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1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Identificacion microbiolégica de la biomasa contenida en reactores de lecho fijo | $30,000
empleados en el tratamiento de aguas residuales municipales.

2.- Introduccion

La estabilidad funcional es una de las principales preocupaciones en el disefio de un bioreactor, especialmente cuando
el sistema es operado bajo ciertas condiciones a gran escala (Cabrol, L., y cols, 2012). Las biopeliculas son
comunidades microbianas estructuradas, formadas por grupos de células suspendidas en una matriz polimérica de
densidad variable, y juegan un papel importante en el tratamiento de aguas residuales al ser la base de diversos
reactores anaerobios y aerobios (filtros percoladores, contactores biol6gicos rotativos, etc.) y se caracterizan por su
viabilidad y eficiencia (Fernandez, N., y cols., 2008).

Los reactores anaerdbicos de lecho fijo se han utilizado cada vez mas para tratar las aguas residuales domeésticas en
los ultimos afios. La configuracién del filtro anaerdbico convencional se ha mejorado continuamente con
configuraciones innovadoras de reactores que proporcionan un buen rendimiento y estabilidad, cuyos principales
factores que contribuyen son largos tiempos de retencion celular y altas concentraciones de biomasa. En este sentido,
el soporte utilizado para inmovilizar la biomasa juega un papel esencial en estos sistemas, y se asocia directamente
con el tiempo de retencién celular, la concentracién de biomasa y la diversidad microbiana (Lima, C. A. A, y cols.,
2005). Se sabe que la velocidad de carga de estos sistemas depende de la cantidad de biomasa activa presente en el
reactor. La capacidad de los reactores de lecho de fiujo ascendente para acumular grandes cantidades de biomasa se
debe a la adhesién de las células bacterianas entre si y poder desarrollar la biopelicula (MacLeod, F. A, y cols., 1990).
Los microorganismos presentes en las plantas de lodo activado siempre han sido de interés central para los
microbidlogos. Numerosos estudios basados en el cultivo se han realizado para aislar e identificar bacterias de plantas
de lodo activado. Ellos proporcionaron interesantes perspectivas sobre la diversidad microbiana. Sin embargo, se ha
apreciado cada vez més que las técnicas siempre son selectivas y, por lo tanto, no pueden proporcionar suficiente
documentacion de la verdadera estructura de la comunidad. En consecuencia, en la Ultima década, se han realizado
varios intentos para analizar la estructura bacteriana de la comunidad de lodo activado por metodos directos (Snaidr,
J., y cols., 1997)

Las técnicas microbiologicas convencionales dependientes del cultivo no proporcionan una indicacion de la
biodiversidad (aproximadamente el 99% de las células bacterianas en las biopeliculas no se pueden cultivar en medios
estandares) o la estructura de una biopelicula. En los dltimos 15 afios, las técnicas moleculares se han empleado
exitosamente en la investigacién microbiana para el estudio de estos ecosistemas (Fernandez, N., 2008).En el
presente trabajo, se busca identificar la diversidad microbiana de las biopeliculas formadas en dos reactores: uno
anaerobio y otro aerobio, ambos de lecho fijo, empleados en el tratamiento de aguas residuales municipales, para
conocer la contribucion de las poblaciones en estos sistemas.

Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

Conocer la poblacién microbiologica de la biopelicula formada en el soporte de dos reactores, uno anaerobio y otro
aerobio, de lecho fijo, empleados en el tratamiento de aguares residuales municipales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Extraer y cuantificar los acidos nucleicos a partir de la biopelicula formada en el soporte de los reactores.
2) Caracterizar los acidos nucleicos totales extraidos.

3) Realizar el analisis taxonoémico de la biopelicula formada en el soporte de los reactores.

4) Elaborar el secuenciamiento y andlisis bioinformatico, empleando el software QIIME

Hipotesis
e La identificacién microbiana de las biopeliculas formadas en los dos reactores nos permitira conocer la
contribucién de las poblaciones en estos sistemas.
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3.-Revision de Literatura

La investigacion de los vinculos entre los cambios ambientales y la estructura de la comunidad microbiana es uno de
los problemas mas desafiantes en los entornos naturales. Una mejor comprension de estas interacciones puede
contribuir a mejorar la estabilidad del sistema al proporcionar herramientas de diagnostico, control y prediccion para la
operacion del reactor (Briones y Raskin, 2003). La mayor parte de la informacién que cuestiona la estabilidad
microbiana en bioreactores se refieren a sistemas de tratamientos de aguas residuales, en los que se puede acceder a
la fraccién no cultivable de diversidad microbiana gracias al desarrollo de genes moleculares (Daims y cols., 2006). De
acuerdo con la especificidad operativa de los sistemas, el resultado de la dinamica microbiana es desigual debido a la
heterogeneidad de estabilidad, calculos de indices y herramientas disponibles para estudiar las comunidades
microbianas (Yue y cols., 2005). Las comunidades microbianas altamente dinamicas pueden mantener una funcion
estable (Fernandez y cols., 1999), mientras que en otros casos |a estabilidad funcional se relaciona con comunidades
microbianas estables (Gentile y cols., 2006). Los biofiltros se pueden considerar ecosistemas modelo donde las
entradas y salidas se controlan y supervisan. Por lo tanto, son herramientas relevantes para abordar cuestiones
ecolégicas, como la relacién entre la diversidad y el funcionamiento. Ademas, antes de la caracterizacion molecular de
las comunidades microbianas, se debe realizar una evaluacién y optimizacion prudente de los diversos pasos
metodolégicos, como la extraccion de ADN (Cabrol y cols., 2010) o la amplificacién por PCR (Von Wintzingerode y
cols., 1997).

La aclimatacién de las comunidades microbianas al entorno del biorreactor es un periodo critico que influye en el
funcionamiento a largo plazo de los biorreactores. Como tal, ha sido ampliamente estudiado en sistemas de
tratamiento de aguas residuales y aguas residuales (Tresse y cols., 2002). La aclimatacion suele ser extremadamente
dinamica, ya que corresponde a la seleccion de las poblaciones mas adecuadas que emergen del propio material de
embalaje (cuando es orgénico) asi como del inéculo. La determinacion de la influencia de los origenes de los
diferentes elementos microbianos es, por lo tanto, un primer paso crucial en la prospeccion de la caracterizacion
posterior de la dinamica microbiana espacial y temporal.

Los digestores anaerobios son usados en el tratamiento de aguas residuales municipales e industriales, siendo los
mas empleados los sistemas de flujo ascendente. El reactor de lecho fluidos de flujo ascendente fue desarrollado por
Lettinga y colaboradores (1980); una variacién es el producido por Guiot y van den Berg (1985) y se conoce como
sistema de filtro de lecho de lodo anaerobio de flujo ascendente. Una gran ventaja de éstos sistemas, es que permite
una mayor cantidad de biomasa activa en comparacion con otros reactores anaerobios. La velocidad de carga de un
sistema de tratamiento de aguas residuales anaerobias depende de la cantidad de biomasa activa presente en el
reactor, por lo tanto, pueden acomodar tasas de carga organica varias veces mas altas que las de otros digestores

anaerobios (Lettinga y cols., 1983).

La capacidad de los reactores de flujo ascendente para acumular grandes cantidades de biomasa se debe a la
adhesién de las células bacterianas entre si. Las bacterias adheridas forman grénulos de biomasa que pueden tener
varios milimetros de diametro. La adhesion de las bacterias a las superficies inertes y el posterior desarrolio de la
biopelicula han recibido una atencién considerable (Costerton, 1985; Kjelieberg, S. 1984; Paerl, H. W. 1980). En
ambientes acuaticos, se cree que la adhesién a una superficie proporciona a los organismos colonizadores un
suministro de nutrientes, ya que los nutrientes inorganicos y organicos se concentran en esta interfaz. Ademas, una
vez que se adhieren a una superficie que esta en contacto con el flujo de agua, las bacterias estan expuestas a una
alta concentracion de nutrientes debido a un efecto de filtracion. La adhesion también funciona para mantener los
microorganismos en un entorno nutricionaimente favorable en manta de lodo anaerobico de flujo ascendente y lecho
de lodo anaerébico de flujo ascendente y reactores de filtro en los que no hay substratos inertes disponibles (excluidas
las paredes del reactor) (Geesey y cols., 1978; Henrici, A. T. 1933).

La degradacion de sustratos complejos en metano y diéxido de carbono durante la digestion anaerobia implica la
interaccion de al menos tres grupos metabélicos (Jones,, 1984; Mclnerney, M. J. 1986):

e El primer grupo de bacterias fermentativas, los acidégenos, conduce a la degradacion inicial de
biopolimeros.
e Los acidos y alcoholes asi producidos son utilizados por un segundo grupo de organismos llamados
bacterias acetogeénicas.
° El tercer grupo de bacterias son los metanogenos.
3
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Ubicados al final de la cascada de nutrientes, los metanégenos convierten el CO; y el H,, el acetato y algunos otros
compuestos simples en metano. Claramente, la estrecha asociacion de los miembros de estos tres grupos en una
estructura granular en capas aseguraria un alto nivel de actividad metabolica.

El tratamiento de aguas residuales municipales mediante técnicas convencionales, como el proceso de lodos
activados o filtros percoladores, tiene éxito en la reduccion del contenido de carbono orgénico en hasta 95-98%. Si se
combinan diferentes pasos de tratamiento, incluso la eliminacion de nitrégeno y fosforo puede ser eficientemente
logrado mediante procesos biolégicos. Sin embargo, todavia hay mejoras adicionales que se deben realizar con
respecto a la degradacion de compuestos organicos recalcitrantes y la calidad higiénica del agua tratada (Witzig y
cols, 2002). Se sabe desde hace tiempo que las capacidades de degradacién de los sistemag de tratamiento de lodos
activados son limitadas ya que, por ejemplo, los colorantes de la industria textil son bien conocidos por pasar plantas
de tratamiento en tales concentraciones que los cuerpos de agua receptores estan completamente coloreados. La
deteccion de residuos farmacéuticos en aguas superficiales e incluso en aguas subterraneas ha demostrado que una
gran variedad de compuestos quimicos puede pasar los sistemas de lodos activados sin degradacion, lo que da como
resultado su liberacién al medio ambiente (Ternes TA., 1988). Como uno de los enfoques mas innovadores para
restringir la liberacion de patégenos de las plantas de tratamiento de aguas residuales, se ha recomendado el uso de
membranas de microfiltracién (Krauth y Staab, 1993). Estas membranas pueden usarse como paso final de
clarificacion después del paso del clarificador secundario o integrarse directamente en el tanque de lodo activado.

Fernandez y cols. (2008) analizaron la composicién microbiana de la biopelicula formada en un sistema anaerobio,
encontrando la clase de alfa-Proteobacteria (Oleomonas, Azospirillum), como predominante. Las proteobacterias beta,
gamma, delta (tanto sintrofobacterias y reductoras de sulfato) como épsilon (Arcobacter sp.) fueron también
observadas. Archaea apareci6 por primera vez durante el periodo de consolidacion. Se detecto un metanégeno similar
a Methanospirillum después de 36 h, y esto fue seguido por la deteccion de Methanosarcina, despues de 4 dias de
desarrollo de la biopelicula. El biofilm maduro mostré una topografia de colinas y valles con células incrustadas en una
matriz de exopolimeros donde la distribucién espacial de los microorganismos se establecio bien. En comparacion con
las fases anteriores, la biodiversidad habia aumentado considerablemente. Aunque las alfa-Proteobacteria se
mantuvieron como predominantes, también se detectaron los miembros del filo Firmicutes, Bacteroidete vy
Thermotogae. Dentro del dominio Archaea, el metanégeno acetoclastico Methanosaeta concilii se vuelve dominante.

Snaidr y cols. (1997) analizaron e identificaron la composicion microbiana de muestra de lodo activado, encontrando
una alta diversidad genética del grupo de Proteobacterias (Hydrogenophaga, Comamonas, y Acidovorax),
Acinetobacter, Arcobacter, Bacteroides, Enterococcus, y Enterobacteriaceae.

La importancia de caracterizar el consorcio microbiano radica en evaluar la viabilidad del mismo en el tratamiento de
agua residual municipal, asi como relacionar las funciones de la poblacion dentro del sistema.

4 - Procedimiento Experimental

La muestra biolégica a analizar, se obtendra a partir de dos reactores de lecho fijo, uno anaerobio y otro aerobio, los
cuales se emplean en el tratamiento de aguas residuales municipales.

o Extraccion de acidos nucleicos totales
La extraccion del DNA total de cada se realizara mediante la técnica de fenol-cloroformo.

e Cuantificacion de acidos nucleicos totales extraidos
El DNA total extraido de cada sistema se cuantificara mediante el uso del equipo NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo-Scientific) y se determinara la pureza del DNA

e Caracterizacion de los acidos nucleicos totales extraidos por fraccionamiento en gel de agarosa
Se realizara una electroforesis en el de agarosa y se observara el gel en un fotodocumetador BIO-RAD XR+.

e Construccion de librerias del 168 rDNA
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Se a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con el fin de obtener un
amplicon de cada muestra de 263 pb, el cual incluye la regién polimérfica V3 del gen 16S rDNA para llevar a cabo un
anélisis taxonoémico de la microbiota en cada sistema.

¢ Secuenciamiento mediante lon Torrent
Con las muestras obtenidas en la amplificacion, se llevara a cabo la preparacion para el analisis por la tecnologia lon
Torrent PGM.

e Analisis bicinformatico
Se utilizara el software de lon Torrent PGM (Torrent Suite v4. 0.2) para decodificar las secuencias obtenidas de
acuerdo al barcode asignado a cada muestra y para eliminar las lecturas de baja calidad. Después mediante el
software QIIME (Caporaso, J. G., y cols., 2010) se analizaran las secuencias decodificadas y se determinaran las
unidades taxondmicas operacionales (OTUs) de acuerdo a un nivel de similitud

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ELF IM | A | MIJ I JIAYS O | Nl D
Extraccién de acidos nucleicos totales X X X

Cuantificacién de acidos nucleicos totales extraidos X ¥ X

Caracterizacién de acidos nucléicos X X X *
Construccion de librerias del 16S rDNA X X X
Reporte parcial X

Cronograma de Actividades para el 2019 (cont.)

Actividad por realizar ELF LM A ITHMEL A A LE B HD
Construccion de librerias del 16S rDNA A

Secuenciamiento mediante lon Torren X X X X

Analisis bioinformatico X X X

Elaboracién de articulo cientifico X x| x X X X X
Reporte final X

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E | F 1 K g A | M d b8 &5 =8 e
Extraccién de acidos nucleicos totales ¥ i X X

Cuantificacion de acidos nucleicos totales extraidos X ol

Caracterizacién de acidos nucléicos X X X X
Construccion de librerias del 16S rDNA X X X
Cronograma de Actividades para el 2019 (cont.)

Actividad por realizar EdFl M|l A& MG 40 &FE LB NLD
Secuenciamiento mediante lon Torren X X X X

Analisis bioinformatico ¥ ¥ X

Duracién total del proyecto
| Afio de Inicio  [2018 | Afio estimado de conclusion | 2019 |

5.-Productos Esperados
s Obtencidn de una tesis de licenciatura
« Presentacion del trabajo en 1 Congreso relacionado con el area de Investigacion.
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