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RESUMEN

Las aguas residuales industriales generalmente son dificiles de degradar por los
métodos de tratamiento biol6gico convencionales, debido a que presentan
compuestos inhibitorios y altamente toxicos, por ejemplo, los clorofenoles. Se ha
demostrado que los reactores discontinuos secuenciales son capaces de
biodegradar compuestos inhibitorios. Se han buscado métodos para dar robustez
al sistema discontinuo secuencial; entre ellos destaca la granulacién aerobia. En
este estudio se presenta la operacion de un biorreactor discontinuo secuencial
para la seleccion de microorganismos con capacidades para degradar 4-clorofenol
y para formar granulos aerobios. Se emplearon pruebas fisicoquimicas para
evaluar la eficiencia del reactor y de biologia molecular para analizar el cambio en
la biodiversidad de la poblacion a lo largo del proceso. Los resultados demuestran
gue se pueden obtener granulos aerobios capaces de degradar 200mg/L de 4-
clorofenol como unica fuente de carbono. La aclimatacion al 4-clorofenol se realizo
mediante el proceso de tiempos de reaccidn variables y eficiencias fijas. La
seleccion de biomasa granular se obtuvo reduciendo el tiempo de sedimentacion.
Se alcanzé el 99% de eficiencia en la remocién del compuesto toxico en menos de
2 horas. La formacion de granulos aumento de manera significativa la velocidad de
sedimentacion a la vez que disminuyo el indice volumétrico de lodos, lo cual indica
una mejora en las caracteristicas de sedimentabilidad de la biomasa. Los
parametros de operacion permanecieron estables durante la operacion a largo
plazo. Los resultados de biologia molecular demuestran una pérdida de la
biodiversidad del 66.6% entre el inéculo y los granulos degradadores de 4-
clorofenol.



I. INTRODUCCION

El acceso al agua en cantidad y calidad adecuada es una necesidad social para
toda la poblacion; ya que, ademas de ser un bien basico, es un factor importante
para el desarrollo econémico de cualquier pais. México cuenta con condiciones
privilegiadas, ya que es un pais en el que abunda el agua; no obstante, debido a
gue somos un pais tradicionalmente dedicado a la agricultura y a la manufactura,

se ejerce una fuerte presion sobre este valioso recurso.

Un factor importante en la presion hidrica es la falta de infraestructura y tecnologia
necesarias para reutilizar el agua de manera 6ptima. Un ejemplo claro es el de las
aguas residuales provenientes de la industria, de las cuales sélo se trata un
porcentaje minimo y el resto es descargado directamente en rios y otros cuerpos
receptores. Esto representa un grave problema, ya que las aguas industriales son
altamente toxicas al presentar compuestos inhibitorios que afectan seriamente los
ecosistemas y son dificiles de remover, incluso empleando sistemas tradicionales

de tratamiento de aguas.

El empleo de reactores discontinuos secuenciales se presenta como una opcion
prometedora para el tratamiento de aguas contaminadas con compuestos
inhibitorios. Recientemente, se han explorado diversas estrategias para aumentar

la eficiencia de estos sistemas, una de ellas es el desarrollo de granulos aerobios.

Los granulos son agregados de biomasa que se han autoinmovilizado; su
presencia le da robustez al sistema discontinuo secuencial, ya que lo hace mas
tolerante a los cambios en la carga organica, a los compuestos inhibidores y

ademas aumenta la actividad metabdlica de la biomasa.

Por lo tanto, es importante realizar estudios sobre la formacion y la estabilidad de
los granulos aerobios con el fin de desarrollar nuevas tecnologias y estrategias

para el tratamiento de aguas industriales.



II. ANTECEDENTES

II.1. El agua

El manejo 6ptimo de los recursos hidricos es uno de los retos mas importantes en
el siglo XXI; ya que, ademas de las fuerzas naturales que los afectan, las
actividades humanas se han convertido en un factor importante de presiéon sobre
la disponibilidad y la calidad del agua. (UNESCO, 2009).

A pesar de que la disponibilidad natural media de México es de 458 mil millones
de metros cubicos de agua dulce renovable; la disponibilidad natural media per
capita(que resulta de dividir la disponibilidad natural media entre el nimero de
habitantes) ha disminuido de 18035 m3hab/afio en 1950 a tan sélo 4312 en el
2007 (CONAGUA, 2010).

Cabe destacar que en México existen 653 acuiferos, de los cuales 101 estan
sobreexplotados, estos ultimos proporcionan 58% del agua subterranea destinada
a todos los usos, mientras que el agua que se recarga, representa 17.3% del total
del agua disponible (INEGI, 2010).

El grado de presion del agua indica el porcentaje que representa el agua utilizada
respecto a la disponibilidad total. EI pais en su conjunto experimenta un
grado de presion en el agua del 17%,lo cual se considera de nivel moderado; sin
embargo, la zona centro, norte y noroeste del pais experimenta un grado de
presion del 47%, lo cual es considerado como una presion fuerte (CONAGUA,
2010). Siendo evidente la presion que se ejerce sobre los recursos hidricos, cada
vez se vuelve mas necesaria investigacion avanzada en ciencia y tecnologia para

ayudar a resolver problemas del agua.
I1.1.1. Calidad del agua

Otro aspecto importante del agua, ademas del grado de presion que sufre, es la
calidad que presenta. En este sentido, el desarrollo de nuevos instrumentos y

sistemas para cuantificar y monitorear contaminantes traza, ha ayudado a
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identificar de una manera mas precisa como responden los sistemas de
tratamiento de aguas a la presencia de diversos compuestos; lo cual permite un
modelado del proceso mas exacto, lo que conlleva a una mejora en el disefio y la

operacion del sistema (UN, 2003).

Generalmente, la evaluacion de la calidad del agua se lleva a cabo utilizando tres
indicadores principales: la Demanda Bioguimica de Oxigeno a cinco dias (DBOs),
la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y los Sdlidos Suspendidos Totales (SST).
La DBOs y la DQO se utilizan para indicar la cantidad de materia organica
presente en los cuerpos de agua. El primero revela la cantidad de materia
organica biodegradable, en tanto que el segundo indica la cantidad total de
materia organica. Los SST tienen su origen en las aguas residuales y la erosion
del suelo e indican la cantidad de cuerpos coloidales suspendidos en el agua.
(CONAGUA, 2010).

[I.2. Tratamiento de aguas en México.

En México, muchos cuerpos de agua son receptores de descargas directas de
residuos domésticos e industriales; por lo que la contaminacién del suelo y agua
ocurre tanto en areas urbanas como rurales.

Las descargas de aguas residuales se clasifican en municipales e industriales. Las
primeras corresponden a las que son manejadas en los sistemas de alcantarillado
municipales urbanos y rurales, en tanto que las segundas son aquellas

descargadas directamente a los cuerpos receptores de propiedad nacional.

De acuerdo a datos de la Comisién Nacional del Agua, durante el 2007, en México
se generaron 2.07 millones de toneladas de DBOs en aguas municipales, de las
cuales se removieron tan solo 0.53 millones de toneladas de DBOs; es decir, s6lo
se tratd efectivamente el 25.6% de las aguas municipales. En el Cuadro 1 se
enlistan los principales métodos de tratamiento de aguas municipales y el caudal

gue es tratado por cada método.



Cuadro 1. Principales procesos, por caudal tratado, de

tratamiento de aguas residuales municipales(CONAGUA, 2010).

Proceso Caudal Tratado Porcentaje
(m3/s)
Lodos Activados 38.6 46.19%
Lagunas de Estabilizacion 14.6 17.49%
Primario Avanzado 8.5 10.17%
Lagunas Aireadas 5.9 7.14%
Dual 4.4 5.23%
Filtros Bioldgicos 3.8 4.49%
Zanjas de Oxidacion 2.3 2.77%
Primario 2.1 2.49%
R.A.F.A. 11 1.34%
Humedad Artificial 0.5 0.56%
Tanque Séptico 0.5 0.54%
Otros 0.4 0.50%
Biodiscos 0.4 0.49%
Tanque Imhoff 0.4 0.48%
Reactor Enzimatico 0.1 0.13%
Total 83.6 100.00%

Por otra parte, en cuanto a usos industriales se refiere, en México se generaron
6.95 millones de toneladas de DBOs durante el 2007 de las cuales se removieron
1.10 millones de toneladas de DBOs, lo cual representa tan solo el 15.8% del total
generado (CONAGUA, 2009). En el Cuadro 2 se enlistan los principales métodos
de tratamiento de aguas industriales, el tipo de tratamiento, su objetivo, el nimero

de plantas y el porcentaje del caudal que es tratado.

En México, los criterios para la seleccion de tecnologias empleadas para el

tratamiento de las aguas residuales han sido:

» Laviabilidad econdmica, técnica y operativa de la planta.



» La calidad de efluente que es posible obtener con cada tecnologia.
» La confianza que las tecnologias ofrecen a las autoridades, por haber sido

probadas en un namero suficiente de instalaciones en el mundo.

Este dltimo criterio ha propiciado un rezago tecnoldgico de varios afios en el area

de tecnologia del agua (Escalas, 2006).

Cuadro 2. Tipos de tratamiento de aguas residuales industriales (CONAGUA, 2010).

. ) . No. de Caudal Tratado
Tipo de Tratamiento Proposito 3 %
Plantas (m?/s)

Ajustar el pH y remover
o materiales  organicos y/o
Primario ) . » 648 12.25 36.26
inorganicos en suspension

con tamafno 20.1 mm.

Remover materiales
Secundario organicos coloidales y 1185 17.62 52.16
disueltos.

Remover materiales disueltos
que incluyen gases,
Terciario sustancias organicas 66 0.83 2.46
naturales y sintéticas, iones,

bacterias y virus.

No especificado 183 3.08 9.12

Total 2082 33.78 100.00

11.3. Lodos activados

Los métodos para el tratamiento de aguas pueden ser fisicos, quimicos,
biolégicos o una combinacion de éstos. Entre estos métodos, los tratamientos

biolégicos tienen gran importancia.

El proceso de lodos activados es el tratamiento biolégico estandar en los paises
industrializados. En general, tiene costos elevados de inversién y operacion, pero

produce efluentes de mayor calidad que otros procesos simples (Escalas, 2006).




En este proceso, el material organico del agua es aprovechado por los lodos
activados (microorganismos) para crecer y reproducirse, llevando a cabo una
oxidacion del material de desperdicio hasta CO, y H,0. El proceso se lleva a cabo
en una mezcladora en un ambiente aerobio, a la mezcla de agua residual y lodos
activados en el tanque de aireacion se le llama licor mezclado. Para separar el
lodo del efluente, se emplea un tanque en el que se permite que el lodo sedimente
(clarificador). Los lodos son reutilizados en el ciclo y el efluente puede seguir otro

tipo de tratamiento.

En el tratamiento de aguas residuales, es preferible el tratamiento biologico al
fisico o al quimico, debido a la posibilidad de la mineralizacion completa de los

contaminantes presentes en el agua (Metcalf y Eddy, 2003).

A nivel microbiolégico, durante el tratamiento de agua por lodos activados se

llevan a cabo dos procesos especificos (Bitton, 2005):

. Oxidacion del material biodegradable para producir nuevas células.
. Floculacion y separacion de la biomasa recientemente formada del
efluente.

11.4.Clorofenoles

Los compuestos fendlicos y sus derivados son un grupo importante de
contaminantes presentes en las aguas de desecho de diversas industrias. Dentro
de los compuestos fendlicos, destacan la familia de los clorofenoles (CF’s), en los
cuales se sustituye un atomo de hidrégeno por uno de cloro. Su presencia es
amplia en la industria alimentaria, petrolera, carbonera, de resinas, textl y

papelera (Nicell y col., 1993).

Es sabido que los CF’s son altamente téxicos, y que el consumo durante 10 dias
de agua contaminada con 3ppm de 2,4-diclorofenol puede causar el vémito, la
paralisis e incluso la muerte (Aoyama y col., 2005).Entre los dafios que producen
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los CF's a la salud humana se encuentran: constituyen un factor de riesgo
importante para desarrollar linfoma maligno(Hardell y col., 1981);inducen una
depresion inmunoldgica, tienen efectos mutagénicos (Lampi y col. 2000) y ademas
actuan como disruptores endocrinos al interferir en el transporte de hormonas
tiroideas (van den Berg, 1990).

La toxicidad de los clorofenoles se debe a su capacidad para desacoplar la
respiracion celular. Este efecto se debe a su liposolubilidad, lo cual les permite
atravesar la membrana celular; al ser acidos débiles, forman iones de fenolato
cuando el hidrégeno del grupo del hidroxilo se disocia del compuesto original. Un
ion de fenolato puede tomar un proton en el exterior de la membrana celular, pasar
a través de la membrana y depositar el protdn en el citoplasma de la célula. El ién
de fenolato se puede difundir hacia afuera y empezar un nuevo ciclo (Escher y
col., 2001).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés),
compuestos como el 2,4,6-triclorofenol, el 2-clorofenol, el 2,4-diclorofenol y el
pentaclorofenol se encuentran entre los 65 contaminantes del agua de mayor
prioridad(EPA, 2007).

11.4.1. Presencia de clorofenoles en al ambiente

De acuerdo a la Agencia para el Registro de Sustancias Toxicos y Enfermedades
(ATSDR, por sus siglas en inglés), los CF’'s pueden entrar al ambiente cuando se
usan como pesticidas o0 como microcontaminantes de las aguas de desecho de las
industrias (ATSDR, 1999).

Cabe destacar que, aunque algunos clorofenoles son producidos de manera
natural como metabolitos de algunas organismos, su contribucion es insignificante
al medio y practicamente todos los clorofenoles presentes en el ambiente son de
origen antropogénico, principalmente de derrames vy filtraciones provenientes de

las industrias maderera y del papel (WHO, 1989).



11.4.2.4-clorofenol

Desde el punto de vista ambiental, uno de los CF's méas importante es el 4-
clorofenol (4CF), debido a que puede ser formado por la cloracién del agua
residual, durante la cloracién para blanquear la pulpa para la fabricacion de papel
o mediante la ruptura de herbicidas fendlicos como por ejemplo el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (Pritchard y col.,, 1987). EI 4CF es también un
producto de la degradacion anaerobia de los fenoles altamente clorados como el
pentaclorofenol, que son utilizados intensivamente en el tratamiento de madera
(Madsen y Aamand, 1992).

Debido a sus caracteristicas altamente inhibitorias, el 4CF es un compuesto dificil

de degradar por los sistemas convencionales de tratamiento de aguas residuales.

11.5. Granulacién aerobia

Desde hace muchos afios se han realizado diversos trabajos en los cuales se
demuestra la viabilidad del empleo de sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas
para la biodegradacion de compuestos organicos halogenados, incluyendo a los
CF’s (Chaudhry y Chapalamadugu, 1991). Por ejemplo, se ha demostrado que es
posible la remocién del 98% de DQO de un agua industrial simulada con acido
acetico, fenol, 2,4-diclorofenol y 2,4-6 triclorofenol mediante tratamiento
anaerdébico (Flora y col., 1994). No obstante, los sistemas de tratamiento biolégico
convencionales como lodos activados son sensibles a cargas altas y a
fluctuaciones en la carga de fenol debido a la inhibicion por sustrato (Watanabe y
col., 1999).

La inhibicion por sustrato se puede superar mediante estrategias de inmovilizacion
celular, lo que protege a los microorganismos de la toxicidad de dichos

compuestos (Massol-Deya y col., 1997).



Se ha reportado que la granulacién aerobia es una tecnologia de inmovilizacién
celular viable y prometedora para la degradacion de compuestos toxicos altamente
inhibitorios(Nor-Anuar y col., 2006).

Los granulos aerobios son masas compactas y densas de agregados microbianos
que se forman debido a la autoinmovilizacion de diferentes tipos de
microorganismos. Generalmente estan conformados por diferentes tipos de
bacterias, hongos, protozoarios y rotiferos. El tipo de crecimiento y los organismos
predominantes dependen principalmente de las caracteristicas del agua de
alimentacion; por lo que representan un complejo microcosmos en si mismos
(Bitton, 2005).

Las ventajas que ofrece la granulacion aerobia son (Jiang y col., 2004, Su y col.,
2005; Nor-Anuar y col., 2007):

» Estructura microbioldgica regular, resistente y densa.

* Excelente sedimentabilidad.

» Alta retencion de biomasa.

» Eficiencia en la transmisién de masa.

» Alta actividad metabdlica

» Resistencia a altos indices de carga de contaminantes, en comparacion con
el método tradicional de lodos activados.

* Reduccion del espacio de los biorreactores.

Recientemente, se ha reportado la formacidén de granulos empleando compuestos
toxicos como Unica fuente de carbono. Por ejemplo, empleando al fenol (Jiang y

col., 2004) y al 4-clorofenol (Buitron y col., 2003) como sustrato.

11.5.1. Proceso de Granulacion Aerobia

El proceso de granulacion aerobia es complejo y para su estudio, se ha propuesto
dividirlo en cuatro fases (Su y col., 2005):



» Aclimatacién: comprende desde el momento de la inoculacién hasta que los
granulos aparecen, se caracteriza porque es cuando los fléculos presentes
en el lodo comienzan a volverse mas densos, aunque de forma irregular
(Figura 1A).

» Iniciacién: es cuando aparecen los primeros granulos, la velocidad de
sedimentacion y la gravedad especifica no varian significativamente (Figura
1B).

* Formacion: la velocidad de sedimentacion aumenta lentamente, mientras
gue el tamafio y la densidad lo hacen de manera significativa. En esta fase
los granulos pasan de ser agregados densos de forma irregular a granulos
propiamente dichos (Figura 1C).

» Maduracion: los granulos dejan de crecer y la velocidad de sedimentacion y

la gravedad especifica se vuelven constantes (Figura 1D).

. ':' .

. L (NG -
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Bl e ol e A Te.

Figura 1. Lodo en las diferentes etapas de la granulacién (modificado de Su y col.,

2005): aclimatacion (A), iniciacion (B), formacion (C) y maduracion (D).
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Se han realizado diversos trabajos para establecer las condiciones apropiadas que
promueven la una granulacion aerobia. Los parametros que han resultados ser los
mas influyentes son: tiempo de sedimentacién y de llenado (deben ser cortos) y
volumen de recambio (debe de ser alto) (McSwaine y col., 2004;Etterer, 2006; Liy
Li., 2009).

Estos tres parametros pueden ser facilmente manipulados en un reactor
discontinuo secuencial (SBR por sus siglas en inglés); lo cual vuelve a este tipo de

reactores ideales para la formacion de granulos aerobios (Liu y col., 2005).
I1.6. Reactor discontinuo secuencial (SBR)

Los reactores discontinuos secuenciales son una tecnologia que presenta altas
eficiencias en la degradaciéon de aguas residuales industriales que contienen

compuestos inhibitorios (Buitron y col., 2007).

Los SBR’s son sistemas que operan bajo cinco fases bien definidas, las cuales
son: llenado, reaccién, sedimentacion, vaciado y tiempo muerto. Dichas fases se
repiten de manera ciclica. Un ciclo inicia con la fase de llenado, durante esta fase
se alimenta al reactor con el agua residual a degradar, en este momento inicia la
degradacion de sustratos. Posteriormente, en la fase de reaccion el sustrato es
degradado por los microorganismos. Durante la fase de sedimentacion se separa
la biomasa del agua tratada, esto se logra dejando al tanque en reposo, de tal
manera que la biomasa se vaya al fondo del tanque. En la etapa de vaciado, el
agua clarificada es drenada, por lo que en el reactor sélo permanece la biomasa
con un remanente de agua. El tiempo muerto es el tiempo entre el vaciado y el
llenado y tiene como fin el poder realizar diferentes ajustes operacionales entre
ciclos, aunque existe la posibilidad de ser eliminado. Después del tiempo muerto

inicia otro ciclo con la etapa de llenado.

En general, el proceso en un SBR tiene tres caracteristicas importantes (Wilderer
y col., 2001).

» Repeticidn periddica de una secuencia de fases definidas.
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» Laduracion de cada fase es flexible de acuerdo al resultado que se espera.
» El tiempo se puede manipular para realizar varias reacciones biologicas y/o
fisicas.

En la Figura 2, se muestran las fases tipicas de los SBR’s. Aunque, las diferentes
versiones de los SBR’s incluyen influentes continuos y/o periddicos, distintas fases

de reaccion, sedimentacion y/o vaciado (Wilderer y col., 2001).

REACCION
Aireacion Alimentacion
LLENADO SEDIMENTACION
‘ | I | l l Efluente
TIEMPO MUERTO VACIADO

Figura 2. Fases tipicas de un sistema discontinuo secuencial.
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I1.7. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Los granulos poseen una gran diversidad bioldgica por lo que para su estudio es
necesario emplear técnicas que eviten la pérdida de la diversidad de la muestra;
como las técnicas de aislamiento de microbiologia tradicional, donde se ha
observado que se puede perder hasta el 95% de la diversidad de la comunidad
(Etchebere y col., 2001).

Un método para el estudio de este tipo de muestras es mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa en conjunto con una electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante, (PCR-DGGE, por sus siglas en inglés) (Muyzer y col, 1993).

En esta técnica, primero se extrae el ADN gendmico total de la muestra.
Posteriormente se emplean cebadores universales para amplificar, mediante PCR,
una region hipervariable del gen de la subunidad 16S del rDNA (gen rrs, por sus
siglas en inglés); dichas regiones son Unicas para cada microorganismo (Lane
1985). Posteriormente, los diferentes amplicones son separados mediante DGGE,
de tal modo que en el gel es posible observar diferentes bandas y cada banda

representa una especie presente en la muestra (Muyzer y col, 1993).

11.8 indices de biodiversidad

Tradicionalmente, para medir la diversidad biologica de una poblacion se ha
empleado al nimero de especies como unidad de andlisis; es decir, entre mas
especies es mas diversa la poblaciéon. Este tipo de diversidad dentro de una
comunidad se llama a diversidad, e incluye la medicion del namero total de
especies (rigueza), o la abundancia relativa de las especies (cuantificacion de las

especies) o una combinacion de ambas dimensiones (Lozupone y Knight, 2008).

De manera andaloga, la diversidad B indica la diversidad entre dos poblaciones.
Para calcularla se emplea el nimero de especies que tienen en comun las
comunidades. Este tipo de diversidad generalmente se usa para evaluar una

misma comunidad a lo largo del tiempo o dos comunidades bajo diferentes
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condiciones ambientales. En el Cuadro 3 se resumen los principales métodos para
medir la diversidad a y .

Uno de los métodos comunmente usado para la cuantificacion de la diversidad es
el indice de Jaccard, el cual mide la diferencia entre dos comunidades basandose

en el nimero de especies que comparten entre si (Lozupone y Knight, 2008).

Cuadro 3. Medidas de la biodiversidad (modificado de Lozupone y Knight, 2008).

Medicion de la diversidad
dentro de una comunidad
(diversidad a)

Medicion de la diversidad entre
comunidades (diversidad )

Diversidad a cualitativa Diversidad {8 cualitativa.
Presencia/Aus (riqueza).
encia de un
grupo » Basadaen las » Basada en especies:
taxonomico especies: = Coeficiente de Sdrensen.
determinado = Chaol. = Coeficiente de Jaccard.
= Ace.

= Rarefaccion.

Es posible analizar el patréon de bandas presentes en dos muestras(poblaciones)
de un gel de DGGE mediante un sistema binario y el indice de Jaccard. En este
sistema, a la presencia de una banda se le asigna el valor de 1y a la ausencia el
de 0. Posteriormente se crea una matriz para comparar las bandas que se tienen

en comun y el nimero total de bandas y se resuelve la siguiente ecuacion:

_ Nag
Nat Ng-Nap

Donde nag es el numero de bandas comunes entre A y B, na es el nimero de
bandas en A, ng es el nimero de bandas en B. Entre mayor sea el indice, es decir
Mas se acerque a 1, las poblaciones seran mas similares y sera mas probable que

sean la misma (Schloss y Handelsman, 2006).
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lIl. HIPOTESIS
La operacion de un biorreactor discontinuo secuencial permitira la seleccion de

microorganismos con capacidades de degradar el 4-clorofenol y de formar

granulos aerobios.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar la formacion de granulos aerobios en un biorreactor discontinuo

secuencial durante la degradacion de 4-clorofenol.

IV.2 Especificos

Realizar el arranque, aclimatacién y operacion de un reactor discontinuo
secuencial para la formacion de granulos aerobios para el tratamiento de

aguas residuales conteniendo compuestos toxicos (4-clorofenol).

Determinar los cambios en la degradacion de 4-clorofenol, sdlidos
suspendidos volatiles y totales, indice volumétrico de lodos, y velocidad de

sedimentacion debido a la formacién de granulos aerobios.
Determinar si existen cambios en las poblaciones de los microorganismos

durante la aclimataciéon a la degradacion de 4-clorofenol y la posterior

formacion de granulos aerobios.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

Tubos para centrifuga de 2, 15 y
50mL.

Micropipetas de 0.5-10, 10-100 y
100-1000pL.

Microcentrifuga.

Fotodocumentador.
Espectrofotdmetro UV-VIS.
Vasos de precipitado de 100mL.
Matraces aforados de 50mL.

Pipetas de 5mL.

Vortex. Probeta de 1L.
» Plato caliente con agitador e Mufla.
magnético. » Estufa.
» Cémara para electroforesis. * Filtros GF/A, 25mm y 55 mm de
» Cémara DCode™System para diametro.
DGGE. * Matraz Kitasato.
« Termociclador. » Desecador.

* Fuente de poder.

V.2 Métodos

Se evaluaron los siguientes parametros fisicoquimicos de acuerdo a Standard
Methods (APHA, 2005): indice volumétrico de lodos (IVL), Velocidad de
Sedimentacién (VS), Solidos Totales (ST) y Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV).

Se cuantificaran los Fenoles totales de acuerdo al método de la 4-aminoantipirina.

Determinacion de fenoles totales

Se obtenian 15 mL de licor mezclado del reactor y se centrifugaban a 3000 g
durante 2.5 minutos. Posteriormente, se recuperaba el sobrenadante y se filtraba

con un filtro GF/A de 25mm (Whaltman), se tomaba 1mL y se aforaba a 50mL.
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Se agregaban 1.25 mL de solucion D (O.5N de NH,OH, en tampdn de fosfatos, pH
7.9); 0.5 mL de solucién E (20 g/L de 4-aminoantipirina) y 0.5 mL de solucion F (80
g/L de KsFe(CN)g). A la par, se preparaba un blanco con 50 mL de agua destilada
siguiendo el mismo procedimiento. Se agitaba cada matraz y se les dejaba

reaccionar durante 15minutos.

La cuantificacion se llevaba a cabo por espectrofotometria usando una curva
estandar. Si la concentracion detectada era mayor a 5 mg/L, se diluia para que
guedara en el intervalo de 0 a 5 mg/L.

Para realizar la curva estandar, se empleaban estandares de fenol a
concentraciones de 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mg/L. Las muestras se
preparaban siguiendo el procedimiento previamente descrito y se leian a 590 nm
en el espectrofotometro en el modo de calibracion, en orden ascendente. Después
de cada lectura, se introducia la concentracion correspondiente. El instrumento

determinaba la curva y la pendiente.

Preparacion del filtro para solidos suspendidos totales y volatiles

Se emplearon filtros tipo GF/A, de 55mm de didmetro (Whaltman), los cuales eran
lavados con agua destilada y secados con un matraz Kitasato conectado a la linea
de vacio. Posteriormente se llevaban a peso constante. Para esto se colocaban en
la estufa a 103 — 105 durante 1 hora. Después en una mufla a 550C durante 15
minutos. Y por ultimo se regresaban a la estufa por otros 15 minutos. Los filtros se

guardaban en un desecador hasta su uso.

Sadlidos suspendidos totales (SST)

Para obtener los SST, primero se pesaba un filtro previamente preparado, a este
peso se le asignaba como peso B; a continuacién se colocaba el filtro en el
aparato de vacio y se agregaban 10 mL de muestra del licor mezclado.
Posteriormente la muestra se secaba durante 1 hora a 103 — 105<C. Por ultimo se

pasaba el filtro a un desecador durante 15 minutos.
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Para obtener los SST se volvia a pesar el filtro (peso A) y se resolvia la siguiente
formula:
gSST/mL = (A - B) / mL muestra.

Solidos suspendidos volatiles (SSV)

Se emplearon los filtros de los que se habian obtenido los SST. Se colocaban los
filtros con los SST en una mufla a 550C durante 15 minutos. A continuacion, se
pasaban los filtros a una estufa a 103 — 105C durante 15 minutos y luego se
transferian a un desecador por 15 minutos.

Para obtener los SSV se volvian a pesar los filtros (peso C) y se resolvia la
siguiente férmula:
gSSV/mL = (A — C) / mL muestra.

indice volumétrico de lodos (IVL) y velocidad de sedimentacion (VS)

Para medir el IVL se tomaba una muestra de 1 L de licor mezclado del reactor. La
muestra se colocaba en una probeta de 1 L, se agitaba la probeta y al mismo
tiempo se iniciaba un cronémetro.

Posteriormente se anotaba el volumen que ocupaba el precipitado (biomasa) en la
probeta a los 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 10.0, 20.0 y 30.0 minutos. El IVL era igual
al volumen a los 30.0 min. Y se expresaba con relacion a los gramos de SSV

presentes en el reactor como mL/gSSV.
Para obtener la VS se resolvia la siguiente ecuacion:
VS=0.6m/At

Donde m era la pendiente méxima en el experimento de IVL (cm®min), At
representa el area transversal de la probeta (cm?) y 0.6 es el factor de conversién

de tiempo y volumen (minutos a horas y centimetros a metros).
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Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN gendmico total se llevaron a cabo mediante el kit

comercial UltraClean® Soil DNA Extraction Kit (MoBio), siguiendo el siguiente

protocolo para maximizar el rendimiento:

1.

Agregar 0.5 g de muestra al tubo de lisis.

2. Mezclar con vortex brevemente.
3.
4

. Agregar 200 pl de la solucién IRS (agente precipitador de &cidos hamicos y

Agregar 60 pl de la solucion S1 (SDS) y mezclar con vértex brevemente.

otros inhibidores de PCR).
Fijar con cinta adhesiva los tubos de lisis al vortex de manera horizontal.

Mezclar a maxima velocidad por 10 minutos.

6. Centrifugar a 10,000 g por 30 segundos.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 2 mL limpio.

8. Agregar 250 pl de solucion S2 (precipitador de proteinas) y mezclar en el

9.

vortex por 5 segundos. Incubar a 4C durante 5 minu tos.
Centrifugar por 1 minuto a 10,000 g.

10. Transferir todo el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 2 mL evitando la

pastilla.

11. Afadir 1.3 ml de solucién S3 (solucion con alta concentracion de sales) al

sobrenadante y mezclar en vortex por 5 segundos.

12.Cargar 700 pL de la mezcla en un filtro y centrifugar a 10,000 g durante 1

minuto.

13.Desechar el filtrado y repetir el paso 13 hasta que haya pasado toda la

muestra.

14. Afiadir 300 pL de solucion S4 (etanol) y centrifugar durante 30 segundos a

10,000 g.

15. Desechar el filtrado.

16. Centrifugar otra vez a 10,000 g durante 1 minuto.

17.Colocar el filtro en un tubo Eppendorf de 2 mL nuevo.
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18. Agregar 50 pL de solucion S5 (amortiguador de elucion) en el centro de la
membrana del filtro.
19. Centrifugar a 10,000 g por 30 segundos.

20.Desechar el filtro; el ADN se encuentra en el tubo.

Los pasos 15y 16 se realizaban dos veces para aumentar la pureza del ADN.

Electroforesis

Las electroforesis se llevaron a cabo en una cadmara para electroforesis Accesolab
modelo PHUG6 y con una fuente de poder Wealtec modelo Elite 30. Se emplearon
geles de 25 mL de agarosa UltraPure™ (Invitrogen) al 1.0% en solucidon
amortiguadora de TAE 1x (tris base, acido acético y EDTA). Como marcador de
peso molecular se empleé al 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Como buffer de
carga) se utilizd el UltraCLean™ Gel Dye (azul de bromofenol y glicerol 6x
(MoBio).

Se cargaban 3:1 pL de muestra y buffer de carga por cada pozo y se corria la
prueba por 30 minutos a una intensidad de 70mA. Con el fin de asegurar la pureza
del ADN extraido se media el indice de OD20:0D2g0 (Sambrook y Russel, 2001)
en un espectrofotometro Lambda 25 UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer

Instruments).

Los geles se revelaban con SYBR GREEN (Invitrogen) al 1:10000 en agua
destilada, posteriormente se utilizaba el fotodocumentador Gel Logic 200 (Kodak)
empelando el programa de Molecular Imaging (Kodak) para cuantificar el ADN y
para determinar el numero de pares de bases presente en las muestras, de

acuerdo al método del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las regiones V6-V8 del gen rrs de las muestras fueron amplificadas mediante

PCR en un termociclador Gradient Palm-Cycler (modelo CG1-96, Corbett
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Research). Se emplearon los cebadoresF-968(GC) y R-1401(Invitrogen) y a la
TopTagq® Mastermix (Quiagen) como buffer de PCR. Se trabajé con un volumen
total de reaccion de 25 pL, empleando 12.5uL de TopTaq Mastermix, 1uM de cada
cebador, y cantidades variables de muestra de ADN, aguay MgCl, 25 mM
(Cuadro 4).

Se realiz6 una curva de concentracion de Mg*™ con el fin de encontrar las

condiciones Optimas de amplificacion (Anexo A).

Cuadro 4. Reactivos y cantidades que se usaron para la PCR.

Reactivo Cantidad (pL)
TopTaq Mastermix 12.5

MgCl,, 25 mM Variable

ADN (diferentes concentraciones) Variable
Iniciadores 1uM (F698-GC y R1401) 1 de cada uno
dH,O Ajustando a 25 pL

Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Los productos de PCR fueron separados mediante DGGE en un gel de
acrilamida/bis-acrilamida 37.5:1 (BioRad) al 6%. Para crear el gradiente
desnaturalizante se empleé Formamida (Sigma) y Urea (BioRad) en las

concentraciones que se indican en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Concentraciones de los reactivos para preparar
15 mL de gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante
de 35%-65%.

Reactivo 65% 35%
A-Bis (mL) 2.25 2.25
TAE 50X (mL) 0.3 0.3
Formamida (mL) 2.1 3.9
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Urea (mL) 5.25 9.75
dH20 (mL) 5.1 -

Para lograr la polimerizacion se utilizaron 150 pL persulfato de amonio (USB) al
10%y 8 pL de N,N,N’,'N’-Tetrametiletiletilendiamina, TEMED (BioRad) por cada 15
mL de solucién. El experimento se llevd a cabo en una cadmara DCode™ System
(BioRad).

Para analizar el gel se seguia el mismo procedimiento que en la electroforesis.

V.3. Metodologia experimental

La metodologia experimental se dividi6 en dos fases. La primera fase fue el
arranque, la operacion y el control del biorreactor. La segunda fase se enfoco en el
analisis microbioldgico del biorreactor.

V.3.1. Arranque, operacion y control del biorreactor.

Para el estudio se emple6 un reactor SBR como el que se muestra en la Figura 3.
El arranque del biorreactor se llevd a cabo empleando un inéculo con
microorganismos provenientes de una planta de tratamiento biolégico que trata
aguas residuales municipales (2000 mgSSV/L). La aclimatacion de los
microorganismos a la biodegradacion de 4CF se realizo por medio de la estrategia
de tiempos de reaccion variables y eficiencias fijas descrita por Buitron y col.
(2007).

Como sustrato se empled agua sintética incluyendo al 4-clorofenol como Unica
fuente de carbono y energia. Se evaluaron los parametros fisicoquimicos del
reactor por medio de un muestreo periddico. Se busco seleccionar y ajustaron los
parametros de operacion para obtener la granulacion de la biomasa degradadora
de compuestos fendlicos. Entre los parametros evaluados se encuentran los
siguientes: fenoles totales, SST, SSV, indice volumétrico de lodos y velocidad de

sedimentacion. El reactor se operé por tres meses con el fin de realizar la
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aclimatacion de la biomasa a la degradaciéon de 4CF, la granulacién de la biomasa

y evaluar la estabilidad a largo plazo del sistema.

Se obtuvieron muestras durante la operacion del biorreactor para su posterior

analisis de diversidad microbioldgica.
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Figura 3.Reactor discontinuo secuencial empleado en el estudio. 1) Reactor,
2)Bomba de vaciado, 3)Bomba de llenado, 4)Controlador de flujo mésico de

oxigeno, 5)Oximetro, 6)Detector de oxigeno, 7)Aireacion, 8) Computadora.

V.3.2. Andlisis microbioldgico del biorreactor.

Las muestras de biomasa tomadas durante la operaciéon del biorreactor fueron
evaluadas por medio de la técnica PCR-DGGE. Las bandas obtenidas se
emplearon para analizar el indice de diversidad de las muestras empleando el

Indice de Jaccard.
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VI.RESULTADOS

VI.1. Operacion del reactor

El reactor SBR fue operado durante 188 dias (1068 ciclos). La estrategia de

operacién del reactor se realizd6 como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Estrategia de operacion del reactor.

Etapa Duracion Observaciones

Pre aireacion | 15 minutos Con el fin de saturar de oxigeno el tanque y facilitar la
degradaciéon de cualquier traza de 4CF que pudiera

guedar del ciclo anterior.

Llenado 5 minutos Se trabajé con un volumen de intercambio de 4 L es

decir el 57% del volumen total del reactor (7 L).

Reaccion Variable La duracion dependia del tiempo necesario para
degradar al menos el 95% del compuesto téxico. Varié
entre 50h y 2h en los primeros 10 ciclos debido a la
aclimatacion de los microorganismos, posteriormente
se mantuvo alrededor de 2 h.

Sedimentacion | Variable Inicialmente fue de 30 min. y gradualmente se redujo
hasta 1 min., una vez que se obtuvo la granulacion de
la biomasa.

Vaciado 3 minutos

VI.2. Aclimatacién al 4CF

Siguiendo la metodologia de operacion previamente descrita, se obtuvo la
aclimatacion de los microorganismos a la degradacion de 4CF después de 12
ciclos (7 dias). En la Figura4 se muestran las cinéticas de degradacion de 4 CF en

diferentes ciclos durante el proceso de aclimatacion.
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Figura 4. Cinética de degradacion de 200 mg/L de 4CF a lo largo del proceso de

aclimatacion.

Una vez que la biomasa se aclimaté a la degradacion de 4CF,el tiempo de
reaccion se mantuvo estable hasta el final del experimento. La cinética que se
observo en diferentes ciclos posteriores a la aclimatacion era muy similar en todos

casos (Figura b5).
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Figura 5. Cinética de degradacion del 4CF a partir del ciclo 13.
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VI.3. Induccion de la granulacion

Una vez que el consorcio microbiano se aclimato a la degradacion de 4CF, se le
sometio a una presion de seleccién con el fin de que se agregaran y formaran
granulos. Dicha presion se aplicé con un decremento gradual en el tiempo de la

fase de sedimentacion, la cual fue reducida de 30 minutos a 1 minuto.

Con la reduccion del tiempo de sedimentacion el IVL se redujo de110 mL/g a 18
mL/g en los primeros 80 ciclos;por otra parte, los SVS disminuyeron de 7.7 g/L a
1.1 g/L entre los ciclos 1 y 35; posteriormente, aumentaron hasta 5.1 g/L en el
ciclo 80 y se mantuvieron constantes hasta el final del proceso (Figura6).A su vez,

la VS aumento de 2.4 m/h en el in6culo a 8.8 m/h al final del estudio (Figura 7).

- 120
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- 100

¢ 80
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Figura 6. Cambios en el IVL y en los SSV a lo largo del proceso de granulacion.
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Figura 7. Cambios en la VS a lo largo del proceso de granulacion.

V1.4 Operacién del reactor en fase estacionaria

En el ciclo 308 (dia 60) se observaron granulos maduros, por lo que a partir del
ciclo 309 se inicié la operacién del reactor en fase estacionaria, que duré 760
ciclos (128 dias). El promedio de los parametros evaluados durante esta fase se
presentan en el Cuadro 7. Como se puede observar, la eficiencia de remocion fue
mayor al 99%,la biomasa presentd excelentes caracteristicas de sedimentabilidad
y la concentracion de sélidos suspendidos totales en el efluente se mantuvo
alrededor de 24 mg/L. En la Figura 8 se puede observar la biomasa en forma de

granulos.

Cuadro 7. Parametros de la operacion del reactor SBR

en fase estacionaria.

Parametro Valor

Alimentacion 4CP 200 £ 13 mg/L

ACF efivente 0.1 £0.05 mg/L
Eficiencia de degradacion >99.9%

IVL 19.04 + 0.55 mL/gSSV
VS 7.89+£0.96 m/h

SSV 5.17 £ 0.06 mg/L

SST efiuente 24 =10 mg/L
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Figura 8. Granulos aerobios obtenidos después de 308 ciclos de operacion. A)

Vista normal, B) En microscopio (10X).

VI.5 Andlisis microbioldgico del biorreactor.

Se tomaron muestras de 50 mL de los microorganismos del biorreactor en
diferentes etapas del proceso de granulacién. Una del inéculo (muestra A), otras
dos durante el proceso de induccién de la granulacion (muestras B y C) y otras
dos durante la fase estacionaria una al inicio y otra al finalizar (muestras D y E
respectivamente).Las muestras fueron centrifugadas y se desechd el

sobrenadante para después ser congeladas a -80T ha sta su analisis.

V1.6 Extraccion de ADN

La extraccion de DNA gendmico total se realizé con el kit de extraccién UltraClean
Soil DNA Extraction Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente

se verifico la pureza del ADN obtenido mediante el indice OD,go/OD2go(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Analisis del ADN extraido de las muestras A, B,C, Dy E.

Muestra Ciclo OD260/OD2g ng/uL Tamafno (kb)
A 0 1.7 1.201 7375
B 140 1.7 2.141 7500
C 180 1.8 9.079 7500
D 308 1.7 3.257 7250
E 760 1.7 1.401 7375

Para cuantificar el ADN y para determinar su tamafio se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 1% (Figura 9). La imagen fue analizada empleando el
software de Molecular Imaging, los resultados se muestran en el Cuadro 8, el

coeficiente de correlacién para la cuantificacién es de R?=0.7.
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Figura 9. Electroforesis del ADN extraido de las muestras A, B,C, D y E. Gel de

agarosa al 1%, 70mA durante30 minutos.
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VI.7 Amplificacién por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion la de la region hipervariable V6-V8 del gen rrs se realizo
empleando los iniciadores F968-GC y R1401. Se trabajé con un volumen total de
reaccion de 25 pL, empleando 12.5uL de TopTaq Mastermix, 1uM de cada
cebador, 3 pL de CIMg, 25 mM y 50 ng de cada muestra de ADN, para concentrar
las muestras se precipitd con etanol y NaCl,2M y posteriormente se ajusto el

volumen.

El programa del termociclador se resume en la Figura 10. Se inici6 con una
activacion a 94°C durante 5 min. Seguido de 10 ciclos de touchdown en los que se
iniciaba con una desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, para continuar con una
hibridacion a 61°C durante 30 seg. y la extension de 1:30 min a 72°C, la
temperatura de hibridacion disminuia 0.5°C con cada ciclo hasta que alcanzé la
temperatura tedrica T, de 56°C. Posteriormente se repetian 30 ciclos de
amplificacién con una fase de desnaturalizacion a 94°C por 5 min, de hibridacion a
56°C por 30 seg y elongacion a 72°C por 1:30 min. El programa concluia con una
extension final a 72°C durante 7 min.

Desnaturalizacion Touchdown PCR Extensionfinal
94°C 94°C 94°C
5:00 15:00 72°C 72°C
1:30 7:.00

61°C-56°C

0:30.

10 Ciclos 30 Ciclos

Figura 10. Programa empleado para la amplificacién de las regiones V6-V8 del

gen rrs mediante PCR.
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El tamafio del amplicén producido por los cebadores F968 y R1401 es de 434 pb,
pero al agregar la cola de GC su tamafio aumenta a 474 pb. El producto de
amplificacion fue verificado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Figura 11). También se cuantificd la cantidad de ADN obtenido empleando el
software de Molecular Imaging (Kodak). El coeficiente de correlacion para la
cuantificacién es de R?=0.7. Los resultados se muestran el Cuadro 9.
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Figura 11.Productos de PCR de las regiones V6-V8 de las muestras. Gel de
agarosa al 1%, 70mA durante 30 minutos.

Cuadro 9. Resultados de la amplificacion por PCR de
las regiones V6-V8 de las muestras A, B, C,D y E.

Cantidad de DNA | Tamafio del amplicon
Muestra

(ng/uL) (pb)
A 25.4 488
B 24.8 488
C 37.2 453
D 34.6 457
E 36.1 476
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V1.8 Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Los productos de PCR fueron separados mediante DGGE (Figura 12). Se emple6
Acrilamida- Bis Acrilamida 37.5:1 al 6%. El gradiente desnaturalizante empleado
fue de 35% al 65%.Se cargaron 0.5 ug de ADN en cada carril y se emple6 azul de

bromofenol con glicerol como buffer de carga.

A B C D E

Figura 12. Patron de bandas de los productos de PCR de las muestras A, B, C, D
y E en un gel de acrilamida-bis al 6%. Gradiente de 35-65%, 6 h de corrida, 110 V
a70 .

Empleando el patron de bandas del gel de la Figura 12, se realizé la matriz del
Cuadro 10. En la matriz, el “1” significa presencia de una banda y el 0" es la
ausencia de esa banda en determinado carril. Se considera la misma banda

cuando esta aparece a la misma altura en otro carril, pero si la altura no es igual
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se considera otra banda. Se analizaron todas las bandas que aparecieron en el
gel, y se les asigno un numero a cada banda, la primera banda que aparece en la
muestra A se le asigno el nimero “1” y asi sucesivamente hasta llegar a la ultima

banda que es la “9”.

Cuadro 10. Matriz de presencia y ausencia de bandas en cada muestra.
A B C E

©| o N| o ;] M| wW| N
e
| O O] O k| O| k| | O
| O O] O k| O| k| | O
| O O o | Ol O] | ©O| T
| O] O O r| O] O| | O

Posteriormente se buscaron las bandas que tenian en comun las diferentes

muestras. Los resultados se muestran en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Bandas compartidas entre las diferentes muestras del reactor.

B C D E
A 4 4 3 3
B 4 3 3
C 3 3
D 3

Para calcular la similitud entre las poblaciones se empleé el indice de Jaccard. Los

resultados se muestran en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. indice de Jaccard entre las diferentes muestras.

B C D E
A 0.44 0.44 0.33 0.33
B --- 1 0.75 0.75
C --- --- 0.75 0.75
D --- --- --- 1
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VIIl. DISCUSION

Se ha demostrado que la aclimatacion al 4CF produce una reduccion en el tiempo
de degradacion, ya que existe un aumento de afinidad del consorcio para
biodegradar el sustrato téxico (Moreno-Andrade y Buitrén, 2004). Como se puede
observar en la Figura 4, el proceso de aclimatacion que se llevé a cabo en este
trabajo redujo significativamente el tiempos de degradacién del compuesto

inhibitorio de 47 horas a aproximadamente 2 h.

En la Figura 6 se observa una disminucion significativa de SSV en el reactor
desde el inicio del proceso hasta el ciclo 35. Esto se debe a que durante el
proceso de la formacidén de los granulos, se redujo el tiempo de sedimentacion
gradualmente, lo cual produce que las particulas que no han sedimentado sean
eliminadas con el proceso de vaciado (Beun y col., 2002). No obstante, a partir de
la formacion de los primeros granulos inmaduros, los SSV aumentaron
continuamente hasta que se observaron los granulos maduros. Después, los SSV
permanecieron estables a lo largo de la operacion a largo plazo. Cabe destacar
gue no obstante que se perdi6 una gran cantidad de biomasa, después de los
primeros 3 ciclos de reduccion del tiempo de sedimentacion los SST en el efluente

fueron menores a 35mg/L en todos los casos.

Un parametro util para cuantificar la sedimentabilidad y compactacion de la
biomasa en un reactor es el IVL. Un IVL menor de 80 mL/gSSV supone que la
biomasa tiene una excelente sedimentabilidad mientras que un IVL mayor de 150
mL/gSSV se considera como lodos abultados y poco sedimentables (Ng y
Hermanowicz, 2005). En este trabajo el IVL se redujo de 110 mL/gSSV en el
in6culo a 18 mL/gSSV con la formacion de los granulos; lo cual implica excelentes

condiciones de sedimentabilidad.

El principal problema que impide el desarrollo de la tecnologia de granulos
aerobios es la pérdida de estabilidad de los granulos durante largos periodos de
operacién en reactores SBR (Lee y col., 2010). En este estudio el reactor SBR fue

operado durante 188 dias (1068 ciclos), de los cuales 128 dias (760 ciclos) fueron
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en estado de fase estacionaria con parametros de operacion Optimos y
sobresalientes, lo cual indica una buena estabilidad de los granulos a lo largo de

un proceso de operacion a largo plazo.

El éxito de un analisis de biologia depende en gran medida de que el ADN
obtenido sea suficiente y de tenga la calidad adecuada (Kakirde y col, 2010). En
este trabajo se empled un kit comercial y se siguié el protocolo del fabricante de
manera puntual, con el motivo de asegurar la repetitividad de los experimentos, lo
cual significd un proceso lisis agresivo que incluia una incubacion a 70C con el
fin de romper las paredes de las células mas dificil de lisar. Esto pudo haber
degrado parte del ADN de células que se lisan mas facilmente; lo cual explicaria la
baja cantidad de ADN extraido (Figura 9), pero incrementaria la diversidad de

organismos representados en cada muestra.

En estudios previos, se ha determinado que los consorcios microbianos granulares
degradadores de fenoles se componen principalmente de B y y Proteobacterias y
bacterias Gram Positivas con alto contenido GC (Watanabe y col., 1998; Jiang y
col., 2004; Cortés-Lorenzo y col., 2005).Por lo cual se emplearon los cebadores
F968 y R1401 para la amplificacion de las regiones hipervariables V6-V8 del gen
16S rRNA, dichos iniciadores son, teéricamente, especificos para las eubacterias
(Huws y col., 2007) por lo que resultan adecuados para el estudio y aseguran un

resultado representativo de la biodiversidad de la muestra.

En la Figura 12 se puede observar el patron de bandas del DGGE para las
muestras analizadas. De acuerdo a otros estudios, el numero de bandas
disminuye considerablemente al emplearse como sustrato a un compuesto
altamente inhibitorio, lo cual implica un pérdida en la diversidad de la poblacion
(Tay y col., 2002; Cheny col., 2009; Ho y col., 2010).

El indice de Jaccard se emplea para comparar poblaciones en relacion a
diferencias ambientales, espaciales o temporales (Nam y col., 2011; Shrestha y
col., 2011; Swenson, 2011). En este estudio, el indice Jaccard (Cuadro 12) nos

indica que la biodiversidad de la muestra disminuyé gradualmente a lo largo del
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tiempo, desde el inicio del proceso hasta la obtencion de granulos maduros
degradadores de 4CF. El primer cambio, que fue el méas drastico, sucedioé durante
la aclimatacion de la biomasa al 4CF, el indice de Jaccard nos muestra que el
indculo solo comparte el 0.44 de biodiversidad con la poblacion aclimatada a la
degradacion de 4CF. A su vez, el proceso de granulacion significO un cambio
ligero, ya que se comparte el 0.75 de biodiversidad entre las muestras C y D. No
obstante, si se compara la poblacién final con la del indculo, se observa una
pérdida total del 66.6% de la biodiversidad original. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Li y col. (2008), en los cuales se evidencio que so6lo pocas
especies son importantes en la formacion de granulos aerobios y en el

mantenimiento de su estructura.

Cabe destacar que entre las muestras D y E que corresponden al inicio y fin de la
operacion en fase estable no hubo cambios por lo cual se puede decir que la

estabilidad no fue solo operacional, sino también microbioldgica.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se pueden obtener granulos aerobios, capaces de degradar 4CF como Unica
fuente de carbono y energia, en un reactor SBR a partir del inéculo de una planta
de tratamiento de aguas municipales. La aclimatacién al 4CF se llevd a cabo
mediante el proceso de tiempos de reaccion variables y eficiencias fijas. Y la
seleccion de biomasa granulada se obtuvo mediante una reduccion gradual en el

tiempo de sedimentacion.

El consorcio microbiano resulto ser altamente eficaz para degradar 200 mg/L de
4CF y alcanzé una remocion de mas del 99% del compuesto toxico en menos de 2

horas.

La formacion de granulos aumenté de manera significativa la velocidad de
sedimentacion a la vez que disminuy6 el IVL. Lo cual indica excelentes cualidades

de sedimentacion.

Los parametros de operacidon permanecieron estables durante el periodo de
operacion a largo plazo (por mas de 700 ciclos).Los resultados de biologia
molecular demuestran que en esta fase las poblaciones microbianas también

permanecieron estables.

Se encontraron diferencias entre la poblacion microbiana en el in6culo y la
presente en los granulos aerobios degradadores de 4CF. Los procesos de
seleccion para la degradacion de 4CF y la posterior granulacion significaron una
fuerte presion que incidi6 en el indice de biodiversidad de Jaccard. La
biodiversidad compartida entre el inéculo y los granulos maduros degradadores de
4CF es solo de 0.33, segun el indice de Jaccard.
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X. ANEXOS

X.1. Curva de concentracién de Mg ** parala PCR

Con el fin de optimizar los resultados de la amplificacion se realizdé una curva con
diferentes concentraciones de CIMg, y de ADN. Como buffer de reaccion se
emple6 al TopTaq Mastermix (Qiagen), el cual contiene una concentracion de
Mg de 1.5 mM. Para aumentar la concentracién se empleé CIMg, 50mM
(Invitrogen). Las concentraciones finales de ADN y Mg*" se muestran en el Cuadro
13. Los resultados se muestran en la Figura 13.

Cuadro 13. Concentraciones finales de

ADN y Mg*" empleadas en la curva de

optimizacion de la PC.

Carril ng ADN Mg™ mM
2 50 15

3 50 1.7

4 50 2.0

5 100 15

6 100 1.7

7 100 2.0

8 200 0

1 2 3 4 5 6 7 8

—— C— - . = - -‘
Figura 13. Electroforesis de los productos de PCR amplificados con diferentes

concentraciones de Mg*"y ADN, de acuerdo al Cuadro 13. Gel de agarosa al 1%,
70mA durante 30 min.
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Es sabido que los iones de Mg™ juegan un papel importante en la PCR al
aumentar la estabilidad de los hibridos cebador-molde reduciendo las fuerzas
electrostaticas de repulsion entre ellos, pero un exceso de iones promueve
dimeros entre los cebadores y disminuye la especificidad de los mismos (Moreau
y col, 2009). Por lo que se deben encontrar las condiciones adecuadas para la
PCR.

En este estudio se encontré que la concentracion 6ptima era de 1.7 mM de Mg™™ y
50 ng de ADN como molde como se muestra en la Fig. 13. Estas concentraciones
corresponden al carril 3. Se eligié esta concentracion ya que, a pesar de que en
los carriles en los que se emplearon 100ng de molde dieron mayor rendimiento,
también fueron en los que se hubo una menor especificidad en la replicacion, esto

se comprueba con el barrido antes de la banda.
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Abstract Sequencing Batch Reactors (SBR) it is a technolagplied recently to
degrade industrial effluents with high efficiencjhe aerobic granulation has been
reported in SBR and can be used in order to ineréas settleability of mixed liquor.
The objective of this research was to start-up arokdc granular discontinuous
biorreactor in order to obtain granules formatiamig the 4-chlorophenol degradation.
4CP was degraded with efficiencies higher than 9%%was observed the aerobic
granules formation. The settling velocity was 6.8 nthe sludge volumetric index was
25 mL/gSSV. As the biomass settle in an excelleninf the total suspended solids
concentration in the effluent was 24 mg/L.

Keywords. acclimationaerobic granulation, degradation, sequencing ba@ttor.

INTRODUCTION

Discontinuous bioreactors are a technology withhhadficiencies during the industrial
wastewater containing inhibitory compounds (Buitréh al., 2007). This kind of
biorreactors is called Sequencing batch reactoR{SBBR processes are characterized for
the cyclically operation, i.e., under five well-defd phases: fill, react, settle, draw, and
idle. Most of the advantages of SBR processes nmwathiibuted to their single-tank
designs and the flexibility allowing them to meeamy different treatment objectives,
which derives from the possibility of adjusting theration of the different phases.

Aerobic granules are compact and dense microbigreggtes formed via the self-
immobilization of different microorganisms. In theast years, hie aerobic sludge
granulation has been reported during the treatroémteating the wastewater containing
organics, nitrogen, and phosphorus in bioreactdes Kreuket al., 2007; Wang et al.,
2006). The main advantages of aerobic granulargsiwde the regular, dense and strong
microbial structure, good settleability, high bissaetention and ability to withstand a
high organic loading rate compared with conventi@utivated sludge process (Tatyal.,
2001).
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Most of the aerobic granules have been cultivatechon-inhibitory substrates such as
glucose, acetate, and alcohol, and the abilityepblaic granules for high-rate degradation
of toxic pollutants has been poorly understood (Zhwal., 2008), except some recent
reports were aerobic granules were reported duhegdegradation of phenol, tert-butyl
alcohol and p-nitro-phenol (Tayet al., 2004, 2005; Ykt al., 2006; Moreno-Andrade and

Buitrén, 2009).

In order to form aerobic compact granules is nengdhe fast conversion of biodegradable
substrate in intracellular storage substances mddain SBR applying short fill time (de
Kreuk and van Loosdrecht, 2004). Other factors ith@dtice the aerobic granulation are the
dissolved oxygen concentration, the reactor comditjon and the settling time.

The objective of this research was to start-upeaolac granular discontinuous biorreactor
in order to obtain granules formation during theherophenol degradation. The long-term
operation of the biorreactor was also tested.

MATERIALSAND METHODS

An aerobic automated SBR system with a capacif§lodnd an exchange volume of 57%
was used (Figure 1). The airflow rate was 2 L/mid ¢he temperature was maintained at
20 °C inside the reactor. The reactor was inocdlatgh flocculent microorganisms
coming from a municipal activated sludge treatn@ant (2000 mgVSS/L). A synthetic
wastewater containing 200 mg of 4-chlorophenol/lswsaed as a sole source of carbon and
energy. Nutrients such as nitrogen, phosphorusphgo-elements were added.

The bioreactor was long-term operated under tregegly present in table 1. During the
acclimation (first 12 cycles, 7 days), the reactgeh was variable depending on the
necessary time to reach 99% of removal efficierfc§-chlorophenol, 4CP (i.e., cycle 1=50
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h, cycle 2=30 h, cycle 3=22 h, cycle 4-5=15 hcley7-12=6 h). Degradation time was
followed using the dissolved oxygen (DO) conceidrapresent in the reactor (Buitr@h
al., 2003).

Table 1. SBR operation strategy (from cycle 12yde970).

SBR phase Time
Preaeration 15 min
Fill 5 min
React 4 h
Settling 1 min
Draw 4 min

Substrate concentration was measured taking samapteprocessing them offline using the
colorimetric technique of 4-aminoantipyrine (APH2Q05). Settling velocity (SV), sludge
volumetric index (SVI), Total and volatile suspeddmlids (TSS and VSS) analyses were
determined according to the Standard Methods (APROR5). Dissolved organic carbon
(DOC) was determined with a Shimadzu TOC-5050 anentcal Oxygen Demand (COD)
according to Standard Methods (APHA, 2005). Exodatl Polymeric Substances (EPS)
analysis was done according to (Ng and Hermanow2€f5). : sludge sample was
extracted from the reactor, centrifuged at 2000goatm temperature for 15 min and the
supernatant decanted. The centrifuged biomass emspended back to 200 mL with a
fresh phosphate buffer. The resuspended sludge lsamgs transferred to a closed
container, 90 g/g VSS of a cation exchange resDWEX 50 X 8 (Fluka Cat No 44445)
was added and the mixture was stirred at 600 rpn2 foours in an ice water bath. The
mixture was then centrifuged at 10,000 rpm for 3 to remove the resin and the
microorganisms. The supernatant was then analymezhfbohydrates and proteins. Protein
guantification was done according to Lowry techeiguowry, 1951).

The biomass was acclimated using a variable cytigtegyy, i.e., the reaction phase
duration was variable and stopped when the remaf\&CP was equal or greater than 99%.
After the acclimation, the settle time was redugeadually from 30 min to 1 min. The
granules formation was followed taking samples ar@hual observation in a microscope
Eclipse (Nikon Instruments). The granular biorreacbperated in a steady state from
during 128 days.

RESULTSAND DISCUSSION
The bioreactor operated during 1068 cycles (18&8)dahe acclimation was reach in 12
cycles and granules formation was observed afterdegradation cycles (32 days).

Start-up experiments

The degradation kinetics for the acclimation precess followed. The acclimation was
obtained in 10 degradation cycles. During the atafion, 4CP was degraded with
efficiencies higher than 99% as 4CP and 95% as B@OCOD. During the acclimation of

the activated sludge, the relationship betweerdva$i4CP concentration and incubation
time gradually changed, and then stabilized. lnrigl it is possible to observe that the
degradation time was reduced from 48 h to 2 hr aftght degradation cycles.
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When the acclimation of microorganisms were obtinidne settling phase time was
reduced gradually from 30 min to 1 min, increasittte selection pressure of
microorganisms aggregated in granules, this inereéhs settling velocity from 0.4 m/h
(inoculum source) to 2.8 m/h after acclimation.

—s—cyclel —o—cycle2

—a—cycle3 —a—cycle 4

—e—cycle7 —o—cycle 8

4CP, mg/L

0 10 20 30 40 50
Time, h

Figure 1. Degradation kinetics during the acclimation predes200 mg/L of 4CP

Granulesformation and long-ter m operation

After the operation of the SBR degrading 4CP itable form, it was observed the aerobic
granules formation (Figure 2), this granules weetl wonformed after the cycle 308 (day
60). The granules in the reactor improved the esbility. In order to promote the biomass
granulation, the settling phase was deducted frorto3l min. It was observed a lost in ths
VSS during this changes, however, after three diedgi@n cycles, the effluent VSS were
stables in quantities lower than 35 mg/L in allesasSludge settleability and compaction
are usually quantified using sludge volume indeXI}Sneasurement. In general, sludge
having a SVI smaller than 80 mL/g is considered hasing excellent settling and

compaction characteristics, while a SVI greatemti®0 mL/g is considered as poor
settling and bulking sludge (Ng, 2005). In our stutthe SVI was reduced from 110 mL/g
(inoculum) to 25 mL/g due to the granules formatios, excellent settling characteristic in
sludge was observed.
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Figure 2. Photography of the aerobic granules A) Normal , B) in a microscope (10x)
during the 4CP degradation

When the biomass was associated in granules, #otorewas operated in a steady-state
form for 760 cycles (128 days). Table 2 showed eslior the parameters evaluated during
steady state operation; it is presented the SVI, §S and VSS, and the removal
efficiency of the process. It is possible to obsdhat during this period, 4CP was degraded
with efficiencies higher than 99.9%. The settlinglocity was 6.8 m/h; the sludge
volumetric index was 25 mL/gSSV. As the biomasslesén an excellent form, the total
suspended solids concentration in the effluent 2dasg/L.

Table 2. Parameters during the long-term operation of3B&

Parameters Values
4CP influent 133 £ 61 mg/L
4CP effluent 0.1 £ 0.05 mg/L
Degradation efficiency >99.9%
svi 24.5+7 mlL/g
SV 6.3+1.2m/h
VSS 5.1+1.4 mg/L
TSS effiuent 24+10 mg/L

It has been reported that during the biologicatireent of 4CP, inhibition, loss of viability,
and cells lyses occur (Moreno-Andradeal., 2006); for this reason carbohydrates and
proteins may remain suspended in the reactor. Masis of EPS showed that the protein
and total carbohydrates concentration in mixeddriquas 19.5+3 pg/mL and 348 pg/mL
respectively. In previously research it has begonted a protein content of 30.2 £ 7.9
pg/mL in mixed liquor in a non granular SBR tregtdCP at the same condition (Moreno-
Andrade and Buitron, 2009a). In this sense, theébldoquantity of proteins was obtained
when compared with granular sludge.
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The analysis of the microbial community presenthia granular sludge was performed. In
this case, denaturing gradient gel electrophor@@GGE) was applied for determine
differences in the microbial composition of the mgres degrading 4-chlorophenol. The
results showed a moderate diversity in the commgumbtaining changes in dynamic
population due to the acclimation to 4CP. This ltssagree with Jiangt al., (2004), they
made culture isolation and DGGE assays in a conmmdarming aerobic granules in
presence of phenol, confirming the dominancef-éfroteobacteria and high-GC gram-
positive bacteria in the phenol-degrading aerobangles.

CONCLUSIONS

Aerobic granules were observed in a SBR degradisgldrophenol as a sole source of
carbon and energy. It was observed an improvenfethiecsettleability of the biomass due
to the granulation of the biomass. The biomass a@dimated to degrade 200 mg/L of
4CP. A stable long-term operation was observedatipgr with a settle phase of 1 min. The
settling velocity was 2.8 m/h, the sludge voluneeiindex was 70 mL/gSSV
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Introducciéon. Las aguas residuales industriales presentan
compuestos que ocasionan dafios severos al ambiente y al
hombre; por ejemplo, los clorofenoles que son desechos
comunes de la industria maderera y del carbon. El tratamiento
tradicional de aguas residuales es poco eficiente para degradar
compuestos fendlicos (1). Se ha demostrado que los reactores
discontinuos secuenciales son capaces de biodegradar
clorofenoles (2). Recientemente se han empleado
microorganismos asociados en forma de granulos aerobios,
los cuales son agregados de biomasa que se encuentran
autoinmovilizados, presentan resistencia a los compuestos
inhibitorios y una alta actividad metabdlica ademas de que
poseen excelentes capacidades de sedimentacion. El objetivo
de este trabajo fue el de evaluar la formacion de granulos
aerobios en un biorreactor discontinuo secuencial durante la
degradacion de 4-clorofenol (4CF).

Metodologia . El arranque del biorreactor se llevo a cabo con
un indculo proveniente de una planta de tratamiento de aguas
residuales municipales. La  aclimatacion de los
microorganismos se realiz6 mediante la estrategia de tiempos
de reaccion variables y eficiencias fijas (3). Como sustrato se
emple6 agua sintética con 100 mg4CF/L como Unica fuente de
carbono y energia. Se evaluaron los fenoles totales, soélidos
suspendidos totales (SST), solidos suspendidos volatiles
(SSV), indice volumétrico de lodos (IVL) y velocidad de
sedimentacion mediante muestreos periédicos de acuerdo a
Standard Methods (4). Se ajustaron los parametros de
operacion con el fin de obtener la granulacion de la biomasa
degradadora de compuestos fendlicos. Se analizaron muestras
del biorreactor mediante técnica PCR-DGGE para evaluar los
cambios microbiolégicos durante la granulacion.

Resultados . El tiempo de degradacién de 200 mg/L de 4CF
disminuyo de 50h a 2.8h a lo largo de la aclimatacion (Fig. 1). A
su vez, el proceso de induccion de la granulacion promovié una
disminucion del IVL de 110 mL/gSSV en el in6culo a 12
mL/gSSV (Fig 2). La velocidad de sedimentacién aumentd de
6.3 m/h a 8.8 m/h.
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g. 1. Cinética de la degradacién de 200 mg/L de 4CF durante
el proceso de aclimatacion.
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Fig. 2. Variacion en los SSV y en el IVL durante la granulacion.
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Conclusiones . Se obtuvieron granulos aerobios en un reactor
discontinuo secuencial degradador de 4CF como Unica fuente
de carb6on vy energia. Los granulos aumentaron la
sedimentabilidad de la biomasa al aumentar la velocidad de
sedimentacion y disminuir el indice volumétrico de lodos.
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