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INFLUENCIA DE CAMBIOS EN LA OPERACION DE UN SISTEMA DE
LODOS ACTIVADOS A ESCALA DE LABORATORIO SOBRE LA
ESTRUCTURA BACTERIANA DETERMINADA MEDIANTE TECNICAS
MOLECULARES.
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RESUMEN

El tratamiento de aguas residuales mediante de lodos activados es un sistema bioldégico complejo,
dinamico, no homogéneo, cuyo desconocimiento de su biologia se debe principalmente a la dificultad
de cultivo de los microorganismos mediante metodologias convencionales. Se estima que entre el 85-
99% de los componentes de las comunidades bacterianas de los lodos activados no han sido
cultivadas o identificadas. En los ultimos afos, con el advenimiento de técnicas moleculares como la
reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), se han desarrollado diversos métodos que permiten
acceder a la diversidad genética de los microorganismos, sin necesidad de cultivo para su
identificacion. Estas metodologias han sido de gran importancia para conocer la riqueza y abundancia
de los diferentes biotipos presentes en muestras ambientales. En el presente trabajo se presentan
resultados sobre el uso de la técnica t-RFLP utilizando como marcador genético el gen 16S rRNA,
aplicado a un sistema de lodos activados a escala de laboratorio, para la deteccidén y prediccion de
problemas de operacion, especialmente en la separacién del efluente liquido y compactacién de los
sélidos. Se disefiaron dos reactores incluyendo su respectivo sedimentador de lodos, y se realizaron
experiencias de operacion bajo diferentes condiciones, determinando parametros fisicos, quimicos y
analisis de t-RFLP. Los resultados indicaron que la disminucién de OD induce a la producciéon de
bulking (lodos abultados). Los electroferogramas de t-RFLP confirmaron el fragmento de 196 pb como-
representativo de bulking. Mientras que por la disminucion de la relacién F/M (0,3 a 0,1), los
electroferogramas mostraron un incremento del fragmento 33 pb, asociado a bulking. Se encuentran en
desarrollo experiencias sobre variaciones en el tiempo de retencion celular en el reactor, su influencia
en la eficiencia del proceso y modificaciones de la diversidad bacteriana. Considerando que los
fragmentos de 196 pb y 33 pb, coincidentemente, aumentan su frecuencia relativa dias antes de la
deteccion de bulking por los parametros fisico-quimicos, se contindan estudios a fin de verificar si
éstos, u otros fragmentos por aparecer, podrian ser utilizados para predecir problemas de operacion,
previo a su aparicion.
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INTRODUCCION

Basado en la alta eficiencia de reduccidn de materia organica y menor requerimiento de superficie en
las instalaciones, el tratamiento de lodos activados (LA) es uno los sistemas bioldgicos universalmente
mas utilizados para la descontaminacion de las aguas residuales. El disefio y tecnologia de tratamiento
han logrado un importante desarrollo, sin embargo, éste no ha sido acompafiado por el conocimiento
de la biologia del sistema, la que en general provoca problemas de operacion y eficiencia del proceso
(Bitton, 2005). Los lodos activados son sistemas complejos, dindmicos, no homogéneos y el
desconocimiento de su biologia se debe principalmente a la dificultad de cultivo de los microorganismos
mediante metodologias convencionales. Se estima que entre el 85-99% de los componentes de las
comunidades bacterianas de los lodos activados no han sido cultivadas o identificadas (Kaewpipat K. &
Grady Jr. 2002).

En los ultimos afios, con el advenimiento de técnicas moleculares como la reaccion de la polimerasa
en cadena (PCR), se han desarrollado diversos métodos que permiten acceder directamente a la
diversidad genética de los microorganismos, sin necesidad de su aislamiento como cultivo puro para su
identificacion (Amman et al, 1995). Estas metodologias han sido de gran importancia para conocer la
rigueza y abundancia de los diferentes biotipos presentes en muestras ambientales. La capacidad de
medir las variaciones que ocurren en la biota presente en un sistema de lodos activados, permite
establecer condiciones de operacion, tales como, tasa de retorno del lodo, tasa de aireacion, relacion
entre nutrientes, contenido de elementos traza, etc.(Metcalf & Eddy, 2003), que aseguren una
operacion acorde con los requisitos de disefio.



En el presente trabajo se presentan resultados sobre el uso de una técnica molecular que actda como
marcador genético de codificacion para el gen 16S rRNA, aplicada a un sistema de lodos activados a
escala de laboratorio, para la deteccion y prediccion de problemas de operacion, en especial en la
separacion del efluente liquido y compactacion de los sélidos, conocido como bulking. Los objetivos de
la investigacion fueron: a) Disefiar un reactor a escala de laboratorio para simular la operaciéon de una
sistema de lodos activados a escala real. b) Determinar mediante la técnica molecular de t-RFLP
(Terminal Restriction Fragment Length Polimorfism), el efecto de modificaciones en la operacion
(oxigeno, concentracion de sustrato (relacién F/M y otros), sobre la estructura bacteriana en el reactor,
y ¢) Predecir produccién de bulking a través de marcadores biolégicos detectados con el t-RFLP.

Metodologia

Sistema Experimental.

Se disefaron reactores de un volumen de 2 L (Fig. 1),
los que se inocularon con un concentrado de licor
mezclado desde una planta de lodos activados en
operacion a escala real. El inéculo se mantuvo en
operacion batch secuencial hasta alcanzar la biomasa
suficiente para dar paso a la operacion continua. Los
reactores se alimentaron con agua servida sintética
segun Kaewpipat & Grady (2002).

Figura.l. Modelo de reactor disefiado
Parametros de disefio

Los reactores se ajustaron al siguiente disefio: volumen reactor (L) 1,5; caudal afluente (Lh™) 0,25;
tiempo de retencion hidraulico (h) 6; tiempo de retencion celular (d) 4; tasa de reciclo de lodo(%) 35;
F/M (mgDBOsmgSSV™) 0,5 (Viessman et al, 1985).

Modificaciones operacionales.

En condiciones estables de operacion se realizé disminucién de: OD desde 3,0, 1,3 a 0,5(mgL™);
relacion F/M desde 100%, a 75%, 50% y 25%; baja de nutrientes desde C:N:P = 100:27:6, hasta
100:5:1. Esta ultima variable fue modificada a través de la composicion del agua servida sintética,
bajando la concentracién de N mediante la peptona, suplementando la baja del carbono con almidén.
La baja del P se realiz6 disminuyendo los fosfatos.

Caracterizacion fisicay quimica de operacién de los reactores.

Se realizaron mediciones en linea de T° pH y OD mediante sensores conectados a un dispositivo
automatico computarizado de adquisicién de datos (Opto 22); mediciones diarias de SS, SSV, DQO
total y soluble, y periédicas de IVL, NKT, P y NH**, segtin metodologia estandar (S. Methods 20" ed.).

Caracterizacion Biologica

La diversidad bacteriana se determiné utilizando como marcador el gen 16S rRNA mediante la técnica
t-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polimorfism) (Liu et al, 1997). Los resultados fueron
posteriormente validados por analisis de componentes principales (PCA) y calculo del indice de
diversidad de Shannon. La técnica se aplic6 a muestras recolectadas desde reactores bajo operacion
normal y sometidos a los cambios previamente citados. El andlisis mediante la técnica del t-RFLP
incluye las siguientes etapas: 1. Muestra y extraccion del DNA. 2. Amplificacion del DNA por PCR con



primer fluorescente, marcado con 16S rRNA. 3. Digestibn del DNA amplificado con enzimas de

restriccién. 4. Separacion de los fragmentos por electroforesis en gel.

reconocimiento de los fragmentos marcados.
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Figura 2. Esquema técnica analisis t-RFLP
Resultados

En la Tabla 1 se muestra la composicién de parametros fisicos y quimicos del inéculo utilizado, de los
reactores bajo operacién continua estable y con problemas de bulking, obtenidos en las experiencias.
Se observa que en condiciones de operacion normal el reactor de laboratorio logré emular la mayoria

de los parametros del licor mezclado de la planta real.

Tabla 1. Composicién fisicay quimica del in6culo inicial y del licor mezclado en
el reactor bajo flujo continuo en condiciones de operacién normal y con bulking

Parametro In6culo licor Operacion Operacién con
mezclado continua Bulking
Oxigeno Disuelto(mgL™) - - 3.0-45 1.5-4.38
pH 6.5-6.8 6.3-7.4 6.2-7.4
Temperatura (°C) 18-24 20-22 20-22
Demanda Quimica de Oxigeno soluble (mgL™) 28 - 63 18- 83 37 -147
Sélidos Suspendidos (mgL™) 1080 - 1430 1650 - 2430 1067 — 2081
Sélidos Suspendidos Volatiles (mgL™) 840 - 1240 1500 - 2230 880 — 1895
Nitrégeno Total Kjeldhal (mgL™) 105 - 150 75 - 185 --
Fosforo Total (mgL™) 21-52 30 - 46 --
Nitrégeno Amoniacal (mgL™) 21-52 29-44 19-35
Indice Volumétrico de Lodos (mLgSS™) 57 -89 64 - 128 163 — >400

Los resultados de t-RFPL de un reactor en operacién normal analizado a los 20 dias mostraron que los
fragmentos mas abundantes (>5%) fueron: 196 pb (pares de bases de DNA), 225 pb y 261 pb (Fig 3a).



Por un problema de operacion, el dia 28 el reactor permanecié sin alimentacidon y aeracion por 20
horas, lo que después de 10 dias generé bulking con un IVL sobre 300 mLgSS™, mientras que a los 5
dias los andlisis de t-RFLP mostraron cambios en la estructura bacteriana: el dia 33 el fragmento 196
pb subié a un 10% y los fragmentos 225 y 261 a 8% (Fig. 3b). Los dias 49 y 54 el fragmento 196 pb se
mantuvo en un 20%. (Fig.3c), sin que se lograra recuperar el reactor a valores normales de IVL (<150

mLgSS™).
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Figura 3. Electroferogramas de t-RFLP de la estructura de fragmentos bacterianos.
a)operacion normal (dia 19), b)5 dias después de un corte de 20 h (dia 33), y c)restablecimiento
operacional, aun con bulking severo (dias 49 y 54).

Los andlisis de componentes principales (PCA) mostraron que los clusters obtenidos por los perfiles de
t-RFLP correspondieron a su caracterizacion fisica y quimica durante la operacion normal, pero no
después del episodio de bulking. El indice de Shannon confirmé el cambio de la diversidad bacteriana.

Del episodio de bulking se establecié una genoteca. Se obtuvieron 70 secuencias, considerando un
mismo filotipo aquellas secuencias con 99% de similitud, encontrAndose en la genoteca 6 filotipos.
91.4% de las secuencias se relacionaron con una bacteria no cultivada aislada de una planta de lodos
activados (Simpson, 2004). Otros 3 clones pertenecian a Betaproteobacteria (Comamonadaceae). Los
dos clones restantes fueron relacionados a Gammaproteobacteria, especificamente a Xanthomonas

axonopodis.

En las experiencias de disminucion de OD, los electroferogramas confirmaron la predominancia (20%)
del fragmento 196 pb, como representativo de bulking a concentraciones de 1 mgL™ este fragmento se
relaciona con una bacteria no cultivada cuyas secuencias fueron recuperadas desde contaminacion
equina (Simpson, 2004). Bajando el OD, a un valor promedio de 0,5 mgL™ aparece el fragmento 33pb,
y segun base de datos se asociaria a bacteria filamentosa del tipo Leptothrix sp, muy similar a
Sphaerotilus, ambas tipicas de sistemas deficitarios de OD y asociadas a produccion de bulking (Bitton,

2005).



Como respuesta a la disminucién de la relacion F/IM de 0,6 a 0,1 [mgDBOmgSSV'd'] los
electroferogramas mostraron un incremento del fragmento 33 pb que coincidié con produccién de
bulking, y un aumento de IVL de <50 a 400 mLgSS™ (Fig.4). El cultivo convencional desde el reactor
logré el aislamiento de una bacteria filamentosa, cuyo analisis de frecuencia y analisis de t-RFLP con
partidores especificos reafirmé la presencia del fragmento 33 pb, que podria corresponder al
actinomicete Thiothrix y/o Eikelboom tipo 021N, ambos de genética muy similar.
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Figura 4. Aumento del fragmento 33pb por disminucién de la relacién F/M y aumento del IVL

La experiencia de disminucién de la relaciéon de nutrientes a C:N:P=100:5:1, produjo una disminucién
sostenida de los solidos suspendidos que a los 14 dias de operacion presentaba una biomasa de 500
mgSSL™, una DQOs de 297 mgL™y un IVL severo, que superd los 600 mLgSS™. Posteriormente, el dia
15 se restituy6 la relacién de nutrientes del agua servida sintética original a 100:27:5, sin embargo,
después de 22 dias el reactor no logré recuperar condiciones normales de operacion. Pese a que el OD
se mantuvo alto (mgL™ 4,3), la disminucién de N y P a niveles bajos dieron como resultado un efluente
con alta carga orgénica y una deficiente separacion de sélidos en el sedimentador.

El andlisis de t-RFLP indicé grandes variaciones en la diversidad bacteriana entre el inicio y final de la
experiencia. Al inicio no se detectaron filotipos predominantes, el de mayor abundancia (3,61%),
correspondié al fragmento de 215pb, otros fragmentos fueron 153,164 y 172pb, los que segun las
bases de datos corresponderian a bacterias no cultivadas. A los 14 dias los electroferogramas
mostraron una disminucion en la abundancia relativa de los fragmentos, los que en su mayoria no
superaron el 2%. Los fragmentos principales fueron 124, 126 y 186 pb; el fragmento 195 pb fue el de
mayor abundancia, (5,55%), el que corresponderia a una bacterias del tipo Rhodopseudomonas sp.
Cabe destacar que pese al alto bulking producido en esta experiencia, los andlisis de t-RFLP no
reflejaron la presencia de bacterias filamentosas, las que probablemente se asocian a los fragmentos
de las bacterias no cultivadas o no identificadas.

Considerando que los fragmentos de 196 pb y 33 pb, coincidentemente con los experimentos,
aumentan su frecuencia relativa dias antes de detectar bulking con los parametros fisico-quimicos, se
continuan estudios a fin de verificar si estos fragmentos podrian ser utilizados como sensores de
operacion, previo a la aparicion de bulking. En la actualidad se realizan experiencias sobre el efecto
del aumento del tiempo de retencién celular en el reactor, su influencia en la eficiencia del proceso y
posibles modificaciones de la diversidad bacteriana. Sin embargo, se aprecia una falencia en las bases
de datos para el reconocimiento de los biotipos asociados a los fragmentos de pares de bases de DNA,
de muestras provenientes de aguas residuales.
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