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1. DATOS DEL CENTRO

Global Omnium es un grupo muy potente en el ambito nacional formado por diversas
empresas dedicadas a la gestion del ciclo integral del agua, entre ellas Global Omnium
Medio Ambiente S.L. El trabajo de final de grado (TFG) que se presenta en el siguiente
documento esta basado en las practicas realizadas en el departamento de |+D+i de
areas residuales de la EDAR Quart-Benager (Valencia). Bactiwater es el proyecto en el
que se basa el TFG. Fue un proyecto financiado por la Unién Europea, que se inicié en

febrero de 2017 y finalizé en noviembre de 2020.

2. RESUMEN

Las EDAR permiten depurar el agua residual procedente de zonas urbanas y de
industrias, permitiendo liberar de nuevo el agua al medio ambiente sin presencia de
contaminantes. El agua es sometida a diversos tratamientos para ser descontaminada,
de entre el que destaca el tratamiento biolégico. Los microorganismos presentes en un
reactor bioldgico son capaces de oxidar la materia organica presente en el agua residual
a compuestos inocuos, y también permiten eliminar compuestos como el fésforo y
nitrégeno, entre otros. Las condiciones del reactor han de estar muy controladas para
garantizar la eliminacion de todos los contaminantes, ya que cualquier alteracién del
sistema, como un mayor caudal de agua o cambio del pH, pueden influir negativamente
sobre la microbiota presente en el reactor. Concretamente, los vertidos incontrolados
desencadenados por la liberacion de toxicos o de un exceso de materia organica de
manera accidental o intencionadamente pueden comprometer la eficacia del proceso de
depuracién del agua. Estos vertidos pueden provocar un tratamiento inadecuado del
agua ya que la microbiota puede resultar dafiada y no es capaz de eliminar toda la
materia organica y nutrientes, lo que podria provocar que se libere agua contaminada al
medio receptor. Las consecuencias sobre el medio ambiente son devastadoras, y
pueden afectar también a la salud publica. En este estudio se presenta un ensayo para
recuperar la microbiota que resulta dafada tras un vertido incontrolado que llega a la
EDAR, permitiendo asi reducir los costes econdémicos que supone recuperar la

microbiota y evitar el impacto ambiental que implica la liberacién de agua mal tratada.

Palabras clave: EDAR, vertido incontrolado, microbiota, bacterias nitrificantes, indculo

bacteriano.



3. INTRODUCCION
3.1. EDAR

El agua residual generada por la poblacién y las industrias es tratada en Estaciones
Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) con la finalidad de eliminar los
contaminantes presentes y poder devolverla a la naturaleza sin que suponga ningun
riesgo. La composicion del efluente de agua que se libera a aguas receptoras esta
regulada en Europa por la Urban Waste Water Treatment Directive (91/271/EEC) y la
Water Framework Directive (2000). Segun el origen, el agua que se trata en las EDAR
puede ser urbana o doméstica, industrial, agropecuaria, de origen incontrolado (vertidos

ilegales) o pluvial.

La EDAR Quart-Benager se sitia en Valencia, depura el agua procedente de 7
municipios y tiene una capacidad de tratamiento anual de 11.318.578 m® de agua (1).
El agua residual procedente de los diferentes municipios llega a la EDAR y es sometida

a diversos tratamientos para ser depurada (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del proceso de depuracion del agua en la EDAR Quart-Benager (Valencia).

Inicialmente, el agua residual se somete a un pretratamiento donde se retira la materia
de mayor tamafio, como ramas, piedras, plasticos, etc., y también aceites, grasas y
arenas. A continuacion, el agua se somete a un tratamiento primario en un decantador
donde se eliminan los solidos sedimentables gracias a su sedimentacién por gravedad.

Este proceso se puede combinar con el uso de reactivos quimicos para potenciar la



sedimentacion. La siguiente etapa es el tratamiento secundario, el cual consiste en un
proceso biolégico donde la microbiota (conjunto de microorganismos que se localizan de
manera normal en el agua) presente en reactores biolégicos transforma la materia
organica disuelta en el agua en sdlidos facilmente sedimentables, que seran eliminados
en el posterior tratamiento. Asimismo, los microorganismos presentes también son
capaces de eliminar nutrientes del agua, como el nitrogeno y el fésforo (2). Tras el
proceso bioldgico, el agua es sometida a una decantacién secundaria donde se separa
el agua residual del fango generado en el proceso bioldégico mediante la sedimentacion.
Finalmente, el tratamiento terciario tiene la finalidad de cumplir con las exigencias de
calidad del efluente mas estrictas. Puede utilizarse para reducir la concentracion de
sélidos en suspension o para eliminar posibles patégenos presentes en el agua
mediante rayos ultravioleta, permitiendo asi la desinfeccion del agua y su liberacion al

medio ambiente cumpliendo con los requisitos exigidos por la normativa vigente (Tabla

1) (3).

Tabla 1. Requisitos exigidos por el Real Decreto 509/1996 que deben cumplir las aguas
depuradas para poder ser vertidas a cauces publicos. Extraido de BOE, Real Decreto
509/1996, de 15 de marzo (4).

Parametros Valor limite
Sdlidos en suspension 35 mg/L

DBO! 25 mg/L O,

DQO? 125 mg/L O

] 2 mg/L (<100.000 he)
Fosforo total 1 mg/L (>100.000 he)
15 mg/L (<100.000 he)

Nitrogeno total 10 mg/L (>100.000 he)

'Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO), definida como la cantidad de oxigeno disuelto
consumido por los microorganismos para oxidar la materia organica presente en las
aguas residuales.

2Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), definida como la cantidad de oxigeno disuelto
consumido para la oxidacion de la materia organica presente en las aguas residuales
mediante compuestos quimicos. Tanto la DBO como la DQO son parametros
indicadores de la calidad del agua.

Paralelamente a la depuracion del agua, es necesario recircular parte del fango
generado a la entrada del tratamiento biolégico para mantener una concentracion
elevada de microorganismos y también es necesario retirar el exceso de fango para

mantener controlado el proceso. Este exceso de fango puede ser reutilizado por la



agricultura como fertilizante, entre otros. No obstante, primero debe ser sometido a
diversos tratamientos como espesamiento por gravedad y por flotacion, digestion
anaerobia y aerobia, y deshidratacion, con la finalidad de eliminar los posibles
patdgenos presentes. Ademas, en la EDAR Quart-Benager (Figura 2) se consigue
producir energia eléctrica a partir del biogas obtenido en el proceso de digestion

anaerobia del fango y se utiliza esta energia como suministro eléctrico de la EDAR (5).
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Figura 2. Vista aérea de la EDAR Quart-Benager (Valencia) con especificacion de cada etapa del proceso
de depuracion del agua.

3.2. Proceso biolégico de la EDAR

Los microorganismos capaces de degradar la materia organica se encuentran presentes
de manera natural en las aguas residuales, por lo que el proceso de depuracion del agua
se produce espontaneamente en el medio ambiente. No obstante, debido a la gran
cantidad de agua a tratar procedente de zonas urbanas e industriales, son necesarias
las EDAR para acelerar el proceso de depuracién. Los reactores bioldgicos de las EDAR
mantienen las condiciones necesarias para una actividad microbiana optima y asi
conseguir la degradacién de la gran mayoria de la materia organica presente en las
aguas residuales (6). Este proceso requiere un control extremo, ya que numerosas
variables, como la temperatura, caudal del agua, pH, salinidad, alcalinidad, presencia
de toxicos o micronutrientes, pueden afectar al influente de agua que llega al reactor y
como consecuencia alterar la microbiota (7). Todas estas caracteristicas determinan la
composicion de la microbiota, por este motivo los reactores biolégicos de cada EDAR

presentan una microbiota caracteristica (8).



Los microorganismos son capaces de utilizar la materia organica o inorganica presente
en el agua residual como sustrato, del que obtienen la fuente de carbono y/o energia,
para generar biomasa y compuestos inocuos para el medio ambiente. Existen dos
principales tipos de reactores bioldgicos, segun si los microorganismos estan fijados a
una superficie (depuracion mediante filtros percoladores) o si se encuentran libres
(depuracion por fangos activos). Los fangos activos es el sistema de depuracién mas
utilizado. Se trata de un cultivo en suspension que se mantiene agitado y aireado, donde
los microorganismos pueden interaccionar libremente con el agua residual. Este tipo de
cultivo se caracteriza por la produccion de fléculos (Figura 3). Los floculos son
agrupaciones de microorganismos y sustancias poliméricas extracelulares (Extracelullar
Polymeric Substances, EPS), como polisacaridos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos,
sustancias humicas, cationes, etc., producidos por las bacterias o provenientes de
restos de bacterias lisadas o de materia adsorbida de las aguas residuales. Las EPS
ademas de cohesionar todos los componentes presentes en el floculo, permite que las
particulas suspendidas presentes en el agua residual sean adsorbidas al floculo y
puedan ser oxidadas por los microorganismos (9). Los fléculos pueden alcanzar
tamanos entre 0,05y 1,0 mm y son determinantes en el proceso de depuracion del agua.
Ademas, las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los fangos son
indicadores del proceso de depuracién del agua (6). Los microorganismos dominantes
en los fangos activos son las bacterias, mientras que los hongos, protozoos y metazoos

tienen un papel secundario (7).

Figura 3. Estructura modelada de un floculo formado por bacterias
filamentosas y formadoras de floculos. Extraido de Henze et al. (10).

1) Bacterias

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes en los fangos activos, llegando
a constituir el 95% de la biomasa. Para garantizar una correcta depuracion del agua, es

necesaria la interaccion entre las diferentes bacterias presentes en el reactor biolégico.
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Entre todas las bacterias presentes en los fléculos destacan las formadoras de fléculos
por su capacidad para iniciar la agregacién de los microorganismos (11). La mayoria de
las bacterias presentes en los floculos son heterétrofas, es decir, son capaces de utilizar
la materia organica biodegradable presente en el agua residual como fuente de carbono,
logrando su descomposicién a diéxido de carbono y agua. Estas bacterias pueden ser
aerobias estrictas o anaerobias facultativas, aunque la mayoria son anaerobias
facultativas. Las bacterias anaerobias facultativas son aquellas que pueden
desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de oxigeno, aunque es de vital
importancia un aporte continuo de oxigeno para lograr la oxidacién de la mayor cantidad
de materia organica posible en las aguas residuales (6). En la EDAR Quart-Benager se
utilizan domos ceramicos instalados en el fondo del reactor que aportan aire mediante

burbujas.

Por otro lado, un factor limitante del sistema de fangos activos es la presencia de
bacterias filamentosas, como el morfotipo Nostocoida limicola (12). Un crecimiento
excesivo de bacterias filamentosas genera floculos menos compactos y abiertos, y
provoca que los filamentos de la superficie queden unidos débilmente a otros fléculos
contiguos (Figura 4). Este proceso afecta a la posterior separacion del agua del fango,
ya que los fléculos menos compactos tienen peor capacidad de sedimentaciéon. Aunque
la presencia de un cierto numero de filamentos en los floculos es necesaria para su
correcta formacién y para proporcionar resistencia a la turbulencia causada por la
agitacion del reactor, es importante controlar la presencia de bacterias filamentosas para

asegurar una correcta depuracion del agua (13).

Figura 4. Imagen de un fléculo con elevada proporcion de bacterias filamentosas (A) y con buenas
propiedades de sedimentacion (B). Extraidas de Henze et al. (10).



En los fléculos también existen bacterias capaces de eliminar nutrientes, como el
nitrogeno. La presencia de compuestos nitrogenados en el agua desencadena
problemas en el medio ambiente, como el crecimiento excesivo de plantas acuaticas y
la consecuente eutrofizacién, toxicidad generada por los iones amonio, nitrito y nitrato,
el agotamiento del oxigeno disuelto en el agua, etc. (14). La nitrificacion, definida como
el proceso de oxidaciéon del ion amonio, es importante en la depuracién del agua y es
llevado a cabo por diferentes microorganismos, siendo los mas relevantes las bacterias
nitrificantes. El proceso de nitrificacion es llevado a cabo en dos pasos, inicialmente el
amonio es oxidado a nitrito por las bacterias amonio oxidantes (AOB) v,
secuencialmente, el nitrito es oxidado a nitrato por las bacterias nitrito oxidantes (NOB)
(Figura 5). Las AOB estan representadas por el género Nitrosomonas y las NOB por el
geénero Nitrobacter, aunque en en el sistema de fangos activos es mayoritario el género
Nitrospira. Ambas poblaciones bacterianas son microorganismos quimilitotrofos
aerobios. Para realizar la nitrificacion, las bacterias nitrificantes adhieren los iones
amonio a la superficie de citomembranas (Figura 6) y las enzimas situadas en la
superficie de estas citomembranas oxidan los iones. A continuacion, liberan el producto

al reactor (14).

NH,* + 1,56 O, ——> NO, + H,0 + 2H*

NO, + 0,5 0, ——> NO;

Figura 5. Esquema del proceso de nitrificacion. Reacciones bioquimicas de oxidacion
del ion amonio a ion nitrito y, posteriormente, oxidacion del ion nitrito a ion nitrato, por

las AOB y NOB, respectivamente.

Cytomembranes Cytomembranes

Figura 6. Citomembranas de bacterias nitrificantes en (a) Nitrosomonas, (b) Nitrobacter.
Las citomembranas son extensiones de la membrana celular dispuestas alrededor del
centro del citoplasma y alejadas de la pared celular. En estas citomembranas tiene lugar
la nitrificacion. Extraido de Gerardi (14).



Las bacterias nitrificantes se caracterizan por no poder iniciar la formacién de los fléculos
y necesitan disponer de oxigeno para realizar su actividad metabdlica. Se encuentran
en una gran variedad de habitats y tienen una tasa de crecimiento relativamente baja,
debido a que para asimilar una molécula de diéxido de carbono requieren oxidar 30
moléculas de ion amonio o 100 moléculas de ion nitrito, aproximadamente. Ademas, en
el agua residual hay mayor presencia de residuos con carbono que con nitrégeno. Por
ambos motivos, la biomasa de las bacterias nitrificantes presente en los floculos de los
fangos activos es menor que la de las bacterias heterotrofas, se encuentra entre el 3-
10% (14). Por otra parte, las bacterias desnitrificantes oxidan el nitrato (liberado por las
NOB) a nitrogeno molecular y, finalmente, este es liberado a la atmdsfera. De esta
manera se consigue la eliminacién del nitrégeno del agua residual (14). Las bacterias
desnitrificantes operan en condiciones anoxicas. Los reactores bioldgicos de la EDAR
Quart-Benager alternan ciclos con aireacion con ciclos sin aireacién para permitir la
actividad a las bacterias nitrificantes y desnitrificantes, respectivamente; y, por tanto,
conseguir asi la eliminacién de los compuestos nitrogenados del agua residual. El factor
critico de este sistema alterno es encontrar la duracién adecuada de cada ciclo (15).
También destacan las bacterias acumuladoras de polifosfatos (PAOs) por su capacidad
para acumular fésforo en el interior de la célula en forma de polifosfato, permitiendo la
eliminacion del fésforo del agua residual (16). Las bacterias heterotrofas y
desnitrificantes se encuentran presentes en la mayoria de los reactores, mientras que
las bacterias nitrificantes y PAO son mas sensibles a cambios operacionales o del

efluente y solo se encuentran presentes si las condiciones son las adecuadas (9).

2) Hongos

Los hongos son microorganismos que desempenan importantes funciones de
biorremediacion. Son capaces de degradar compuestos organicos contaminantes
presentes en el agua residual, como metales pesados, y también participan en la
degradacién de compuestos organicos complejos. Por ejemplo, los géneros Giberella'y
Fusarium producen enzimas capaces de degradar la celulosa y la lignina (17). Ademas,
a niveles de pH bajos los hongos filamentosos son capaces de consumir la materia
organica, mientras que el crecimiento bacteriano se encuentra inhibido. También
participan en la estabilizacion de los fléculos, destacando su importancia en el sistema
de fangos activos. No obstante, los hongos producen una mayor cantidad de biomasa
por unidad de peso de sustrato utilizado que las bacterias heterétrofas (6). Una excesiva
biomasa afecta negativamente al posterior proceso de sedimentacién de los fangos, por

lo que se debe controlar su presencia de igual modo que las bacterias filamentosas (18).



Los dos principales filos presentes en la mayoria de las EDAR son Basidiomycota y

Ascomycota (19).

3) Protozoos

Los protozoos son organismos unicelulares que constituyen el 5% de la biomasa de los
fangos activos, aproximadamente. Destacan los protozoos flagelados, las amebas, los
ciliados nadadores y los ciliados fijos (Figura 7) (2). Su principal funcién en la EDAR es
la clarificacion del efluente, dado que la mayoria digieren poblaciones bacterianas
dispersas y otras particulas suspensas. También se ha demostrado que tienen un papel
estimulador de la actividad bacteriana gracias a la secrecién de compuestos que
promueven su crecimiento. Debido a su sensibilidad a la presencia de toxicos, son un
indicador de toxicidad (20).

P p— ‘ A .// / -L‘ 4
Figura 7. Colonia de protozoos en un sistema de fangos activos. Extraido de
Henze et al. (10).

4) Metazoos

Los metazoos son organismos multicelulares de mayor tamafno que los protozoos. Su
presencia en los reactores biolégicos de las EDAR es menor que la presencia de
protozoos. Los principales metazoos presentes en los reactores bioldgicos son los
rotiferos y los nematodos (Figura 8). La presencia de metazoos también se asocia a la
calidad del efluente, ya que digieren las bacterias dispersas presentes en el agua y
también son capaces de digerir algas y protozoos. No obstante, su contribucion al

sistema de depuracion por fangos activos es baja (2).
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Figura 8. Imagenes de metazoos rotiferos (A y B) y nematodo (C). Extraido de la Jornada internacional de

tratamiento y reutilizacién en aguas residuales. Papel de los protistas (21).

3.3. Control de los reactores biolégicos de la EDAR

Para garantizar un proceso de depuracion optimo es necesario disefiar los parametros
operacionales de los reactores bioldgicos acorde a las condiciones de cada EDAR, asi

como un posterior control de estos (Tabla 2).

Tabla 2. Definicidon de los parametros operacionales de los reactores biolégicos que se deben tener
en cuenta para el buen funcionamiento de una EDAR. Extraido de Marco Montolio (22) .

Concepto Definicién

Relacion existente entre la carga de materia organica que entra al reactor
Carga masica bioldgico por unidad de tiempo y la masa de microorganismos presente
en el reactor.

Relacién entre la masa de fango existente en el reactor y la masa en
Edad del fango ] )
exceso que es purgada por unidad de tiempo.

o Relacion entre la masa de materia organica que entra al reactor por
Carga volumétrica ) )
unidad de tiempo y volumen del reactor.

o Relaciéon entre la masa de materia organica eliminada y la masa del
Rendimiento ) L
influente que entra al reactor biolégico.

) B Tiempo que permanece el caudal de agua del influente en el reactor
Tiempo de retencion Lo
biolégico.
Volumen en mL ocupado por un gramo de sélidos en suspension del licor
indice volumétrico de  mezcla, tras una sedimentacién de 30 minutos en una probeta de 1000mL
fangos y sirve para determinar si la etapa de sedimentacién se produce

correctamente.

Ademas del control de los parametros operacionales del reactor biolégico, es necesario
realizar un analisis microbiolégico de los reactores de la EDAR con la finalidad de
determinar y cuantificar la poblacion microbiana y cualquier alteracion de esta que se
pueda producir. Por ejemplo, es importante controlar la presencia de microorganismos

filamentosos ya que puede dificultar el proceso de sedimentacién, como ya se ha
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comentado anteriormente. Ademas, conocer la poblacidon microbiana exacta permitira
optimizar el proceso de depuracion del agua residual (8). No obstante, la mayoria de los
microorganismos no se reproducen en un medio de cultivo, por lo que los métodos
dependientes de cultivo presentan numerosas limitaciones en la cuantificacion de
microorganismos, asi como una pérdida de informacién (8). Por ejemplo, las bacterias
nitrificantes se pueden cultivar en un medio con agar, no obstante, su cultivo es
complicado por su lenta tasa de generacién (14). Como alterativa surgen técnicas de
biologia molecular como Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) o quantitative PCR
(qPCR).

La técnica FISH permite identificar y cuantificar grupos bacterianos especificos, como
bacterias nitrificantes, desnitrificantes, acumuladoras de fosfato y de glicogeno,
filamentosas, entre otras. Esta técnica se basa en la utilizacion de sondas de
oligonucledtidos marcadas con un fluorocromo que hibridan in situ con la secuencia de
16S rRNA de células previamente fijadas. Segun el microorganismo que se quiera
identificar se disefian las sondas, que suelen ser de DNA y tienen una longitud de 15-
25 nucledtidos. Las sondas hibridan en aquellas células que contengan la secuencia
diana (DNA-RNA matching)y, debido a la gran cantidad de ribosomas activos presentes,
las células quedan marcadas fluorescentemente, pudiendo ser identificadas mediante

un microscopio de fluorescencia y cuantificadas por un software de analisis de imagen

(8).

3.4. \Vertidos incontrolados

El agua residual generada por la poblacion y las industrias esta compuesta por sélidos
suspendidos, solidos inorganicos disueltos, materia organica biodegradable y no
biodegradable, nutrientes, patégenos y metales. Estas sustancias contaminantes si no
son eliminadas del agua pueden alterar los sistemas bioldgicos y generar efectos
negativos sobre ellos (Tabla 3) (23). Ademas, el proceso de depuracion también puede
verse comprometido ya que los compuestos contaminantes pueden inhibir la actividad
de los microorganismos presentes en el reactor bioldgico, provocando un inadecuado
tratamiento de las aguas residuales, la posterior liberacion de aguas contaminadas y el
consiguiente dafio al medio ambiente e incluso a la salud humana. Por ejemplo, los
metales en concentraciones elevadas pueden inhibir la actividad metabdlica de la
poblacién microbiana del reactor bioldgico, pudiendo llegar a ser letales (24). Por otro
lado, un exceso de materia organica puede afectar al proceso de nitrificacion ya que la

mayoria de las bacterias nitrificantes son microorganismos autotrofos obligados y su
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actividad metabdlica se ve inhibida por la presencia de algunos compuestos organicos
(14). Un exceso de nutrientes, como el nitrégeno, también genera un crecimiento masivo
de algas lo que contribuye a la proliferacion de microorganismos oportunistas que
pueden danar el sistema biolégico (3,6). La directiva 91/271/CEE regula los requisitos

que deben cumplir las aguas tratadas para poder ser liberadas al medio ambiente (25).

Tabla 3. Contaminantes presentes en aguas residuales y los efectos negativos que generan sobre el
medio ambiente y los sistemas bioldgicos. Extraido de Sperling (23).

. Parametros .
Contaminantes . Efectos contaminantes
representativos

- Depésitos de fango

Solidos Sodlidos totales ) )
. . - Adsorcion de contaminantes
suspendidos suspendidos ] ]
- Proteccion de los patégenos
) - Excesiva salinidad que provoca dafios en la
Solidos ) ) N
) o Solidos totales disueltos, vegetacion
inorganicos o o N
conductividad - Toxicidad para la vegetacion
disueltos »
- Problemas en la permeabilidad del suelo
Materia o - Disminucién del oxigeno disuelto
) Demanda bioquimica de
organica . - Muerte de los peces
) oxigeno
biodegradable - Condiciones sépticas
- Toxicidad
Materia o - Generacién de espuma (detergentes)
) Pesticidas, detergentes, . ) ]
organica no ‘ - Reduccion de la transferencia de oxigeno
etc.
biodegradable - Mal olor
- No biodegradabilidad
- Crecimiento excesivo de algas
) o ] - Toxicidad para los peces (amonio)
Nutrientes Nitrégeno, fosforo

- Enfermedad en recién nacidos (nitrato)

- Contaminacién del agua subterranea

Escherichia coli,
Patdgenos Coliformes, Salmonella, - Enfermedades transmitidas por el agua

Enterovirus, etc.

- Toxicidad

. - Inhibicién de los tratamientos bioldgicos de
As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, )
Metales aguas residuales
Zn, etc. .
- Problemas en el uso agricola de los fangos

- Contaminacion del agua subterranea
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Otra problematica que genera un elevado riesgo de contaminacién sobre el medio
ambiente son los vertidos incontrolados. Algunas industrias liberan sustancias
contaminantes al medio acuatico de manera ilegal o accidental, incumpliendo las
ordenanzas sobre vertidos donde se establecen los valores maximos permitidos. Estas
aguas contaminantes se mezclan con las aguas urbanas, se recogen por la red de
alcantarillado y llegan finalmente a las EDAR, donde pueden dafar la microbiota de los
reactores biologicos (10). Los vertidos incontrolados pueden estar compuestos por
téxicos, como metales pesados, biocidas, detergentes, combustibles, compuestos
farmacéuticos y otros quimicos, o un exceso de carga organica, como los residuos de
la produccion del vino o del cultivo de citricos. Ambos tipos de vertidos afectan al
rendimiento de la depuracion del agua ya que provocan una disminucion en la
eliminacion de materia organica y de nutrientes en los reactores biolégicos. Ademas,
cuando esta disminucion se hace evidente, la mayor parte de la microbiota del reactor
biolégico ya esta afectada y el dafo es irreversible. Las sustancias contaminantes
pueden provocar la liberacion al medio ambiente de agua tratada incorrectamente,
incumpliendo los requisitos regulados por la Unién Europea, con la consiguiente
contaminacion del cauce receptor y un mayor coste econémico. Para recuperar la
microbiota de los reactores bioldgicos se requiere aumentar el suministro de aire de
estos reactores y, teniendo en cuenta que la mayor parte del consumo de energia de
una EDAR proviene de este suministro, supone un aumento considerable de los costes

econoémicos (26).

Ademas de la afectacién del proceso de depuracion, el agua mal tratada tiene
consecuencias graves sobre el medio ambiente y la salud publica. Por ejemplo, si el
proceso de depuracién no ha sido el adecuado, el efluente de agua puede contener
patégenos como Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y Clostridium
perfringens, los cudles suponen una amenaza para la salud (27). Ademas, el agua
residual depurada puede ser reutilizada para usos agricolas y, si el efluente de agua
estd contaminado, se agrava el riesgo que supone. Por ejemplo, algunas especies
bacterianas del género Arcobacter estan consideradas como potenciales patdégenos
emergentes que se transmiten por los alimentos y el agua, como Arcobacter butzleri,
Arcobacter cryaerophilus y Arcobacter skirrowii, y son responsables de enfermedades
en humanos y animales domésticos. En numerosos estudios se detecto su presencia en
vegetales, como lechugas, acelgas y coles (28). Aunque los datos sobre el origen de la
presencia de Arcobacter en los vegetales son escasos, numerosos estudios han

determinado la contaminacion de los vegetales tras el lavado de estos con agua (29),
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asi como la presencia de Arcobacter en muestras de aguas residuales y fangos activos
(30).

Es evidente el riesgo que suponen los vertidos incontrolados. Numerosas legislaciones
se han implantado para proteger el medio acuatico y reducir los niveles de
contaminantes presentes por el grave impacto ambiental que desencadenan, como la
Directiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 23 de octubre de 2000,
y la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas 91/271/CE de 21 de mayo de
1991 (25,31). También es evidente la importancia de disponer en las EDAR de sistemas
de deteccion temprana de la presencia de téxicos o de un exceso de materia organica
en el influente, asi como de sistemas para recuperar la microbiota dafiada tras el vertido
(10).

4. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Tal y como se ha planteado, los vertidos incontrolados de sustancias contaminantes
pueden alterar el proceso de depuracion del agua mediante el sistema de fangos
activos, desencadenando consecuencias muy graves sobre el medio ambiente. El
presente trabajo hipotetiza que la adicion de un indculo bacteriano al reactor biolégico
de una EDAR, afectado por un vertido, favorece la recuperaciéon de la microbiota

presente en el reactor bioldgico, tras la toxicidad generada por el vertido incontrolado.

Para demostrar esta hipotesis se pretende analizar el impacto que tienen los vertidos
incontrolados de sustancias contaminantes sobre la microbiota de los reactores
biolégicos de una EDAR vy si la adicion de un in6culo bacteriano (compuesto por
bacterias heterétrofas facultativas) en los reactores bioldgicos tiene algun efecto sobre

la microbiota dafiada por el vertido.
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5. METODOLOGIA

El ensayo tiene una duracion de 72 horas y consiste en dos reactores Batch (Ay B) a
escala de laboratorio. En ambos reactores se simula la llegada de un vertido
incontrolado, pero solo en el reactor B se afiade indculo bacteriano (Figura 9). En este
ensayo, el vertido incontrolado simulado es de vinaza (subproducto liquido de la
destilacion del mosto en la fermentacién del etanol), lo que supone un exceso de materia
organica y de sulfitos en el reactor. Inicialmente, cada reactor se llena con licor mezcla
procedente de la EDAR de Requena (Valencia) en un volumen total de 5 litros y se
programan ciclos de aireacion interrumpidos por ciclos sin aireacion a intervalos de

tiempo constantes.

licor mezcla licor mezcla
+ +
vinaza vinaza

+
indculo bacteriano

Reactor A Reactor B

Figura 9. Esquematizacion del ensayo experimental con el contenido de cada reactor

Batch. Creado mediante BioRender.

5.1. Activacion del in6culo bacteriano

Previamente a iniciar el ensayo, es necesaria la activacién del inéculo bacteriano para
disminuir el tiempo de latencia de las bacterias en el reactor. El in6culo bacteriano se
obtiene de la empresa Biopolis con sede en Paterna (Valencia), y esta compuesto por

un mix de bacterias heterotrofas facultativas.

Se evaluan diferentes diluciones del inéculo inicial en diferentes periodos de tiempo para
estudiar cual presenta mayor porcentaje de viabilidad y mayor consumo de oxigeno.
Para ello, se prueban las concentraciones de inéculo 17 g/L (sin dilucion), 8,5 g/L
(dilucién 1/2) y 3,4 g/L (dilucion 1/5). Se prepara el in6culo bacteriano con agua tratada
(efluente) segun la concentracion correspondiente, y se toman muestras al inicio, y a las

24 y 48 horas para estudiar la viabilidad celular.

Una vez obtenidos los resultados de viabilidad, se escoge la concentracion y el tiempo
con mayor porcentaje de células vivas y mayor consumo de oxigeno, y se prepara dicha
concentracion con agua tratada. A continuacion, se estudia si la adiciéon de
micronutrientes afecta a la activacion del indculo bacteriano. Los micronutrientes

afiadidos a la preparacion de indculo bacteriano y la concentracion correspondiente se
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muestran en la tabla 4. Se estudia la viabilidad celular de dicha preparacion inicialmente

y alas 72 horas.

Tabla 4. Concentracion de micronutrientes afiadida a la preparaciéon del

indculo bacteriano.

Micronutrientes

Concentracion

EDTA 200,00 mg/L
ZnS04-7H,0 20,00 mg/L
MnCl,-4H20 20,24 mg/L
Fe-SO4-7H20 19,96 mg/L
MoOs 0,51 mg/L
CuS04-5H20 6,28 mg/L
CoCly-6H20 3,27 mg/L
NiCl2-6H20 2,00 mg/L

5.2. Adicién inéculo y vertido a los reactores

Se dispone de los dos reactores Batch, A y B, preparados como se detalla
anteriormente. Tras la activacion del in6culo bacteriano, se anaden 35,4 mL de in6culo
bacteriano activado solo al reactor B y 32 mL de vinaza a ambos reactores. A las 24
horas, el agua decantada es sustituida por agua de entrada del reactor bioldgico de
Requena, con la finalidad de simular el funcionamiento de un reactor biolégico de una
EDAR.

5.3. Toma de muestras

Se extraen muestras de cada reactor para poder estudiar la hipétesis planteada. Se
extrae una muestra de 5 mL antes de la adicion del inéculo bacteriano y del vertido
(muestra inicial), tras 24 horas (muestra 24h), 48 horas (muestra 48h) y 72 horas
(muestra 72h) en cada reactor. Tras la extraccion de la muestra de cada reactor se
sustituye el agua decantada por agua de entrada, tal y como se explica anteriormente,

y este proceso se repite todos los dias tras la extraccion de las muestras.

5.4. Analisis de muestras

Las muestras extraidas de cada uno de los reactores (inicial, A-24h, B-24h, A-48h, B-
48h, A-72h y B-72h) se someten a diferentes procedimientos: viabilidad, fijacién y

permeabilizacion, y FISH.
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1) Viabilidad

Se utiliza el LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Thermo Fisher)
para determinar el porcentaje de viabilidad de las muestras extraida de los reactores
(Figura 10). Todo el procedimiento detallado a continuacion se realiza en la oscuridad
debido a la sensibilidad de los reactivos a la luz, al tratarse de fluorocromos capaces de
unirse a acidos nucleicos. Tal y como se detalla en el kit, se afiaden 0,5 uL de reactivo
A (3,34 mM SYTO9) y 0,5 uL de reactivo B (20mM yoduro de propidio) en un eppendorf
de 0,5 mL. En un nuevo eppendorf se afiaden 0,75 uL de la mezcla de reactivo Ay B, y
250 pL de la muestra extraida sin procesar. Este eppendorf se cubre con papel de
aluminio asegurando una maxima proteccion de la luz, y se mantiene en agitacion suave
durante 15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se depositan 10 uL sobre un
portaobjetos y se afiade un cubreobjetos grande de manera que toda la superficie quede
cubierta. Finalmente, se visualiza la muestra procesada en el microscopio de
epifluorescencia Leica DM2500 y se cuantifica el porcentaje de células viables y no
viables mediante un software de analisis de imagen. Para ello, con la camara digital
acoplada al microscopio se realizan dos fotos por campo: un filtro para luz verde
(SYTO9) y roja (yoduro de propidio) y un filtro solo para luz roja, a 40x aumentos. La
cuantificacién de la viabilidad celular mediante el software requiere un total de 40 fotos.
Cuando se han tomado 20 fotos, se depositan 10 uL de la muestra en un portaobjetos
nuevo y se capturan las 20 imagenes restantes, para asegurar que las imagenes

tomadas representan la totalidad de la muestra.

QuL Reactivo A /0\75 pL mezcla reactivos ®

0,5 pL Reactivo B 250 pL muestra
Agitacion suave

Dupne 0yt Eﬂh

Figura 10. Procedimiento para estudiar la viabilidad celular mediante el LIVE/DEAD® BacLight™
Bacterial Viability Kit y la posterior observacion de las muestras mediante un microscopio de
epifluorescencia. Creado mediante BioRender.
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2) Fijacion y permeabilizacién

Para poder llevar a cabo la técnica FISH en las muestras es necesario un previo proceso
de fijacion y permeabilizacion de las células. De esta manera, la estructura celular de
las bacterias queda rigida y inalterada y se permite la hibridacion de las sondas de
acidos nucleicos con su diana. Se distinguen dos procedimientos de fijacién segun la
naturaleza de la pared bacteriana. Para fijar las bacterias gramnegativas se utiliza
paraformaldehido (PFA) como agente fijador, mientras que para fijar las bacterias
grampositivas se utiliza etanol absoluto. Ambos procedimientos se detallan a

continuacion.

Gramnegativas Grampositivas

Tomar 1 mL de muestra en un tubo eppendorf

l

Centrifugar 3 min, 7000 rpm

l

Eliminar sobrenadante, introducir 1000 uL de PBS 1x

l

Centrifugar 3 min, 7000 rpm

! !

Eliminar sobrenadante, Eliminar sobrenadante,
introducir 250 pL PBS 1xy introducir 500 pL PBS 1x y
750 pL PFA 500 plL etanol absoluto
Dejar durante 3 horas a 4°C Guardar a -20°C

l

Centrifugar 3 min, 7000 rpm

l

Eliminar el sobrenadante e introducir 500
uL PBS 1x

l

Centrifugar 3 min, 7000 rpm

l

Eliminar sobrenadante,
introducir 500 uL PBS 1x y
500 uL etanol absoluto

l

Guardar a -20°C
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3) FISH

Se aplica la técnica FISH a las muestras fijadas siguiendo el protocolo de Pernthaler y
Pernthaler (32). Es muy importante en esta técnica realizar un tratamiento previo de los
portaobjetos con gelatina para crear una superficie hidrofilica, asegurando asi la
adhesion de las muestras y evitar la pérdida de células durante el procedimiento de
hibridacion y lavado. Los portaobjetos con 10 pocillos (Anexo 1) se enjuagan con etanol
70% y se dejan secar al aire en posicion vertical. Se prepara una solucion de gelatina
calentando 100 mL de agua destilada hasta 70°C y afiadiendo 100 mg de gelatina y 10
mg de sulfato potasico cromato. Los portaobjetos se sumergen en la solucion de gelatina
durante 5 minutos a 70°C. Y, por ultimo, se dejan secar al aire en un ambiente libre de

polvo y en posicidn vertical, consiguiendo asi portaobjetos gelatinizados.

Para aplicar las muestras en los portaobjetos gelatinizados, se pipetea un volumen entre
3-5 uL de la muestra fijada y se deposita en cada pocillo. Cada muestra se aplica por
duplicado. Se deja secar al aire 0, en caso de muestras con floculos muy densos, se
introduce en la estufa a 40°C durante 15-20 minutos. Con la finalidad de aumentar la
resolucion de las muestras durante la microscopia, se deshidrata el portaobjetos en
etanol al 50% por inmersidn durante 3 minutos, se repite el proceso en etanol al 80% y

en etanol absoluto.

Finalmente, se realiza un proceso de hibridacion in situ de las sondas de
oligonucledtidos con las muestras depositadas en el portaobjetos y un posterior lavado
de este. Para llevar a cabo el proceso de hibridacién es necesaria la desnaturalizacion
de las cadenas de DNA, que se consigue mediante el reactivo formamida. Segun la
sonda con la que se vayan a hibridar las muestras se prepara un tampoén de hibridacion
con diferente porcentaje de formamida. Este compuesto es capaz de disminuir la
temperatura de fusion de las sondas, debilitando asi los enlaces por puentes de
hidrégeno y permitiendo la union de las sondas a los acidos nucleicos de las muestras.
En este ensayo se trabajo con sondas de oligonucleétidos de bacterias nitrificantes con
especificidad a nivel de género. Segun la especificidad de la sonda, se requiere un 35%
0 40% de formamida (Tabla 4). Se preparan dos tampones de hibridacion, uno con 35%

de formamida y el otro con 40% en un volumen total de 2 mL (tabla 5).
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Tabla 4. Sondas de oligonucledtidos disefiadas para hibridar con los acidos nucleicos de bacterias
nitrificantes de la clase betaproteobacteriales, y los géneros Nitrospira y Nitrobacter.

Sonda Especificidad Secuencia (5’-3’) Gram % Formamida

Nsolzos ~ Amonio-oxidantes ..o s raTATTACGTGTGA  negativo 35
b-Proteobacteriales

Ntspags2 ~ wificantes NOB ) hrT0CGCGCTCCTCT  negativo 35
género Nitrospira

Competidor Competidor

Ntspa662 Nitrospira GGAATTCCGCTCTCCTCT negativo 35

NIT3 Nitrificantes NOB - -1 51 GCTCCATGCTCCG negativo 40
género Nitrobacter

Competidor Competidor

NIT3 Nitrobacter CCTGTGCTCCAGGCTCCG negativo 40

Tabla 5. Volumen de cada reactivo utilizado para preparar la solucién de hibridacion, segun el
porcentaje de formamida requerido para la hibridacion de las sondas.

Reactivos 35% formamida 40% formamida
NaCl 5M 360 pL 360 uL

HCI-Tris 1M 40 uL 40 L

Formamida 700 pL 800 pL
H.O MiliQ 898 uL 798 uL
SDS 10% 2uL 2uL

En el caso de las bacterias nitrificantes del género Nitrospira 'y Nitrobacter es necesario
afiadir en el proceso de hibridacién una sonda (sin fluorocromo) que actue como
competidor. Todas las sondas descritas, a excepcion de las que actian como
competidor, llevan unido en el extremo 5’ de la cadena el fluorocromo TAMRA (5(6)-
Carboxitetrametilrodamina). De manera que las muestras con sondas hibridadas
emitiran fluorescencia de color rojo. En un eppendorf se afiade 1 uL de cada sonda que
requiera el mismo porcentaje de formamida y la correspondiente solucion de hibridacion,
hasta llegar a 10 pL (Figura 11). El volumen total de sonda y de solucion de hibridacion

se prepara segun la cantidad de pocillos que se tenga que hibridar.
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4 4

1 uL Nso1225 1 puL NIT3
1 pL Ntspa662 1 uL Competidor NIT3
1 uL Competidor Ntspa662 8 uL solucién hibridacion

7 L solucién hibridacion

35% formamida 40% formamida

Figura 11. Esquema de la preparacién de la solucién de hibridacion con las correspondientes
sondas segun el porcentaje de formamida. Creado con Biorender.

Se aplican 10 uL del eppendorf con la mezcla de sonda y solucion de hibridacion en
cada pocillo del portaobjetos. Paralelamente, se envuelve un tubo falcon de 50 mL con
papel de aluminio, se pone un trozo de papel de celulosa en el interior y sobre este se
vierte la solucion de hibridacion correspondiente, previamente preparada, (sin sonda)
hasta que quede empapado, con la finalidad de crear una atmosfera hiumeda. Estos
seran los tubos de hibridacion. Se deposita el portaobjetos dentro del tubo falcon en
posicién horizontal, quedando el papel de celulosa por debajo del portaobjetos.
Finalmente, el tubo falcon con el portaobjetos en el interior se introduce en la estufa a

46°C y se deja incubar durante 90 minutos, siempre manteniendo la posicion horizontal.

Por otro lado, se prepara la solucion de lavado en otro tubo falcon de 50mL envuelto
con papel de aluminio con los reactivos detallados en la tabla 6, segun el porcentaje de
formamida utilizado en la solucion de hibridacién. Estos seran los tubos de lavado. Se
preparan dos tubos falcon, uno para el portaobjetos hibridado con la solucién con 35%
de formamida y el otro con 40%. Los dos tubos se introducen en un bafio de agua
precalentado a 48°C, asegurando que el papel de aluminio cubre toda la superficie del

tubo para garantizar la oscuridad en el proceso.

Tabla 6. Volumen cada reactivo utilizado para preparar la solucion de lavado, segun el porcentaje

de formamida correspondiente.

Reactivos 35% formamida 40% formamida
NaCl 5M 700 uL 460 pL

EDTA 0,5M 500 uL 500 pL

HCI-Tris 1M 1000 uL 1000 pL
H>0O MiliQ 47,75 mL 47,06 mL
SDS 10% 50 uL 50 uL
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Cuando el tiempo de incubacion de los tubos de hibridacion ha finalizado (90 minutos),
se saca el portaobjetos de su interior, se lava rapidamente con agua destilada y se
introduce en el interior del tubo de lavado correspondiente (presentes en el bafio de
agua a 48°C). Los tubos de lavado con el portaobjetos en el interior se introducen en el
bafio y se dejan incubar durante 15-20 minutos, para eliminar el exceso de sonda que
no haya hibridado con las muestras. Una vez transcurrido el tiempo, se sacan los
portaobjetos de los tubos de lavado, se lavan con agua destilada y se dejan secar al aire

en la oscuridad.

Finalmente, para poder observar toda la muestra en el microscopio, tanto la hibridada
como la no hibridada, es necesario tefirla. La tincion se realiza con el fluorocromo 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), que tifie todo el DNA presente en la muestra. Se prepara
una solucion con 1 mg de DAPI en 10 mL de agua destilada, y esta solucién se diluye
1/100. Se depositan 20 uL de la solucién DAPI diluida en cada pocillo y se deja
reaccionar 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavan los portaobjetos con agua
destilada y se dejan secar al aire. Todo el proceso también se realiza en la oscuridad.
Finalmente, se procede a observar los portaobjetos al microscopio o se pueden guardar
a -20°C para posteriores observaciones. Previamente a la observacion de la muestra al
microscopio, se afiaden unas gotas de Vectashield (Novus Biologicals) en el
portaobjetos, con la finalidad de prolongar la fluorescencia de las muestras hibridadas.
Cada uno de los pocillos de los portaobjetos es visualizado en el microscopio Leica
DM2500 y mediante la cdmara acoplada al microscopio se capturan un total de 20
imagenes en cada pocillo, con 40x aumentos. En un mismo campo se realizan dos
imagenes, una en el filtro azul (DAPI) donde se visualiza toda la muestra, y otra en el
filtro rojo (TAMRA) donde solo se visualiza la muestra que haya hibridado con las
sondas. De manera que por cada pocillo se obtienen 20 imagenes y por cada muestra
un total de 40, cantidad necesaria para hacer la cuantificacién de bacterias nitrificantes
mediante el soffware de analisis de imagen. Es importante destacar que se debe evitar
capturar imagenes de artefactos o de zonas con fluorescencia muy intensa, ya que

podrian alterar los resultados.
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6. RESULTADOS

La fase inicial del proyecto en el que se basa el presente trabajo, Bactiwater, consistid
en un analisis de los vertidos producidos durante los 10 afios anteriores, del 2007 hasta
2017 (esta fase del proyecto tuvo lugar de septiembre a octubre de 2017). El analisis se
realiz6 en 218 EDAR de la Comunidad Valenciana clasificadas por capacidad de
tratamiento de agua y segun el proceso industrial o agricola causante del vertido (textil,
calzado, citricos y vinicola). Este andlisis de datos permitid determinar los tipos de
vertidos contaminantes mas frecuentes que se producen en la EDAR de Quart-Benager,
siendo los tensioactivos, pesticidas, metales pesados y alta carga organica. Por tanto,
los diferentes ensayos experimentales realizados consistieron en vertidos artificiales de
los 4 tipos de contaminantes anteriores en la planta piloto creada para el proyecto de
Bactiwater (Anexo 2 y 3). En este trabajo se presentan los resultados de un vertido de
vinaza, siendo del tipo de vertido de alta carga organica. El analisis historico de los
vertidos permitié determinar que el 70% de los vertidos se producen por un exceso de
materia organica y que las EDAR pequenas-medianas (capaces de tratar <50000
habitantes equivalentes) son mas sensibles ante los vertidos. Ademas, se observo que

estos vertidos aumentan coincidiendo con la campafa vinicola y citricola.

Por otro lado, también se hizo una recopilacién de datos para determinar la poblacion
bacteriana predominante en el proceso de nitrificacion y desnitrificacion del reactor
bioldgico de la EDAR Quart-Benager, teniendo en cuenta factores externos como el
clima, estacién del afio, temperatura y situacion geografica. Este analisis fue necesario
para determinar la composicion del inéculo bacteriano mas éptimo para la EDAR y
permitié a la empresa Biopolis crear el indculo bacteriano. En el ensayo que se presenta
en este trabajo se afiadié un inéculo compuesto Unicamente por bacterias heterétrofas

facultativas (por privacidad de la empresa no se especifica la composicion del indculo).

Las imagenes de las muestras obtenidas mediante la técnica FISH y el kit de viabilidad
celular, tanto de la activacion del in6culo como de los reactores, son analizadas
mediante el soffware ImageCAl (herramienta de analisis de imagen capaz de cuantificar
de forma automatica diferentes caracteristicas del fango activo). Este software procesa
las imagenes para garantizar condiciones éptimas. Segun el estudio de la muestra que
se vaya a hacer, se aplican diferentes técnicas para mejorar las imagenes. Para estudiar
la viabilidad celular, las imagenes son sometidas a separacién por canales,
deconvolucioén vy filiro de ruido. Mientras que para la cuantificacion bacteriana se aplica

solo deconvolucion y filtro de ruido (33). El software procesa las imagenes, las cuantifica
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de manera automatica y proporciona los resultados en una hoja de calculo. Para poder
hacer la cuantificacién, el software somete a las imagenes a binarizacion, dando lugar
a imagenes en blanco y negro donde diferencia pixeles blancos y negros, y cuantifica
su area (un ejemplo de mejora de las imagenes se muestra en el anexo 4). El porcentaje
finalmente proporcionado corresponde con la media de resultados obtenidos de cada

una de las imagenes analizadas (33).

El ensayo que se presenta en este trabajo fue llevado a cabo en reactores Batch a
escala de laboratorio. A continuacion, se presentan los resultados de viabilidad celular

y de presencia de bacterias nitrificantes en los reactores A (sin in6culo) y B (con inoculo).

6.1. Activacion inéculo

Los resultados de viabilidad celular de la activacién del indculo de las muestras inicial,
24h y 48h se muestran en la tabla 7. Un ejemplar de imagenes de cada muestra se

presenta en el anexo 5-7.

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad (células viables/no viables por campo analizado *

incertidumbre) de las muestras de inéculo inicial, 24h, 48h y 72h de cada una de las

concentraciones analizadas.

Muestra inéculo Concentracion (g/L) Células viables/no viables
17 55/45 + 1
Inicial 8,5 55/45 + 1
3,4 57/43 + 1
17 52/48 + 3
24h 8,5 68/32 +2
3,4 74/26 + 2
3,4 + 180 mL licor mezcla 53/47 +1
aen 3,4 + 8,8 mL licor mezcla 55/45 + 2

A las 24 horas de activacién del indculo y en la concentracion 3,4 g/L se observé un
porcentaje de 74 + 2 células viables por campo analizado, siendo el mayor porcentaje

de células viables de todas las muestras de in6culo bacteriano analizadas.

Tras seleccionar la concentracién de indculo bacteriano de 3,4 g/L se estudié como
afecta la adicién de micronutrientes a la activacién del indculo (Tabla 8; imagenes en
Anexo 8). Se observé que la adicidon de micronutrientes no tiene ningun efecto sobre la
activacion del inéculo, ya que el porcentaje de células viables no se ve alterado por los

micronutrientes anadidos.
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Tabla 8. Porcentaje de viabilidad (células viables/no viables por
campo analizado * incertidumbre) de las muestras de in6culo de

concentracion 3,4 g/L inicial y 72h.

Muestra inoculo Células viables/no viables
Inicial 72/28 £2
72h 73127 £2

6.2. Adicién inéculo y vertido a los reactores
1) Viabilidad

Los resultados de viabilidad de las muestras extraidas de cada reactor se evidencian en
la tabla 9. Un ejemplar de imagenes de cada muestra de los reactores se presenta en
el anexo 9y 10. Es posible apreciar como el porcentaje de células viables en el reactor
A aumenta y disminuye a lo largo de todo el ensayo. En cambio, en el reactor B el
porcentaje de células viables se mantiene relativamente estable hasta las 48 horas y

disminuye a las 72 horas.

Tabla 9. Porcentaje de viabilidad de las muestras extraidas del reactor A y B al inicio del
ensayo, a las 24h, 48h y 72h. Los resultados se expresan en células viables/no viables

por campo analizado =+ incertidumbre.

Muestra Reactor A (sin inéculo) Reactor B (con in6culo)
Inicial 55/45 + 1 55/45 + 1
24h 61/39+2 52/48 + 2
48h 49/51+2 54/46 + 3
72h 56/44 + 2 45/55 + 2

2) FISH

A continuacion, se presentan los resultados de la cuantificacion de bacterias de la clase
amoniooxidantes Betaproteobacteriales y de los géneros Nitrospira y Nitrobacter que se
obtuvieron en los reactores A y B mediante el software ImageCAI (Tabla 9). Un ejemplar

de imagenes de cada muestra se presenta en el Anexo 11y 12.
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Tabla 9. Porcentaje de bacterias nitrificantes de la clase amoniooxidantes
Betaproteobacteriales y de los géneros Nitrospira y Nitrobacter presentes en los reactores A
y B al inicio del ensayo, a las 24h, 48h y 72h. Los resultados se presentan en células

viables/no viables por campo analizado = incertidumbre.

*Los resultados de las muestras del reactor B a las 48h no son representativos.

Muestra Poblacioén bacteriana Reactor A Reactor B
Betaproteobacteriales + Nitrospira 3+1 3+1
Inicial
Nitrobacter 2+1 2+1
Betaproteobacteriales + Nitrospira 4+1 4+1
24h
Nitrobacter 2+1 2+1
Betaproteobacteriales + Nitrospira 4+2 -
48h
Nitrobacter 2+1 -
Betaproteobacteriales + Nitrospira 3+1 3+1
72h
Nitrobacter 2+1 2+1

Se observa un comportamiento similar en ambos reactores, detectando un aumento a
las 24h del porcentaje de bacterias de la clase amoniooxidantes Betaproteobacteriales
y del género Nitrospira, y una recuperacion de los valores iniciales al final del
experimento (72h). EIl género Nitrobacter se mantiene estable a lo largo de todo el
experimento en ambos reactores. En este ensayo las sondas de oligonucleétidos
especificas de la clase amoniooxidantes Betaproteobacteriales y del género Nitrospira
se hibridaron juntas, por lo que no se puede diferenciar la abundancia relativa de AOB

y NOB en este estudio.
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7. DISCUSION

La mayoria de los vertidos incontrolados o accidentales que llegan a las EDAR se
caracterizan por una elevada carga organica. Como consecuencia, el proceso de
nitrificacion suele verse afectado debido a que las bacterias nitrificantes son los
microorganismos mas sensibles en el tratamiento biolégico de las depuradoras (34). El
filum Proteobacteria, al que pertenecen las bacterias nitrificantes, es el mas abundante
en las EDAR municipales, supone entre el 30-60% de la poblacion bacteriana presente
en el reactor biolégico, y la clase Betaproteobacteriales es la clase principal responsable
de la oxidacién de nitritos (35). Literatura previa muestra que el género Nitrosomonas
es mas susceptible a la inhibicion de la nitrificacion que el género Nitrobacter,
obteniéndose como resultado a esta inhibicion una acumulacion de iones amonio (36).
Es importante destacar que el factor causante de la inhibicion es la concentracion de los
compuestos toxicos presentes en el reactor, mas que el propio compuesto y en algunos
casos, si la concentracién del toxico es baja y la exposicién al toxico es larga, las
bacterias pueden adquirir resistencia a dicho compuesto (37). En un estudio donde se
comparaba la composicion microbiana de EDAR municipales (solo reciben aguas de
uso doméstico) e industriales (reciben aguas procedentes de industrias), se determiné
que la eliminacion de amonio y nitrato es mas efectiva en EDAR municipales que en
EDAR industriales textiles, debido a que la abundancia relativa de bacterias nitrificantes,
asi como de desnitrificantes, es mayor en las EDAR municipales donde hay menor
presencia de toxicos (38). Aunque la presencia de las bacterias nitrificantes depende de
la cantidad de sustrato disponible (iones amonio y nitrito, respectivamente), su
crecimiento y reproduccién es muy sensible a cambios en la composicién del influente
de agua que llega al reactor y cualquier alteracién, como la presencia de toxicos o una
elevada carga organica, afecta a su actividad (26). Este hecho podria explicarse en parte
a que su tasa de crecimiento en condiciones normales es menor que en el caso de las
bacterias heterétrofas, por lo que al obtener menor energia tras la oxidacion del sustrato
no pueden reparar sus sistemas enzimaticos (afectados por el vertido) tan rapidamente

como las bacterias heterétrofas (14).

En este trabajo se analizaron los posibles cambios en las bacterias nitrificantes de la
microbiota de dos reactores Batch a escala de laboratorio tras la adicion de un vertido
incontrolado (compuesto por un exceso de compuestos organicos) en ambos reactores,
y un inéculo bacteriano (compuesto por un mix de bacterias heterotrofas) solo en uno
de los reactores. Estos reactores simulaban reactores biolégicos de una EDAR.

Concretamente, en el ensayo de este trabajo se analizé el porcentaje de bacterias

28



nitrificantes presentes en los reactores y se observé un ligero aumento durante el
transcurso del ensayo. Sin embargo, al finalizar el ensayo (72 horas) se observo que los
porcentajes de bacterias nitrificantes correspondientes eran similares a los valores
iniciales en ambos reactores, tanto el que incluia el inéculo bacteriano como el que no
lo incluia. Estos datos podrian sugerir que realmente no se produce ningliin cambio en
la poblacién bacteriana de la clase Betaproteobacteriales y de los géneros Nitrobacter'y
Nitrospira. Ademas, estos resultados se encuentran en consonancia con un estudio
previo donde se observé que no habia cambios en la poblacién bacteriana nitrificante a
lo largo de 7 dias tras afiadir un vertido toxico al reactor. No obstante, los autores de
este estudio determinaron mediante la técnica de respirometria (técnica donde se mide
la velocidad de consumo de oxigeno por parte de los microorganismos bajo condiciones
definidas y controladas) que la actividad nitrificante se reducia en un 100% tras afadir
el vertido toxico al reactor (26). De este modo, las bacterias nitrificantes estan presentes
en los dos reactores, pero su actividad se encuentra inhibida y esta inhibicion es

causada por diferentes motivos.

En el caso del reactor sin in6culo bacteriano (reactor A), las bacterias presentes en el
reactor se han enfrentado a una elevada carga organica tras la adicién del vertido, que
provoca la inhibicion de su actividad nitrificante. Esta inhibicion ya se habia observado
en estudios previos, donde se determiné que la presencia de determinados compuestos
organicos sencillos en reactores biolégicos, como alcoholes y &cidos, inhiben la
nitrificacion de manera significativa (14). Otros estudios también han reportado que
compuestos como fenoles, hidrocarburos aromaticos y compuestos nitrogenados
aromaticos pueden llegar a inhibir la nitrificacion hasta en un 80% (14). Ademas, la
toxicidad generada también la relacionaron con la concentracion del compuesto
inhibitorio, cuanto mayor es la cantidad de compuestos organicos, mayor es el efecto
inhibitorio. Por otro lado, este estudio también determiné que las bacterias NOB
(representadas por el género Nitrobacter) son mas sensibles a estos compuestos que
las AOB (representadas por el género Nitrosomonas) (14). No obstante, en este estudio
no se pueden obtener conclusiones acerca de la abundancia relativa de AOB y NOB, ya
que las sondas de oligonucledtidos especificas de estas dos poblaciones bacterianas
se hibridaron conjuntamente. Los compuestos organicos presentes en exceso en el
reactor pueden impedir el crecimiento de las bacterias nitrificantes a través de un
mecanismo directo, por el cual impiden la accién de las enzimas responsables de la
oxidacion del amoniaco y del nitrito (39). Sin embargo, al estudiar el porcentaje de
células viables totales de este reactor, no solo de bacterias nitrificantes, se observé un

aumento de este porcentaje a las 24 horas, una disminucion a las 48 horas y un aumento
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a las 72 horas. Estos resultados sugieren que los compuestos organicos presentes en
exceso podrian producir un efecto dosis-dependiente en la inhibicion de la poblacién
bacteriana nitrificante, de manera que segun la dosis se observa un comportamiento
bacteriano diferente. También se sugiere que la cantidad de vertido afiadido no es
suficiente para inhibir completamente la nitrificacion, se necesitaria afiadir una mayor
cantidad de vertido para observar una disminucién de la viabilidad a lo largo de todo el
ensayo. Este efecto dosis-dependiente se ha podido observar en ensayos realizados
sobre la evaluacion de la eficacia de farmacos antimicrobianos contra un patdégeno
determinado (40).

Por otro lado, en el caso del reactor con inéculo (reactor B) hay un exceso de
compuestos organicos por el vertido y una mayor cantidad de bacterias heterétrofas por
el indculo afiadido. Por ello, la inhibicidn que causan los compuestos organicos sobre
las bacterias nitrificantes es menor que en caso del reactor sin inéculo, ya que las
bacterias heterotrofas procedentes del indculo permiten eliminar una mayor cantidad de
compuestos organicos. No obstante, existen numerosas publicaciones que demuestran
un efecto antibacteriano de las bacterias heterotrofas sobre otras bacterias. Las
bacterias heteroétrofas son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias patéogenas
humanas, de peces y también ambientales, como Pseudomonas aeruginosa, Aliivibrio
fischeriy Vibrio harveyi, respectivamente (41). En bacterias heterétrofas aisladas de rios
y mares, como en el Siak River Estuary (Indonesia), también se ha demostrado el efecto
antibacteriano y, ademas, se ha demostrado que el efecto es potente (42,43). Este
antagonismo también se ha observado en agregaciones bacterianas presentes en
océanos, donde un 53,3% de las bacterias que se aislaron (agrupadas en las clases a-
Proteobacteria y Bacteroidetes, y los ordenes Alteromonadales'y Vibrionales) mostraron
propiedades antagonicas entre ellas, y se determind que el antagonismo es una posible
forma de regular las poblaciones bacterianas presentes (44). No obstante, existen
publicaciones donde se ha demostrado que las bacterias heterétrofas pueden
establecer sinergia con otros microorganismos, como las microalgas (45). Por este
motivo, se quiso comprobar mediante este estudio si las bacterias heterétrofas podrian
establecer también una relacion de sinergia con las bacterias nitrificantes para degradar
completamente todos los contaminantes presentes en el agua residual, ya que ambas
bacterias desempefian funciones de descontaminacién ambiental. Ademas, se sabe que
los productos liberados por las bacterias nitrificantes pueden ser utilizados por las
bacterias heterotrofas como fuente de carbono y energia, asi como los restos celulares
tras la lisis celular, aunque esto solo tiene lugar si la concentracién de nutrientes

organicos es muy baja (46). Sin embargo, ni en nuestro estudio ni en publicaciones
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anteriores hay constancia de que se establezca una relacion de simbiosis entre estas
dos poblaciones bacterianas en las aguas residuales y los resultados de este ensayo
apuntan mas hacia el antagonismo. Debido a las numerosas evidencias existentes que
demuestran el antagonismo de las bacterias heterétrofas sobre otros grupos
bacterianos, se sugiere que en el reactor con indculo se establece una relacion de
antagonismo entre las bacterias heterétrofas y nitrificantes, provocando la inhibicion del
crecimiento de las bacterias nitrificantes. Existen diversos mecanismos por los que las
bacterias heterétrofas pueden inhibir el crecimiento de las bacterias nitrificantes, como
la produccion de antibidticos (por ejemplo, estreptomicina, tetraciclina o vancomicina) o
de metabolitos secundarios. Estos metabolitos son capaces de disminuir el pH del medio
(como el acido lactico), de cambiar la disponibilidad de nutrientes (por ejemplo, el
sideréforo actua como un compuesto quelante de hierro) e incluso de intervenir en las
comunicaciones bacteria-bacteria, como el quorum sensing, provocando la inhibicion de
otras bacterias (44,47). Por otra parte, la inhibicién de las bacterias nitrificantes a lo largo
de todo el ensayo se relaciona con el porcentaje de células viables analizado en este
reactor. Este porcentaje se mantuvo estable hasta las 48 horas, pero a las 72 horas se
observo una disminucion. Es evidente que, si las células se encuentran inhibidas y esta
inhibicion perdura en el tiempo, las células no pueden obtener energia para crecer ni
reproducirse y empezaran a morir. El tiempo en que se observe una reduccion
significativa de la viabilidad o supervivencia celular depende del compuesto téxico y del
microorganismo, pudiendo ser a las 6 horas de la adicién del téxico (48) o a las 24 horas
(49). En el caso del presente ensayo, la muerte celular se evidencié a las 72 horas,
donde se observa una reduccién de la viabilidad. Se plantea realizar futuros estudios
con el fin de estudiar el porcentaje de células viables correspondientes a cada grupo
bacteriano (bacterias heterétrofas y nitrificantes). De esta manera se intuye que se
observaria una elevada viabilidad en el caso de las bacterias heterétrofas y una
disminucién considerable de la viabilidad de las bacterias nitrificantes a medida que
avanza el ensayo, y permitiria obtener conclusiones mas especificas y detalladas de los

resultados.

En ultimo lugar, la técnica FISH ha permitido determinar el porcentaje de bacterias
nitrificantes en ambos reactores a lo largo del ensayo. Esta técnica permite identificar
grupos microbianos especificos con elevada fiabilidad y posteriormente cuantificarlos
mediante un software de analisis de imagen. No obstante, es importante destacar que
esta técnica presenta ciertos inconvenientes en la identificacion de microorganismos.
Durante el desarrollo de la técnica hay que tener en cuenta ciertos aspectos que pueden

afectar a la fiabilidad de los resultados. Algunos microorganismos, e incluso algun
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material presente en su habitat, tienen la capacidad de emitir fluorescencia y esta
autofluorescencia podria enmascarar la sefial producida por el fluorocromo de las
sondas al hibridar con las muestras y, por tanto, proporcionar falsos positivos. Asimismo,
un paso critico de FISH es el disefio de las sondas de oligonucleétidos ya que deben
ser lo suficientemente especificas para unirse unicamente al microorganismo de interés
en presencia de una gran cantidad de microorganismos. También se debe tener en
cuenta la dificultad del acceso de la sonda al sitio diana segun el tipo de célula
bacteriana, por lo que el proceso de permeabilizacion también es un paso critico de la
técnica, y también la estructura tridimensional que adquiere el rRNA (region diana donde
se une la sonda) dificulta la union de las sondas. Ademas, el contenido de ribosomas y
de rRNA depende del estado fisioldégico de cada célula, pudiendo variar ampliamente
entre las células. Tanto una baja cantidad como una mala calidad del rRNA también
afectan al proceso ya que se podran unir menos sondas, la intensidad de la sefal
fluorescente sera menor y, como consecuencia, se dificultara la identificacion del
microorganismo diana. Por otro lado, las muestras hibridadas con las sondas al ser
excitadas por la luz van perdiendo fluorescencia de manera irreversible con el paso del
tiempo. Por lo que el momento de la toma de las imagenes también influye en la
fiabilidad de los resultados (50). También es necesario conocer la microbiota presente
en el reactor o en el medio de estudio para poder disefiar sondas con mayor
especificidad y poder detectar los microorganismos de interés. Por otro lado, la
obtencion de unas imagenes de calidad mediante el microscopio depende en gran
medida de la densidad de la muestra, por lo que si los fléculos son muy densos la
identificacion de microorganismos resultara mas complicada debido a la calidad de las
imagenes. Todos estos factores pueden contribuir en la variabilidad de los resultados
obtenidos. No obstante, la técnica FISH ha permitido obtener diferentes logros, como
identificar las especies filamentosas presentes en las EDAR que dificultan el proceso de
depuracion, la diversidad de bacterias nitrificantes presentes, determinar la estabilidad
de los floculos, etc. (51). Por lo que FISH es una herramienta util en la identificaciéon de
microorganismos presentes en los reactores bioldgicos de las EDAR. Y, aunque otras
técnicas de biologia molecular como la gPCR también permite identificar
microorganismos de manera especifica, no aporta datos sobre la morfologia y la

distribucion espacial de los microorganismos, a diferencia de FISH (52).
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8. CONCLUSION

Las EDAR depuran el agua procedente de uso doméstico y de industrias, eliminando la
materia organica, los nutrientes y posibles patégenos presentes, para cumplir con los
valores legales permitidos y poder liberar el agua correctamente tratada al medio
ambiente. No obstante, si se producen vertidos incontrolados compuestos por toxicos o
excesos de materia organica, la microbiota de las EDAR puede resultar danada y no es
capaz de ejercer su accion de forma correcta y descontaminar completamente el agua.
El resultado puede ser la liberacién de agua mal tratada al medio ambiente, generando
una gran cantidad de problemas ambientales y de salud publica. Con la inoculacion de
una poblacion bacteriana, previamente seleccionada acorde a un analisis historico de la
composicion microbiana de cada EDAR, se puede revertir el dafio generado en los
reactores bioldgicos tras la llegada de un vertido incontrolado a la EDAR. Teniendo en
cuenta que los vertidos incontrolados se suelen producir de manera estacional y
coincidiendo con las campafias vinicolas y citricolas, esta inoculacion bacteriana resulta
en una solucion efectiva a los dafios producidos por los vertidos incontrolados. No
obstante, es importante estudiar previamente que no se produzcan efectos de inhibicion
de las bacterias nitrificantes, dado que son los microorganismos mas sensibles a

cambios en el influente de agua y las condiciones del reactor.

Aunque la inoculacion de una poblacidén bacteriana previamente disefiada es una
solucion efectiva para recuperar la microbiota de las EDAR, lo ideal seria evitar que la
microbiota resulte dafiada. Esto se podria conseguir mediante la creacion de sistemas
de deteccion de contaminantes o toxicos en la entrada de las EDAR. De esta manera,
se podria detectar la llegada de un vertido y actuar con antelacién para que la microbiota
no resulte dafada, evitando asi los elevados costes que supone su recuperacion y los

problemas que se desencadenan por el tratamiento inadecuado de las aguas residuales.
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10. AUTOEVALUACION

Las practicas extracurriculares realizadas en la EDAR Quart-Benager me han permitido
poner en practica y ampliar los conocimientos tedricos y practicos adquiridos durante
los cinco anos de estudios universitarios. He podido llevar a cabo técnicas de biologia
molecular como FISH, aprender a visualizar las muestras mediante un microscopio de
epifluorescencia y capturar imagenes adecuadas mediante una cadmara acoplada al
microscopio, para poderlas cuantificar mediante un soffware de analisis de imagen.
Mediante la realizacion de estas practicas he adquirido mucha confianza para trabajar
de forma auténoma en el laboratorio, asi como he desarrollado mucha destreza en el
trabajo del laboratorio, siempre guiada por los profesionales de la empresa. También he
aprendido la importancia de seguir las metodologias de trabajo, de trabajar con precision
y con mucho cuidado, ya que en la técnica FISH las sondas de oligonucleétidos
utilizadas son muy sensibles a la luz y requieren que se trabaje en la oscuridad. Ademas,
en esta técnica se manejan volumenes muy pequenos, por lo que hay que ser muy
preciso. También he aprendido a analizar las imagenes procesadas por el software de
analisis de imagen para identificar posibles resultados falsos positivos. Por otra parte,
poder participar en un proyecto de investigacién, como Bactiwater, me ha permitido
conocer la dinamica que sigue un proyecto de investigacién y las exigencias que
conlleva. También he podido comprobar la importancia del departamento de I+D+i en
las empresas que, en este caso, permite identificar y solucionar problemas reales

relacionados con la depuracion del agua.

Estoy muy agradecida por la oportunidad de realizar las practicas la EDAR Quart-
Benager y por toda la ayuda recibida por los profesionales de esta empresa. Valoro muy
positivamente el poder haber participado de alguna manera en el proyecto de
investigacion de Bactiwatery poder utilizar la estancia de practicas para la redaccion de
este trabajo de final de grado. Considero que esta estancia me ha enriquecido tanto a
nivel profesional como personal y me ha permitido conocer la gran importancia de la

microbiologia en la depuracién del agua.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Portaobjetos utilizado en la técnica FISH para la
hibridacion de las muestras con las sondas de acidos nucleicos.

Reactor andxico Reactores aerobios
L |

Decantador
secundario

Tanque pulmén Efluente
Efluente del
decantador >
primario
EDAR

|

T
Recirculacién interna

Recirculacion externa v
Purga de fangos

Anexo 2. Esquema de la planta piloto de la EDAR Quart-Benager (Valencia) creada para el proyecto
Bactiwater.

Anexo 3. Imagen real de la planta piloto de de la EDAR Quart-Benager (Valencia) construida para el
proyecto Bactiwater.
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Anexo 4. Tratamiento automatizado mediante el software ImageCAl de las imagenes capturadas mediante la

camara acoplada al microscopio de epifluorescencia. A) imagen sin procesar, B) imagen deconvolucionada y
C) imagen binarizada.

Anexo 5. Activacién indculo. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de inéculo bacteriano de
concentracion 17 g/L donde se estudia la viabilidad celular.

Células viables/no viables Células no viables

Inicial

24h
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Anexo 6. Activacion indculo. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de inéculo bacteriano de
concentracion 8,5 g/L donde se estudia la viabilidad celular.

Células viables/no viables Células no viables

Inicial

24h

Anexo 7. Activacién inéculo. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de indculo bacteriano de
concentracion 3,4 g/L donde se estudia la viabilidad celular.
Células viables/no viables Células no viables

Inicial

24h
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48h.
8,8mL

48h.
180mL

Anexo 8. Activacion inéculo. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de in6culo bacteriano de

concentracion 3,4 g/L mas adicién de micronutrientes donde se estudia la viabilidad celular.
Células viables/no viables Células no viables

Inicial

72h
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Anexo 9. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de licor mezcla del reactor A inicial, a las 24h, 48h
y 72h tras la adicion del vertido, donde se estudia la viabilidad celular.

Células viables/no viables Células no viables

Inicial

24h

48h

72h
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Anexo 10. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de licor mezcla del reactor B inicial, a las 24h, 48h
y 72h tras la adicion del vertido y del inéculo bacteriano, donde se estudia la viabilidad celular.

Células viables/no viables Células no viables

Inicial

24h

48h

72h
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Anexo 11. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de licor mezcla del reactor A inicial, a las 24h,
48h y 72h donde se estudia la presencia de bacterias nitrificantes (clase Betaproteobacteriales y géneros

Nitrospira y Nitrobacter).

Betaproteobacteriales + Nitrospira Nitrobacter
IniCiaI -
24h -
48h -
72h -




Anexo 12. Ejemplar de imagenes capturadas de la muestra de licor mezcla del reactor B inicial, a las 24h,
48h y 72h donde se estudia la presencia de bacterias nitrificantes (clase Betaproteobacteriales y géneros

Nitrospira y Nitrobacter).

Betaproteobacteriales + Nitrospira Nitrobacter
IniCiaI -
24h -
48h -
72h -
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