacién de estructuras secundarias y
los dimeros de primer

Similaridad Debe tener un 100% de apareamiento con el molde
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La reaccion de la PCR es un proceso que constd e®pas: desnaturalizacion,
hibridacién y extension (Figura 15).

Para que pueda iniciarse la reaccion es precisdagumoléculas de ADN molde se
encuentren en forma de cadena simple. Esto se guensi en la etapa de
desnaturalizaciéncon una temperatura de 90 a 95°C necesaria paraepeoduzca la
rotura de los enlaces de puente de hidrogenacattararios y la separacién de ambas
cadenas, de esta manera se asegura la completacs@pale la doble cadena del ADN,
esta temperatura debe mantenerse durante unos ominB8i el ADN solo se
desnaturaliza parcialmente éste tendera a renaanssd muy rapidamente dificultando
con esto el proceso de hibridacion.

La siguiente etapa es la Hibridacion, una vez que el ADN esta desnaturalizado, se
disminuye la temperatura de la reaccion hasta migoraomprendido entre los 40 y los
60°C para que se pueda producir la hibridacion oifsgee de los cebadores a las
secuencias flanqueantes del fragmento que se degddicar. La temperatura a la que
se realiza esta etapa debe establecerse paraezat@n en funcion de la longitud de
los cebadores y su secuencia (temperaturas irderi@ la Optima produciran
hibridaciones no especificas de los cebadores pdrturas superiores dificultaran la
eficiencia de la misma).
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Figura 15. Esquema de las etapas de PCR: A) Desnadlizacion, B) Hibridacion,
C) Extension.
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Y por ultimo la etapa de extension durante esta etapa la DNA polimerasa
termorresistente incorpora nucleétidos en el extrédn del cebador utilizado como
molde la cadena de ADN previamente desnaturalizhdatemperatura a la que se
realiza esta etapa de la reaccion suele ser dey&2#De es la temperatura a la que la
“Taq polimerasa” alcanza su maxima actividad. Normalmente una ekiende 20
segundos es suficiente para fragmentos menoref@edes de bases, y 40 segundos
para fragmentos por encima de 1.2 Kb. Al finalizada uno de los ciclos el nimero de
copias obtenidas se duplica de modo que despu28 delos hay aproximadamente 1
millon de copias de cada una de las moléculas moiciales ADN.

Algunos estudios sefalan que la adicion de serpalt@ibovina en la reaccion de PCR
para muestras de ADN de suelo, favorece las cawdisi de amplificacion
disminuyendo el efecto de inhibidores presentesl eielo, como los acidos hamicos,
haciendo mas eficiente la reaccion. Estos &cidosstdr presentes en la muestra
dificultan la reaccion en cadena de la polimeraspoy lo tanto no se produce
amplificacion del ADN (Romanowski, 1993).

2.3.1.2 Electroforesis en gel de agarosa.

La concentracion e integridad del ADN extraido,@sho la de los productos de PCR
pueden ser verificadas mediante electroforesised@sgle agarosa. La electroforesis
consiste en la separacion de éacidos nucleicos westrde una matriz tamponada
(agarosa). La matriz funciona como un filtro, sepdo las moléculas en un campo
eléctrico, de acuerdo al tamafio y la carga netapgseen. En el caso de los acidos
nucleicos, el grupo fosfato es el responsable éudrte carga negativa en condiciones
de pH neutro, haciendo que los fragmentos migramiahal polo positivo (anodo)
durante la electroforesis (Posso y Ghneim, 200&). résolucién y velocidad de
separacion de fragmentos de ADN por electroforesis reguladas a través de la
concentracion de agarosa en el gel y el voltajecagd durante la electroforesis, de
modo que los fragmentos de menor tamafio migrarrapégamente hacia el anodo que
aquellos de mayor tamafo. Al aumentar la concaptrade agarosa se dificulta el
movimiento de los fragmentos a lo largo del gelinpgendo obtener una mayor
resolucién en los fragmentos de menor longitudinEfemento del voltaje aumenta
proporcionalmente la velocidad de migracién de flagmentos en el gel (Posso y
Ghneim, 2008). La técnica para la cuantificacionrA@N consiste simplemente en la
utilizacién de una secuencia de concentracioneslleion patron de ADN con la que
se comparan muestras de ADN de concentracion desdan EI ADN se tifie con
bromuro de etidio y el calculo de las concentraesose hace bajo la luz ultravioleta
segun la fluorescencia.
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2.3.1.3 Electroforesis en gel desnaturalizante (B&E).

La electroforesis en gel desnaturalizante permiteséudio de la composicion de
bacterias en un medio basandose en la diferentdidaoven geles de poliacrilamida de
fragmentos de ADN de tamafio semejante pero dissetauencia de nucleotidos
(incluso de un sélo nucleétido). Dichos fragmentdsben de haber sido previamente
amplificados por PCR. La técnica se basa en laatiign diferencial de las moléculas
de ADN a través de un gel de poliacrilamida queieae concentraciones crecientes de
agentes desnaturalizantes como formamida o ureaugidat al. 2000) (Figura 16).

La desnaturalizaciéon total del ADN se evita unieatldDN una “pinza” oclamp de
guanina y citosina (G-C) que impide la desnatuaalin total. Se obtiene asi un patron
de bandas en diferentes posiciones que caracterambmnsecuencia. Con frecuencia se
recurre a la secuenciacion de las bandas y a d$igiaridogenético. La limitacion mas
importante de esta técnica, en cuanto a la re@izale una adecuada caracterizacion de
la comunidad bacteriana, viene dada por la cortagitod de los fragmentos
amplificados (aproximadamente 500 bp de las se@sntosomales 16S) lo que
dificulta los andlisis filogenéticos y por tant@ torrecta caracterizacion de la
comunidad. La co-migracién de fragmentos de desirgecuencias, la apariciéon de
bandas dobles por la degeneracion de los primers formacion de moléculas
heteroduplex constituyen otras de las principatsventajas (Zhangt al. 2005).
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Figura 16. Gradiente de desnaturalizacion DGGE.
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Aplicaciones de la DGGE en medio ambiente.

La mayoria de las especies bacterianas que vivexh @mbiente no son cultivables en
los medios empleados habitualmente, por ello, |&BG&del inglés denaturing gradient
gel electrophoresis) es una técnica con gran pelemn la caracterizacion de
comunidades microbianas en muestras ambientalé® I&a ejemplos de aplicacién de
esta técnica se pueden citar: Conocer la estajctlistribucién y diversidad de
microorganismos presentes en la biorremediaciorfedel en una planta industrial
(Andrew et al. 2000). Caracterizacion de microorganismos preseate pastizales
ingleses (Roberet al. 2000; Allisonet al. 2001). Estudios realizados en la universidad
de Nueva Delhi en la India, muestran los efectosdieion de microorganismos para
estimular la biorremediacién in-situ de un suelataminado con hidrocarburos y el
seguimiento de este sistema utilizando técnicabialegia molecular (Mishraet al.
2001). En suelos contaminados con hidrocarburos ademas contienen altas
concentraciones de azufre, se han identificadani@soorganismos implicados en la
degradacion de compuestos azufrados, en espeaatieda mayor parte de ellos no
son cultivables por técnicas convencionales (Fatial. 2001). Algunos estudios en los
gue se emplea este método en humedales artifidate$os realizados por (Tiegt al.
2007) para identificacion de bacterias oxidantésa®nio.

2.3.1.4 El gen 16S ARNTr bacteriano.

Los tres genes ribosomales en bacterias, codificaia tres moléculas de ARN (16S,
23S y 5S) y constituyen parte de la estructuraritbeisoma. Algunos estudios han
mostrado que dentro del genoma de todos los podaarse encuentra el gen 16S, con
regiones conservadas y regiones variables (Kaetiya. 1998; Andrewet al. 2000;
Robertet al. 2000; Allisonet al. 2001). Esta caracteristica le transfiere una itapbe
utilidad, como biomarcador, ya que se encuentraepte en todos los organismos.
Algunas regiones de este gen poseen una alta vang®er estructural y funcional,
resultando utiles en la diferenciacion de organsief@nos filogenéticamente mientras
que las regiones variables se emplean en la détedei organismos filogenéticamente
cercanos. Por estas caracteristicas, la secueneistals biomoléculas se pueden utilizar
para la construccion de arboles filogenéticos.dsrblacterias, este gen posee alrededor
de 1.5 kp.

2.3.2 Secuenciacion.

La secuenciacion permite determinar el orden de nlecledtidos de un fragmento de
ADN. Los grandes avances de las técnicas de saaogmcdel ADN permiten hoy en
dia leer el ADN a gran velocidad lo que ha llevadabordar proyectos a gran escala
como el Proyecto Genoma Humano. Pero ademas sendisya de la secuencia
completa de ADN de muchos genomas de animaledaplgmicroorganismos.
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A finales de los afilos 70 comenzaron a desarrollasseétodos para la secuenciacion
de fragmentos de ADN. Tanto el método quimico deBado por Gilbert y Maxam,
como el método enzimatico desarrollado por Samgeen logré la secuencia completa
de la molécula de insulina, compartian un princgooun: la generacion de cadenas
sencillas de ADN, marcadas radiactivamente, cuyeaie se diferenciaba del de la
siguiente cadena en una uUnica base y que podianasep por su diferente movilidad
electroforética. Todavia hoy en dia el Método Sange el mas usado en los
laboratorios, aunque en los ultimos afios esta adqdo gran relevancia las técnicas
de secuenciacion masiva.

Para determinar la secuencia de una determinadacutal de ADN, es necesario
multiplicar el nimero de copias de dicha moléculkediante una PCR o usando un
vector de clonacion.

Las reacciones para secuenciar el ADN son similaresialquier reaccion PCR. La
mezcla incluye una muestra de ADN, nucleotidoebbuna enzima (generalmente una
variante de la Taq polimerasa) y un “primer” quegaiser capaz de hibridar con una de
las hebras de la muestra de ADN. Se calienta laxlm@ara separar las dos hebras de
ADN, lo que permite que el “primer” se ligue a lana deseada y la ADN-polimerasa
inicie la elongacion del primer. Se producen varmeslos de desnaturalizacién,
hibridacién y elongacién del fragmento de ADN.

La secuenciacion de ADN utilizando el "método didéade Sanger (6 "método
enzimético de terminacion de cadena") (Figura Iiiplea nucledtidos modificados
(dideoxinucle6tidos), que no poseen el grupo hidlsgxOH) en el extremo 3'. El ADN

se sintetizan vitro utilizando un molde de la cadena que se deseersean, un exceso

de nucledtidos deoxi (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), peguefia cantidad de dideoxi
especificos (ddATP, ddTTP, ddCTP o ddGTP), un cetbgda polimerasa.

El resultado de la reaccion de sintesis son cadkndsstinta longitud. La incorporacion
de un nucleétido dideoxi hara que termine el proakssintesis. Esto se debe a que la
polimerasa necesita un grupo hidroxilo en la pési@d’ para poder agregar el siguiente
nucleodtido (si este grupo no esta presente, langodisa no puede continuar con la
sintesis). Una vez sintetizado el ADN, se realiza electroforesis en geles de agarosa,
de esta manera, se pueden ver distintas bandasspondientes a los diferentes
tamafios de los fragmentos de amplificacion. Silesm las calles de abajo arriba (es
decir, de menor a mayor tamafo), tendremos la semuedel ADN elegido (en
orientacion 5 3).

Posteriormente, este mismo método se modificé paaptarlo a los equipos de
electroforesis capilar con detectores de fluoreseemque ademas permiten la
automatizacion. La principal diferencia entre eltedé enzimatico de terminacion de
cadena y el método automatico de secuenciacionasadn primer lugar en el tipo de
marcaje. En el método automatico en vez de radvidatl se utiliza fluorescencia y lo
habitual es realizar cuatro mezclas de reaccita caa con un nucleotido trifosfato
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(dTTP) marcado con un fluorocromo distinto. Eststesna permite automatizar el
proceso de manera que es posible leer al mism@adidos ADNs de nueva sintesis
producto de las cuatro mezclas de reaccion.

EANNNNNHNNNNNNCTAAGCTCGACTNNNNNNNNNNES

51 3
Primer
dNTPs dNTPs dNTPs dNTPs
+ + + E
dd AT ddCTR ddGTP ddTTP
GA GATTC |} G GAT
GATTCGA GATTCGAGE |} GATTCG GATT
LGATTCGAGCTGA i GATTCGAG LU GATTCGAGCT
GATTCGAGCTG
l ‘ ' |
*‘ l l + Secudncla de Secuencia de
ddATP ddCTP ddGTP ddTTP :or:;::r;‘r:::uﬁn I:‘_mi
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Figura 17. Esquema de la secuenciacion por el mém@nzimatico de terminacion
de cadena o método de Sanger.

La segunda diferencia radica en el sistema de détede los fragmentos de ADN. La

deteccion del tipo de fluorescencia correspondiantada reaccion se lleva a cabo al
mismo tiempo que la electroforesis, de manera gsdragmentos de ADN de menor

tamafio que ya han sido detectados se dejan esieipgel, permitiendo este sistema
aumentar el nimero de nucleétidos que se puedemurar en cada electroforesis vy,
por consiguiente, en cada secuenciacion.

Como resultado de la secuenciacion ciclica se mdrienultiples copias de cada posible
fragmento terminando con un didesoxinucleétido mdoc El producto de la
secuenciacion ciclica es introducido en un equéoeldctroforesis capilar (Figura 18).
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La muestra al ser sometida a un campo eléctricdesplaza por los capilares, este
desplazamiento es proporcional al tamafio. Al fidal circuito los fragmentos
fluorescentes son detectados por el equipo.
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Figura 18. Esquema de la secuenciacion por el métmdutomatico de electroforesis
capilar.

Cada tipo de didesoxinucledtido emite una fluonesize de una longitud de onda
distinta que es captada por el sistema, que mediant programa de ordenador
interpreta los resultados del equipo y genera aatreiferograma con picos de colores
ordenados segun su tamafio. Como cada nucleotide domrescencia de un tipo
determinado, el equipo asigna a cada pico de @bloucledtido correspondiente. Una
vez obtenida la secuencia de nucleotidos se pasa base de datos, la mas utilizada es
el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) dorskeintroducird la secuencia para
la identificacion del microorganismo correspondietiil BLAST es un programa que es
capaz de comparar una secuencia problema contrgranaantidad de secuencias que
se encuentran en la base de datos, con la ayustaalgoritmo (bomba de barrido) para
el caso de las secuencias de nucleétidos, ester@nala secuencia de la base de datos
gue tienen mayor parecido a la secuencia probleraae quiere identificar.
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3. Materiales y métodos.
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3.1 Recogida de Muestras

La toma de muestras de lixiviados fue realizadd4elde Marzo de 2013 en las
instalaciones de COGERSA (Asturias). Las mueswagsponden a diferentes puntos
de las etapas que forman parte del tratamient@dicm de la depuradora instalada en
COGERSA basada en el proceso BIOMEMBRANT, descdto el apartado de
consideraciones teoricas. Se recogieron 6 muedrdsada, tanque DN, tanque NO,
tanque N1, tanque N2 y Salida), en botellas delLOestériles, correspondientes a 6
puntos diferentes del tratamiento biolégico de d&puradora de lixiviados de
vertedero. Posteriormente fueron almacenadas acdft® méaximo durante 24 horas
hasta su andlisis fisico-quimico y microbiolégi¢tara las técnicas moleculares se
centrifugaron y se congelaron a -20°C.

En la Tabla 3 se resume las técnicas molecularéss yanalisis fisico-quimicos,
microbioldgicos realizados en este trabajo.

Tabla 3. Resumen de los andlisis realizados de logviados de vertedero.

Tipo de Muestra Lixiviados de vertedero
Fecha recogida de muestras 14/ 3/ 2013
N° de puntos de muestreo 6
Descripcién puntos de muestreo Entrada, DN, NO, N1, N2, Salida.

Fisico- Quimicos:DBO5, DQO, NQ,
NH4", SS, pH, TOC.
Microbiologico: Aerobios mesdfilos,
) _ .| Clostridios sulfito reductores, Coliformes
Parametros analizados en laboratorio totales, Estreptococos fecales,
Thiobacillussp.
Técnicas Moleculares Extraccion de
DNA, PCR, geles de agarosa, DGGE
secuenciacion.
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3.2 Andlisis Fisico- Quimico.

Los parametros fisico-quimicos se han determinaploendo los procedimientos
normalizados (APHA, 2005).

3.2.1 pH.

Para la determinacion del pH se utilizé unpidtro (CRISON)Antes de la realizacion
de la medida, el aparato se calibr6 utilizandadlasluciones tampon de pH 7.00, 4.01
y 9.01 (CRISON) a temperatura ambiente (20°C).

3.2.2 Sélidos en suspension.

Para calcular los solidos en suspension se tonZ&enL de muestra de lixiviado y se
transfirié al equipo de filtracion en el cual seloco un filtro de 0.45 um de tamafo de
poro (Sigma Aldrich). Tras la filtracidn, el filtree dejé durante 1 hora en la estufa a
100°C.Trascurrido el tiempo se cogen los filtros y segyoan un desecador para que se
enfrien evitando que cojan humed®&ar Ultimo, se pesaron los filtros, previamente
habiendo tarado la bascula con un filtro nuevoesoina tartaleta de aluminio, anotando
el resultado obtenido.

3.2.3 DBOS.

A fin de eliminar los SS se centrifugaron 300 mUaenuestra de lixiviado en botellas
de 0.5 L a 10000 xg durante 20 minutos a 4°C (Kab@$00). Parte del sobrenadante
obtenido se recogio para la DBO5.

El método utilizado es por medicion de la diferande presion en el sistema cerrado,
mediante determinacion respirométrica. Durante dierdhinacion DBO las bacterias
consumen el oxigeno disuelto en la prueba de aggidual. Este oxigeno consumido,
es reemplazado por el oxigeno, que se encuenti@a gmara de aire de la botella de
prueba. El diéxido de carbono producido queda coattm quimicamente por una
solucion de hidréxido de potasio, que se encuetgnéro de un pequefio depésito en el
interior de la botella. De esta manera se creadisrinucion de la presion que es
medida por el sensor para la DBO y que se indicdaepantalla frontal inferior
directamente como valor de la DBO en mg/L de O

Se estim6 el intervalo de medida de la muestraaizan y el volumen de la muestra
segun la Tabla 4. El intervalo de medida debedgirede de tal forma que los resultados,
se encuentren en la mitad superior del intervalonddida. Si el valor de la DBO es
desconocido, se puede seguir la relacion de quevalklr DBOS5 corresponde
aproximadamente al 80% del valor DQO. Una vez adoogl intervalo, si fuera
necesario se debe tratar previamente la muestagepa se debe comprobar el pH de la
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muestra de agua. El valor 6ptimo se encuentra érirg 7.5. En las muestras en la que
pH sea superior a este intervalo se puede neatraon acido sulfarico diluido o acido
clorhidrico diluido (1 molar) y si el pH esta patzhjo del intervalo se puede neutralizar
con una solucion de hidroxido sédico (1 molar).dste caso se tuvieron que tratar las
muestras de Entrada y del tanque DN con acidoidiacb diluido 1 molar (Panreac).

Tabla 4. Intervalo de medida DBO segun los mg/L.

Intervalo de medida DBO enmg  Volumen delamuesiraenml  Dosificacion ATH

0-40 428 10 gotas
0-80 380 10 gotas
0-200 244 5 gotas
0-400 157 5 gotas
0-800 94 3 gotas
0= 2000 56 3 gotas
0— 4000 2.7 1 gota

Se afiadi6 la cantidad de muestra de correspordiegiin el intervalo escogido tal
como indica la Tabla 5, en el frasco para DB&té¢sna DBO OxiDirect, Aqualytic).

Tabla 5. Intervalo de medida DBO mg/L con su corrggondiente volumen y
dosificacion de ATH.

Muestra Intervalo de Volumen de Dosificacién ATH
medida DBO mg/L muestra ml
Entrada 0-2000 56 3 gotas
DN 0-400 157 5 gotas
NO 0-400 157 5 gotas
N1 0-400 157 5 gotas
N2 0-400 157 5 gotas
Salida 0-200 244 5 gotas

Los volumenes de las muestra fijados deben sexdtidos exactamente para evitar
errores en la medicion. Posteriormente se afadithibidor de la nitrificacion, el
inhibidor utilizado es el inhibidor de nitrificaai®B (aliltiourea/ATH) y la cantidad va a
depender del intervalo de medida que aparece &bla 5. Por ultimo, se introdujo un
iman en cada uno de los frascos donde se va aae#di prueba y se afiadieron 3-4
gotas de solucion de KOH al 45% en el carcaj.
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Previamente antes de iniciarse la prueba se grdparevera unos 40 minutos antes
para regular la temperatura a 20°C, temperatuaacadl se debe realizar la medicion de
la DBO. Finalmente se atornillan los sensores pB® en los frascos para muestras,
se colocan las muestras en el soporte para lssobay se enciende el equipo (Figura
19).

A Aeidusl

Figura 19. a) Equipo de medicion de la DBO5; b) Ejaplo de funcionamiento de
un frasco de medicion de DBO con muestra de aguasidual.

3.2.4 DQO.

El método utilizado para llevar a cabo la mediddad®QO esta tomado del manual
de referencia Standard Methods for the Examination of Water anastéivater”
(APHA-AWWA-WEF, 2005) Para poder realizar el analisis de la DQO se rnacesi
preparar las disoluciones A, By C. Para la pragén de la disolucion A se pesan 6.6
g de AgSOx (Sigma Aldrich) y se disolvieron en un litro deS& (Sigma Aldrich). En

el caso de la disolucion B se pesan 120 g de H¢SiQma Aldrich) y se mezclaron con
35 mL de la disolucion Ay 100 mL de®r,O; (0.25 N) (Sigma Aldrich).

Tabla 6. Resumen del método de DQO.

[DQO] 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
ppm/mg/I
C (ml) 0 0.3 0.6 0.9 1.2 15 1.8 21 24 27
Agua (ml) 3 2.7 24 21 1.8 15 1.2 09 06 03
B (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
AGITAR
A (ml) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Digerir 2h en estufa a 150°C
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Y para la disolucion C se peso 1 g de ftalato (Gigvdlrich) y se diluyé en 1 L de agua
destilada mezclandolo bien con agitacién. Trasrépgracion de las disoluciones se
pasé a realizar los patrones de calibrado siguidadiabla 6.

Una vez obtenido los patrones de calibrado se pmeplas muestras de lixiviados.
Previamente se realiz6 una dilucion 1:10, del swmante obtenido de las 6 muestras
de lixiviados a través de la centrifugacién d@ &L de cada una de las muestras de
lixiviados en botellas de 0.5 L a 10000 xg dur&fianinutos a 4°C (Kubota, 6500) y se
filtr6 con la ayuda de una jeringuilla y un filtde 0.45 um (Axiva). Luego se pipeted
3 mL de la muestra, posteriormente se afiadio 2 enladdisolucion B, se agito y se
afadi6 4 mL de la disolucibn A para luego colotms tubos al digestor donde
permanecieron 120 minutos a 150°C. Transcurriddieehpo en el digestor (Cod
Reactor, Hach), se pasé a realizar la medida deb&orbancia a 600 nm en el
espectofotometro (Hach).

En la Figura 20 se representa graficamente la aetealibrado de la DQO obtenida

con una pendiente de 0.9945, a partir de los pasrde calibrado.

Calibrado DQO

Absorbancia {600 nm)

0 200 400 [Dao] 600 BOD 1000

Figura 20. Gréfica de la recta de calibrado obtenid.

3.2.5 Cromatografia de Intercambio Iénico.

Se realizaron diluciones 1:50 del sobrenadantendd tras la centrifugacién de 300
mL de la muestras de lixiviados de Entrada, DN, N, N2, en botellas de 0.5 L a
10000 xg durante 20 minutos a 4°C (Kubota, 6500)ng dilucion de 1:20 del
sobrenadante obtenido tras la centrifugacion coenexplica en este apartado, para la
muestra de lixiviados de Salida. Cuando se tielasndiluciones hechas, estas se filtran
por un filtro de 0.45 micras (Axiva) antes de sgrectadas en el cromatografo. Los
analisis fueron realizados por duplicado.
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3.2.5.1 Cationes.

Para el analisis de NH presente erlas muestras se utiliz6 el cromatografo de
intercambio ionico ICS-1000 DIONEX (figura 21) egado con una precolumna lon
Pac CG16 (5X50 mm), una columna lon Pac CS16 (8x @®) y una columna
supresora CRS 300 (4 mm). La temperatura del hfurmale 40°C, la de la célula de
deteccién de 35°C y la fase mavil empleada fuecaoibtasulfonico 30 mM. El
volumen de inyeccion fue de 25 pL.

™ Status LEDs

y

Injaciien
Port

Figura 21. Panel frontal del ICS-1000, con el pueot de inyeccién por donde se
inyecta las muestras.

3.2.5.2 Aniones.

Para el analisis de aniones presentes en las msiegtraguas de lixiviados se utilizo el
cromatografo de intercambio iénico DIONEX DX-12Queado con una precolumna
lon Pac AG23 (4X50 mm) , una columna lon Pac AS2380 mm) y una columna
supresora ASRS ULTRA 1l (4 mm). La fase movil enapla fue bicarbonato HGTD.8
mM y carbonato C§” 4.5 mM. El volumen de inyeccién fue de 25 pL.

3.2.6TOC.

El equipo utilizado para realizar el andlisis debda orgénico total (TOC), carbono
total (TC) y carbono inorganico (IC) es el mode@d-V CSH (Shimadzu) Compuesto
por un supresor, un infrarrojo no dispersivo camiha de oro, un reactor que se
encuentra a una temperatura de 680°C. El equige em un intervalo de 0-125 ppm.

Se realiz6é una dilucién de 1:50 para las muesigdixiviados de Entrada, DN, NO, N1,
N2 y una dilucién de 1:20 para la muestra de Sa@léiltr6 con una jeringuilla y un
filtro de 0.45 um (Axiva). Luego se cogid6 3 mL dada una de las muestras de
lixiviados diluidas y se depositdé en tubos de 10 aohde se les puso parafilm en la
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parte superior del tubo, esto se realizé para regue el capilar de la inyeccion no
sobresalga y la muestra sea inyectadas de maneeateo El volumen de inyeccién es
de 50 pL y los andlisis fueron realizados potitdalo.

3.3  Andlisis Microbiolégico.
A cada muestra de lixiviados, se le realizarorsigsientes determinaciones:
- Aerobios mesdfilos (UFC/mL);
- Clostridios sulfito reductores (Presencia /Ausencia
- Coliformes totales (Presencia/Ausencia);
- Estreptococos fecales (Presencia/ Ausencia);

- Thiobacillussp. (Presencia/ Ausencia);

Cada una de las muestras fue procesada, del diguredo, se preparé una solucion
madre tomando 10 mL de muestra y se resuspend® em_ de agua destilada estéril,
agitando vigorosamente para lograr la homogenimac@mpleta. Posteriormente se
realizaron diluciones en base 10, para esto seeamqpl tubos cada uno con 9 mL de
agua destilada estéril, al primer tubo se le afadiil de la solucion madre, quedando
de esta manera preparada la dilucién dé W@go, se transfirid del primer tubo al

siguiente 1 mL y asi sucesivamente hasta alcaazilucion de 1.

3.3.1 Aerobios mesofilos.

De cada una de las diluciones se sembré 1 mL esrfstip en (PCA) Plate Count Agar
(Panreac) y en Agar Nutritivo (Laboratorios Mickise incubé a 30°C durante 72
horas y se realiz6 el recuento de unidades fornragdde colonia (UFC/mL), en las
placas que mostraban entre 20 y 200 colonias.

3.3.2 Clostridios sulfito reductores.

Se cogieron 5 ml de la dilucién 1@e cada muestra y se calentaron a 80°C durante 5
minutos. Se sembré en profundidad 1 mL de cadastrauen tubos con medio Agar
SPS (Panreac). Una vez sembradas las muestraBadi® parafina (Panreac) en los
tubos para crear anaerobiosis. Se incubo a 37°@n@ur8 horas y se observé la
presencia o ausencia de colonias negras y formadergas.
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3.3.3Thiobacillus sp.

Para la determinacion de la presencia de coloreaShibbacillussp. se preparé un
medio especifico para el crecimiento de estas hasieonstituido por 5 g/L de peptona
(Panreac); 5 g/L de extracto de carne (Panreacy/L5de extracto de levadura
(Biokar/Merck); 2,5 g/L de NaCl (Panreac); 0,1 d¢#l KkHPOs (Panreac); 0.05 g/L de
Mg SO : 7H0 (Panreac) y 20 g/L de Agar (Panreac) (Katayamianbta, 1980). Una
vez preparado el medio se sembré 1 mL de la diut®* de cada muestra (todo por
duplicado) por el método de extension con ayuda ude asa de Digralsky,
posteriormente se incub6 a 30°C durante 5 dias.

3.3.4 Coliformes totales.

Para la determinacion de Coliformes totales se sgthimL de la dilucion I8 de cada
muestra en Agar Endo (Panreac), incluido en lasmeadaciones de la APHA (2004),
por el método de extension con ayuda de un asaiglalgky, se incub6 durante 24
horas a 37°C y se observé la presencia o ausem@al@hias rojas rosas y rojas para el
caso de bacterias fermentadoras de lactosa y eslarmgoloras o rosa palido para las no
fermentadoras de lactosa.

3.3.5 Estreptococos fecales.

Para la determinacién de Estreptococos fecalesrabré 1 mL de la dilucién T0de
cada muestra en Agar KF (Panreac) por el métodexmsion con ayuda de un asa de
Digralsky, se incubd a 37°C durante 48 horas ybsemwo la presencia o ausencia de
colonias de color rojo y marroén.

3.3.6 Caracterizacion morfolégica de los microorgaesmos.

Las bacterias crecen en forma individual, paresipas de cuatro (tétradas), grupos
irregulares o cadenas. Las células bacterianagidlidiles pueden ser esféricas (cocos),
helicoidales (espirilos) o en forma de baston (bagiLa técnica de tincion de Gram, se
utiliza para diferenciar las bacterias Gram poagide las bacterias Gram negativas, y
es una de las técnicas convencionales que sirvandifarenciar diferentes morfotipos
de bacterias.

A fin de observar la morfologia de los microorgambs aislados en los diferentes
medios de cultivo empleados, fueron seleccionadatonias con diferentes

caracteristicas y teflidas mediante una tincion enQ@Tabla 7). Para ello es necesario
fijar la colonia mediante calor en un portaobjetesiendo cuidado de no quemarla.
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Tras la fijacion con calor se afiade Cristal de &tl(Sigma Aldrich) y se deja actuar 1
minuto. Transcurrido el minuto se lava con agudildéa para eliminar los restos del
Cristal de Violeta. El siguiente paso es afadirdl{§anreac) y dejar actuar durante 1
minuto. Luego se decolora con etanol, dejandolauaactdurante 30 segundos.
Transcurridos los 30 segundos se lava con agudadesy se afiade Safranina (Panreac)
que es el colorante de contraste, este se dejaratitante 45 segundos. Por ultimo se
lava otra vez con agua destilada para eliminaketso del colorante y se deja secar el
portaobjetos, una vez secado se coloca un cubtesbje ya estara listo para la
observacion en el microscopio optico.

Tabla 7. Tincién de Gram en los grupos de bacteriaGram + y Gram -.

. Reaccion y coloracién de las bacterias
Productos que se utilizan
Gram + Gram -
Cristal de violeta Células color violeta| Células color violeta
: Se forma el
Se forma el compleja .
. complejo CV-I. Las
CV-l. Las células . L
Lugol L ~ células contintan
contintan tefiidas de .
. tefiidas de color
color violeta :
violeta
Se deshidratan las
paredes celulares. Se  Eliminacién por
contraen los poros. | extraccion de grasas
Disminuye la de las paredes
Etanol permeabilidad. EI | celulares. Aumenta
complejo CV-I no sale la porosidad. El
de las células que | complejo CV-I se
contintan tefiidas dg separa de la célula
color violeta.
Células no .
. Células decoloradas;
, decoloradas; quedan -
Safranina ~ se tifien de color
tefiidas de color
. rosado.
violeta.

El microscopio empleado fue el microscopio autacnad®lympus BX61 (Figura 22),
€S un microscopio Optico automatizado para estudéosransmision y fluorescencia,
con platina motorizada Prior y una 6ptica de: 4%, 20x, 40x y 100x.
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Figura 22. Microscopio automatico Olympus BX61.

3.4Técnicas Moleculares.
3.4.1 Extraccion del ADN genémico.

Para la extraccion de ADN se emplearon diversasdadtmerciales: kit E.Z.NA Tissue

DNA Spin (Omega), empleado para tejidos; kit deaedion de ADN, empleado para
heces ( Qiagen); y un Kit comercial especificaapatraccion de ADN de suelo (Gene
Matrix Soil DNA purification Kit).

Se cogieron unos 300 mL de las muestras de dolos procedentes del sistema
tratamiento biologico, que fueron depositados etellas estériles de 0.5 L vy
sometidos a una centrifugacién a 10000 xg dur2@tminutos a una temperatura de
4°C (Kubota 6500). Una vez finalizada la centriftiga y obtenido la separacion del
pellet y el sobrenadante, se retira el sobrertadametiéndolo en tubos estériles para
ser utilizado en los analisis fisico-quimicos ypellet obtenido se resuspende con
agua estéril para luego pasarlo a tubos eppendod pealizar otra centrifugacion,
durante 5 minutos y a 12000 rpm (Eppendorf, 54158Dpellet obtenido, se empleara
en la extraccion de ADN siguiendo los protocolsgeeificos para cada uno de los kits
empleados.
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3.4.2 Amplificacion por PCR.

Mediante esta técnica, los fragmentos de ADN coalifie para el ARNr 16S de la
region conservada, han sido amplificados utilizémo cebadores F357GC (5°-CGC
CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CcCC CCG cecC tar GGG
AGG CAG CAG- 3") yel RS18 (5°- ATT ACC GCG GCT GGG-3") (Muyzeretal.
1993) del gen ribosomal 16S.

Los cebadores o primers (Invitrogen) se sumimslicdilizados y deben resuspenderse
previamente a la PCR, para ello se resuspendem eh oL de agua bidestilada para
pasarlo luego a alicuotas para no contaminar Ibadmwes. El primer F357GC (B10,
Invitrogen) se encuentra a una concentracion d&r8@.y el otro primer el RS18 (C11,
Invitrogen se encuentra a una concentracién de 23.9 nMigrsentque dejar a 10 uM.
Para ello calculamos: []V =[] V'

Primer C11: 23.9NM X =10 UM 50 PL....ovviviiiiiiieenn X=20.9

Primer B10: 80.6 NnM X=10 uM 50 tl...covviiniiiiiiiiiiieen, X=6.20

Para hacer las alicuotas de 50 pL tendremos caokraéfD.9 pL de stock resuspendido
del primerC11 + 29.1 pL de KO bidestilada y para la alicuota del prinBdiO se tiene
que afiadir 6.2 pL de stock resuspendido + 43.88qutbO bidestilada.

Se han realizado reacciones de polimerizacion dé,4tara ello se realiza una mezcla
que contiene 23.4L agua bidestilada ; 4L de BufferlOx (Biotoools); 4iL dNTP,
mezcla de nucledtidos, con una concentracion denB0(Biotools); 2uL de primer
rRNA 16S , F357GC en concentracion 80.6 nM (Ingé&w); 2L de primer rRNA 16S
RS18 en concentracion 23.9 nM (Invitrogen)ul2 de Cloruro de magnesio 50 mM
(Biotools) y 0.6uL de Taq DNA polimerasa (Biotools). A esta mezdadicionan 1L

de DNA extraido de la muestra.

Se probaron diferentes programas de amplificaciom ADN y diferentes
concentraciones de Mgfjlara conseguir una banda de ADN lo mas limpia paskii
programa que se utilizé para las amplificacionegletermo-ciclador (Veriti, Applied-
Biosystems) (Figura 23) consta de, un paso ind@adesnaturalizacién a 94°C durante 3
minutos y a partir de aqui 34 ciclos de amplifiaacon las siguientes fases; una fase
de desnaturalizacion del ADN a 94°C durante 5Qirsaégs; una de hibridacion de las
cadenas de ADN donde se probd con diferentes ramopas resultando optima una
temperatura de 57°C durante 60 segundos y unaalfise de extension durante 30
segundos a 72°C. Tras los 34 ciclos de amplifices@ha mantenido la muestra a 72°C
durante 10 minutos para finalizar la extensionadechdenas incompletas.
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Figura 23. Programa optimizado para la amplificacdon del DNA.

3.4.3 Electroforesis en Gel de Agarosa.

El éxito de la PCR se comprueba mediante elecesi®oren geles de agarosa. EI ADN
total aislado y amplificado debe ser caracterizeldotroforéticamente para evaluar su
integridad, degradacién y concentracion. Paradagracion del gel de agarosa (1%)
se afiadieron 0.5 g de agarosa en 50 mL de TBE X1(Bid}Rposteriormente se
afadieron 2 gotas de bromuro de etidio (10 mg/nBip-Rad). En cuanto a la
preparacion de la muestra, se pasaropll@le la muestra de (PCR) a un nuevo tubo
estéril donde se afadieron también pl0de agua bidestilada, para luego afadil2
del tampon de carga, en este caso el tampon da ghligado es el ADN Gel Loading
Buffer 6X (Novagen). Esto se repitié hasta catanl el nimero total de muestras.
También se cargdé como control un marcador simtéted Low ADN Mass Ladder
(Invitrogen), la cantidad utilizada es deuR para seguir la relacion de tamarfio del
fragmento (Figura 24) y cantidad de ADN, como aparen la Tabla 8. Para cargar las
muestras, se tomaron 1b de la solucion de ADN vy al afiadir el tampén degaa se
homogeniza con la propia pipeta y se deposita dogmente en el pocillo.

La electroforesis se realiz6 a 90V durante 60 nomempleando una cubeta Mini-
Subcel GT (Bio-Rad) que se conectd a una fuentdineentacion (POWER PAC 300,

Bio-Rad). Finalmente tras la electroforesis el gglvisualizé en un transluminador de
UV (Vilber Loumart).
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Tabla 8. Relacion entre tamafio de fragmento (bp) goncentracion de ADN, para
un volumen de 2ulL del marcador.

Volumen 2uL Fragment size
100 ng 2000 bp

60 ng 1200 bp
40ng 80C bp

20 ng 400 bp

10 ng 200 bp

5ng 10Chp

bp

2,000 -
1,200 -
200 -

A -

201 -

104 -

Figura 24. Tamafios de fragmento (bp) del marcador.

3.4.4 DGGE.
3.4.4.1 Montaje del Equipo.

Se colocd un cristal (16.5x17.5 cm) encima de @&0.5x20x0.4 cm) con los

separadores entre ambos dejando un espacio pardegeinzé el sandwich de cristales
y separadores con las abrazaderas. Después s& @l@@ndwich completo en el

soporte para alineacion. Para saber si se cologn bse tomo6 una cartulina de
alineacion y se introdujo en el espacio para elrfugel. Luego se coloco el sandwich
sobre una esponja. La superficie del sandwich equéaesta el cristal pequefio debe
mirar hacia el lado contrario al de la superficeerdontaje. Se apretaron los tornillos
laterales hasta que el sGndwich hizo presion caimahadilla. Aunque se haga un solo
gel, ambos sandwich deben ser montados para equidibesqueleto dentro del tanque.
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3.4.4.2 Preparacion del gel.

Se prepard Acrilamida 37,5:1 al 40%, para ellopssaron 194.8 g de Acrilamida
(Sigma Aldrich), 5.2 g de BIS Acrilamida (Sigma Alth) en 500 mL de agua destilada,
se agito y se filtr6 mediante un equipo de filtéacy con un filtro de 0.45 um (Sigma
Aldrich).

Con esta solucion se preparan las soluciones 000%;Lpara la solucion 0% se afiadio
a un matraz 100 mL de Acrilamida 37,5:1 al 40%, nii5de TAE 5X (Bio-Rad) y se
lleva a volumen de 500 mL core® destilada; para la soluciéon 100% se afiadié a un
matraz 100 mL de Acrilamida 37,5:1, 5 mL de TAE %Rio-Rad), 200 mL de
Formamida (Ambresco), 210 g de Urea (Bio-Rad) yaBadi6 agua destilada hasta
enrasar el matraz de 500 mL. Luego se pasd a pregarplug (gel de sellado)
constituido por 1.5 mL de solucion 0% + 9ul TEMHEBIQ-Rad) + 30 pl APS al 10%
p/v (Bio-Rad), el TEMED se debe poner justo en ehmanto de cargar el plug porque
si no polimeriza; se agitdo en el vortex y se pigeie 750 pL en cada esquina del
sandwich. Una vez preparado el plug (gel de selladgasé a preparar los gradientes,
mayor y menor y el gel de empaquetamiento en ttddosn siguiendo la Tabla 9, todo
esto se realizo en hielo.

Luego se coloco la aguja del tubo de salida delignador centrada entre ambos
cristales del sdndwich, que se encuentra colocadd soporte para la polimerizacion.
Se llend el reservorio del gradientador rotuladem@oH con la solucién altamente
desnaturalizante, en este caso para la de 60%hizsdo mismo para el reservorio L
donde se llend con la solucion de 40%. Una vezcedlo se fue girando lentamente la
rosca del gradientador para ir dosificando lasigohes y crear asi el gradiente y
comenzar a realizar el gel. También se verificeelado del sandwich asegurandose de
que no existan fugas de solucion desnaturalizantelg parte inferior. Cuando el
espacio para el gel estuvo a punto de llenarsetisé la aguja dejando unos 2 cm para
el gel de empaquetamiento.

Para preparar el gel de empaguetamiento se afadidudo falcon 9 mL de la solucion
0%, 50 uL APS al 10% p/v (Bio-Rad) y 13 pL de TEMHEo-Rad) Posteriormente se
dejé polimerizar el gel durante 2 horas y se coletapeine. Mientras el gel

polimerizaba se prepar6 el tampon de electrofaresisa ello se llend el tanque con 8
litros de tampdn TAE 1X (previamente preparado ripde 160 mL de Tampon TAE

5X (Bio-Rad) y enrasar hasta 8 L con agua deslilddata la indicacion FILL. Se

coloco el “casco” donde se controla la temperatuse encendié el controlador de
temperatura a 65°C para precalentar el tampodn, @@bsminutos antes de la
electroforesis.
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Tabla 9. Mezclas para los diferentes gradientes.

Gradient 0% (ml) 100% (ml)  Volumen TEMED 10% APS

Comp. Final (mL)  (uL) (uL)
(%)

0 9 - 9 13 50

30 9.1 3.9 13 13 50
31 8.97 4.03 13 13 50
32 8.84 4.16 13 13 50
33 8.71 4.29 13 13 50
34 8.58 4.42 13 13 50
35 8.45 4.55 13 13 50
36 8.32 4.68 13 13 50
37 8.19 4.81 13 13 50
38 8.06 4.94 13 13 50
39 7.93 5.07 13 13 50
40 7.8 5.2 13 13 50
41 7.67 5.33 13 13 50
42 7.54 5.46 13 13 50
43 7.41 5.59 13 13 50
44 7.28 5.72 13 13 50
45 7.15 5.85 13 13 50
46 7.02 5.98 13 13 50
47 6.89 6.11 13 13 50
48 6.76 6.24 13 13 50
49 6.63 6.37 13 13 50
50 6.5 6.5 13 13 50
51 6.37 6.63 13 13 50
52 6.24 6.76 13 13 50
53 6.11 6.89 13 13 50
54 5.98 7.02 13 13 50
55 5.85 7.15 13 13 50
56 5.72 7.28 13 13 50
57 5.59 7.41 13 13 50
58 5.46 7.54 13 13 50
59 5.33 7.67 13 13 50
60 5.2 7.8 13 13 50

3.4.4.3 Carga del gel para electroforesis.

Una vez polimerizado el gel, se quitaron los gadues del soporte, se retird el peine
y se encajo los sandwich en el esqueleto del tan&aea el montaje del esqueleto, se
coloco el esqueleto en posicion horizontal denéréadcubeta una vez retirado el casco;
el botdn rojo del esqueleto debe ir colocado hdeidro. Por dltimo se llen6 con mas
tampdén TAE 1X hasta la indicacion RUN.
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3.4.4.4 Carga de muestras

Se limpié con una jeringuilla con buffer calientel dcode los restos de gel no
polimerizado. Se cargaron 7 pL del producto deG& R 3 puL de tampdn de carga 6x
cuya composicion es 0.25% (w/v) de azul de bronwfgnt0% (w/v) de sacarosa en
H20. Ademas se utilizaron dos marcadores preparadosl IPLA utilizando como
molde ADN de cepas aisladas e identificadasErgefococcus faecium, Enterococcus
faecalis, Lactococcus lactis, Escherichia coli, tadmacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides y Staphylosqearauberiy la cantidad que se
utilizé fue 7 puL de cada marcador + 3 puL de tamg@carga.

3.4.4.5 Inicio de la electroforesis.

Se coloco el casco y se ajustd la temperatura@ 6Qfgo se conectd el tanque a una
fuente de alimentacién Power PAC 300 (Bio-Rad) ewienhdo el voltaje a 200V
durante aproximadamente 10 minutos (hasta queslef de electroforesis alcance el
comienzo del gel de acrilamida) y en ese momeetoambio el voltaje a 75V y se dejo
correr el gel durante 16 h.

3.4.4.6 Revelacion del gel.

Transcurridas las 16 h se desconecto el tanque flemte de alimentacion y se saco el
sandwich del esqueleto del tanque. Posteriormentgacedio a despegar los cristales
donde se encuentra el gel polimerizado, una vegegeslos los cristales y dejando el
gel en uno de ellos se pasoO a realizar la tinciha pa revelacién gel. Para ello se
introdujo el gel en una cubeta a la cual se afiad#dsolucion con bromuro de etidio, la
cual se prepar6 con 500 mL de agua destilada y&s gl bromuro de etidio (5 mg/mL)
(Bio-Rad), se dejo tifiendo el gel durante 15 misufirascurridos los 15 minutos se
retird la solucion de tincion y se afiadio a la ¢all®0 mL de agua destilada para la
eliminacion de exceso de bromuro de etidio que pwddctar a la observacion del gel
en el transluminador, se dejo otros 15 minutosadRagl tiempo se retird el agua de la
cubeta teniendo cuidado de no romper el gel seedrdo@ transferirlo al transluminador
(Vilber Loumart) para la observacion del mismo.tBosrmente se procedi6 al corte de
las bandas mas significativas obtenidas tras lizaegn de la DGGE, con ayuda de
una cuchilla estérilCada una de las bandas recortadas se introdujerotubms
eppendorf a los que se afadieron 25 pL de aguathedia. Se mantuvieron a 4°C hasta
Su secuenciacion. Por ultimo se limpiaron los alest y los separadores con etanol y se
dej6 secar antes de comenzar con el montaje. Tand®elimpiaron los peines,
abrazaderas, almohadillas, el gradientador con ggaf@on al finalizar la electroforesis
para eliminar los restos de acrilamida.
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Figura 25. Equipo para la realizacion de la DGGE.

En la Figura 25 se muestra el equipo empleadoladd&GE, a la izquierda se observa
el tanque donde se encuentra el sandwich con gbajieherizado y a la derecha se
observa la fuente de alimentacion que se encueniectada al tanque.

3.5 Secuenciacion.

Las bandas cortadas se transfirieron a tubos epdende les afiadiéo 25 pL de agua
bidestilada. Se mantuvieron a 4°C hasta la reaicgatibn precia a su secuenciacion.

3.5.1 Amplificacién del ADN.

Para la amplificacion del ADN contenido en las lmmndlel gel de acrilamida, se
realizaron reacciones de amplificacion deidQ para ello se realiz6 una mezcla que
contiene 20.4.L agua bidestilada ; gL de Buffer10x (Biotoools); 4L dNTP, mezcla
de nucledtidos, con una concentracion de 50 mMtéBIs); 2uL de primer ARNr 16S ,
F357 (5-TAC GGG AGG CAG CAG- 3") en concentracidhpuM (Invitrogen); 2ulL

de primer ARNr 16S; RS18 en concentracion 10 puMitflogen); 2uL de Cloruro de
magnesio 50 mM (Biotools) y 048 de Taq ADN polimerasa (Biotools). A esta mezcla
se adicionan fnL de ADN de la banda.
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El programa que se utilizd para las amplificacioaesel termo-ciclador (Figura 23)
consta de, un paso inicial de desnaturalizacioA°g€ @urante 3 minutos y a partir de
aqui 34 ciclos de amplificacién con las siguierfités®s; una fase de desnaturalizacion
del ADN a 94°C durante 50 segundos; una de hibddaie las cadenas de ADN donde
se probd con diferentes temperaturas quedandamiémaé con una temperatura de
57°C durante 60 segundos y una ultima fase de g&tendurante 30 segundos a 72°C.
Tras los 34 ciclos de amplificacion se ha manted@&@aonuestra a 72°C durante 10
minutos para finalizar la extension de las cadenas.

3.5.2 Electroforesis en gel de agarosa, purificaciy cuantificaciéon del ADN.

Para la preparacion del gel de agarosa (1%gfiseli6 0.5 g de agarosa en 50 mL de
TBE X1 (Bio-Rad), posteriormente se afiadié 2 gdabromuro de etidio (10 mg/mL)
(Bio-Rad). En cuanto a la preparacion de la magse paso 2(L de la muestra de
(PCR) a un nuevo tubo estéril donde se afiadib @el tampdn de carga, en este caso
el tampon de carga utilizado es el ADN Gel Loadihgfer 6X (Novagen). Esto se
repitié hasta completar el nUmero total de muesirambién se cargd como control un
marcador sintético, el Low DNA Mass Ladder (Invifem), la cantidad utilizada es de 2
uL para seguir la relacion de tamafio del fragmehkigufa 24) y cantidad de ADN,
como aparece en la Tabla 8. Para cargamlasstras, se tomé 20 de la solucion de
ADN vy al afadir el tampdn de carga se homogeniral@gropia pipeta y se deposita
cuidadosamente en el pocillo.

La electroforesis se realizé a 90V durante 60 nosiwegmpleando una cubeta que se
conectd a una fuente de alimentacion. Finalmerds la electroforesis el gel se

visualizé en un transluminador de UV (Vilber Louthat/na vez que se comprobo que
aparecian bandas de ADN, se paso6 a recortar taadalel gel de agarosa con ayuda
de cuchilla y se introdujeron en tubos eppendadividualmente, para su posterior

purificacion.

Una vez recortadas las bandas de ADN se purificawarel kit de purificacion Gel and
PCR Clean-Up System (Promega).

Para la cuantificacion del ADN de las muestrasrepgrd un gel de agarosa como se
explica en el apartado (3.5.2) pero en este capoepararon las muestras con 8 uL de
DNA + 12 pL de agua bidestilada y 2 pL de tamporcaga. También se cargd el
marcador citado en el apartado (3.5.2), la cantiddidada fue de 1L para seguir la
relacion de tamafio del fragmento y cantidad de Déd#o aparece en la Tabla 8.

La electroforesis se realizé a 90V durante 60 nosiempleando una cubeta que se
conectd a una fuente de alimentacion. Finalmerds Ia electroforesis el gel se

visualiz6 en un transluminador de UV (Vilber Loudy, donde se realizé la

cuantificacion del ADN.
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3.5.3 Secuenciacion.

Se cuantifico el ADN de cada una de las muestraslselo la cantidad de ADN, para
saber si llegaba a los 50 ng en 9 puL + 1.5 pL tigboucledtido F357 a 5uM de ADN
(valor minimo para poder realizar la secuenciacidr) este caso fue necesario
concentrar el ADN porque la cantidad de ADN dertasestras estaba entre 1.25-2.5
ng/uL. Se concentré centrifugando con un vacionagstras a una temperatura de
60°C en un speedback (Eppendorf). Una vez concentse pasd a realizar la
secuenciacion por electroforesis capilar en elippqule analisis genético (ABI
PRISM® 3130x| Genetic Analyzer) (Figura 26).

Figura 26. Equipo de analisis genético utilizado esecuenciacion.
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4. Resultados y discusion.
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4.1 Analisis fisico-quimico del proceso de nitrifi@cion-desnitrificacion.

Tal y como se observa en la Tabla 10, las muesdtalixiviados procedentes de los
tanques DN, NO, N1 y N2 presentan el mayor contemid solidos en suspension.
Asimismo, el menor contenido en sdlidos lo presémtauestra de Salida, esto se debe
a que en la fase de ultrafiltracion se separaidendisa del agua tratada evitando la
salida de los microorganismos y sélidos a travésideema de membranas de 0.02 um.
Los datos obtenidos se correlacionan con el progegmtamiento bioldgico, siendo las
muestras pertenecientes a los tanques en los qeeal@a los procesos de nitrificacion-
desnitrificacion y, por lo tanto, donde hay un nmagontenido de bacterias los que
presentan los mayores valores de solidos en ssiSpeior otra parte, en la muestra de
Entrada se registra un contenido de Solidos enessgm bajo debido al tratamiento
primario (fisico-quimico) mediante coagulacion,gypéacion y centrifugacion al que se
le somete a los lixiviados previamente al tratamaidrologico.

Tabla 10. Resultados de diversos parametros fisicutimicos de las muestras de
lixiviados (Valores medios + SD).

SS DBO DQO
Muestra (mglL) (mgl) |  (mglL) PH
Entrada 15.7+0.7 640 2451.8+ 1.5 7.47 £ 0.01
DN 230.9+0.6 117 5364.0 + 7.6 7.42 +0.01
NO 186.0 + 16.1 107 6659.5+12|1 7.38+0.01
N1 166.8 + 4.4 OFL* 4197.0+ 4.6 7.13+0.01
(> 400)
N2 138.5+10.8 86 3843.7+4.5 6.98 + 0.0D
Salida 6.2+0.2 UFL** 1638.1 + 4.5 6.89 + 0.01
(< 200)

*Superior al intervalo de medida
**|nferior al intervalo de medida

En cuanto al pH, a medida que va avanzando ehntiahto biolégico de nitrificacion-
desnitrificacion el pH va disminuyendo. Como sedauebservar, la muestra del tanque
de desnitrificacion (DN) tiene un pH superior a lasiestras de los tanques de
nitrificacion. La desnitrificacién se caracterizar producirse en condiciones anoxicas y
en presencia de materia organica biodegradableraeto iones OHlo que hace que
el pH en este punto sea superior al de la etapaitdécacion. En el caso de las
muestras de la etapa de nitrificacion NO, N1 y BI2oH va disminuyendo a medida
que a avanzando el tratamiento, esto es debidee e€ reduce el nivel de HEOy
aumenta el de #£0g, lo que conlleva una disminucion del pH hastaraea un valor
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minimo que corresponde con el final de la nitriéiéa, manteniéndose constante como
en la Salida.

Con respecto a la DBO en el caso de la Salidadoandos los 5 dias el valor de
medicion fue inferior al intervalo de medida (< 20@/L). En el caso de la muestra
N1 el valor de medicién super6 el nivel de medida@0 mg/L). La tasa a la que se
consume el oxigeno es directamente proporcionaa aohncentracion de materia
organica degradable. Durante los primeros diaada tle disminucién de oxigeno es
rapida debido a la elevada concentracién de raateganica presente; al disminuir
ésta, también disminuye la tasa de consumo de mxideurante la ultima parte de la
DBO, el consumo de oxigeno se asocia con la dismdnude las bacterias que
crecieron durante la parte inicial de la pruebaol$®erva que la muestra de Entrada es
la que tiene el valor mas alto de DBO y a medida\quavanzando el proceso la DBO
va disminuyendo, por lo que los resultados obtenidamplen lo esperado del
tratamiento bioldgico.

Los valores de DQO mas altos se observan en lastrasale DN y NO. Légicamente,
los valores de DQO obtenidos son mayores que la,D&0razones son que muchos
compuestos organicos oxidados por el dicromatoomooxidables bioquimicamente y
gue ciertos iones inorganicos tales como sulfuiosulfatos, sulfitos, nitritos e ion
ferroso son oxidados por el dicromato potasicogual significa que son tenidos en
cuenta en la DQO y sin embargo no son cuantificatiosl ensayo de DBO. El que los
valores de DN y NO para la DQO sean mayores esddebique en la etapa de
desnitrificacion las bacterias presentes son hastdreterétrofas que utilizan como
fuente de carbono compuestos organicos, por lo lgye un mayor contenido de
compuestos inorganicos como el £bicarbonatos que hacen que la de DQO tenga
valores mayores. Sin embargo, en la nitrificaciorrespondiente a las muestras N1 y
N2 tienen valores menores de DQO porque aqui ladetis que realizan la
nitrificacion son bacterias autétrofas que utiliaama fuente inorganica como €@
bicarbonato.

Una aproximaciéon cuantitativa de la biodegradahdidle un efluente esta dada por la
relacion DBO/DQO (Hernandez, 1992). En el caso alemuestra de Entrada el
coeficiente de DBO/DQO es > 0.2 (obteniéndose Uor ke 0.26) lo que significa que
es un vertido de naturaleza biodegradable, estdebglo a que los compuestos
organicos presentes en el lixiviado tiene unalatidegradabilidad, siendo facilmente
eliminados de forma biologica. A medida que va aado el proceso se produce una
disminucién del coeficiente de DBO/DQO, lo que tesldgico ya que la materia
organica se va degradando. Por lo contrario uraidel DBO/DQO< 0.2 indica una
baja fraccion biodegradable en el lixiviado, coet@btenido en las muestras de DN,
NO y N2 (con un valor de 0.02)incide con las etapas del proceso en donde existe
mayor actividad microbiana, lo que se traduce ea teduccion de la fraccion
biodegradable (Karthikeyaat al 2006).
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Figura 27. Ejemplo de diagramas obtenidos del andiis del TOC. A) diagrama de
TC; B) diagrama de IC.

En la Figura 27 se representa el resultado deloparlotal y del carbono inorganico
para la muestra de Entrada.

Los valores obtenidos del carbono organico tot@l§), carbono total (CT) y carbono
inorganico (IC) para las diferentes muestras sestnan en la Tabla 11.

La concentracidén de carbono orgénico total esnuedida del grado de contaminacion
de las aguas y estos valores se pueden correlac@onda DQO y con la DBO. Los
valores obtenidos de TOC para las muestras esaglgmh superiores a las obtenidas en
la DBO e inferiores a las obtenidas en la DQQg estdebido a de que el TOC es un
ensayo que incluye la demanda de oxigeno ejer@dalgunos compuestos organicos
gue son resistentes y que no se pueden mediaddBO y no incluye la demanda de
oxigeno ejercida por compuestos susceptibles gid@cion por dicromato como el ion
ferroso, sulfitos, sulfuros y compuestos nitrogersad
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Tabla 11. Contenido en carbono de las muestras (waes medios + SD).

Muestra TC IC TOC
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Entrada 4490.5 £ 46.0 2571.0+425 1919.0 + 49.5
DN 2212.0 £65.1 4478+ 4.4 1764.2 + 60.7
NO 2930.0 + 22.6 295.1+4.6 2635.0 £ 18.0
N1 2780.5 +51.6 189.5+0.4 2591.1 +52.0
N2 2705.5+134 258.5+ 3.2 2449.1 +10.3
Salida 626.6 + 1.2 141.8+2.2 484.7+1.1

El carbono inorgénico (IC) es un pardmetro Gtilaplar caracterizacion de una muestra
de agua y refleja la concentracion total dez@@Buelto, carbonatos y bicarbonatos. En
cuanto a los valores obtenidos para el IC se obsgre la muestra de Entrada es la que
tiene la mayor concentracion mientras que el relolas muestras tiene una
concentracion inferior a 500 mg/L, se puede degé lp muestra de Entrada tiene un
mayor contenido de carbonatos, bicarbonatos y @i€uelto que el resto de las
muestras analizadas, esto se correlaciona condlases pH obtenido (Tabla 10),
siendo la muestra de Entrada la que presentabalande pH mas alto.

Existe un relacion entre a DQO y el TOC en la seatleberia esperar que la relaciéon
estequiométrica entre la DQO/TOC se aproximara eelacion molecular entre el
oxigeno y el carbono (32/12= 2.66) (Rodriguez, 2083 embargo, en la practica
dicha relacion varia entre 0 y 5.33 debido a |lan gesistencia de la oxidacion por
dicromato que presentan algunos compuestos orgargncocasiones la relacion puede
ser aun mayor de 5.33 cuando en la muestra de aggidaales hay agentes reductores
inorganicos. De modo que cuanto mayor sea la \adlield compuestos mayor sera la
relacion DQO/TOC.

En este caso se puede decir que las muestras dedeNsalidason las que tiene una
mayor relacion de DQO/TOC > 3 con un valor de 3.3.4 respectivamente, estas
muestras tendrian una mayor variedad de componaviestras que en el caso de las
muestras de Entrada, NO, N1 y N2 la relacion d®©DQC es <3 (1.5,2.5,1.6y 1.6
respectivamente) por lo que tendrian una menoedadi de compuestos.
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Figura 28. A) Ejemplo de cromatograma obtenido. Bpetalle ampliado (DN).

En la Figura 28 se representa uno de los cromat@ay@btenidos (muestra DN), en la

que se puede observar

los nitratos {lOcon un tiempo de deteccion de 15.47
minutos Yy los sulfatos (SO con un tiempo de 24.92 minutos.

Tabla 12. Contenido en aniones y cationes de lasuestras (valores medios + SD).

Muestra NO2~ NO3~ SOs NHa4+
(ppm) (Ppm) (ppm) (ppm)
Entrada n.d 19.5+0.7 75+1.4 1548.8 £ 8.1
DN n.d 78.3+1.1 11.8+0.4 355.8 + 6.7
NO n.d 1071.0 + 15.6 20.0+0.7 140.0 £ 0.7
N1 n.d 1417.5+ 10.6 14.3+04 47.3+2.4
N2 n.d 896.5 + 8.5 140+1.4 73.0+2.1
Salida 16+0 400.9 + 15.2 8.3+0.1 27.2+1.7

n.d: no detectado
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Tal como se observa en la Tabla 12, en el castodenitratos (N@) se observa un
aumento inicial de la concentracién y una postatisminucion de la misma. Esto se
relaciona con el tratamiento bioldgico porque Epatde nitrificacion es en la que hay
un mayor contenido de nitratos, (NO, N1 y N2).

En cuanto a los nitritos (NQ solo se han detectado valores en la muestra lddaSa
Estos suelen estar en niveles muy bajos, en agsatiales también hay que destacar
aunque el nitrito se halla en un estado de oxidatitermedio entre el amoniaco y el
nitrato, siendo mas dificil de detectar. El habbtenido presencia de nitritos en la
Saliday no ser detectado en el resto de muestras anatizpdede ser debido a que
como la muestra de Salida esta diluida 1:20 ystbrde muestras al estar diluidas 1:50
solo sean detectados los nitritos en la de mermacidin al estar en una concentracion
muy baja.

Para el amonio (NH) se observa un descenso de la concentracion teesugestra de
Entrada hasta la Salida, correlacionandose coma&niento biolégico, porque la
accion combinada de las bacterias desnitrificaptagrificantes convierte el amonio,
primero en N@ en la nitrificacion y luego ena\en la desnitrificacion.

En cuanto a los sulfatos, se produce un aumentla @encentracion a partir de la
muestra de Entrada hasta la muestra a NO. A mhatla muestra N1 se observa un
descenso de la concentracion hasta la muestralida 8al tratamiento biolégico. En el
caso de las muestras NO, N1 y N2 en las cualea setlctado el mayor contenido de
sulfato esto es debido a que en los tanques dficaition N1 y N2 como se encuentra
en aerobiosis se produce la oxidacion del SHbtros compuestos inorganicos de azufre
reducido generando directamente 450donde estarian implicadas bacterias
quimiolitétrofos comoThiobacillussp. En el caso de DN donde se ha detectado un
menor contenido de sulfato puede ser debido a ésepcia de bacterias sulfato
reductoras que se encargan de la reduccion ulfeltcs durante la degradacion
anaerobia de la materia organica, utilizando datulcomo aceptor de electrones, ya
que en ausencia de oxigeno y nitratos los sulfsiteen como aceptores finales de
electrones para la oxidacién bioquimica producilabacterias anaerobias.
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4.2 Caracterizacion microbiolégica.
4.2.1 Recuento en placa.

El recuento de UFC/mL de aerobios meséfilos mteseen las muestras analizadas de
aguas de lixiviados se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Recuento de aerobios mesdfilos (valoreedios).

Muestra UFC/mL

Entrada 5.3x 16
DN 2.6 x 10
NO 6.0 x1G6
N1 2.0 x10
N2 25x 10

Salida <10

Los aerobios mesofilos incluyen bacterias, mohlevgduras capaces de desarrollarse a
30°C, reflejan la exposicién de la muestra a laauimacion en general, la existencia
de condiciones favorables para la multiplicacion loe mismos y la presencia de
materia organica. Como puede observarse excepfalida, todas las muestras se
encuentran en el rango %010’. Se obtuvo un mayor nimero de UFC/mL en las
muestras de DN y en N2. La muestra de Salida egidatiene el menor nimero de
UFC/mL, esto es légico ya que tras el tratamidnitmdgico hay un proceso de
ultrafiltracién que evita la salida de los micraamgsmos quedando retenidos en las
membranas de 0.02 um Hay que tener en cuenta quecuento bajo de aerobios
mesofilos no asegura la ausencia de patégenos deshma manera que un recuento
elevado no significa presencia de flora patégena.

A continuacion, en la Figura 29 se muestran loslt@a$os mas representativos del
crecimiento de aerobios mesofilos en placas de Avairitivo de las muestras
analizadas.
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Figura 29. Placas Petri mostrando el crecimiento deerobios meséfilos en Agar
Nutritivo: a) Entrada (dilucién 10%); b) DN (dilucién 10™); ¢) NO (dilucion 10%); d)
N1 (dilucién 10°); e) N2 (dilucion 10°%); f) Salida (dilucién 10%).
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- Clostridios sulfito reductores

En cuanto a los Clostridios sulfito reductores teamcubacion se observo la presencia
de colonias negras y productoras de gas en lastrasiesrrespondientes a DN, NO, N1
y N2 y ausencia en las muestras correspondienteErrada y la Salida (Figura 30).

Figura 30. Tubos mostrando la presencia/ ausenciadClostridios sulfito reductores

en las distintas muestras en Agar SPS: a) Entraddz@a.) y Salida (dcha.) con
ausencia de colonias negras; b) DN con presencia delonias negras; c) NO con
presencia de colonia negras; d) Ncon presencia de colonias negras; e)2Non

presencia de colonias negras y formacion de gas.
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Los Clostridios sulfito- reductores junto con ladiformes totales y fecaleg,. coliy
estreptococos fecales son uno de los indicadoresrtaminacion de aguas mas usados
(Payment y Franco, 1993; OMS, 1995). Los anaerobudto-reductores son Gram
positivos, formadores de esporas, que estan pessemt diversos ambientes (OMS,
1995) como suelos, sedimentos marinos, vegetacidndescomposicion, aguas
superficiales, etc, (Snea#t al. 1986). Estas bacterias producen malos oloresry, ¢
mucha frecuencia, ennegrecimiento del medio cu&st® tiene hierro, formando un
precipitado oscuro de sulfuro de hierro (Merck, @0@demas tienen la capacidad de
reducir los sulfitos a sulfuros. Son indicadoresoletaminacion de alto riesgo del agua,
porque tienen la facultad de que sus esporas gsiresistentes que otras bacterias a
diferentes condiciones fisico-quimicos. De este aonogueden ser utiles como
indicadores de estrés en diversos ecosistemasi{Skakoniewskat al.2007).

En el caso de la muestra de Salggaobservd ausencia de sulfito-reductores, esto es
debido a que, como ya se comento, en la faseti@diltiacion que se produce después
del tratamiento bioldgico, los microorganismos dredetenidos por un sistema de
membranas de 0.02 um (los clostridios suelen tendamafnio de 0.6 um). En el caso
de la DN se puede explicar la presencia de lostralitos sulfito reductores porque al
ser microorganismos anaerobios proliferarian @éarglue de desnitrificacion al estar en
condiciones de anaerobiosis. Para el resto de megdO, N1 y N2) se puede explicar
la presencia de clostridios porque son arrastrddade desnitrificacion por el sistema
de recirculacion que existe entre los tanques tidigacion- desnitrificacion. Ademas
es importante tener en cuenta que los clostrickoen la capacidad de formar esporas,
pudiendo soportar condiciones de aerobiosis comorr@cen los tanques de
nitrificacion. Por dltimo, en el caso de la Entraael que se observd ausencia puede
ser debido a que como la muestra se tomé después tdgatamiento fisico-quimico de
floculacion- coagulacion estos hayan sido parciatamente eliminados.

- Thiobacillus sp.

Respecto dhiobacillussp, aunque se necesitaria la realizacion de psusbguimicas
para la confirmacion y por tanto, la correcta ifdfar@cion de las colonias obtenidas,
estas presentaban una morfologia similar a losrites@or Starosvetskgt al. (2012)
(Figura 31).

El géneroThiobacilluscomprende bacilos Gram negativos pequefios (1.p#h))con
flagelacion polar son aerobios y autétrofos pudieobtener energia de la oxidacién de
azufre elemental, sulfuros, tiosulfato. Se multigh en ambientes donde hay
condiciones apropiadas para que se produz& HI géneroThiobacillus en placa
aparece formando colonias pequefias impregnadazudes con zonas claras, esto
indica la formacion de acido a partir de la oxidacde tiosulfato. Durante la fase de
crecimiento la bacteria forma mindsculas coloniaficibnente detectables,
especialmente en la fase de crecimiento tempramdog2 primeros dias). Como se
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puede observar en el medio de Agar BCG (Starosyetiskl. 2012) (Figura 31b) las
colonias son de color amarillo verdoso similaresag muestras obtenidas en el
laboratorio correspondientes a la Salida (Figura),3diendo esta la muestra donde se
obtuvo una mejor apreciacion de las colonias. Aertambién se obtuvo crecimiento
de posibles colonias dehiobacillusen el resto de muestras, debido a la mayor carga
microbiana resulté mas dificil su comparacion @sdbtenidas por Starosvetsityal.
(2012).

También se muestra el resultado observado poosSetskyet al. (2012 ) en el medio
de Agar BCG cuando se aumentaba el periodo de aeaiub (6-8 dias) produciéndose
un cambio de azul a amarillo, cuando al menosZ/ cblonias por placa estuvieron
presentes, (incluso cuando sélo 2-3 colonias hageido en la placa de Agar como es
el caso de la Figura 31 d), ademas en este caswlasias tienen un tamafio mas
pequeiio siendo similares a las mostradas en lasF&jic para la Salida.

cillus agar+BCG

{modified)

s

Figura 31. Placas de Petri mostrando crecimientoadThiobacillus sp; a) Colonias
de Thiobacillus obtenidas en este trabajo (dilucion 1®) (Salida); b) Thiobacillus
BCG (Starosvetskyet al. 2012); c) Colonias deThiobacillus obtenidas en medio
especifico (dilucion 104) (Salida); d) Thiobacillus en el medio modificado (+BCG);

dilucion 10® después de 8 dias de incubacién (Starosvetsityal. 2012).
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- Coliformes totales.

Tras la incubacion, el resultado fue la ausenciadiformes en todas las muestras
analizadas. Las aguas residuales suelen presentdtaucarga al inicio del tratamiento
bioldgico de coliformes totales, ya que suelen aeundantes en el ambiente aungue no
estan asociados necesariamente con la contaminésiah (Allen, 1996). En este
sentido, la determinacién de coliformes se usa camdicador de la eficacia del
tratamiento (OMS, 199%aston, 1998). El que no hubiera presencia en kstraude
Entrada puede ser debido a que la carga microbisra muy baja. Si se hubiese
detectado presencia de coliformes estos habriare@@ga como colonias lactosa
positivo de color rojo y rojo metalico para colamideE. coli. Por otra parte, lo mas
probable es que en las muestras de lixiviados pesencia d€®seudomonasp., que
tal y como han descrito diversos autores (Robettal. 1982; Soares, 1996; Ontiveros,
1983) tienen la capacidad de inhibir el crecimietgdos Coliformes.

- Estreptococos fecales.

Tras la incubacion de las placas en medio KF elltao fue la ausencia de
Estreptococos fecales, estas bacterias en el rkédeparecen como colonias de color
rojo debido a que los Estreptococos reducen el {€l@uro de tetrazolio) presente en
el medio. En este caso el resultado fue la presaleccolonias de color distinto al rojo.
Los Enterococos son bacterias integrantes de le fllormal de los animales
homeotérmicos junto con los coliformes fecales ¢éizan para diferenciar la
contaminacion fecal del hombre de otros animalesaigre caliente (APHA, 1995).
Los Estreptococos fecales suelen tener ciertauttdid para multiplicarse en agua
contaminada de tipo industrial, al no detectars@meia de estas bacterias en las
diferentes muestras de las etapas de tratamientoglio de los lixiviados lo mas
probable es que no se encuentren presentes déladwente poco favorables para su
multiplicacion, debido a una baja temperatura o p@rausencia de azucares
fermentables. Aunque existe una relacién entrgocoles fecales y estreptococos
fecales que provee una informacién acerca de datéude contaminacion de los
mismos, siendo considerado un rango mayor de 4dhdo de contaminacion fecal
humana, mientras que un rango menor a 0.7 sugietarainacion por una fuente no
humana (APHA, 1995), de acuerdo a los resultadtenalos en el caso de las muestras
de lixiviados no existiria contaminacion por ningute dichas fuentes.
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4.2.2 Morfologia.

Figura 32. Colonias seleccionadas para la tincién rédm y posterior observacion
mediante microscopia.

En la figura 32 se muestran las colonias que fusetgccionadas para la realizacion de
la tincion de Gram y posterior observacion en etrascopio. 1- Colonia irregular,
grande, de color naranja, con aspecto mucoso ypequenas curvaturas; 2- Colonia
redonda, tamafio mediano, de color naranja y aspeatmso; 3- Colonia redonda,
tamafo pequefo, color blanquecino (1, 2 y 3 coomm®en a la placa de Agar nutritivo
de la dilucién 18 de la muestra DN); 4- Colonia redonda, tamafiai@qg de color
blanco y aspecto mucoso; 5- Colonia redonda , tanp@Guefio de color crema; 6-
Colonia irregular, tamafio grande con curvaturas gador crema-transparente. (4, 5y 6
corresponden a la placa de Agar nutritivo de laaitin 10° de la muestra N2) ; 7-
Colonia irregular de tamafo pequefio, transpareike §specto mucoso (corresponden
a la placa de Agar nutritivo de la dilucién™de la muestra NO); 8- Colonia redonda
de tamafio grande, color amarillo-marrén y aspectoaso; 9- Colonia redonda tamafio
pequefio, color blanca cremosa y aspecto mucoso;Cblenia redonda, tamarfio
pequefio de color amarillo-verdoso (8, 9 y 10 sé&eeclas de la placa para medio
especifico d& hiobacillus dilucién 10" de la muestra de Salida).
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- Microscopia.

Figura 33.Tincion de Gram (100X) (Colonias 1y 2).

En la Figura 33 se muestran las imagenes obtepmtamicroscopia de las colonias 1y
2 (Figura 32). A) Imagen de la colonia n® 1 deilacibn 10* de la muestra DN en
Agar nutritivo, se observa que es una Gram +, tendobacteriana que presenta son
bacilos pequefios y grandes con los extremos reddodela) dos bacilos en angulo
(en forma de letra V y L), 2a) diplobacilos; B) Igea de la colonia n° 2 de la dilucién
10" de la muestra DN en Agar nutritivo, se observaegi&ram +, la forma bacteriana
gue presenta son bacilos pequefios con los extresdoadeados, 1b) dos bacilos en
angulo(en forma de letra V y L), 2b) diplobacilos.
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Figura 34.Tincion de Gram (100X) (Colonias 3y 4).

En la Figura 34 se muestran las imagenes obtepmtasicroscopia de las colonias 3 'y
4 (Figura 32). A) Imagen de la colonia n° 3 deilacibn 10! de la muestra DN en Agar
nutritivo, se observa que es una Gram -, la fora@driana que presenta son cocos; B)
Imagen de la colonia n° 4 de la dilucién>1@e la muestra N2 en Agar nutritivo, se
observa que es una Gram -, la forma bacteriangsenta son bacilos pequefios con
extremos redondeados, 1B) asociacion de bacilagpésbacilos).
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Figura 35. Tincién de Gram (100X) (Colonias 5y 6)

En la Figura 35 se muestran las imagenes obtepmasicroscopia de las colonias 5 y
6 (Figura 32). A) Imagen de la colonia n° 5 deilacibn 10° de la muestra N2 en Agar
nutritivo, se observa que es una Gram +, la forraatdsiana que presenta son
agrupaciones en forma de racimo; B) Imagen deln@n® 6 de la dilucién Tdde la
muestra N2 en Agar nutritivo, se observa que esGnam +, la forma bacteriana que
presenta son bacilos con extremos redondeadosaeigocde bacilos (estreptobacilos).
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Figura 36.Tincién de Gram (100X) (Colonias 7 y 8)

En la Figura 36 se muestran las imagenes obtepmasicroscopia de las colonias 7 y
8 (Figura 32). A) Imagen de la colonia n°7 delilacion 10* de la muestra NO en
Agar nutritivo, se observa que es una Gram +pteé bacteriana que presenta son
bacilos grandes con los extremos redondeados, iAdbdcilos. B) Imagen de la
colonia n°® 8 de la muestra de Salida del mediooéfsp® paraThiobacillus sp. se
observa que es Gram — al igual que el géfdnobacillus la forma bacteriana que
presenta es la de coco formando agrupaciones erafde diplococos (Figura 36 B1),
estreptococos (Figura 36 B2) y en forma de racimos.
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Figura 37. Tincion de Gram (100X) (Colonias 9y 10)

En la Figura 37 se muestran las imagenes obtepmtasicroscopia de las colonias 9 y
10 (Figura 32). A) Imagen de la colonia n°10 demaestra de Salida del medio
especifico pardhiobacillussp., se observa que es una Gram -, la forma batteque
presenta son bacilos pequefios con los extremosdeddos, 1A) diplobacilos. B)
Imagen de la colonia n°® 9 de la muestra de Salielantedio especifico para
Thiobacillussp., se observa que es Gram +, la forma bactefareapresenta es de
bacilo siendo un poco dificil distinguirlo por Ilgrapaciones que se aprecian en la
imagen. Entre las especies del génenmbacillusse puede encontrar en los procesos
de desnitrificacionThiobacillus denitrifican®s un microorganismo aerobio facultativo,
Gram -. Morfolégicamente son bacilos cortos (1®-@m), pueden ser moviles por
medio de un flagelo polar, sus colonias son clarpsco opalescentes. El rango 6ptimo
de pH de 6 a 8 y su temperatura Optima de crectoim 28- 32°C. Se encuentran en el
suelo, barro, agua dulce especialmente en comgigiandxicas. Por tanto, la colonia se
podria corresponder con esta especie.
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4.3 Técnicas Moleculares.
4.3.1 Amplificacion del gen 16 ARNr.

Los resultados de la extraccion de ADN de las magsie lixiviados y su posterior
amplificacion se muestran a continuacion.

Figura 38. Amplificacion de los fragmentos del ged6S ARNr visualizados en un
gel de agarosa al 1%. De derecha a izquierda: 1-Meador Low ADN Mass
Ladder; 2- Entrada; 3- DN; 4-NO; 5-N1; 6-N2; 7- Salda.

En la Figura 38 se muestra el resultado obtemafola electroforesis en gel de agarosa
al 1% que se realizd para la verificacion del patd de ADN amplificado, a partir del
ADN extraido con el kit E.Z.NA Tissue ADN Spin (@ge) empleado para tejidos.
Como se observa solo aparece el marcador Low AD&ksML.adder. Sin embargo, no
aparece ninguna banda correspondiente a la amaglific del gen ARNr 16S, esto es
debido a que el kit utilizado como primera opciém sirve para las muestras de
lixiviados, debido a que es especifico para ebhaignto de ADN de células y tejidos
animales. En este caso se prob6 con todas las namieksa posible explicacion es la
presencia de inhibidores en las muestras que énitéain en la amplificacién del ADN.
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Figura 39. Amplificacion de los fragmentos del ged6S ARNr visualizados en un
gel de agarosa al 1%. De izquierda a derecha: 1-Mzdor Low ADN Mass
Ladder; 2- DN; 3-NO; 4-N1; 5-N2.

En la Figura 39 se muestra el resultado obtenaol#r electroforesis en gel de agarosa
al 1% que se realizd para la verificacion del povdule ADN amplificado, a partir del
ADN extraido con el kit de heces (Qiagen). Comolsgerva, solo aparece el marcador
Low ADN Mass Ladder. Nuevamente no aparece nindpamala correspondiente a la
amplificacion del gen ARNr 16S, esto es debido @ gjukit utilizado no sirvié para la
extraccion de ADN presente en las muestras dedkds, posiblemente porque no hay
presencia de ADN de bacterias fecales, tal comovesdicO en los cultivos de
coliformes y Estreptococcos fecales. Otra explima@s la presencia de inhibidores en
las muestras y que interfirieran en la amplifiéaaiel ADN. En este caso, se probd con
la muestras de lixiviados que presentaban una nearga microbiana (DN, NO, N1y
N2).

En la Figura 40 se muestra el resultado obtenaol#r electroforesis en gel de agarosa
al 1% que se realizo para la verificacion del pomdude ADN amplificado de las
muestras de lixiviados obtenido a partir de laadion del ADN con el kit de suelos
(Gene Matrix Soil ADN purification Kit). En este s5a se probd con las muestras que
presentan mayor carga microbiana y la muestra tladen Como se observa aparece el
marcador Low ADN Mass Ladder y una Unica bandaasla aina muestras analizadas,
todas estas bandas se encuentran a la altura dantia de 200 bp del marcador
utilizado.
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Figura 40. Amplificacion de los fragmentos del ged6S ARNr visualizados en un
gel de agarosa al 1%. De izquierda a derecha: 1-Mzador Low ADN Mass
Ladder; 2- Entrada; 3-DN; 4- NO; 5- N1; 6-N2. 7. Tanafio de bandas (bp)
correspondientes al marcador.

Por tanto, se concluy6 que el kit necesario eseetuklos ya que elimina los &cidos
hamicos que pudieran estar presentes en las mmegtrque interfirieren en la
amplificacion del ADN.

Debido a que en los primeros geles de agarosaejueatizaron se observaba cierta
degradacion de ADN, tal como se puede apreciaa digura 40, se probd a modificar
las condiciones de la PCR para obtener un proddetalta calidad que se pudiera
utilizar posteriormente en la técnica DGGE. Pdi@g se jugo con la concentracion de
MgCl2 y con la temperatura de hibridacion de los cebaddfa el caso de Mg&se
probaron las concentraciones de 2 mM y a 2.5 mpgrg la temperatura de hibridacion
de los cebadores se probaron diferentes tempesafifg 59°, 61°y 63°C. Los mejores
resultados se obtuvieron a una concentracion den®i5de MgCt y una temperatura
de hibridacién de cebadores de 57°C. En la Figlireedmuestra el resultado obtenido
tras la electroforesis en gel de agarosa al 1%seguesalizd para la verificacion del
producto de ADN amplificado en las condiciones mps de PCR, como se observa
aparece el marcador Low ADN Mass Ladder y una Ubaada limpia de 200 bp sin
degradacion de ADN, en este caso se muestra ladamyrla Salida.
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Figura 41. Amplificacion de los fragmentos del ged6S ARNr visualizados en un
gel de agarosa al 1%. 1-1-Marcador Low ADN Mass ldder; 2- Entrada; 3-
Salida.

4.3.2 Electroforesis en gel con gradiente desnatuizante (DGGE).

Tras la amplificacion del ADN y posterior verifidan en gel de agarosa del producto
de PCR, se pas6 a la realizacion de la DGGE ogmorcentaje de desnaturalizacion
de 40-60% obteniendo como resultado un patréraddds que se muestra en la Figura
42.

Se observa que cada una de las muestras tiendeventé patron de bandas, de modo
gue dicho patron va cambiando en funcion del padestratamiento bioldgico, lo que
refleja un cambio en las comunidades bacterianasap®ecia que hay una banda que
aparece con diferente intensidad en todas las msepudiendo tratarse de una bacteria
mayoritaria que se encuentra en todos los puntosudstreo del tratamiento bioldgico
de lixiviados, aunque en distinta concentraciom@ign se aprecia que las muestras de
Entrada y DN, presentan un patrén de bandas deabandy parecido. En cuanto a las
muestras pertenecientes a las etapas de nitrficddO, N1 y N2 se observa que hay
cambios en las bandas que aparecen en el gelo cuelse podria correlacionar con los
cambios de las bacterias implicadas en el procesbitdficacion, es decir, las que
transforman el amonio a nitritos y las que tramsfor los nitritos a nitratos.
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Por ultimo, la Salida es la muestra en la que secapun menor nimero de bandas con
respecto al resto, tal y como ya se observo corrdogentos en placa. Se observa
también la aparicion de bandas dobles por la @gggeidn de los primers (en la
mayoria de las muestras analizadas).

Figura 42. Producto de amplificacion del gen 16S AR en DGGE con un
porcentaje de desnaturalizacion de 40 — 60 %. 1- Meador con mezcla de ADN
molde de cepas aisladas e identificadas previament®) Lactococcus garvieae; B)
Lactobacillus plantarum; C) Leuconostoc mesenteroides; D) Staphylococcus
parauberis. 2- Entrada; 3- DN; 4- NO; 5- N1; 6- N2; 7- Salida8- Marcador con
mezcla de ADN molde de cepas aisladas e identifieed reviamente. E)
Enterococcus faecium; F) Enterococcus faecalis; G) Lactococcus lactis;, H)
Echerichia coli; I) Lactobacillus paracasai.
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En la Figura 43 se muestran las bandas de losugiazl de amplificacion en DGGE
seleccionadas para su posterior secuenciacionilyipamalisis filogenético.

LAAT

.

Figura 43. Bandas seleccionadas de los productos aaplificacion en DGGE.

4.3.3 Secuenciacion.

En la Figura 44 se muestra el resultado de la dication del ADN perteneciente a las
bandas de la DGGE seleccionadas (Figura 43). Etadar utilizado sirvidé para
estimar el tamafio de los fragmentos, la banda regada tiene una longitud de 2000
bp, la siguiente 1200 bp, a partir de aqui las @amtisminuyen hasta llegar a 100 bp.
En este caso las bandas pertenecientes a las asudstr6 y 7 presentaban una
intensidad como la de la banda de 200 bp del marcgdas bandas pertenecientes a
las muestras 2,3, 4 y 5 presentaban una intenswmiad la de la banda de 400 bp del
marcador. Una vez determinado el tamafio se calauibncentracion del ADN en
funcién de dicha intensidad para cada una de lastmas, siendo de 1.25 ng/uL para
las bandas pertenecientes a la muestra 1, 6 y de 2.5 ng/uL para las bandas
pertenecientes a la muestras 2, 3, 4 y 5. Al obtem& concentracion baja de ADN fue
necesario concentrar el ADN purificado de cadadms$éas bandas seleccionadas en la
DGGE para poder ser utilizado en la secuenciacilndd a que la concentracion

minima requerida es de 50 ng en 9 pL.
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Figura 44. Amplificacion de los fragmentos del ged6S ARNr visualizados en un
gel de agarosa al 1%Gel de agarosa 1%. 1- Marcaddrow ADN Mass Ladder.
ADN amplificado y purificado de las bandas selecciadas en la DGGE; 2-Banda
n° 1; 3- Banda n° 2; 4- Banda n° 3; 5- Banda n° #-Banda n° 5; 7-Banda n° 6; 8-
Banda n°7.

Un ejemplo de los resultados obtenidos en la setaman por electroforesis capilar se
muestra en la Figura 45. Como resultado de la se@mon se obtuvieron mdultiples
copias de cada posible fragmento terminando caidesoxinucle6tido marcado. Cada
tipo de didesoxinucleotido emite una fluorescedgaina longitud de onda distinta que
es captada por el sistema, que mediante el progdemardenador interpreta los
resultados y genera un electroferograma (Figujacdb picos de colores ordenados
segun su tamafio. Como cada nucleétido emite floenesa de un tipo determinado, el
equipo asigna a cada pico de color el nuclettidoespondiente, en este caso color
verde para la Adenina (A), negro para la Guaning §2ul para la Citosina (C) y rojo
para la Timina (T). En este caso se puede aprgai@ren la mayoria de los puntos
aparecen dos picos de distinto color en un misngalandificultando la secuenciacion.
Unicamente fue posible emplear en la identificacidn fragmento de la secuencia
obtenida a partir del electroferograma correspondi@ la banda 3, obteniéndose las
siguientes correspondencias con sus respectivoemqiajes de semejanzBelftia
tsuruhatensis (96%), Comamonas compost{95%), Acidovorax defluvii (95%) vy
Diaphorobacter nitroreducen®4%), bacterias todas ellas relacionadas coreposcde
tratamiento de aguas residuales, asi como con gueae compostaje (Shigemattu
al. 2013; Younget al. 2008; Schulzet al. 1999; Khan, 2002).

Por tanto, la secuenciacion no dio buenos resudfad@a posible mejora podria lograrse
modificando los pasos de purificacion de ADN de de¢es. Otra alternativa posible
seria recurrir a la clonacion de los ampliconessade su secuenciacion o al empleo de
técnicas de secuenciacion masiva para poder anadizatoda su profundidad la
diversidad que existe en el ecosistema de losdictos.
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5. Conclusiones.
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1. Los lixiviados estudiados se caracterizan por lséviados jovenes facilmente
biodegradables, verificandose que el tratamiendbdgico empleado reduce su carga
organica por debajo de los limites legales estatiiecpara aguas residuales urbanas
(Directiva 91/271/CEE).

2. Se comprobd que el proceso de nitrificacion-ithfsracion resulta eficaz,

reduciendo notablemente el nitrégeno amoniacakptesn los lixiviados.

3. Mediante técnicas de cultivo clasico se verife@usencia de coliformes totales y
Estreptococos fecales. Asimismo, se constatd latengia de diferencias entre las
muestras, en cuanto a la presencia de Clostridifisosreductores Thiobacillussp. y

aerobios mesdfilos.

4. Durante la puesta a punto de la técnica de DG&Eomprobo la necesidad de
emplear un kit especifico en la extraccion estarnada de DNA para proporcionar
material genético susceptible de ser amplificado POR, debido posiblemente a la

interferencia de los acidos humicos en el procespudificacion de DNA.

5. Se determinaron las condiciones optimas de P&R la obtencion de bandas de

DNA limpias sin que existiese degradacion.

6. La DGGE demostré que existen cambios en la caladnbacteriana durante el
proceso de tratamiento bioldgico, lo que se hatenpa por las diferencias existentes
entre los patrones de bandas de las diferentesmasi@salizadas.

7. Finalmente, la secuenciacién de las bandas deEx@ dio buenos resultados, por lo
que habria que modificar los pasos de purificacdim ADN previos a dicha
secuenciacion para intentar una mejora. Alternaterste, se podria recurrir a la
clonacion de los amplicones antes de su secuemwjaci al empleo de técnicas de
secuenciacion masiva de amplicones para analizerdensu profundidad la diversidad
del ecosistema de los lixiviados.
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6. Abreviaturas y simbolos.
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A Adenina

ADN Acido desoxirribonucleico

AMO Amonio monooxigenasa

AOA Archaea amonio oxidantes

AOB Bacterias amonio oxidantes

AOX Compuestos organicos halogenados
APS Persulfato de amonio

ARN Acido ribonucleico

ARNTr Acido ribonucleico ribosomal

ATH Aliltiurea

BCG Verde de Bromocresol

bp Pares de bases

C Citosina

CE Comisién Europea

Cl Cromatografia I6nica

CV -l Complejo cristal de violeta - iodo
DBO Demanda bioquimica de oxigeno
DGGE Electroforesis en gel con gradiente desniaarde

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

dNTP’s Desoxinucleotidos trifosfato

DQO Demanda quimica de oxigeno

FISH Hibridacion fluorescente in situ (FluorescenSitu Hybridization)
G Guanina

G-C Guanina-Citosina

H High



HAO

Kb

KF

Nar
Nap
NDIR
Nirk
NirS
NOB
Nos
Nor
NXr
oD
OFL
PAHSs
PCA
PCR
r.p.m.
SD
SPS
SS

TAE
TBE

TC

Hidroxilamina oxidoreductasa

Carbono inorganico

Kilobase

Agar Kenner Fecal

Low

Nitrato reductasa celular

Nitrato reductasa periplasmatica

Detector de infrarrojo no disperso

Nitrito reductasa

Nitrito reductasa

Bacterias nitrito oxidantes

Oxido nitroso reductasa

Oxido nitrico reductasa

Nitrito oxireductasa

Oxigeno disuelto

Valor de medicion inferior al intervalo de nal admisible
Hidrocarburos policiclicos aroméaticos

Agar para recuento en Placa (Plate Count Agar)
Reaccion en cadena de la polimerasa (Polym@iaain Reaction)
Revoluciones por minuto.

Desviacion estandar

Sulfite polymyxins ulfadiazine

Sdlidos en suspension

Timina

Tris-acetato-EDTA

Tris-borato-EDTA

Carbono total
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TOC
TTC
UFC
UFL

uv

Carbono organico total
Cloruro de Tetrazoilo
Unidades formadoras de colonia

Valor de medicién inferior al intervalo de niga admisible

Ultravioleta
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