DEPARTAMENTO DE INGENIERIA CIVIL. INSTITUTO DEL AGUA.

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
DESNITRIFICACION DE AGUAS SUBTERRANEAS
CONTAMINADAS MEDIANTE FILTROS SUMERGIDOS

Almudena de la Rua Ruiz
Tesis Doctoral
Granada, 2007



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Almudena de la Rtua Ruiz

D.L.: Gr. 1547 - 2007

ISBN: 978-84-338-4396-8






UNIVERSIDAD DE GRANADA

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA CIVIL. INSTITUTO DEL AGUA.

“INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA DESNITRIFICACION
DE AGUAS SUBTERRANEAS CONTAMINADAS MEDIANTE FILTROS
SUMERGIDOS”

MEMORIA PARA LA OBTENCION DEL TITULO DE DOCTOR EUROPEO

Fdo. Diia. Almudena de la RlUa Ruiz

Directores:
Fdo: D. Miguel Angel Gomez Nieto Fdo. D. Jesus Gonzalez Lépez
Profesor Titular Catedratico de Microbiologia
Departamento de Ingenieria Civil Facultad de Farmacia

Universidad de Granada Universidad de Granada






Este trabgo ha sido financiado por fondos de la Union Europea y €
Ministerio de Educacion y Ciencia (FIT-050000-2001-30, FIT-050000-
2002-32, FIT-310200-2004-3), con la colaboracion de la Empresa
Municipa de Abastecimiento y Saneamiento de Granada (EMASAGRA).






INDICE






INDICE

INDICE
1 INTRODUCCION........coiieiceeeeeieteseessessestssessesssss s ssssses s sesssssssesanens 1
1.1 Problemé@tica actual de la contaminaciéon de las aguas
SULLEITANEAS POI NITFELO. ......cueeeeeeieeeeiesie e 1
1.2 Tecnologia actua para la eiminacion del nitrégeno del
= 0 U7 TR 4
1.3 BiOPEICUIBS......ceeeerieeeeee e 9
1.3.1 Concepto debiopelicula..........cccevvrveviieieccriieese e, 9
1.3.2 Fasesdeformacion delas biopdliculas..........coeeeeveeneenne. 10
1.3.3 Estructurade las biopeliculas..........ccccooeneininiinencnceen, 13
1.3.4 Componentes de labiopelicula...........ccoovevvevvecnneeriennn, 14
L1341 AQUA...coiiiii it 14
1.3.4.2 Biomasacelular..........cccooeriiiiieniniriseeeeeee 14
1.3.4.3 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS) ....... 14
1.3.4.4 Productos de hidrdlisisy de lisiscdlular.............. 15
1.3.5 Importanciadel Material Polimérico Extracelular.............. 15
1.4 Descripcién de los sistemas de filtros sumergidos.........ccoceveennee. 16
141 Filtros SUMErgidoS.....cccoeieerieeeeriece e e 19
1.4.1.1 Disefio del filtro sumergido........ccccoeevveeiieenieenne. 21
1.4.1.2 Aplicaciones de los filtros sumergidos................. 23
1.5 Ciclodel NItrOgEN0.......ccceeiveiiriierie et 25
1.5.1 Fijacién de Nitrogeno Molecular..........cccevvevveceeieesieennene. 25
1.5.2 Asmilacion de nitrGgeNO..........coeveevueeeeciece e 26
153 AMONIfICACION.....cccviieeiriesieeee e 27
154 NItrifiCACION.....ccveoeiiiiieereseee e 27

155 Procesos desasimilatorios.. ... cccooeeeeeeeeeeeeeee e e 28



INDICE

1.5.6 Oxidacion anaerébicade amonio..........ccoceveeercrcnencninnns 29
1.6 DESNIITICACION. ...c.ciuieciiieieeesteeee e 29
1.6.1 Reduccion desasmilatoriade NOs” aNOy .....ccevereeennees 30
1.6.2 Reduccién desasimilatoriade NO2  aNO........ccccovvveeeenee 33
1.6.3 Reduccion desasimilatoriade NO aN2O........cccocvvviveennnne 34
1.6.4 Reduccion desasmilatoriade N2O aNo.....coovveevvnieieiennee, 35
1.7 Factores que afectan ala desnitrificacion bioldgica...........ccceeeee. 36
1.7.1 Presencia de un microorganismo desnitrificante................. 36
1.7.2 Presenciade un donador de electrones............c.cccevereeennnne 37
1.7.3 Ausenciade OXigeN0.......cccecveeeecieerieee e 39
1.7.4 Presenciade aceptores de electrones...........ccocevvvenerienenne. 40
1.7.5 Existenciade un pH OptimO.........ccceevuereeieeieeseeieseeseenens 41
1.7.6 Existenciade unatemperaturadptima.............cccceeeevvereennene 42
1.8 Microorganismos desnitrificantes psicrotrofos.........coeevereeeneenees 49
OBJIETIVOS.....co ettt 53
MATERIALESY METODOS.......ccoiieeeeereeereesesieseeestsssesssssessssansans 55
3.1 Cronologiadel eStudio..........ccoereririririeienereeese e 55
3.2 Seleccidn de los microorganismos desnitrificantes............oocveeeee. 56
3.2.1 Recuperacion de microorganismos conservados mediante
[HOfIHZACTON.....ceeee e 57
3.22 Comprobacion de la generacion de gas en medio
desnitrificante SemiSOlido..........cceovrireieninireee e 58
3.2.3 Estudio del crecimiento del microorganismo a diferentes
TEMPEIAEUNAS. ... 60
3.2.4 Cuantificacion de la actividad desnitrificante..................... 60
3.2.5 Identificacion taxondmica de las cepas bacterianas............ 63

3.25.1 Extraccion de ADN delas células bacterianas..... 63



INDICE

3.3

34

35
3.6

3.7

3.8

3.25.2 Amplificacion de fragmentos del gen codificante

del ADNr 16s mediante PCR..........cccocoeveennne. 64

3.25.3 Separacion del ADN de las muestras mediante
EleCtrOfOreSIS.....c.veveececeee e 66
3.25.4 Extraccion del ADN del gel de agarosa............... 67

3.26 Conservacion de los inoculantes seleccionados e
1ENtIfICA00S ... 68
Descripcion del filtro sumergido a escala de laboratorio................ 69
3.3.1 Disefio de filtro sumergido y ubicacion del mismo............ 69
3.3.2 Caracteristicasdel agua atratar............ccceeveeeeieesecereeeenen, 72
3.3.3 Lavado del SIStemMaL......cccoceriierieeeeeeese e 73
Inoculacion del sistema paralaformacion de labiopdlicula........... 73

34.1 Formacién de la biopeicula a partir de la microbiota
natural del agua SUDLEITaNEAL...........cceevereeerereee e 74

3.4.2 Inoculacion con fango activo procedente del reactor
biolégico de la Estacion Depuradora “Los Vados’

(Granada)........ccouereereeieeie e 74
3.4.3 Inoculaciébn  con  microorganismos  previamente

SElECCIONATOS.......cveeeeeeeeee e 75
Estudios de microscopia el ectrénica de barrido de superficie........ 77
Caracterizacion de influentes y efluentes..........ccocooveveieieenenne, 79
3.6.1 Determinaciondel pH........cccoccevveie e 79
3.6.2 Determinacion de nitrato y Nitrito.........ccceeeeveececeecieennene 80
3.6.3 Determinacion delaturbidez............ccoceoviniiniininncnnns 82
3.6.4 Determinacidn de microorganismos aerobios totales.......... 84
Cuantificacion y caracterizacion de labiomasa............ccccceeeveneee. 84

Estudio de las comunidades bacterianas presentes en las
DIOPEIICUIES.......oeeeeee s 85

3.8.1 Extraccion del ADN bacteriano de las biopeliculas............ 86



INDICE

4

3.8.2 Amplificacion de fragmentos del gen codificante del
ARNI LBS.......oiiiiiiieiieeesiees e 89

3.8.3 Concentracién del producto de laPCR anidada................. 91

3.8.4 Separacion de las muestras mediante electroforesis en gel
con gradiente de temperatura (TGGE)..........ccceeevverieenne. 92

3.8.5 Reamplificacién de las bandas separadas mediante TGGE 93

3.8.6 Purificacion y secuerciacion de los fragmentos de ADN

reamPlifiCadOoS........cceveirere e 9

3.8.7 Andisisinformético de |as secuencias...........ccooeveeveriereennes 9

3.9 ANAiSS eStAISHICO....c.ceuereieeeeierieecer e 95
RESULTADOS......coeeee ettt s s 97
4.1 Resultados de la seleccién de cepas desnitrificantes....................... 97

4.2

4.3

4.1.1 Comprobacion de la generacion de gas en medio
deSNItrifiCANTE.......cceeeeeceeee e 97

4.1.2 Crecimiento de los microorganismos a diferentes

TEBMPEIALUIAS......ci i e 98
4.1.3 Actividad desnitrifiCante...........cooererereeieenenese e 99
4.1.4 Identificacion de las cepas seleccionadas...........ccoceveeernnens 102
4.1.5 Seleccion definitiva de las cepas desnitrificantes................ 103
Descripcion de las cepas seleccionadas...........coeecveecieceecieccieceenee, 105
4.2.1 Descripcion de Pseudomonas fluorescens...........ccoeveenee 105
4.2.2 Descripcion de Pseudomonas mandelii........cccoceveeceneenen. 105
4.2.3 Descripcion de Pseudomonas brassicacearum................... 106

Colonizacion del soporte del filtro sumergido para la formacion
de la biopelicula desnitrificante...........ccccevvrieneeie i 107

4.3.1 Colonizacion del soporte por parte de la microbiota
autéctonadel aguasubterranea............oceeeveeveieeceecieceenen, 107

4.3.2 Colonizacién de soporte por los microorganismos
presentes en el fango activo procedente del reactor
biol6gico de una estacion depuradora de aguas residuales



INDICE

4.4

433

434

4.35

44.1

4.4.2

4.4.3

Colonizacion del soporte mediante la inoculacion
selectiva con Pseudomonas fluorescens cepa A24.............

Colonizacion del soporte mediante la inoculacion
selectiva con Pseudomonas mandelii cepa A103................

Colonizacion del soporte mediante la inoculacion
selectiva con Pseudomonas brassicacearum cepa A343....

Resultados de la evolucion de los valores de Nt en
EF UGN, ... nennn

44.1.1 Evolucién de la capacidad de eliminacion de N
del filtro sumergido sin inoculacion previa..........

4.4.1.2 Evolucién de la capacidad de eliminaciéon de N
del filtro sumergido inoculado con fango activo..

4.4.1.3 Evolucion de la capacidad de eliminacion de N;
del  filtro sumergido inoculado  con
Pseudomonas fluorescens cepa A24....................

4.4.1.4 Evolucion de la capacidad de eliminacién de N¢
del  filtro sumergido inoculado  con
Pseudomonas mandelii cepa A103......................

4.4.1.5 Evolucién de la capacidad de eliminacion de N
del  filtro  sumergido inoculado  con
Pseudomonas brassicacearum cepa A343...........

Resultados de rendimiento en eliminacion de N; en
CONdiCIONES ESLACIONANTES.......cce oo e e e aeeeeeees

Evolucion tempora de la concentracion de nitrito en el
EFTUBNEE ...

4.4.3.1 Evolucion de la concentracion de nitrito en €
efluente para los ensayos reaizados sin
inoculacién previadd filtro sumergido...............

4.4.3.2 Evolucion de la concentracion de nitrito en €
efluente para los ensayos con inoculacion previa
del filtro sumergido con fango activo..................

4.4.3.3 Evolucion de la concentracion de nitrito en e
efluente para los ensayos con inoculacion previa

113

116

120

123

123

124

125

127

128

130

131

138

139

139



INDICE

VI

del filro sumergido con Pseudomonas
fluorescens cepaA24..........ccovceeveeceeceeseeieeeen,

4.4.3.4 Evolucion de la concentracion de nitrito en el
efluente para los ensayos con inoculacién previa
del filtro sumergido con Pseudomonas mandelii
CEPAALOS.... ..o

4.4.35 Evolucion de la concentracion de nitrito en el
efluente para los ensayos con inoculacién previa
del  filtro sumergido con Pseudomonas
brassicacearumcepaA343........cccccveveeviieeniennn,

45 Resultados de turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales
ENEl EflUBNLE.......c.ooeeeceeee e

4.6

4.7

45.1

4.5.2

4.5.3

4.5.4

455

4.5.6

Valores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias
totales en el efluente para los ensayos sin inoculacion
previadel filtro sumergido.........ccccovvevevceeneese e

Valores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias para
los ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido
CON FaNQGO BCLIVO.....ccueiieieieie e s

Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias
totales en € efluente para los ensayos con inoculacion
previa del filtro sumergido con Pseudomonas fluorescens

Valores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias
totales en el efluente para los ensayos realizados con
inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas
mandelii CEPaAL0S........c.oooeeeceecee e

Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias
totales en e efluente para los ensayos con inoculacion
previa de filtro sumergido con Pseudomonas
brassicacearum cepaA343........ccooveeveeeieeiie e

Andlisis comparativo entre ensayos para los valores de
turbidez y microorganiSmos..........cccceveeveeseesieeieseeseeeenn

Resultados de los valores de pH durante e funcionamiento del
FIIErO SUMENGITO. ... .cvieiieeeeeee s

Resultados obtenidos en los ensayos realizados con inoculacion
previa de Pseudomonas fluorescens cepa A24: andlisis de
biomasay biodiversidad.............cooeeeieiininiecee e

141

142

143

144

144

146

148

149

152

154

155



INDICE

4.7.1 Resultados de rendimiento de eliminacion de nitrégeno y
andlisis de h biopelicula obtenidos en € experimento a

4.7.2 Resultados de rendimiento de eliminacion de nitrégeno y
andisis de la biopelicula obtenidos en € experimento a

4.7.3 Resultados de biodiversidad: estudio de la composicién
de la comunidad bacteriana del filtro sumergido mediante
electroforesis en gel con gradiente de temperatura
(TGGE), basada en la amplificacién de fragmentos del

gen codificante del ARN ribosdmico 16S.............c.ccceu.ee..
5 DISCUSION......coiiiiiicteeteetete ettt
6 CONCLUSIONES......o.oceeeeiereseenseesseesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssons
7 BIBLIOGRAFIA. ... ssas s

ANEXO |: FIGURAS
ANEXO Il: TABLAS

ANEXO III: ENGLISH SUMMARY

159

161

VIl






1. INTRODUCCION






1- INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 PROBLEMATICA ACTUAL DE LA CONTAMINACION DE LAS
AGUAS SUBTERRANEAS POR NITRATO

Durante los ultimos afios, se ha producido un notable incremento de la calidad de
vida de los paises desarrollados. Este incremento viene acompafiado por un aumento
desorbitado de la poblacion y por un fuerte desarrollo de la actividad industria y agricola.
Especiamente en las Ultimas décadas, las distintas actividades asociadas al sector
agropecuario han sufrido una importante transformacion, intensificandose las actividades
agricolas y ganaderas, Los grandes logros socioecondémicos gque se han alcanzado mediante
los cambios en los sistemas de produccién agropecuaria tienen sin embargo un lado
negativo, materializado en los grandes problemas de caracter mediocambiental que han
generado. La aplicacion de continuadas y cada vez maés crecientes dosis de fertilizantes
inorganicos nitrogenados y de pesticidas ha llevado consigo en numerosas regiones la
aparicion de conflictos entre la agricultura y e uso del agua de bebida. Los intereses
econdémicos presentes en la agricultura se enfrentan a unas consecuencias ecolégicas que

en numerosas ocasiones se dejan de lado.

La contaminacion de aguas subterraneas por nitratos es un hecho cada vez més
frecuente. Aunque el origen de esta contaminacién es muy diverso, hay que destacar
(I.T.G.E., 1998) la que ocasionan los residuos solidos urbanos, las actividades ganaderas e
industriales, las aguas residuales y, sobre todo, la producida por la actividad agricola, ya
que e uso intensivo de fertilizantes quimicos nitrogenados determina, por lixiviacion, €l

enriquecimiento progresivo de los acuiferos.

Esta contaminacion representa por tanto una amenaza de caracter sanitario, por su
incidencia en la salud humana asi como una amenaza de tipo cia y publico. La OMS
(WHO, 1985) reconoce dos principales afecciones relacionadas con € consumo de nitrato:
la metahemoglobinemia 'y € cancer de estdmago causado por nitrosoaminas. Ademés, €l
nitrato es, junto con e fésforo, uno de los principales agentes responsables de las
ateraciones que puede sufrir e entorno medioambiental, al modificar e equilibrio

nutricional de los sistemas acuéticos causando eutrofizacion.
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La contaminacién de las aguas subterraneas por nitrato afecta a numerosos puntos
de Espaiia. En nuestro pais e consumo de fertilizantes nitrogenados tiene una tendencia
ascendente desde finales de |os afios noventa y es significativamente mayor que en |os afios
ochenta, debido a dicha actividad agricola intensiva (Ministerio de Medio Ambiente,
2006). En cuanto al estado de contaminacién por nitratos de los recursos hidrogeol 6gicos,
un 18,76% del total de la superficie de unidades hidrogeolOgicas se encontraba

contaminada en 2003 por nitratos (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de superficie de unidades hidrogeol 6gicas contaminada por nitratos en 2003
(Ministerio de Medio Ambiente, 2006)

CONFEDERACION % COFEDERACION %
Norte SD Sur 17,31
Duero 9,26 Segura 17,28
Tajo 14,09 Jucar 31,54
Guadiana 32,51 Ebro 15,12
Guadalquivir 12,60 Total 18,76

Esta contaminacion se manifiesta de manera importante en el litoral mediterraneo,
como en la zona ded Maresme, donde se llega a superar los 500 mg/l, debido
principalmente a uso de fertilizantes en agricultura (Guimera y Candela 1994). En
regiones del Norte de Espafia como e Pais Vasco, los residuos de fertilizantes
nitrogenados no usados por las plantas también han causado problemas de contaminacion
de acuiferos, como en el de Victoria-Gasteiz donde |os valores de nitratos fueron maximas
en los primeros afos de la década de los 90, alcanzando los 200 mg/l. En la actualidad,
aparentan una estabilidad en torno a 50-70 mg/l. (Sanchez Pérez et al., 2003).

Entre las unidades interiores, la Llanura manchega, € auvia del Ebro y algunos
sectores del Valle del Guadalquivir (aluviales del Guadalquivir y Guadalete) son las mas
afectadas, con contenidos entre 50 y 100 de nitratos. De forma local, la presencia de
nitratos afecta a diversas areas de las cuencas del Duero (region central del Duero, Eda
Valderaduey y Arenales), Tgjo (La Alcarria, Tiétar y Ocafia), Sur (Campo de Nijar, Dalias
y Fuente Piedra), y Segura (Campo de Cartagena, Guadalentin, y Vegas del Segura
(Ministerio de Medio Ambiente, 1998).
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Los nitratos suponen un problema nada desdefiable en algunas partes de Europa,
especialmente en regiones con una produccion ganadera intensiva. En € Reino Unido,
donde la mayoria de la poblacién rural se abastece de agua potable de fuentes que incluyen
los pozos privados de agua subterrdnea, la media de concentracion de nitratos de las
muestras de agua para usos no comerciaes es de 32 mg/l (Reid et al, 2003). En los Paises
Bajos, la agricultura y ganaderia son las principales fuentes de nitrégeno, especialmente
en suelos arenosos del Este y @ Sur. En un 30% de estos stelos, € agua subterrénea
excedia en 1998 su concentracion de nitratos de 50mg/I. (Oenemaet al., 1998).

Otros muchos casos de contaminacion por nitratos han sido descritos en todo €l
mundo: en los Estados Unidos (Adlion et al, 1997; Harter et al, 2002; Hudak, 2000; Kraft
and Stites, 2003), Australia (Thorburn et al., 2003; Ridley et al., 2004), Isradl (Oren et al,
2004), China(Zhang et al., 1999) o Corea (Jeong, 2001).

La incidencia que esta contaminacion ha tenido sobre la disponibilidad y calidad de
fuentes de agua para consumo y sobre el medio ambiente hace que la prevencion de la
contaminacion de las aguas subterraneas tenga fundamental importancia. El coste asociado
al uso de las tecnologias necesarias para la eliminacién de nitrato de las aguas
contaminadas podria evitarse en gran medida mediante la reduccion de los aportes de
nitrato a las fuentes de agua. Este esfuerzo en el aspecto preventivo queda patente en la
redaccion de la diferente normativa aplicable a la contaminacién por nitrato de las fuentes

de agua.

El Anexo | de la Directiva 91/676/CEE relativa a la proteccion de las aguas contra
la contaminacion producida por nitratos utilizados en la agricultura, considera como aguas
afectadas las aguas dulces superficiales, en particular las que € utilicen o vayan o
utilizarse para la extraccion de agua potable y todas las aguas subterraneas que presenten
0 pueden llegar a presentar una concentracion de nitratos superior a 50 mg/l. Esta
Directiva impone a los estados miembros la obligacion de identificar las aguas que se
hallen afectadas por la contaminacién de nitratos de esta procedencia, poner en
funcionamiento programas de actuaciéon y emitir periddicamente informes de situacion
sobre este tipo de contaminacién. Asimismo, e Rea Decreto 261/1996 de 16 de febrero

sobre proteccion de las aguas contra la contaminacién producida por los nitratos
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procedentes de las fuentes agrarias incorpora a ordenamiento espariol esta Directiva, con
el objeto de establecer las medidas necesarias para prevenir y corregir la contaminacion de

las aguas, continentalesy litorales, casada por los nitratos de origen agrario.

La Directiva 2000/60/CE marco del agua establece nuevas medidas para evitar y
reducir la contaminacion del agua subterranea, y aborda el problema de la contaminacion
por nitratos en las aguas subterraneas, incluyendo las zonas vulnerables dentro del registro
de zonas protegidas, y recalcando la obligacién de cumplir con la Directiva 91/676/CEE.
De igual modo, en la Directiva de Aguas Subterraneas, que se aprobara previsiblemente en
los proximos meses se establecen disposiciones complementarias con objeto de que las
masas de agua subterrénea alcancen el buen estado quimico y se inviertan las tendencias a
aumento de la contaminacion, incluyendo la contaminacion por nitratos.

Sin embargo, hasta ahora los resultados de la aplicacion de dichas normas para la
prevencién de la contaminacion por nitrato parecen tener escaso éxito: el porcentaje de
superficie de unidades hidrogeolégicas contaminadas por nitratos en 2003 aumentd en
cuatro de las ocho Confederaciones Hidrograficas en e afo siguiente (Ministerio de Medio
Ambiente, 2006), manteniéndose en niveles parecidos desde € afio 1995. Se hace
necesario por ello contar con medidas de recuperacion de las masas de agua contaminadas
con nitrato, evitando asi la consiguiente pérdida del valor econdmico de dichas masas de
aguay las incidencias medioambientales y en la salud humana de la presencia de nitrato en

dichos recursos.

Para lograr tan necesaria reduccion de los valores de nitrato en las masas de agua se
cuenta en la actualidad con numerosa y variada tecnologia descontaminante, basada en

distintos procesos de naturaleza fisica, quimica o biol6gica

1.2 TECNOLOGIA ACTUAL PARA LA ELIMINACION DEL
NITROGENO DEL AGUA

Los procesos convencionales para lograr la potabilidad de agua (coagulacion
floculacion, decantacion, filtracidon, cloracion, desinfeccion con luz ultravioleta,

tratamiento con 0zono) no son eficaces para la eliminacién del nitrato de las aguas para
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abastecimiento. Por |o tanto, es necesaria la aplicacion de otros métodos para lograr que las
concentraciones de los iones nitrato y nitrito se mantengan bajo los limites establecidos por
la legidacion (R.D. 140/2003). El tratamiento del agua o bien su dilucion con otros
recursos hidricos son en ocasiones las Unicas opciones para poder obtener agua potable en
numerosas zonas del planeta. Sin embargo, la dificultad técnica y econdmica que en
muchos casos va asociada a la implantacion de dichas medidas obliga a las poblaciones a
no poder disponer de un recurso que cuente con las minimas exigencias de salubridad. Es
por ello que cobra una gran importancia e establecimiento de una tecnologia viable que
permita solucionar este problema de abastecimiento de agua con unas condiciones de
potabilidad que permitan a una poblacién abastecerse de agua sin que esto suponga un alto
coste econdmico.

Los métodos que pueden emplearse para la eliminacion de nitrato del agua

destinada a abastecimiento son los siguientes:

I nter cambio iénico: El intercambio iénico con resinas sintéticas es un tratamiento

del agua en € que un i6n presente en la fase sdlida, € adsorbente, es cambiado por un i6n
no deseado en €l agua atratar. Para que esta reaccion se produzca, el agua se hace pasar de
manera continua a través del intercambiador i0nico solido hasta que e adsorbente es
agotado (AWWA, 1999). Como resultado de este método se produce una salmuera
contaminada con nitrato que no puede ser vertida a rios o lagos, por su ato poder
eutrofizante, ni usada como fertilizante por el ato contenido en sodio que en ocasiones
presenta. Esta salmuera es por tanto un residuo de dificil gestion.

Electrodialisis: El principio de la electrodidlisis se basa en la eliminacion de

componentes idnicos de soluciones acuosas a traves de membranas de intercambio ionico
usando un campo eléctrico como fuerza impulsora (Hell et al, 1998). El agua a tratar se
hace pasar a través de una pila de membranas selectivas anionicas y cationicas colocadas
alternativamente. Estas membranas estan fijadas entre dos placas, que contienen los
electrodos que producen el campo eléctrico. Los iones, segun su carga se dirigen hacia €
electrodo positivo o negativo, a través de las correspondientes membranas selectivas,

produciéndose el paso de la corriente a través de toda la pila de membranas. Asi se obtiene
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el efluente tratado, que es el agua desalada, y una salmuera, altamente concentrada en
sales.

En general, la electrodidisis es un método viable para la eliminacion de nitratos,
pero posee una serie de inconvenientes que dificultan su aplicacion, como son la
generacion de una salmuera de dificil gestion cargada de iones, y la falta de selectividad

del método, eliminando € nitrato pero también otros iones presentes en € agua.

Osmosisinversa El proceso de 6smosis inversa hace uso de las propiedades de las

membranas semi-permeables que permiten el paso € agua mientras que los solutos son
retenidos (Veza, 2002). En condiciones normales, € proceso de ésmosis inversa puede
alcanzar una eliminacion de nitrégeno en forma de nitrato por encima del 90% (Shoeman
and Steyn, 2003; Kim et al, 2007). Es posible sefidlar algunos aspectos probleméticos de
esta técnica, como que se hace necesario el uso de reactivos quimicos para evitar
incrustaciones en las membranas, ademéds, se suelen redizar pretratamientos
imprescindibles para evitar problemas en las membranas, como una desinfeccion efectiva
Es necesaria ademés la aplicacion de una alta energia para superar la presion osmética.
También hay gque destacar € problema anteriormente mencionado de la generacion de una
salmuera de dificil gestion y otro de falta de selectividad del método, eliminando otros
iones aparte del nitrato.

Reduccion catalitica de nitrato: Los metales de valencia cero debido a su

tendencia a donar electrones pueden degradar diversas sustancias, incluidos los aniones,
mediante reduccion quimica. Al igual que ocurre con la adsorcion sobre distintos soportes,
lareduccién catalitica del nitrato se ha estudiado a pequefia escala, pero pocas aplicaciones
industriales han sido descritas hasta e momento (Reddy and Lin, 1999; Pintar and Batista,
1999; Luk and Auyeung, 2002).

Reddy y Lin (1999) estudiaron el proceso de reduccion catalitica para eliminar
selectivamente e nitrato del agua subterranea asociada a comunidades agricolas. De los
tres catalizadores probados, paladio, platino y rodio, éste Ultimo resultd e mas efectivo

viéndose afectado por el tiempo de retencion y el potencia redox. Al aplicar ademas una
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pequeia corriente eléctrica a proceso de reduccion catalitica, las tasas de reduccion de

nitrato aumentaron consi derablemente.

Pintar y Batista (1999) establecen que cuando €l agua a tratar contiene iones
disueltos, la selectividad de la reaccion de catélisis asi ®mo la eliminacion de nitratos
disminuye considerablemente. Estas observaciones indican que € uso de catalizadores
bimetdlicos comunes en la actualidad para e tratamiento directo del agua de bebida
contaminada con un nivel elevado de dureza temporal no permite una eliminacion selectiva
del nitrato. Otros sistemas de reduccion catalitica indirecta de los nitratos, en los que €l
agua subterranea a tratar no esta en contacto directo con el proceso de desnitrificacion,
mejoran estos aspectos, ya que se reduce el riesgo de aparicion de nitrito y de amonio. Esta
eliminacion se consigue mediante la combinacion del proceso de catdlisis con un proceso
de intercambio i6nico de cloruro. La resina de intercambio iénico es completamente
regenerada mediante estos catalizadores (Pintar et al., 2001).

Otros experimentos realizados acerca de la reduccion de nitrato por medio de
catalizadores fueron los llevados a cabo por Luk y Auyeung (2002), que estan basados en
el uso de aluminio fino en polvo como catalizador, obtenierdo un maximo rendimiento de
eliminacion de nitrato del 62% a escala de laboratorio. El aluminio es un fuerte agente
reductor efectivo cuando €l pH est4 por encima de 8, para evitar la aparicion de éxidos
protectores sobre la superficie de las particulas de aluminio y por tanto, impidiendo que
reaccionen con los nitratos del agua. Sin embargo, como resultado del tratamiento aparecen

residuos de aluminio en el agua tratada.

Tratamientos bioldgicos: Frente a estos sistemas aparecen los procesos biol gicos

basados en biodesnitrificacion, que suponen una importante alternativa para eliminar el
nitrato del agua. Este proceso reduce € nitrato a nitrégeno gas, ventga frente a otros
sistemas que realizan esta reduccion a amonio, que supone un impacto adverso importante
en la calidad del agua de bebida mediante su combinacion con cloro para formar
cloraminas (White, 1999). Existen otras ventgas en € uso de los microorganismos para la
eliminacién de nitratos de aguas contaminadas, ya que no se genera una salmuera de dificil

gestion.
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La desnitrificacion bioldgica es el Gnico proceso que dirige directamente su accion

sobre los iones nitrato y no se afecta por |a presencia de otros iones en el agua a tratar. Por

lo tanto, es uno de los métodos de més alto rendimiento y el Unico método selectivo parala

completa eliminacion de nitrato.

Bgjo condiciones andxicas, las bacterias desnitrificantes son capaces de usar €l

nitrato como aceptor final de electrones, e cua se transforma mediante reduccion

desasimilatoria en diferentes compuestos mas reducidos (NO-", que puede pasar aNO, N,O

y finalmente a N»). La desnitrificacion puede ser autotréfica o heterotrofica, y por tanto la

actividad biol 6gica necesaria para la descontaminacion puede ser realizada por:

a)

b)

microorganismos desnitrificantes aut6trofos, donde el donador de electrones
empleado suele ser e hidrégeno molecular. Este hidrogeno puede aplicarse
al medio mediante electrolisis (ISlam and Suidan, 1998, Chang et al, 1999),
o introduciéndolo directamente en el biorreactor (Lee and Rittman, 2002).
El uso de hidrégeno gas como donador de electrones tiene una serie de
ventgjas (Mansell and Schroeder, 2002): no se trata de un compuesto
organico, cualquier hidrogeno residual puede ser eliminado fécilmente
debido a su baja solubilidad en agua, e metabolismo autétrofo genera
menos exceso de biomasa que e metabolismo heterotréfico, y ademas €l
hidrogeno es més barato que los compuestos organicos. Sin embargo, la
principa limitacion del uso de este reactivo se encuentra en la peligrosidad
que conlleva una mala disolucion del gas en € agua, y las posibles
acumulaciones en espacios confinados, creando asi una atmoésfera
potencialmente explosiva. Los compuestos reducidos de sulfuro también
pueden actuar como substratos en este tipo de desnitrificacion. Distintas
unidades de proceso han sido estudiadas y usadas en la desnitrificacion
autotrofica

microorganismos desnitrificantes heterétrofos, que requieren una fuente de
carbono orgénica para desarrollar energia y para € crecimiento celular.
Dado que la mayoria de las bacterias desnitrificantes en e medio son

heterétrofas, los sistemas més desarrollados hoy dia para la desnitrificacion
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son los que emplean una fuente organica (Kesseru et al, 2003, Sauthier et
al, 1998)

Este proceso también presenta agunas desventgjas. La desnitrificacion
heterotrofica es el mas eficaz, pero necesita de la adicion de una fuente organica de
carbono para su realizacion. Ademas, la desnitrificacion produce un crecimiento de
biomasa que se librera al agua ademés del remanente de la adicion de carbono, que debera
ser retirado del agua (Shrimali and Singh, 2001). Todo esto requiere un post-tratamiento
del efluente que podria incluir una serie de filtraciones y posteriores desinfecciones,
ademés de diferentes medidas a tomar en € desarrollo de dichas tecnologias para eliminar

el exceso de biomasa.

1.3 BIOPELICULAS

1.3.1 Concepto de biopelicula

Es posible hablar de biopelicula como una estructura compleja formada por
agregados celulares (grupos de células densamente empaquetados), embebidas en una
matriz polimérica de origen microbiano, adherida a un material o interfase que puede ser
de naturaleza abidtica (rocas, metales, vidrios, plésticos, etc.) o bidtica (mucosa intestinal,
plantas, etc.). Esta acumulacion de células no tiene por qué ser uniforme en el espacio ni en
el tiempo, y puede estar compuesta por una fraccion importante de sustancias inorganicas
unidas por la matriz biética (Characklis y Marshall, 1990). Su estructura es morfolégica y
fisiol6gicamente distinta a la de bacterias libres, utilizadndose incluso mediadores quimicos
intercelulares para desarrollar la pelicula

La colonizacién de una superficie constituye una ventaja para las bacterias que
viven en ambientes oligotréficos, ya que las biopeliculas sobre estas superficies tienden a
concentrar los escasos nutrientes, haciendo muy ventajoso nutricionalmente el crecimiento
adherido a una superficie (Lappin-Scott y Costerton, 1995). Sin embargo, esta ventaja no
existe en sistemas eutréficos, por 1o que las ventgjas se basan en otras cuestiones, como la
resistencia a arrastre, protecciéon frente a depredadores, relaciones heterotréficas, co-
metabolismo de compuestos recalcitrantes y otros.
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1.3.2 Fases de formacién de las biopeliculas

Mediante microscopia opticay electrénica se ha podido estudiar la formacion de la

biopelicula observandose la complgjidad tanto microbiolégica como fisica de estas

colectividades. Las fases que determinan la formacion de una biopelicula madura son

diversas y complgjas (figura 1). Es posible establecer |as siguientes fases (Percival et al.,

2000):
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Figura 1.

Fases de formacion de la biopelicula: (1) Acondicionamiento de la superficie, (2) transporte, (3)

adhesion reversible, (4) adhesién irreversible, (5) crecimiento de la biopelicula'y (6) pérdida o

desadsorcion.
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1. Desarrollo de una pelicula acondicionadora de la superficie. Las bacterias se
van a unir a una superficie u otra en funcion de que € medio donde se
encuentran sea rico 0 no en nutrientes. El primer paso en la formacion de
una biopelicula es e acondicionamiento fisico de la superficie con la
deposicion de sustancias nutritivas (macromol écul as organicas) que atraen a
las bacterias y permiten su adherencia y crecimiento. La pelicula
acondicionadora gque se crea en una primera etapa tiene una serie de

funciones:

- Modificar las propiedades fisico-quimicas del sustrato

- Actuar como una fuente concentrada de nutrientes

- Suprimir la liberacion de iones metalicos toxicos

- Absorcion y detoxificacion de sustancias inhibidoras disueltas

- Suministrar los elementos metdlicos traza requeridos

2. Mecanismos de transporte implicados en la adhesion de los
microorganismos. Estos mecanismos facilitaran a los organismos

aproximarse ala superficie de adhesion. Estos incluyen:

- Transporte de masas, fuertemente influenciado por la mezcla en €l
seno del fluido y muy relacionado con € flujo del agua (laminar o
turbulento)

- Efectos térmicos (difusién molecular, movimiento browniano)

- Efectos gravitacionales (sedimentacion)

3. Fase de adhesidon reversible de los microorganismos a la superficie
acondicionada. Una vez que se ha producido €l transporte hasta la superficie
se produce la retencién celular basandose en interacciones fisico-quimicas.
Parte de las células que llegan a la superficie se adhieren aella por un

tiempo limitado separdndose después. La desorcion se puede producir por la

1
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fuerza cortante del fluido incluyendo también otros factores fisicos,

guimicos y biolégicos.

4. Fase de adhesion irreversible: la adhesion irreversible implica fuerzas de
corto alcance como interacciones dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno,
uniones poliméricas y fendmenos de hidrofobicidad creandose una interfase
superficie-bacteria-sustrato donde pueden mediar diferentes estructuras
bacterianas tales como pilis, fimbrias o flagelos y estructuras poliméricas
menos estructuradas (EPS).

Existe evidencia de que las propiedades fisico quimicas de la biopelicula
pueden provocar cambios fisioldgicos en algunos organismos de vida libre,
gue les llevan a adsorberse a la superficie. En Vibrio parahemolyticus, por
giemplo, e cambio de un estado plancténico a otro adsorbido sobre una
superficie parece ser provocado por cambios en la viscosidad cercana a la
interfase (Characklis y Wilderer, 1989)

5. Fase de crecimiento y division de los organismos con la colonizacion de la
superficie, formacién de las microcolonias y formacion de la biopelicula
Tras la adsorcion irreversible se produce un incremento en € numero de
células de la biopelicula a expensas del sustrato sin descartar que a su \ez
las células puedan también producir o formar cantidades importantes de
productos, excretando algunos de ellos, como por gemplo e EPS que queda
congtituyendo parte de la biopelicula, formando la matriz polimérica
hidratada en la que quedan embebidas las células. En esta fase, la
biopelicula capta o atrapa moléculas presentes en e medio acuoso,
incorporandolas a la matriz. A su vez, nuevas células libres en € medio

pueden seguir adhiriéndose a la biopelicula en formacion.

6. Fase de pérdida o desadsorcion. Las biopeliculas maduras sufren pérdidas
de partes de ella que vuelven al agua, estas células vuelven a su estado libre

quizas paraformar otros agregados. Esto puede ser debido a
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- esfuerzo constante del fluido (erosién)

- accion mecanica de otras particulas que chocan contra la biopelicula
(abrasion)

- desprendimiento de capas de biopeliculas (desprendimiento masivo)
debido ala pérdida de cohesion o de adherencia de la biopelicula

- Intervencion humana

- Depredacion

1.3.3 Estructura de las biopeliculas

Tres model os distintos de estructuras de biopeliculas han sido descritos:

Modelo del mosaico heterogéneo. Consiste en microcolonias formando tallos

unidos a soporte por la base pero generalmente bien separados de sus vecinos. La
diferencia con e modelo de canales es que en este caso debido a la separacion entre las
torres microbianas no se llegan a formar los canales (Figura 2). Esta estructura es la més

comun en los sistemas de distribucion de agua.

Modelo del cana de agua. Después de colonizar |a superficie, las células sufren

cambios fenotipicos y producen, entre otras moléculas estructurales, exopolisacaridos
(EPS). Esta fusion microorganismo-EPS deja una red de canales de agua que llega hasta la
base de la biopelicula (Figura 3). Laimportancia de estos canales se ha llegado a comparar
al sistema circulatorio de un organismo superior, por su estructura, grado de homeostasis,
relaciéon espacia Optima con los organismos que conviven y € intercambio de nutrientes y
metabolitos entre la comunidad y la fase fluida. Esta estructura es la tipica en los sistemas

con una ata concentracion de nutrientes en € medio.

Modelo de pelicula densa. Este es el modelo que toma la placa dental y catéteres

médicos. Su estructura no tiene canales de agua o porosidad alguna. Si hay, sin embargo,
alguna organizacion estructural. (Figura 4). La estructura de pelicula densa se encuentra

también en aguellos sistemas con una alta concentracion de nutrientes.

13
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1.3.4 Componentes de la biopelicula

Es posible describir los componentes de una biopelicula microbiana, detallandose a

continuacion:

1.3.41 Agua

El fluido en e que crezca la biopelicula afectard a desarrollo de la misma
principalmente como resultado de la mezcla y los patrones de flujo caracteristicos del
entorro 0 del reactor y su geometria. La transferencia de masas desde € agua a la
biopelicula depende del régimen dinamico de la primera. En condiciones laminares, la
transferencia de masas es mucho més lenta comparada con aguella en condiciones de flujo
turbulento (Characklis and Wilderer, 1989).

1.3.4.2 Biomasacelular

El contenido de biomasa celular de las biopeliculas es muy variable pudiendo
oscilar entre e 10y e 90% de la materia organica. El tipo de microorganismo que forma
parte de las biopeliculas es extremadamente diverso y suelen ser un reflgjo del habitat
donde se desarrollan. Puede contener una gran diversidad de microorganismos. bacterias,
hongos, algas y protozoos e incluso larvas, amebas etc. Las bacterias son las primeras en
aparecer en una biopelicula en formacion, luego lo haran los protozoos seguidos de las
algas y finamente los metazoos. La mayoria de la biomasa esta constituida por bacterias,

conformando ellas la biopelicula.

1.3.4.3 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Los microorganismos que componen la biopelicula estan unidos por una matriz de
polimeros extracelulares formada por polimeros organicos que son producidos vy
excretados por los microorganismos que la componen y que se denominan sustancias
poliméricas extracelulares (EPS). EI EPS estd compuesto por una gran diversidad de
sustancias organicas (manano, glucano, é&cidos urénicos, manosa, gaactosa, Xilosa,
glicoproteinas, etc.) en una concentracion variable (Grady et al., 1999). El EPS también

14
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estd formado por ADN, proteinas, enzimas, etc. (Zhang et al., 1999), € cual procede de la

lisis celular.

1.3.4.4 Productosde hidrélisisy de lisis celular

La tasa de crecimiento en una biopelicula tiene un gradiente en funcion de la
profundidad en respuesta a una limitacion de sustratos. Ademas los largos periodos de
residencia de los componentes de las biopeliculas la lisis celular y la hidrolisis del EPS
hacen que la composicion de la biopelicula varie en funcién de la formacién y degradacion
de sus componentes. Por todo ello durante la formacion y maduracion de la biopelicula
algunas bacterias pierden su viabilidad y se lisan, siendo un aporte de macromoléculas a la

meatriz.

1.3.5 Importanciadel Material Polimérico Extracelular

El EPS representa el material constructivo de las biopeliculas. Tienen un papel
fundamental en las interacciones entre los microorganismos y forman la matriz en la cual
los microorganismos son inmovilizados y mantenidos en un sistema tridimensional. En
general, laproporcion del EPS en las biopeliculas varia entre un 50 y un 90% de la materia
organica tota (Evars, 2000). Es necesario sefidar que los polisacaridos no son
necesariamente € principal componente del EPS, aunque es poco |o que se conoce acerca

de esta mezcla sinérgica entre polisacaridos, proteinas y sustancias humicas.

Las interacciones implicadas enel mantenimiento de la estabilidad de la biopelicula
incluyen débiles interacciones intermoleculares de naturaleza fisico quimica. Este tipo de
interacciones deben ser consideradas como fuerzas de cohesién entre los componentes con
la matriz del EPS, interacciones electrostéticas, y enlaces de hidrégeno. La composicion
quimica del EPS determina en gran medida las propiedades fisicas de la biopelicula, y, més

aun, su morfologia (Evans, 2000).

Es muy importante considerar que la composicién de la biopdicula influird en el
proceso depurador que se pretende, no sdlo a nivel de la eliminacion de sustancias

indeseables, cuya presenciay concentracion en el medio que contacta con la biopelicula

15
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puede hacer variar las caracteristicas y composicion de ésta, sino también en cuanto a su
crecimiento, factor relacionado con los fendmenos de atasco, principa problema de los

filtros biol 6gicos.

1.4 DESCRIPCION DE LOS SISTEMAS DE FILTROS SUMERGIDOS

La aplicacion de dicho proceso bioldgico de desnitrificacion puede llevarse a cabo

mediante dos sistemas generales:

Sistemas de cultivo en suspension: € fluido atratar estd en contacto directo con los

microorganismos responsables de dicha descontaminacion, que se encuentran en
suspension en un medio acuoso. Es necesario aportar microorgani smos continuamente para
mantener un equilibrio entre estos y los compuestos contaminantes, por 10 que se cuenta
con un sistema de separacion como la decantacion que permite devolver la biomasa

nuevamente al reactor biol égico.

Sistemas de cultivo inmovilizado consisten en una formacion bioldgica de origen

bacteriano denominada biopelicula que se formara sobre una superficie 0 material soporte.
Este sistema no necesita un continuo aporte de microorganismos, pero si un lavado
frecuente del denominado filtro bioldgico debido a problemas de pérdida de carga por la

generacion de biomasa.

Algunas ventajas del uso de sistemas de biopelicula fija para la descontaminacién
de aguas son (Characklis and Marshall, 1990):

- Permiten incrementar la concentracion de biomasaen el reactor

- Gracias aesto, permiten un incremento en las tasas de conversion de
sustrato

- Sereducen los volumenes del reactor

- Sereduce € tiempo de retencion del agua en la planta

- Se reduce la susceptibilidad a desequilibrios en la biomasa por
accion de agentes contaminantes o inhibidores

- Posibilidad de eliminacion de las etapas de clarificaci dn/separacion

16



1- INTRODUCCION

- Permite una explotacion fécil y segura
- Son mas adecuados para €l tratamiento de aguas para consumo
humano ya que e aporte de microorganismos a agua es mucho

menor.

Los sistemas de biopelicula fija més empleados son los filtros percoladores, 10s
contactores hiologicos rotativos, los lechos fluidificados, y los filtros sumergidos, aunque
el proceso de desnitrificacién no pueda redizarse en todos por ser necesarias unas
determinadas condiciones solo posibles en algunos, como es la ausencia de oxigeno. Tanto
los lechos fluidificados como los filtros sumergidos son los mas adecuados para redlizar la

desnitrificacion biol 6gica de aguas destinadas a consumo humano.

Los lechos fluidificados consisten en un lecho de pequefias particulas (0,2 a 2 mm
de didmetro) suspendidas libremente en un flujo ascendente de agua y gas. En e punto de
minima fluidificacion, € gradiente de presion a través del lecho iguala al peso total de las
particulas. Un aumento del flujo causa expansion del lecho. Estos reactores experimentan
una expansion del lecho como consecuencia del cambio que sufren en la densidad de la
particula a medida que la biopelicula se desarrolla sobre su superficie. Esta tecnologia ha
sido utilizada en tratamientos aerdbicos (eliminacion de carbono, (nitrificacion), anoxicos

(desnitrificacion) y anaerdbicos (metanogénesis) de aguas residuales.

En cuanto a los filtros sumer gidos, estos sistemas consisten en material de relleno
gue actiia como soporte de la biopelicula, pero a diferencia de los anteriores, € relleno esta
inmovil y completamente sumergido en € agua. La biopelicula sera la encargada de la
depuracion, pero ademés € relleno actuara como un filtro. Son sistemas aplicados en €l
tratamiento de aguas residuales, y de todos |os sistemas de biopeliculas es el méas adecuado
para redizar la desnitrificacion de aguas subterrdneas contaminadas, ya que permite

también la anoxia, y la calidad microbiol6gica del agua de salida es la méas adecuada.

En los Ultimos afios se han ido desarrollando nuevos sistemas de biopelicula para
el tratamiento de las aguas contaminadas, aunque por ahora su uso se restringe a sistemas
de peguefia escala en el tratamierto de aguas residuales domésticas para evaluar su posible

aplicacién a escalaindustrial. En los sistemas de biopelicula de flujo horizontal (Rodgers
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et al, 2006) la biopelicula crece sobre laminas colocadas de manera horizontal, y
ensambladas cada una sobre la anterior. Se asegura un espacio entre laminas por la
presencia de estructuras conicas en cada lamina, afiadidas durante el proceso de fabricacion
de las mismas. El agua a tratar fluye a lo largo de la lamina, descargandose en la lamina
inferior, y asi sucesivamente. Hasta el momento, este sistema ha proporcionado buenos
resultados en cuanto a la eliminacion de materia organica y a la nitrificacion de dichos
efluentes domésticos. Otros estudios han logrado la desnitrificacion de dicho efluente
mediante la combinacion de este sistema y un reactor de cultivo en suspension
desnitrificante (Xiao et al, 2007). En los sistemas de biopédicula de movimiento vertical
la biopelicula crece sobre un moédulo de polipropileno que se mueve verticamente,
sumergiéndose y emergiendo del reactor donde se encuentra e agua a tratar. La
oxigenacion necesaria para la eliminacion de la materia orgénica y la nitrificacion del
amonio se consigue mediante estos movimientos verticales de la biopelicula (Rodgers et
al, 2003; Rodgers et al, 2006).

Como se vera mas adelante, los sistemas de biopelicula fija tienen una desventaja
centrada en la necesidad de algun post-tratamiento del agua para eliminar los
contaminantes que hayan aparecido como consecuencia del proceso. Recientes estudios en
las tecnologias de membrana han lanzado € uso de los procesos de membrana como una
alternativa a estos post-tratamientos (Nuhoglu et al, 2002). La principal funcién de estas
nuevas técnicas es la de separar 1os microorganismos del fluido a tratar mediante € uso de
membranas, que permitiran a los sustratos penetrar la zona de los microorganismos, pero
evitard que éstos Ultimos se mezclen con e agua atratar (Cohen, 2001). Un sistema de este
tipo es capaz de eliminar sdlidos suspendidos que pudieran pasar a fluido como
consecuencia del tratamiento con biopeliculas fijas, sino también otros contaminantes del

agua como los residuos de la utilizacion de una fuente de carbono en exceso.

Asi en sistemas de desnitrificacion de aguas subterraneas, la membrana permite a
nitrato en el agua atratar permear al otro lado donde sera consumido biol 6gicamente por la
biopelicula desnitrificante. Diferentes estudios se han llevado a cabo sobre dicha
tecnologia con excelentes resultados (Mansell and Schroeder, 1998, Mansell and
Schroeder, 2002, Nuhoglu et al, 2002).
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1.4.1 Filtros sumergidos

Este sistema de depuracion de aguas residuales fue introducido en Franciay en
Japdn hacia los afos ochenta, como sistemas de pretratamiento para aguas contaminadas,

(tiles para eliminar NH4", carbono orgénico, fitoplancton, olor o sabor del agua.

El origen del uso de los sistemas de biopelicula fija, sin embargo, se remonta
mucho mas atras en e tiempo, en €l inicio del uso de tecnologias de tratamiento de aguas
residuales. De hecho, estos sistemas dominaron dichas tecnologias durante mucho tiempo
antes de que los sistemas de cultivo en suspension tomaran € relevo (Peters and Alleman,
1982).

Como ya se ha visto con anterioridad, aunque es posible hacer una clasificacion
general de los procesos biol6gicos de peliculafija, la configuracion, el funcionamientoy el
rango de usos de dichos sistemas es extremadamente diverso. De manera genera, los
biorreactores que basan su actividad en e uso de biopeliculas fijas son denominados
biorreactores de lecho fijo. En dichos biorreactores se utiliza un sistema de retencion que
en este caso se trata de la adhesion de los microorganismos a un soporte solido. Esto
permite aumentar notablemente la concentracién enzimética o celular en el sistema, yal
operar éste en continuo, se evita el lavado de los microorganismos. Estos sistemas, basados
en e fendmeno de la adhesion, poseen una serie de ventgjas frente a otros sistemas que
usen un tipo de retencion distinto (como es € de inclusién, en € que los microorganismos
se retienen en el interior de una membrana 0 matriz, permitiendo operar con una elevada
concentracion celular desde el principio de la operacion). Los biorreactores de adhesion
permiten inocular € sistema donde se encuentra € soporte, lograndose asi una
colonizacién progresiva del mismo. Para lograr una puesta en marcha més répida, es
deseable utilizar un material de relleno con una relacion superficie/volumen elevada 'y con
suficientes espacios intersticiales (es decir, con alta porosidad) que favorezcan la adhesion
celular (Lema Rodicio y Roca Bordello, 1998).

De este modo, podemos definir un filtro sumergido como un sistema de tratamiento
gue puede descontaminar agua mediante la puesta en contacto de ésta con una pelicula

microbiana que ha crecido sobre la superficie de algunos solidos, medios de contacto,
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medios filtrantes, etc., que se encuentran sumergidos en € agua a tratar (Iwai  and Kitao,
1994). Aplicando las condiciones apropiadas, y con la presencia de una biopelicula
desnitrificante sobre e material soporte, es posible conseguir la desnitrificacion del agua

contaminada (Fig.2).

Influente

Material soporte Efluente

Figura 2. Esguema general de un Filtro Sumergido.

La aplicacion de las condiciones idoneas para potenciar € desarrollo de los
microorganismos desnitrificantes presentes en la biopelicula, facilitando asi su accién
sobre e nitrato, ofrece una alternativa de tratamiento a las aguas subterrdneas
contaminadas con este anion. Los filtros sumergidos son los sistemas que mejores
resultados han ofrecido en la eiminacién de nutrientes para obtener aguas de consumo
humano (Lacamp et al., 1993).

La biopelicula se encarga, mediante desnitrificacion, de eliminar selectivamente el
nitrato sin alterar e resto de componentes del agua. Esta aplicacion de los filtros
sumergidos a la desnitrificacion bioldgica de aguas potables precisa en todo momento la
adicién de una fuente de carbono para su buen funcionamiento (Gémez et al., 2000b),
presentdndose como una alternativa Gtil y econdmica a la descontaminacién de aguas

subterraneas contaminadas con nitrato.

Es posible enumerar algunas de las ventgjas del uso de los filtros sumergidos frente

aotros sistemas (Gomez, 1998):
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- Serequiere una pequefia superficie para su instalacion

- Son procesos de fécil automatizacion

- Son plantas modulares, de construccion répida

- Su coste es razonable frente a otros tratamientos destinados a

eliminar NOs™ de aguas subterraneas
Sin embargo, existen algunos inconvenientes al uso de esta tecnologia:

- Se produce una colmatacion del filtro con una determinada

frecuencia
- Existe una maainfluencia de la bgja temperatura

- Serequiere agua de lavado
1411 Disefio del filtro sumergido

Existen numerosas investigaciones tanto tedricas como empiricas acerca del disefio
de los filtros sumergidos, pero por ahora ha sido imposible proponer un disefio general de
los mismos En la mayoria de los casos, sn embargo, € disefio de un filtro sumergido se
rediza a partir de los resultados de estudios experimentales usando plantas piloto,

informacion existente o g emplos similares. Larazon de dichas dificultades reside en (Iwai

and Kitao, 1994):

En € disefio del proceso no sdlo se debe incluir la capacidad de descontaminacion,

sino también factores no cuantificables como el mantenimiento de dicho proceso.

El mecanismo de descontaminacion del agua en un filtro sumergido es mucho mas
complicado que los procesos que usan biomasa suspendida. De igual modo, e disefio

tedrico tiene sus mismas limitaciones.

Aunque existen muchas configuraciones de |os procesos de biopeliculas, € historia

de investigacion y desarrollo es mucho més corto que e de los procesos de fangos activos.
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Por tanto, el disefio de un filtro sumergido basdndose en la teoria eta limitado, pero
existen una serie de factores que deben ser tenidos en cuenta, factores asociados a disefio
de estos sistemas, y muchos de ellos son comunes a disefio de procesos biologicos de

tratamiento, como son:

La calidad del influente: teniendo en cuenta aqui la carga contaminante, la
presencia de solidos suspendidos o de sustancias inhibidoras de la actividad
microbiana, el pH y latemperatura en la misma. En todos estos casos, € uso de
un sistema de tratamiento del agua basado en las biopeliculas reduce e efecto

negativo de los mismos frente a los de cultivo en suspension.

Las propiedades del material soporte. Se pueden establecer unos requisitos
generales para los medios de relleno de los filtros sumergidos (Iwa and Kitao,
1994). Algunos de ellos son contrapuestos entre si debiendo buscar un

equilibrio entre ellos:

- Grado apropiado de adherencia para la biopelicula.

- Gran superficie especifica.

- Elevada porosidad por si solosy en conjunto.

- Escasaresistenciaal flujo de agua.

- Estabilidad quimicay bioldgica, y elevada resistencia a los cambios
de cdidad.

- Suficiente resistencia mecénica a pandeo, destruccion y abrasion, y
suficiente durabilidad.

- Uniformidad del flujo através del lecho.

- Que no desprendan sustancias toxicas como metal es pesados, etc.

- Gravedad especifica muy poco diferente a la del agua, que no
provoque una pérdida de carga sobre las estructuras sumergidas o
sobre e fondo del tanque.

- Bagjo costey suministro estable.

- F&cil de trangportar, fabricar y construir.
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Instalaciones para el lavado del filtro y para e tratamiento del agua de lavado.
En & funcionamiento normal de un filtro sumergido, es complicado controlar el
incremento en el grosor de la biopelicula S se produce un excesivo
crecimiento de la misma, puede llevar a una saturacion del material soporte,
produciendo pérdidas de carga en €l sistema por atascamiento del filtro. Por
ello, un contralavado del filtro es necesario, el cual se redizara con agua

influente o efluente, asi como aire.
1.4.1.2 Aplicaciones de los filtros sumergidos

Tradicionalmente € uso de los filtros sumergidos estd ampliamente extendido para
el tratamiento de aguas residuales. Los llamados lechos sumer gidos air eados se usan en €
tratamiento de aguas residuales para eliminar los contaminantes tipicos como la materia
organica y los compuestos nitrogenados. La descomposicién de la materia organica se
realiza por e contacto del agua residual con la biopelicula que crece sobre e materia
soporte. Ya que se trata de un proceso aerobio, debe asegurarse un suministro de oxigeno a
las bacterias de forma que sea posible oidar la materia organica y los compuestos
nitrogenados.

La velocidad de atascamiento de estos filtros es elevada, por lo que existen limites
a la carga organica que entra al sistema. Ademas, la colmataciéon del filtro debida a la
presencia de solidos en suspension y al crecimiento excesivo de biomasa obliga a la
realizacion de contralavados con agua y aire con cierta frecuencia. Durante dicho lavado,

es necesario detener la operacion dd filtro, 1o que supone una desventgja del mismo.

Estos sistemas son ampliamente utilizados en plantas de tratamiento de aguas
residuales de pequefia escala, ya que poseen una elevada tolerancia a fluctuaciones en la
calidad y cantidad del efluente a tratar, son de facil mantenimiento y producen una baja
cantidad de lodos. En Japdn, cerca del 99% de las EDARS con caudales de tratamiento
menores de 50 n¥/d y arededor del 70% de las que tratan caudales algo mayores emplean
este proceso (Tejero, 2002).
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Su capacidad para eliminar nutrientes como el nitrégeno ademas de materia
organica presente en efluentes domésticos ha quedado demostrada en diversos estudios
(Galvez et al., 2003). Ademés, los sistemas de filtros sumergidos han demostrado su
posible aplicabilidad para la descontaminacién de aguas residuales procedentes de la
industria farmacéutica con un alto contenido en fenol, nitrégeno, y ata salinidad (Gomez
et al., 2004; Ramos et al., 2007). Sin necesidad de una inoculacion previa del relleno, €
sistema de filtros sumergidos muestra una alta capacidad de eliminacion de ferol; la
eliminacion de nitrégeno, que se realiza a través de un proceso de pre-desnitrificacion'
usando una columna desnitrificante y otra nitrificante, también alcanza valores aceptables,
por encima de un 80% de eliminacion. Las biopeliculas formadas en este sistema presentan
una alta variabilidad relacionada con la disponibilidad variable de oxigeno a lo largo del
sistema, y la mayoria de las cepas identificadas estaban relacionadas con especies
principal mente colonizadoras de ambientes costeros, debido a la dta salinidad del efluente
residual que es diluido con agua marina previamente a su tratamiento (Cortés-Lorenzo et
al., 2006).

Otra de las aplicaciones de los filtros sumergidos a sido |la de eliminar € nitrato

presente en aguas salinas utilizadas en la acuicultura (Sauthier et al., 1998).

En los dltimos afios, lo sistemas de filtros sumergidos han sido sometidos a
numerosos estudios para evaluar su aplicacion en la desnitrificacion de aguas subterréneas
contaminadas para la obtencién de agua con unas caracteristicas aceptables para ser
utilizada para consumo humano. Se han realizado diversos estudios acerca de su
funcionamiento (Gémez et al., 2000a), la eleccion de una apropiada fuente de carbono
(Gomez et al., 2000b) o lainfluencia de la presencia de oxigeno en su rendimiento (Gémez
et al., 2002). Del mismo modo, también se han realizado estudios acerca de la influencia
de la concentracion de etanol como fuente de carbono sobre la composicion de la
biopelicula (Gémez et al., 2003). Ademés, se han llevado a cabo otras investigaciones que

! La eliminacién de nitrégeno de un agua residual por post-desnitrificacion implica que el influente entrara
en el sistema por la columna 6xica de nitrificacion donde el amonio se transforma en nitrato, consumiéndose
la materia organica'y siendo necesaria la adicion de una fuente de carbono en la columna de desnitrificacion,
donde este nitrato pasara a nitrdgeno gas. La pre-desnitrificacién implica que en un primer lugar el influente
pasara por la columna anéxica, entrando posteriormente a la nitrificante. No es necesaria en este caso la
adicion de una fuente de carbono para la desnitrificacion pero si serd imprescindible la recirculacion de una
parte del efluente ala columna desnitrificante.
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presentan la inoculacion selectiva de dicho filtro con cepas seleccionadas como una mejora
por los mejores rendimientos obtenidos ademés de las ventgjas que dicha inoculacién
selectiva posee para e correcto funcionamiento del filtro sumergido con e fin de

descontaminar aguas subterraneas con nitrato (Moreno et al., 20053, b).

1.5 CICLO DEL NITROGENO

El ciclo del nitrogeno juega un papel crucial en la productividad primaria y de
hecho es el nutriente vegetal requerido en mayor cantidad. En la materia viva, constituye
entre un 8 y un 10% formando parte de los compuestos organicos imprescindibles para la
vida como son los acidos nucleicos, las proteinas (destacando las enzimas) o las
lipoproteinas (MartinezToledo, 1992). Ademés de esas formas orgéanicas, €l nitrogeno se
encuentra presente en forma inorganica como N, NH4*, NO," y NO3'. Se encuentra, por
tanto, en muchos estados de oxidacion, que van desde -3 en el NH;" a+5, en el NOs. El
porcentaje en que se encuentra cada uno de ellos varia por una serie de transformaciones
biolégicas, fisicas o quimicas, encontrdndose en un equilibrio en la naturaleza que

conforma este ciclo del nitrogeno.
15.1 Fijacion de Nitrogeno Molecular

El N, es la molécula diatbmica mas estable conocida, precisando para su
disociacion 225 Kca/mol que sélo pueden proporcionarse por fuertes descargas eléctricas
o0 dltas presiones y temperaturas o bien por reacciones catalizadas enziméticamente. Los
rayos de tormentas o laluz U.V. solo representan un 0.5% de la fijacion total (Stainer et al,
1988), siendo €l resto fijacion biolégica (unas 180 millones de toneladas a afio) (Martinez
Toledo, 1992).Esta fijacion biolégica se readliza gracias a un complgo enzimatico
denominado nitrogenasa. Esta fijacion de nitrégeno, ademas de la presencia de ATP,
necesita una ferrodoxina reducida que actuara como donador de electrones (Bedmar, 1992)
Yy quizas otros citocromos o coenzimas. El amonio es el primer producto que se observa en

la fijacion, liberando hidrégeno molecular.

La fijacion biologica dd nitrdgeno molecular la pueden llevar a cabo diversos

géneros de bacterias de vida libre, algunas de las cuales estan asociadas a la rizosfera, y
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géneros de bacterias que forman asociaciones mutualisticas con plantas. Los genes que
regulan la fijacién de nitrégeno, como os genes nif, que codifican la nitrogenasa, estan
sometidos a una rigurosa regulacion genética. La fijacion de nitrogeno se produce como

respuesta a concentraciones de amoniaco bajas o limitantes.

N organico
Asimilacion Amonificacion

Fljamon — NH3 Fasel Nitrificacion

Amon|f|caC| on
desasimilatoria Fasell

Reduccm\
asimilatoria

ANAMMOX
Desnitrificacion

Figura 3. Ciclo del Nitrégeno
1.5.2 Asmilacion de nitrogeno

Una vez fijado € nitrégeno, éste ya puede ser asimilado por |os organismos vivos
en los que € nitrogeno asimilable inorganico (NHs* y NO3") se transforma en nitrgeno
organico, bien por la accién de microorganismos fijadores o bien por productores
primarios (plantas o algas) u otros microorganismos que lo incorporan a moléculas
organicas. El empleo de nitrato como tal supone una reduccion asimilatoria a NO; y de
éste a NH,", esto es realizado por enzimas como la nitrato y nitrito reductasa asimilatorias
gue aparecen en todas las plantas y en la gran mayoria de microorganismos. Una vez que
este nitrogeno forma parte de las moléculas complejas, puede pasar a resto de la cadena

tréfica
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1.5.3 Amonificacion

La amonificacion es € proceso de conversion del nitrégeno organico en amonio o
amoniaco, y la mayoria de los animales plantas y microorganismos pueden redlizar este
proceso. La mayoria de este nitrdgeno organico permanece en la biomasa hasta que es
liberado tras la muerte del organismo, aunque los animales excretan cantidades
considerables de NH3 y compuestos nitrogenados organicos simples. Estos compuestos se
transforman en diéxido de carbono y amonio mediante la actividad microbiana. El
nitrégeno tisular es extraido de las proteinas y polinucledtidos por una gran variedad de
microorganismos mediante hidrélisis, que originan primero aminoécidos y bases
nitrogenadas, seguido del aprovechamiento fermentativo u oxidativo, eliminando NH3. En
condiciones anéxicas pueden producirse aminas en grandes cantidades, para ser

posteriormente asimiladas en aerobiosis, liberando asimismo NH3.
1.5.4 Nitrificacion

La nitrificacion se puede definir como un proceso biolégico mediante el cual el
NH;" pasa a NO,  y a NOs™ previa oxidacion. Este proceso es realizado por bacterias
nitrificantes y evita la acumulacion en & medio de NH;*, permitiendo la formacion de
NOs™ que es la forma més soluble. Una gama de microorganismos del suelo podria ser
nitrificantes organotrofos incluyendo hongos como Aspergillus (Eylor and Schidt, 1959) y
actinomicetes (Remocle, 1977). Sin embargo, € proceso de nitrificacion parece estar
limitado en su mayor parte a un nimero restringido de bacterias autétrofas diferencidndose
dos grupos: los Nitrificantes de fase |, que son capaces de oxidar el NH;" hasta NO,", con
cepas pertenecientes a los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosovibrio o
Nitrosolobus, y losNitrificantes de fase | I, que son capaces de oxidar el NO,™ hastaNOs,

destacando a su vez dentro de dicho grupo los géneros Nitrobacter y Nitrococcus.

En e proceso de nitrificacion, €l principal factor limitante es el oxigeno. Ademés
de esta inhibicion, un pH de 6 también afecta a esta transformacion (Bitton, 1994). La
nitrificacion es especialmente importante en el suelo, ya que la transformacion de iones
amonio a nitrito y nitrato provoca un cambio en la carga de la molécula, que de positiva

pasa a ser negativa, por o que se facilita la movilizacion del nitrogeno.
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El proceso de nitrificacion parcial consiste en la oxidacion de amonio hasta
nitrito, pero no a nitrato, siendo necesario para ello inhibir la actividad de las bacterias
oxidantes del nitrito. EI amonio y bajas concentraciones de oxigeno se presentan como |os
elementos inhibidores mas importantes, asi como la diferencia existente entre €l
crecimiento de las bacterias oxidadoras de amonio y las oxidadoras de nitrito (Schmidt et
al, 2003).

1.5.5 Procesos desasimilatorios

Dichos procesos conllevan la conversion de nitrato en nitrdgeno gas

(desnitrificacion) o en amonio (amonificacion desasimilatoria).

Muchos microorganismos tienen la capacidad de reducir los 6xidos de nitrégeno
(NO3, NO2) en condiciones andxicas cuando dichos compuestos sustituyen a oxigeno
como aceptor terminal de electrones en la cadena respiratoria. S la reduccion continta
hasta la generacion de los gases N y N2O, que se pierden a la atmdsfera, € proceso es
conocido como desnitrificacion. Por tanto, como este proceso es llevado a cabo por
microorganismos onsiste, segun Payne (1981) en la reduccion desasimilatoria de NOs™ y
NO, alos gases NO y N, y se denomina desnitrificacion biolégica. Dicho proceso
congtituye la pieza fundamental de nuestro estudio y por ello merece un tratamiento més
amplio en € siguiente apartado, donde se describen las distintas fases del proceso asi como

los distintos complejos enzimaticos implicados.

El proceso de amonificacion desasimilatoria comienza igualmente con la
reduccién de nitrato a nitrito, pero a partir de entonces dicho nitrito sigue su proceso de
reduccién hasta amonio. Dicha amonificacion juega un papel muy importante en la
detoxificacion celular (Gonzédlez et al. 2006), a eliminar los acimulos de nitrito en células
gue utilizan el nitrato como aceptor de electrones. Aunque dicho amonio generado puede
ser asimilado por lacélula, el proceso es también denominado desasimilacién de nitrito, ya

que su principal finalidad es detoxificar € nitrito acumulado y a regenerar NAD".
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1.5.6 Oxidacién anaerébica de amonio

Este proceso, conocido como ANAMMOX, incluye reacciones tanto oxidantes
como reductoras, y es una de las reacciones incluidas en e ciclo del nitrégeno descritas
mas recientemente. Las bacterias capaces de catalizar dicho proceso pueden crecer bajo
condiciones quimioautolitétrofas, usando amonio como donador de electrones y nitrito

como aceptor fina (Jetten et al, 1998), produciendo nitrégeno gas.
NHz + NO; > Np + H,O0 ?G =- 0.357 kmol*

La primera confirmacion experimental de la existencia de este proceso fue descrita
por Mulder et al (1995).Este proceso es altamente exotérmico, y realizado Unicamente por
bacterias del orden Planctomycete (Ahn, 2006).

El descubrimiento de esta nueva via en € ciclo del nitrégeno abre caminos para
novedosas posibilidades de eliminacion de nitrégeno de aguas residuales. El paradigma
gue establecia que la Unica manera de transformar de manera biologica € amonio presente
en las aguas residuales a nitrégeno gas era a través de su oxidacion completa a nitrato
seguida por una desnitrificacion heterotrofica ha quedado en el pasado. La combinacion de
los procesos de nitrificacion parcial y ANAMMOX supone reducciones substanciales de

los costes operacionales en los tratamientos de eliminacion de nitrogeno en aguas
residuales (Jetten et al. 2002).

1.6 DESNITRIFICACION

La desnitrificacion constituye una de las principales vias del ciclo global del
nitrégeno llevadas a cabo por las bacterias. Su expresion se desencadena en la célula por
pardmetros medioambientales como baja tension de oxigeno y disponibilidad de un éxido
de nitrégeno. La desnitrificacion es parte del aparato bioenergético de la célula bacteriana,
donde los aniones nitrato y nitrito y los oxidos de nitrégeno gaseosos 6xido nitrico y 6xido
nitroso actlian en el lugar del oxigeno diatdmico como aceptores terminales del transporte
de electrones. Durante esta reduccion desasimilatoria, € nitrato se transforma en diferentes

productos reducidos, y simultaneamente se produce la oxidacion del donador de el ectrones.
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Este proceso ha sido descrito por multiples autores en numerosos habitats, tales
como suelos (Parkin and Robinson, 1989), aguas superficiales (MartinezToledo et al,
1996), aguas subterraneas (Dahab and Lee, 1992) o residuales (Gerritse et al, 1995) y es

realizado por numerosas bacterias, principalmente heterotrofas.

De manera global, e proceso de desnitrificacion puede ser descrito como una

reaccion redox:

2NO;™ + 10€ + 12H"> - Ny + 6H,0

Esta reaccion global es realizada en cuatro secuencias enzimaticas.

NOs +2€ + 2H"> NO,” + H,O — Reduccion desasimilatoria de nitrato

NO, + € + 2H"> NO + H,O —— Reduccién desasimilatoria de nitrito

2NO + 2¢€ + 2H"> N,0O + H,O — Reduccién desasimilatoria de 6xido nitrico

N,O + 2€ + 2H™> N, + H,O —— Reduccién desasimilatoria de 6xido nitroso

Para cada una de estas fases varia € equipo enzimético implicado y supone un
proceso de transferencia de electrones con la consiguiente produccion de energia. Hay que
destacar que no todos los pasos enziméticos se dan en todos los microorganismos

desnitrificantes |os cuales podran emplear diferentes sustratos y dar diferentes productos.

1.6.1 Reduccion desasimilatoriade NO3 aNO,™:

La reduccion de NO3 a NO; es un proceso catalizado por unas enzimas
denominadas nitrato reductasas. Estas enzimas pueden estar implicadas en varias acciones,
como la asmilacién de nitrégeno, la reduccion desasimilatoria de nitrato, o en €
mantenimiento de un potencial de éxido-reduccion celular favorable (Stolz and Basu,
2002).
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Las enzimas nitrato reductasas son claves en € ciclo del nitrégeno. Dichas enzimas
han sido clasificadas en cuatro grupos, atendiendo a origen, su localizacion dentro de la

célula, propiedades moleculares del centro de reaccién y funcion.

Un primer grupo de dichas enzimas llamadas enzimas nitrato reductasas
eucarioticas pertenecen a la familia de las sulfito oxidasas, contienen molibdeno en su
centro activo y se localizan en e citoplasma de los organismos eucaridticos. plantas,
hongos y agas. Dichas enzimas estan implicadas en la reduccion asimilatoria de nitrato,
para transformarlo en amonio e incorporarlo a las estructuras moleculares de este modo
ninguna de estas enzimas nitrato reductasas contribuye directamente a proceso de

desnitrificacion

El resto de enzimas nitrato reductasas son enzimas mononucleares pertenecientes a
la familia de las dimetil sulfoxido (DMSO) reductasas que también contienen Molibdeno
en su grupo prostético. Dichas enzimas, exclusivas de los organismos procariotas, pueden
ser clasificadas en otros subgrupos. Las nitrato reductasas asimilatorias (Nas) se
localizan en el citoplasmade las célulasy estan implicadas en el proceso de asimilacion de
nitrégeno por dichos microorganismos, siendo la primera de las enzimas implicadas en
dicho proceso anabdlico (Gonzalez et al., 2006). Aunque con la misma funcion, esta
enzima es estructuralmente distinta a la nitrato reductasa eucariética (Berks et al, 1995).
Existen a menos 3 tipos diferentes de Nas (Stolz and Basu, 2002), aunque a igua que
ocurre con la nitrato reductasa eucariética, su contribucién al proceso de desnitrificacion es
nula. La expresion de esta enzima es regulada por una falta de NH;" disponible y la

presenciade NOs'.

La reduccion desasimilatoria de nitrato comienza con la actuacion de un grupo de
enzimas nitrato reductasas desasimilatorias (Nar). Dichas enzimas catalizan el primer
paso de un proceso respiratorio catabdlico en ausencia de oxigeno. La reduccion
desasimilatoria de nitrato es una forma de generar energia para la célula bajo condiciones
andxicas, y por €lo, no se encuentra directamente regulada por un regquerimiento
nutricional de nitrégeno. Por tanto, esta reduccién desasimilatoria podria resultar en e
consumo total de nitrato en ausencia de otras limitaciones como puede ser, como ya se vera

mas adelante, la fuente de carbono utilizada o € donador de electrones. Una vez que €
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nitrato es reducido a nitrito, éste puede seguir € proceso de reduccion hasta compuestos
gaseosos (desnitrificacion), proceso que es llevado a cabo mediante la actuacion de
enzimas adicionales. Por otro lado, € nitrito puede ser reducido directamente a amonio por
enzimas nitrito reductasas que contienen & grupo hemo (reduccion desasimilatoria a
amonio). Aunque los siguientes pasos son, por tanto, procesos que implican la actuacion de
enzimas muy distintas, los primeros pasos en los procesos de desnitrificacion y reduccion
desasimilatoria de nitrato a amonio son idénticos y pueden ser llevados a cabo por la
misma enzima.  Estas nitrato reductasa desasimilatorias, unidas a la membrana
citoplasmética, estan por tanto ampliamente distribuidas, no sblo entre bacterias
desnitrificantes, como Paracoccus denitrificans, 0 Pseudomonas stutzeri sino también en
numerosas bacterias entéricas como Escherichia coli o Klebsiella pneumoniae. Ha sido
caracterizada en numerosas especies de un rango taxonémico muy amplio, pero la enzima
nitrato reductasa tiene en todas €ellas caracteristicas muy similares. EIl modelo general de
dicha enzima esta compuesto por 3 subunidades. La mayor de ellas (de 118-150 kDa) es €l
sitio activo catalitico y contiene e cofactor de Molibdeno; una subunidad proteica de
anclaje mas pequefia (de 55-64 kDa) y un citocromo b asociado (19-21 kDa) (Stolz and
Basu, 2006). Dicha enzima nitrato reductasa desasimilatoria ha sido estudiada en
numerosas especies bacterianas, y su rango de temperaturas es amplio. En Pseudomonas
stutzeri, por gemplo, dicha enzima puede actuar en € rango de temperaturas que va desde
4 a 76°C. A medida que aumenta |la temperatura 10°C, se dobla la actividad de la enzima.
Su Optimo se encuentra a 76°C, produciéndose una perdida de actividad en € rango de
temperaturas entre 78 y 96°C (Borcherding et al., 2000).

Existe un ultimo tipo de enzima nitrato reductasa desasimilatoria, denominada
nitrato reductasa periplasmica (Nap) por su localizacién en el periplasma de la células
procariotas. Esta nitrato reductasa ha sido purificada de varios tipos de bacterias
incluyendo enterobacterias, desnitrificantes y bacterias fotosintéticas no sulfuricas. Asi, las
Nap pueden ser sintetizadas en numerosos microorganismos, aungue su funcién no ha sido
bien definida aln. Se ha propuesto que esta enzima podria estar implicada en el
mantenimiento de un equilibrio redox en la cdlula, en la adaptacion en & cambio de
crecimiento aerdbico a anaerdbico, o0 en la desnitrificacion aerébica (Philippot and
Hojberg, 1999).
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1.6.2 Reduccién desasimilatoriade NO, aNO:

La reduccién de nitrito a oxido nitrico (NO) es catalizada por la enzima nitrito
reductasa (NiR). Se han descrito muchas hipétesis hasta llegar a la conclusion de que €
NO es un intermediario de la desnitrificacion, pero no se acepto hasta 1973 cuando Payne
lo confirmd tras recopilar multiples investigaciones. Para llegar a esta conclusion, se
precisO aidar e identificar las enzimas implicadas en e proceso, asi como el gen del que
son originarias. Hoy en dia se sabe que la presencia del gen nir en una cepa bacteriana

puede ser determinativa de su capacidad como desnitrificante.

LaNiR es la enzima clave de todas las enzimas implicadas en la desnitrificacion,
yaque es en este proceso en € que cantidades significativas del nitrégeno fijado en €l paso
inicial del ciclo de nitrogeno se pierde desde el suelo ala aimdésfera. EI NO difunde fuera
de la célula bacteriana en casi un 70% del total producido. Es muy reactivo y muy téxico
para la célula a reaccionar con grupos hemo o proteinas de Cu o Fe, dando complejos
metal- nitrosil. Es por ello preciso para la célula eliminar rapidamente el NO, realizandolo

gracias ala ata velocidad de accion de la Oxido- nitrico reductasa.

En las bacterias desnitrificantes existen dos tipos completamente distintos de NiR,
gue son diferenciables por sus grupos prostéticos. Uno de ellas es un citocromo cd; y la
otra es una enzima gue contiene cobre. Los dos tipos parecen ser mutuamente exclusivas,
pero ambas estan presentes en distintas cepas del género Pseudomonas y Alcaligenes
(Tavares et al., 2006) La mayoria de las cepas desnitrificantes estudiadas contienen hemo
nitrito reductasas, pero las nitrito reductasas que contienen cobre en su grupo prostético
estan presentes en un mayor nimero de géneros bacterianos. Estas nitrito reductasas
pueden distinguirse fécilmente por € patron de inhibicion que presentan. La CuNiR se
inhibe por el agente quelante de cobre dietildiocarbamato (DDC), por cianida y por
monoxido de carbono, mientras que la citocromo cd; nitrito reductasa se inhibe por la
presencia de cianida, pero no por monoxido de carbono (Zumft, 1997). Ambas enzimas se
encuentran en el periplasma celular, aunque nunca una misma cepa expresara mas de una
dedlas.
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1.6.3 Reduccién desasimilatoriade NO aN»O:

La reduccion del oxido nitrico se realiza por la accion de las enzimas Oxido nitrico
reductasas. Dicha enzima cataliza la reduccion del NO en la que estan implicados dos
electrones, obteniendo 6xido nitroso N2O. Dicha reaccion conlleva la formacion de un
enlace N-N, y la enzima responsable es més sensible que las vistas hasta ahora y se
encuentra unida a la membrana citoplasmatica. La estructura tridimensional de dicha
enzima NOR no ha podido ser descrita hasta lafecha, y los datos que se poseen del centro

activo han sido obtenidos a través de estudios espectroscopicos.

Existen tres clases de enzimas NOR identificadas en bacterias. dNOR, gNOR y
gCuNOR, aunque se deduce que la estructura del centro activo en todas €ellas es muy
parecida, diferenciandose en e donador de electrones y en €l nimero y tipo de centros de
transferencia de electrones presente (Tavares et al., 2006). La enzima cNOR usa un
citocromo ¢ 0 una cupredoxina como donador de electrones, y estd compuesta por dos
subunidades: una mayor Ilamada NorB (con un peso molecular de 56 kDa) que contiene
dos hemos de tipo b ademas de Fe no hémico, y una subunidad mas pequefia, llamada
NorC (de 17kDa) que contiene un hemo tipo c. El tipo gNOR posee una estructura
primaria similar a la anterior, con sdlo una subunidad que acepta electrones de los
quinoles. La mayoria de estas enzimas se expresan en ausencia del resto de enzimas
desnitrificantes, principal mente en microorganismos patégenos. El tercer tipo de NOR, La
gCuNOR, también est4 formada por dos subunidades. Mientras que la mayor, es similar a
la subunidad NorB, la menor no posee un hemo ¢, Sino que usa un centro activo de cobre A

para lograr la transferencia de electrones a la subunidad catalitica.

Lareduccién de NO," y NO no es un proceso independiente, Sino que Son procesos
gue estén interrelacionados tanto a nivel genético como funcional. De este modo la
reduccion de NO;™ hasta N,O parece realizarse por solo una unidad funcional. Ademas, la
sintesisy expresion de estas enzimas parece influirse por el oxigeno (Kérner, 1993). Los
efectos sobre la nitrito reductasa no solo afectaran alareduccion del NO,’, sino también a
lareduccion del NO 'y viceversa.
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Es necesario resefiar que existen otras enzimas capaces de catalizar la reduccion de
NO, como la P450nr 0 la citocromo csss, (Tavares et al., 2006) que aunque no estan
directamente implicadas en €l proceso de desnitrificacion tienen un importante papel en la
detoxificacion celular actuando como eliminadores de NO y protegiendo a organismo

frente a una acumulacion de NO intracelular 0 una exposicion anaerébica a NO.

1.6.4 Reduccion desasimilatoriade No,O aNo:

El dltimo paso de un proceso completo de desnitrificacion es lareduccién de N2O a
N> gas, reaccion catalizada por la enzima éxido nitroso reductasa (N2OR), una proteina
multiciprica. Dichas enzimas son periplasmicas y solubles, compuestas por dos
subunidades idénticas de arededor de 65 kDa, conteniendo un centro de cobre binuclear,
Cua similar a observado en la citocromo ¢ oxidasa a cua se le supone un papel en €
transporte intramolecular de electrones, y un centro multinulcear de cobre, donde tiene
lugar la catalisis (Zumft, 1997). La informacion genética de este proceso aparece en €
denominado gen “nos” a partir de la cua se forma una apo-proteina inactiva, que tras
situarse en € periplasma celular e incorporar como cromoéforo a Cu, es capaz de catalizar
el proceso Korner and Mayer, 1992). La sintesis de esta enzima se ve inducida por la

presenciade NOs', NO,” 0 N2O y se inhibe por |a presencia de oxigeno.

Muchas bacterias desnitrificantes pueden crecer a expensas del N,O como Unico
aceptor de electrones para la oxidacion de compuestos organicos. Una version “truncada’
del proceso de desnitrificacién tiene lugar cuando la reduccién de NbO no se presenta,
terminando el proceso con dicho compuesto. Es muy probable que en estos casos la
informacion genética para la N;OR se encuentre ausente. Sin embargo, la ausencia de esta
ultima reduccién no afecta los pasos del proceso de desnitrificacion desde el nitrato hasta
aqui. Del mismo modo, a igua que existen reductores de nitrato que no redizan la
desnitrificacion, existen bacterias que utilizan el N,O como aceptor de electrones sin ser
desnitrificantes.

El acetileno inhibe la reduccion de NO, circunstancia muy conveniente para €
estudio del procesos de desnitrificacion, (Yoshinari and Knowles, 1976, Probanza et al,

1996) convirtiéndose en una técnica muy Util para determinar €l potencia de
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desnitrificacion. Aungue la inhibicién por acetileno no es especifica para esta enzima, €
acetileno es mas selectivo que otros inhibidores de la desnitrificacion, ademés del hecho
que esta inhibicion es no competitiva (Zumft, 1997) Ademés de esto, Knowles (1982)
indico que la actividad de esta enzima se podia afectar por el valor del pH, la presencia de
oxigeno y la de sulfuros. Otro efecto inhibidor lo realizan sustancias como cianuro, azida,
dinitrofenol (Payne, 1981), monoyodoacetato, monoxido de carbono (Matsubara and Mori,

1968) o los metales pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Existen estudios que evidencian la inhibicion de la actividad de la NbOR a bajas
temperaturas. HoltanrHartwig et al. (2002) detectaron posibles anomalias en la actividad
enzimatica de la NbOR a bgjas temperaturas en suelos, inhibiéndose dicha enzima a 0°C.
Resultados similares se obtuvieron en ensayos realizados por Oquist et al. (2004), dorde se

demostro que las bajas temperaturas suprimen la actividad de la N,OR.

1.7 FACTORES QUE AFECTAN A LA DESNITRIFICACION
BIOLOGICA

Hay una serie de factores que pueden influir en este proceso y deben conocerse y
controlarse. El efecto de cada uno de ellos puede afectar atodo el proceso 0 a alguna etapa
dd mismo. Es importante conocer como afectaran estas variables a los procesos

enzimaticos implicados en la desnitrificacion. Entre ellos destacan:
1.7.1 Presencia de un microorganismo desnitrificante

Para que se lleve a cabo la desnitrificacion bioldgica es necesario que en € medio
Sse encuentre presente un microorganismo desnitrificante. De los microorganismos
heterétrofos, un 5% son desnitrificantes (Tiedje et al., 1982), perteneciendo dichas
bacterias desnitrificantes heterdtrofas a distintos grupos taxondmicos, aunque e mayor
contribuyente al proceso de desnitrificacion difiere segin € autor. Tiedje et al., (1984)
establece que e género que mas contribuye a la desnitrificacion en ambientes naturales es
el gérero Pseudomonas, mientras que otros estudios sefidan e género Clostridium

(Gamble et al., 1977). Existen otros géneros en los cuales aparecen bacterias
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desnitrificantes, como Thiosphaera o Alcaligenes aunque cuantitativamente, su

representatividad es meror en comparacion con |os anteriores.

1.7.2 Presencia de un donador de electrones

Como hemos comentado anteriormente, €l grupo méas abundante de los
desnitrificantes es €l de los heterétrofos, que necesitan de una fuente de carbono organica
para su metabolismo. La presencia de esta fuente de carbono es fundamental para que
tenga lugar la desnitrificacion por este tipo de microorganismos. Sin embargo, otros
factores como € tipo de fuente de carbono o la concentracion de ésta, influiran en la mayor
o menor eliminacion desasimilatoria de NOs™. El rendimiento de desnitrificacion esta
influenciado no solo por la cantidad de fuente de carbono, sino también por la calidad de
este donador de electrones (Gémez et al, 20004).

Existe una gran variedad de fuentes de carbono para ser utilizados por los
microorganismos heterétrofos. Las méas usuales son evidentemente, las moléculas mas
facilmente metabolizables. Los alcoholes (Kesseru et al, 2003; Gomez et al., 2003;
Welander et al., 1998, Oh et al., 2001, Sauthier et al. 1998), &cidos organicos (Kesseru et
al, 2002) y los carbohidratos (Gomez et al., 2000b, Volokita et al., 1996) son las sustancias
mas empleadas como donadores de electrones. Sin embargo, este grupo de
microorganismos es capaz de emplear una amplia gama de fuentes de carbono que pueden
ir desde la materia organica que se encuentra en e estiércol y e fango hidrolizado
(Petersen et al., 1996, Aesdy et al., 1998), hasta emplear xenobioticos como la anilina
(Alexandra et al, 1994). El uso dd polivinil acohol, un polimero sintético poco
biodegradable, se ha mostrado también capaz de actuar como Unico donador de electrones

en la desnitrificacion (Bang et al., 1995)

Se han realizado numerosos estudios comparativos de la influencia de | as diferentes
fuentes de carbono en los rendimientos de desnitrificacion. Constantin y Fick (1997)
destacaron una mayor actividad desnitrificante a emplear &cido acético en lugar de etanol.
Esto se debe a un empleo directo del &cido acético por parte de la bacteria, sin necesidad de
otras transformaciones metabdlicas que si se precisarian a emplear otras fuentes de

carbono, suponiendo un gasto energético a microorganismo. Resultados similares fueron
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obtenidos por Aesdy et al, (1998) y Kesseru et al, (2002), éste Ultimo establece ademéas
gue, aungue con comportamientos bastante parecidos entre ambos donadores de electrones.
En dicha investigacion, se estudi6 también la eficiencia del &cido succinico, encontrandose
ésta inferior a las de las otras dos fuentes de carbono. Un estudio de Gomez et al (2000b)
compard la efectividad de tres fuentes de carbono seleccionadas: sacarosa, etanol y
metanol, en condiciones experimentales en el sistema de filtros sumergidos. Los estudios
concluyeron que el uso de la sacarosa como donador de electrones provocaba una mayor
acumulacion de nitrito en e efluente, asi como un mayor crecimiento de biomasa que
causaba €l atasco del filtro. Ademés, los rendimientos del proceso eran menores con esta
fuente de carbono que con €l etanol y el metanol. Con los acoholes, no se producian los
efectos anteriormente descritos. Debido a la toxicidad del metanol, ademas de otros
factores como su economia y facil mangjo, se concluy6 que €l etanol era la fuente de

carbono mas apropiada para dicho proceso.

Dentro del grupo de los heterétrofos, hay microorganismos que en ausencia de
fuente de carbono organica pueden usar el CO, como fuente de carbono a partir del cual
sintetizan las estructuras moleculares. Este CO, no se comporta como un donador de
electrones por lo que emplean el H como tal. Algunos heterétrofos que pueden realizar
esta desnitrificacion quimioautétrofa son Paracoccus denitrificans o Alcaligenes

eutrophus.

Otros compuestos quimicos como los derivados de azufre tiosulfato, sulfuros o
sulfitos, pueden oxidarse por microorganismos, cediendo asi sus electrones a la cadena
respiratoria de la desnitrificacion. Este proceso es realizado por algunos quimiolitotrofos
con capacidad desnitrificante como Thiobacillus denitrificans o Thiomicrospira

denitrificans.

Otra posible fuente de electrones para la cadena respiratoria desnitrificante es la
realizada por fototrofos como Rhodopseudomonas sphaeroides. En este microorganismo la

luz produce una excitacion de moléculas de agua con la consiguiente cesién de electrones.

Ded mismo modo, la concentracion de esta fuente de carbono también influye en €

rendimiento de la desnitrificacion. Gomez et al (2003), estudiando la influencia de la



1- INTRODUCCION

concentracion de etanol en la composicion de una biopelicula desnitrificante, establece que
las bacterias manifiestan un incremento de la actividad desnitrificante a medida que la
concentracion de etanol aumenta, al igual que el nimero de células por gramo de peso seco
de biopelicula.

1.7.3 Ausenciade oxigeno

El oxigeno puede afectar a la desnitrificacion de tres modos diferentes,

dependiendo a su vez de la cepa bacteriana:

Efecto competitivo: descendiendo la reduccion desasimilatoria de Oxidos de
nitrégeno, al aportar mas energia a la bacteria el empleo del oxigeno como dltimo aceptor
de electrones (Thauer et al., 1977).

Efecto inhibidor a nivel enzimético: descendiendo la actividad de ciertas enzimas
(Davies, 1989). El oxigeno afecta de forma diferencial a las distintas enzimas implicadas
en la desnitrificacion (Kornaros and Lyberatos, 1998). Segin Cole (1994) es la enzima
nitrato reductasa la mas sensible de todas, aunque otros estudios realizados en relacion ala
actividad desnitrificante de Pseudomonas denitrificans establecen que la enzima nitrito
reductasa se ve inhibida casi por completo en presencia de oxigeno, mientras que la enzima
nitrato reductasa mantiene aun algo de su actividad lo que conlleva a la acumulacion de
nitrito en el medio (Kornaros and Lyberatos, 1998). Esta mayor sensibilidad a oxigeno de

la nitrito reductasa es corroborada por las investigaciones realizadas por Drury et al. (1991)

Efecto inhibidor a nivel genético: al no permitir la sintesis de determinadas enzimas
en funcién de su concentracion (Braun y Zumft, 1992). Por ejemplo, la sintesis de la nitrato

reductasa es inhibida por la presencia de oxigeno (Cole, 1994).

Estos efectos no se detectan por igual en todos los microorganismos
desnitrificantes, destacando unos mas que otros en funcién de la cepa bacteriana. La
afirmacién que Payne (1981) daba sobre €l efecto negativo que € oxigeno tenia sobre la
desnitrificacion, ha sido corroborada por muchos autores, desnitrificacion realizada tanto

en aguas residuales o subterraneas (Hagedorn-Olsen et al., 1993). Sin embargo, no afecta
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por igua a todas las bacterias desnitrificantes. Thiosphaera pantotropha, Alcaligenes
faecalis, Pseudomonas nautica 0 Comamonas se han descrito como microorganiSmos que
son capaces de desnitrificar en presencia de oxigeno (Robertson et al 1988; Bonin and
Gilewick, 1991; Patureau et al, 1994). En estos casos, tanto € oxigeno como €l NOs™ s
emplean como aceptores de electrones, disponiendo la bacteria de los dos mecanismos

enziméticos.

En términos generales, se puede afirmar que la presencia de oxigeno disminuye €
rendimiento de desnitrificacion. La desnitrificacion produce menos energia que la
respiracion por oxigeno, por lo tanto, una célula bacteriana creciendo en condiciones
aerdbicas escogera €l oxigeno como aceptor final de electrones. La influencia de la
concentracion de oxigeno disuelto sobre las biopeliculas fue estudiada por Goémez et al
(2002), afirmando que la presencia de oxigeno en € agua disminuye la eliminacion de
nitrégeno inorganico, e incrementa la concentracion de nitrito en e efluente. Estos efectos
negativos se incrementan con un aumento en la concentracion de oxigeno disuelto y varia

dependiendo de la naturaleza del donador de electrones.

Se ha demostrado que, en biorreactores abiertos a la atmdsfera, el oxigeno que
entra en éste a través de la superficie del liquido afecta a la desnitrificacion no solo
metabdlicamente (con la consecuente utilizacion del oxigeno como aceptor de electrones)
sino también cinéticamente, cuando la concentracion de oxigeno disuelto se incrementa
hasta niveles gque pueden tener un efecto inhibidor en e rendimiento de desnitrificacion.
(Pl6sz et al., 2003)

1.7.4 Presencia de aceptores de electrones

Para que la desnitrificacion tenga lugar es precisa la presencia de aceptores de
electrones, los 6xidos de nitrégeno, que son a su vez |os responsables de la sintesis de las
enzimas desnitrificantes. Korner y Zumft (1989) observaron que cepas de Pseudomonas
stutzeri eran incapaces de sintetizar enzimas desnitrificantes en ausencia de oxigeno si en
el medio no aparecen éxidos de nitrégeno. Asi, la presencia de un oxido de nitrogeno
determinado potencia la sintesis de su propia reductasa, por lo que e NO favorece la

sintesis de la 6xido nitroso reductasay € NO,™ de la nitrito reductasa.



1- INTRODUCCION

Aparte de esta activacion enzimética producida por la presencia de los éxidos de
nitrogeno, hay que destacar un efecto inhibidor que € nitrato produce en el proceso. Este
anién en grandes concentraciones inactiva la nitrito reductasa o incluso puede inhibir su
sintesis (Unden et al., 1980), por 1o que se produce una acumulacion de NO;™ en el caso de

Ps. stutzeri que puede llegar a ser toxico parala bacteria (Korner y Zumft, 1989).
1.7.5 Existenciade un pH optimo

La influencia del pH sobre la desnitrificacion se ha estudiado por numerosos
investigadores en diferentes habitats. En todos los casos coinciden que el pH optimo para
la desnitrificacion esta préximo a la neutralidad, ligeramente basico, aunque el valor

Optimo varia con la especie (Thomas et al, 1994).

Tanto un incremento como un descenso del pH provocan un descenso en la
actividad desnitrificante. Glass y Silverstein (1998) establecen que existe una relacion
estadisticamente significativa de signo positivo en la tasa especifica de reduccién de nitrato
en cultivos aclimatados a medida que el pH se incrementade 8.5 a 9.

El efecto del pH parece residir en su actividad frente a las enzimas responsables de
la desnitrificacion. La oxido nitroso reductasa no solo es sensible a oxigeno, sino también
a pH. Este pude pasar de un 100% de actividad a pH 7-8 hasta un 30% a pH inferiores a
6.0 o superiores a 9.0 (Beaubien et al, 1995).

Aparte de este efecto a nivel enzimético, hay que destacar otro a nivel de
crecimiento poblacional. Nagele y Conrad (1990) observaron que las concentraciones de
NO y N2O se incrementaban a pH &cido, produciéndose un descenso en la actividad
desnitrificante. Sin embargo, al aumentar € pH hacia la neutralidad se descendian las
concentraciones de NO y N,O, aumentaba la actividad desnitrificante y se registraba un
espectacular incremento de la poblacion desnitrificante, incrementandose por ello la
actividad.
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1.7.6 Existencia de unatemperatura 6ptima

La temperatura ambiental afecta intensamente a los microorganismos, siendo
especialmente susceptibles a ser generamente unicelulares y poiquilotermos. Por tanto,
su temperatura varia con el cambio de temperatura ambiental de forma que la temperatura
de la célula microbiana reflgja directamente la de su ambiente (Prescott, 1999).Todos los
microorganismos poseen una temperatura optima de crecimiento que los caracteriza, en
dicha temperatura se dan las tasas mas elevadas de crecimiento y actividad (Atlas y Bartha,
2002). Iguamente, existe una temperatura minima de crecimiento, por debgo de la cua
son metabolicamente inactivos.

El efecto de la temperatura en € crecimiento de los microorganismos viene
determinado fundamentalmente por la sensibilidad que presentan |as reacciones catalizadas

por enzimas a determinadas temperaturas.

En condiciones de baja temperatura, un aumento eleva la velocidad de crecimiento,
ya que la velocidad de una reaccion catalizada por enzimas casi se duplica por cada
incremento de temperatura de 10°C. Como la velocidad de cada reaccion aumenta, €
metabolismo en general es més activo a temperaturas atas 'y e microorganismo crece mas
rapidamente. A partir de cierto punto, un mayor incremento disminuye la velocidad de
crecimiento y temperaturas suficientemente elevadas son letales. Las altas temperaturas
ocasionan dafios a los microorganismos a desnaturalizar las enzimas, proteinas
transportadoras y otras proteinas. Las enzimas tienen temperaturas Optimas para una
actividad méxima. S la temperatura se eleva demasiado por enzima del vaor optimo, la
estructura de la enzima se dtera y ésta pierde su actividad a producirse la
desnaturalizacion. El calor también deteriora las membranas microbianas y la doble capa
lipidica se funde y desintegra. Por €llo, a pesar de que las enzimas funcionales actian mas
rapidamente a temperaturas elevadas el microorganismo puede alterarse hasta e punto de

inhibirse su crecimiento, porque el dafio no puede repararse adecuadamente.

Debido a estos efectos opuestos de la temperatura, € crecimiento microbiano y la
actividad enzimédtica tienen una dependencia bastante caracteristica de la temperatura,

existiendo temperaturas cardinales digtintivas. temperatura minima, éptima y maxima
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(Prescott, 1999). La representacion de la actividad enzimética en funcion de la temperatura
del ensayo conduce a una curva en forma de campana, con un maximo correspondiente ala
temperatura de méxima actividad catalitica. Una vez alcanzado este valor, la actividad

disminuye como consecuencia de la desnaturalizacion térmica de la enzima.

La forma de la gréfica se representa en la figura 2. Aunque la forma de la curva de
dependencia puede variar, la éptima estd siempre mas préxima a la maxima que la minima.
Las temperaturas cardinades de una especie en particular no son invariables, sino que
dependen hasta cierto punto de otros factores ambientales como € pH y los nutrientes
disponibles. Las temperaturas cardinales varian ampliamente entre microorganismos
(Prescott, 1999).

Téptima

100~
Actividad

maxima
(%)

50

Temperatura (°C)

Figura 4- Efecto de latemperatura sobre la actividad enzimatica

El efecto que la temperatura tiene sobre las actividades enziméticas se describe de

manera usua por la ecuacion de Arrhenius:

k=A . eBR

Donde:

k = constante de velocidad de reaccion

E = energia de activacion (cal -g/mol)

R = constante universal de los gases (cal -g/mol°K)
T = temperatura absol uta (°K)

A = factor pre-exponencial
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En la tabla 2 se muestra una relacion de las temperaturas cardinales (minima,
Optima 'y maxima) de agunas bacterias no fotosintéticas y fotosintéticas. Las temperaturas
Optimas se encuentran normalmente en un rango de 0°C hasta un valor tan alto como 75°C,
mientras que el crecimiento microbiano se produce en un rango de -20°C hasta mas de
100°C. La temperatura de crecimiento de un microorganismo determinado abarca
normalmente un margen de 30 grados centigrados. Las especies que tienen un rango
peguefio se denominan estenotérmicas mientras que las que crecen en un amplio rango de

temperatura se denominan euritérmicas.

Tabla 2. Temperaturas cardinales de algunos microorgani smos (Prescott et al., 1999)

MICROORGANISMO TEMPERATURAS CARDINALES
MINIMA OPTIMA MAXIMA

BACTERIAS NO FOTOSINTETICAS

Bacillus psychrophilus -10 23-24 28-30

Micrococcus cryophilus -4 10 24

Pseudomonas fluorescens 4 25-30 40

Staphylococcus aureus 6.5 30-37 46

Enterococcus faecalis 0 37 4

Escherichia coli 10 37 45

Neisseria gonorrhoeae 30 35-36 38

Thermoplasma 45 59 62
acidophilum

Bacillus 30 60-65 75
stearothermophilus

Thermus aguaticus 40 70-72 79

Sulfolobus acidocaldarius 60 80 85

Pyrococcus abyssi 67 9% 102

Pyrodictium occultum 82 105 110

Pyrolobus fumarii 0 106 113

BACTERIAS FOTOSINTETICAS

Synechococcus eximius 70 79 84

Los microorganismos pueden clasificarse en 5 categorias en funcion de los rangos

de temperatura de crecimiento (Prescott et al., 1999) (Figura 5):

1. Lospsicréfilos crecen bien a 0°C y tienen una temperatura éptima de 15°C o
inferior. La maxima es de aproximadamente 20°C. Se han adaptado a su
ambiente por varios mecanismos. Las enzimas, sistemas de transporte y

mecanismos para la sintesis de proteinas actlian bien a temperaturas bajas.
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Se encuentran en ecosistemas frios y normalmente mueren si se exponen a

temperatura ambiente

Los psicrétrofos o psicrofilos facultativos pueden crecer a 0°C aunque su
temperatura Optima sea 20 a 30°C y la méxima de casi 35°C. En este grupo

se incluyen géneros de bacterias, hongos, algasy protozoos.

Los mesdfilos crecen a una temperatura Optima de 20 a 45°C siendo la
minima de 15 a 20°C y la méaxima de cas 45°C. La mayoria de
microorganismos pertenecen a esta categoria y se encuentran normalmente
en animales de sangre caliente y en ambientes de latitudes temperadas y

tropicales.

L os termdfilos pueden crecer hasta a temperaturas de 75°C o0 superiores. La
temperatura minima es normamente de 45°C y la 6ptima es de 55 a 65°C.
La inmensa mayoria son bacterias, aunque algunos hongos y algas son
termofilos. Algunos de estor termdfilos extienden su desarrollo a la region
mesofilica, conociéndose estas especies como termofilas facultativas o
euritermdfilas. Otras especies, en cambio, crecen mejor a temperaturas
superiores a los 60-65°C y no se desarrollan a temperaturas que estén en la
region mesofilica. A estas especies se les llama termdfilas verdaderas,

termdfilas obligatorias o estenotermdfilas.

Los hipertermdfilos tienen una temperatura éptima de entre 80°C y cas
113°C. No suelen crecer bien por debgjo de 55°C, y se encuentran en

habitats muy concretos como géisersy fuentes hidrotermales abisales.
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TERMOFILOS HIPERTERMOFILOS

PSICROTROFOS MESOFILOS

PSICROFILOS

Actividad

[ I | I I I [ I [ I I [ [
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Temperatura°C

Figura5. Clasificacion de los microorganismos en funcion de latemperatura de crecimiento

Por tanto, la desnitrificacion como proceso biolégico se puede ctfi¥derar
dependiente de la temperatura.  Payne (1981) afirmaba incluso que en aguas residuales el
proceso se podria expresar por la ecuacion de Arrhenius anteriormente descrita, al
depender exponencialmente de la temperatura.

Se han realizado algunos estudios acerca de la influencia que la temperatura puede
tener sobre e proceso de desnitrificacion, tanto en aguas contaminadas con nitratos
(Welander and Mattiasson, 2003; Darbi and Viraraghavan, 2004) en suelos con actividad
desnitrificante (HoltanHartwig et al., 2002; Tscherco et al., 2001), asi como en
sedimentos marinos (Nowicki, 1994). Se ha demostrado que la influencia de la temperatura
sobre el proceso de desnitrificacion puede ser expresada por la ecuacion de Arrhenius en

un rango de temperaturas de 5 a 25-30°C (Dawson and Murphy, 1972).

Nowiki (1994) estudio los flujos de nitrégeno de la Bahia Narragansett y del
Estuario Pawcatuck, en Rhode Island, con €l objetivo de determinar la importancia de la
temperatura sobre el proceso de desnitrificacion que ocurre en los sedimentos, ademés de
otros factores. Realizando curvas de regresion de temperaturas en sedimentos control y
sedimentos enriquecidos con nutrientes, se demostro que las tasas de desnitrificacion se
incrementan exponencialmente con la temperatura en ambos casos, pero este incremento
resulté mucho més dramédtico en el mesocosmos enriquecido con nutrientes. Este estudio
asegura que € efecto en los rendimientos de desnitrificacion se debe Unica y

exclusvamente a los cambios de temperatura, ya que el resto de variables, como la
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presencia 0 ausencia de oxigeno en € mesocosmos, se mantuvieron controladas. Esta
dependencia de la desnitrificacion con |la temperatura probablemente reflgja e hecho de
gue la desnitrificacion estd asociada con la descomposicién de la materia orgénica a
amonio, y con lanitrificacion del amonio a nitrato, procesos que también estan fuertemente
influidos por la temperatura. El autor establece que el hecho de que este efecto de la
temperatura sea més pronunciado en los ambientes ricos en nutrientes puede deberse a la

abundancia de sustrato organico disponible parala descomposicion béntica.

En suelos con actividad desnitrificante, la capacidad de emision de N,O a la
atmosfera esta regulada por los procesos de reduccion llevados a cabo por la comunidad
desnitrificante. La temperatura afecta a la relacion NbO/N2, por lo que este proceso de
desnitrificacion llevado a cabo en suelos es uno de los principales contribuyentes de la
emisiéon de N,O ala atmosfera. En experimentos que estudian la produccion de N,O 'y su
reduccion posterior a N2 se ha demostrado que esta relacion N>O/N» tiende a aumentar al
disminuir la temperatura (Holtan-Hartwig et al., 2002), es probable gque este efecto no se
deba a que la energia de activacion para la reduccion del NbO sea mayor gque para su
produccion, sino que existan anomalias en la actividades enziméticas a bajas temperaturas.
Dichos resultados coinciden con los de Oquist et al. (2004), que estudid los efectos de la
temperatura sobre la formacion de N>O, y s los procesos de nitrificacion-desnitrificacion
son los principales responsables de dicha produccion. Dicha produccién parece ser muy
dependiente de la temperatura cuando ésta se encuentra por encima de los 0°C,
aumentando a medida que la temperatura aumenta. Sin embargo, se observé un incremento
significativo de la produccion de N>O cuando |a temperatura se encontraba por debajo de
los 0°C. Dicho comportamiento que se desvia del patrén establecido, ya que se llegan a
alcanzar niveles similares que los descritos para altas temperaturas. La actividad
enzimética responsable de la desnitrificacion actla de un modo débil a temperaturas
elevadas (Tscherko et al. (2001), por lo que un aumento de la temperatura en €l suelo (2°C
por encima de una temperatura diurna de 12-20°C) no aceleraria los procesos de

mineralizacion ni desnitrificacion del suelo.

En aguas con atas concentraciones de nitrogeno también se observa una
dependencia del proceso de desnitrificacion con la temperatura. Diferentes estudios se han

realizado para establecer esta dependencia, en sistemas de descontaminacion de aguas
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residuales con atas cantidades de nitrégeno donde se dan procesos de nitrificacion
desnitrificacion. llies y Mavinic (2001) estudiaron la capacidad de eliminacion de
nitrégeno en un sistema “Bardenpho” de 4 fases, con dos reactores andxicos y dos
aerdbicos. La temperatura fue disminuida progresivamente de 20°C a 10°C. El sistema
experiment6 una reduccion de un 47% en los rendimientos de eliminacion de NOx a bajar
la temperatura a 17°C. Al bgjar de nuevo a 14°C, se recogio una nueva disminucion de los
rendimientos de desnitrificacién, aunque no se observaron efectos negativos en los
procesos de nitrificacion. Sin embargo, a bajar a temperaturas arededor de los 10°C, el
rendimiento de desnitrificacion del sistema se redujo por debajo del 5%, afectandose
también los procesos de nitrificacion. Estas reducciones progresivas de los rendimientos de
eliminacion de nitrogeno dan lugar a efluentes con atas concentraciones de amonio y
nitratos. Al aumentar la temperatura de nuevo a 15°C, no se observé ninguna mejoria en
los procesos, aun pasados algunos dias. Este experimento denota la dependencia que en
sistemas de fangos activos la microbiota desnitrificante tiene hacia la temperatura

ambiente.

Similares efectos sobre la desnitrificacion a causa de la temperatura fueron
observados por Adan y Tirkman (2004), en un sistema de desnitrificacion de flujo
ascendente usando microorganismos heterétrofos sobre un medio soporte y usando paja
como fuente de carbono. Cuando la temperatura se encuentra por encima de los 20°C, se
consigue una eliminacion casi completa del nitrato. Pero a 15°C de temperatura, €
rendimiento cae hasta un 10%. A 5°C, no se produce eliminacion de nitrato. Darbi y
Viraraghavan (2004) también experimentaron la influencia de la temperatura en el proceso
de desnitrificacion autotrofica realizado por Thiobacillus denitrificans en un reactor
biol6gico con azufre elemental y caliza, y también obtuvieron buenos rendimientos cuando
la temperatura ambiente era de 20°C, degradando todo € nitrato y sin aparicion de nitritos
en e efluente. Este nitrito en el efluente se incrementaba cuando la temperatura descendia
a 15°C y a 10°C, por encima de los limites permitidos (7 mg/l), aunque los niveles de
nitrato en el efluente seguian siendo bagjos. Cuando la temperatura es de 4°C, la
desnitrificacion deja de ser efectiva, porque se aumenta alln mas la cantidad de nitrito en la

salida, apareciendo una importante cantidad de nitrato. Se concluye en este experimento
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gue este sistema de desnitrificacion no es efectivo a temperaturas iguales 0 menores que
10°C.

Sin embargo, existen estudios en los que se reflgga una importante actividad
desnitrificante en sistemas de tratamiento de aguas a bajas temperaturas. Rodgers'y Zhan
(2004), estudiando dicho proceso en un sistema de biopeliculas para la eliminacion de
nitrogeno, a una temperatura controlada de 11°C, lograban altos rendimientos de
desnitrificacion, en el rango de 94-98%, y las tasas de desnitrificacion superficial se
mantuvieron arededor de 2,9-3,8 g NOz-N/(n? dia). Del mismo modo, Welander y
Mattiasson (2003) establecieron la adaptabilidad del sistema de biodesnitrificacion usando
microorganismos atrapados en un soporte de plastico que queda suspendido en € medio,
concluyendo que dicho sistema es eficaz para la desnitrificacion en ambientes frios. La
reduccién del rendimiento recogida al pasar de 15°C a 11°C es igua a la que se
experimenta entre 7°C y 3°C, siendo ésta Ultima el 55% de la que se obtiene a 15°C. Sin
embargo, si son importantes los descensos totales de rendimiento: a 3°C, se desnitrifica
alrededor de un 30% de lo que se logra a 23°C. Este descenso es importante y afecta a la

eficacia final del proceso.

Queda demostrado que la temperatura puede ser un factor determinante y crucial en
el proceso de desnitrificacion de aguas contaminadas. Un descenso en la temperatura

puede ser un serio inconveniente en la consecucion de dicho proceso.

1.8 MICROORGANISMOS DESNITRIFICANTES PSICROTROFOS

Los ambientes frios son actuamente mucho mas comunes y extensos que los
calientes. La temperatura media de los océanos es de tan solo 30°C y hay extensas areas en
el &rtico y antartico que permanecen heladas la mayor parte del afio. Las variaciones de
temperatura, pH y salinidad del medioambiente en & que se encuentren estos organismos
son de decisiva importancia para su crecimiento. Sin embargo, es dificil que estos
ambientes frios sean estériles, encontrando siempre organismos Vvivos S existe agua en
forma liquida, ya que € agua es € disolvente primordia para la viday debe estar presente
en estado liquido para que ésta ocurra. Esto pone un limite préctico para €l crecimiento de

organismos muy poco por debajo de los cero grados centigrados. Sin embargo, en los
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medios helados existen pequefias bolsas 0 microcavidades de agua liquida, donde pueden

desarrollarse algunos microorganismos.

La temperatura minima para |os microorganismos se explica por:

- un descenso en la fluidez de la membrana, deteniéndose los procesos

de transporte de nutrientes y el gradiente de protones

- un aumento de laviscosidad del citoplasma

- un debilitamiento de los enlaces hidricos de | as proteinas

Los microorganismos han desarrollado una serie de adaptaciones a las bagjas
temperaturas, como la sintesis de enzimas resistentes al frio, el desarrollo de unos sistemas
de transporte adaptados a las bajas temperaturas, 0 un aumento de la proporcién de écidos
grasos insaturados en los fosfolipidos de la membrana celular, permitiendo que ésta

continte en su estado semifluido, evitdndose su congel acion.

L os microorganismos desnitrificantes se encuentran en numerosos y muy diferentes
habitats, no sdlo los relacionados con una importante presencia de nitrato y nitrito. Como
ya se ha mencionado con anterioridad, € hecho de que se detecte una actividad
desnitrificante en condiciones ambientales de bga temperatura indica la existencia de
microorganismos desnitrificantes que no ven inhibida su actividad en condiciones adversas

de temperatura.

De los sistemas empleados en desnitrificacion, los que han dado mejores resultados
han sido los filtros sumergidos (Lacamp et al., 1993), quedando probada su eficacia por
numerosos estudios ya descritos en anteriores apartados. La inoculacion selectiva de dichos
filtros elimina los problemas presentados por la inoculacion realizada con licor mezcla,
pues no existen patdgenos y se dan rendimientos superiores, imprescindible s el aguavaa

ser destinada para consumo humano (Moreno, 2001).
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Por lo tanto, un estudio detallado del efecto que la temperatura pueda tener sobre
los sistemas de filtros sumergidos para la descontaminacion de aguas destinadas al
consumo humano mediante la inoculacidn selectiva es de una gran importancia, para que
los filtros sumergidos puedan ser realmente un sistema técnica y econdémicamente viable
gue permita solucionar los problemas de contaminacion por nitrato de los acuiferos de
pegueiias poblaciones donde que es probable que dichas instalaciones se encuentrenal aire
libre, con lo que quedan totalmente expuestas a las fluctuaciones de temperatura ambiental

del entorno.

Por ello, los microorganismos desnitrificantes responsables de la descontaminacion
gue se encuentren inmovilizados en la biopelicula del filtro deberdn saber hacer frente a
estas condiciones adversas. Su actividad no podra verse afectada por un descenso de las
temperaturas, ya que seria un serio inconveniente para la consecucion del proceso de
desnitrificacion biolégica. De igual modo, es necesario que dichos microorganiSmos sigan
realizando su actividad a mayores temperaturas. Los microorganismos psicrétrofos, como
ya hemos visto, tienen un éptimo de temperatura a unos 20°C, aungue su crecimiento se
extiende hasta los 0°C, por lo que serén los preferidos para llevar a cabo la actividad
desnitrificante en este tipo de sistemas. Un gemplo lo encontramos en la especie
bacteriana Pseudomonas fluorescens, que tiene probada actividad desnitrificante, y es
capaz de crecer a temperaturas tan bajas como 4°C (Tabla 2). El uso de este tipo de
microorganismos sera el adecuado para poder llevar a buen término la puesta en marcha de
un filtro sumergido en lugares con un amplio rango de temperaturas ambientales, como la

provincia de Granada.
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2 OBJETIVOS

La contaminacion de aguas subterraneas por nitrato presenta su principal origen en
la contaminacion agricola y genera problemas tanto medioambientales como de salud

publica, ya que limita la utilizacion de los recursos subterrdneos para €l abastecimiento.

Una de | as soluciones a este problema es €l tratamiento del agua subterranea previo
a su utilizacion, para lo cual podemos hoy dia contar con diferentes tecnologias de
natural eza tanto fisico-guimica como bioldgica. Los tratamientos biol 6gicos destacan sobre
el resto por su selectividad frente a ion nitrato, trasforméndolo en gas nitrogeno via
desnitrificacion, por 1o que no se genera un residuo de dificil gestion. Otra de las ventgjas
de esta tecnologia es que no se atera € resto de los componentes salinos del agua tratada.
Ahora bien, a tratarse de una tecnologia de naturaleza biol6gica, uno de los problemas de
aplicarla a tratamiento del agua destinada al consumo humano es la contaminacion
biol6gica del efluente tratado, razon por la que se escogen sistemas de biopelicula,

destacando |a tecnol ogia de filtros sumergidos.

Para que este sistema sea efectivo, se debe hacer un control sobre la presencia de
oxigeno disuelto en € influente y se debe afiadir continuamente una fuente de carbono de
fécil asimilacion, que permita eliminar e nitrato via desnitrificacion biologica. Otros
pardmetros como el pH o la presencia de determinados nutrientes como el fosforo también

deben controlarse dado el carécter bioldgico del proceso.

Todos estos pardmetros son fécilmente controlables mediante dosificacion de
determinados compuestos a sistema. Sin embargo, otro parametro como la temperatura
puede influir en el proceso y es mas dificil de controlar en un tratamiento de estas
caracteristicas. Dado que € tratamiento de desnitrificacion debe ser continuo, es
importante valorar el efecto que la temperatura puede presentar sobre el proceso, razén por
la que nos planteamos esta investigacion titulada ‘Influencia de la Temperatura sobre la
Desnitrificacion de Aguas Subterraneas Contaminadas Mediante Filtros Sumergidos’,
cuyo objetivo principal es valorar la influencia de la temperatura sobre el proceso de

desnitrificacion biologica aplicado a la eliminacion de nitrato de aguas subterraneas
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contaminadas mediante el empleo de filtros sumergidos. Para alcanzar este objetivo

principal nos planteamos |os siguientes objetivos secundarios:

- Estudio de la influencia de la temperatura en la formacién de biopelicula sobre €l
soporte de un filtro sumergido a partir de la microbiota del agua subterranea, fango
activo del reactor biologico de una estacion depuradora y diferentes inoculantes

seleccionados.

- Andlisis la evolucion temporal de la capacidad de elminar nitrégeno de un sistema
de filtros sumergidos destinado a la desnitrificacion de aguas subterréneas
contaminadas, en funcién de la temperatura y para los diferentes medios de

generacion de biopeliculaindicados en €l objetivo secundario anterior.

o Andisislaevolucion temporal de la presencia de nitrato en € efluente.

0 Analisislaevolucion temporal de la presencia de nitrito en e efluente.

o Cdéculo latasa de eliminacién de nitrdgeno por unidad de superficie de

material soporte.

- Valoracion de la influencia de la temperatura en la calidad final del efluente
procedente de un sistema de filtros sumergidos destinado a la eliminacién de nitrato
de aguas subterraneas contaminadas, en lo referente a turbidez, presencia de

bacterias aerobias cultivables y pH.

- Estudio de la biodiversidad de las poblaciones bacterianas en las biopeliculas
formadas sobre & soporte de un filtro sumergido destinado a tratamiento de aguas
subterrédneas contaminadas mediante electroforesis en gel con gradiente de
temperatura (TGGE). Vaoracion de la influencia de la temperatura y variaciones

en la carga hidraulica.
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3 MATERIALESY METODOS

3.1 CRONOLOGIA DEL ESTUDIO

Para e estudio del efecto de la temperatura sobre el proceso de desnitrificacion
mediante la tecnologia de filtros sumergidos, se utilizé una planta a escala de laboratorio
usando como relleno del filtro material ceramico procedente de residuos de la
construccion. Para poder alcanzar los objetivos planteados € estudio se rediza en varias

fases cuya cronologia fue la siguiente:

- Seleccion de microorganismos desnitrificantes con capacidad para desarrollarse a
bajas temperaturas para su posterior uso en el filtro sumergido a escala de
laboratorio.

- Estudio de la capacidad de colonizacion del filtro sumergido por parte de los

microorganismos, a diferentes temperaturas:

o Por la propia microbiota presente de manera natural en el agua subterranea

contaminada a tratar.

o Por la microbiota presente en e fango activo procedente del reactor
biol6gico de una estaci6n depuradora de aguas residuales, usando éste como

inoculante del filtro sumergido.

o Por los microorganismos desnitrificantes seleccionados en la fase anterior,

los cuales se aplicaron acomo inoculantes selectivos.

- Estudio de la capacidad de eliminacién de nitrégeno del sistema, diferenciando la
fase de estabilizacion y la fase estable, para cada una de las formas de generacién

de biopelicula ensayada.
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- Estudios de biodiversidad microbiana y de andisis de biomasa en el sistema sin

inoculacion e inoculado de forma selectiva.

3.2 SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS DESNITRIFICANTES

En diferentes estudios se ha establecido que para llevar a cabo un proceso de
biodesnitrificacion mediante la tecnologia de filtros sumergidos de aguas subterraneas,
donde la carga bacteriana presente es muy baja, se precisainiciamente el desarrollo de una
biopelicula activa sobre € material soporte que rellena €l filtro bioldgico. Este paso ha sido
realizado tradicionalmente empleando fango activo precedente del reactor biolégico de una
planta de tratamiento de aguas residuales (Gémez et al., 2000b), debido a la dta carga
microbiana que este medio contieney a alto porcentaje de bacterias desnitrificantes que en
ese sistema se pueden encontrar. Sin embargo, e sistema inoculado con fango activo
presenta diversos inconvenientes, ya que la abundancia de microorganismos, entre ellos
numerosos no desnitrificantes, puede dar lugar a un exceso de consumo de materia
organica, que no se redlizaria con la presencia solo de microorganismos desnitrificantes
(Gémez et ., 2003). Es por esto que lainoculacion selectiva con bacterias desnitrificantes

inocuas da lugar a un proceso mas eficiente (Moreno et a., 2005a).

L os microorganismos utilizados para la inoculacion del filtro sumergido a escala de
laboratorio se obtuvieron en los trabajos previos realizados por Gomez (1998). A partir de
biopdiculas formadas mediante el empleo de fango activo para la inoculacién de un filtro
sumergido desnitrificante a escala piloto en diferentes condiciones de funcionamiento, se
aislaron un total de 250 cepas sin catalogar, una vez que el sistema se puso en marchay
dcanz6 su fase estacionaria. Dichos microorganismos se conservaron mediante
liofilizacion, por lo que € procedimiento empleado para su caracterizacion y seleccion

consistio en las siguientes fases:

- Recuperacion de microorganismos conservados mediante liofilizacion.

- Comprobacion de la generacionde N2 en medio desnitrificante.

- Primera seleccion de microorganismos desnitrificantes mediante el estudio del
crecimiento a diferentes temperaturas (4, 10, 15, 20, 25, 30 y 37°C).



3- MATERIALES Y METODOS

- Segunda seleccion de microorganismos desnitrificantes mediante la
cuantificacion de la actividad desnitrificante
- Seleccion final de microorganismos desnitrificantes mediante su identificacion

taxonémica.

3.2.1 Recuperacion de microorganismos conservados mediante liofilizacion

Las bacterias aisadas del filtro sumergido a escala piloto fueron conservadas

mediante liofilizacion, con la idea de mantenerlas viables hasta su posterior utilizacion.

Para recuperar el microorganismo se empled el caldo de soja-triptona (Difco®), e
cual se prepard resusperdiéndolo en agua destilada (30.0 g/l), repartiéndolo en tubos de 16
mm a razon de 5 ml/tubo y esterilizandolo a112°C durante 30 minutos en autoclave de
vapor. Este medio se afadié mediante jeringa estéril alos viales de liofilizacion en los que
se encontraba € microorganismo (el vacio del via fue indicativo de una buena
conservacion del lidfilo) y tras resuspender e lidfilo se tomO parte, mediante jeringa
estéril, afadiéndolo a un nuevo tubo de caldo de soja-triptona. El tubo asi inoculado se

incubd durante 24 horas a 30 + 1°C en oscuridad.

Una vez crecido € cultivo se redizé un aidamiento en medio solido Nitrato-
SacarsasAgar (N-S-A), modificado a partir del descrito por Rodina (1972), cuya

composicion por litro de agua destilada fue la siguiente:

Compuesto gl
NaNOs 2,0
K2HPO, 1,0
KCl 0,5
MgSO, x 7H,O 0,5
FeSO,4 x 7TH,O 0,01
Extracto de levadura 1,0
Sacarosa 30,0
Agar-Agar 20,0
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El pH del medio de cultivo fue e Optimo para las bacterias desnitrificantes (7.2),
presentando abundante cantidad de nitrato y sacarosa como fuente de carbono, un
compuesto fécilmente metabolizable por estos microorganismos. El medio asi preparado se
esterilizd6 mediante autoclave de vapor a 112°C durante 30 minutos, se atemperd a 50°C y
se vertio en placas Petri estériles (20 mi/placa). Una vez solidificado el medio se empled
para su siembra.

Una vez e microorganismo ha crecido en placa, fue necesaria la realizaciéon de
aislamientos para obtener de nuevo un cultivo puro. Dichos aislamientos se realizaron
mediante la técnica de estria multiple en una placa de petri con medio N-S-A, incubandola
a 30 + 1°C en oscuridad.

3.2.2 Comprobacién de la generacién de gas en medio desnitrificante

semisolido

Una primera aproximacion de la capacidad desnitrificante de los microorganismos
aislados se consigue mediante su inoculacién en diferentes medios semisolidos para
observar la produccion de N, que vendra determinada por la aparicion de burbujas de gas
gue no escapan ala atmosferay gue “rompen” e medio desnitrificante, evidenciando asi la

reduccion del NOs™ del medio y por tanto, su caracter desnitrificante.

Los cultivos se inocularon en medios desnitrificantes andlogos cuya Unica
diferencia era la fuente de carbono adicionada. Se prepar6 medio desnitrificante con
sacarosa como fuerte de carbono, condiciones Optimas para € crecimiento de
desnitrificantes. También se prepar6 medio desnitrificante con etanol como fuente de
carbono adicionada, y un tercer medio, donde las condiciones son mas adversas para €l
crecimiento, ya que no se adicionaba extracto de levadura (usando sacarosa como fuente de
carbono). La composicion del medio desnitrificante semisdlido sin fuente de carbono fue la

siguiente:
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Compuesto g/l
NaNOs 2,0
K2HPO, 1,0
KCl 0,5
MgSO,4 x 7TH,0O 0,5
FeSO,4 x 7TH,O 0,01
Extracto de levadura 1,0
Agar-Agar 6,0

La composicién del medio desnitrificante semisolido con sacarosa como fuente de
carbono fue igual que la anterior, salvo por la adicién de sacarosa en una concentracion de
30.0 g/l. En e medio con etanol como fuente de carbono, se afiadi6 etanol absoluto (una
vez esterilizado € medio y antes de su solidificacion) en una concentracion de 29.94 mi/l.
Dicha concentracion de carbono fue estequiométricamente igual a la del medio con
sacarosa. El tercer medio desnitrificante semisolido empleado contenia sacarosa como
fuente de carbono, en una concentracion de 30.0 g/l, pero eliminando de la composicion €l

extracto de levadura.

El medio se repartié en tubos de tapdn de rosca, a razon de 5 ml/tubo. Se esterilizd
en autoclave de vapor a 112°C durante 30 minutos. Una \ez fuera del autoclave, se dgé

enfriar.

Antes de la inoculaciéon del microorganismo se procedié a regenerar € medio. Este
procedimiento consistio en eliminar el aire que pudiera quedar dentro del medio, para
evitar la presencia de oxigeno que podria dar lugar a un falso positivo. Para ello los tubos
se hirvieron a bafio maria en un vaso de precipitado, una vez que comenzaron a hervir, se
introdujeron con la mayor rapidez posible en agua fria para que solidifique sin incorporar

are.

Una vez que los tubos solidificaron, e microorganismo se €mbro en picadura
desde un cultivo puro en placa con un hilo de platino estéril a la llama. Seguidamente se

anadio una capa de parafina previamente esterilizada (calor seco en horno Pasteur a 110°C
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durante 1 hora). Dicha parafina fue afiadida para mantener la ausencia de aire en el interior

del tubo durante & tiempo de incubacion.

Los tubos se incubaron a 30 + 1°C. Cada 24 horas se comprob0 la rotura del medio

manteniendo la incubacién no méas de 72 horas.

3.2.3 Estudio ddl crecimiento del microorganismo a diferentes temperaturas

Todos aquellos microorganismos que en la primera prueba realizada evidenciaron
su capacidad desnitrificante fueron estudiados en cuanto a su capacidad de crecimiento a

diferentes temperaturas.

El microorganismo sembrado en placa de Petri en € medio solido NS-A antes
descrito, fue resembrado en diferentes placas e incubado a diversas temperaturas con €l fin

de detectar e rango de temperaturaen el cual e microorganismo crece mas rapidamente.

Asi, los microorganismos fueron incubados a 4, 10 y 15°C en un frigotermostato, y
a20, 30y 37°C en estufa de cultivo, observando cada 24 horas la aparicion de crecimiento
de la bacteria en la placa. Este estudio fue repetido a todas las temperaturas para asegurar

los resultados.

3.2.4 Cuantificacion de la actividad desnitrificante

Cada una de las cepas que dieron positivo en la anterior prueba de produccién de
N> fueron consideradas desnitrificantes. El siguiente paso fue analizarlas en cuanto a su
capacidad de eliminar nitrato de forma desasimilatoria, transformandolo en nitrégeno gas,
empleando para ello  método de Yoshinari y Knowles (1976). Este método consiste en
hacer crecer |a bacteria en ausencia de oxigeno, pero en presencia de una atmésfera con un
10% de acetileno, que inhibe la actividad de la enzima 6xido nitroso reductasa, evitando

asi la transformacion de N>O en No.
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Para esta determinacion se prepararon viales de liofilizacion conteniendo 5 ml del
medio nitrato-sacarosa modificado, sin presencia de agar. La composicion del medio de

cultivo por litro de agua destilada fue la que se muestra a continuacion:

Compuesto g/l
NaNO; 2,0
K2HPO, 1,0
KCI 0,5
MgSO, x 7TH,0O 0,5
FeSO,4 x 7TH,O 0,01
Extracto de levadura 1,0
Sacarosa 1,0

Béasicamente se traté del mismo medio de cultivo, a excepcidn de la sacarosa, cuya
concentracion se reduce para evitar interferencias en € anaisis cromatogréfico por exceso

de produccion de CO,.

Los viales de liofilizacion fueron previamente esterilizados mediante calor seco en
Horno Pasteur guedando herméticamente cerrados a colocarles tapones de cierre
previamente esterilizados mediante calor hiumedo. El medio de cultivo fue introducido en
el interior del vial através de un sistema Swinnex (Millipore®) o filtro esterilizante de 0.22
um. El aire del interior fue retirado por arrastre con He durante 5 minutos, € cua se
introdujo mediante una aguja de 12 cm que permitio introducir € gas directamente en €l
interior del medio de cultivo. Esta operacién se reaiz6 a través de un sistema Swinnex
estéril. El escape del gas arrastrado se realizé a través de otra aguja de escape. Una vez
conseguida la atmésfera de He se retird un 10% de la atmosfera interior, reemplazandola
por acetileno” Los viales asi preparados fueron inoculados con 0.1 ml de una suspension

preparada en solucién saina (0.9% NaCl) estéril a partir de un cultivo puro de la cepa a
ensayar.

Los viales inoculados se incubaron en la oscuridad durante 24 horas a 30 = 1°C,
periodo tas el cua se determind la presencia de NO mediante cromatografia gaseosa.

Para ello se empled un cromatégrafo de gases Variar® Star 3400 CX equipado de un horno
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universal para termostatizacién de los inyectores, inyector “On column” para columnas
empacadas (1040), columnas empacadas Porapack® N 1/8 SS de 2 metros de longitud,
detector de conductividad térmica (TCD) y linea auxiliar de gas de referencia para TCD. El
equipo estaba conectado a un integrador/registrador incorporado IBDH. Latemperatura del
inyector fue de 150°C (muestras gaseosas), la temperatura del horno fue de 50°C y la del
detector de 150°C. El gas de arrastre fue igualmente He a una presion de 14 p.s.i.

Tras € periodo de incubacion se tomé una muestra empleando una jeringa con
aguja ce 0.33 x 13 mm (Becton and Dickinsor’®) inyectdndola de forma inmediata en €
cromatografo. Los gases contenidos fueron arrastrados por e He hasta la columna
empacada que |os separaba por afinidad del material de relleno. El detector remitia la sefial
al integrador que registraba un érea a 3.2 minutos correspondiente a la concentracion de
N2O. A los 7 minutos se registraba € &rea de la concentracion de acetileno, que tras
comprobar que se correspondia con € 10% del total de la atmosfera interior se daba por
vélido e andlisis.

Se preparé un patréon pinchando 1 ml de NO purismo en un tubo de 130 mi
herméticamente cerrado a cual se le extrajo previamente 1 ml de aire contenido en €
interior. Yaque, segiin Avogadro, 10° nmoles de gas corresponden a un volumen de 22400
ml, dicho patrén presentaba una concentracion de 343,407 nmoles/ml, del cual se pinchd
en e cromatdgrafo una muestra de 1 ml. La concentracion se cacul6 mediante
comparacion de areas, entre la obtenida al pinchar €l patron y la obtenida con bs cepas
desnitrificantes.

Para evitar valores erroneos debido al posible mayor o menor crecimiento de un
microorganismo en el medio de cultivo empleado, tras e andisis de la concentracion de
N>O se realizd un recuento del nimero total de microorganismos presentes en €l vial. Para
ello se procedié ded mismo modo ya mencionado, realizando diluciones seriadas e
inoculando & medio N-S-A. Una vez conocida la masa bacteriana total, se calculo la

actividad desnitrificante en nmoles/10° bacterias por hora.

Con lafinalidad de asegurar que las cepas seleccionadas realizaran totalmente €l

proceso de desnitrificacion (hasta el Ultimo producto nitrégeno gas), se procedié a inyectar
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en el cromatografo muestras incubadas mediante el mismo proceso descrito antes pero sin
la presencia de acetileno en € vial para no inhibir e Ultimo paso de la desnitrificacion. De
este modo, a no detectar 6xido nitroso acumulado en el vial, se pudo concluir que todo el
oxido nitroso producido habia sido transformado a N, no detectardose éste en €

cromatografo de gases.

3.2.5 Ildentificacion taxondmica de las cepas bacterianas

Mediante la identificacion taxondémica se pueden evitar posibles problemas
epidemiol 6gicos desencadenados por la aplicacion de un microorganismo patdgeno en este
tipo de tratamientos. Por ello se procedié a redlizar una caracterizacion de las cepas
bacterianas seleccionadas mediante la identificacion genética basada en la identidad de las
secuencias del gen codificante del ARN ribosémico 16s (ARNr 16s).

3.25.1 Extraccion de ADN de las células bacterianas

La amplificacion del ADN se puede llevar a cabo a partir de ADN o de un lisado
celular. En este caso, serealizo através de un lisado, siguiendo los siguientes pasos:

- Serecogi6 una colonia de un cultivo fresco en placa con un palillo de dientes
estéril y se resuspendideron en 20 ni de una solucion de lisis (NaOH 0,05 M +
Dodecil Sulfato de Sodio SDS) 0,25%) en un tubo eppendorf. Para que la
resuspension fuese buena, se aplico agitacion mediante vortex.

- Seincubaron las células en un bafio de agua a punto de ebullicién durante 15

minutos.

- Seadicionaron 200 1 de agua bidestilada estéril (calidad MilliQ).

- Secentrifugaron a 13000 r.p.m. durante 5 minutos.

- Setomaron de 4 a8 nl de lisado parala amplificacion.
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3.25.2 Amplificacién de fragmentos del gen codificante del ADNr 16s
mediante PCR.

Para la amplificacion de regiones hipervariables del ADNr 16S, se ha empleado la
pargja de cebadores fD1, rD1, descritos previamente como adecuados para amplificacion
de casi latotalidad de la longitud este gen en la mayoria de las eubacterias (Weisburg et
al., 1990). Los oligonucledtidos se sintetizaron en e Servicio de Sintesis del Instituto de

Parasitologia L6pezNeyra (CSIC, Granada). La secuencia se presenta en latabla 3.

Tabla 3.- Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR.

CEBADOR SECUENCIA (DE5 A 3)
FD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
RD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC

Las muestras de ADN se sonetieron a una reaccion de PCR (Reaccién en Cadena
de la Polimerasa). Se amplificd una regidn correspondiente a casi la totalidad del gen
(aproximadamente 1.5-1.6Kb).

Lafigura 6 muestra la estructura actualizada del ADNr 16S de Escherichia coli. La
escala de colores del 1 al 5 representa un grado creciente de variabilidad de la secuencia
consenso para cada una de las bases, siendo las bases representadas en color purpura
posiciones universalmente conservadas, y las bases representadas en color gris las menos

conservadas.

La reaccion de PCR se efectué en un volumen final de 50 m. Las condiciones de

reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos fueron descritos por Vinuesa et al.

(1998). En cada mezcla de reaccion se utilizaron |os siguientes reactivos:

Reactivo Volumen pl
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 50
MgChL 25 mM (Applied Biosystems) 3,0
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato 1,0
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Cebador fD1 100 pum

Cebador rD1 100 pm

Ampli Tag Gold polimerasa (Applied Biosystems)
DMS grado biologia molecular (Sigma)

Seroal bumina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs)
Lisado celular

Agua bidestilada estéril grado PCR

ot
T T w e k
i e

0,2

0,2

0,2

2,5

1,0

4a8

completar hasta 50

Estrategia de PCR:

- Amplificacién de la secuencia
casi completadel 16S ADNr.

- 15 Kb con cebadores universales
fD1yrD1

(Weisburg elt al. 1990).

fD1->

< D1

Figura 6.- Estructura secundariadel ADNr 16S de Escherichiacoli (Van der Peer et al., 1996)

El programa de PCR se desarroll6 empleando el termociclador PE-2400 (PERKIN-

ELMER) y consistié en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 3 minutos 30 segundos.

2. 25 ciclos que constan de:
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- Desnaturalizacién: 94°C durante 1 minuto 10 segundos.

- Hibridacion de los cebadores sobre el ADN molde desnaturalizado
“Annealing”: 56°C durante 40 segundos.

- Extension: 72°C durante 2 minutos.

- Extension final: 72°C durante 6 minutos 10 segundos.

- M antenimiento a 4°C.

Tras la reaccién se tomaron alicuotas de 2 il que se examinaron en gel de agarosa

al 0.8% para comprobar la existencia de bandas amplificadas del tamarfio esperado.
3.2.5.3 Separacion del ADN de las muestras mediante electroforesis

Para la electroforesis se empleod buffer TAE 1X (0,04M de Tris-Acetato y 1mM de
EDTA). La separacion de los distintos fragmentos se realiz6 mediante gel de agarosa al
0,8% preparado en 50 ml de buffer TAE. El gel de agarosa contiene una serie de pocillos
donde se introducen las muestras junto con €l colorante. A 1os 50 n1 de muestra procedente
delaPCR le afladimos 5 m de colorante, €l volumen final se repartié en dos pocillos. El
colorante contiene la siguiente composicion: TAE (5x), 0,1% Triton-X100, 0,01% Azul de
Bromofenol, 0,01% Xilencianol y EDTA 2mM.

Las condiciones de la electroforesis fueron en voltge constante de 80 V y durante

25 minutos.

Tras la eectroforesis, los geles se sumergieron en una solucion de bromuro de
etidio para tefiir el ADN. Transcurridos 15 minutos se visualizaron los perfiles de bandas
con luz ultravioleta empleando € sistema de documentacion de geles GelDoc-2000

(BioRad®).

Las bandas individuales visualizadas se escindieron de los geles en su parte central

con una espétula estéril, y e fragmerto asi extraido se introdujo en tubos para PCR.
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3.25.4 Extracciéon del ADN del gel de agarosa

La extraccion del ADN se redizé mediante e kit de extraccion Quiaex |l
(QUIAGEN®).

El procedimiento a seguir fue el siguiente:

- Se pesaron las muestras (que contienen ADN vy gdl).

- Se anadieron 3 volumenes de QX1 (Yoduro sodico 6M, capaz de disolver la
agarosa).

- Seafadieron dos volumenes de agua.

- Seagitd en vortex 30 segundos.

- Seanadieron 10 m de QUIAEX Il. Se mezclaron y se vortearon. Previamente
el Quiaex también debe ser vorteado.

- Seincubaron a50 °C durante 10 minutos.

- Secentrifugaron 30 segundos.

- Seretird € sobrenadante con una pipeta estéril.

- Selav6 con 500 nl de buffer QX1 para eliminar |os contaminantes residuales de
agarosa. Se vortearon y centrifugaron 30 segundos, eliminando el sobrenadante
CoNn una pipeta.

- Selavd 2 veces con 500 nl con buffer PE para eliminar las sales residuales. Se
vorted y centrifugd 30 segundos, eliminando de nuevo € sobrenadante con una
pipeta.

- Se dg6 secar € pellet durante 10 o 15 minutos hasta que presentd un color
blanco.

- Seduy6 e ADN con HCI (pH 8,5) o con 20 nl de agua. Se agitd con la ayuda

de un vortex

Por Ultimo se hizo una comprobacion de las bandas redlizando de nuevo una
electroforesis. Antes de proceder a la secuenciacién es necesario redlizar una serie de

reacciones de secuenciacion. Para ello se utilizan tres oligos. fD1, D2y rD2. En tres tubos

67



3- MATERIALES Y METODOS

eppendorf (para cada uno de los oligos) se prepara una solucion con 1,0 il de ADN, 0,62

m del oligoy 6,38 m de agua para PCR.

Una vez comprobadas, la secuencia parcial del ADN amplificado fue llevada a
cabo por € Servicio de Secuenciacion del Ingtituto de Parasitologia Lépez Neyra (CSIC,
Granada). Esta secuenciacion automética se realizO en un secuenciador “Applied
Biosystems ABI 373" (PERKIN-ELMER®), utilizando el kit comercia “ABI PRISM Big
Dye terminador Cycle Sequencing Ready Reaction” (PERKIN-ELMER®). Se utilizaron
10 ng de ADN molde y 5 pmoles de cebador (rD1 o fD1) en cada reaccion de
secuenciacion. Las muestras se amplificaron por PCR en un termociclador PE 9600
(PERKIN-ELMER®) y se pasaron por “Sephadex” G-50 para eliminar e exceso de

terminadores no incorporados.

L as secuencias obtenidas para cada uno de los dos cebadores se procesaron con €l
software Chromas v. 10.1 UNIX (Genetics Computing Group, Madison, Wisconsin, USA),
suministrados via Internet por e Centro Informético Cientifico de Andalucia (CICA), con
objeto de cribar los errores de secuenciacion. Las secuencias se enviaron para su
comparacion a las existentes en los bancos de datos empleando el software de
biocomputacion WU-BLAST-n v.20 (Altschul et al., 1997) a través del servidor de
Internet del EBI (European Bioinformatics Intitute, http://www.ebi.ac.uc).

3.2.6 Consarvacion de los inoculantes sel eccionados e identificados

Las cepas desnitrificantes seleccionadas fueron conservadas mediante liofilizacion,

para su posterior aplicacion como inoculantes del filtro sumergido.

Para la liofilizacion, la cepa se hizo crecer en un medio de cultivo nutritivo como es
el caldo de tripticasa-soja-agar (T.S.A. de Difco®), preparado en tubos de pico de flauta.
Para la preparacion del medio se llevo a ebullicion agua destilada adicionada del medio de
cultivo deshidratado (40 g¢/l). Este medio se repartié en tubos de 16 mm a razon de 5
mil/tubo y se esterilizo a autoclave a 112°C durante 30 minutos. El tubo se degjé inclinado

para la solidificacion de esta a modo de pico de flauta. Sobre este medio de cultivo se
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sembraron las cepas a conservar realizandose € crecimiento durante 24 horas a 30 + 1°C

en oscuridad.

Para la liofilizacion se precisa un crioprotector, empledndose en este caso leche
descremada (Difco®). Este medio se prepard resuspendiendo el deshidratado (76 mg/l) y
afadiéndolo en tubos de 16 mm a razén de 3 ml/tubo. Se esterilizé durante 15 minutos a
120°C desechando aquellos tubos con aspecto de caramelizacion (color oscuro). El
crioprotector se afiadi6 sobre €l cultivo crecido en fase exponencia resuspendiendo todo €
crecimiento bacteriano en la leche descremada ayudandose de una pipeta estéril. Una vez
realizada la suspension se repartio en viales de liofilizacion estériles a razén de 2 mi/vidl,

cerrandol os con tapon de goma estéril.

Los viales asi obtenidos se congelaron a-80°C liofilizandolos posteriormente en un
liofilizador LABCOMCO® mediante la aplicacién de vacio (37 -10-3 mb) a-43°C durante
24 horas. Tras cerrar los viales en € interior del liofilizador, éstos se aseguraron con
arandela metdlica y se guardaron a 4°C en la oscuridad. Estos liéfilos pueden permanecer

viables durante algo mas de 2 afios.

El método de recuperacion del microorganismo fue €l descrito en €l punto 1.2.1.

3.3 DESCRIPCION DEL FILTRO SUMERGIDO A ESCALA DE
LABORATORIO

3.3.1 Disefio dd filtro sumergido y ubicacién del mismo

Con objeto de determinar la influencia de la temperatura en la eliminacion de
nitrato de aguas subterraneas mediante filtros sumergidos, se disefié una planta a escala de
laboratorio, la cual se colocé en un frigotermostato que permitia ensayar a distintas
temperaturas constantes independientemente de las fluctuaciones de la temperatura

ambiental .

El uso de plantas a escala de laboratorio facilita en gran medida la investigacion, ya

gue esta escala presenta diversas ventajas en el estudio de la inoculacion selectiva:
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El cultivo a ensayar se puede mangjar con facilidad, dado que por el tamarfio de las
plantas se requiere de un volumen pequefio para redizar la inoculacion de las

mismas.

Posibilidad de esterilizacion de las plantas, de forma que se evite la contaminacion
del cultivo empleado y se puedan comparar |os resultados obtenidos con diferentes

inoculantes a diferentes temperaturas.
Se puede llevar un mejor control del cultivo puro a nivel microbiolégico y técnico.

L os datos que se obtienen a nivel del comportamiento microbiolégico del sistema
son més fiables.

Se trata de una planta sin ningln tipo de automatismo y gran simplicidad de
funcionamiento. Su esquema se encuentra representado en la figura 8. El sistema consiste
en un cilindro de 6 cm. de diametro preparado a partir de un probeta de laboratorio de 1
litro de capacidad. Esta se encuentra rellena de un material de tipo ceramico procedente de
residuos de la construccion hasta una altura de 20 cm., € cua actla de soporte para la
formacion de la biopelicula. La granulometria de dicho material soporte es de 4-5 mmy de
densidad relativa real de 1.95 g/cn?, con una superficie especifica de 80 nf/nT (Figura
7).

Figura 7 Aspecto del material soporte usado en €l filtro sumergido.
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A lo largo de la columna hay 6 puntos de entrada/salida, para estudiar las distintas
posibilidades de entrada de agua y fuente de carbono y salida de agua tratada.

Como se puede ver en la figura 8, las partes fundamentales de la planta a escala de

|aboratorio fueron:

Alimentacioén superior del aguaatratar: € influente se dispuso en un depésito de 25
litros, rellenado manualmente de forma diaria con agua procedente del acuifero de

laVega de Granada.

Alimentacién superior de la fuente de carbono: ésta se introduce por otro de los
puntos de entrada distinto ce la entrada de agua contaminada. La relacion C/N
necesaria para eliminar completamente los 100 mg/l de nitrato que
aproximadamente tiene e agua de entrada varia segin la fuente de carbono.
Siguiendo las indicaciones de Gomez et al. (2000b), la fuente de carbono
dosificada fue etanol, precisandose una relacion C/N de 1,08. Para evitar que la
fuente de carbono fuera un factor limitante en estos experimentos, se adiciond en

exceso, en unarelacion C/N de 5.78.

Bomba peristaltica, tanto para la entrada de agua como de fuente de carbono,
regulando los caudales de ambas entradas mediante el empleo de tubos de diferente

grosor, asi como la regulacién de la propia bomba.
Salida del agua tratada, que se realizaba por la parte inferior de la planta, poniendo

el tubo de salida en forma de sifén paralograr que € filtro permaneciera sumergido

en todo momento.
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50 c©m

20 cm

Fig. 8. Esguema de funcionamiento de la planta escala laboratorio. (1) Alimentacion del agua subterranea,
(2) Alimentaciéon de la fuente de carbono, (3) Bomba peristaltica de 4 vias y (4) salida del agua
tratada.

El resto de entradas y salidas se cerraron a través de llaves. Para evitar la
proliferacion de algas en el interior de la columna, se cubrié con papel de aluminio, €l cual
impedia la incidencia de luz solar en € interior. La columna asi preparada se esterilizé en
autoclave de vapor a 112°C durante 30 minutos. Con esto se asegurd la ausencia de
microorganismos en el material de relleno antes de la noculacion. Todos los tubos y

conexiones a emplear en la puesta en marcha del sistema fueron igualmente esterilizados.

3.3.2 Caracteristicas del agua atratar

El agua subterrdnea empleada provenia de un pozo situado en la Estacion
Depuradora Puente de Los Vados propiedad de la empresa Municipal de Aguas y
Saneamiento de Granada (EMASAGRA, S.A). Las caracteristicas analiticas del agua de
pozo contaminada fueron: NOs™: 80-100 mg/l, NO,: 0,0-0,01 mg/l, PO,>: 0,4-0,8 mg/l;
SO.%: 180-210 mg/l; Oy: 2,0-4,5 mg/l y pH 7,0-7,5. El oxigeno disuelto se eliminé, ya que
su presencia afecta al rendimiento de la desnitrificacion (Gomez, et al., 2002). Dicha
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eliminaciéon se reaiz6 mediante la adicién de una cantidad estequiométrica de sulfito
sodico hasta que la concentracién de oxigeno del agua del depdsito de entrada se iguala a
0,0 mg/l.

3.3.3 Lavado del sistema

Dadas las pequefias dimensiones de la planta y de los tubos de entrada-salida, €
caudal de agua que se va filtrando puede ir disminuyendo seguin se va colmatando € filtro
y/o los tubos por la formacién de la biopelicula, produciéndose una elevacion de la lamina
de agua sobre € filtro (pérdida de carga). De darse dicho efecto en un filtro sumergido,
provocaria la necesidad de lavado del sistema. Sin embargo, € filtro sumergido usado en
esta investigacion es un sistema pequefio muy simplificado, que trata caudales con bagja
carga. Es por elo que € atasco en este sistema no fue muy frecuente, unido a hecho de
gue los ensayos no se mantuvieron durante mucho tiempo. Asi, no se dispuso mecanismo
de lavado, siendo éste necesario en contadas ocasiones durante € experimento, y siempre
al finalizar cada ensayo y previamente a inicio del siguiente. Los lavados se realizaron de
manera manual, agitando €l relleno en un recipiente con solucion salina durante 2 minutos,

retornandolo a la columna una vez se ha desprendido €l exceso de biomasa sobre €l relleno.

3.4 INOCULACION DEL SISTEMA PARA LA FORMACION DE LA
BIOPELICULA

Para € correcto funcionamiento de un filtro sumergido se precisa & formacién
previa de una biopelicula, responsable del proceso descontaminador. En sistemas
destinados a tratamiento de aguas subterraneas contaminadas con nitrato, es necesario
formar esta biopelicula previa a tratamiento del agua, empleando como inoculante
diferentes medios ricos en microorganismos como €l fango activo ( Gomez et al., 2003).
Es posible también acometer esta inoculacion mediante cultivos puros (Moreno et al.,

2005b) tratdndose de una inoculacién selectiva.
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Esta fase de inoculacion es precisa dada la baja presencia de microorganismos en el
agua subterranea (10%-10° células/ml) aunque por e contenido en NOs™ en éstos aparecen

microorganismos desnitrificantes los cuales pueden ir aformar parte de la biopelicula

Teniendo esto en cuenta € planted estudiar la influencia de la temperatura en

sistemas de filtros sumergidos cuya biopelicula se gener6 de tres formas distintas:
- A partir de la microbiota presente en e agua subterranea
- A partir de la microbiota presente en fangos activos

- Mediante inoculacion sdectiva

3.4.1 Formacion de la biopelicula a partir de la microbiota natural del agua

subterranea

Para b generacion de una biopelicula activa sobre el material soporte del filtro a
partir de la microbiota autéctona del agua subterranea se conecté € sistema estéril con el
depdsito continente del agua contaminada mediante tubos, tal y como se indica en la figura
8, comenzando de manera inmediata el control de los pardmetros del influente y el
efluente. El desarrollo de dichos experimentos fue analogo a de aquellos en los que se

inocul 6 previamente la columna, salvo por e mencionado proceso de inoculacion.

3.4.2 Inoculacion con fango activo procedente del reactor bioldgico de la
Estacion Depuradora “Los Vados’ (Granada)

Para este tipo de inoculacién se tomaron 1.5 litros de fango activo del reactor
bioldgico de la Estacion Depuradora, conectando € recipiente contenedor del mismo con
el filtro sumergido, nediante una bomba peristaltica que introduce el inoculante en la
columna recirculdndose de nuevo a contenedor inicia. Se usd en € recipiente del
inoculante un tapdn con 3 vias, uno para la alimentacion, otro para el retorno y otro parala

entrada de aire. El dispositivo asi montado (Figuras 9 y 10) se mantuvo en recirculacion
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durante 48 horas, dejando tiempo suficiente para que los microorganisSmos presentes en el

fango activo se adhiriesen a relleno de la columna, formando la biopelicula

a
R
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Fig. 9. Inoculacion de la planta escala laboratorio. (1) Columna rellena del material soporte, (2) Sistema de
vasos comunicantes, (3) Bomba peristaltica de 4 vias'y (4) recipiente contenedor del inoculante,
(5) sistema Swinnex (Millipore®) estéril y (6) tapén de 3 vias.

3.4.3 Inoculacion con microorganismos previamente seleccionados

Para la inoculacién selectiva se emplearon cultivos bacterianos de alta densidad,
seleccionados en una fase previa de la investigacion El proceso de inoculacién se realizo

de forma similar a empleado para el fango activo.
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Fig. 10.- Filtro sumergido a escala de laboratorio durante lainoculacion

Paralainoculacién del sistema con cada una de las cepas bacterianas empleadas en
la investigacion y para cada temperatura ensayada, se seleccioné un medio de cultivo que
permitiera su crecimiento sin la presencia de factores limitantes. La composicion del medio
por litro de agua destilada fue la descrita a continuaci én:

Compuesto ol
NaNO; 2,0
K2HPO, 1,0
KCI 0,5
MgSO, x 7H,O 0,5
FeSO4 x 7H,0 0,01
Extracto de levadura 1,0
Etanol 15 mi

Una vez afiadidos todos los componentes, salvo el etanol, se procedié a la
esterilizacion del mismo, gjustando el pH final del medio a 7,2, mediante adicion de HCI a
10%. Tras la esterilizacionse afiadio €l etanol con el uso de una pipeta estéril.
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La inoculacién se realizé mediante e procedimiento de cultivo en el medio. A
partir de un cultivo puro de cada cepa crecido en una placa Petri con medio N-S-A se tomé
una muestra con asa estéril, sembrandola en un matraz erlenmeyer de 250 ml, con 100 ml
de medio de cultivo con la misma composicion por litro. Dicho matraz se incubo en
agitacion en un orbital durante 24 horas, tras las cuales se tom6 1 ml del matraz y se
inocul6 en 1.5 | de medio, utilizados para lainoculacion de la columna con € relleno. Todo

ello se realizd bajo atmdosfera estéril en campana de flujo laminar y en presencia de [lama.

Los microorganismos desnitrificantes empleados mostraron un mejor crecimiento
en presencia de oxigeno, razén por la cual los crecimientos previos a la inoculacion de la

columna se realizaron en sistema aireado.

A lo largo de las 48 horas en las que se mantuvo en recirculacion € cultivo, se
realizd un seguimiento del recirculado para conocer la poblacién bacteriana que se
manteniay la posible presencia de contaminacion del proceso. Ese seguimiento se realizé a
las4, 8, 12, 24, 28, 32, 36 y 48 horas.

En cada uno de esos interval os de tiempo se tomaron muestras del medio a las que
se les hizo un recuento de microorganismos con objeto de obtener una curva de
crecimiento del microorganismo en ¢ medio. Se empled con este fin el medio N-S-A

modificado, incubando las placas durante 48 h a30 + 1°C.

El medio de cultivo fue inoculado con 0.1 ml de diferentes diluciones seriadas de la
muestra, las cuales se redlizaron en tubos de solucion salina (0.9% en NaCl) con un
contenido de 9ml/tubo sobre los cuales se afiadia 1 ml de la suspension diluida
inmediatamente més concentrada. El inéculo fue distribuido de forma homogénea por toda

la superficie de la placa empleando una espétula de vidrio en condiciones de esterilidad.

3.5 ESTUDIOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE
SUPERFICIE

Mediante estos ensayos, que permiten visualizar la biopelicula una vez fijada, se

pueden obtener datos sobre la formacién de biopelicula asi como de su estructura



3- MATERIALES Y METODOS

Igualmente permiten conocer la posible contaminacion del sistema. EI método realizado

fue descrito previamente por Lazarova et al. (1994).

El objetivo de esta técnica es realizar un recuento de las bacterias presentes en la
superficie del material soporte usando fotografias digitalizadas, con el fin de obtener el
nimero total de bacterias por unidad de superficie de relleno, que permite comparar
crecimientos bacterianos en la fase de formacion de la biopelicula en funcion de la
temperatura ensayada y la cepa utilizada, asi como la observacion de la morfologia de las

diferentes biopeliculas formadas.

El material de relleno (1g) inmediatamente tras su extraccion de la columna fue
colocado en un via de liofilizacion completamente estéril y sumergido en una solucién de
fijacion con glutaraldeido a 3%, que permitio fijar por completo la biopelicula a material
soporte manteniendo ésta la misma estructura. Estos viaes tapados se guardaron hasta su

analisis en lugar fresco y seco en ausencia de luz.

Previo a la visuaizacion microscopica € materia de relleno fue aclarado y tratado
con una solucion de 6xido de osmio a 1% durante un tiempo de 3 horas. Posteriormente se
realizd una deshidratacién mediante tratamiento y aclarado en un gradiente de alcohol (30,
50, 70, 90 y 100%). Finalmente las muestras se secaron hasta €l punto critico colocandolas

en el portaobjetos del microscopio.

El equipo utilizado fue un microscopio de barrido de alta resolucion por emision de
campo Leo 1530-GEMINI®. Mediante observaciones de diferentes esquistos arcillosos se
apreci6 e grado de formacion de la biopelicula, asi como la estructura de ésta. Para cada
ensayo realizado se tomaron un nimero aproximado de 45 fotografias representativas del
estado y forma de la biopelicula. Estas fotografias fueron digitalizadas en negativo

empleandose de esta forma en la investigacion.

La técnica utilizada para €l recuento de bacterias fue descrita por Sich y Van Rijn
(1997). Como la biopelicula se fij6 una vez terminado el proceso de inoculacion (a las 48
horas de su comienzo), las bacterias son contadas facilmente, sin formar acumulaciones
densas que impiden su diferenciacion.
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3.6 CARACTERIZACION DE INFLUENTESY EFLUENTES

Tras comprobar que e proceso de inoculacion se realizo correctamente se paso a
conectar el agua de pozo contaminada con nitrato al sistema segun el esquema comentado.
El sistema en funcionamiento se ilustra en la figura 11. La toma de muestras de agua tanto
de entrada como de salida se realiz6 dos veces al dia. A dichas muestras se les redlizaron
las pruebas analiticas correspondientes descritas en |os siguientes apartados.

3.6.1 Determinacién del pH

La concentracion de ion hidrogeno es un parametro importante de calidad, tanto en
aguas naturales como en residuales. El intervalo de concentracion idoneo para la existencia
de la mayoria de la actividad biolégica es muy estrecho y critico. Su control se hace
ineludible para garantizar los procesos biolégicos. En € caso de los procesos de
desnitrificacion, se ha demostrado que valores de pH por debgo de 7 afectan a
rendimiento de la desnitrificacion, pudiendo llegar incluso a una inhibicion del proceso
(Glass and Silverstein, 1998). El pH optimo de la mayoria de capas desnitrificantes de la
naturaleza se encuentra entre 7 y 8. Ademas, e proceso de desnitrificacion tiende a
alcainizar el pH del agua. Por €ello, un control de dicho parametro puede suponer una

maneraindirecta de controlar dicho proceso de desnitrificacion.

Fig. 11.- Filtro sumergido unavez conectado con el agua subterranea contaminada
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El pH de los sistemas acuosos se puede medir convenientemente con un pHmetro,
en el presente trabajo e equipo empleado fue de la casa comercial Crisol modelo GLP91.
El calibrado del equipo se reaizd diariamente de acuerdo a las instrucciones del pHmetro
con las soluciones tampon de pH 4,0, pH 7,02 y pH 9,0. El electrodo se aclar6 entre ambas

medidas con agua destilada.

Alicuotas de la muestra se tomaron en vasos de precipitado donde se introdujo el
electrodo, manteniéndolas en agitacion suave para asegurar su homogeneidad, pero al
mismo tiempo reducir a minimo el arrastre de dioxido de carbono. Se esperd hasta una
lectura estable y se anot6 el resultado.

3.6.2 Determinacién de nitrato y nitrito

El método usado para la determinacion de los iones nitrato y nitrito se basd en €l
uso de la cromatografia ionica, empleando para e€llo un cromatégrafo de la casa
METROHM®,

La cromatografia ionica se basa en un proceso de separacion fisicoquimica en la

gue los componentes a separar se distribuyen entre una fase estacionaria 'y una fase mévil.

Para la separacién de los aniones se empled la columna cromatogréfica “Metrosep
A Supp 5-250" (Methrohm®), de dimensiones 4,0 x 250 mm, cuyo material estaba
compuesto por polivinil alcohol con grupos amonio cuaternarios en su siperficie. El flujo

estandar a través de la columna fue de 0,7 ml/min.

Como fase movil se empled una solucién de carbonato-bicarbonato en agua bidestilada,

con la siguiente concentracion:

Carbonato sodico 3.2mM
Bicarbonato sodico 1mM
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En dicho cromatégrafo se utilizé supresion quimica, cuya funcién principal eslade
mejorar la deteccion de los aniones. Existen dos efectos en las reacciones de supresion

quimica

Reduccion de la ata conductividad del eluyente lo maximo posible

Conversion de los aniones del analito en especies con conductividad

considerablemente mayor

La sensibilidad de deteccién de aniones del aparato a utilizar supresién quimica es
10 veces mayor que S no se utiliza supresor quimico. El cromatégrafo utilizado en este
investigacion se compuso de 3 unidades de supresion que se aplicaron en turnos para la
supresion, y que se regeneraron con acido sulfarico (50 mM) y se lavaron con agua. Para
proteger el médulo de supresién quimica contra particulas extrafias 0 e crecimiento
bacterial se instalaron unidades de filtracion PEEK (Metrohm®) entre la bomba presitéltica

y los capilares de entrada a supresor.

El aparato constd de precolumnas de facil intercambio situadas previamente a la
inyeccion ala columna, para conservar estas Ultimas e incrementar su vida Util. Asimismo,
las muestras fueron ultrefiltradas previa su inyeccion en la columna, utilizando una
membrana de ultrafiltracion en linea. Se utilizO un muestreador automético para la
inyeccion de las muestras, realizando el aparato las diluciones necesarias en caso de que la

concentracion de los iones excediera el rango de calibracion del mismo.

Tabla4. Concentraciones de |os patrones utilizados en la calibracién del cromatdgrafo iénico

Anién Concentracion (mg/l)
Patron 1 Patron 2 Patrén 3

Fluoruro 10 1 0,1
Cloruro 100 10 1

Nitrito 10 1 0,1
Bromuro 10 1 01
Nitrato 200 20 2
Fosfato 100 10 1
sulfato 100 10 1

81



3- MATERIALES Y METODOS

El equipo se calibro para la medicion de los aniones fluoruro, cloruro, nitrito,
bromuro, nitrato, fosfato, sulfato, utilizando patrones de calibracion con las

concentraciones expresadas en latabla 4.

Dicha calibracion es ailmacenada en e software del cromatégrafo, manteniéndose
durante un considerable periodo de tiempo. De igual modo, se inyectaron patrones de
concentracion conocida con una frecuencia semanal para comprobar la vaidez de la
calibracién anterior. El resultado obtenido a inyectar la muestra en € cromatografo se
presentd como indica lafigura 12, detectando automéaticamente el aparato la concentracion

de los distintos iones en mg/I.
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Fig 12. Cromatograma obtenido en el cromatégrafo iénico usado en el experimento

3.6.3 Determinacion de la turbidez

La turbidez en el agua esta producida por la presencia de diferentes particulas en
suspension o de tipo coloidal, como arcillas, lodo, herrumbre, materias organicas e
inorgani cas finamente divididas, algas, bacterias u otros microorganismos. La presencia de
esta materia particulada no permitira la transmision de la luz en linea recta a través de la

muestra de agua, absorbiéndose o dispersdndose la luz, lo cual da lugar a aspecto turbio.
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Para e tipo de muestras analizadas en los ensayos, la turbidez fue consecuencia del

desprendimiento de bacterias y restos organicos procedentes de la biopelicula.

El método empleado fue d espectrofotométrico, consistente en la medida de la
intensidad de luz absorbida a una determinada longitud de onda y su comparacion con un
patron de turbidez. En este método es necesario seleccionar una longitud de onda para la
cual la absorbancia de la intensidad de luz por las particulas sea maxima, siendo en este
caso ? = 650 nm. Las unidades empleadas fueron las de referencia para la turbidez o
Unidades Nefelométricas de Turbidez (UNT) empleando la formacina como sustancia que

da lugar a una suspension de referencia estandar (APHA, 1992).

La suspension de formacina se prepard cada 15 dias, debido a que es poco estable.

Para su formacion se precisd mezclar de los siguientes reactivos.

Solucion de Sulfato de Hidracina (NH.)2-H2SO;4 (1 g/100 ml). Esta solucién
se guardd en frio (4°C) siendo estable durante un mes.
Solucién de Hexametilenotetraamina (CHz)s-N4 (10 ¢/100 ml). Esta

solucion se conservé en frio (4°C), siendo estable durante un mes.

A partir de estas dos soluciones se prepar6 € patron de formacina, paralo cua se
mezclaron 5 ml de la solucién de sulfato de hidracina con 5 ml de solucion de
hexametilenotetraamina. Esta mezcla se mantuvo en contacto durante 24 horas a 25 + 1°C.
Tras este tiempo se diluyé hasta 100 ml, formando asi una suspension de formacina
(aspecto lechoso) con una concentraciéon de 400 UNT. Esta suspension era estable en frio

durante 15 dias.

A partir de la suspensién madre de formacina se prepararon diferentes patrones
(0.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 10.0 UNT) Mediante dilucién con agua bidestilada con los que se
obtuvo la curva de caibracion. Para valores mayores a los empleados en la curva, se
preparé una nueva de concentraciones mas atas. La curva se preparé empleando minimos
cuadrados para @ cdculo de la ecuacion de la recta. Curvas con coeficiente de correlacion

inferior ar = 0.999 se rechazaron
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Una vez obtenida la recta de calibracion se analizaron cada una de las muestras,
sometiéndolas previamente a sonicacion durante 2 segundos, para eliminar las burbujas de

aire presentes en la muestra que podrian alterar la medida.

Para |la determinacion de la turbidez se empled un espectrofotdmetro HITACHI®.

El blanco se prepard con agua bidestilada.

3.6.4 Determinacion de microorganismos aerobiostotales

De los sstemas de biopelicula pueden desprenderse microorganismos que
apareceran en e agua tratada, empeorando de este modo sus caracteristicas.
M ayoritariamente estos microorganismos eran aquellos con los que se inocul 6 € biofiltro o

bien aquellos que presentes en el agua subterranea a tratar, colonizaron la biopelicula

Para su determinacion se realizé un recuento en placa, a partir del propio agua de
entrada y del agua tratada, empleando como medio de cultivo e Nitrato-Sacarosa-Agar
descrito anteriormente. Para cubrir todo el rango de concentraciones posibles se realizaron

diluciones seriadas (solucién salina 0.9%).

Sobre la superficie de la placa Petri se extendieron, ayudandose siempre de una
espétula de vidrio, 0.1 ml de la muestra de entrada o salida o de la dilucién redizada (10°-
10°®). Las placas asi preparadas se incubaron durante 48 horas a 30 + 1°C en oscuridad,
realizando tras este tiempo los recuentos de aguellas placas que presentaban un nimero de

colonias entre 10 y 300 ufc.

3.7 CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA BIOMASA

Para la determinacion del tamafio de la biopelicula que se realiz6 en determinados
ciclos se utilizo el analisis del peso seco previa sonicacion (Lazarova et al., 1994). Para

dicha determinacion se extrajo la biopelicula formada sobre € material de relleno.
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Para dicha extraccion se prepararon matraces erlenmeyer de 250 ml con 10 ml de
solucion salina estéril (0.9 % en NaCl) adicionada de tween 80 en un 1%, por triplicado.
Con este medio se facilitaba la separacidon de la biopelicula del material soporte. A estos

erlenmeyer se le adicionaron 1 gr de material de relleno del filtro.

El matraz se someti6 a agitacion en orbital a 125 rpm durante 30 minutos Tras la
separacion de la biopelicula, se tomd 1 ml del volumen total del matraz y se determiné la
cantidad de microorganismos presentes en e mismo mediante diluciones seriadas en
solucién salina a 0.9% de NaCl y la posterior siembra de 0.1 ml de cada dilucion sobre la
superficie de la placa de Petri empleando & medio de cultivo N-S-A ya descrito. Se obtuvo
asi un recuento del nimero de microorganismos cultivables presente en la biopelicula de

un gramo de relleno del filtro sumergido.

Unavez redizado esto, se retird e materia de relleno del matraz, aclarandolo con
agua bidestilada. ElI volumen de agua que contenia la biopelicula se filtré a través de un
filtro de fibra de vidrio (Schleicher & Schuell®) con un tamafio de poro de 0.45 pum,

previamente tarado. Dicha filtracion se realizd usando un sistema de vacio Millipore®).

Los filtros se secaron en una estufa de desecacion a 105°C, se enfriaron en un
desecador y se pesaron. La diferencia entre el peso del filtro con labiopeliculay su tara se

correspondia con la cantidad de biopelicula formada sobre un gramo de relleno.

3.8 ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS PRESENTES
EN LASBIOPELICULAS

Al finalizar los experimentos en los que la biopelicula se formé a partir de la
microbiota natura del agua subterranea se realizaron estudios de biodiversidad, para
conocer las comunidades bacterianas presentes en esta biopelicula. Con €l objeto de
comparar esta biodiversidad con aquella en una biopelicula en la que se hubiera realizado
una inoculacion selectiva previa, se realizaron nuevos experimentos en los que se utilizé
Pseudomonas fluorescens cepa A24 como inoculante selectivo. Dichos experimentos se
desarrollaron a 10 y a 30°C, tomando, con una frecuencia semanal en un principio, y d

modificar las condiciones de carga hidraulica més adelante, muestras de biodiversidad
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bacteriana de la biopelicula. Para estas determinaciones se empled la técnica de
electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE). Los pasos seguidos fueron los

siguientes:

Extraccion del ADN bacteriano total de las biopeliculas.

Amplificacion de fragmentos del gen codificante del ARN ribosdmico
16S (ADNr 16S), mediante la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Separacion de los fragmentos de distinta secuencia de ADN mediante
TGGE.

Identificacién de los fragmentos de ADN mediante secuenciacion.

3.8.1 Extracciéon del ADN bacteriano de las biopeliculas

El protocolo empleado para la extraccion de ADN de biopeliculas sobre esguistos
arcillosos es una modificacion del descrito por Watanabe et al., (1998), adaptado al tipo de
muestras del presente trabgjo.

Se partié de una cantidad groximada de 10 gramos de soporte con biopelicula

adherida, del cual se extrajo esta Ultima mediante una serie de acciones.
1. Suspension del material en 50 ml de solucion salina estéril
2. Sonicacion durante 1 minuto.
3. Agitacion en orbital a 125 rpm durante 1 hora
4. Recuperacion del relleno y repeticién de los pasos primero atercero.

Se rednen las dos fracciones de la extraccion, obteniéndose al final la biopelicula
recuperada en 100 ml de solucion sdina. A partir de esta suspension, se siguieron los

siguientes pasos.
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1

3.

Se dgj6 decantar la arcilla de tamafio mas grueso, después se tomé los 100ml de
solucion salina con la biopelicula recuperada 'y se centrifugaron (50ml por tubo)
a 3500 rpm 30min, obteniéndose un sedimento que se utiliz6 como material de

partida para la extraccion de ADN.

El sedimento obtenido en cada uno de los tubos se resuspendié en 1ml de buffer

de suspensién de células (Solucion 1) y se incubo a 37°C durante 10min.

La solucion | se prepar6 llevando a un volumen final de 50 ml una mezcla de:
0.5 ml de Tris HCI pH 8 10 mM, 10 ml de EDTA 0.5 M y 5.96 g de sacarosa
0.35 M. Una vez preparada la solucion |, se filtra y se le afade

extemporaneamente lisozima en concentracion de 20 mg/ml.

A cadatubo se le afladié 3 ml de suspension de lisis (Solucion I1) incubandose a
37°C durante 60 min.

La solucion 11 se prepard llevando a un volumen de 50 ml una mezcla de: 5 ml
de TrisHCl pH 8 1 M, 10 ml de EDTA pH 8 0.5 M, 0.87 gde NaCl y 1 g de
SDS (o 1 ml de SDS a 10%). Extemporaneamente se afiaden por cada 10 ml de
solucion 11, 20 ul de 3 mercaptoetanol a 2% y 10 pl de proteinasa K (solucion
en stock de 20 mg/ml mantenida a -20°C).

Las muestras se sometieron a dos extracciones consecutivas con un volumen de
fenol:cloroformo, tomado siempre la fase acuosa (superior) y desechandose la
interfase y la fase fendlica (gran parte de la arcilla quedd retenida en la

interfase)

El fenol:cloroformo se prepara saturando previamente fenol con buffer TE
(Sigma®) y mezclandose en proporcién 1:1 con cloroformo. La disolucién

resultante se mantiene a 4°C.

El buffer TE estéril se preparacon 1 ml de disoluciéon 1 M de TrisHCl apH 8y
200 pl de disolucion de EDTA 0.5 M pH 8, enrasandose a 100 ml, con lo que
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las concentraciones de Tris HCl y EDTA findes son 100 mM y 1 mM
respectivamente.

5. Al sobrenadante recuperado se le afiadié ARNasa hasta una concentracion fina
de 125 pg/ml, incubandose a 37°C durante 10 min, extrayéndose a continuacion

con un volumen de cloroformo.

La ARNasa libre de ADNasa se prepara disolviendo la ARNasa comercial en
Tris HCl pH 7.5 y NaCl 15 mM, caentandose 15 min a 100°C. Por dltimo se

alicuoto y se conservo a-20°C.

6. El extracto acuoso se dividié en fracciones de 800 pl como maximo y se
dispuso en tubos eppendorf, afiadiéndosele a cada uno igual volumen de
isopropanol para precipitar e ADN. Por ultimo se dgja reposar a -20°C durante
30 min.

7. Las fracciones se sometieron a centrifugacion a 13000 g durante 20 min y €
sedimento obtenido se lavd (sin resuspender) afiadiendo 500 pl de etanol a 70
% y centrifugando 2 min. Posteriormente, mediante succién a vacio se extrgjo

lamayor parte de etanol y se dgj6 secar completamente.

8. Al sedimento de cada tubo se le afiadio 50 pl de buffer TE estéril, dejandose

toda la noche a 4°C para que se redisolvierael ADN.

9. Se comprobd en gel de agarosa al 0.8 % disuelta en buffer TAE, empleando €l
marcador escalera de 1 Kb (Gibco®), realizandose |a electroforesis a 80 V.
Transcurrido e tiempo se revel6 con bromuro de etidio (20 pl en 100 ml del
buffer empleado para la preparacion del gel) enjuagandose € gel en agua y
fotografidndolo en un sistema de documentacion de geles Gel Doc 2000

(Bisrad®).



3- MATERIALES Y METODOS

3.8.2 Amplificacion de fragmentos del gen codificante del ARNr 16S.

Las muestras de ADN se sometieron a una reaccion de PCR anidada, donde se
realizaron dos reacciones consecutivas de amplificacion, en la primera se amplifico una
region correspondiente a casi la totalidad del gen (aproximadamente 1.5-1.6Kb) y en la
segunda una region interna de menor tamafio (aproximadamente 0.2Kb), correspondiente a
la region hipervariable V3 (nucledtidos 341 a 534, numeracion de Escherichia coli,
Muyzer et al., 1993). Se empled la estrategia de PCR anidada con la finalidad de obtener
un mayor rendimiento en la amplificacion, que permite obtener patrones de bandas mas

completos.

Para la primera PCR se emplearon los cebadores universales fD1 y rD1 (Weisburg
et al., 1990), para la segunda PCR se emplearon los cebadores universales GC-P1 y P2
(Muyzer et al., 1993). La secuencia del cebador GC-Pl est4 basada en una region
conservada del gen a la que se afiade una cola de 40 pares de bases ricas en Quanina
Citosina necesarias para la separacion correcta mediante TGGE (Muyzer y col 1993). La
Fig. 13 muestra un esquema del procedimiento completo seguido. La secuencia de todos

los cebadores empleados se muestraen latabla 5.

Tabla5. Secuencia de los cebadores empleados en lareaccion de PCR anidada

CEBADOR SECUENCIA (DE5AJ)
FD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
RD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC
GC-p1A CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG
AGG CAG CAG
P2 ATT ACC CGC CGT GCTGG

A- En negritaseindicalacolaricaen GC

La primera reaccion de PCR es idéntica a la reaccion de PCR descrita en €
apartado 2.2.7.2, para la identificacién de las bacterias desnitrificantes seleccionadas, con
el uso de los mismo cebadores y reactivos, utilizando en este caso el ADN molde extraido

en € apartado anterior, en una cantidad de 1pl.
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Fig 13. Esqguema de la reaccion de PCR anidada, donde se realizaron dos reacciones consecutivas de
amplificacion, en la primera se amplifico una region correspondiente a casi la totalidad del geny en
la segunda unaregién interna de menor tamafio.

Tras lareaccion se tomaron aicuotas de 5 pl que se comprobaron en gel de agarosa
al 0.8%, para comprobar |a existencia de bandas amplificadas del tamafio esperado (1.5-1.6
Kb).Una vez comprobadas, las muestras fueron sometidas a una segunda PCR con €
objetivo de amplificar laregién hipervariable V3. La segunda reaccion de PCR se efectud
en un volumen fina de 50 ul. Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos
seguidos fueron una modificacion de la técnica touch down descrita por Watanabe et al.

(1998). En cada mezcla de reaccidn se utilizaron los reactivos siguientes:

Reactivo Volumen pl
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 50
MgChk 25 mM (Applied Biosystems) 30
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato 1,0
Cebador GC-P1 100mM, purificado mediante HPLC (Sigma) 0,2
Cebador P2 100mM, purificado mediante HPLC (Sigma) 0,2
Ampli Tag Gold polimerasa (Applied Biosystems) 0,2
DMS grado biologia molecular (Sigma) 2,5
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Seroalbumina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 1,0
ADN molde (producto de la primera PCR) 1.0
Agua bidestilada estéril grado PCR 36,0

El programa de PCR se desarroll6 empleando el termociclador PE2400 (PERKIN-

ELMER) y consistio en los siguientes pasos.

1. Desnaturaizacion inicia: 94°C durante 7 minutos.
2. 30 ciclos que constan de:

- Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto.

- Hibridacion de los cebadores sobre el ADN molde desnaturalizado
“Annealing” : 65°C durante 1 minuto.

Esta temperatura se disminuyé automaticamente 1°C cada 2 ciclos, hasta

alcanzar 55°C, temperatura a la cual se efectuaran 10 ciclos adicionales.
- Extension: 72°C durante 2 minutos.

Extension final: 72°C durante 10 minutos.

M antenimiento a 4°C.

Tras lareaccion se tomaron alicuotas de 1 pl que se comprobaron en gel de agarosa

al 3%, para confirmar la existencia de bandas amplificadas del tamario esperado (0.2 Kb).

3.8.3 Concentracion del producto de la PCR anidada.

Todos los productos de PCR finales para cada una de las muestras se
concentraron aproximadamente 10 veces, empleando las membranas Microcon
(Millipore®), siguiendo las indicaciones del fabricante. Gracias al uso de estas membranas
se consiguié ademas purificar los productos de PCR eliminando las sales y componentes

de bajo peso molecular.

Para ello, se toma & volumen de la PCR (maximo 500 ul) y se centrifuga en el

cartucho a 500 g durante 15 min. A continuacion se afiaden de 15 a 20 pl de agua milliQ
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estéril y se invierte e cartucho en un tubo eppendorf nuevo centrifugdndose a 13000 rpm

durante 3 min.

3.8.4 Separacion de las muestras mediante eectroforesis en gel con gradiente
de temperatura(TGGE)

La electroforesis en gel con gradiente de temperatura se reaiz6 empleando el
sistema TGGE MAXI| (Whatman Biometra®). Para la separacion de los distintos
fragmentos se emplearon geles desnaturalizantes de poliacrilamida, preparado en agua

bidestilada, con la siguiente composicion:

Reactivo Concentracion
Poliacrilamida- bisacrilamida 37.5:1 (Sigma®) 6,0%
Urea, grado biologia molecular (Sigma®) 8M
Formamida desionizada (Sigma®) 20,0%
Glicerol (Sigma®) 2,0%
Buffer tris-acetato 40mM, EDTA 1mM (TAE) pH 8.0 1X
N,N,N',N*-tetrametiletilendiamina (TEMED), grado biologia molecular 0,06%
Persulfato de amonio, grado biologia molecular 0.06%

Los geles se dgjaron polimerizar durante 3h antes de hacer la electroforesis.

Para la electroforesis se empled buffer TAE (2x). Se cargaron 5nl de cada muestra

mas Im de buffer de carga (5x) de la siguiente composicién: 0.5% Triton X100, 0.05%
Azul de Bromofenol, 0.01% Xilencianol, EDTA 10mM y buffer TAE 10x Las condiciones

de la electroforesis fueron las siguientes:

1. Migracion inicia de las muestras:

Temperaturainicial de gradiente, To = 20°C
Temperatura final de gradiente, T;0 = 20°C
Voltge 300V

Duracion 18min
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2. Establecimiento del gradiente de temperatura:

Temperaturainicial de gradiente, To = 43°C
Temperatura final de gradiente, T;0 = 63°C
Voltaje OV
Duracién10min

3. Separacion de las muestras:

Temperaturainicial de gradiente, To = 43°C
Temperatura final de gradiente, Ti0 = 63°C
Voltge 125V

Duracion 18 horas

Tras la €electroforesis, los geles se tifieron con plata, empleando € kit Gel Code

Silver Staining (Pierce®), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como patron de separacion para los fragmentos del gen ADNr 16S, se construy6 un
marcador de seis especies a partir de las cepas de coleccion que se muestran en la tabla 6.
El proceso seguido para preparar € fragmento de ADN de los patrones fue idéntico a de

las muestras.

Tabla6. Listado de |as cepas de coleccion que se emplearon como marcadores en el TGGE.

ESPECIE CEPA
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas putida ATCC 8750
Acinetobacter cal coaceticus ATCC 15308

Escherichia coli DH5a
Nocardia corynebacterioides ATCC 21253
Micrococcus luteus ATCC 9341

ATCC: American Type Culture Collection

3.8.5 Reamplificacién de las bandas separadas mediante TGGE.

Las bandas individuales visualizadas en los geles mediante tincion de plata se

punzaron en su parte central con una punta de pipeta estéril, y e fragmento asi extraido se
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suspendié en 10 nl de agua bidestilada estéril en tubos para PCR de 200 mi. Partiendo de
estos fragmentos como molde, se efectud la reamplificacion de cada banda individual
mediante PCR, siguiendo € mismo procedimiento ya descrito en el apartado 2.8.2,

empleando como cebadores GC-P1y P2

3.8.6 Purificacion y secuenciacion de los fragmentos de adn reamplificados.

Los productos de PCR reamplificados se les realizé una electroforesis preparativa
empleando geles de agarosa a 3% en TAE, y tras la tincion con bromuro de etidio, las
bandas se escindieron del gel con una espatula estéril, siendo purificadas mediante el kit de
extraccion Quiaex 11 (Quiagen®) y e ADN suspendido en un volumen final de 20 ml de
agua bidestilada estéril .

Los productos asi purificados fueron secuenciados empleando como cebadores |os
mismos utilizados para su reamplificacion. La secuenciacion de ADN de doble cadena fue
efectuada por el servicio de secuenciacion del Instituto de Parasitologia y Bioguimica

LépezNeira (CSIC, Granada) en un secuenciador automatico.

3.8.7 Andisis informético de las secuencias.

Los datos de secuencia de ADN obtenidos fueron analizados con e programa
informatico de libre distribucion Chromas v. 1.45. Para € alineamiento y la comparacién
de las secuencias de ADN de los distintos fragmentos obtenidos, se emplearon las
herramientas de biocomputacién Align (Kruskal, 1983) y WU-BLAST-n v. 2.0 (Altschul et
al., 1997), ambas disponibles en e servidor web del European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk). El programa Clustal X v. 1.8 (Jeanmougin y col., 1998) fue
utilizado para la generacion de alineamientos de las secuencias, empleando |os parametros
por defecto. El programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Anaysis) v. 2.1, se
utilizo para el célculo de las matrices de distancia entre las secuencias y la construccion de
los &rboles filogenéticos mediante e método Neighbour-Joining (Saitou y Nei, 1987). Los
arboles se calcularon tomando como criterio la no inclusién de los huecos (@aps) del

alineamiento. Los valores de confianza se calcularon mediante e méodo Bootstrap (n+
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1000) (Felsenstein, 1985) y los porcentajes superiores al 50% aparecen reflgjados en los

arboles correspondientes

3.9 ANALISISESTADISTICO

Todos los datos obtenidos en la fase experimental se sometieron a tratamiento
estadistico asistido por ordenador, debido a caracter comparativo de los estudios

realizados en lainvestigacion.

Seredlizaron los siguientes tratamientos:

Resultados obtenidos en la fase de inoculacion dd filtro sumergido

0 Ajustes a modelos exponenciades de las curvas de crecimiento de los
inoculantes en funcion del tiempo transcurrido desde e inicio de la

inoculacion para las cepas seleccionadas y para las temperaturas ensayadas.

o Andiss de la varianza (ANOVA) de una via, sendo la variable
independiente la temperatura ensayada y la variable dependiente € nimero
de bacterias por mn? en la superficie del relleno, para cada uno de los
inoculantes. También se realiz6 este ANOVA con € inoculante empleado
como variable independiente, para cada una de las temperaturas ensayadas.
Igualmente se completé un Test de Minimas Diferencias Significativas
(LSD) entre las medias y test de rango multiple (t de Studen’t) para la

comparacion de las fuentes de variacion en los andlisis de una via

Resultados obtenidos por e funcionamiento del filtro sumergido a escala de

laboratorio
0 Andisis de la varianza (ANOVA) de una via, sendo la variable
independiente la temperatura ensayada y las variables dependientes la

turbidez en UNT del efluente, los microorganismos en ufc/ml en el efluente,
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el rendimiento de eliminacion de nitrogeno en el sistema, la concentracion
de nitrito en mg/l en € efluente y los incrementos de pH; para cada uno de
los inoculantes. Igualmente se completé un Test de Minimas Diferencias
Significativas (LSD) entre las medias y test de rango mdltiple (t de
Studen’'t) para la comparacion de las fuentes de variacion en los andlisis de
unavia

0 Ajustesdelaevolucion en el tiempo de los valores de Nt en € efluente para
los ensayos redlizados con todos los inoculantes empleados y las

temperaturas ensayadas.

Para estos tratamientos se empled e paguete informético STATGRAPHICS®

Version 4.1 (STSC Inc., Rockville, Maryland, USA 1989) propiedad de la Universidad de
Granada.
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4. RESULTADOS

41 RESULTADOS DE LA SELECCION DE CEPAS
DESNITRIFICANTES

El fin principa de esta primera fase de seleccion de cepas bacterianas
desnitrificantes fue la obtenciéon de un nimero reducido de microorganismos que
demostraran una buena capacidad de crecimiento a temperaturas bgjas y medias, y ademas
destacaran por su ata actividad desnitrificante. Dichas cepas se emplearon como
inoculantes en un sistema de filtros sumergidos destinado al tratamiento de aguas
subterraneas contaminadas con nitrato, €l cua trabajé en un rango de temperaturas entre 5
y 30°C.

Por €ello, y partiendo de una coleccion de 250 cepas desnitrificantes previamente
adadas de la biopelicula de un filtro sumergido, a escala piloto, aplicado a la
desnitrificacion de aguas subterraneas (Gémez, 1998), se realiz6 una seleccién basada en la
actividad desnitrificante y capacidad de crecimiento a bajas temperaturas, junto con las

caracteristicas propias de la cepa sel eccionada.

4.1.1 Comprobacion de la generacién de gas en medio desnitrificante.

La coleccion inicial de cepas desnitrificantes estaba conservada mediante
liofilizacion, presentando algunos liéfilos cerca de cuatro afios. Debido a esto, antes de
proceder a la seleccion de cepas se realiz6 una recuperacion desde € liofilo, comprobando
posteriormente la capacidad de crecer en medio desnitrificante semisdlido regenerado. Para
el ensayo se utilizaron diferentes medios de cultivo (con sacarosa o con etanol como fuente
de carbono, o con y sin extracto de levadura), y se prestd especial atencion a la capacidad
de rotura del medio por la generacion de gas. Esta capacidad, dadas las caracteristicas del

medio de cultivo, catalogaba a la cepa que generase gas como desnitrificante

La capacidad de crecimiento de las cepas regeneradas fue diferente segiin e medio
de cultivo empleado, reduciéndose en este primer paso de la seleccion a tan solo 95 cepas

de las 250 inicides, ya gque € resto no se mostraron capaces de crecer en los medios
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desnitrificantes seleccionados. La figura 14 muestra el porcentgje de cepas (del total de las
95 que presentaron capacidad de crecimiento) con capacidad de crecer en los tres medios

de cultivo empleados, antes 0 después de 24 horas de incubacion.

Medio desnitrificante 1”'.- .M J
con etanol P

<24 h

Medio desnitrificante 79 43,1
con sacarosa

1>24h

Medio desnitrificante
con sacarosay
extracto de levadura

.00 50,5
| | | |

T 1 1 1 1 T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

%

Figura 14. Porcentaje de cepas con capacidad de crecimiento, con generacion de gas, en los medios

desnitrificantes seleccionadaos (sobre un total de 95 cepas que mostraron crecimiento).

Un total del 70% de las cepas con capacidad de crecimiento se mostré capaz de
generar gas en e medio enriquecido con extracto de levadura y con sacarosa como fuente
de carbono, realizandolo un 20 % antes de 24 horas de incubacién. Este porcentaje se
redujo a un 60% a emplear un medio definido con sacarosa como fuente de carbono y a
tan sblo a un 15% cuando la fuente de carbono disponible fue etanol. Tan solo un 5% del
total de las cepas demostro capacidad de generar gas en el medio definido con etanol como

fuente de carbono, antes de 24 horas de incubacion.

4.1.2 Crecimiento de los microorganismos a diferentes temperaturas,

Dado que la variable principal de nuestras experiencias fue la temperatura, las
cepas que demostraron capacidad de generacion de gas en los medios de cultivo
desnitrificantes seleccionados (consideradas como desnitrificantes), fueron sometidas a
ensayos de crecimiento a distintas temperaturas (4, 10, 15, 20, 25, 30 y 37 °C) sobre un

medio N-S-A. A medida que aumento |a temperatura de incubacién, un mayor nimero de
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bacterias mostraban capacidad de crecimiento, destacando que a 30°C crecian mas del 90%
del total de las desnitrificantes (Figura 15). Sin embargo, a 4°C € porcentaje de cepas
capaces de crecer no alcanzo € 40%. Es destacable que, a medida que aumentd la
temperatura de incubacion entre 4 y 30 °C, el porcentaje de cepas capaces de crecer antes
de las 24 horas de incubacion se incrementd. Para la temperatura de 37°C se detectd una

leve reduccion en el porcentaje de cepas con capacidad de crecimiento.

100,00+

90,001

80,00+

70,00
60,00 E>24h
% 50,00-/

E<24n

40,00+

N

30,00+

20,001

10,00-/

0,00

4°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C

Figura 15. Resultados de los ensayos de crecimiento en placa con medio N-SA para las cepas
desnitrificantes, empleando diferentes temperaturas de incubacion.

4.1.3 Actividad desnitrificante.

A todas las cepas catalogadas previamente como desnitrificantes se les realizo la
determinacion de su actividad desnitrificante mediante €l método de inhibicién por
acetileno descrito por Yoshinari y Knowles (1976). De este modo se pudo comparar las
cepas en funcion de la mayor o menor capacidad de reducir nitrato hasta N>O en

condiciones de anoxia.

Cabe resdltar que alrededor de un 40% de las cepas desnitrificantes no presentaron
actividad antes de las 24 horas de incubacion (figura 16), por 1o que se descartd su posible
uso como inoculante. Asimismo, otro 30% mostré una pobre actividad desnitrificante, con

valores por debajo de 200 nmol NO/10°ufc-h. Las mayores actividades desnitrificantes
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registradas estaban en torno a 1200 nmol N,O/10°ufc-h, valores tan solo alcanzados por un

2 % de las cepas desnitrificantes.
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actividad 1200

nmol N,O/10°ufc-h
Figura 16. Actividad desnitrificante de las cepas bacterianas tras 24 horas de incubaci6n.

Considerando tanto la actividad desnitrificante de las cepas como la capacidad de
crecimiento a bajas temperaturas se seleccionaron siete de las 95 cepas iniciales Se trata
de cepas desnitrificantes con elevada actividad y con capacidad de crecer en placa a
temperaturas de hasta 4° C.

Otro importante criterio de preseleccion de estas 7 cepas fue la capacidad de
realizar completamente el proceso de desnitrificacion es decir capacidad para transformar
NOs™ en Ny, eliminando aquellas cepas que producian acumulacion de N»O. Las Figuras 17
a 23 muestran los cromatogramas del ensayo empleado para cacular la actividad
desnitrificante de cada una de las siete cepas sel eccionadas, en presencia de acetileno (a) y
en ausencia de éste (b). Para los ensayos con acetileno se aprecia siempre un pico de 6xido
nitroso acumulado dada la inhibicion que € acetileno realiza sobre la Oxido nitroso
reductasa. Este pico es inapreciable en |os ensayos en ausencia de acetileno 1o que muestra
la capacidad de cada una de las cepas a completar €l proceso de desnitrificacion hasta N,

gas.
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Figura 17. Cromatogramas de la cepa A 24 tras incubacion durante 24 horas a 30°C (&) en presencia de
acetileno (b) en ausencia de acetileno.

B
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(@ =R ) "B

Figura 18. Cromatogramas de la cepa A 103 tras incubacion durante 24 horas a 30°C (a) en presenciade
acetileno (b) en ausencia de acetileno.

@ B[l [ o (b)
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Figura 19. Cromatogramas de la cepa A 106 tras incubacién durante 24 horas a 30°C (a) en presenciade
acetileno (b) en ausencia de acetileno.
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Figura 20. Cromatogramas de lacepa A115trasincubacion durante 24 horas a 30°C (a) en presenciade
acetileno (b) en ausencia de acetileno.
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CH CH i |
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Figura 21. Cromatogramas de lacepa A179trasincubacion durante 24 horas a 30°C (a) en presenciade
acetileno (b) en ausencia de acetileno.

| CHCH

(a) - O L (b) |

Figura 22. Cromatogramas de la cepa A 343 tras incubacién durante 24 horas a 30°C (a) en presenciade
acetileno (b) en ausencia de acetileno.
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Figura 23. Cromatogramas de la cepa A467 tras incubacién durante 24 horas a 30°C (a) en presencia de
acetileno (b) en ausencia de acetileno.

4.1.4 ldentificacion de las cepas seleccionadas.

Una vez redlizada la seleccion de las siete cepas reflgjadas en los resultados
anteriores, se procedid a la identificacién taxondmica mediante PCR para conocer otras
posibles caracteristicas del microorganismo seleccionado que pudieran afectar a su

posterior utilizacion como inoculante de un sistema de tratamiento de aguas destinadas a
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consumo humano. Esta identificacion taxondmica (tabla 7) nos llevd a la seleccion

definitiva de los inoculantes empleados en € estudio.

4.1.5 Seleccion definitiva de las cepas desnitrificantes.

En vista de los resultados obtenidos en las diferentes pruebas comparativas
realizadas, se procedi6 ala seleccion final de cepas que se emplearian como inoculantes en
|os ensayos posteriores, para un sistema de filtros sumergidos aplicado ala desnitrificacion

de aguas subterraneas.

L as cepas finalmente seleccionadas fueron:

i.  Pseudomonas fluorescens (Cepa A24)
ii.  Pseudomonas mandelii (Cepa A103)

iii.  Pseudomonas brassicacearum (Cepa A343)

Tabla 7. Identificacion taxondmica de las cepas desnitrificantes seleccionadas.

Cepa Secuencias de mayor identidad N° de acceso bagoesd:ﬁ:rg;;an %%gﬁ?ﬁﬂ
Pseudomonas sp. cepa PsA DQ628969 1459 99,59/ 99,59
A24 Pseudomonas fluor escens cepa PC17 AY538263 1464 99,18/ 99,18
Pseudomonas mandelii cepa CIP 105273 AF058286 1464 99,11/99,11
AL03 Pseudomonas mandelii cepa CIP 105273 AF058286 1442 99,72/ 99,72
Pseudomonas borealis cepa Ab 131 AJ012712 1456 99,59/ 99,59
Pseudomonas sp. cepaPSA A4(4) DQ628969 1423 99,37 /99,44
AL06 Pseudomonas sy ringes by tomatocepaDC | A Fyee53 1423 99,02/ 99,09
Pse”domncaespzy,[/'l%’gg ale bl AB001445 1423 99,02/ 99,09
Pseudomonas sp. cepa P12 DQ453821 1430 99,79/ 100
A115 Pseudomonas kilonensis cepa 520-20 AJ292426 1427 99,79/ 100
Pseudomonas fluorescens cepa F113 AF134704 1430 99,72 /99,93
A179 Pseudomonas marginalis cepa NZCX27 AF364098 1406 99,79/ 100
Pseudomonas veronii cepa A1XB2-5 AY 512619 1406 99,79/ 100
Pseudomonas sp. cepaM TR-61 DQ898298 1416 99,78/ 99,93
A343 Pseudomonas brassicacearum cepa 520-1 AJ292381 1416 99,72/ 99,79
Pseudomonas fluorescens cepa Pf29A DQ473439 1416 99,72 /99,79
A Pseudomonas veronii cepa CIP 104663 AF064460 1405 99,79/ 99,93
Pseudomonas marginalis cepa NZCX27 AF364098 1405 99,64 / 99,79
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La cepa A24 identificada como Pseudomonas fluorescens presenté un buen
crecimiento a todas las temperaturas, y ademas también poseia una buena actividad
desnitrificante (932,89 nmol NO/10°ufch). Es atamente destacable que fue una de las
cepas capaces de generar gas en un medio desnitrificante semisolido definido con etanol
como fuente de carbono. Ademas presentd esta capacidad tras 24 horas del inicio del
ensayo. No hay que olvidar que ésta es la fuente de carbono a utilizar en el sistema de

filtros sumergidos a escala de laboratorio.

La cepa A103 identificada como Pseudomonas mandelii y la cepa A343
identificada como Pseudomonas brassicacearum fueron seleccionadas porque ambas
presentaron un crecimiento Optimo tanto a bajas como a medias temperaturas, sin la
aparicion de retrasos en e crecimiento por inhibicion de la temperatura, y ademas
presentaron actividades desnitrificantes més elevadas que € resto de cepas
preseleccionadas que no hubieran sido ya descartadas (781,53 y 685,75 nmol N.O/10°
ufc-h respectivamente). La capacidad de generacion de gas en los medios desnitrificantes

aplicado fue similar para ambas cepas, con capacidad de hacerlo en medios definidos.

Aunque la cepa A467 identificada como Pseudomonas veronii fue la que mayor
actividad desnitrificante present6 (1148 nmol N,O/10° ufch), su lento crecimiento a bajas
temperaturas con respecto a resto (hasta los 15°C no fue capaz de crecer en placa en 24

horas) hizo que se descartara como inocul ante.

De mismo modo, la cepa A106 fue también rechazada. Rresentd un crecimiento
rapido a todas las temperaturas ensayadas, y ademas, presentaba generacion de gas en los
medios semisdlidos definidos (sin extracto de levadura). Sin embargo, su actividad
desnitrificante fue la més bgja de las siete cepas preseleccionadas, con 236,57 nmol
N,O/10°ufc-h. Ademés, dicha cepa presenté un elevado porcentaje de identidad con la

especie Pseudomonas syringae pv. Morsprunorum, conocida especie patdégena de plantas.

Las cepas A115y A 179 identificadas como Pseudomonas veronii y Pseudomonas
marginalis respectivamente, no fueron capaces de generar gas en los medios
desnitrificantes definidos, precisando para ello la existencia en € medio extracto de

levadura, razon por la que ambas fueron descartadas.
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4.2 DESCRIPCION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

Las tres cepas finadmente seleccionadas fueron estudiadas para conocer sus
caracteristicas, averiguar s han sido descritas como desnitrificantes, asi como otros
aspectos gque pudieran ser de interés en el presente trabgo. Todas ellas pertenecen d
género Pseudomonas, bacterias gram negativas con un metabolismo que usa el oxigeno
como aceptor de electrones, pudiendo usar € nitrato como aceptor de electrones aternativo

en condiciones de anoxia (Bergeys Manual of Systematic Bacteriology, 2003).

4.2.1 Descripcion de Pseudomonas fluorescens.

Pseudomonas fluorescens fue descrita por primera vez por Trevisan (1889) como
Bacillus fluorescens aungque fue Migula (1895) quien le dio e nombre con e que se

conoce actualmente e esta especie microbiana.

Se trata de una especie que se encuentra en suelos y aguas, de donde puede ser
aidada después de un enriquecimiento en un medio que contenga varias fuentes de
carbono, incluida € etanol, incubada aerObicamente. Se ha descrito actividad
desnitrificante para cepas de esta especie. Su Optimo de temperatura es de 30°C, aunque
pueden crecer a 4°C, siendo incapaz de hacerlo a 41°C. Son células Gram negativas, con
forma de bacilo y con méas de un flagelo polar. Pueden producir pigmentacion fluorescente,

y esincapaz de formar esporas. No suelen crecer bgjo condiciones de pH inferior a4,5.

4.2.2 Descripcién de Pseudomonas mandelii

Pseudomonas mandelii es una especie del gerero Pseudomonas aislada a partir de
aguas minerales naturales y que fue descrita por Verhille et al. en 1999. Su nombre se
escogio en honor a M. Mandel, un distinguido microbidlogo americano, por su

contribucion a conocimiento del género Pseudomonas.

Sus células son Gram negativas, y con forma de bacilo. Parecen ser movilesy se ha
observado en ellas la presencia de un Unico flagelo polar. Cuando crecen en agar con

nutrientes, las colonias son mucosas, circulares y no pigmentadas.
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Pueden producir pigmentacion, las cepas descritas son catalasa y oxidasa positivas,
y son capaces de llevar a cabo € proceso de desnitrificacion. Del mismo modo en su
descripcién se incluye la facultad de crecer a bagjas temperaturas (4°C), como se ha
comprobado en el presente rabgo, y también en presencia de bajas concentraciones de
sales (0,8%). El rango conveniente de temperaturas de crecimiento de esta especie es de
4°C a 35°C, con el optimo de crecimiento a 30°C. No se ha descrito crecimiento en altas

concentraciones de saes (5 y 7%).
4.2.3 Descripcion de Pseudomonas brassicacearum

La especie Pseudomonas brassicacearum fue descrita por Achouak et al. (2000).
Su nombre se debe a que las cepas fueron aisladas de la rizosfera de plantas pertenecientes

alas Brassicaceae: Arabidopsis Thaliana y Brassica napus, presentes en diferentes suelos.

Se trata de bacterias Gram negativas, méviles y con forma de bacilo, de 1-1,5 um
de longitud y 0,5um de diametro. Puede formar colonias mucosas con margenes regulares
cuando crece en TSA y produce un pigmento marrértanaranjado en fases estacionarias
tardiasen TSA y en TSB, pero no en éstos medios si se encuentran en dilucion 1/10. Puede
producir un pigmento fluorescente cuando crece en medio CAA (Medio Casamino Acido,
de composicion por litro de agua destilada: 5g de Acido Bacto Casamino bajo en hierro;
1,54 g de K;HPO,-3H,0O y 0,25 g de MgS0O,4-7H20). Tiene un crecimiento aerdbico y es
oxidasa positiva. La reduccion de nitrato a nitrito es variable, presente en algunas cepas, tal
como sucede con la aislada en € presente trabgo, la cua se ha manifestado como
desnitrificante. La capacidad de crecimiento a distintas temperaturas no ha sido descrita,

aunque en € presente trabajo se establece un rango de crecimiento de al menos 4-37°C.
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4.3 COLONIZACION DEL SOPORTE DEL FILTRO SUMERGIDO PARA
LA FORMACION DE LA BIOPELICULA DESNITRIFICANTE

4.3.1 Colonizacion del soporte por parte de la microbiota autéctona del agua

subterranea.

La microscopia electronica permite visualizar la superficie del relleno para observar
los microorganismos adheridos a ella. Es una herramienta que mejora el conocimiento de
la calidad del proceso de inoculacién del material soporte. Con la microscopia el ectrénica
es posible hacer un recuento del niUmero de bacterias presentes en la superficie del relleno
por mn? y asi comparar la mayor o menor adhesién a mismo, ademés de permitir una
evaluacion de la madurez de la biopelicula formada en el momento de tomar la muestra de
relleno.

Para este ensayo bs muestras de relleno fueron tomadas una vez finalizado el
proceso completo, ya que en este caso no se realizd una inoculacion propiamente dicha
como ocurrié en el caso de los otros inoculantes utilizados (fango activo procedente de la
estacion depuradora de aguas residuales y cepas desnitrificantes seleccionadas). Dichas
muestras de relleno se tomaron a todas las temperaturas de ensayo estudiadas. 5°C, 10°C,
20°C y 30°C. Los datos de recuentos obtenidos se compararon entre si. Para redlizar este
recuento de los microorganismos presentes en la superficie del relleno por mn?, se
tomaron 45 fotografias de cada muestra, contando, para cada una de dlas, los

microorganismos totales, y dividiéndolos por la superficie total de la fotografia.

Las fotografias tomadas en los ensayos en los que no se redizé una inoculacién
previa del material soporte del filtro mostraron una colonizacion del relleno por los
microorganismos presentes en e agua subterranea de manera natural tal y como se reflga

en lafigura 24.
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Figura 24. Fotografias de microscopia electrénica de barrido de la superficie del material soporte sin
inoculacion previa alas 4 temperaturas ensayadas; 5°C (a), 10°C (b), 20°C (c) y 30°C(d).

Las fotografias tomadas en estos ensayos mostraron diferencias notables entre si en
funcion de la temperatura de ensayo. A 5°C (Fig 24 @), se observaron un nimero bajo de
células aidladas de morfologia bacilar sobre la superficie del soporte. A 10°C (Fig 24 b), se
observan por primera vez fibras y fimbrias como material de anclgje para estos primeros
colonizadores. La cantidad de este material se hace més abundante a mayores
temperaturas, aunque a 20°C el nimero de células sobre la superficie del soporte siguio
siendo bajo (Fig 24 c). A 30°C (Fig 24 d), la biopelicula alcanz6 su méximo desarrollo; €l
nimero de células adheridas a relleno se vio incrementado de manera substancial,
mostrando un recubrimiento parcial de la superficie del soporte. La biopelicula estaba
compuesta principalmente por células de diferente morfologia, y una presencia importante
de sustancias poliméricas extracelulares utilizadas como materiad de anclge,

permaneciendo ademas las fibras y fimbrias mencionadas anteriormente
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Los recuentos de células sobre la superficie reflggaron una importante diferencia en

la colonizacion del soporte dependiendo de la temperatura. Dicha colonizacion fue escasa a

temperaturas bajo 20°C, incrementédndose considerablemente para los ensayos a 30 °C, tal

como sereflgaen lafigura 25.
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Figura 25. Recuento de células sobre la superficie del material soporte para los ensayos realizados sin
inoculacion previa y a cada emperatura ensayada. (* Los grupos con distinta letra tienen
diferencias estadisticamente significativas entre sf).

El andlisis de varianza realizado sobre los recuentos de células a diferentes

temperaturas reflgja la existencia de diferencias estadisticamente significativas (Tabla 8),

lo cua es motivado por la mayor presencia de células en los ensayos a 30°C. Para los

ensayos por debgjo de 20°C, la colonizacion fue similar, no apreciandose diferencias

estadisticamente significativas segun e test de minimas diferencias significativas (LSD p<
0.01) reflgjado en lafigura 25.

Tabla8. Andlisis de lavarianza para el nimero de microorganismos presentes en la biopelicula en funcién de
latemperatura en los ensayos sin inoculacién previa del filtro

Fuente de Sumade al. Cuadrado F-calculada Nivel de
variacion cuadrados medio significacién
Entre grupos 1,03484 x 10™ 3 3,44947 x 107 63,69 0,0000
Por temperatura 1,01212 x 101" 186 5,44151 x 10°
Total corregido 2,04696 x 10" 189
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4.3.2 Colonizacion del soporte por los microorganismos presentes en el fango
activo procedente del reactor biolégico de una estacion depuradora de

aguas residuales urbanas.

Las fotografias tomadas a las 48 horas de iniciarse la inoculacion con fango activo
procedente de un reactor biol6égico mostraron que también en este caso se produjo la
colonizacion del soporte a todas las temperaturas ensayadas, aunque de nuevo existieron

diferencias resefables entre los distintos ensayos, tal como muestra la figura 26.

El andlisis fotografico puso de manifiesto un distinto desarrollo de las estructuras
celulares en funcion de la temperatura de ensayo. El material soporte recogido del filtro
sumergido incubado a 5°C (Fig 26 a) se vio colonizado principalmente por bacterias con
morfologia bacilar con unas dimensiones homogéneas. Se pudieron observar otras
morfologias como formas espirales, pero en ningun caso fueron tan abundantes como las
formas bacilares. A esta temperatura ya se aprecié una importante presencia de fibras y
fimbrias como material de anclgje, y una delgada capa de material polimérico extracelular

cubria ocasionalmente la superficie del material soporte.

Con relacion a material soporte incubado a 10°C (Fig 26 b), también se observaron
células de morfologia bacilar similares a las apreciadas en € ensayo a 5°C. Sin embargo,
otras morfologias bacilares, ademas de morfologias cocoides y espirales pudieron
observarse en estas fotografias. Fue destacable la presencia de una pequefia cantidad de
fibras y fimbrias, con prevalencia de sustancias poliméricas extracelulares como material

de anclgje. A esta temperatura, numerosas bacterias mostraron indicios de division celular.

Para los ensayos a 20°C, % observé una amplia variedad de bacterias bacilares y
cocoides (Fig 26 c). Empezaron a aparecer a esta temperatura colonias bacterianas, ademéas
de una gran cantidad de sustancias poliméricas y células en proceso de divison. La
morfologia de la biopelicula formada sobre el material soporte inoculado a 30°C (Fig 26 d)
fue muy similar a la encontrada en e relleno incubado a 20°C, sin diferencias cualitativas

importantes.
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» 10 ym

Figura 26. Fotografias de microscopia electronica de barrido de la superficie del naterial soporte inoculado
con fango activo alas 4 temperaturas ensayadas. 5°C (&), 10°C (b), 20°C (c) y 30°C(d).

Los recuentos de células sobre la superficie del material soporte mostraron que €l
ndimero de microorganismos por unidad de superficie incrementaban a medida que o hacia
la temperatura hasta alcanzar los 20°C. A partir de este punto no se aprecio un incremento
destacable, obteniéndose valores medios incluso inferiores a los observados para 20 °C
(Figura 27).
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Figura 27. Recuento de células sobre la superficie del material soporte para los ensayos realizados con
inoculacion empleando fango activo y a cada temperatura ensayada. ¢ Los grupos con distinta
letratienen diferencias estadisticamente significativas entre si ).

El andlisis de varianza realizado sobre los recuentos de células a diferentes
temperaturas reflgja la existencia de diferencias estadisticamente significativas (Tabla 9),
apreciandose segun € test de minimas diferencias significativas (LSD p< 0.01) diferencias
estadisticamente significativas para todos los recuentos excepto entre 20 y 30°C (Figura
27).

Tabla9. Andlisis de lavarianza para el nimero de microorganismos presentes en la biopelicula en funcion
de latemperatura en los ensayos con inoculacion por fango activo

Fuente de variacion Sumade al. Cuadrado medio F-calculada Nivel de
cuadrados significacion

Entre grupos 9,40263 x 10™ 3 3,13421 x 10° 60,78 0,0000

Por temperatura 7,94099 x 10%° 154 5,15648 x 10°

Total corregido 1,73436 x 10* 157

El niUmero total de bacterias sobre la superficie del soporte se vio incrementado en
un orden de 3.95 desde el ensayo a 5°C a ensayo a 20°C. Asi como en € sistema sin
inoculaciones previas hizo falta aumentar la temperatura de ensayo a 30°C para obtener
una colonizacion apreciable, en los ensayos con fango activo se aprecié una colonizacion a
10°C que casi doblaba a la obtenida a 5°C, y un nuevo aumento a 20°C superaba casi cuatro

veces dicho vaor.
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4.3.3 Colonizacion del soporte mediante la inoculacion selectiva con

Pseudomonas fluorescens cepa A24.

Para hacer un seguimiento del proceso de inoculacidon selectiva, se reaizé un
control sobre € crecimiento del cultivo bacteriano empleado como inoculante, para
asegurarnos del mantenimiento de las condiciones de esterilidad durante el proceso y del
correcto crecimiento de las células bacterianas aplicadas. De este modo, se represento el
crecimiento bacteriano en € inoculante en recirculacién durante el tiempo que duré la
inoculacion del filtro sumergido y para cada una de las temperaturas ensayadas con la cepa
A24 (Figura 28). El proceso de inoculacion se prolongd durante 48 horas para las
diferentes temperaturas ensayadas excepto para 5°C, temperatura para la que se aprecié un
retraso en el crecimiento del microorganismo en € medio de cultivo utilizado para la
inoculacion. Por ello, se considerd oportuno aumentar para esta temperatura el tiempo de

inoculacién a 96 horas, facilitando asi 1a generacion de biopelicula.
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Figura 28. Crecimiento de |a cepa Pseudomonas fluorescens cepa A24 en el inoculante en recirculacion a las
4 temperaturas ensayadas.

Para la cepa A24, durante e proceso de inoculacion se pudo apreciar un
crecimiento exponencial con respecto al tiempo, en e cultivo puro en recirculacion, para
las cuatro temperaturas ensayadas, tal como se reflgja en los gustes mateméaticos de la
tabla 10. Los coeficientes del gjuste matemético obtenido muestran la influencia de la
temperatura en €l crecimiento del inoculante, aprecidndose un crecimiento méas moderado a
5°C.

113



4.- RESULTADOS

Tabla10. Ajuste exponencia del crecimiento del inoculante Pseudomonas fluorescens cepa A24 con
respecto al tiempo para cadatemperatura (y = €*)),

Temperatura Coeficiente de a b
correlacion
5C 0,975 7,00155 0,105224
10°C 0,970 11,6872 0,173136
200C 0,923 10,4336 0,268848
30°C 0,790 12.6411 0,149118

Mediante la ampliacion del tiempo de inoculacion a 5°C, se logré que a finalizar
dicho proceso el nimero de bacterias presentes en € cultivo puro en recirculacion fuera

similar a obtenido a las otras tres temperaturas, estando este por encima de las 7 unidades

logaritmicas.

Figura 29. Fotografias de microscopia electrénica de barrido de la superficie del material soporte inoculado

con un cultivo puro de Pseudomonas fluorescens cepa A24 a las 4 temperaturas ensayadas. 5°C
(a), 10°C (b), 20°C (c) y 30°C(d).

Las fotografias tomadas a finalizar la fase de inoculacion con la cepa A24

mostraron una capacidad de colonizacion del relleno diferente en funcidn de latemperatura
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del ciclo, tal y como puede apreciarse en la figura 29. Estas diferencias se debieron

principalmente ala morfologia de la biopelicula.

A 5°C e numero de células sobre la superficie se percibié como muy escaso
(Figura 29 a), a pesar de que € tiempo de inoculacién fue e doble que para € resto de
temperaturas. Tampoco se aprecia la presencia de elementos de anclge como fibras o
fimbrias. Por € contrario, a 10°C (Figura 29 b), la biopelicula mostré un gran nimero de
bacterias sobre la superficie del relleno, cubriendo parcialmente e mismo. Ademés, la
distribucién en microcolonias fue importante, con una gran produccion de materia
polimérico extracelular. Es resefiable, aunque en pequefia cantidad, |a presencia de fibras y
fimbrias como materia de anclgje, y un elevado nimero de células en division. A 20°C,
(Figura 29 c) aunque € numero de bacterias siguié siendo elevado, no se apreciaban
microcolonias, encontrandose las células principalmente aisladas sobre la superficie del
relleno. Las sustancias poliméricas extracelulares también eran escasas. A 30°C aln se
pudo encontrar de manera puntua y escasa la presencia de fibras de union y anclge,
observandose gran cantidad de células en division (Fig 29 d).
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Figura 30. Recuento por microscopia electrénica en los ensayos donde se inocul6 €l relleno con un cultivo
puro de Pseudomonas fluorescens cepa A24 ¢ Los grupos con distinta letra tienen diferencias
estadisticamente significativas entre si).

En la figura 30 se representan los resultados de los recuentos de células sobre la
superficie del soporte, observandose una influencia de la temperatura en la colonizacién, la

cual fue mejor para temperaturas entre 10 y 20 °C, tal como se indicé anteriormente para el
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examen visua de la morfologia de la biopélicula. Por encima y por debajo de estas

temperaturas, la colonizacién del soporte fue menor

Los recuentos de células a las diferentes temperaturas ensayadas mostraron
diferencias estadisticamente significativas, tal como se aprecia en € andlisis de varianza
reflgjado en la tabla 11. Los recuentos mas bajos se observaron para los ensayos a 5°C a
pesar del mayor tiempo de inoculacion, seguido por los ensayos a 30 °C donde la
colonizacion fue meor que para € ensayo a 5°C, con diferencias estadisticamente
significativas entre ambos ensayos segun €l test de minimas diferencias significativas
(figura 30). Los recuentos realizados para los ensayos a 10 y 20 °C no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, poniendo de manifiesto una
colonizacion del soporte similar entre estas temperaturas.

Tablal1ll. Andlisis de lavarianza para el nimero de microorganismos presentes en la biopelicula en funcion
de latemperatura en los ensayos con inoculacion por un cultivo puro de Pseudomonas fluorescens

cepaA24.
Fuente de variacién | Sumade cuadrados al. Cuadrado medio F-caculada Nivel de
significacion
Entre grupos 7,72446 x 107 3 257482 x 10% 77,29 0,0000
Por temperatura 5,96322 x 10%° 179 3,33141 x 10°
Total corregido 1,36877 x 101 182

4.3.4 Colonizacion de soporte mediante la inoculacion selectiva con

Pseudomonas mandelii cepa A103.

De modo anadlogo, se realizd la inoculacion con un cultivo puro de Pseudomonas
mandelii cepa A103. Los resultados obtenidos para e crecimiento del cultivo durante la
inoculacion se presentan en la figura 31. De nuevo, € crecimiento mas lento correspondio
al ensayo reaizado alatemperatura mas baja, 5°C, necesitando el microorganismo el doble
de tiempo para acanzar concentraciones superiores a las 7 unidades logaritmicas. A
temperaturas superiores se aprecidé  que € crecimiento exponencial comenzdé méas

rapidamente a medida que |a temperatura de ensayo fue mayor.
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Figura 31. Crecimiento de la cepa Pseudomonas mandelii cepa A103 en el inoculante en recirculacion alas 4
temperaturas ensayadas.

De nuevo, e crecimiento observado durante la inoculacion del filtro fue un
crecimiento exponencial. (tabla 11). La similitud de dichos coeficientes en las ecuaciones
de crecimiento a 20 y a 30°C muestra que dicho crecimiento fue muy similar durante todo
el proceso de inoculaciéon para ambas temperaturas, solapandose sus curvas en la gréafica
(Figura 31). A 10°C, los coeficientes muestran un crecimiento exponencial algo menos
acusado, siendo alin menor a 5°C, poniéndose de manifiesto la influencia de un aumento de
la temperatura de ensayo en e crecimiento de dicho microorganismo en el cultivo en

recircul acion.

Tabla 12. Ajuste exponencial del crecimiento del inoculante Pseudomonas mandelii cepa A103 con respecto
al tiempo para cada temperatura (y = €),

Temperatura Coeficiente de a b
correlacion
5C 0,966 7,3032 0,10119
10°C 0,907 12,1831 0,143944
20°C 0,925 13,1471 0,173226
30°C 0,904 13,0543 0.178106

Las fotografias obtenidas por microscopia electronica para los ensayos realizados
con este microorganismo permiten observar de nuevo diferencias importantes de
morfologia de la biopelicula y distribucion de las células en la superficie del material
soporte (Figura 32). Observando la biopelicula desarrollada a 5°C (Figura 32 a) se aprecian
un considerable nimero de céulas distribuidas uniformemente sobre la superficie, con la
presencia puntual de microcolonias de pequefio tamafio. AUn con la presencia de un

peguefio nimero de células en proceso de division, no se detecta la aparicion de fibras en
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la biopelicula formada, aunque si de materia polimérico extracelular, en pequefias
cantidades. Al aumentar la temperatura de inoculacion a 10°C (Fig 32 b), la presencia de
este material polimérico extracelular permanece, aunque en muy bagja cantidad, y si se
observaron fibras, pero de manera esporadicay escasa. La distribucién de las células sobre
la superficie fue similar a la observada a 5°C aunque ya no se aprecia cas ninguna

microcolonia.

cula -

Figura 32. Fotografias de microscopia electrénica de barrido de la superficie del material soporte inoculado
con un cultivo puro de Pseudomonas mandelii cepa A103 alas 4 temperaturas ensayadas. 5°C (a),
10°C (b), 20°C (c) y 30°C(d).

La inoculacion del filtro sumergido a 20°C (Fig 2 c) mostrd, sin embargo, un
elevado nimero de bacterias en la superficie del relleno, distribuidas en microcolonias y
con una abundante presencia de material extracelular segregado por las bacterias. A esta
temperatura no se observaron fimbrias y fibras. La inoculacién realizada a 30°C (Fig 32 d)
dio lugar, a las 48 horas, a una biopelicula muy poco desarrollada: € nimero de células
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sobre € relleno fue muy escaso, distribuidas en células aisladas, sin la presencia de fibras

ni material polimérico extracelular.

A pesar de que el crecimiento a 5°C fue un crecimiento retardado en comparacion
con e obtenido a mayores temperaturas, la colonizacion del soporte alcanzada a dicha
temperatura en cuanto al nimero de células adheridas superd ala obtenidaa 10 y 30°C, ta

y como se apreciaen lafigura 33.
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Figura 33. Recuento de células sobre la superficie del material soporte para los ensayos realizados con
inoculacion empleando un cultivo puro de Pseudomonas mandelii cepa A103 y a cada
temperatura ensayada. (* Los grupos con distinta letra tienen diferencias estadisticamente
significativas entre si).

Del mismo modo, cabe resaltar que €l mejor resultado de adhesion bacteriana d
material relleno del filtro sumergido se obtuvo a 20°C, con diferencias estadisticamente
significativas con €l resto, como muestra € analisis de varianza de latabla 12 y € test de
minimas diferencias significativas de la figura 33. Un aumento de la temperatura a 30°C
dio lugar a una seria pérdida de capacidad de adhesion, obteniendo € resultado més bajo

de todos.

Tabla13. Andlisis de lavarianza para el nimero de microorganismos presentes en la biopelicula en funcion
de la temperatura en los ensayos con inoculacion por un cultivo puro de Pseudomonas mandelii

cepaAl103.
Fuente de Sumade gl. Cuadrado F-calculada Nivel de
variacion cuadrados medio significacion
Entre grupos 2,47215 x 101 3 8,2405 x 10%° 54,98 0,0000
Por temperatura 2,72797 x 10" 182 1,49889 x 10°
Total corregido 5,20012 x 10" 185
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435 Colonizacion del soporte mediante la inoculacion selectiva con

Pseudomonas brassicacearum cepa A343.

La figura 34 muestra los recuentos realizados a inoculante durante el proceso de
colonizacion del filtro sumergido. Se observa el mismo efecto obtenido para € resto de
ensayos con otros inoculantes cuando se trabajo a 5°C de temperatura, por |o que se amplid
también en este caso € tiempo de inoculacion a 96 horas. Para €l resto de temperaturas, de

nuevo encontramos un comportamiento parecido en € intervalo de 10-30°C.
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Figura 34. Crecimiento de la cepa Pseudomonas brassicacearum cepa A343 en e inoculante en
recirculacion alas 4 temperaturas ensayadas.

Ademas, todos los ensayos mostraron también un crecimiento exponencia del
microorganismo, reflejado en latabla 13. De nuevo en el crecimiento de esta cepa, al igual
gue ocurri6 con Pseudomonas mandelii cepa A103, es notable la influencia de la
temperatura en e crecimiento en € medio de cultivo. A medida que aumenta la
temperatura de 5 a 20°C, los coeficientes de la ecuacion muestran un crecimiento
exponencial més acusado. Y de nuevo, a 20 y a 30°C el crecimiento exponencia de la
bacteria fue muy parecido.

Tabla 14. Ajuste exponencial del crecimiento del inoculante Pseudomonas brassicacearum cepa A343 con
respecto al tiempo para cada temperatura (y = e®®9),
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Temperatura Coeficiente de a b
correlacion
5C 0,947 10,546 0,0719
10°C 0,90 12,4605 0,14064
20°C 0,922 12,0845 0,19888
30°C 0,917 11,4268 0,19408
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En las inoculaciones realizadas utilizando € cultivo puro de Pseudomonas

brassicacearum cepa A343 dieron como resultado una adhesion bacteriana al soporte del

sistema muy pobre en comparacion con €l resto de inoculantes utilizados.

Figura 35. Fotografias de microscopia electrénica de barrido de la superficie del material soporte inoculado
con un cultivo puro de Pseudomonas brassicacearum cepa A343 a las 4 temperaturas ensayadas:

5°C (a), 10°C (b), 20°C (c) y 30°C(d).

Aungue los recuentos realizados a inoculante recirculado no mostraron diferencias
importantes con |os otros inoculantes empleados, la observacion de las fotografias (Fig. 35)
mostré que en casi ningun caso se puede hablar de biopelicula propiamente dicha al
finalizar el proceso de inoculacion. El méximo desarrollo se observd en las btografias
tomadas a 5°C (Fig 35 &), donde se aprecian numerosas células en proceso de division, una
pequefia cantidad de fibras de anclgje y una importante presencia de material polimérico
extracelular secretado por los microorganismos. Cuando la inoculacion se realizé a 10°C
(Fig 35 b), la cobertura de la superficie por las bacterias es menor. Aungue se siguen

encontrando células en proceso de divisién, desaparecen casi por completo las fibras y el
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material polimérico extracelular. A partir de este punto, a temperaturas mayores (20 y
30°C) (Figs 35 c y d), & numero de bacterias observadas fue minimo, células aisladas sin

ningun tipo de estructura de anclaje, fibras o material extracelular.

Los resultados obtenidos en los recuentos de microorganismos adheridos a la
superficie del material soporte muestran que la colonizacion del relleno se ve afectada por
la temperatura, pero de manera inversa. los mejores resultados de colonizacion se
obtuvieron a la temperatura més baa (Fig 36), existiendo diferencias estadisticamente

significativas tal y como muestra el andlisis de varianza de la tabla 14.
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Figura 36. Recuento de células sobre la superficie del material soporte para los ensayos realizados con
inoculacion empleando un cultivo puro de Pseudomonas brassicacearum cepa A343 y a cada
temperatura ensayada. (* Los grupos con distinta letra tienen diferencias estadisticamente
significativas entre si).

El test de minimas diferencias significativas (Fig 36) muestra que esta capacidad de
adhesién a soporte es estadisticamente superior a 5°C que la obtenida a mayores
temperaturas. Este test mostré6 aimismo que a partir de 20°C no existieron diferencias
significativas Hay que resefiar que el nimero de células adheridas al soporte al inocular €l

sistema con esta cepa es también mas bajo que los recuentos obtenidos con €l resto de
inoculantes.
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Tablal5. Andlisis de lavarianza para el niUmero de microorganismos presentes en la biopelicula en funcion
de la temperatura en los ensayos con inoculaciéon por un cultivo puro de Pseudomonas

brassicacearum cepa A343.
Fuente de variacion Sumade gl. Cuadrado medio F-caculada Nivel de
cuadrados significacion
Entre grupos 1,30867 x 10™ 3 4,36222 x 10° 14,60 0,0000
Por temperatura 3,79495 x 10%° 127 2,98815 x 10°
Total corregido 5,10362 x 10%° 130

44 RESULTADOS DE LA CAPACIDAD DE ELIMINACION DE
NITROGENO POR EL SISTEMA

Terminada la fase de inoculacion, comenz6 & empleo del sistema inoculado de
filtros sumergidos para la descontaminacion de aguas subterraneas con las caracteristicas
ya especificadas en € capitulo 3.

El agua influente contenia como Unico compuesto nitrogenado € nitrato, mientras
gue en el agua efluente podian aparecer concentraciones residuales de nitrato, nitrito
procedente de una desnitrificacion incompleta e incluso amonio y nitrégeno organico
procedente de la biopelicula. Lo dos ultimos compuestos se consideraron despreciables
ante la baja concentracion observada para €ellos, considerando tan solo la presencia de

nitrato y nitrito.

Teniendo en cuenta estas posibilidades, ka concentracién de nitrégeno total (N;) se
empled para valorar la capacidad de eliminacion de nitrégeno del sistema a diferentes
temperaturas de trabgjo. Mientras que los estudios concretos sobre la presencia de nitrito
en e efluente tratado nos permitian valorar la influencia de la temperatura en la
acumulacion de este i6n, cuya presencia en el efluente final limitala calidad del agua en su

uso para consumo humano.

441 Resultadosdelaevolucion delosvaoresde N; end efluente.

La evolucion en los valores de nitrégeno total (iones nitrato y nitrito) en el efluente
tratado marcan la capacidad del sistema en eliminacion de nitrato de aguas subterraneas

contaminadas, siendo por lo tanto el parametro de referencia mas importante para valorar
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la eficacia del proceso. Este pardmetro nos permitié igualmente realizar un seguimiento

sobre el estado del sistema, diferenciando a grandes rasgos dos fases tras la inocul acién:

» fase de estabilizacion, donde los rendimientos de eliminacion de nitrégeno

fueron ascendentes e irregulares.

» fase estable. El sistema se estabiliza en su capacidad de eliminar nitrégeno y
los rendimientos en eliminacion mantienen cierta regularidad. A partir de ese
momento, las diferencias en los valores de nitrogeno total de los andlisis realizados
comenzaron a ser pequefias, dejando de apreciarse una variacion considerable de

dichos valores.

La representacion grafica de los valores de nitrogeno total permitié observar la
separacion entre ambas fases, valorando asi la influencia de la temperatura para cada tipo

de inoculacion aplicada, tanto en su fase de estabilizacion como en la fase estable.

4.4.1.1 Evolucion de la capacidad de eliminacion de N: del filtro sumergido

sin inoculacion previa.

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados a las distintas temperaturas en
los que se persigui6 la formacion de la biopelicula a partir de la microbiota presente en €
agua subterranea contaminada, mostraron una baja capacidad de eliminacion de nitrégeno
a todas las temperaturas ensayadas (Figura 37). A lo largo del tiempo en e que se
desarroll6 cada experimento, no se apreciaron variaciones de consideracion en la capacidad

de eiminacion de nitrogeno.

Aln siendo muy pobres los resultados de eliminacién de nitrogeno, es destacable
una minima influencia de la temperatura, ya que en los ensayos a 20 y 30°C los vaores de
eliminacion se situaron por encima de los obtenidos a 5 y a 10°C. Es imposible diferenciar
aqui una fase de estabilizacion de una fase estable, ya que los valores no manifestaron
ninguna tendencia ascendente a la estabilidad durante e espacio de tiempo en e que se

mantuvo el experimento.
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Figura 37. Evolucion en el tiempo de la capacidad de eliminacién de Nt del sistema de filtros sumergidos sin
inoculacion previa.

4.4.1.2 Evolucion de la capacidad de eliminacion de N; del filtro sumergido

inoculado con fango activo.

Los ensayos con inoculacion previa del sistema con fango activo arrojaron los

resultados de evolucion de N; modrados en la figura 38. Puede apreciarse una gran

diferencia en la evolucién de dichos datos en comparacion con los obtenidos de los

ensayos con e sistema sin inoculacion previa. Ya para estos ensayos se pudieron

diferencian las dos fases acontecidas con la evolucion temporal del proceso (fase de
estabilizacion y fase estable).
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Figura 38. Evoluciéon en el tiempo de la capacidad de eliminacion de N; del sistema de filtros sumergidos

inoculado con fango activo.

Después de la fase de inoculacion, y a iniciar € tratamiento de descontaminacion

del agua subterranea contaminada con 22,58 mg N-NOs/I, la evolucion de los valores de
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nitrégeno total del efluente (nitrato y nitrito) mostraron la capacidad del sistema para su
eliminacion, la cua mostré diferencias importantes en relacion con la temperatura. Para
todas las temperaturas ensayadas, |os valores de eliminacién de nitrégeno total mostraron
un patron similar de comportamiento, que consistié en una fase inicial de capacidad de
eliminacién de nitrogeno ascendente e irregular seguida de una fase posterior en la que la
eliminacion alcanzod cierta estabilidad. Sin embargo, a medida que la temperatura de
ensayo aumentd, e tiempo necesitado para alcanzar condiciones més estables de
funcionamiento fue mas corto. Como se muestra en la figura 38, e sistema necesitd
alrededor de 6 dias para acanzar una eliminacion constante de nitrégeno total en los
ensayos a 20°C, y menos de 50 horas a 30°C. Sin embargo, para los ensayos a5y 10°C €l
comienzo de la fase estable fue menos evidente, con alta variabilidad en la eliminacion de

nitrégeno aln después de 3 semanas de ensayo

Bajo nuestras condiciones experimentales y para € rango de temperaturas
estudiado, los datos de evolucién de la capacidad de eliminacion de nitrégeno con respecto
al tiempo se gustaron a una regresion logaritmica (Tabla 16), obteniéndose para esta
expresion matematica el mayor coeficiente de correlacién de entre los posibles gustes,
siendo este comportamiento coincidente para todas las temperaturas ensayadas. Este hecho
pone de manifiesto e similar comportamiento del sistema a diferentes temperaturas, y
como este parametro afectd en relacion a tiempo necesitado para alcanzar condiciones
estacionarias. Los coeficientes de las ecuaciones muestran la respuesta del sistema a

condiciones externas para €l rango de temperaturas y periodo de tiempo estudiado.

Tabla16. Ajusteslogaritmicos delaevolucion delos valores de eliminacion de Ny con respecto al tiempo en
los ensayos realizados con inocul acion previa del filtro con licor mezcla a diferentes temperaturas.

s | ot 0,
5C 0.883 -22.2149 5.96082
10C 0.840 -23.5705 6.48497
20C 0.962 -11.6669 5.9019
30C 0.916 11.658 2.13778

El vaor del coeficiente “a” revela la actividad para to del sistema a cada
temperatura. Este valor es mas alto en e experimento a 30°C, desciende a 20°C y es

minimo a 10 y 5°C. Por otro lado, € coeficiente “b” esta directamente relacionado con €l
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incremento a lo largo del tiempo de la capacidad de eliminacion de nitrégeno. A 30°C, se
observé un valor mas bajo, debido principalmente a una evolucion mas leve en los
rendimientos de eliminacién de nitrégeno, justificada por su ata capacidad inicial de
eliminacion. Para el resto de temperaturas, los coeficientes fueron similares entre si,
indicando una evolucion més fuerte que a 30°C y con mas similitudes entre dichas
temperaturas.

4.4.1.3 Evolucion de la capacidad de eliminaciéon de N. del filtro sumergido

inoculado con Pseudomonas fluorescens cepa A24.

Al inocular € sisterma con un cultivo puro de Pseudomonas fluorescens cepa A24
se obtuvieron los resultados de eliminacion de N; mostrados en la figura 39. Puede
observarse de nuevo una diferenciacion de las dos fases en e proceso, estabilizacion y
estable. Sin embargo, en el uso de esta cepa como inoculante selectivo puede apreciarse
gue la fase estable se caracteriza por una menor variabilidad en la capacidad de
eliminacion llegando a la cas total eliminacion de N; para todas las temperaturas
ensayadas.

De nuevo, la temperatura se mostr6 como un factor fundamental a la hora de
alcanzar la fase estable. A la temperatura de funcionamiento de 5°C, el sistema preciso
nuevamente de 21 dias para alcanzar la estabilidad en eliminacion de nitrogeno total, tal
como sucedio en los ensayos con e sistema inoculado con fango activo. Este tiempo se vio
reducido a 11 dias al aumentar la temperatura de ensayo a 10°C, a ago més de 6 dias a
20°C y atan solo 72 horas a 30°C (Figura 39).
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Figura 39. Evolucién en el tiempo de la capacidad de eliminacion de N, del sistema de filtros sumergidos
inoculado con Pseudomonas fluorescens cepa A24.
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Al igua que ocurrié con los ensayos con fango activo como inoculante, la
evolucién de la capacidad del sistema en eliminacién de nitrogeno a lo largo del tiempo se
gjust6 a una regresion logaritmica para todas las temperaturas ensayadas (Tabla 17). Este
gjuste matematico presentd la mejor correlacion de todos los posibles, 1o cual nos permite
realizar una comparacion més eficaz, asi como obtener conclusiones claras de como afecta
latemperatura sobre este sistema. Esta comparativa es extensible a los sistemas inoculados
con fango activo cuya evolucién temporal en eliminacion de nitrogeno también se gjusté a
una regresion logaritmica.

Tablal7. Ajusteslogaritmicos de laevolucion delos valores de eliminacion de N; con respecto al tiempo en

los ensayos realizados con inoculacion previa del filtro con Pseudomonas fluorescens cepa A24 a
diferentes temperaturas.

Tpmana | et 0
5C 0.866 -56,7433 11.7014
10C 0.852 -31,1043 8,47677
20C 0.920 -49,2535 11,6862
30C 0.846 -18,945 7,38504

Los coeficientes de las ecuaciones indicaron de nuevo que la actividad del sistema
atp fue minimaa 5°C, y maxima a 30°C, aungue los coeficientes fueron significativamente
inferiores a los alcanzados con & sistema inoculado con fango activo. El incremento de la
capacidad de eliminacién de nitrato con el tiempo (coeficiente “b”) estaba igualmente
influenciado por € punto de partida (coeficiente “a’), mostrandose menor para € sistema
con mayor capacidad inicial, aunque para estos ensayos las diferencias no fueron muy

significativas entre ensayos.

4.4.1.4 Evolucion de la capacidad de eliminacion de N; del filtro sumergido

inoculado con Pseudomonas mandelii cepa A103.

La figura 40 muestra los resultados obtenidos en eliminacion de N; en € sistema a
las diferentes temperaturas usando Pseudomonas mandelii cepa A103 como inoculante
selectivo. Los valores e eliminacion de N acanzados a 5°C fueron bastante bajos en
comparacion con los obtenidos para € resto de temperaturas, llegando a una fase estable a
los 6 dias de funcionamiento, donde la capacidad de eliminacién de nitrégeno distaba

mucho de alcanzar rendimientos del 100 %.
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Figura 40. Evolucion en el tiempo de la capacidad de eliminacion de N; del sistema de filtros sumergidos
inoculado con Pseudomonas mandelii cepa A 103.

Para los ensayos a 20°C, € tiempo necesario para acanzar valores estables fue
ligeramente menor que a 10°C (poco mas de 9 dias), y a 30°C se necesitaron 5 dias,
alcanzando finalmente una fase estable con capacidad para eliminar la cas totalidad del
nitrégeno presente en € influente. En general, esta cepa necesitd més tiempo para a canzar
una estabilizacion que en € caso del inoculante Pseudomonas fluorescens cepa A24 o

fango activo, alas mismas temperaturas.

Nuevamente los datos de evolucion temporal en eliminacion de nitrégeno,
obtenidos en estos ensayos, encontraron su mejor ajuste en la regresion logaritmica (tabla
18). Para estos ensayos, puede apreciarse la similitud en la respuesta del sistemaa 10y a
30°C, € incremento de la capacidad de eiminacion de nitrégeno fue similar en ambos
experimentos, separados por un periodo de tiempo que los diferencia en cuanto a intervalo
temporal necesario en cada uno de ellos para alcanzar condiciones estables. A 5°C, €
menor valor del coeficiente “b” se debe a la pobre evolucién en los valores de eliminacion
de Nt, debido a que € sistema acanzd en poco tiempo un periodo estable de

funcionamiento pero con una eliminacion baja de nitrégeno.

Los coeficientes obtenidos para este ensayo a temperaturas entre 10 y 30 °C son
similares a los alcanzados para € sistema con licor mezcla pero a temperaturas entre 5y
10°C, contando como diferencia principal e poder alcanzar con el inoculante selectivo

mayores rendimientos en la fase estable, trabgjando a mayor temperatura.
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Tablal1l8. Ajusteslogaritmicosdelaevolucion delosvalores de eliminacion de N; con respecto al tiempo en

los ensayos realizados con inoculacién previa del filtro con Pseudomonas mandelii cepa A103 a
diferentes temperaturas.

Tosana | e, 0,
5C 0.786 -5.773 2.0311
10C 0.848 -24.8136 7.3169
20C 0.940 -19.324 6.8152
30C 0.912 -21.4198 7.8365

4.4.1.5 Evolucion de la capacidad de eliminacion de N; del filtro sumergido

inoculado con Pseudomonas brassicacearum cepa A343.

El inoculante selectivo Pseudomonas brassicacearum cepa A343 permitio al
sistema obtener los resultados de eliminacion de N; presentados en la figura 41. Los datos
de la evolucion tempora en eiminacion de nitrégeno también encontraron en € modelo

logaritmico su mejor gjuste (Tabla 19).

Es resefiable €l similar comportamiento de este sistema en |os ensayos realizados a
5y 10°C con respecto a los realizados con Pseudomonas mandelii cepa A103 a las mismas
temperaturas. Los coeficientes de las ecuaciones de ambas cepas en |os ensayos realizados
a estas temperaturas indican dicha similitud en la respuesta de ambos sistemas.
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8 56 104 152 200 248 296 344 392

tiempo (h)

Figura4l. Evolucion en el tiempo de la capacidad de eliminacion de N; del sistema de filtros sumergidos
inoculado con Pseudomonas brassi cacearumcepa A 343.

La influencia de la temperatura se dgjé sentir de nuevo en los ensayos realizados

con inoculacién previa de esta cepa, tanto en el tiempo necesario para alcanzar condiciones
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estacionarias como para los valores de eliminacion de nitrogeno total obtenidos. De nuevo,
a trabgjar a 5°C de temperatura, la fase estable se alcanzd més rapidamente que a 10°C,
tras 5 dias de funcionamiento, pero a igual que ocurrié con e sistema inoculado
selectivamente con Pseudomonas mandelii, con menor capacidad de eliminacion. Para los
ensayos a 10°C se precisaron 8 dias, pero fue apreciable la menor capacidad en eliminacion
de nitrégeno mostrada por € sistema. A 20 y a 30°C se necesitdo e mismo tiempo para
alcanzar datos estables, unas 96 horas, aungque son destacables las oscilaciones en los

rendimientos al canzados.

Tablal1l9. Ajusteslogaritmicos delaevolucion delos valores de eliminacion de N; con respecto al tiempo en
los ensayos realizados con inoculacion previa del filtro con Pseudomonas brassicacearum cepa
A343 adiferentes temperaturas.

g | oot V0
5C 0.849 -7.31886 2.2709
10C 0.762 -23.7491 6.69807
20°C 0.835 -25.2391 8.42023
30C 0.891 -12.0439 6.23117

442 Resultados de rendimiento en eliminacion de N: en condiciones
estacionarias.

Alcanzada la estabilidad en el sistema, se determiné la capacidad de eliminacion de
nitrogeno del filtro sumergido en gr de N; por unidad de superficie de soporte y dia, en

funcién de latemperaturay para todos los sistemas ensayados (Figura 42).

L os resultados obtenidos en los ensayos realizados sin inoculacién previa del filtro
muestran que se obtuvo un rendimiento bajo a todas las temperaturas ensayadas (Fig 42
A), aunque puede apreciarse una influencia de la temperatura en esta capacidad de
eliminacion, ya que a medida que aumentd, la capacidad de eliminacion de nitrogeno
también aumentd significativamente, obteniéndose diferencias estadisticamente
significativas entre los vaores alcanzados (Tabla 20), hasta llegar a los 20°C de
temperatura. Por encima de este punto no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas seguin € test de minimas diferencias significativas (p < 0.01) mostrado en la
figurad2 A.
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Los rendimientos de eliminacién de nitrégeno total fueron muy bgjos, incluso a la
temperatura de 30°C para la que se alcanzd la mayor capacidad con rendimientos maximos
en torno a 15 % con una tasa de eliminacion de 0.083 gN./nf -,
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Figura 42. Tasa de eliminacién de nitrogeno del sistema en |os ensayos realizados: (a) sin inoculacion previa
del filtro sumergido, (b) inoculado con fango activo, (c) inoculado con Pseudomonas fluorescens
cepa A24, (d) inoculado con Pseudomonas mandelii cepa A103y (€) inoculado con Pseudomonas

brassicacearum cepa A343, en funcion de la temperatura. { Grupos con distinta letra son
estadisticamente diferentes entre sf).
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Tabla20. Andlisisdelavarianzaparael rendimiento en eliminacion de N; en funcién de temperatura en los
ensayos sin inoculacién previa del filtro sumergido.

Fuente de variacion | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-caculada Nivel de
significacion
Entre grupos 0,587749 3 0,0195916 36,52 0,0000
Por temperatura 0,0461312 86 0,000536409
Total corregido 0,104906 89

Para las curvas obtenidas se procedio a redizar un estudio de gjuste matematico
(tabla 21),

correspondiente a una regresion logaritmica. Es destacable la escasa correlacion alcanzada

obteniéndose como coeficiente de correlacion mas significativo, €

para las diferentes expresiones matematicas empleadas.

Tabla2l. Ajustesrealizados delos valores de eliminacion de N; en funcién de latemperatura en |os ensayos
sin inoculacién del filtro sumergido.

MODELO ng'rggtg:e a b

y = a+bLn(x) 0,7415 -0,04316 0,0382

y = a+ bix -0,7368 0,09335 -0,4002
y=a+hvx 0,726 -0,02372 0,02062

y = (a+ bx)? 0,7123 0,11996 0,00619
y = exp(atb/x) -0,7048 -2,10937 -11,8481

y =a+bx 0,7012 0,01389 0,00256

y=ax 0,6831 -6,04351 1,08912

y =exp (a+ bx)/ 1+ exp (a+ bx) 0,6292 -4,362 0,0731
y = exp (a+ bx) 0,6232 -4,37575 0,07029

Los resultados de eliminacién de nitrégeno total en la fase estable para €l sistema
inoculado con fango activo (Figura 42 B) pusieron de manifiesto la influencia de la
temperatura en € proceso, la cua claramente favorecia la eliminacién de nitrégeno
conforme se incrementaba la temperatura, existiendo diferencias estadisticamente

significativas para las tasas de eliminacién al canzadas con cada temperatura como muestra
latabla 22.

Tabla22. Andlisisdelavarianzaparael rendimiento en eliminacion de N en funcién de temperatura en los
ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido con fango activo.

Fuente devariacion | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-caculada Nivel de
significacion
Entre grupos 0,312596 3 0,104199 37,69 0,0000
Por temperatura 0,110579 40 0,00276448
Tota corregido 0,423175 43
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La méxima tasa de eliminacion de nitrégeno total se alcanzé en e rango de
temperaturas de 20-30°C, eliminando mas del 90% del N; con una tasa maxima de 0,508
oNi/n?-d para 30 °C. La bgjada de la temperatura a 10°C provocd una caida del
rendimiento hasta e 69% (0.355 gN¢/nt-d), y para una temperatura de ensayo de 5°C el
sistema no era capaz de eliminar més del 60% (0,305 gN/n-d).

Nuevamente se procedio a realizar un estudio sobre los gustes matematicos de los
datos obtenidos en e estudio, volviendo a alcanzarse una mayor correlacion con la
regresion logaritmica tal como se aprecia en la tabla 23, aunque otras expresiones
mateméticas alcanzaban también similitudes en el coeficiente de correlacion. Esta
regresion logaritmica no es Gtil para comparar la capacidad de eliminacion de nitrogeno del
sistema inoculado con fangos activos y del sistema sin inocular, destacando especialmente
la capacidad del sistema a bgjas temperaturas (coeficiente “a’) el cual es significativo para
el sistema inoculado con fangos activos, mientras que es negativo para e sistema sin

inocular.

Tabla23. Ajustes realizados de los valores de eliminacion de N en funcion de la temperatura en los

ensayos con inoculacion previadel filtro sumergido con fango activo

e | = :
y =a+ bLn(x) 0,8488 0,27009 0,00887
y=a+bhvx 0,8485 0,15326 0,06798
y =a+b/x -0,8176 0,52561 -1,16077
y = normal (a+bLn(x)) 0,8353 -1,04113 0,31613
y = normal (at+bLn(x)) 0,8353 -1,04113 0,31613
y =a+ bx 0,8346 0,27009 0,00887
y =exp (a+ bx)/ 1+ exp (a+ bx) 0,817 -0,98331 0,03799
y = (a+bx)? 0,815 0,52278 0,00713
y=ax 0,8072 -1,71975 0,31268
y =exp (a+ bx) 0,7912 -1,28957 0,02313
y = exp(ath/x) 0,7781 -0,62181 -3,03998
y = U(atbx) -0,7289 3,6072 -0,06259
y = U(atb/x) 0,715 1,80279 8,20282

La inoculacion selectiva del sistema con Pseudomonas fluorescens cepa A24

meord los resultados obtenidos en condiciones estacionarias en cuanto a la tasa de
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eliminacién de nitrégeno total a bajas temperaturas, en comparacion con los resultados
obtenidos para los sistemas sin inocular e inoculados con fangos activos (Figura 42 C).
Cabe destacar que, a contrario de lo que ocurrid en los dos casos anteriores, un aumento
de la temperatura por encima de 10°C causO un descenso en la tasa de eliminacion de
nitrégeno, obteniéndose diferencias estadisticamente significativas entre las tasas
dcanzadas a las diferentes temperaturas del ensayo (Tabla 24).

Tabla24. Andlisisdelavarianzaparael rendimiento en eliminacion de N; en funcién de temperatura en los
ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas fluorescens cepa A24.

Fuente devariacion | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-caculada Nivel de
significacion
Entre grupos 0,0165537 3 0,0055179 11,93 0,0000
Por temperatura 0,0282059 61 0,000462392
Tota corregido 0,0447596 64

Para temperaturas bajo los 10 °C la tasa de eliminacion se situé en los 0.49
gNi/n?-d de media (95% de eliminacion), disminuyendo a 0.46 y 0.45 gNi/nt-d para los
ensayos a 20 y 30°C respectivamente. Seguin e test de minimas diferencias significativas
(Figura 42 C) no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas para las tasas de
eliminacion obtenidas entre 5y 10 °C ni entre 20 y 30 °C.

De cuaquier modo, y aungue a aumentar la temperatura por encima de 10°C el
sistema perdiera capacidad de eliminacion de nitrogeno, fue observable el ato rendimiento
de eliminacion del sistema cuando se inoculé con esta cepa, ya que e menor rendimiento

obtenido (a 30°C) fue de casi un 80% de eliminacion de nitrégeno.

El comportamiento del sistema en los ensayos en 10s que se inoculé con esta cepa
fue significativamente diferente al del resto de ensayos realizados con otros inoculantes.
Asi, los ajustes mateméticos realizados presentaron unos coeficientes de correlacion

bastante bajos (tabla 25), lo cual dificulta su comparativa con € resto de ensayos.
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Tabla25. Ajustesrealizados delos valores de eliminacién de N; en funcién de latemperatura en |os ensayos
con inoculacién previadel filtro sumergido con Pseudomonas fluorescens cepa A 24.

e | :
y = 1(at+bx) -0,6392 1,9844 0,00786
y =exp (a+ bx) -0,6379 -0,68707 -0,00363
y = (a+ bx)? -0,6369 0,70898 -0,00123
y =exp (a+bx)/ 1+ exp (a+ bx) -0,6357 0,00943 -0,00677
y=a+hx -0,6356 0,50228 -0,00168
y=a+hvx -0,6288 0,52432 -0,01291
y=ax -0,-114 -0,62088 -0,04888
y =a+bLn(x) -0,6099 0,53298 -0,02265
y =normal (a+bLn(x)) -0,6098 0,08321 -0,05707

Al inocular € sistema con un cultivo puro de Pseudomonas mandelii cepa A103 se
obtuvieron los resultados de rendimiento en eliminacién de N; mostrados en la figura 42 D.
El andlisis de la varianza de los resultados obtenidos (Tabla 26) puso de manifiesto la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las tasas de eliminacion de
nitrégeno alcanzadas para cada temperatura ensayada. El test de minimas diferencias
significativas sefiald que por encima de 10°C no existian diferencias estadisticamente
significativas (Figura 41 D), manteniéndose siempre los rendimientos de eliminacién por
encima del 90%. Sin embargo, para la temperatura de 5°C se apreciO una pérdida
importante en la tasa de eliminacion, alcanzéndose un vaor de de 0,135 gNi/nf-d,
alrededor de un 26%.

Tabla26. Andlisisdelavarianzaparael rendimiento en eliminacion de N; en funcién de temperatura en los
ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas mandelii cepa A103.

Fuente de variacién | Sumade cuadrados al. Cuadrado medio F-caculada Nivel de
significacion
Entre grupos 1,1943 3 0,398099 431,11 0,0000
Por temperatura 0,0489417 53 0,000923429
Total corregido 1,24324 56

El comportamiento de este sistema en cuanto a su tendencia hacia valores
asintéticos a medida que se incrementd de temperatura quedd demostrado en los gjustes
encontrados en funcion de la temperatura de ensayo (Tabla 27). Los gjustes para los que se

alcanz6 una mayor correlacion presentaban claramente esta tendencia.
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Tabla27. Ajustesrealizados de los valores de eliminacion de N; en funcién de latemperatura en |os ensayos
con inoculacién previadel filtro sumergido con Pseudomonas mandelii cepa A103.

MODELO ng‘;'rg:itgr?e a b
y =a+ bix -0,9114 0,59725 -2,12751
y = exp(athix) -0,9094 -0,2855 -7,94065
y = 1(at+bix) 0,8846 0,10076 34,4305
y =a+ bLn(x) 0,8018 -0,06586 0,17921
y = normal (at+bLn(x)) 0,8002 -1,72194 0,55008
y=ax 0,7963 -2,75259 0,66576
y=a+bvx 0,7300 0,04977 0,09041
y =a+bx 0,6577 0,2259 0,10515
y = (a+ bx)? 0,6547 0,45406 0,00992
y =exp (a+ bx)/ 1+ exp (a+ bx) 0,6533 -1,38859 0,05441
y =exp (a+ bx) 0,6491 -1,66488 0,03882
y = 1/(at+bx) -0.6265 6.06173 -0.16701

Para la regresion logaritmica, que fue la més significativa en los sistemas sin
inocular e inoculado con fango activo, se acanzé una correlacion significativa que nos
permitia comparar los sistemas en funcion de los coeficientes a canzados, quedando claro
el bgjo rendimiento de este sistema a bajas temperaturas en funcion del coeficiente “a’,
aungue la tasa de crecimiento (coeficiente “b”) manifestaba € rgpido incremento en la

capacidad de eliminacién de nitrégeno para temperaturas sobre los 10 °C.

Nuevamente, El uso del inoculante Pseudomonas brassicacearum cepa A343 alas
temperaturas de ensayo experimentadas dio como resultado unas tasas de eliminacion de

nitrégeno con diferencias estadisticamente significativas (Tabla 28).

Tabla 28. Andlisisdelavarianza para el rendimiento en eliminacién de N en funcion de temperaturaen los
ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas brassi cacearum cepa A343.

Fuente devariacion | Sumade cuadrados al. Cuadrado medio F-calculada Nivel de
significacion
Entre grupos 1,76894 3 0,589647 579,18 0,0000
Por temperatura 0,0773731 76 0,0101807
Tota corregido 1,84632 79

Un aumento de la temperatura supuso un aumento en la capacidad de eliminacion
de N; (Figura 42 E), obteniendo para la temperatura de 5°C |as peores tasas de eliminacién
de nitrégeno de entre los sistemas inoculados (0,127 gNi/n?-d) con rendimientos que no
llegaron a 25% de eliminacion. Sin embargo para la temperatura de 30 °C las tasas de

eliminacion fueron significativas (0.487 gN/n-d) con rendimientos del 95%.
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Los gustes matematicos para los datos obtenidos con este sistema mostraron un
comportamiento similar a los obtenidos con el sistema inoculado con Pseudomonas
manddii (Tabla 29), siendo nuevamente significativa la regresién logaritmica con
coeficientes también muy similares a los obtenidos con e sistema inoculado con

Pseudomonas mandelii.

Tabla29. Ajustesrealizados delos valores de eliminacion de N, en funcién de latemperatura en |os ensayos
con inoculacién previadel filtro sumergido con Pseudomonas brassi cacearum cepa A343.

e | :

y =a+ b/x -0.9776 0.5674 -2.18143

y = exp(ath/x) -0.9554 -0.35042 -8.42255

y =a+bLn(x) 0.9426 -0.1652 0.20208

y = normal (a+bLn(x)) 0.9239 -2.03124 0.62445
y=a+hvx 0.9057 -0.60357 0.1079
y=ax 0.8964 -3.12618 0.75724

y = U(athix) 0.8712 0.12762 39.1078

y =a+ bx 0.8609 0.13597 0.01327

y = (a+bx)? 0.8322 0.37344 0.0124

y =exp (a+bx)/ 1+ exp (a+ bx) 0.8239 -1.83848 0.06843
y =exp (a+hbx) 0.7954 -1.97246 0.04845
y =1/ (a+bx) -0.6927 7.50116 -0.21484

En general, es posible afirmar que la temperatura afectdé en todos los ensayos
realizados independientemente del sistema de inoculacién empleado para la formacion de
labiopelicula. Ahora bien la tendencia s fue variable de modo que por lo general todos los
sistemas incrementaban su tasa de eliminacion de nitrégeno a mayor temperatura, excepto

el sistema inoculado con Pseudomonas fluorescens cepa A24.

4.4.3 Evolucion temporal de la concentracionde nitrito en el efluente

La presencia de nitrito en e agua tratada puede ser un grave inconveniente para su
posterior uso en e abastecimiento humano. La generacién de nitrito en un sistema de
desnitrificacion puede tener diferentes origenes y a su vez son diferentes los factores que
afectan a su generacién como € inoculante o la temperatura. Debido a esto se hace
necesario realizar un control de este i6n para valorar la influencia de las variables
empleadas en €l estudio.
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4.4.3.1 Evolucion de la concentracion de nitrito en el efluente para los ensayos

realizados sin inoculacién previa del filtro sumergido.

Para el sistema sin inoculacion previa se obtuvieron concentraciones de nitrito en el
efluente relativamente bagjos tal como se muestran en la figura 43, destacando de forma

mas excepcional 1os ensayos a 20°C, para los que se acanzaron valores de hasta 24 mg/l.
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Figura 43. Evolucion en el tiempo de la concentracidn de nitrito en el efluente en los ensayos realizados sin
inoculacion previadel filtro sumergido alas cuatro temperaturas ensayadas.

Para € resto de temperaturas se apreci0 un comportamiento similar con
oscilaciones entre maximos y minimos que podrian pasar desde 1 a 10 mg/l. Es destacable
en todos los casos una tendencia alcista con el tiempo en las concentraciones de nitrito en

el efluente final, para todas |as temperaturas ensayadas.

4.4.3.2 Evolucion de la concentracion de nitrito en el efluente para los ensayos

con inoculacion previa del filtro sumergido con fango activo.

Los valores de nitrito en los sistemas que fueron inoculados previamente arrojaron
datos de concentracién de nitrito diferentes alos del sistema sin inocular. En el caso de los
ensayos con fango activo como inoculante del sistema, se produjo una acumulacion de

nitrito en el efluente relacionada con la temperatura de ensayo (Fig. 44).

Los datos recogidos permitieron observar un comportamiento similar a todas las
temperaturas ensayadas. Durante las primeras horas de funcionamiento, se detectaron

concentraciones relativamente bajas de nitrito en e efluente. Posteriormente, estos valores
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sufrieron un incremento, alcanzando un maximo de concentracion de nitrito que tendio a
disminuir con posterioridad. El tiempo transcurrido en el que este cambio tuvo lugar,
estaba relacionado con la temperatura, ocurriendo dicho proceso més tarde a temperaturas
mas frias. Son destacables los resultados apreciados para los ensayos a 5 y 10 °C,
alcanzéndose los maximos en la concentracion de nitrito de forma mas tardia a 10°C que a
5°C.
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Figura 44. Evolucion en el tiempo de la concentracion de nitrito en el efluente en los ensayos realizados con
inoculacién previa con fango activo alas cuatro temperaturas ensayadas.

El valor méximo de concentracion de nitrito que se observé estuvo relacionado
también con la temperatura de ensayo. Asi, la concentracion maxima de nitrito fue mayor a
menor temperatura, y descendio a medida que aumentd ésta. Los valores oscilaron entre 30
mg NO;'/l a5°Cy 6,58 mg NO,/l a30°C.

Después de alcanzar este valor méximo, los niveles de ritrito tendieron a decrecer
graduamente hasta alcanzar valores con leves variaciones, correspondiéndose con €
tiempo de la fase estable del sistema. Los valores de nitrito recogidos en estas condiciones
estables también se vieron influenciadas por la tenperatura. A 5°C, €l valor medio de
concentracion de nitrito fue de 7,01 mg/l, significativamente mayor que los vaores
detectados a mayores temperaturas, que no excedieron de 2 mg/l.
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4.4.3.3 Evolucién de la concentracion de nitrito en el efluente para los ensayos
con inoculacion previa de filtro sumergido con Pseudomonas

fluorescens cepa A24.

El patrén de comportamiento del sistema de filtros sumergidos con respecto a la
concentracion de nitrito en el efluente procedente del sistema inoculado con fango activo
volvié a presentarse en los resultados recogidos en los ensayos con inoculacion selectiva
por Pseudomonas fluorescens cepa A24 (Figura 45).
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Figura 45. Evolucién en el tiempo de la concentracion de nitrito en el efluente en los ensayos realizados con
inoculacion previa con Pseudomonas fluorescens cepa A24 alas cuatro temperaturas ensayadas.

De nuevo se observd gue para todas las temperaturas se da un modelo similar de
comportamiento, con una fase inicial de concentraciones bajas de nitrito, seguido de un
maximo y de una reduccién posterior hasta llegar a unos valores estables (condiciones
estacionarias). Lainfluencia de la temperatura en dicho patron de comportamiento volvié a
ser evidente. A medida que la temperatura de ensayo aumento, el valor maximo alcanzado
de ién nitrito fue més bgjo, se acanzé en menos tiempo y su posterior reduccién fue mas
rapida.

Sin embargo, hay que resefiar que cuando se utilizd este inoculante, todos los
maximos al canzados fueron mas altos, salvo para €l ensayo realizado a 10°C. Asi, a 30°C,
el méximo alcanzd un valor de 20mg/l, a20 y a 10°C este valor oscilé en torno a25 mg/l y
a 5°C se alcanzo un vaor extremadamente ato, de 65,88 mg/l. Sin embargo, una vez
alcanzado dicho méximo, los valores recogidos en condiciones estables del sistema fueron

muy bajos, sin llegar a superarse € valor de 1,7 mg/l de nitrito. Asmismo, hay que
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destacar que el tiempo necesitado por e sistema para reducir sus valores de nitrito cuando
fue inoculado con esta cepa, fue mayor que en € caso de |os ensayos donde se inocul 6 con

fango activo.

4.4.3.4 Evolucion de la concentracion de nitrito en el efluente para los ensayos
con inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas
mandelii cepa A103.

La acumulacion de nitrito en € efluente para los ensayos en los que € sistema fue
inoculado previamente por Pseudomonas mandelii cepa A103 también tuvo lugar del

mismo modo que en |os casos anteriores, salvo por agunas diferencias (Fig. 46).
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Figura46. Evolucién en el tiempo de la concentracion de nitrito en el efluente en los ensayos realizados con
inoculaci6n previa con Pseudomonas mandelii cepa A103 alas cuatro temperaturas ensayadas.

La temperatura fue de nuevo factor fundamental en el patron de comportamiento de
dicho sistema en relacion a los valores de nitrito en el efluente. A 10°C y temperaturas
superiores, se repitié e modelo de comportamiento ya descrito para los otros inoculantes,
con unas primeras horas de funcionamiento con bgjas concentraciones, seguidas de un
méximo de nitrito que decrecié posteriormente. Estos méximos de nitrito también se
alcanzaron més répidamente a mayor temperatura de ensayo, siendo también més bajos;
dichos méximos fueron muy similares a los alcanzados a las mismas temperaturas en los
ensayos con e inoculante selectivo Pseudomonas fluorescens cepa A24, mostrando por

ello ambas cepas un comportamiento parecido a partir de 10°C de temperatura.
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Sin embargo, a 5°C, e maximo alcanzado en cuanto a valores de nitrito en e
efluente se mantuvo constante y no decrecié posteriormente durante el tiempo de ensayo,

manteniendo unos valores constantes, en torno a 25 mg/l.

4.4.3.5 Evolucion de la concentracion de nitrito en el efluente para los ensayos

con inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas
brassicacearum cepa A343.

La inoculacion del filtro sumergido con Pseudomonas brassicacearum cepa A343

también dio lugar a en una acumulacion del i6n nitrito en e efluente a todas las
temperaturas ensayadas (Figura 47).
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Figura 47. Evolucién en el tiempo de la concentracién de nitrito en € efluente en los ensayos realizados con
inoculacion previa con Pseudomonas brassicacearum cepa A343 a las cuatro temperaturas
ensayadas.

A 30°C, este méximo fue de 20 mg/l y se mantuvo durante 72 horas, descendiendo
después y manteniéndose en valores inferiores a 1 mg/l. A 10 y 20°C, los maximos de
nitrito alcanzados fueron elevados, de 43 y 45 mg/l respectivamente, también alcanzandose
més répidamente a mayor temperatura. Sin embargo |os valores de nitrito en condiciones
estacionarias fueron algo mas elevados, de 4 y 8 mg/l de valor medio respectivamente. A
5°C se volvi6 a producir una acumulacion de nitrito que no descendio de una concentracién
de 22 mg/l durante todo €l experimento, como ya ocurrié a la misma temperatura en €l

ensayo en el que el sistema se inocul6 con Pseudomonas mandelii cepa A103.
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45 RESULTADOS DE TURBIDEZ Y RECUENTOS DE BACTERIAS
AEROBIAS TOTALES EN EL EFLUENTE.

45.1 Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en e

efluente para los ensayos sin inoculacién previa del filtro sumergido.

Los valores de turbidez y los recuentos de bacterias aerobias detectados en €
efluente para los ensayos donde se tratd de formar una biopelicula a partir de la microbiota
natural del agua subterrdnea se presentan en la figura 48. La turbidez mostrd unos valores
medios muy similares en todos los experimentos a las diferentes temperaturas, mostrando,

de manera puntual, picos de valores mas altos que tendieron a decrecer en determinaciones

pOSterl ores.
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Figura 48. Turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en el efluente para |os ensayos realizados sin
inoculacion previa del filtro sumergido para las temperaturas ensayadas: (a) 5°C, (b) 10°C, (c)
20°C y (d) 30°C.

Los recuentos de bacterias aerobias totales detectados en el efluente tuvieron una
tendencia ascendente durante las primeras horas del experimento. Posteriormente, os
resultados obtenidos variaron en funcion de la temperatura de ensayo. A5°C y 10°C se
detectaron puntualmente valores altos en estos recuentos, aunque a 20 y a 30°C, la

estabilidad de dichos valores fue algo més evidente.
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El andlisis de varianza redlizado para los valores de turbidez en funcion de la

temperatura mostré que no existieron diferencias estadisticamente significativas (Tabla

30). El test de minimas diferencias significativas mostré un Unico grupo homogéneo entre

los valores de turbidez. La temperatura no influy6 en los valores de turbidez obtenidos en

el sistema cuando éste no fue inoculado previamente.

Tabla 30. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de turbidez en el

efluente en el sistema sin inoculacion previa

Fuente de variacion | Sumade cuadrados al. Cuadrado medio F-calculada . N'.V.el d.e,
significacion
Entre grupos 32,7748 3 10,9249 1,50 0,2183
Por temperatura 711,858 98 7,26385
Total corregido 744,632 101
Test de Rango MUltiple (LSD 0,05)
Temperaiura NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 23 4,18565 A
100C 25 3,752 A
20C 33 2,79697 A
30C 21 2,99143 A

El andlisis de varianza realizado para los valores de aerobios totales en e efluente

mostré de nuevo la ausencia de diferencias estadisticamente significativas (tabla 31). El

test de rango multiple mostré6 que Unicamente e ensayo a 10°C obtuvo resultados

estadisticamente diferentes alos obtenidos a5y a 30°C.

Tabla 31. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de
microorganismos aerobios totales en €l efluente en el sistema sin inoculacion previa

Fuente devariacion | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-calculada . N|_v_el d?,
significacion
Entre grupos 3,97609 3 1,32536 2,20 0,0933
Por temperatura 52,9306 88 0,601484
Total corregido 56,9067 91
Test de Rango Mdltiple (LSD 0,05)
UEMEEEILE NUmero de medidas Media Grupos homogeéneos
5C 23 5,403 B
10°C 25 4,908 A
20C 33 5,34961 AB
30°C 21 4,908 B
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45.2 Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias para los ensayos

con inoculacion previa del filtro sumergido con fango activo.

En la figura 49a puede observarse que los valores de turbidez detectados a 5°C
usando fango activo como inoculante fueron mas bagjos que los obtenidos a la misma
temperatura en el sistema sin inoculacion previa. Asi, 1os valores se mantuvieron alrededor
de 1.6 UNT, con picos puntuales no superiores a5 UNT. Los recuentos de bacterias a esta
temperatura también presentaron cierta estabilidad, apreciandose nuevamente un aumento
a iniciarse e experimento. A 10°C también se obtuvieron valores aceptables de turbidez
en e efluente (Figura 49 b), en torno a 2,2 UNT de media, aunque se detectaron maximos
mas frecuentemente y de mas importancia, llegando a alcanzar los 7 UNT. El vaor de
aerobios totales en salida también fue mas oscilatorio, detectando de nuevo el crecimiento
inicial. Las caracteristicas del efluente obtenido en los ensayos a 20 °C fueron similares a
de 10 °C (Figura 49 c). Sin embargo, para los ensayos a 30°C (Figura 49 d), se dieron las
mayores variaciones en los valores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales,

al canzando picos de turbidez de hasta 18 UNT y recuentos proximos a 9 log ufc/ml.
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Figura 49. Turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en el efluente para los ensayos realizados con
inoculacion previa del filtro sumergido con fango activo para las temperaturas ensayadas: (a) 5°C,
(b) 10°C, (c) 20°C y (d) 30°C.

De nuevo, se redizd el andlisis de varianza para los resultados de turbidez a todas

las temperaturas (tabla 32). Si existieron en este caso diferencias significativas entre los
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ensayos redlizados. El test de minimas diferencias significativas muestra un notable

aumento de la turbidez con respecto a la temperatura de ensayo.

Tabla 32. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de turbidez en el
efluente en el sistema con inoculacién previa por fango activo.

o . Nivel de
Fuente devariacion | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-caculada significacion
Entre grupos 272,736 3 90,9121 14,83 0,0000
Por temperatura 790,903 129 6,13103
Total corregido 1063,64 132
Test de Rango MUlltiple (LSD 0,05)
Temperailira NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 41 1,61283 A
100C 39 2,17433 AB
20°C 30 2,93453 B
30°C 23 5,74261 C

En cuanto alos microorganismos aerobios totales, el andlisis de varianza (tabla 33)
no detectd diferencias significativas entre los ensayos. El test minimas diferencias
significativas mostré que los resultados obtenidos fueron muy homogéneos entre si. Los
resultados a 30°C si fueron estadisticamente diferentes a los obtenidos a 5 y a 20°C. Es

dificil por ello afirmar que la temperatura influyé en los resultados de microorganismos
aerobios en € efluente.

Tabla 33. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de
microorganismos aerobios totales en el efluente en €l sistema con inoculacién previa por fango

activo.
Fuente de variacion | Suma de cuadrados | Cuadrado medio F-calculada Nive 62
9l significacion
Entre grupos 2,75687 3 0,918956 2,46 0,0663
Por temperatura 43,3543 116 0,373744
Total corregido 46,1112 119
Test de Rango MUlltiple (LSD 0,05)
Temperailira NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 29 6,03303 A
10°C 39 6,23849 AB
20°C 30 6,13823 A
30°C 22 6,48491 B
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453 Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en e
efluente para los ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido

con Pseudomonas fluorescens cepa A24.

Al inocular €l sistema con Pseudomonas fluorescens, cepa A24, se alcanzaron en €l
efluente valores elevados de turbidez para los ensayos a 5°C (Figura 50 a), con maximos
gue llegaron a alcanzar las 50 UNT, y con valores medios superiores a los del resto de
ensayos. Al aumentar la temperatura de trabajo, los valores de turbidez descendian
drasticamente, obteniendo maximos que no superaban las 8 UNT, y en general mucho méas
estables durante todo e experimento (Figuras 50 b, ¢ y d). Los recuentos de
microorganismos totales aerobios también mantuvieron cierta estabilidad en los
experimentos realizados a todas |as temperaturas, destacando |a tendencia descendente que

se aprecio en los valores en el ensayo realizado a 5°C.
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Figura 50. Turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en el efluente para los ensayos realizados con
inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas fluorescens cepa A24 para las
temperaturas ensayadas: (a) 5°C, (b) 10°C, (c) 20°Cy (d) 30°C.

El andlisis de varianza en este caso si encontr0 diferencias importantes en los
resultados de turbidez (tabla 34). En € test de rango multiple realizado se observo que la
turbidez en el ensayo a 5°C fue significativamente superior a la obtenida en € resto de

ensayos realizados a mayores temperaturas, gue no difirieron estadisticamente entre si.
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Tabla 34. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de turbidez en el
efluente en el sistema con inoculacién previa por Pseudomonas fluorescens cepa A24.

Fuente de variacion | Suma de cuadrados gl. Cuadrado medio F-cdculada . N|_v_e| d_e'
significacion
Entre grupos 2581,27 3 860,424 19,93 0,0000
Por temperatura 5829,36 135 43,1804
Total corregido 8410,63 138
Test de Rango MUlltiple (LSD 0,05)
Temperailira NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 48 11,3674 B
100C 37 1,37 A
20°C 30 2,93453 A
30°C 24 3,45583 A

El ANOVA redlizado a los valores de aerobios totales en salida en los ensayos
inoculados con esta cepa mostré de nuevo la existencia de diferencias significativas (tabla
35), a redizar €l test LSD se observo que fueron los valores obtenidos a 20°C los que se

diferenciaron de manera importante del resto, que obtuvieron valores superiores de
microorganismos en salida.

Tabla 35. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de
microorganismos en el efluente en el sistema con inoculacion previa por Pseudomonas
fluorescens cepa A24.

Fuente devariacion | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-caculada . N|_v_el d?,
significacion
Entre grupos 8,65617 3 2,88539 9,63 0,0000
Por temperatura 40,1689 134 0,299768
Total corregido 48,8251 137
Test de Rango Mdltiple (LSD 0,05)
UEmEEELlE NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 47 6,8087 B
10°C 37 6,65092 B
200C 30 6,13823 A
30°C 22 6,67008 B

454 Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en €

efluente para los ensayos realizados con inoculacién previa del filtro
sumergido con Pseudomonas mandelii cepa A103.

El uso de esta cepa se caracterizo, en cuanto a los recuentos de aerobios totales, en

una mayor estabilidad en los resultados hasta 10°C, con una medida que oscilaba alrededor
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de las 7 log ufc/ml (Figura 51 b). Este valor fue smilar en los ensayos a temperaturas

superiores, pero la variabilidad en los resultados fue mayor.

En cuanto a la turbidez, ésta ofrecié resultados mas bajos que para los ensayos
anteriormente comentados a todas las temperaturas, mostrandose a la vez méas estables.
Aunque los datos parecen ofrecer menos estabilidad a medida que aument6 la temperatura,
el dato més bgo de turbidez se obtuvo a 5°C. Este valor aumenté a temperaturas

superiores, alcanzando un valor medio maximo a 30°C de 3,7 UNT.
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Figura51. Turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en el efluente para los ensayos realizados con
inoculacion previa del filtro sumergido con Pseudomonas mandelii cepa A103 para las
temperaturas ensayadas: (a) 5°C, (b) 10°C, (c) 20°C y (d) 30°C.

Estos valores de turbidez fueron estadisticamente diferentes entre si, como muestra
el andliss de varianza de la tabla 36. Al redizar € test de minimas diferencias
significativas se observd que de nuevo en este inoculante la temperatura provocod un
aumento de la turbidez del efluente. EI mayor valor de turbidez correspondid a la mayor

temperatura ensayada.
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Tabla 36. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de turbidez en el
efluente en el sistema con inoculacién previapor Pseudomonas mandelii cepa A103.

Fuente de variaciéon | Sumade cuadrados gl. Cuadrado medio F-cdculada . N|_v_e| d_e'
significacion
Entre grupos 106,524 3 35,508 12,08 0,0000
Por temperatura 335,207 114 2,94041
Total corregido 441,731 117
Test de Rango MUlltiple (LSD 0,05)
Temperailira NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 20 0,73185 A
100C 40 2,10633 B
20°C 33 1,79985 B
30°C 25 3,45583 C

Para | os resultados de microorganismos €l analisis de la varianza (tabla 37) también

mostro la existencia de diferencias importantes. Sin embargo, a redlizar € test de rango

multiple se dbservo que los ensayos que tuvieron un mayor valor de turbidez en salida

fueron los realizados a la mayor y menor temperatura, de 5 y 30°C, obteniendo un mayor
valor a temperaturas medias.

Tabla 37. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los vaores de
microorganismos en el efluente en el sistema con inoculacién previa por Pseudomonas mandelii

cepaA103.
L ) Nivel de
Fuente devariacion | Sumade cuadrados al. Cuadrado medio F-caculada L
significacion
Entre grupos 2,79589 3 0,931965 8,15 0,0001
Por temperatura 13,4898 118 0,114321
Total corregido 16,2857 121
Test de Rango Mdltiple (LSD 0,05)
UEEEELlE NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 23 7,07352 B
10°C 40 6,78775 A
20°C 34 6,73953 A
30°C 25 7,07272 B
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455 Vaores de turbidez y recuentos de bacterias aerobias totaes en e
efluente para los ensayos con inoculacion previa del filtro sumergido

con Pseudomonas brassicacearum cepa A343.

El funcionamiento del filtro sumergido inoculado con la cepa seleccionada de
Pseudomonas brassicacearum ofrecio los resultados de turbidez y aerobios totales en €
efluente de la figura 52. Los resultados mas bajos de turbidez se obtuvieron a la
temperatura de 10°C (1,23 UNT), siendo dichos valores muy estables y con pocas
oscilaciones durante el tiempo que se mantuvo el ensayo. La turbidez més alta, sin
embargo, se obtuvo a 5°C, para la que pudo apreciarse una leve tendencia descendente en
dichos valores desde e principio del experimento. En cuanto a los recuentos de bacterias
aerobias totales, las maximas variaciones se registraron a 30°C, aunque € valor medio de
este parametro en e efluente se mantuvo en unos valores similares a todas las

temperaturas, oscilando alrededor de 7 log ufc/ml.
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Figura52. Turbidez y recuentos de bacterias aerobias totales en el efluente para los ensayos realizados con
inoculacién previa del filtro sumergido con Pseudomonas brassicacearum cepa A343 para las
temperaturas ensayadas: (a) 5°C, (b) 10°C, (c) 20°C y (d) 30°C.

La turbidez en los ensayos con este inoculante mostré diferencias estadisticamente

significativas entre las temperaturas ensayadas, como muestra € andlisis de varianza de la

tabla 38. Al realizar el test de rango multiple se aprecié que fue a 5°C cuando se obtuvieron
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los mayores valores de turbidez, siendo a 10°C la temperatura a la que se obtuvieron los
valores més bajos.

Tabla 38. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de turbidez en el
efluente en el sistema con inoculacién previa por Pseudomonas brassi cacearum cepa A343.

Fuente de variaciéon | Suma de cuadrados gl. Cuadrado medio F-cdculada . N|_v_e| d?,
significacion
Entre grupos 429,7 3 143,233 26,63 0,0000
Por temperatura 618,534 115 5,37856
Total corregido 1048,23 118
Test de Rango Mdlltiple (LSD 0,05)
Tempenatura NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 26 6,51919 C
100C 36 1,23109 A
20°C 28 3,0793 B
30°C 29 3,80648 B

Los valores medios de microorganismos obtenidos en |os ensayos con inoculacién
previa de la cepa A103 mostraron resultados parecidos, aunque € andlisis de la varianza
revel0 que si existieron diferencias estadisticamente significativas. Al realizar €l test de
rango multiple se aprecio que fueron los resultados obtenidos a 10°C los que se

diferenciaron significativamente del resto, proporcionando los valores de aerobios en
salida maés bagjos de todos |os ensayos.

Tabla 39. Andlisis de varianza y test de minimas diferencias significativas para los valores de
microorganismos en el efluente en e sistema con inoculacion previa por Pseudomonas

brassicacearum cepa A343.
Fuente de variacion | Sumade cuadrados I Cuadrado medio F-cadculada NI @
9. significacion
Entre grupos 6,73389 3 2,24463 16,69 0,0000
Por temperatura 16,0079 119 0,13452
Total corregido 22,7418 122
Test de Rango MUlltiple (LSD 0,05)
Temperatiira NUmero de medidas Media Grupos homogéneos
5C 26 7,171 B
10°C 36 6,60344 A
20°C 27 7,12011 B
30°C 29 7,01448 B
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45.6 Andisis comparativo entre ensayos para los vaores de turbidez y

mi croorgani Smos.

Comparando los valores medios de turbidez en € efluente entre los diferentes
sistemas en funcion de la temperatura de ensayo, se aprecio que no existio ningun patron
comun entre todos ellos en cuanto a los valores obtenidos con la temperatura (Figura 53).
A 5°C, los ensayos con Pseudomonas fluorescens cepa A24 y Pseudomonas
brassicacearum cepa A343 obtuvieron valores de turbidez muy por encima del resto de
ensayos, disminuyendo de manera importante estos valores al redlizar el ensayo a 10°C.
Otras cepas, sin embargo, obtuvieron e menor valor de turbidez a la menor temperatura
ensayada de 5°C, aumentando a temperaturas mayores, como es el caso de |0s ensayos con
fango activo y con Pseudomonas mandelii cepa A103.
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cepa A24

= Ps. Mandelii cepa
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Figura53. Valoresdeturbidez en el efluente paratodos |os ensayos realizados en funcién de latemperatura.

Los valores de recuentos de bacterias aerobias totales obtenidos en funcién de la
temperatura en todos los ensayos se presentan en la figura 54. Fue claramente apreciable
gue los recuentos en los sistemas sin inocular fueron menores a los obtenidos en € resto de
los ensayos, a todas las temperaturas. Los valores obtenidos para los ensayos con fango
activo superaron a los de los sistemas sn inocular, pero ain fueron significativamente
menores al resto de inoculantes empleados hasta 10°C. A partir de esa temperatura, los

valores de microorganismos se equiparan alos obtenidos en € resto de ensayos.

154



4.- RESULTADOS

8 1 ® Sin inocular
= Fango Activo

= Ps. Fluorescens
cepa A24

= Ps. Mandelii cepa
A103

= Ps. Brassicacearum
cepa A343

50C 10°C 20°C 30°C
Figura 54. Valores de microorganismos aerobios totales en el efluente para todos |los ensayos realizados en
funcion de latemperatura.
46 RESULTADOS DE LOS VALORES DE pH DURANTE EL
FUNCIONAMIENTO DEL FILTRO SUMERGIDO

El proceso de desnitrificacion provoca un ascenso en los valores de pH en las
aguas, como resultado de la reduccion del nitrato hasta nitrégeno gas, con la liberacién de
iones OH'. El pH es un factor que puede afectar al proceso de desnitrificacion, y que en
numerosas ocasiones debe ser objeto de regulacién en sistemas de tratamiento de aguas
para abastecimiento humano. En € filtro sumergido a escala de laboratorio objeto del
presente trabajo se estudio e efecto de la actividad desnitrificante del sistema a las

diferentes temperaturas sobre el pH del efluente.

Los valores de pH superaron en ocasiones puntuales €l valor de pH de 8,5, y en la
mayoria de estas ocasiones dicha situacion también se correspondié con un elevado valor
de pH del aguainfluente, que influy6 en el valor del efluente. De cualquier modo, aquellas
ocasiones puntuales en que el pH superd dicho valor no tuvieron ningun efecto inhibidor
en € rendimiento de desnitrificacion. El pH, por tanto, fue un factor bgjo vigilancia que
mejord el control del proceso de desnitrificacion que tuvo lugar en el sistema estudiado. La
figura 55 muestra los incrementos de pH entre e influente y e efluente en todos los

ensayos realizados para todas |as temperaturas ensayadas.

Pudo apreciarse que en la mayoria de las ocasiones, estos valores fueron positivos,
indicando que los valores en € efluente superan en la mayoria de los ensayos a los del
agua influente, como consecuencia de la alcalinizacion asociada a proceso de

desnitrificacion.
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Figura 55. Incremento de los valores de pH entre el influente y el efluente a las 4 temperaturas ensayadas en
los sistemas: (A) sin inoculacién previa; (B) inoculados con fango activo; (C) inoculados con
Pseudomonas fluorescens cepa A24; (D) inoculados con Pseudomonas mandelii cepa A103 y (E)

inoculados con Pseudomonas brassicacearumcepa A343.

La figura 56 muestra los incrementos medios de pH en cada ensayo para cada

temperatura. En los ensayos sin inoculaciéon del filtro (Figura 56 A) no se aprecié una
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influencia de la temperatura en los valores de pH de salida, siendo este incremento medio

mas alto a 5°C, y préacticamente nulo a 20°C
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Figura56. Valor medio del incremento de pH a las 4 temperaturas ensayadas en los sistemas. (A) sin

inoculacion previa; (B) inoculados con fango activo; (C) inoculados con

Pseudomonas

fluorescens cepa A24; (D) inoculados con Pseudomonas mandelii cepa A103 y (E) inoculados
con Pseudomonas brassicacearum cepa A343. (2 grupos con distinta letra son estadisticamente

diferentes entre si).

Se redlizaron andlisis de varianza de todos estos resultados para determinar la

existencia de diferencias estadisticamente significativas en €l uso de cada inoculante, en

funcidn de la temperatura, que se presenta en la tabla 40. Los test de minimas diferencias

significativas se encuentran representados por letras en la figura 56. En todos los ensayos

en los que d filtro fue inoculado se aprecié que los incrementos de pH recogidos
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estuvieron influenciados por la temperatura de ensayo. Para los experimentos realizados
con inoculacion dd filtro por fango activo, Pseudomonas fluorescens cepa A24 y
Pseudomonas mandelii cepa A103 (Figuras 56 B, C y D) los incrementos de pH fueron
mas acusados a medida que aumentd la temperatura de ensayo. Para los experimentos con
Pseudomonas brassicacearum cepa A343 (Figura 56 E), la temperatura influyd en estos
incrementos de pH de manera inversa, disminuyendo la diferencia de los valores de pH
entre € influente y € efluente a medida que se aument6 la temperatura de ensayo, aunque
no se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los valores a diferentes
temperaturas (Tabla 40).

Tabla 40. Andlisis de varianza para los valores de incremento de pH en los ensayos realizados con
diferentesinocul antes en funcion de latemperatura.

Fuente de Sumade al. Cuadrado F-calculada Nivel de
variacion cuadrados medio significacion
Entre grupos 0.824101 3 0.2747 13.63 0,0000
Sininocular Por temperatura 1.81355 90 0.0201506
Total corregido 2.63766 93
Entre grupos 0.62802 3 0.20934 6.49 0.0004
Fango activo Por temperatura 4.06587 126 0.0322688
Tota corregido 4.69389 129
Pseudomonas Entre grupos 0.578671 3 0.19289 6.48 0.0004
fluorescens Por temperatura 3.90073 131 0.0297765
A24 Tota corregido 4.4794 134
Pseudomonas Entre grupos 1.45485 3 0.484949 14.12 0.0000
mandelii Por temperatura 4.05411 118 0.0343568
A103 Tota corregido 5.50895 121
Pseudomonas Entre grupos 0.211668 3 0.0705562 214 0.0984
brassicacearum | Por temperatura 4.05163 123 0.0329401
A343 Total corregido 4.2633 126

47 RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS REALIZADOS
CON INOCULACION PREVIA DE Pseudomonas fluorescens cepa A 24:
ANALISIS DE BIOMASA Y BIODIVERSIDAD

Los resultados obtenidos en los ensayos anteriormente descritos propiciaron la
realizacion de estudios mas detallados del funcionamiento del filtro sumergido. En dichos
estudios se utilizo el mismo sistema a escala de laboratorio, con unas condiciones iniciales
idénticas a las establecidas para los experimentos anteriormente descritos, aunque en este
caso la fuente de carbono no se afiadié en exceso, gustando su dosificacion a la éptima
establecida en este tipo de sistemas (Gémez et al., 2000b), en unarelacién C:N de 1,08. Se

empled la cepa seleccionada de la especie Pseudomonas fluorescens como inoculante
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selectivo del filtro, ya que los resultados obtenidos en las fases anteriores permitieron
comprobar que su uso mejord e funcionamiento del sistema en comparacion con los
resultados de los experimentos en los que se utilizaron las otras cepas seleccionadas en la
primerafase del presente estudio. Para evaluar la influencia de la temperatura, € estudio se

realiz6 a dos temperaturas diferenciadas: 10 y 30°C.

Transcurrido un periodo inicial, y habiendo logrado un elevado rendimiento en
eliminacién de Nt en € sistema, en cada uno de los ensayos se procedid a cambiar
gradualmente la condiciones de trabajo, aumentando de manera progresiva la carga
hidrdulica en e sistema. Asimismo, la relacion C:N anteriormente mencionada fue
incrementada en e momento en que la relacion utilizada se presentara como insuficiente

paralograr una eliminacion eficiente del Nt.

El sistema asi montado se mantuvo en funcionamiento un periodo de tiempo
determinado, tomando muestras para €l andlisis de biomasa y de biodiversidad de la
biopelicula. Del mismo modo, se mantuvo un control de la capacidad de eliminacion de Nt
para conocer la respuesta del sistema a las condiciones de fuente de carbono y carga
hidréulica.

4.7.1 Resultados de rendimiento de eliminacion de nitrégeno y andlisis de la

biopelicula obtenidos en e experimento a 10°C

Lafigura57 muestra el resultado obtenido en el sistema operado a 10°C en cuanto a
eliminacion de Nt. Se indican en ella los cambios realizados en cuanto a concentracion de

fuente de carbono y carga hidraulica, y su efecto en el funcionamiento general del sistema.

Durante los primeros dias del experimento, los resultados de eliminacién de Nt
muestran que €l sistema se mostré incapaz de redizar una desnitrificacion eficaz. En los
ensayos con esta cepa descritos anteriormente, el sistema operado a esta misma
temperatura alcanzd una alta estabilidad en los resultados a partir del undécimo dia de
funcionamiento con una importante eliminacion de Nt. Como ya se menciond, en dichos
ensayos se trabagé con un exceso de fuente de carbono, en unarelacion C:N de 5,78, muy

superior a la utilizada en este ensayo, de 1,08. Por €llo, transcurridas 3 semanas de
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funcionamiento se procedié a aumentar la fuente de carbono suministrada al sistema,
estableciéndola en una relacion C:N de 1,15. Dicha relacion fue aumentada de nuevo a las
4 semanas de iniciarse el experimento a 1,20, ya que los resultados de eliminacion de Nt
seguian siendo bajos en comparacion con los obtenidos por este sistema anteriormente. A
partir de ese momento, los resultados obtenidos mejoraron en gran medida. Cuando se
alcanzo un rendimiento de un 80% de eliminacion, se procedié a aumentar la carga
hidraulica a 4 m/n-d, lo que provocé una caida de rendimiento, recuperado a los 6 dias.
Asi, se procedio a aumentar sucesivamente la carga hidraulica 'y a observar posteriormente
la recuperacion del sistema, hasta alcanzar una carga hidraulica de 7 n/nf-d. En todos los
casos, €l sistema alcanz6 una importante recuperacion en la capacidad de eliminacion de

Nt, superando en todos los casos el 96% de eliminacion.

——
25 7
Ch=4 mimd * * *

Nt eliminado

Ch=28m/md
CN=108

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49
tiempo (d)

Figura 57. Eliminacion de Nt en el sistema operado a 10°C. * indicalatoma de muestras de biomasa.

Los valores recogidos de microorganismos cultivables presentes en la biomasa a lo
largo del ensayo se muestran en lafigura58. Al iniciarse el experimento, la totalidad de los
microorganismos presentes en la biopelicula fueron identificados como la cepa utilizada
para la inoculacion del filtro en base a su morfologia colonial. Esta fue una prueba més de
la eficacia del proceso de inoculacién en condiciones aisladas, ya que dicha muestra se

tomo inmediatamente antes de conectar el sistema con el agua subterranea contaminada.
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Figura 58. Microorganismos cultivables presentes en la biopelicula por miligramo de biomasa en el sistema
inoculado con Pseudomonas fluorescenscepa A24 a 10°C.

Transcurridos 7 dias de experimento, €l nUmero de ufc por mg de biomasa aumenté
ligeramente, manteniéndose la cepa inoculada como dominante en la biopelicula formada
sobre el relleno. Posteriormente, esta cepa vio relegada su posicion privilegiada en la
biopelicula, apareciendo otras colonias de diferente morfologia. Al finaizar €
experimento, se siguieron detectando colonias de la cepa inoculada, aunque su presencia en
la biopelicula fue baja, alrededor de un 2,17% del total de células cultivables presentes en

lamisma.

4.7.2 Resultados de rendimiento de eliminacion de nitrogeno y andlisis de la

biopelicula obtenidos en el experimento a 30°C

El experimento realizado a 30°C mostré6 una mejor capacidad de alcanzar altos
rendimientos de eliminacion de Nt sin necesidad de aumentar la concentracion de etanol
por encima de una relacion C:N de 1,08 durante las primeras 8 semanas de experimento
(Fig 59). Se aprecia la mayor rapidez en acanzar una buena eliminacion del nitrato
presente en € agua subterrdnea poco tiempo después de iniciarse € experimento, a
diferencia del anterior realizado a 10°C donde e sistema necesitdO de més tiempo para

elevar sus rendimientos, ademas de aumentar la concentracion de etanol .
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Figura 59. Eliminacion de Nt en el sistema operado a 10°C. * indicalatoma de muestras de biomasa.

La carga hidréulica fue aumentada asimismo sucesivamente de la misma manera
que en el experimento anterior, hasta 7 nf/nf-d. Al alcanzar los 6 nt/nt-d, larelacién C:N
se aumento a 1,15, y posteriormente a 1,20 tras elevar la carga hidraulica a 7, ya que €
sistema se mostro incapaz de mantener los niveles de eliminacion de nitrogeno a la fuente
de carbono dosificada inicialmente. De cualquier modo, se volvieron aalcanzar altos
rendimientos de eliminacién de Nt una vez la concentracion de fuente de carbono fue

suficiente parallevar a cabo el proceso de desnitrificacion.

En cuanto al andlisis de la biopelicula, en € primer muestreo realizado la cepa
utilizada para la inoculacién del sistema fue la Unica presente en la biopelicula (Fig. 60),
como era de esperar a partir del proceso de inoculacion del filtro realizado, a igual que
ocurrio en el experimento anterior. El nimero de células cultivables fue, sin embargp, casi
un 50% inferior, poniendo en evidencia una menor colonizacion del relleno a esta

temperatura.

Aungue € numero de céulas cultivables correspondientes a Pseudomonas
fluorescens cepa A24 inoculada en € filtro sumergido se mantuvo durante a menos los
siguientes 14 dias del experimento, €l nimero total de microorganismos aerobios aumento
considerablemente, alcanzando un valor de 480 x 10° ufc/mg biomasa. Posteriormente, los
valores volvieron a descender hasta los niveles iniciales, con pequefias oscilaciones en los

siguientes muestreos. EI nUmero de unidades formadoras de colonias con morfologia
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correspondiente a la cepa inoculada se vio reducido a una presencia minima en la

biopelicula a partir de los 40 dias del experimento.
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Figura 60. Microorganismos cultivables presentes en la biopelicula por miligramo de biomasa en el sistema
inoculado con Pseudomonas fluorescens cepa A24 a 30°C.

4.7.3 Resultados de biodiversidad: estudio de la composicion de la comunidad
bacteriana del filtro sumergido mediante electroforesis en gel con
gradiente de temperatura (TGGE), basada en la amplificacion de
fragmentos del gen codificante del ARN ribosdmico 16S.

A lo largo del desarrollo de los dos experimentos indicados anteriormente
(inoculando € filtro sumergido con un aultivo puro de Pseudomonas fluorescens cepa
A24,a10y a30°C), setomaron muestras de la biopelicula, a partir de las cuales se realizd
una extraccion del ADN total, con €l objeto de realizar un seguimiento temporal de los
cambios en la biodiversidad de la comunidad bacteriana presente en las biopeliculas, asi
como determinar la influencia de otros parametros como la carga hidraulica. Se realizé
ademés una comparacion de dichos resultados con los obtenidos en cuanto a biodiversidad
de la biopelicula en los ensayos en los que ésta se formd a partir de la microbiota presente
de manera natural en el agua subterranea.

En latabla 41 se observa la frecuencia de toma de muestras para los andlisis de
biodiversidad en cada uno de los experimentos, especificando las condiciones de carga

hidréulica y derelacion C:N en cada una de dllas.
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Tabla 41. Muestreos realizados para analizar 1a biodiversidad de las biopeliculas a lo largo de los
distintos experimentos sin inocular, inoculado con Pseudomonas fluorescens cepa A24 a
10°Cy a 30°C.

Toma de muestras para andlisis de biodiversidad

Ensayo Sininocular a5°C - Cl  Sininocular al0°C - C2 Sininocular a20°C - C3  Sininocular a30°C - C4
Dia 22 18 17 17
Ch (m?/m?-d) 28
CN 5,78
Pseudomonas fluorescens cepa A24 a 10°C
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dia 1 7 21 28 33 39 43 46 50
Ch (m#m?.d) 2.8 2.8 2.8 28 28 4 5 6 7
CN 1,08 1,08 1,15 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
Pseudomonas fluorescens cepaA24 a 30°C
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dia 1 22 27 34 41 50 55 63 69
Ch (m?/m?.d) 28 2,8 2,8 2,8 2,8 5 6 6 7
CN 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,15 1,20

Dado que € gen codificante del ARN ribosomico 16S cumple con los requisitos
para actuar como buena sonda evolutiva, se procedié a la amplificacion de la region
hipervariable V3 de dicho gen a partir del ADN total de la comunidad procariota presente
en la biopelicula en cada una de las muestras obtenidas. Los fragmentos resultantes de la
amplificacion se sometieron a una TGGE para obtener los perfiles de poblaciones
constituyentes de las comunidades bacterianas, y posteriormente reamplificar y secuenciar
las distintas bandas obtenidas para poder asi determinar la afiliacion taxondmica de cada
poblacién individual. La técnica utilizada para € andlisis de las comunidades microbianas
(TGGE), sblo permite detectar las poblaciones que muestren una abundancia relativa
superior a 1%; (Muyzer and Smalla, 1998) por ello tan solo aparecen las bandas

correspondientes a poblaciones mayoritarias.

En la figura 61 se muestran los perfiles de las comunidades bacterianas obtenidos
mediante TGGE para todas |as muestras tomadas en |os diferentes experimentos, tanto en
aquellos en los que se inoculé € filtro como en los no inoculados. En las muestras en las
que © filtro no se inocul6 previamente, se observo la existencia de bandas en determinados
carriles gque no aparecieron en otras muestras tomadas a diferente temperatura, 10 que

indica una influencia de la temperatura en la composicién de la biopelicula.
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SIN INOCULAR Pseudomonas fluorescens A24 10°C Pseudomonas fluorescens A24 30°C

M 1 2 3 4 A24 (P Soraes

Figura 61. TGGE de fragmentos del gen ADNr 16S (region hipervariable V3) amplificados por PCR a partir
de muestras de ADN extraidas de biopelicula aislada en los ensayos sin inoculacién previa del
filtro a 5, 10, 20 y 30°C y en los ensayos con inoculacion previa con Pseudomonas fluorescens
cepa A24 a 10 y a 30°C. El carril nombrado como 1 corresponde a la biopelicula extraida al
finalizar la fase de inoculacion con la cepa seleccionada a 10 y a 30°C. El carril nombrado como
A24 corresponde a cultivo puro de la cepa seleccionada. El resto de carriles indican el diade la
toma de muestra. Como marcadores (carriles M) se emplearon: M1: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, M2: Pseudomonas putida ATCC 8750, M3: Acinetobacter calcoaceticus ATCC
15308, M4: Escherichia coli DH5a, M5: Nocardia corynebacterioides ATCC 21253, M6:
Micrococcus luteus ATCC 9341.

En los experimentos en los que € biofiltro fue inoculado, se incluy6 en el TGGE
para su comparacion € fragmento V3 amplificado por PCR de un cultivo puro de
Pseudomonas fluorescens cepa A24. Después de inocular € sistema con dicha cepa

durante 48 horas, € perfil de bandas obtenido a partir de muestras de la biopelicula es

idéntico. Cuando €l agua subterranea comenzé a pasar a través del filtro, € perfil de las
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comunidades cambi6 considerablemente, debido a la colonizacion de la biopelicula por

especies presentes en el agua subterranea.

Asimismo, es destacable la mayor abundancia de bandas en aguellos estudios en
los que se inocul 6 previamente e sistema con la cepa seleccionada a las dos temperaturas,
en comparacion con aquellos ensayos en los que no se redizd este paso previo,
aumentando de este modo la biodiversidad del sistema a inocular previamente € filtro.
Ademas, se observan diferentes intensidades en algunas de las bandas presentes en funcion
del tiempo y de las condiciones de carga hidraulica, 1o que indica un aumento o
disminucién de la abundancia de los microorganismos que componen la comunidad

procariota presente en la biopelicula.

Los perfiles de bandas obtenidos mediante TGGE se analizaron con el programa
Gel Compar 1l v. 4.601 (Applied Maths, Bélgica) y se construyé un dendrograma que
relaciono los distintos perfiles de bandas en funcion de su similitud. Este andlisis mostré
que existieron importantes variaciones de la diversidad bacteriana en las biopeliculas
formadas con o0 sin inoculacion, asi como dependiendo de la temperatura de ensayo. De
este modo, € dendrograma construido (Figura 62) muestra cémo los perfiles de
biodiversidad de las biopeliculas bacterianas desarrolladas con o sin inoculacion previa del
filtro se separaron claramente en dos clusters diferentes, con una similitud de un 50%.
Asimismo, € clUster correspondiente a los experimentos con inoculacion previa del filtro
con Pseudomonas fluorescens cepa A24 se subdividié de nuevo en otros dos nuevos
clusters, correspondiendo cada uno de ellos a los dos experimentos desarrollados, a10y a
30°C, con una similitud por debajo del 60%.

En los experimentos desarrollados con e biofiltro inoculado, ademas, se observo
una nueva subdivison en otros dos clusters, correspondiendo a dos momentos
diferenciados de ambos experimentos. El primer subcluster del experimento a 30°C
correspondié a la fase inicial en que las condiciones de carga hidraulica se mantuvieron
estables y en un vaor de 2,8 n¥/nf-d, mientras que e segundo subcluster correspondié a
las muestras tomadas a diferentes y cada vez mayores cargas hidraulicas superficiales. Esta

diferencia también se aprecia en el ensayo a 10°C, sn embargo, en este experimento, la
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primera muestra tomada diverge del resto de muestras tomadas, con una similitud de 63%

con €l resto del experimento.
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Figura 62. Dendrograma obtenido del andlisis de los perfiles de bandas del TGGE de la comunidad
bacteriana presente en el filtro sumergido, utilizando el programa Gel Compar 11 v. 4.601
(Applied Maths, Bégica) aplicando el agoritmo UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic mean) y el coeficiente de Dice. La barra superior muestra la similitud entre los perfiles
de bandasy los nimeros entre las ramas representan el coeficiente cofenético.

Con d fin de realizar una caracterizacién mas exhaustiva de la composicion de la

comunidad bacteriana en las biopeliculas, del gad de TGGE se intentd la extraccion,

reamplificacion y secuenciacion de un total de 72 bandas, de las cuales solo 44 se pudieron

analizar comparandolas con las secuencias de ADNr 16S depositadas en |a base de datos

EMBL, ya que € resto o bien no se pudieron reamplificar o bien de ellas se obtuvieron

secuencias con un alto numero de indeterminaciones. Dichas bandas estan marcadas en la

figura 60 mediante flechas de color amarillo.
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En la figura 63 (al final) se representa el arbol filogenético de todas las secuencias
obtenidas, elaborado a partir de un alineamiento multiple mediante el método Neighbour-
Joining, incluyendo como referencia secuencias de la misma region V3 del gen codificante
del ARNr 16S de los microorganismos méas similares depositados en la base de datos
EMBL. Dichos datos de secuenciacion mostraron que las biopeliculas estudiadas
estuvieron compuestas principalmente por poblaciones relacionadas con especies que
habitan normamente las aguas dulces, muchas de ellas de conocida actividad
desnitrificante. Ademas, un 72% de las bandas secuenciadas estuvieron afiliadas a grupo
de las R-proteobacterias, y especificamente, estas secuencias se encuadraron
principalmente en las familias Comamonadaceae y Rhodocyclaceae. En un menor nimero
se encuentran representantes de la familia de |as ?-proteobacterias y algun representante de
las ?-proteobacterias y las aproteobacterias (éste Ultimo Unicamente en el ensayo sin
inoculacion previa). Es destacable la aparicion de un pequefio grupo de bacterias Gram
positivas en el ensayo efectuado con inoculacion ddl filtro a 30°C.

Se observo asimismo que la cepa descrita como Pseudomonas fluorescens A24 que
se utilizd para la inoculaciéon del filtro aparece en el primer muestreo realizado en el
ensayo a 10°C. Lafigura 64 muestra el alineamiento de la secuencia de la cepa A24 con la
secuencia obtenida a reamplificar y secuenciar la banda 10-01. El fragmento amplificado

es idéntico en ambas secuencias.

A24: TGGCGAATATTGGACAAT GGGCGAAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGT GT 50
10-01: TGGGGAATAT TGGACAAT GGECGAAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGT GT 50
A24: GTGAAGAAGGT CTTCGGATTGT AAAGCACT TTAAGT TGGGAGGAAGGGCA 100
10-01: GIGAAGAAGGT CTTCGGAT TGTAAAGCACT TTAAGT TGGGAGGAAGGEGCA 100
A24: GTTACCTAATACGTATCTGITTTGACGI TACCGACAGAATAAGC 146
10-01: GTTACCT AATACGTATCTGT TTTGACGT TACCGACAGAATAAGC 146

Figura 64. Alineamiento de las secuencias de la cepa seleccionada A24 y la banda 10-01

Sin embargo, a comenzar el funcionamiento del sistema con agua subterrénea,
dicha banda desaparecié de ambos experimentos. A 10°C se aprecio la aparicion de una
banda cuya secuencia fue identificada como filogenéticamente cercana a una cepa de
Pseudomonas fluorescens que sin embargo no coincide con la secuencia de la cepa

inoculada al inicio del experimento. En la figura 65 se puede observar el alineamiento de
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las secuencias amplificadas de la banda 10-1 y la banda 10-20, del cua se pudo afirmar

gue no se tratd de la misma cepa.

10-01 TGGGGAATAT TGGACAAT GGGCGAAAGCCT GATCCAGCCAT GCCGCGT GT 50
10- 20: TGEEGAATATTGGACAAT GGECGAAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGTGT 50
10-01 GTGAAGAAGGT CTTCGGATTGTAAAGCACT TTAAGT TGGGAGGAAGGGCA 100
10- 20: GTGAAGAAGGT CTTCGGATTGTAAAGCACT TTAAGT TGGGAGGAAGGGCA 100
10- 01: GTTACCTAATACGTATCTGI TTTGACGT TACCGACAGAATAAGC 144
10- 20: TTAACYTAATACGT TAGTGT TTTGACGT TACCGACAGAATAACC 144

Figura 65. Alineamiento delas secuencias de las bandas 10-01 y 10-20

Asimismo, se amplificd una banda en & experimento a 30°C que aparecid a la
misma altura que la banda identificada como la cepa inoculada en € filtro, pero su
secuenciacion mostré que tampoco se tratd de la cepa inoculada. Més alin, se traté de una
secuencia con importantes diferencias, filogenéticamente muy distinta. Ambas secuencias

se encuentran alineadas en la figura 66.

10-01: TGGGGAATAT TGGACAAT GGGCGAAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGTGT 58
30-01: TGGGGAATTTTGGACAAT GGGCGCAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGT GA 58
10-01: GTGAAGAAGGT CTTCGGATTGTAAAGCACT TTAAGT TGEGAGGAAG- - GG 112
30-01: GTGAAGAAGCCCTTCGGGT TGTAAAGCTCTTTT GT COGGGAAGAAATCGG 113
10-01: CAGTTACG - - - TAATAGGTATCTGI TTTGACGT TACCGACAGAAT AAGC 144
30-01: C---- CCGGGT TAATACCCCGGTGERAT GACGGTACCGA- AGAAGAAGC 144

Figura 66. Alineamiento de |as secuencias de las bandas 10-01 y 30-01
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Figura 63. Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la region V3 del ADNr 16S, mostrando las posiciones de las
secuencias de 44 bandas de TGGE obtenidas en este estudio y otras depositadas en la base de datos EMBL. La barra indicaun
5% de divergencia estimada. Los nimeros junto alas ramasindican el valor de bootstrap cuando éste fue superior a 50%.
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5 DISCUSION

El trabgo de investigacion redlizado presenta varios aspectos fundamentales que
obedecen a los objetivos planteados en la investigacion. Por un lado la formacidon de la
biopelicula, para lo cua empleamos diferentes inoculantes y por otro la influencia de la
temperatura en todas las fases del proceso (inoculacion, estabilizacion y fase estable). Se ha
considerado ademés la influencia de la temperatura y otros factores operacionales como la
carga hidraulica sobre la formacién de la biopelicula y la biodiversidad de la misma. Los
resultados obtenidos en cada una de las fases de la investigacion se han analizado de forma
separada, correlacionandose en aquellos aspectos que son coincidentes. De este modo este

apartado de discusion se fragmentara en varios bloques.

Para €l desarrollo de este trabajo se partié de la experiencia en sistemas de biopelicula
de filtros sumergidos para la desnitrificacion de aguas subterraneas llevadas a cabo
previamente por nuestro grupo de investigacion (Gémez, 1998; Moreno, 2001). Como punto
de partida se ha empleado idéntica tecnologia a escala de laboratorio y se han utilizado las
cepas bacterianas previamente aisladas, procediendo de este modo tanto a la seleccion de
inoculantes como a valorar e efecto de la temperatura, aspectos aun no desarrollados dentro
de esta linea de investigacion y de gran interés para la aplicacion de la tecnologia. De igua
modo, se persiguié la formacidn de biopelicula a partir de la microbiota presente de manera
natural en e agua subterranea, para comparar los resultados obtenidos a través de estas

diferentes metodologias.

Seleccion de inoculantes.

En el tratamiento de aguas subterraneas mediante un proceso biolégico de biopelicula
siempre £ ha redizado una inoculacion previa de esta. Para redizar esta fase previa,
tradicionamente se ha empleado fango activo procedente del reactor bioldgico de estaciones
depuradoras, dada su ata concentracién en microorganismos y la presencia de diferentes

especies bacterianas desnitrificantes (Gomez et al, 2000).
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El empleo de fango activo como inoculante da lugar a la formacion de biopeliculas
heterogéneas en cuya composiciéon microbiolégica se encuentran diferentes grupos
microbianos dentro de los cuales destacan diversas especies de bacterias desnitrificantes
(Gomez et al, 2003). Esta composicion presenta ciertos inconvenientes ya que los
microorganismos no desnitrificantes consumen parte de la fuente de carbono sin una
efectividad en la eliminacién de nitrato, ciertos grupos microbianos como los reductores de
nitrato pueden aterar la calidad del agua en especial en lo referente a la concentracion de
nitrito y otros como los reductores de sulfato pueden afectar a las caracteristicas
organolépticas. A esto debemos unirle la posibilidad de que en la biopelicula estén presentes
microorganismos patdgenos que afectarian a la calidad fina del efluente tratado (Moreno,
2001).

Ante estos problemas presentados parece interesante emplear un cultivo puro de
microorganismos previamente seleccionados para realizar una inoculacion selectiva del
sistema, con el cua obtener biopeliculas mas homogéneas que permiten un mejor rendimiento
y calidad del efluente tratado (Moreno et al, 2002).

Trabgjos previos redlizados en & campo de la desnitrificacion (Gomez, 1998),
permitieron aislar 250 cepas bacterianas diferentes de una biopelicula desnitrificante formada
con fango activo, las cuales presentaban como caracteristica comin el ser desnitrificantes.
Todos y cada uno de estos microorganismos podria emplearse como inoculante selectivo para
la formacion de la biopelicula. Sin embargo, se hace necesario, debido a elevado nimero de
estos, realizar una seleccién en funcién de diferentes caracteristicas que son basicas para que
el microorganismo presente interés como inoculante. Junto con esto hay que tener en cuenta
que la aplicacion de un microorganismo para la inoculacion de un sistema cuyo objetivo sea e
tratamiento de aguas destinadas al consumo humano obliga a asegurarse de la auténtica
identidad de la bacteria empleada.

Los pasos para lograr la seleccion de las cepas desnitrificantes a inocular en € sistema
en condiciones de esterilidad dieron lugar a la preseleccion de 7 cepas bacterianas todas ellas

pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae, y dentro de ésta, a género Pseudomonas. Las
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bacterias pertenecientes a este género son aerébicas, con un metabolismo que usa € oxigeno
como aceptor de electrones, pudiendo usar, en algunos casos, €l nitrato como aceptor de
electrones alternativo. Numerosas especies de Pseudomonas han demostrado su capacidad
desnitrificante frente a nitratos y nitritos (Mohseni- Bandpi et al., 1998, Kesseru et a., 2002).
Este es e caso de las cepas findmente seleccionadas, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mandelii y Pseudomonas brassicacearum estédn descritas en la literatura como
especies capaces de desnitrificar (Achouak et al., 2000; Verhille et a., 1999). El crecimiento
de las cepas descritas a bgjas temperaturas ha sido estudiado por dichos autores, estableciendo
un rango de crecimiento que coincide con € rango estudiado en nuestra investigacion (4
37°C).

De este modo llegamos a la seleccidn de tres cepas bacterianas desnitrificantes, todas
ellas caracterizadas por su ata actividad y capacidad de crecimiento a bajas temperaturas, no

tratandose en ningln caso de microorganismos patdgenos.

Estas caracteristicas no son suficientes para poder catalogar a microorganismo
seleccionado como un buen inoculante. Junto a estos regquerimientos bési cos debemos también
prestar atencién a la capacidad para formar una biopelicula activa en € menor tiempo posible
y que esta de lugar a un sistema estable con alto rendimiento en eliminacion de nitrégeno en
las condiciones de funcionamiento del filtro sumergido. A la vez se hace necesario que €
proceso no afecte a otros parametros de calidad del agua 'y que pueda trabagjar con la minima
influencia de la temperatura.

Todas las cepas seleccionadas procedian de una biopelicula formada con fango activo
de una estacion depuradora de fangos activos, por lo que este se selecciond también como
inoculante para poder valorar las ventgas o inconvenientes que la inoculacion selectiva

presenta frente al empleo del inoculante clasico.

De las cepas identificadas y descritas, sdlo la descrita como Pseudomonas fluorescens
cepa A24 en un principio demostré ser capaz de producir No en medio desnitrificante

semisblido cuando se usaba etanol en lugar de sacarosa como fuente de carbono. Sin embargo,
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todas las cepas ensayadas fueron capaces de usarlo cuando se inoculé € sistema con ellas.
Esto implica una adaptacion de la cepa a la fuente de carbono empleada, 1o cual afecta a

crecimiento de la misma en la fase de inoculacion, tal como se manifesto en las curvas de
crecimiento. La cepa catalogada como Pseudomonas fluorescens cepa A24 presentaba cierta
ventga frente a resto, la cua se manifestd por un mas rapido crecimiento del
microorganismo. El modelo gjustado a los datos de crecimiento bacteriano para las 3 cepas
inoculadas demuestra que en € caso de Pseudomonas fluorescens cepa A24. a las
temperaturas de 10 y 20°C, es la cepa que experimenta antes en € tiempo € inicio del

crecimiento exponencial que caracteriza todos los crecimientos de las cepas, a todas las
temperaturas. Dicha ventgja en € crecimiento, cuyo origen es la mejor adaptacion a la fuente
de carbono, deja de manifestarse a la temperatura de 30°C, probablemente debido a una mala

adaptabilidad de la cepa a esta temperatura.

Este mayor o menor crecimiento del microorganismo en la fase de inoculacion no fue
determinativo para la formacion de la biopelicula, la cua se caracterizd a través de los
recuentos de microorganismos adheridos a la superficie del soporte. Para el caso de
Pseudomonas fluorescens cepa A24 € crecimiento en e cultivo fue mas significativo a 20°C,
muy por encima del observado a 10 y 30°C. El recuento de bacterias adheridas a la superficie
resulto ser elevado a 20°C, mientras que a 30°C resultd mas bajo. Sin embargo para 10°C la
presencia de bacterias adheridas a la superficie fue similar a 20 °C. Igual resultado se obtiene
para la cepa P. mandelii cepa A103, que en los resultados de crecimiento en € cultivo se
manifesté mas acusada a 20 y 30°C, con respecto a 10°C. Sin embargo la adherencia al soporte
fue importante a 20°C mientras que a 30°C esta adherencia resultd mas pobre a pesar de la
mayor presencia de microorganismos en €l cultivo. Nuevamente para P. brassicacearum cepa
A343no se encontré correlacion entre la presencia de microorganismos en el cultivo y la
adherencia de estos a soporte.

Ante estos resultados debemos destacar que no hay correlacion entre el mayor o menor
nimero de microorganismos presentes en e cultivo utilizado para la inoculacion y la
adherencia de estos a un determinado soporte. Esta adhesi6n, que podemos considerar como la

fase previa de formacion de biopelicula (Evans, 2000) esta condicionada en parte por €l tipo
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de microorganismo empleado y se afecta fuertemente por la temperatura, de modo que cada
una de las cepas empleadas presenta un Optimo de temperatura que favorece € inicio de la

formacién de la biopelicula.

El cuarto inoculante, que todavia no se ha mencionado en la presente discusion, es e
fango activo extraido del reactor biolégico de fangos activos de una estacion depuradora. De
dicho inoculante no se obtuvieron curvas de crecimiento ya que este se empleaba con un alto
ndimero de microorganismos, N0 como un cultivo bacteriano puro. Los recuentos de bacterias
adheridas a la biopelicula formada al finalizar la inoculacion mostraron también una cierta
influencia de la temperatura en la adherencia de microorganismos a soporte sin una relacién
directamente proporcional con la temperatura. De dichos resultados, se extrae que la
temperatura a la que se da una mejor adhesion y crecimiento de la biopelicula es a 20°C,
analogo a lo observado para P. mandelii cepa A103 o Pseudomonas fluorescens cepa A24.
Esta es la temperatura a la que méas se acercan las condiciones térmicas medias a las que
estaba sometido el fango activo del reactor bioldgico de la estacion depuradora en la zona de
Granada, 16gico es, por tanto, que los microorganismos que lo componen estén més adaptados
a estas temperaturas, formando asi la biopelicula con mayor facilidad para estas condiciones,

tal como sucede con | as especies indicadas anteriormente.

Se conoce que la adhesion y colonizacion de las bacterias sobre una superficie varia
sustancialmente de una especie bacteriana a otra, entrando en juego numerosos factores entre
los que se encuentran los efectos térmicos (Perciva et a., 2000), como ya se expuso en el
capitulo introductorio de la presente memoria. Ademas, existen otros factores a tener en
cuenta, como la fuerza entre las interacciones célula-superficie, € tiempo de desarrollo de un
contacto adhesivo, la influencia del pH, fuerzas idnicas, € tipo de sustrato, €l ciclo de vida de
la célula, etc. (Evans, 2000). Todo esto nos lleva a que la mayor o menor facilidad para la
formacion de una biopelicula sea dependiente del inoculante empleado, asi como de los

factores ambiental es entre |os que debemos destacar |a temperatura.
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Influencia de la Temperatura sobre el funcionamiento del filtro con los distintos

inoculantes..

Al igual que para e resto de procesos biolégicos la temperatura afecta a la
desnitrificacion de modo que a mayor temperatura € proceso es mas rapido (Payne, 1981).
Esta influencia afecta al crecimiento de los microorganismos, de modo que a mayor actividad
biol6gica, mayor energia y por ello mayor crecimiento poblaciona. Sin embargo ya hemos
observado en los resultados sobre seleccion de microorganismos que este patron no se repite
por igual en todos los casos, existiendo unos maximo de crecimiento para las cepas estudiadas
en temperaturas en torno a los 20°C, por encima de las cuales el crecimiento poblaciona
desciende. Es esperable pues que este comportamiento también afecte a funcionamiento del

filtro sumergido.

Como cualquier sistera bioldgico, este precisa de un tiempo para su puesta en marcha,
proceso que aceleramos con la inoculacién previa del sistema. Mansell y Schroeder (1999)
observaron en la desnitrificacion realizada en un reactor de membrana de flujo continuo que la
biopelicula formada sobre la membrana tardaba unas 48 horas en acanzar un buen
rendimiento de desnitrificacion. Dicho periodo de estabilizacidn también se reflgja en nuestros
resultados. Usuamente, este periodo de estabilizacion en e que los rendimientos en
eliminacién de nitrégeno son variables, suele obviarse en los estudios comparativos a nivel de
investigacion. Sin embargo su importanciay el efecto que la temperatura tenga sobre esta fase
es de suma importancia en la explotacion de este tipo de sistemas.

Se ha considerado como estabilidad del sistema agquel momento en el que se alcanzan
los mejores rendimientos en eliminacion de nitrégeno, los cuales se mantienen constantes a lo
largo del tiempo. Teniendo esto en cuenta, € tiempo en e que € sistema acanza la fase
estable de funcionamiento demuestra una dependencia con la temperatura que afecta a todos
los inoculantes empleados en e estudio. A diferencia de los observado en la fase de
colonizacion del material soporte, donde € inoculante empleado presenta mayor relevancia
que la temperatura, el desarrollo posterior de la biopelicula, que estar& condicionado por €

crecimiento de los microorganismos (Percival et a, 2000), es mas dependiente de la
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temperatura, encontrandose en todos lo casos estudiados una més rdpida estabilizacion a

mayor temperatura.

El descenso en la concentracion de nitrégeno en e efluente tratado con respecto al
tiempo manifestaron una alta concentracion en los primeros dias (fase de estabilizacion) y baja
concentracion, de forma asintética en los dias finales del experimento (fase estable). Los
coeficientes de los gjustes denotan que la caida en las concentraciones de nitrégeno en el
efluente con € tiempo es mas 0 meno rdpida, dependiendo en todo caso de la temperatura. El
tiempo de funcionamiento, por tanto, es determinante en los rendimientos de eliminacion de
nitrégeno del sistema, los cuales se mantendran constantes una vez superada la fase de
estabilizacion. Se advierte, ademas, que para el tiempo ensayado, € sistema permanece estable
en general, no afectandole el enriquecimiento de ésta con |os microorgani Smos presentes en el
agua subterrdnea. Igualmente e sistema no se vio afectado por los problemas de atascamiento
del mismo, fendmeno que altera los rendimientos y la calidad del efluente obtenido mediante
un tratamiento de filtros sumergidos (Gomez et al, 2004), Una vez acanzada la fase estable
del proceso, este £ mantiene en funcionamiento durante diez dias, periodo que nos permite
valorar a modo comparativo los rendimientos entre sistemas con diferente inoculante y

temperatura, sin que € filtro sumergido sufra problemas de atascamiento.

No solo la temperatura afecta a la fase de estabilizacion, también depende del
inoculante empleado, aungue la influencia de la temperatura en cada caso es diferente. Asi
para bajas temperaturas la fase de estabilizacion es méas rdpida con cultivos puros, mientras
que a elevadas temperaturas, la estabilizacion méas répida se logré para € sistema inoculado
con fango activo. Las caracteristicas propias del inoculante empleado son determinantes en
este proceso, asi podemos considerar como mas adecuado para el desarrollo de biopeliculas a
bajas temperaturas los cultivos puros seleccionados por su caracter psicréfilo que ya
demostraron en la fase de seleccién de microorganismos, mientras que e fango activo estara

compuesto por microorganismos mas adaptados a temperaturas el evadas.

El fin dltimo de la aplicacion del sistema de filtros sumergidos es la desnitrificacion
del agua subterrénea contaminada con nitratos. Moreno (2001) estableci6 que los rendimientos
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de eliminacion obtenidos con la inoculacion selectiva, a escala piloto, eran superiores a los
obtenidos en sistemas inoculados con fango activo, por tratarse de una biopelicula més
homogénea en la que el consumo de fuente de carbono estaba suponia una eliminacion directa

de nitrato.

En los ensayos redlizados a escala de laboratorio con inoculantes seleccionados en
funcién de su capacidad a crecer a bajas temperaturas, los rendimientos acanzados en
eliminacion de nitrogeno para cada una de las cepas seleccionadas, no diferian mucho de los
obtenidos en e sistema inoculado con fango activo, aunque hay que destacar que en todos los
casos los rendimientos oscilaban en torno a 90 %, sin apreciarse oscilaciones de
consideracion entre inoculantes para condiciones Optimas de rendimiento (méxima
temperatura). La diferencia de escala es influyente en el comportamiento del sistema, siendo
por lo general peor el comportamiento del sistema cuando se incrementa la escala. Esto es
debido en parte ala homogeneidad del sistema completo. Asi, mientras para el ensayo a escala
de laboratorio todo € filtro sumergido se encuentra colonizado por € inoculante, a escala

piloto la colonizacion es dependiente de la altura del biofiltro (Gomez et a, 2003).

Otro aspecto diferenciador entre las escalas es la influencia de la temperatura. Asi para
la escala de laboratorio, la temperatura exterior se mantiene constante en € valor establecido,
mientras que en escala piloto es sistema sufrira variaciones horarias de temperatura en
funcion de la climatologia. En este caso la capacidad de adaptacion del inoculante a las
condiciones de temperatura es determinante en e mantenimiento del rendimiento.

Esta influencia de la temperatura en e rendimiento es observada en e sistema
inoculado con P. brassicacearum cepa A343, que experimenta un aumento en & rendimiento
con e aumento de la temperatura alcanzando el maximo a la méxima temperatura ensayada
(30°C). Este comportamiento esperable en un sistema de filtros sumergidos destinado a la
desnitrificacion, no se repite para € resto de los inoculantes, incluido fango activo, para los
cuales se obtienen rendimientos similares independientes de la temperatura, en un rango de
variacion de 10 a 30°C.
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La influencia de la temperatura sobre la actividad biolégica esta sobradamente
demostrada, existiendo una dependencia exponencial reflegjada por la ecuacion de Arrhenius.
Sin embargo a excepcién de los ensayos con P. brassicacearum cepa A343 € resto de
inoculantes no mostraron esta dependencia. Hay que considerar que € sistema de biopelicula
presenta una alta concentracion de microorganismos, que en nuestro caso tienen la capacidad
de crecer a bajas temperaturas. Sin embargo el comportamiento del fango activo tan solo
obedece a un enriguecimiento en microorganismos con igual capacidad que las cepas
seleccionadas.

Dichos resultados de buenos rendimientos coinciden con |os obtenidos por Rodgers y
Zhan (2004), que usan también un sistema de biopeliculas para eliminar nitratos de aguas
residuales, mediante un sistema que combina la nitrificacion y la desnitrificacion. Se obtienen
en las unidades desnitrificantes un rendimiento en eliminacién de nitrégeno entre 94-98% para
una temperatura controlada de ensayo de 10°C. Estos rendimientos coinciden con los
obtenidos a 10°C para la cepa Pseudomonas fluorescens cepa A24 y son similares a los de P.
mandelii cepa A103, aungue hay que considerar que la carga de nitrégeno entrante es méas
baja, de los 22,5 mg N/l que aproximadamente entran en nuestro sistema alos 9,2, 125y 18

mg/l de los mencionados autores.

Otros estudios también muestran una baja dependencia del proceso de desnitrificacion
con la temperatura, como €l llevado a cabo por Welander y Mattiasson (2003), que estudian
las tasas de desnitrificacion a diferentes temperaturas, usando una biopelicula desnitrificante
sobre un soporte suspendido en el seno del fluido. En este estudio, no se aprecian diferencias
entre los rendimientos obtenidos entre los 15 y los 11°C, ni entre los 7 y los 3°C, aunque si hay
una caida importante de rendimiento en este caso cuando se pasade 20 a15y 11°C: éstase ve
reducida en un 41,3 y un 43,47% respectivamente. Este efecto inhibidor de la temperatura
puede asemegarse aungue en menor medida a manifestado por la cepa Pseudomonas
brassicacearum cepa A343, cuyo rendimiento desciende un 30,4% al bajar de 30 a10°C, y un
20,5 % a bagjar de 20 a10°C.
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Adan y Tirkman (2004) también estudiaron €l efecto de la temperatura en la
eliminacion de nitrato en un reactor usando paja de trigo como fuente de carbono. Se
recogieron datos de una desnitrificacién casi completa cuando la temperatura se encontraba
por encima de los 20°C, mientras que por debajo de este valor de temperatura (a 15°C) la
eficiencia de eliminacion de nitrato se redujo drasticamente a un 10%. La cantidad de
nitrégeno en forma de nitrato en e influente erala misma que la adicionada en este estudio. La
actividad desnitrificante desaparecia por completo a 5°C. Los resultados de rendimiento
obtenidos por estos autores a 15°C son mucho menores que los obtenidos aqui a 10°C, incluso
para la cepa que obtuvo el peor resultado, Pseudomonas brassicacearum cepa A343, que solo

redujo a un 66,57% su eficiencia en la eliminacion del nitrégeno.

La desnitrificacion heterotrofica realizada en los diferentes ensayos también resulto
andloga a la obtenida en €l estudio realizado por Darbi y Viraraghavan (2004), que aplicaron
una desnitrificacion autotréfica usando Thiobacillus denitrificans como inculante. El nitrato
presente en la salida a 10°C es el mismo que a 20°C, aungue si se manifiesta un aumento en la
concentracion de nitritos. Ademas, aqui se produce la acumulacion de sulfatos como
consecuencia de la oxidacion del sulfuro por Thiobacillus denitrificans. A 4°C, sin embargo, la

eficienciaen la eliminacion de nitrato baja considerablemente.

Ilies y Mavinic 2001) estudiaron la capacidad de eliminacién de nitrogeno en un
sistema “Bardenpho” de 4 fases, con dos reactores andxicos. Este experimento denota la
dependencia que en sistemas de fangos activos la microbiota desnitrificante tiene hacia la
temperatura anbiente: e sistema experimentd una reduccion de un 47% en los rendimientos
de eliminacion de NOx a bajar la temperatura a 17°C. Al bagjar de nuevo a 14°C, se recogi6
una nueva disminucion de los rendimientos de desnitrificacion, Al baar a temperaturas
drededor de los 10°C, el rendimiento de desnitrificacion del sistema se redujo por debgjo del
5%, afectandose también los procesos de nitrificacion. Estas reducciones progresivas de los
rendimientos de eiminacién de nitrogeno dan lugar a efluentes con altas concentraciones de
amonio y nitratos. Al aumentar la temperatura de nuevo a 15°C, no se observd ninguna

mejoria en los procesos, aun pasados algunos dias. Resultados que contrastan con la
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independencia que demuestra el sistema utilizado en esta investigacion con la temperatura, en

funcién del inoculante utilizado.

La presencia de nitritos en & efluente es un inconveniente para e uso humano del
agua, debido a la alta toxicidad de dicha sustancia. En e capitulo introductorio se
mencionaron todos |os efectos negativos que la presencia de nitritos puede desencadenar en el
cuerpo humano, por tratarse de un compuesto metahemoglobinizante y nitrosante. De ahi la
importancia de que e sistema utilizado produzca un menor nimero de nitritos en e efluente,
y, en e caso de que éstos aparezcan, poner en marcha los tratamientos posteriores necesarios

par su desaparicion.

El aumento que experimenta la concentracion de nitritos en el efluente los primeros
dias de funcionamiento antes de acanzar una fase de estabilidad se deben a que la
desnitrificacion que se esta realizando en esos momentos no es eficiente ni completa, Ilevando
a la acumulacion de productos intermedios de desnitrificacion que son los nitritos. Pasados
estos primeros momentos de inestabilidad, la concentracion de nitritos en € efluente baja
Dicho efecto también fue observado por Moreno (2001) en un sistema de filtros sumergidos a

escala piloto.

Una de las causas que dan lugar a la presencia de nitrito en e efluente tratado es €
déficit en fuente de carbono (Kesserli et al. 2003) o bien los problemas hidréulicos
consecuencia del atasco del sistema de filtros sumergidos (Gomez, et al, 2004). Ninguno de
estos problemas son detectados en nuestros ensayos, sobre todo en la fase inicial de
estabilizacion, la cua transcurre con un exceso de dosificacion de etanol. En esta fase la
biopelicula esta en formacion, no siendo suficiente el nimero de microorganismos unidos a
soporte como para transformar €l nitrato presente en e efluente en las condiciones de carga
establecidas. Esta situacion se normaliza en la fase estable en la que la presencia de

microorgani smos sobre el soporte es més adecuada.

El tiempo que precisa € sistema para reducir su concentracion de nitrito en € efluente

si se observa que depende en cierto grado de la temperatura, ya que tanto dichos valores

183



4.- DISCUSION

elevados como su posterior reduccion se alcanzan mas rapidamente a medida que aumenta la
temperatura, en la mayoria de los inoculantes empleados. Esta influencia es similar a la
descrita anteriormente para la estabilizacion del sistema con respecto a la eliminacion de

nitrégeno.

Una vez alcanzado un estado de estabilidad en el sistema, los valores de nitrito en el
efluente se mantuvieron dentro de unos limites. P. brassicacearum y P. mandelii cepa A103
reducen esta concentracién de nitritos con el aumento de la temperatura. Darbi y Viraraghavan
(2004) observaron un aumento de la concentracion de nitritos debido a una pérdida de
eficiencia en € proceso de desnitrificacion inhibido por la temperatura, a bajar a 15y 10°C,
con una concentracion de 7 mg/l de nitrito. Dichas concentraciones se asemejan a las
alcanzadas por € sistemainoculado con P. brassicacearum cepa A343 aunque la media de los
valores alcanzados por P. mandelii cepa A103 se encuentran bago los 3 mg/l a 10°C,
reduciendo este valor a mayores temperaturas. Es destacable € valor de nitritos de salida del

sistemainoculado con Pseudomonas fluorescens cepa A24 a 20°C, cercanos a 6 mg/l.

Todo esto nos lleva a una dependencia tanto de la temperatura como del inoculante
empleado para la formacién de la biopelicula, sobre la presencia de nitrito en e efluente
tratado. Hay que destacar que la desnitrificacion varia de unos microorganismos a otros, por 1o
que en determinados casos se produce una acumulacion de este compuesto en el agua debido
al proceso desnitrificante desarrollado por e microorganismo concreto (Lazarova et al, 1994).
Hay también que tener en cuenta que € efecto de la temperatura sobre las diferentes enzimas
implicadas en la desnitrificacion es variable en funcion de la cepa bacteriana que se trate,
razon por la que unos inoculantes acumulardn mas 0 menos nitrito ante una variacion de
temperatura.

Otro de los problemas derivados de la utilizacion de una tecnologia de naturaleza
biolégica para €l tratamiento de agua cuyo destino final es el consumo humano, es la perdida
de calidad con respecto a los caracteres organol épticos, en especia la turbidez. Estos valores
son muy variables en funcion de la temperatura 'y del inocuante empleado. Por lo genera en

todos los casos se superan de media 1 UNT, valor marcado por los criterios sanitarios de la
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calidad del agua de consumo humano para €l agua a la salida de la estacién de tratamiento de
aguas potables (R. D. 140/2003), lo cual obliga en toda circunstancia a redizar un post-
tratamiento del agua desnitrificada.

De todos los inoculantes empleados P. mandelii cepa A103 se ha mostrado como €
mas estable frente ala alteracion de este parametro en €l efluente tratado, mientras que para el
resto hay una gran variabilidad dependiente también de la temperatura. Hay que destacar que
en cas todos los ensayos |os puntos de baja turbidez se detectaron al principio de la fase de
estabilizacion, 1o que nos lleva a relacionar esta turbidez con e desprendimiento de

microorganismos de |la biopelicula formada.

L os recuentos de microorganismos en € efluente tratado también resultaron excesivos
para los ensayos realizados en relacion con e limite marcado por la legidacion de 100 ufc/ml
(R. D. 140/2003). La necesidad de post-tratamiento se hace también aqui indispensable para
gue el agua sea apta parael consumo humano.

B fango activo es comparativamente € inoculante que menos microorganismos aflade
al agua alas 4 temperaturas ensayadas, superando solamente a Pseudomonas fluorescenscepa
A24 en la fase estable a la temperatura de 10°C. Salvo para el fango activo, es corriente que
aparezcan menos microorganismos en sadida durante la fase estable a medida que la
temperatura de ensayo es més bga, debido a la ralentizacion del metabolismo microbiano y
con ello a menor crecimiento bacteriano. Conforme se incrementa la presencia de
microorganismos en la biopelicula, estos son susceptibles de desprenderse por diferentes
factores, entre los que podemos destacar el flujo del agua o la propia estabilidad de la
biopelicula (Percival, 2000), sobre la cua influirdn otros factores como e inoculante
empleado, € material de relleno etc.

Podemos considerar que las biopeliculas formadas con los inoculantes previamente
seleccionados son menos estables que la formada por fango activo frente a elementos de
arrastre como € flujo del agua. Esto es debido a la diferente composicion microbiana de la

biopelicula que en el caso del fango activo permite contar con diferentes microorganismos,
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algunos de los cuales son responsables de dar estabilidad a la biopelicula. Esta ventgja que
presenta la biopelicula formada por fango activo debido a su heterogeneidad en composicion
se ve contrarestada por los incrementos en los consumos de fuente de carbono y por la

presencia de microorganismos patégenos (Moreno, 2001).

Los gjustes lineales realizados entre los valores de turbidez y de microorganismos en
salida pretendian llegar a establecer una correlacion entre ambos parametros, que justificaran
la presencia de la turbidez como consecuencia directa de la presencia de microorganismos.
Estos gjustes son en genera muy débiles, llegando a justificar muy poco la relacion entre
ambos. Aunque e andlisis estadistico afirma que en la mayoria de los casos esta relacion
existe, la aplicacion del modelo es insuficiente para explicar la presencia de turbidez debida a
los microorganismos. Por lo tanto, debe existir otro u otros factores que influyan en €
pardmetro de turbidez. No es una suposicion tan rara, ya que la presencia de una biopeliculaya
justifica la adicion de diferentes sustancias a agua, como moléculas organicas, fragmentos de

la propia matriz polimérica producida por |os microorganismos, etc.

Savo para d inoculante P. brassicacearum cepa A343, los gustes empeoran su
coeficiente de correlacion a medida que la temperatura aumenta, 1o que justificaria que a
mayor temperatura estos otros factores influyentes en la turbidez se hacen mas patentes,
mientras que la preencia de microorganismos pierde fuerza. Para este inoculante, sin
embargo, se obtiene un buen gjuste a 20°C y un gjuste aceptable a 30°C, por lo que puede que
en este caso Si tenga mas influencia la presencia de microorganismos totales en € efluente
tratado.

El pH es otro de los factores de control a considerar en un procesos de desnitrificacion,
debido a la acalinizacion del agua consecuencia de la eliminacién desasimilatoria de nitrato
(Payne, 1981). Esta posible variacién es importante a considerar debido a la alteracion de la
calidad del aguay ala posible inhibicion que el pH puede gjercer sobre el proceso. Existe un
incremento importante en la reduccion de nitratos en cultivos aclimatados al ascender € pH de
8,5 a9 (Glass and Silverstein, 1998). El proceso origina cierta alcalinidad, provocando un

incremento en los valores de pH en salida en comparacion con los valores de entrada, tal como
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describen autores como Oh et al. (2001) en sus estudios sobre desnitrificacion mediante filtros
sumergidos, y por Welander y Mattiasson (2003). En este estudio puede constatarse que no se
aprecian caidas considerables de pH en salida, como consecuencia del efecto regulador sobre
el pH que tiene € relleno empleado en € filtro sumergido (Ramos, 2003). Dicho proceso
regulador mantuvo e pH en torno a 8 en cas todo momento, evitando por elo pHs que

pudieran afectar al proceso.

El uso de residuos arcillosos de la construccién por rechazo por roturas para € relleno
de los filtros sumergidos tiene la ventgja del carécter regulador sobre € pH del medio liquido
en e gue se encuentre inundado (Ramos, 2003), lo que permitiria descartar la adicién de

sustancias reguladoras de pH en sistemas de eliminacién de nitrégeno.

Estudio de las comunidades bacterianas de las biopeliculas utilizando TGGE basada en

fragmentos amplificados del gen codificante del ARN ribosdomico 16S

La cepa desnitrificante A24 identificada como Pseudomonas fluorescens mostré una
elevada capacidad de eliminacion de nitrogeno a todas las temperaturas ensayadas después de
un periodo de aclimatacion mas o menos largo. Es destacable e hecho de que esta cepa obtuvo
el mayor rendimiento de eliminacion del nitrato a 5°C, comparada con € resto de los
inoculantes empleados, que sufrieron una reduccion dréstica de su capacidad de eliminacion a
esta temperatura. ASmismo, aungue a mayores temperaturas el sistema se mostrara menos
eficaz, e rendimiento en ninglin caso fue inferior al 80%. Por tanto, se selecciond la cepa A24
como inoculante y con € fin de redizar estudios més detallados del funcionamiento del

sistemay de la biodiversidad de las biopeliculas formadas en € mismo.

En los experimentosrealizados, € sistema fue operado a10y a30°C, y seprocedio a
un aumento de la carga hidréulica superficial de 2,8 a7,0 nt/m?-d. Debido a ello, se considerd
oportuno aumentar la atura del relleno de 20 a 35 cm, mejorando asi la capacidad de
eliminacion de nitrégeno del sistema a aumentar la cantidad de biomasa desnitrificante.
Durante € experimento se aprecio un mayor crecimiento de biomasa sobre la superficie del

relleno, pero no se registraron pérdidas de carga, por o que no fue necesario realizar lavados
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del sistema Experimentos llevados a cabo a cargas superiores (10 m/nt-d) en filtros
sumergidos para la desnitrificacion de aguas subterraneas si necesitaron de la realizacion de
contralavados periodicos (Moreno et al., 2005). Es por ello que se considerd oportuno

establecer una carga hidraulica méaxima por debajo de 10 m?/nf-d.

El aumento progresivo de la carga hidraulica superficial del sistema tuvo efectos
inmediatos en la capacidad de eliminacion de nitrégeno, que disminuyd en todos los casos
justo después del cambio en las condiciones de operacion. Al trabajar a valores de carga
hidréulica relativamente bajos, €l sistema vio limitada la capacidad de crecimiento de biomasa
sobre la superficie del relleno, hecho coadyuvado por la relacién C/N, que no se establecio en
exceso. Esta reduccion de la capacidad de diminaciéon fue debida a la insuficiente cantidad de
microorganismos desnitrificantes presentes en la biopelicula, incapaces de eliminar la carga
contaminante entrante. El sistema debio, por tanto, aumentar la biomasa desnitrificante
presente en la biopelicula antes de lograr una desnitrificacion eficaz de la carga entrante (Oh et
al, 2001). Es por €ello que a las pocas horas de haber aumentado la carga hidraulica € sistema
recuperé la capacidad de eliminacion inicial, sin provocar atascamiento por crecimiento
excesivo de biomasa. En estas condiciones, & relacion C/N establecida inicialmente como
1,08 fue suficiente para realizar una desnitrificacion eficaz en e sistema a 30°C mientas se
operé a cargas hidraulicas inferiores a 6 m/nf-d. El aumento de la carga hidraulica por
encima de este valor hizo necesario aumentar la dosificacién de fuente de carbono ya que la
relacion C/N inicia fue insuficiente para mantener los rendimientos elevados de
desnitrificacion. Cuando se trabajo a la temperatura de 10°C, esta relacion fue aumentada
incluso antes de incrementar la carga hidraulica, dada la incapacidad del sistema para realizar

una desnitrificacion completa del agua influente.

Gomez et al (2000b) establecieron esta relacion C/N inicial de 1,08 a usar etanol
como fuente de carbono como la idonea para la desnitrificacién de aguas subterraneas
contaminadas con nitrato usando una biopelicula generada a partir de fango activo procedente
del tratamiento secundario de una estacion depuradora de aguas residuales; otros estudios
establecen una relacion superior, de 1,35 (Aslan, 2005). En nuestros ensayos, la demanda de

fuente de carbono aumenté al trabajar a menor temperatura, aunque ambos sistemas lograron

188



4.- DISCUSION

altos rendimientos de desnitrificacion a establecer larelacion C/N en 1,20. Este aumento de la
necesidad de fuente de carbono a disminuir la temperatura para cumplir con los rendimientos

de desnitrificacidn ha sido descrito en otros estudios (Elefnisiotis and Li, 2006).

Los resultados discutidos hasta e momento establecen la previa inoculacion dd filtro
sumergido como un proceso fundamental para el correcto funcionamiento del mismo. Si bien
en ausencia de inoculacion se produce la formacion de una biopelicula sobre la superficie del
relleno a partir de la microbiota autéctona del agua subterranea, nuestros resultados
demuestran que el sistema es incapaz de iguaar los rendimientos de eliminacion de nitrégeno
alcanzados por la planta cuando es inoculada, para todas las temperaturas ensayadas en este
estudio.

Los recuentos de microorganismos viables realizados a lo largo de estos dos
experimentos permitieron conocer € nimero de microorganismos cultivables (heterotrofos
aerobios) presentes en la biopelicula por mg de biomasa. La observacién de las colonias en
estos cultivos permiti¢ identificar un solo tipo morfoldgico colonial como el Unico presente en
la biopelicula al inicio del experimento e inmediatamente después de finalizar € proceso de
inoculacién (sistema operado en condiciones de esterilidad). La morfologia de este tipo
colonial fue idéntica ala de la cepa seleccionada inoculada en € filtro, 1o cual es un indicio de
que bajo las condiciones impuestas la biopelicula en efecto estaba constituida integramente
por células de la cepa A24. Este dato fue igualmente constatado por los estudios de
microscopia realizados (SEM). Sin embargo, una vez que e sistema comenzo a ser alimentado
con agua subterranea, se comprobé como las colonias con la morfologia correspondiente a la
de la cepa inoculante pasaron gradualmente de ser dominantes en los recuentos en daca a
representar una minima fraccion de las bacterias cultivables de la biopelicula, en los

experimentos desarrollados a las dos temperaturas ensayadas (Figs. 58 y 60).

La identificacibn de un microorganismo dependiendo de sus caracteristicas
morfologicas y/o fisiologicas es sin embargo casi imposible, ya que adolecen de rasgos
morfologicos destacados para su clasificacion (Muyzer, 1999). Asimismo, las técnicas de

cultivo esténdar tienen el inconveniente de que el minimo cambio o gjuste en el medio pueden
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provocar cambios en el nimero o composicion de células aisladas con esta técnica (Hattori et
al., 1997). En los Ultimos afios, estas limitaciones han sido resueltas mediante |a aplicacion de
las técnicas independientes de cultivo a estudio de la microbiologia de los sistemas de
tratamiento de aguas, 10 que ha supuesto un gran avance en € conocimiento acerca de la
ecologia microbiana de los mismos. La existencia de nuevos géneros bacterianos con interés
biotecnol 6gico se ha puesto de manifiesto gracias a estas técnicas, a mismo tiempo que se ha
podido demostrar que determinados grupos bacterianos, cuyo cultivo en condiciones de
laboratorio es dificil o hasta la fecha imposible, juegan importantes papeles en procesos como
el tratamiento de las aguas residuales para la eliminacion de nitrégeno Qetten et al., 1997;
Wagner et al., 2002). La comparacion de datos obtenidos mediante el empleo simultaneo de
técnicas dependientes e independientes de cultivo indican que la diversidad microbiana en una
biopelicula es mucho mayor que € resultado de bacterias cultivables arroja (Park et al., 2007;
Sercu et al., 2005).

Asi pues, dado que € estudio basado Unicamente en los recuentos de bacterias
cultivables proporciona una informacion limitada de la composicién de las comunidades
microbianas complejas, en nuestros experimentos se estimd necesaria la aplicacion de técnicas
molecul ares independientes de cultivo, a objeto de establecer con mayor claridad la evolucion
de las comunidades bacterianas en las biopeliculas formadas en €l filtro sumergido (en funcidn
del tiempo y de los cambios en los parametros de operacion del sistema), y evaluar s la
inoculacion con la cepa A24 influia sobre la composicién de la comunidad bacteriana que se
desarrolla en € hiofiltro. En este estudio se escogié para tales fines la metodologia TGGE,
basada en la amplificacion y secuenciacion parcial del gen codificante del ARNr 16S. La
técnica TGGE genera perfiles de bandas que representan |as pobl aciones dominantes dentro de
una comunidad bacteriana complgja. Esta técnica, junto con su andloga DGGE, ha sido
ampliamente usada en los Ultimos afios para estudiar la variedad de diferentes ecosistemas
bacterianos, incluyendo sistemas de depuracion basados en filtros sumergidos (Gomez
Villabaet al., 2006; Cortés-Lorenzo et al., 2006; Vilchez et al., 2007).

En los estudios de la comunidad microbiana mediante TGGE, generamente se asume

que cada banda corresponde a una Unica poblacion (especie) y que su densidad se corresponde
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con la abundancia relativa de la misma. No obstante se ha de tener en consideracion que esta
afirmacion puede no ser del todo correcta, porque la técnica de TGGE se basa en la reaccion
de amplificacion PCR de las poblaciones desconocidas (Becker et al., 2000; Farrely et al.,
1995; Polz et al., 1998; Suzuki et al., 1996), y dicha reaccion puede introducir determinados
artefactos (Wang et al., 1997). En la reaccién de PCR existe ademas una amplificacion
preferente de las moléculas de ADN més abundantes en la muestra inicial, produciéndose un
sesgo en la composicion de la muestra amplificada a final. No obstante, la abundancia y la
densidad de las bandas da una medida de la diversidad de la comunidad bacteriana original,
aunque no exactamente del clasico significado dado para el indice de diversidad de Shanon
(Stamper et al., 2003).

Aunque la técnica TGGE no es cuantitativa, diversos estudios han constatado que esta
metodologia sdlo es capaz de detectar organismos que constituyan como minimo un 1% de la
comunidad total (Muyzer y Smalla, 1998). Este umbral limita la deteccion de ADN
amplificado a partir de células muertas o poblaciones poco humerosas, por lo cua se ha de
consderar que las bandas presentes en los perfiles de TGGE son representantes de
poblaciones mayoritarias en las nuestras de las que proceden, cuyos genes para € ARNr 16S
Se encuentran en las concentraciones mas adtas (Lawrence et al., 2004). Si bien es evidente que
latécnicatiene limitaciones que impiden el conocimiento de la diversidad completa de hébitat
complegjos, su gran aportacion es la posibilidad que ofrece para andizar y comparar
simultdneamente un nimero elevado de muestras, siendo una herramienta muy valiosa en
estudios ecol6gicos y para la monitorizacion de las tecnologias de biorremediacion (Smalla et
al., 2007).

En e presente estudio, d andizar los perfiles de biodiversidad obtenidos mediante
TGGE, se aprecian visualmente importantes diferencias en las comunidades componentes de
las biopdliculas analizadas Si se observan los perfiles de bandas del sistema control, puede
apreciarse que son distintos dependiendo de la temperatura de ensayo, con la aparicion y
desaparicion de distintas bandas (Figura 61). También se observa que bs biopeliculas del
sistema no inoculado previamente presentaron una menor biodiversidad que las de los ensayos

inoculados, manifestado este hecho por la mayor presencia de bandas en los experimentos
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realizados con la cepa Pseudomonas fluorescens A24. Estos resultados indican que la
inoculacion previa del sistema con esta cepa favorecid la colonizacion posterior de la

biopelicula por las especies presentes en €l agua subterranea.

El andlisis de clusters reflgado en € dendrograma de la figura 63 ratifica estas
diferencias ya comentadas en cuanto a la biodiversidad hallada en los sistemas sin inoculacién
previa y los sistemas inoculados, separando ambos en dos clusters diferenciados, con una
similitud de tan sblo un 50%. Asimismo, muestra que €l cambio en las condiciones de carga
hidréulica en los experimentos inoculados con la cepa A24 afectd a la composicion de la
biopelicula del filtro sumergido, separando los perfiles de biodiversidad en diferentes
abclusters si se trabaj6 a 2,8 ni/mf-d o a cargas hidraulicas superiores Jiang y Morin (2004)
establecieron que la invasibilidad de un sistema por nuevas especies puede estar intimamente
relacionada con la disponibilidad de recursos dentro del sistema. Un cambio en la
disponibilidad podria incrementar dicha invasibilidad del ecosistema. El cambio en las
condiciones de carga hidraulica y fuente de carbono pudieron potenciar este cambio en la

estructura de las comunidades en la biopelicula

Los estudios basados en TGGE permiten ademas la identificacion de los miembros
dominantes de las comunidades bacterianas, mediante la reamplificacion y secuenciacion de
las bandas separadas en el gel, y la posterior comparacion de las secuencias con las
depositadas en las bases de datos (Muyzer y Smalla, 1998). De este modo, en €l curso del
presente estudio la secuenciacion de las bandas ailadas de los experimentos control ha
permitido llevar a cabo la &filiacion taxondmica de un total de 12 microorganismos procariotas
integrantes de las biopeliculas, todas pertenecientes a grupo de las Proteobacterias. (Figura
63). Las Proteobacterias se han descrito con frecuencia como e grupo que constituye la mayor
proporcion de la microbiota tanto de los fangos activos como de las aguas fluviaes, lacustres,
aguas subterraneas y otros hébitats subsuperficiales (Ekenda et al., 1994; Balkwill et al.,
1997; Crump et al., 1999; Gldckner et al., 2000; Detmers et al., 2004).

Estudios filogenéticos recientes, realizados sobre un amplio niUmero de muestras de

diferentes procedencias geograficas, demuestran que existen clusters bacterianos
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filogenéticamente coherentes tipicos de aguas dulces, y confirman una abundancia globa de
las 3 Proteobacterias en dichos habitats, con una importante presencia numerica de integrantes
de la Familia Comamonadaceae, que constituyen el denominado cluster cosmopolita de aguas
dulces bl (Gléckner et al., 2000, Brimmer et al., 2003). Casi un 60% de las bandas
reamplificadas en estos experimentos control se encontraron encuadradas dentro de esta
familia. Varias de las bandas identificadas en las biopeliculas generadas en € sistema control
estaban filogenéticamente relacionadas con especies del género Hydrogenophaga. En especial,
las bandas C-03, C-10 y C-22 aparecen con més intensidad en los carriles correspondientes a
los experimentos a 5 y 10°C, siendo mas tenues 0 desapareciendo totalmente a mayores
temperaturas. Este efecto también se aprecia para otras bandas que no pudieron ser
reamplificadas con éxito. Se conoce que la temperatura puede afectar a la diversidad de la
biopelicula a través de la seleccion de los microorganismos que la componen. Se han
establecido fenOmenos de psicrotolerancia en determinadas especies del  género
Hydrogenophaga, (Nedwell and Rutter, 1994), y ha sido descrita su presencia en biopeliculas
de ambientes de agua dulce de manera mas intensa en épocas invernales que en templadas
(Brimmer et al., 2003). Este hecho puede explicar la presencia de bandas mas intensas

relacionadas con esta especie a menores temperaturas.

En los experimentos realizados en el sistema inoculado con la cepa A24 a 10°Cy
30°C, el grupo de las 3-Proteobacterias se presentd también como el mas abundante en estos
experimentos, siendo identificadas dentro de este grupo cepas relacionadas con las familias
Comamonadaceae y Rhodocyclaceae. Numerosas especies desnitrificantes pertenecientes a
esta Ultima familia se han aidado en plantas de tratamiento de agua residual con eliminacion
bioldgica de fosforo y nitrégeno (Thomsen et al., 2007, Heylen et al., 2006), como Thauera,
Rhodocyclus, Dechloromonas, Azoarcus o Azovibrio. Bandas secuenciadas procedentes de los
experimentos a ambas temperaturas se encontraron rel acionadas filogenéticamente con dichos
géneros. Asimismo, se encontraron diferencias en las especies colonizadoras identificadas en
ambos experimentos: a 10°C se observé la presencia de bandas que al secuenciarlas se situaron
cercanas filogenéticamente a la clase Bacteroidetes, mientras que a 30°C aparecieron bandas

identificadas dentro del grupo de las Gram positivas, cercanas a género Bacillus. La
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coexistencia de variedad de géneros desnitrificantes diferentes ha sido observada en otros
estudios sobre la diversidad desnitrificante en fangos activos (Heylen et al., 2006; Osaka et al.,
2006). Las biopeliculas heterogéneas pueden estar mejor adaptadas que los cultivos puros a
soportar mgior cambio s negativos en las condiciones ambientales (Ferrera et al., 2004). El
hecho de que la biopelicula se enriquezca con numerosas especies con actividad desnitrificante
asegura un buen funcionamiento del sistema caso de producirse situaciones que puedan
perjudicar a determinadas poblaciones pero no a otras, proporcionando mas resistencia y

versatilidad a proceso descontaminante.

Determinados géneros de la clase Bacteroidetes han sido descritos como
desnitrificantes, como & género Flavobacterium (Fillery, 1983). Asimismo, las especies de
Bacillus constituyen casi el 10% de las bacterias desnitrificantes en suelos (Weier and
MacRae, 1992). Numerosos géneros de Bacillus presentes en suelos (Kim et al., 2005) y
utilizados en sistemas de tratamiento de agua residual con eliminacién de nitrégeno (Park et
al., 2007) tienen conocida actividad desnitrificante. En particular, se han aislado cepas
relacionadas con las especies Bacillus firmusy Bacillus bataviensis en sedimentos de estuarios
derios (Fan et al., 2006), siendo la primera capaz de realizar el proceso de desnitrificacion, y
la segunda capaz de realizar Unicamente la reduccién de nitrato (Heyrman et al., 2004). La
temperatura dptima de crecimiento de Bacillus bataviensis es de 30°C, lo que explicaria su

abundanciaen los ensayos a esta temperatura 'y no a temperaturas inferiores.

Dados los resultados obtenidos, puede afirmarse que la presencia de una biopelicula
méas o0 menos desarrollada a finalizar € proceso de inoculacion favorece en gran medida la
colonizacion del relleno por las especies presentes de manera natural en el agua subterranea.
Es remarcable e hecho de que, a pesar de la posicion dominante de la cepa inoculada
Pseudomonas fluorescens A24 a comenzar el funcionamiento del sistema con agua
subterrdnea contaminada, ésta es incapaz de mantenerse en la biopelicula. Al fina de los
experimentos, la banda correspondiente a dicha &pa desaparece de los perfiles en gel de
TGGE, lo que indica que la cepa no llegd a constituir ni siquiera € 1% del total de
biodiversidad presente en la biopelicula. El hecho de que en los recuentos de bacterias

cultivables se detectara una cepa de idéntica morfologia en bajo porcentge (Figs. 57 y 59) es
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indicativo de que aln se encontraba presente en la biopelicula, pero en muy pequefia
representacion. Aun asi, €l sistema no mostro una pérdida de rendimiento en la eliminacién de
nitrégeno debida a esta caida drastica en la presencia de la cepa inoculada en la biopelicula.
Por tanto, el proceso de desnitrificacion pudo seguir llevandose a cabo por la actividad
desnitrificante de las cepas colonizadoras del filtro sumergido. Esta actividad desnitrificante
fue sin embargo baja en el sistema sin inocular, debido probablemente a que la presencia de
especies desnitrificantes en la biopelicula fue escasa. Por tanto, la colonizacion del filtro por
especies autoctonas es mejorada con la previa inoculacion del sistema con una cepa capaz de
desarrollar una biopelicula en poco tiempo. Cabe preguntarse entonces si €l hecho de que
dicha cepa inoculada tenga una elevada actividad desnitrificante es un factor fundamental, o
solo coadyuvante para un mejor funcionamiento del sistema durante los primeros dias de

operacion

Los resultados de este trabajo demuestran por tanto que las poblaciones mayoritarias
de bacterias en las biopeliculas se corresponden en lineas generales con las descritas con
mayor frecuencia en aguas dulces, tanto pristinas como contaminadas, y que la diversidad
bioldgica se ve claramente influenciada por las condiciones de furcionamiento del reactor.
Estos resultados han permitido por tanto profundizar en e conocimiento de la estructura,
actividad biolégica y composicion de las comunidades microbianas de las biopeliculas
formadas a partir de la inoculacion del sistema con una cepa desnitrificante bajo diferentes
condiciones de carga hidréulica. Se abre la puerta asi a futuros trabgjos en los que se pueda
establecer de manera més precisa e papel jugado por € inoculante en los rendimientos de
desnitrificacion logrados por el sistema, para alcanzar la optimizacion de este proceso
descontaminante.
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6 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio y considerando los
antecedentes bibliogréficos en relacién con € tema, se han establecido las siguientes

conclusiones que podriamos enumerar en |os siguientes términos:

1 Para llevar a cabo una adecuada eliminacion de nitrato de aguas subterrdneas
contaminadas, mediante la aplicacion de la tecnologia de filtros sumergidos, es
imprescindible realizar una inoculacién previa del sistema, independientemente
de la temperatura de operacién Esta inoculacion permite la rapida generacion
de biopelicula sobre el neterial soporte, la cua actia como descontaminante.
La supresion de lainoculacién prolonga considerablemente la puesta en marcha

del sistema.

2 La colonizacion del materia soporte del filtro sumergido por bacterias es
posible en & rango de temperaturas entre 5y 30 °C. Sin embargo, € desarrollo
posterior de la biopelicula esta afectado por la temperatura de operacion, la cual

influye de forma diferente en funciondel inoculante empleado.

3 Laevolucion tempora de la eliminacion de nitrato de las aguas subterraneas
mediante e sistema de filtros sumergidos se subdivideen fase de estabilizacion
y fase estable, dependiendo de la temperatura € tiempo necesario para alcanzar
esta Ultima fase, y siendo la evolucion mas répida a mayor temperatura,

independientemente del inoculante empleado para la formacion de biopelicula

4 Latasa de eliminacidén de nitrogeno en el sistema ensayado alcanza valores
maximos cuando el sistema es operado a20 y 30 °C, independientemente del
inoculante empleado para la formacién de la biopelicula. Sin embargo, para las
temperaturas de 5 y 10 °C la tasa de eliminacion de nitrogeno es variable, no

alcanzéndose siempre los maximos posibles.

5 Laevolucion tempora de la corcentracion de nitrito en el efluente procedente

del filtro sumergido aplicado a la desnitrificacion de aguas subterraneas sigue
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un patrén similar independientemente del tipo de inoculante empleado y
temperatura de operacion La concentracion tiende a ascender durante la fase de
estabilizacion, hasta alcanzar un méximo a partir del cua desciende hasta
valores constantes. La concentracion maxima detectada, €l tiempo requerido
para alcanzar dicha concentracion y la concentracion media en la fase estable,

Se incrementan a menor temperatura.

La operacion del sistema de filtros sumergidos a diferentes temperaturas (5, 10,
20 o 30°C) no influye sobre la turbidez y nimero de microorganismos

cultivables detectados en €l agua tratada.

La inoculaciéon previa del sistema de filtros sumergidos con Pseudomonas
fluorescens cepa A24 facilita la colonizacion de la biopelicula por especies
propias del agua subterranea a tratar, desplazando paulatinamente esta
microbiota colonizadora al inoculante inicial.

Las comunidades bacterianas de las biopeliculas generadas en el filtro
sumergido destinado a la desnitrificacion de aguas subterréneas estan
dominadas por especies propias de ecosistemas de agua dulce, principa mente
del grupo de la & proteobacterias y en especia con géneros pertenecientes a las
familias Comamonadaceae y Rhodocyclaceae. La composicién de la
comunidad microbiana en las biopeliculas es dinamica, estando influenciada de
forma significativa por caracteristicas operacionales del proceso, como la

temperatura y la carga hidraulica
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6 CONCLUSIONS

According to the results of the study, and taking into account the findings described

inpreviously published papers, we conclude:

1 To achieve an adequate nitrate renoval from contaminated groundwater using
the submerged filter technology it is neccessary to carry out a previous
inoculation of the system, regardless the temperature of operation. This
inoculation allows for the rapid generation of a biofilm on the support material,
which acts as the decontaminant agent. The elimination of the inoculation

process extends considerably the start-up of the system.

2 The colonization of the support material of the submerged filter by bacteria is
possible within the range of temperatures from 5 to 30°C. However, the
subsequent development of the biofilm is affected by the temperature of the

operation, which has a variable influence depending of the inoculum used.

3 The tempora evolution of nitrate elimination capacity from contaminated
groundwater using the submerged filter technology is subdivided in
stabilization phase and stable phase. The time needed to reach the stable phase
is temperature-dependent. This evolution is faster at higher temperatures,

regardless the inoculum used for the biofilm formation.

4 The nitrogen removal rate in the system reaches maximum values when the
system is operated at 20 and 30°C, regardless the inoculum used for biofilm
formation. However, for temperatures 5 and 10°C the removal rate is variable,

not always reaching the highest possible values.

5 The tempora evolution of nitrite concentration in the effluent from the
submerged filter for the groundwater denitrification follows a similar patter
regardless the type of inoculum used and the temperature of operation. This
concentration tends to increase during trhe stabilization phase, until it reaches a

maximum from which it decreases to constant values.The maximum
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concentration recorded, the time needed to reach this concentration and the

average concentration in the stable phase increase at lower temperaures. .

The operation of the submerged filter system at different temperatures (5, 10,
20 and 30°C) does not have an influence on the values of turbidity and number

of platable microorganisms recorded in the effluent.

The previous inoculation of the submerged filter system with Pseudomonas
fluorescens strain A24 facilitates the colonization of the biofilm by species
tipically inhabiting the groundwater to be trated; this microbiota displaces

gradually the inicia inoculum.

The bacterial communities of the biofilm generated in the submerged filter for
the denitrification of groundwater are dominated by typical species of
freshwater ecosystems, mainly from the (3-proteobacteria group, and specially
with genera belonging to the Comamonadaceae and Rhodocyclaceae families.
The composition of the bacterial community is dynamic, being significantly
influenced by characteristics of the operation process, such as temperature and

hydraulic loading.
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ENGLISH SUMMARY

1 INTRODUCTION

During the last few decades, the different activities associated with the agricultural
sector has suffered from important changes achieving important economic benefits, but
entailing harmful comsequences at the same time. Nowadays, groundwater contamination
with nitrate is a very frequent situation all over the world. This situation constitutes a
threat, due to the incinderce of nitrate on human health and on the environment. Nitrate is

one of the main agents responsible for the eutrophication of freshwater ecosystems.

The effect of this pollution on the quality and availabiloty of water resources for
human consumption and the environment makes prevention one of the most important
tools against it. However, the application d the current legislation has had very little
effect. Then, it is necessary the use of other measures that help the recovery of those water
masses contaminated with nitrate. At the present time, there is a wide variety of
technologies for the reduction of nitrate in contaminated waters, from which the

submerged filter technology is an appropriate alternative.

Submerged filter biodenitrification has proved to be one of the more advanced and
selective methods for nitrate contaminated groundwater treatment (Gémez et al, 2000;
Moreno et al, 2005a). This biofilm technology removes nitrate and nitrite ions selectively
by means of dissimilatory reduction to dinitrogen. In these systems, decontamination of
water is mainly due to the biofilm, which is formed on support material inside the filter
through which the water passes. The filter always remains submerged in water. Formation
of the biofilm on the support materia in the filter is therefore essential for the correct

development of the denitrification process (Figure 2).

To carry out successful biodenitrification of contaminated groundwater by
submerged filter, it is first necessary to promote a formation of biofilm on the support
surface. Inthis preliminary process, activated sludge from an urban wastewater treatment

plant is normally used, since this obtains a heterogeneous channelled biofilm with a high
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proportion of denitrifying bacteria (Gémez et al, 2003). However, there is an important
presence of denitrifying bacteria present in the groundwater, and other experiments with
selective inoculation of these systems have provided successful results (Moreno et al.,
2002).

Further requirements for the treatment of nitrate groundwater by biodenitrification
include anoxic conditions (Gémez et al, 2002), a carbon source dosage (Gomez et al 2000)
and pH control (Thomas et al, 1994). While these conditions are easily met, other factors,

such as temperature, are more difficult to control in anindustrial installation.

The temperature of the environment seriously affects the activity of the
microorganisms, each type of which is characterized by an optimum temperature at which
the cells experiment fastest growth and the enzymes show highest activity rates.

Many studies have focused on the influence of temperature on the denitrification
process, in water contaminated with nitrates (Welander and Mattiasson, 2004; Darbi and
Viraraghavan, 2004), soils with denitrification activity ( Holtang-Hartwig, 2002) and also
in marine sediments (Nowicki, 1994). In water with high concentrations of nitrogen, a
dependence of the denitrification process on temperature has been observed (llies and
Mavinic, 2001), with a reduction in the denitrification rate to less than 5% when the
temperature falls to 10°C. Similar effects have been recorded by Adan and Turkman
(2004) in an upflow biological denitrification reactor, where denitrification rates fell to less
than 10% at 15°C, and to zero when the temperature reached 5°C.

However, other studies indicate that the dependence on temperature is less
pronounced. Rodgers and Zhan (2004) obtained high denitrification rates at a process
temperature of 11°C. Similar results were obtained by Welander and Matttiasson (2003),
who established the adaptability of a system using denitrifying microorganisms trgpped in
suspended carriers, and concluded that the method was suitable for carrying out
denitrification in cold environments. At all events, it appears that temperature is a crucial
factor in the denitrification of contaminated groundwater using the submerged filter
technology. A descent in temperature can be a serious drawback for the successful

operation of the process.
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In addition to denitrifying activity, temperature affects biofilm composition by a
selection of microorganisms. Norwood and Gilmour (2001) demonstrated a temperature-
dependent biofilm adherence for Listeria monocytogenes, and the production of the
aggregative fimbriae in Salmonella typhimurium strains has also been shown to be
dependent on temperature (Stepanovic et al, 2003). On the other hand, the structure of a
mature biofilm community varies with the nature of the constituent microorganisms
(Stickler, 1999). In this sense, Moreno et al (2005b) obtained a mature channelled biofilm
at 20°C after 24 hours of selective inoculation of clayey schists with pure cultures of
Hidrogenophaga pseudoflava or Pseudomonas kilonensis, whereas biofilm in the first
phases of formation was obtained with a pure culture of Pseudomonas mandelii or

Pseudomonas syringae.

One of the major advances in the field of microbia ecology is the introduction of
the molecular biology techniques based on the in situ detection of nucleic acids. These
methods provide important information about the microorganisms in their natural habitats,
and have alowed for the discovery of a wide number of microbial species that were
previousy unknown, due to the difficulties for their culture and preservation under
laboratory conditions. In this context, denaturing gradient gel electrophoresis and
temperature gradient gel electrophoresis (DGGE/TGGE) yield extensive information about
the diversity of microorganisms in their habitats (Muyzer 1999), aso alowing for the
taxonomic identification of community members (Cortés-Lorenzo et al., 2006). These data
make possible to monitor variations in the community profiles due to external factors. Both
technigues were often used in recent studies on the ecology of biological processes,
providing interesting new data in this area (Wagner et al., 2002; Cortés-Lorenzo et al.,
2006, Vilchez et al., 2007).

2 OBJECTIVES

Accordingly, the present study was undertaken with the aim of establishing the
effect of temperature on the denitrification process applied to the nitrate removal from
polluted groundwater using the submerged filter technology. To achieve this objective,

other aims were also proposed:
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- To study the influence of temperature on biofilm formation on the support meterial
of a submerged filter from the groundwater microbiota, active sludge from a

wastewater treatment plant and different inocula previously selected.

- To analize the evolution of nitrogen removal capacity of a submerged filter for the
denitrification of polluted groundwater, as a function of temperature and for the
different methods used for biofilm formation mentioned above.

- To evaluate the influence of temperature on the final quality of the effluent from a
submerged filter for the nitrate renoval from polluted groundwater, in relation to

values of turbidity, aerobic platable bacteria and pH.

- To study the biodiversity of the bacterial communities in the biofilms formed on
the support material of a submerged filter for the treatment of polluted groundwater
using Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE). Evaluation of the

influence of temperature and changes in hydraulic loading.

3 MATERIALSAND METHODS

Different experiments were carried out in this study. Fisttly, the effect of
temperature on the denitrification process was analysed in a series of experiments with
different inocula. And with no inoculation. Afterwards, the biodiversity of the biofilms

formed with no inoculation and inoculating the system with a selected strain was analysed.

Selection of the strains to be used as inoculum

The strains used for the inoculation of the submerged filter were obtained in
previous works by Gomez (1998). Three fina strains were selected after different tests

were carried out:

- Gaseous N2 production in semisolid denitrifying medium, to assess an initial
denitrification activity. Three differnt media were used: without yeast extract and ethanol
and sucrose as carbon source, and with yeast extract and sucrose.
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- Study of the growth of the strain at different temperastures, by plating of the
microorganisms on denitrifying N-S-A medium (Nitrate-Sucrose-Agar) modified from the
one described by Rodina (1972) incubated at 4, 10, 15, 20, 25, 30 and 37°C.

- Quantification of denitrifying activity:using the acetylene inhibition method
described by Y oshinari and Knowles (1976).

- Taxonomic identification of the selected strains. Denitrifying strains were
identified by analysis of the sequence of the encoding 16S rRNA. Primers fD1 and rD1
were used to amplify amost the full length of 16S rRNA gene from strains (Weisburg et
al., 1991). Conditions the PCR reactions were kept as previously described (Vinuesaet al.,
1998). HPLC-purified oligonucleotides were purchased from Sigma, and AmpliTaq Gold
polymerase (Applied Biosystems) was used for the PCR. PCR products were run on 0,8%
agarose gels and the bands were purified using the Quiaex 11 kit (Quiagen, Germany). The
nucleotide sequence of the purified bandswas determined by the dideoxy chain terminator
method, using the ABI-PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequence Ready Reaction Kit
(Perkin-Elmer, USA)and automated sequencer Applied BiosystemsABI373 (Perkin- Elmer,
USA). The sequences were proccessed with Chromas v. 10.1 UNIX (Genetics Computing
Group, Madison, Wisconsin, USA) and were compared to sequences in EMBL bank using
WU-BLAST-n v.20 (Altschul et al., 1997).

Lab-scale submerged filter plant

The lab-scale plant used in this study consisted of a glass cylindrical column (50
cm high and 6 cm in diameter), forming an anoxic submerged filter by means of a
communicating vessels system (Figure 8). The bioreactor was packed with clayey schists
(6-7 mm average size, 1.75 g/cns density and 500 ne/ms of specific surface), up to 20 cm
high in the experiments with different inocula, and up to 35 cm high during the
experiments where biodiversity of the system was being studied. The system was run
downflow with nitratecontaminated groundwater with continuous additions of ethanol as
carbon source. The reactor was incubated in a thermostated chamber (Bioblock

Scientifice). Experiments were carried out at temperatures of 5, 10, 20 and 30°C in order to
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compare the influence of this variable in our study. There was no backwashing sytem in

the plant due to the low loadings and the simplicity of the system

The groundwater to be treated was taken from La Vega aquifer (Granada, Spain).
The following water characteristics were determined in accordance withStandard Methods
(APHA, 1992): NOs™ 11.3-15.8 mg N-NOs/l, NO, n-d, NH4" n-d, organic nitrogen Rrd,
PO;* 0.4-0.8 mg/l, SO4* 180-210 mg/l, D.O. 2.0-4.5 mg @/l and pH 7.0-7.5, organic
carbon, nd. Oxygen was completely removed by the addition of a stoichiometric quantity
of sodium sulphite (N&SOs3). A concentrated stock solution of ethanol was pumped
continuoudly into the influent (0.0086 I/h), obtaining an excess of carbon source
(C/N=5.78). Nitrate was supplemented by the addition of an appropriate volume of a

concentrated stock solution of NaNOs, obtaining an average concentration of 22.0 mg N-
NOs /.

All assays were run for 10 days after steady state conditions had been reached, with
a continuous flow rate of inlet water of 0.33 I/h (2.80 nv/nf-d of superficial hydraulic
loading and 0.62 g N-NOs™ /nt d of nitrogen loading). After each experiment, the plant and

support material were cleaned manually and sterilized prior to the next test.

Inoculation of the system

The biofilm formation in the system was achieved:

- Using the microbiota present naturally in the groundwater: the system was
connected with contaminated groundwater, beginning inmediately after the monitoring of
the variables analised in the study

- Using activated sludge from a wastewater treatment plant: 1,5 liters were

kept under recirculation for 48 hours (Figures 9 and 10)

- Using the previously selected strains, the same way as done previouslywith
the activated sludge, using this time 1,5 | of a liquid pure culture of the selected strains,

grown in N-S-A medium (without agar and with ethanol instead of sucrose as carbon

Vi
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source).This was aso kept in recirculation for 48 hours in the experiments at 10, 20 and
30°C and for 96 hours at 5°C.

Electron microscopy studies

After inoculation, observations by scanning electronic microscopy (SEM) were
made of the biofilm produced in the submerged filter plant. These obtained bacterial counts
on the surface of the support material, per surface unit. The cells of the biofilm growth on
the inert support were immediately fixed with glutaraldehyde (3%) in PBS (130 Mm NaCl
and 10 Mm NaHPO4/NaH2PO4, pH 7.4), then rinsed and treated with 1% osmium oxide
for 3 h. Subsequent dehydration involved rinsing and retention in a graded ethanol series
(30%, 50%, 70%, 90% and 100%). Finally, the samples were dried to the critical point and
mounted on support stubs. The samples were viewed by means of a Hitachi scanning
electron microscope without gold coating. The method described by Sich and Van Rijn

(1997) was used for the bacteria recount.

Sampling and analytical determinations

Samples of the inlet and the outlet were taken twice a day. Nitrate, nitrite and ammonium
concentrations were set regularly by ionic chromatography (Methronm®) to establish the
removal capacity from contaminated groundwater. Separation and dilution of ions were
carried out through a Metrosep A Supp 5-250 column, using a carbonate-bicarbonate
solution as eluent. The samples were ultrafiltered prior to injection. Vaues of turbidity, pH
and total platable microorganisms were also analysed. For turbidity, a spectrophotometric
method was used (?=650 nm). The number of total platable microorganisms was measured
by standard seria dilution and plating on N-S A medium .Plates were incubated at 30°C
(24 h) before colonies were counted.

For the andlisis of the biomass in the biofilm made in some of the experiments the

method of dry weigh with a previous sonication was used (Lazarova et al., 1994).
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Bacterial diversity of the biofilm

Once the experiments with a biofilm formed from the natural microbiota were
finished, biodiversity studies were carried out at all temperatures. For comparison, new
experiments were developed with one of the selected strains mentioned above

(Pseudomonas fluorescens strain A24) at 10 and 30°C.

PCR amplification of partial 16S rRNA gene, TGGE, and DNA sequencing: DNA
was extracted from the system using a modified version of the method described by
Watanabe et al., (1998), adapted to the tuype of samples in this work. A nested approach
was used for PCR amplification, as this strategy has been previously reported to avoid non
specific priming, improve amplification of species present in low numbers, and yield richer
band patterns in DGGE (Nicolaisen and Ramsing 2002; Ward and O’ Mullan 2002). One
microliter (2-5 ng) of DNA extracted from sludge was used as template for PCR using
universal primers fD1 and rD1 to amplify the 16S rRNA gene in aimost its full length
(Weisburg et al., 1991). Subsequently, 1 ul of the first PCR product was used as a template
for a nested PCR using universal primers GC-P1 and P2, targeting the V3 hypervariable
region (Muyzer et al., 1993). Conditions for each of the PCR reactions were kept as
previoudy described (Vinuesa et al., 1998; Watanabe et al., 1998). HPLC-purified
oligonucleotides were purchased from Sigma, and AmpliTag Gold polymerase (Applied
Biosystems) was used for all PCRs. Fina PCR products were cleaned and/or concentrated
(when required) using Microcon YM cartridges. Two to five microliters (60— 100 ng DNA)
were loaded in each well for TGGE, using a TGGE Maxi system (Whatman-Biometra).
Denaturing gels (6% polyacrylamide gel electrophoresis with 20% deionized formamide,
2% glycerol and 8 M urea) were made and run with 2x Tris—acetate-EDTA buffer.
Temperature gradient was optimized previoudly for efficient separation of bands at 43 to
63°C (Cortés-Lorenzo et al., 2006). The gels were run at 125 V for 18 h. Bands were
visualized by silver staining using the Gel Code Silver Staining kit (Pierce). A six-species
marker was included, made by amplification of V3 region from DNA of the following
culture collection strains: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas putida
ATCC 8750, Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308, Escherichia coli DH5a, Nocardia
corynebacterioides ATCC 21253, Micrococcus luteus ATCC 9341. Portions of individual
bands on silver-stained TGGE gels were picked up with sterile pipette tips, placed in 10 pl
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of filtered and autoclaved water, and directly used for reamplification with the appropriate
primers. PCR products were purified by gel running and extraction with the Quiaex-11 kit
(Quiagen). DNA recovered was directly used for automated sequencing in an ABI PRISM
3100 Avant Genetic Analyzer.

Cluster analysis of TGGE fingerprints: Band patterns generated by TGGE were
compared and clustered using the Gel Compar Il v. 4.601 (Applied Maths, Belgium).
Bands were automatically detected and matched, and further corrections were applied
manually. Dendograms relating band pattern similarities were automatically calculated
with the Dice cofficient and UPGMA agorithms (Unweighted pair group method with
arithmetic mean). Cluster analysis was used to investigate the rel ationships between TGGE

profiles by calculation of the cophenetic coefficient.

Biocomputing: DNA sequences were analyzed using the biocomputing tools
provided online by the European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk). The
BLASTNn and BLASTx programs (Altschul et a., 1997) were used for sequencing
similarity analysis. The ClustalX v. 1.8 software (Jeanmougin et al., 1998) was used for the
aigning of the DNA and protein sequences. Phylogenetic and molecular evolutionary
analyses were conducted using MEGA version 2.1 (Kumar et al., 2001). Gaps were

excluded from the analysis. Bootstrap values below 50% are not shown in the tree.

STATISTICS

Data were andyzed using the software package STATGRAPHICS 5.0 (STSC,
Rockville, MD, USA), applying the analysis of variance to identify significant differences
between measurements. A significance level of 95% (P<0.05) was selected. The least
significant differences test (LSD-test) was used to measure differences among the means.
Different models were adjusted to the values of platable bacteria during the inoculation
process as well as to the values of total nitrogen removal of every system, using the same

software.
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4 RESULTS AND DISCUSSION

Selection of bacteria strains

Figure 14 shows the percentage of bacteria from the 250 we had initially capable to
grow at the different media used. Only a 5% was able to do it usin ethanol as a carbon
source after 24 hours. At the same time, more bacteria were able to grow if the temperature
was higher (Figure 15), being slightly reduced at 37°C. IN relation to the denitrifying
activity, nearly a 40% didn’t show any activity after 24 hours, and another 30% showed a
very low activity (Fig 16). With al this into account, three different strains were finally
selected: Pseudomonas fluorescens strain A24, Pseudomonas mandelii strain A103 and
Pseudomonas brassicacearum strain A343. The three are well-known denitrifiers and able

to grow at low temperartures.

Colonization of support materia

Undertaken immediately after the inoculation, the scanning electron microscopy
(SEM) studies allowed us to observe the support colonization prior to biofilm formation.
As shown in Figures 24, 26, 29 and 32, support material was colonized by bacteria
independently of the temperature assayed. However, the SEM studies revealed a different
development of cellular structures according to the temperature in the assays with activated
sludge, and a different degree of maturity in the rest of the studies.

The number of bacteria attached to the support material differed substantially in
relation to the increase in temperature with statisticaly significant differences in many of
the assays. Whitout a precvious inoculation, the colonization was scarce below 30°C. The
use opf activated sludge was found to have a better colonization of the surface with the
increasing temperature, and for Pseudomonas fluorescens strain A24 the colonization was
optimum at 10-20°C. Pseudomonas brassicacearum had a low colonizatrion capacity at al

temperatures, being worse as the temperature was increased (Figures 27, 30, 33 and 36).
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Nitrogen €limination capacity of the system

When the system began its operation with nitrate contaminated groundwater, two
different phases where found in the evolution of the values of total nitrogen elimination
capacity of the system: a stabilization phase, where the rates are iregular and increasin, and
a stable phase, where the values of nitrogen elimination are constant. Without the previous
inoculation of the system, it was not possible to achieve good rates at any time, and these
two phases could not be distinguished (Figure 37). the elimination capacity of the system
was kept at low values for the whole experiments. When activated sludge and the other
inocula were used, the behaviour was similar. For al them, the time needed to reach the
stable phase was higher with the increasing temperature (Figures 38-41), and logarithmic-x
regression models were found to be the best models for the explanation of the behaviour in
time of the removal capacities (Tables 16-19). The coefficients of the equations helped to
explain this similar response. It should be noted that only Pseudomonas fluorescens strain
A24 was capable of reaching high levels of nitrate removal at 5°C. Figure 42 shows the
average values of total nitrogen elimination capacity during the stable phase for al the
experiments. Except for Pseudomonas fluorescens strain A24, the rest of the experiments
suffered from a loss in the remova capacity at the lower temperatures, with statistically
significant differences. All the experiments where the system was inoculated there were

good results in the range of 20-30°C.

The values of nitrite in the effluent aso bllowed a similar pattern in the assays
with a previous inoculation (Figures 44-47). This behaviour consisted of increasing values
of nitrite during the stabilization phase until they reached a maximum value. This
maximum tended to decrease later on, until they were maintained at low lewvels durin the
stable phase. Agai, the time needed to reach the maximum and the maximum itself was
hiher with the increasing temperatures. At the same time, average values of nitrite in the
stable phase were aso related with temperature. For the assay withour a previous

inoculation, ther was no evolution, and the highest values were reached at 20°C.
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Turbidity and total platable microorganisms

Values of turbidity were very similar at al temperatures in all the assays. There
was no common behaviour among all the assays (Figure 53). At 5°C, tha values recorded
with Pseudomonas fluorescens strain A24 and Pseudomonas brassicacearum strain
A343were much higher than the rest, decreasing significantly at temperatures above this
point. Other strains showed a complete different response, with the lowest value at the
lowest temperature assayed (active sludge and Pseudomonas mandelii strain A103).

In the results of total platable bacteria it can be easily observed that the values in
the system without a previous inoculation were significantly lower than for the rest of
assays (Figure 54). Values of active sludge at 5°C are also lower than the rest, but they are
all very similar in the range of 10-30°C.

Values of pH.

These values exceeded in very few ocasions a pH of 8,5., with no inhibitory effect
on the denitrification process (Figure 55). The increases in the values of pH between the
influent and the effluent were in the majority of the cases positive, indicating the
denitrification activity. In Figure 56 it can be appreciated that the increases tended to be
higher at higher temperatures for the active sludge, Pseudomonas fluorescens strain A24
and Pseudomonas mandelii strain A103. For the other inoculum used, Pseudomonas
brassicacearum strain A343, this tendency was opposite, with less increases at higher
temperatures. In the assays without inoculation, the increase of pH was maximum at 5°C
and almost none at 20°C.

Community fingerprinting of total bacterial communities by TGGE.

The results of the assay at 10°C in terms of total nitrogen elimination showed that
during the first days of the experiment, that the system was not capable to carry out an
efficient denitrification (Figure 57). That's why the C:N ratio was increased when

necessary. When the elimination capacity of the system was lose to the maximum, the
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hydraulic loading was increased sequencially until reaching 7 ni/n-d. In all cases, the

system showed an important recovery in the total nitrogen elimination capacity.

The experiment at 30°C showed a better behaviour, reaching high yields of
denitrification activity without being neccessary to increase the etanol concentration above
the inicial ratio during the first weeks of operation. It can aso be observed that it reached
these high yields in a short time after the experiment had begun. The hydraulic loading was
therefore increased the same way as before, until it reached 7 n/nf-d. During the
operation of the system, the C:N ratio was also increased due to the inability of the system
to maintain the levels of nitrogen elimination at the initial carbon dosage. Apart from this,
the system reached again high yields of denitrification activity once the carbon source was
the needed to carry out the process.

The values of platable microorganisms in the biofilm through the experiment were
also recorded. When the experiment begun at 10°C, the total amount of the microorganisms
present in the biofilm had the same morphology asthe strain used for the inoculation of the
filter. This was also the proof to the effectiveness of the inoculation process, as no other
morphology was found in the sample. After 7 days, the number of cells per mg of biomass
increased dightly, and the inoculated strain was till the most abundant in our experimert,
although new morphologies began to appear. But as the eperiment was being carried out,
the number of colonies with the same morphology as the strain we had inoculated in the
system was less predominant, until it represented only 2% of the total number of cultured
bacteria in the biofilm.

At 30°C, we aso recorded the inoculated strain as the only one in the biofilm once
the inoculation period had finished. The number of cfu present was, however, amost 50%
less than at 10°C, proving that the colonization of the support material was less efficient at
this temperature. The number of cells corresponding to the inoculated strain was reduced
drastically from the day 40 of the experiment.

This composition of the bacterial communities in the biofilm were studied by
TGGE (Figure 61). For comparison, we included in the TGGE gel the V3 fragment
amplified by PCR from strain A24 in pure culture. After inoculating the plant with strain
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A24 and operating it under sterile conditions in both experiments, the fingerprint is
identical. When non sterile water started passing through the biofilter, the community
profiling considerably changed, due to the colonisation of the biofilm by the species
present in water. Many changes in the community profiles were observed as time passed

and conditions of Hydraulic loading and carbon dosage changed

We used the Gel Comparll software to generate a cluster analysis of the TGGE
fingerprints. This analysis showed that there were important variations of the bacterial
diversity, depending on the temperature of the assay (Figure 62). The dendrogram shows
how the community profiles of the bacteria biofilm developed with and without
inoculation significantly clustered away in two groups, with a similarity below 50%. In
adition to this, the experiments with previous inoculation at 10 and 30°C also clustered
away with asimiarity below 60% In both inoculated experiments, the community profiles
were divided as well in two different subclusters, corresponding to the two halves of the
experimert. The first half corresponds to similar conditions of superficial hydraulic loading
of 2.8 m3/m2 d, while these conditions changed in the second half, until reaching 7 m3/m2
d.

We tried to reamplify and sequence a total of 72 bands from the TGGE gel, from
which only 44 band sequences could be retrieved successfully. The sequences of these 44
bands were used to construct the phylogenetic tree. Most of the sequences were related to
those of well known species of denitrifyiers. It is important to highlight hat the band
identified as the inoculated strain dissapeared from the subsequent samples, appearing
others of similar sequence and phylogenetically close to the first one (Figures 64-66).

Sequencing data suggested that the biofilm was largely composed of species
typicaly inhabiting freshwaters, with a 75% of the sequenced bands affiliated to the Beta
proteobacteria (Fig 63). Particularly, the sequences mainly fell within the families
Comamomadaceae and Rhodocyclaceae. The first ones constitute what has been called the
cosmopolitan freshwater cluster Beta-1, as these bacteria are predominant in the aguatic
habitats worldwide. Members of the Rhodocyclaceae are abundant in full-scale wastewater

treatment plants with biological nitrogen removal.
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