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Evidencias de la Flexibilidad Metabdlica de un Consorcio y Cultivos Axénicos para Desnitrificar, Metanizar y Reducir Sulfato

Resumen

Existe la idea de que |os microorganismos son fisiolagicamente monofuncionales. Se asume que los consorcios
operan bajo el mismo criterio, de ser monofuncionales, razan por la cual el arranque de los reactores para
tratamiento de las aguas residuales toma mucho tiempo, hasta que se haya aclimatado la microflora responsable
del proceso de interés. Desde hace décadas se tienen datos de que las condiciones ambientales son de mayor
importancia para el control de los procesos microbioldgicos que la presencia de las cepas conocidas como
especificas. Este trabajo tiene como propdsito presentar evidencias que muestran que el metabolismo de cepas
aisladas puede cambiar de acuerdo con la composicidn del medio de cultivo como variable independiente. Esto es,
obtener evidencias de la flexibilidad metabdlica de los microorganismos, tanto de consorcios (lodos para el

tratamiento de aguas residuales) como de cultivos axénicos.

Se puso en régimen estacionario un reactor continuo de tanque agitado (RCTA) bajo condiciones desnitrificantes
inoculado con |lodo metanogénico de una planta industrial. El lodo producido se utilizd para realizar aislamientos de
algunas cepas, con base en la morfologia celular y de Gram. Fueron propagadas en un medio de cultivo con
caracteristicas cualitativamente similares al medio desnitrificante en el RCTA, pero cuantitativamente diferentes,
con una relacian C/N de 7. Al lodo desnitrificante producido en el RCTA se le inoculd en medios de cultivo
desnitrificante, metanogénico, y sulfato reductor y se realizaron cinéticas de los cultivos de cada proceso
respiratorio. A tres de |as cepas aisladas (denominadas J, P, R) se | hicieron los mismos estudios en lote, esto es, a
cada cepa se |e cultivd en los tres medios antes mencionados. Los cultivos fueron evaluados en términos de
eficiencia de consumo [E%, (mg de sustrato consumido (NOj, S0 o CyHsly)/mg sustrato alimentado)*100)],
rendimientos de produccian [Yp. mg de producto (N, HS™ o CHy) /mg sustrato consumido] y velocidades especificas

de produccian (g, (mg de producto/g SSV d)].

Los resultados mostraron que el lodo fue metabdlicamente capaz de realizar los tres procesos respiratorios con
rendimientos en la produccion de Ny, CHy y SH de 0. 8= 0.1, 0.1 = 0.01, 0.4 = 0. respectivamente. En los cultivos
axenicos se observa |a capacidad de desnitrificar y sulfato reducir con rendimientos cercanos a 0.1 mg No/mg NO3
y 0.4-1.0 mg SH/mg SO,%, sin embargo bajo las condiciones de ensayo o se detectd capacidad metabdlica para
metanizar. Los resultados del trabajo mostraron que ni las cepas aisladas, ni el consorcio microbiano fueron
monofuncionales y que el metabolismo observado fue consecuencia de las condiciones de cultivo. La investigacian

realizada evidencit que |a flexibilidad metabdlica esta presente en muchos microorganismaos.
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Evidencias de la Flexibilidad Metabdlica de un Consorcio y Cultivos Axénicos para Desnitrificar, Metanizar y Reducir Sulfato

Abstract

It is believed that microorganisms are monofunctionals, physiologically speaking. It is assumed that the consortia
operate with the same criteria, and this may be the reason which the wastewater treatment takes long time to
start-up. Namely, when the microbial sludge is acclimated. Nevertheless, from several decades ago is known that
the environmental conditions are the more important aspects to control the microbial process, rather than the
presence of strains known as specific microorganisms. The main purpose of this paper is to provide evidences that
the metabolism of strains isolated from microbial sludge is able to change according to the culture medium
composition, as independent variable. |n other words, to obtain new experimental evidences about the metabolic

flexibility of the microorganisms. as in consortia (sludge used in wastewater treatment) as with axenic culture.

A continuous stirred tank reactor (CSTR) was operated at steady state under denitrifying conditions, which was
inoculated with a methanogenic microbial sludge taken from an industrial wastewater plant. The microbial sludge
produced was used in order to isolate some strains, based on cellular morphology and Gram stain as criteria. These
were propagated in a culture medium with characteristics qualitatively similar to the denitrifying culture medium in
the CSTR, but quantitatively different, with a C/N ratio of 7. The microbial sludge previously stabilized was inoculated
in a denitrifying, methanogenic and sulfate reducing culture medium. Batch cultures were evaluated in terms of
consumption efficiency [E%. (mg of substrate consumed (NOg, SO or CyHsl;)/mg substrate fed)*100)].

production yield [Yp, mg of product (Nz. HS™ or CHs) /mg substrate consumed] and specific production rates [q. (mg
of product/mg VSS d)]

Experimental results showed that the microbial sludge had the metabolically capability to carry out the three
respiratory processes, with production yields of Ny, CH; and SH™ of 0.9 + 0.1, 0.1 + 0.01, and 0.4 = 0.1, respectively.
Moreover, all axenic cultures only showed denitrifying and sulfate reducing capability, with yields of 0.1 mg N2/mg
NOz y 0.4-1.0 mg SH/mg SO.”. The isolated strains were not able to carry out the methanogenesis under the
enviranmental conditions tested. The results this work shown that, nor the axenic culture, neither the microbial
consortium were monofunctionls. Likewise, the changes in the metabolic profiles were relate to the existing
environmental conditions. This research provides evidences about metabolic flexibility of a microbial sludge and an

axenic culture as a result of the culture conditions established.

|.B.I. Sylvia Karina Téllez Pérez Pagina 2 Maestria en Riotecnologia



Evidencias de la Flexibilidad Metabdlica de un Consorcio y Cultivos Axénicos para Desnitrificar, Metanizar y Reducir Sulfato

|. Introduccidn

1.1 Panorama actual

Actualmente la contaminacion del agua representa una problematica al ambiente que ha sido proporcional al
incremento en la poblacian, asi como a las actividades antropogénicas de tipo agricola, pesquera, comercio e
industrial (Vitousek, 1997). Comanmente el origen de la contaminacidn del agua se atribuye a |a descarga de aguas
residuales (efluentes industriales) directamente a mantos acuiferos y aguas superficiales (Semarnat, 2009),
causando cambios ecoldgicos y ambientales. El resultado ha sido los dafios a la flora y fauna de lagos, rios y mares,

ademas de causar cambios en |os ciclos bingeoquimicos (Chapin y col., 2000).

Los compuestos que habitualmente se han considerado contaminantes del agua, son los compuestos carbonados
(materia organica), nitrogenados (NOy, NO3', NH4") y azufrados (S0, S05%, 805). como lo seralan Camargo y
Alonso (2007). Este tipo de compuestos tienen un efecto negativo sobre los ecosistemas acuaticos. Se ha visto que
la acumulacion de compuestos nitrogenados es la causa de problemas de toxicidad en los organismos acuéticos,
eutrofizacion de lagos, proliferacidn de algas toxicas (dinoflagelados, algas verde azules, diatomeas, etc.), asi como

también podrian ser |a causa de induccion de efectos perjudiciales en la salud humana (Cervantes y col., 2000;

Camargo y Alonso, 2007; Montes y col., 2000).

La composicion orgénica de las aguas residuales estd conformada aproximadamente por proteinas, carbohidratos,
grasas y aceites, surfactantes, contaminantes emergentes, y compuestos orgénicos como |os fendlicos, bencénicos,
plaguicidas, hidrocarburos, entre otros (Ellis, 2004). Cuando en mantos acuaticos se descargan aguas residuales
con materia orgénica disuelta, se propicia un ambiente para el crecimiento indeseable de microorganismos (Shon y
col. 2006). Por su parte, compuestos azufrados como el digxido de azufre (SO;) emitidos a la atmdsfera pueden
reaccionar con otras moléculas, llegando a formar 4cido sulfarico (HyS04). la deposician de éste sobre las aguas
superficiales disminuye el valor del pH, por lo cual se ha reconocido como uno de los contaminantes que participan
en el proceso de acidificacion de lagos y rios (Shindler, [988; Baker y col., 1391). Actualmente se utilizan procesos
bioldgicos como alternativas de descontaminacian de las aguas residuales con |a finalidad de generar compuestos
inocuos al ambiente, a través de los ciclos bingeoquimicos, donde los microorganismos realizan una funcian
importante en la reutilizacian de los elementos, como el carbono, nitrdgeno y azufre (Madigan y col., 2000) a través

de la metanogénesis, desnitrificacian y sulfato reduccion, por mencionar algunos.
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Algunos autores sugieren la participacion de algunos microorganismos especificos para llevar a cabo cada uno de
estos procesos respiratorios. Sin embargo, los procesos respiratorios se han evaluado a partir de consorcios
microbianos, en los cuales se presentan distintas comunidades microbianas. Se ha mostrado la capacidad de los
consorcios para la eliminacin de més de un compuesto contaminante, e incluso llevar a cabo mas de un proceso
respiratorio (Reyes y col., 2004; Martinez, 2004). Cabe mencionar que hacen falta evidencias cuantitativas que
muestren la capacidad metabdlica que pueden expresar estas comunidades microbianas a partir de un [odo
microbiano, y llevar a cabo més de un proceso respiratorio, y de esta manera poner en evidencia la flexibilidad

metabdlica intrinseca o extrinseca que éstas presenten.

1.2 Flexibilidad metabdlica

El concepto de flexibilidad metabdlica ha surgido a partir de la posibilidad de poder atribuir mayor capacidad
metabdlica a los microorganismos que usualmente han sido estereotipados de llevar a cabo una sola funcidn
metabdlica en especifico, es decir, a la asociacion de un salo proceso metabélico en un género microbiano en
particular. Tal es el caso de las bacterias metanogénicas, a las cuales se les ha atribuido la dnica funcion de
producir metano y no otro producto final. Desde el punto de vista ecoldgico, es dificil pensar que dichas bacterias no
tuvieran alguna otra alternativa metabadlica, ya que sin éstas los microorganismos metanogénicos tendrian serias
limitaciones de adaptacicn a las variaciones ambientales en las que se pudieran encontrar. Un ejemplo de flexibilidad
metabdlica es el que se puede observar con las |evaduras, en las cuales se ha mostrado su capacidad metabdlica,
en respuesta a condiciones anaerdbicas o aerdbicas, teniendo como productos principales etanol y OOy 6 altos
niveles de ATP y produccian de biomasa respectivamente. Otro claro ejemplo es el de las bacterias 4cido |4cticas las
cuales, en distintas condiciones de cultivo pueden formar lactato, acetato, etanol, entre otros productos de
fermentacidn. Ambos ejemplos son muy conocidos desde hace décadas y la literatura esté llena de informacian
sobre el tema. Finalmente también podemos citar el ejemplo de algunas arqueas metanagenas, como M Farkeri la
cual ha mostrado la capacidad metabdlica de metanizar y reducir dxido de fierro de manera simultanea (Bond y
Lovley, 2002). Es dificil pensar que sdlo estos microorganismos tengan esa capacidad metabdlica extendida.
Vollbrecht y Schlegel (1978) sugirieron que los productos finales estaran en funcidn de las condiciones de cultivo. En

todos los casos, |os productos finales dependeréan de las condiciones de cultivo, como concentracian de oxigena, pH.
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composicion quimica del medio de cultivo, entre otros. Podrian citarse varios casos mas, pero estos pueden ser
ejemplos de flexibilidad metabdlica, de una alternativa metabdlica de adaptacian, a través de rutas metabdlicas
alternas. Asimismo, la flexibilidad metabdlica podria estar asociada a la posibilidad de que cultivos axénicos
produzcan energia por distintas rutas metabalicas, utilizando distintos sustratos, o un mismo sustrato por distintas

vias metabdlicas.

Por otra parte. se ha dicho que |a eliminacion de contaminantes se realiza por los microorganismos, a través de las
cadenas troficas. Existen algunas evidencias que esto parece posible, o por lo menos asi se piensa. Reyes-Avila y
col. (2004), Beristain-Cardoso y cal. (2011) y Téllez-Pérez y col. (2013) han publicado sobre la eliminacion simultanea
de varios contaminantes. La explicacion de estos fendmenos, desde el punto de vista microbioldgico (cadena
trofica), no es suficiente. Algunos autores sugieren que las capacidades metabdlicas de un proceso fisioldgico
pueden dirigirse en funcién de las condiciones iniciales de cultivo. No obstante, Robertson y Kuenen (1990) asumen

que estas propiedades pudieran incluso ser inherentes a los microorganismos.

En la Tabla | se resumen algunas evidencias de flexibilidad metabdlica en consorcios microbianos y cultivos

axénicos.

Tabla. | Flexibilidad metabdlica en consorcios microbianos y cultivos axénicos

Cultiva Flexibilidad metabalica Procesos Referencia

Consorcio microbiano Eliminacidn simulténea de Nitrificacian De la Torre-Velasco y col.
sulfuro, cresol y amonio Desnitrificacian (2013)

Consorcio microbiano Eliminacion simultanea de Nitrificacidn Tellez-Perez y cal. (2013)

Consorcio microbiano

Consorcio microbiano

Consorcio microbiano

amanio y g-hidroxibenzaldehido
Eliminacian simultanea de
nitrdgeno, carbono y azufre
Eliminacidn de acetato y nitrato

Desnitrificacitin

Desnitrificacian
Metanogénesis
Desnitrificacian
Metanogénesis
Sulfato reduccidn

Reyes y col. (2004)
Martinez (2004)

Takii y Fukui (1931)

Cultivos axénicos:
Cepas bacilares

Cultivos axénicos
Sulfuraspirullum

Cultivo axénico
Diaphorobacter sp.

Desnitrificacian y nitrificacidn
secuencial en condiciones
aerabicas

Desnitrificacian y nitrificacidn
con distintos donadores de
electrones

Simultanea Nitrificacidn y
desnitrificacion aergbica

Desnitrificacitin
Nitrificacitn

Desnitrificacian
Sulfato reduccian
Nitrificacicn
Desnitrificacitin

Kim y cal. (2009)

Hubert y Voordouw (2007)

Anshuman y col. (2007)

|.B.I. Sylvia Karina Téllez Pérez
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Cultivos axenicos Produccian de nitrageno Nitrificacidn Shrestha y col. (2002)
N europea malecular desde amonio Desnitrificacian
M Barkeri Reduccidn de Fe (Ill) en Metanogénesis Bond y Lovley (2002)

presencia y ausencia de
quinonas extracelulares

1.3 Desnitrificacidn

La desnitrificacion se ha descrito como un proceso respiratorio andxico donde el nitrato es reducido a nitrageno
molecular utilizando una fuente reductora, que puede ser del tipo organico o inorganico. Alcaligenes, Paracoccus,
FPseudomonas, Thiobacillus y Thiospaera son algunos microorganismos con los cuales se han realizado muchos
estudios sobre la desnitrificacian (Cervantes y col. 2000). La desnitrificacian sigue una ruta metabdlica que
consiste en una serie de etapas en la cual se involucran la actividad de ciertas enzimas (Figura 1). La ruta de
reduccidn del nitrato comienza a partir de la reduccion de N3 a NOg, en la cual interviene |a actividad de |a enzima
nitrato reductasa. En una sequnda etapa se realiza la reduccian de NO;” a NO por la accion de |a nitrito reductasa,
que es reducido a No0 por la dxido nitrico reductasa, finalmente en una dltima etapa la reduccian de No0 a Ny es

catalizada por la dxido nitroso reductasa (Cervantes y col., 2000).

Mitrous
Mitrate Mitrite Mitric oxide encide
reductasa reductase reductass reductase

! !
NO, wetie NO, =i NO wi N,O wei N,

Figura. | Rutas metablicas del proceso desnitrificante (Wrage y cal., 2001)

La desnitrificacion heterotrafica es el proceso reductor de nitrato en presencia de un donador de electrones
organico, de los cuales se han utilizado metanol, acetato, lactato y compuestos aromaticos (Cuervo-Lapez y cal.,
1999; Third y cal., 2003). El acetato ha sido comanmente utilizado para llevar a cabo la reduccian de nitrato de

manera satisfactoria (Reyes-Avila y col, 2004). La reduccidn del nitrato acoplada a la oxidacion de acetato presenta
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un cambio en la energia libre estandar de -1054.8 kJ/reaccion (Beristain-Cardoso y col., 2008). valor con el cual se

observa una reaccian espontanea y termodindmicamente favorable (Reaccidn ).

.25 CHsCOOH +2 NOz” 2.3 €07 + Ny +1.5 Ho0 + 2 OH° Reaccidn. |

La desnitrificacion mediante un consorcio microbiano ha mostrado ser un proceso factible e incluso
metabdlicamente flexible para la eliminacion simultanea de distintos compuestos orgénicos e inorgénicos, como

sulfuro y/o fenol (Sierra-Alvarez y col., 2007; Beristain-Cardoso y cal. 2009).

131  Factores que influyen en |a desnitrificacidn

Algunos autores sugieren que el proceso desnitrificante puede verse afectado o favorecido en funcion de las
condiciones de cultivo a las que el consorcio o el cultivo axénico se encuentre expuesto. Tal es el caso de la
presencia de oxigeno. el cual se ha reportado como uno de los principales factores que regulan la reduccion de
nitrato a nitrageno molecular a nivel enzimético (Knowles, 1982). Temperatura y pH han sido de los factores que se
ha observado pueden influir durante un proceso desnitrificante. Bremmer y Shaw (1958) observaron que por debajo
de un pH de 4.8 el proceso desnitrificante disminuye su velocidad. Sin embargo cuando el valor de pH se incrementa
en un valor entre 8.0 y 8.6, la velocidad desnitrificante se incrementa. Asimismo, mostraron que se observa el

incremento de la velocidad desnitrificante con una temperatura cercana a los 20 °C.

En el proceso de desnitrificacion heterotrafica algunos autores sugieren que el proceso se lleva adecuadamente a
valores de relacian carbono/nitrdgeno (C/N) cercanos a su valor estequiométrico. De esta manera, el metabolismo
puede ser controlado de manera satisfactoria (Beristain-Cardoso y col, 2008). Se ha reportado que a valores altos
en la relacian C/N, el proceso desnitrificante se ve favorecido alcanzando eficiencias de consumo de nitrato del
[00% y rendimientos de produccian de nitrageno molecular cercanos a | (Cuervo-Lapez y col., 1999). Otros factores
que deben ser considerados durante el proceso, son la composicion del medio de cultivo, incluyendo los cofactores
L . . . 9+ . .
enzimaticos necesarios para el proceso. Se ha visto que la presencia de Cu” y sales de molibdeno son necesarios

en el proceso desnitrificante (Richarson y col., 2009).
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1.4 Metanogénesis

El proceso de la metanogénesis es conocido como un proceso respiratorio donde compuestos orgénicos son
utilizados para la produccion de metano. El metano es producido por las arqueas, que incluyen a las clases
Methanobacteriales, Methanopyrales, Methanococcales, Methanomicrobiales y Methanosarcinales (Garrity, 2001). La
metanogénesis se puede producir en distintas condiciones de cultivo. Las clases microbianas mencionadas. bajo
condiciones de anaerobiosis, se ha visto que son capaces de producir metano a partir de diferentes sustratos como
acetato, metanol, metilamina, entre otros (Castillo y col.. 20083).

El metano se puede producir a partir de 3 rutas metabalicas, en funcian del tipo de fuente de carbono utilizada como
sustrato (Figura 2). La ruta hidrogenotrafica donde se involucra la reduccian de CO; con Hy como fuente reductora.
La ruta acetoclastica donde el acetato es oxidado a metano y CO; (Meurer y col., 2002). Finalmente en la ruta
metalotrafica compuestos metilados pueden llevar a cabo la funcidn de donadores de electrones, asi como ser la
fuente metilada para la reduccion a metano, o bien los compuestos metilados se pueden reducir a partir del

acoplamiento con Hy (Galagan y cal., 2002).

CO2

2e- xn»ze-

formyl-MF

i

formyl-H4SPt (b 2e-

it

methenyl-H4SPt
2e- tf»ze' [co]

methylene-H4SPt

2e- wnf-» 2e- \
methyl-amines Methyi H,SP1 acetyl-CoA
> i t
methanol methyl-CoM acetyl-Pi
| ate 4

methyl-sulfides acetate
CHy4

Figura. 2 Rutas metabdlicas en la metanogénesis: Hidrogenotrdfica (flechas rojas), metalotrdfica (flechas verdes) y

acetoclastica (flechas azules) (Galagan y col., 2002)
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Se ha descrito, de manera general, que la metanogénesis ger s suele ser un proceso termodindmicamente poco

espontaneo, con valores de energia libre de Gibs estandar de -31.0 kJ/reaccicn, partiendo de sustrato como acetato

(Thauer y col., 1977).

141  Factores que influyen en la metanogénesis

Para que el proceso de produccion de metano se lleve a cabo de manera satisfactoria se ha mencionado la
influencia que puede tener la presencia de cofactores enziméticos, asi como las condiciones de cultivo. Kida y col.
(2001) observaron que la adician de NiZ* y Co® favorecen la produccidn de metano y sugieren, por lo tanto, la

adicion de ellos para que se lleven a cabo las reacciones de produccion de metano.

Dentro del proceso metanogénico se han mencionado posibles inhibidores. Witthmann y col. (1395) han sugerido que
algunos procesos de inhibician por amonio pueden darse por un cambio en el pH intracelular, inhibiendo reacciones
enzimaticas especificas. Sin embargo, concentraciones por debajo de los 200 mg/L de amonio se considera
benéfico para los microorganismos anaerobios como parte esencial nutrimental (Liu y Sung, 2002). Por otra parte,
Kroeker y col. (1979) reportaron que |a presencia de amonio a concentracion entre 1.7 y 14 g/l causan alrededor del
a0% de reduccian de la produccian de metano. No obstante, el amonio debe ser considerado como un compuesto
necesario en la formulacian del medio de cultivo, dado los efectos positivos y negativos que puedan causar al

proceso metanogénico, en particular sobre el crecimiento microbiano, aunque sea escaso.

Dentro de los procesos anaerobios pueden encontrarse ciertas similitudes dentro de ellos. Tal es el caso de la
sulfato reduccidn (SR) y la metanogénesis, en los cuales se utilizan sustratos organicos comunes, como acetato. En
el caso de la metanogénesis |os sustratos anteriores se utilizan para la formacion de metano, mientras que para el
proceso SR suelen utilizarse en el proceso de reduccion de sulfato preferentemente acoplado a la oxidacidn del
lactato. Por lo tanto, el proceso competitivo podria darse por el sustrato orgénico en comin, entre la
metanogénesis y la SR. No obstante, ambos procesos tiene diferencias fisicoguimicas que sugieren que podria no

haber competencia entre esos procesos.
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1.5 Sulfato reduccidn

La sulfato reduccian es un proceso bioldgico donde el sulfato es reducido a sulfuro, el cual esté asociado a la
oxidacidn de un agente reductor organico. El lactato, pero no salo éste, ha mostrado ser un apropiado reductor
(Celis-Garcia, 2004). El acetato también ha sido utilizado satisfactoriamente para la SR (Muthumbi y col., 2001). La
SR se ha denominado de varias formas en funcidn del tipo de donador de electrones. Algunas bacterias sulfato
reductoras (BSR) suelen reducir al sulfato utilizando un donador de electrones inorgénico coma el Hy, consumiendo
de manera simultanea al C0; como fuente de carbono. El proceso se conoce como SR litotrafica. Por el contrario, se
ha denominado SR organotrafica cuando el donador de electrones es un compuesto orgénico (Voordouw, 1393). Hay
algunas bacterias que han sido caracterizadas como productoras de sulfuro a partir de sulfato. Entre estas se
pueden mencionar a los géneros Jesulfavibrio, Desulfatomaculum, Desulfobacter, Desulfabulbus, Desulfococcus,
Desulfonems, Deesulfosarcing. (Widdel and Pfennig, 1981). Se ha encontrado que cominmente las bacterias sulfato

reductoras (BSR) presentan caracteristicas del tipo Gram-negativas, como las bacterias desnitrificantes (Hao y

col., 1336).

La ruta metabdlica de la SR (Figura 3) parte de la activacian de sulfato con ATP por accidn de la ATP sulfurilasa que
posteriormente es reducido a sulfito por la participacion de la enzima APS sulfotranferasa. El sulfito finalmente es

reducido hasta sulfuro, reaccidn catalizada por la sulfito reductasa (Grein y col, 2013).

La SR, asi como la desnitrificacion, opera de manera adecuada cuando la relacion C/S es cercano al valor
estequiomeétrico. Se tienen evidencias que bajo estas condiciones se han obtenido altas eficiencias de eliminacidn de
sulfato (Harada y col., 1994; Annachatre y Suktrakoolvait, 2001). Asimismo, |a reaccion de reduccion de sulfato a
sulfuro, al igual que en el proceso metanogénico a partic de acetato es un proceso termodindmicamente
desfavorable (AG™ = -3l kJ/reaccian). con una valor bajo de energia libre de Gibs estandar de -47.6 y -1276

kd/reaccicn a partir de |a oxidacion de acetato y lactato, respectivamente (Garcia-Saucedo, 2008).
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Sulfate
ATP
Sat
2Pi <— PPi
Adenosine 5'-
phosphosulfate (APS)
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) APS
reductase
A (AprAB)
v
Sulfite
e Dissimilatory sulfite
reductase
DsrAB/ DsrC
Sulfide

Figura. 3 Ruta metabalica del proceso sulfato reductor (Grein y col., 2013)

131  Factores que influyen en la sulfato reduccidn

Las BSR cominmente han sido consideradas como microorganismos anaerobios, por lo cual el proceso SR puede
verse afectado en presencia de oxigeno, inactivandose diversas enzimas de |a ruta metabalica, particularmente las
deshidrogenasas (Krekeler y Cypionka, 1395). Sin embargo, no todas las BSR han sido afectadas por la exposicidn al
oxigeno. Marschall y col. (1393) mostraron evidencias en algunas cepas SR en presencia y en ausencia de oxigeno,
por ejemplo, las cepas ZJesulfavibrio desulfuricans LNS, Desulfavibrio vulgaris, Marburg y Desulfabacter
hydrogenaphilus mantuvieron su actividad SR a una concentracion de oxigeno menor que 0.5 mg/L. No obstante, la
actividad SR se redujo en un 30% en presencia de oxigeno. Por otra parte, se ha observado un efecto negativo en la
actividad SR en Jesulfabulbus propionicus. Ademés. debe considerarse que si el producto final de la SR es el HyS,

éste ha mostrado tener un efecto tdxico sobre diversos microorganismos, afectando negativamente la SR

(Collerant, 1998).

Algunos de los metales pesados se han identificado como inhibidores del proceso sulfato reductor. Utgikar y col.
(2002) observaron que altas concentraciones de metales pesados en presencia de sulfuros reaccionan formando
complejos metélicos en la pared celular de los microorganismas, restringiendo el paso de sustratos necesarios

para las enzimas de la SRy llevar a cabo el proceso respiratorio.
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2. Justificacidn

El arranque de los reactores de gran escala, utilizados para el tratamiento de |as aguas residuales, normalmente
toma periodos inespecificos de tiempo. Se dice que esta estable cuando la microflora deseada es predominante.
También es usual decir que el lodo estd aclimatado. Los criterios de aclimatacian no estan bien definidos, aunque es
una variable que deberia estarlo. Se sefiala que |as poblaciones microbianas necesarias son especificas y que tienen
asociado un producto final intrinseco a la cepa. De esto se asume que el metabolismo es monofuncional. Sin
embargo, no se puede olvidar que el metabolismo celular es un conjunto de reacciones quimicas, sujetas a leyes
fisicoquimicas. Por lo tanto, si las condiciones ambientales cambian, el metabolismo debe cambiar. Existen
evidencias de lo expuesto desde hace ya tiempo, y se ha podido observar que muchas cepas microbianas son
multifuncionales o metabdlicamente flexibles (o fenotipos metabalicos). De acuerdo con esto, es muy probable que
una misma cepa pueda llevar a cabo funciones respiratorias que sean intrinsecas de otra cepa. Con lo anterior, la
estabilizacian de un reactor deberd depender principalmente de las condiciones de reaccidn, que de la microflora
presente, predomine o no. Establecer y controlar las condiciones de reaccian parece ser una accian mas simple que
|a seleccion de una microflora especifica. Para poder evidenciar lo anterior. es necesario hacer mas investigacidn
bésica y evaluar |os procesos utilizando criterios objetivos. Con esta idea en mente es necesario estudiar diferentes

procesos respiratorios sobre un mismo cultivo axénicos.

Las variables de respuesta tienen el propasito de respaldar la magnitud con la que cada uno de los procesos
respiratorios se realiza. Actualmente se reportan estudios sobre flexibilidad metabdlica microbiana, en los que
(inicamente se reportan evidencias de la eficiencia con la que se consumen los sustratos. No obstante, no suelen
indicarse los productos finales del metabolismo. Los procesos deben ser evaluados en términos de eficiencia de
consumo [E%. (mg de sustrato consumido (NO3', S0 o CyHs0;)/mg sustrato alimentado)*|00)], rendimientos de
produccion [Yp, mg de producto (Ny, HS™ o CHy) /mg sustrato consumido] y velocidades especificas de produccian

[q. (mg de producta/g SSV d)] y de esa forma se tendré mayar informacian sobre el metabolismo microbiano.
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3. Hipétesis

Si un consorcio microbiano ha mostrado la capacidad metabalica de oxidar distintos compuestos, entonces un [odo
estabilizado y cultivos axénicos pueden ser metabalicamente flexibles y realizar més de un proceso respiratorio

anaerobio, como la desnitrificacian. metanogénesis y sulfato reduccian.
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4. Qbjetivos

41 Objetivo General

Evaluar y obtener evidencias cuantitativas sobre la flexibilidad metabélica de un consorcio microbiano y cepas

aisladas de un consorcio microbiano como indculos.

4.2 Qbjetivos Especificos

Utilizando variables de respuesta, como las eficiencias, rendimientos y velocidades especificas, evaluar y analizar en

cada cepa y el consorcio microbiano los tres procesos respiratorios:

a. desnitrificacicn
b. metanogénesis
C. sulfato reduccidn,
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2 Material y métodos

2. Reactor continuo de tanque agitado (RCTA) en condiciones desnitrificantes: fuente de indculo

Se operd un RCTA en condiciones desnitrificantes con un volumen de operacidn de | L e inoculado con un consorcio
microbiano proveniente de una planta tratamiento de aguas residuales operada bajo condiciones metanogénicas. El
RCTA fue inoculado con una concentracidn de salidos suspendidos volétiles (SSV) de 1.4 g SSV/L. La composicidn del
medio de cultivo se muestra en |a Tabla 2. El RCTA fue alimentado a una velocidad de carga (mg/L d) de 135 of N-
NO3 y 270 de C-Acetato. Se operd con una agitacian de 200 rpm, 32.0 = 0.7 °C, pH de 7.1 £ 0.2 y un tiempo de
retencian hidréulica (TRH) de | d. El consorcio microbiano en el RCTA y en el estado estacionario alcanza eficiencias
de consumo de nitrato del 100%. con un rendimiento en la produccidn de nitrgeno molecular (Yyy) de | = 0.1 Bajo
estas condiciones el RCTA se operd por o meses. Una vez que el consorcio estuvo fisiolagicamente estable, se utiliza

como fuente de indculo para los cultivos en lote.

Tabla 2. Medio de cultivo desnitrificante (Gonzalez y col., 2012)

(/L)

KHoPO,
(NHi),80; 0.0

~Na

Elementos traza [ ml

CaCl; 0.
CuSOgoH,0 0.2
Na;Mol0,2H20  0.01
MgSO, 0.03
FesOTH,0  0.017
MnCl;2H, 0.00a
/N 2
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9.2 Cultivos axénicos

Se aislaron cepas del RCTA en estado estacionario por la técnica de siembra de superficie en placa a distintas
diluciones. El aislamiento se llevd a cabo en cajas Petri utilizando el medio desnitrificante (Tabla 2) con agar
bacteriolagico (13 g/L) y una C/N de 7. Los experimentos se incubaron a 32+ 1.0 °C. y los tiempos de incubacian
fueron de 24, 48 y 72 horas.

Las colonias obtenidas fueron clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas macroscapicas (color
aspecto, elevacion, etc.) y microscopicas (tincion Gram y microscopia). Se seleccionaron 3 cepas para su
propagacian, cada una fue inoculada en un medio de cultivo desnitrificante en un volumen de 2 ml en tubos de
ensaye. A los B dias de incubacitn se trasladaron a un volumen de 10 ml de medio de cultivo nuevo para continuar |a
propagacidn. A los 7 dias, en condiciones estériles, se recambia el medio de cultivo para continuar el crecimiento
microbiano. Todos los cultivos mencionados anteriormente se mantuvieron a una temperatura de incubacian de 37+
[.0°Cy 200 =2 rpm.

Una vez realizado el frotis de cada uno de Ios cultivos axénicos se procedic a realizar |a tincion de Gram como o
describen Olivas y Alarcan (2001).

Periddicamente se realizd |a reinoculacion de las cepas en el mismo medio de cultivo de aislamiento para verificar
que no existiera contaminacion de la cepa. es decir, se observd que las cepas mantuvieran las mismas

caracteristicas morfoldgicas coloniales y microscapicas, asi como su tincion diferencial Gram.

9.3 Cultivos en lote

Se tomaron muestras microbianas del RCTA para evaluar en cultivos en lote bajo condiciones desnitrificantes,
metanogeénicas y sulfato reductoras. Los ensayos fueron realizados en botellas seroldgicas de 125 mL de volumen
nominal y conteniendo 75 ml de volumen de operacidn. Todos los cultivos fueron operados a 200 rpm y un pH de 6.3
+ 1.3 La composicion quimica cualitativa del medio de cultivo fue similar a la del RCTA (Tabla 2). Las botellas fueron
adicionadas con a0 mg N-NOg /L y 100 mg C-CyHsl; /L. Para el proceso metanogénico la composicion del medio de
cultivo fue la que se muestra en la Tabla 3. La fuente de carbono utilizada fue acetato a una concentracidn de 3 g C-
CoHs0;/L. El medio de cultivo para la sulfato reduccion fue el que se muestra en la Tabla 4. Los cultivos fueron

alimentados con una concentracion de sulfato y acetato de 100 mg $-S0,%/1 y 10 mg C-CoHs0; /L,

|.B.I. Sylvia Karina Téllez Pérez Pagina |6 Maestria en Biotecnologia



Evidencias de la Flexibilidad Metabdlica de un Consorcio y Cultivos Axénicos para Desnitrificar, Metanizar y Reducir Sulfato

respectivamente. La concentracion de SSV (g SSV/L) del lodo para la evaluacion del proceso desnitrificante,
metanogénico y SR fue de 19 = 0.1, 19+ 0.2 y 0.7 = 0.02 respectivamente. Para los ensayos en lote realizados con
|os cultivos axénicos, la concentracian de SSV fue de 0.1 = 0.03, 0.0 = 0.09 y 0.1 + 0.02, para la desnitrificacidn,

metanogeénesis y sulfato reduccian, respectivamente.

Tabla 3. Medio de cultivo metanogénico (Martinez, 2004)

(/L)
KHPD, 0.3
(NH4);30, D44
FeClgBH,0 017
MgCl,EH,0  0.05
CaClz2H,0 0.075
NiClzBH,0  0.00018
CoClzBH,0  0.000916
Extracto de levadura 0.5
C/N 33
Tabla 4. Medio de cultive sulfato reductor (Garcia-Saucedo, 2008)
(/L)
MgClyEH,0 02132
NaMol,ZH,0  0.0234
FeClyBH,0  0.0248
CoClyBH,0  0.0366
CuSO4-0H,0  0.01563
NiClzBH,0  0.0183
InCl, 001
KHPO, 7
C/8 1a
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Antes de iniciar alguno de los cultivos, se hizo pasar un flujo de helio por B minutos en el espacio de cabeza para
desplazar el oxigeno y nitrdgeno, y asi tener una atmdsfera anaerobia. Posteriormente todas las botellas fueron
selladas hermeéticamente con tapones de caucho y sellos de aluminio. Los cultivos fueron incubados a 33 1.0 °Cy
pH inicial de 7.0 = 0.2. Los ensayos se realizaron por duplicado y por separado; una unidad experimental para medir
los compuestos solubles en el medio liquido, y otra unidad experimental para medir los compuestos gaseosos. Para
|os cultivos axénicos se establecieron condiciones de esterilidad, es decir, los medios de cultivo, fuentes de carbona,
azufre y nitrdgeno, fueron esterilizados a 15 psi por 20 minutos. Asi mismo el flujo de helio utilizado en los cultivos
fue esterilizado haciéndolo pasar por una columna de algoddn previamente estéril y una membrana de 0.43 pm de
porosidad. Cada medio fue incubado a los tiempos de cultivo de cada proceso como control abidtico, sin observar
actividad catabdlica ni crecimiento. £l muestreo se realizd con jeringas comerciales estériles de 9 y ImL. Los
cultivos fueron evaluados a través de las variables de respuesta; eficiencias de consumo (E, %), rendimientos de

productos (Y,/s) y velocidades especificas de produccian (g).

B. Métodos analiticos

Para mayor certeza de la reproducibilidad y linealidad de os métodos analiticos, se realizaron varias curvas de
calibracion para cada técnica analitica. En la Tabla 5 se resumen los coeficientes de correlacidn (R%) y de variacitn

(C.V) de las pendientes correspondientes a las curvas de calibracian de los diferentes métodos analiticos.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion y de variacion de las pendientes correspondientes a las curvas de calibracidn realizadas

por los diferentes métodos analiticos

Analisis CV. %) R’

Nitrito 1.0 0.994 + 0.003
Nitrato 8.6 0.996 + 0.005
Nitrageno molecular a.] 0.970 = 0.021
Acetato B.7 0.992 + 0.001
Metano 52 0.990 = 0.008
Sulfato 8.1 0.991+ 0.0
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B.1 Cuantificacion de compuestos nitrogenados y azufrados

Nitrato, nitrito y sulfato fueron determinados por electroforesis capilar (Beckman Coulter, proteomelab PA 800). EI
electrolito utilizado para medir estos iones fue preparado con 8 ml de NapCr0; (32.0 mM), HzSO; (017 mM) y una
solucion comercial CIA Pak OFM anion-BT (Waters) méas 7.2 ml de agua desionizada. Un microcapilar de silice fundida
(60 cm de largo y 75 mm de diametro interno) fue utilizado. La absorbancia fue medida en la regian ultravioleta
usando una lémpara de mercurio a 204 nm y 230 °C. como lo describen De la Torre-Velasco y col. (2013). Las

muestras fueron previamente filtradas con una membrana de nylon de 0.40 y 0.2 pm de porosidad.

6.2 Cuantificacidn de sulfuro

La cuantificacidn de sulfuro se hizo por el método yodomeétrico (APHA, 2011). En un matraz Erlenmeyer de 100 o 220
mL, se adiciona 3 ml de solucian de yodo (0.025N previamente valorada), con 10 ml de agua destilada y | ml de HCI
3N. Posteriormente se le adiciona un volumen de 10 mL de la muestra a analizar y se mantiene en reposo y en la
oscuridad por 10 min. Transcurrido este tiempo se procede a titular con una solucian de tiosulfato de sodio (0.025N
previamente valorada). Hasta alcanzar una coloracion amarilla y se adiciona | ml del indicador de almidan,
adquiriendo una coloracian obscura. Al continuar la titulacion en el punto final se observa un vire de color café
oscuro a incoloro, debido a la reaccion del almidon con el yodo. La determinacian de la concentracidn de sulfuro se

hace a través de |a siguiente ecuacian:

mg S2~  [((AxB) — (CxD))x 16000]

L Volumen de la muestra

Donde A = ml de la solucidn de yodo, B = normalidad de la solucidn de yodo, C = ml de la solucion de tiosulfato, D = normalidad

de la solucidn de tiosulfato.
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6.21 Valoracidn de soluciones

6.211 Solucidn de tiosulfato de sodio 0.025 N (500 mL)

Se calentd y mantuvo en ebullician 0.7 L de agua destilada durante |0 min. Se dejd enfriar y se guarda. Se pesa 3.102
g de NapSy03 aHy0 v se disolvia en el agua destilada antes mencionada aforando a 0.0 L. posteriormente se guardd
en un frasco &mbar y se agregd 2.0 ml de tolueno como conservador. Para su valoracion se pesaron .20 g de
patran primario KzCryl; previamente secado a 100 °C durante | h y se aford a 200 ml. Esta solucidn tiene una
normalidad 0.025 N. Procedimiento: En 100 ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer se disuelven 1.0 g de Kl y |
g de NaCOs se agregan a 20 ml de la solucian K;Cry0s. A continuacion se agregan o mlL de HCl concentrado
cubriendo y dejando en reposo aproximadamente 10 min. Se agrega | ml de indicador de almidan y se titula con la
solucion preparada de tiosulfato de sodio. Se detiene la titulacion hasta el punto final. dado por el cambio de color

canela a azul ligero. Célculo: N-NagSy0s= 20 ml de dicromato * N-dicromato/ ml de tiosulfato.

6.2.1.2 Solucidn de Yodo (500 mL)

Se disuelven 10 -12.5 g de yoduro de potasio (KI) en un volumen pequefio de agua. Se adicionan 1.6 g de yodo (Iy),
después de disolver el yodo se vierte en un matraz aforando con 900 mlL de agua destilada. Se almacena en un
frasco ambar. Para su valoracian, en un matraz Erlenmeyer poner 20 mL de |a solucion de yodo. Agregar | mL de HC
3N. dejar en reposo 8 a |0 min. Adicionar unas gotas del indicador de almidan y titular con la solucidn de tiosulfato.
Registrar el volumen de tiosulfato consumido hasta el vire del color. Célculo: N-yodo= (N tiosulfato™*V tiosulfato)/ V

yodo

6.21.3 Indicador de almiddn

Se pesaron 3 g de almidan soluble y con un pequefio volumen de agua preparando una emulsian. Se vertid la
emulsion en a0 ml de agua destilada en ebullician, se continug hirviendo durante 3-9 min. Dejando enfriar y
sedimentar durante 12 hrs. Recuperando por decantacion el liquido claro sobrenadante. Se guardd en un frasco

ambar. Para su conservacian se utilizaron 0.8 g de 4cido salicilico o unas gotas de tolueno.
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6.3 Cuantificacian de nitrégeno molecular, metano y diéxido de carbono

La determinacidn de los gases se hizo mediante cromatografia de gases (Varian 33a0) utilizando un detector de
conductividad térmica (Gonzalez-Blanco y col., 2012). Como fase mavil se utiliza helio a un flujo de 16 mL/min, con
una columna de acero de 1.20 m de largo, empacada con Porapak (1 malla 80 - 100. Las condiciones de temperatura
fueron: para la columna, 50° C; inyector, 100° C; detector, 100° C; filamento, 135° C y un volumen de inyeccidn de 0.1
mlL de muestra. Los tiempos de retencion fueron 0.48, 0.7 y 1.2 minutos para metano, nitrdgeno molecular y CO;

respectivamente.

B.4 Cuantificacidn de acetato

El acetato fue medido por cromatografia de gases (Varian 3400) con un detector de ionizacidn de flama (FID). El
nitrégeno molecular fue utilizado como fase mavil a un flujo de 4 mL/min y utilizando una columna AT 1000 de 10 m
de longitud y 0.53 mm de digmetro. Las temperaturas de operacian fueron 80, 230, y 250 °C para la columna,
inyector y detector respectivamente. Las muestras fueron previamente filtradas con una membrana de nylon de
(.45 y 0.2 pm de porosidad y posteriormente acidificadas al % (V/V) con una solucion de HCI al a0%. El volumen

de inyeccian de la muestra fue de 2 pl.

B6.9 Cuantificacian de sdlidos suspendidos volatiles (SSV)

La concentracidn de SSV del consorcio y de los cultivos axénicos se determing por el método APHA/AWWA/WEF,
(2008). Se pusieron a peso constante crisoles a 100 °C al menos por 4 horas. Se tomd una muestra homogénea de a
mL (por duplicado). se evapord el liquido de la muestra en el crisol en una parrilla a baja temperatura, para evitar
ebullicion y pérdidas. Las muestras con liquidos evaporados se secaron en una estufa a [05°C por al menos una
hora, y posteriormente se colocaron en un desecador por |3 minutos. Se pesaron en una balanza analitica y se
obtuvo el peso de sdlidos suspendidos totales (SST). Posteriormente se colocaron los crisoles con la muestra seca

por 40 minutos en una mufla a 950°C y fueron desecados por 15 minutos, para posteriormente obtener el peso de
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sdlidos suspendidos fijos (SSF). Y con los pesos anteriores se calculd la concentracian de SSV de la siguiente

manera, donde A es el peso constante del crisol:

g SSV _ (SST—A) — (SSF — A)
L.~ Volumen de la muestra
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7. Resultados y discusidn

71 Reactor continuo de tanque agitado (RCTA) en condiciones desnitrificantes: fuente de indculo

Después de 9 dias de operacian bajo condiciones desnitrificantes las eficiencias de consumo de nitrato y acetato en
el RCTA fueron cercanas al 100 % (Fig. 4). El consumo de acetato se vio acoplado al proceso desnitrificante,
alcanzando un rendimiento en la produccidn de nitrdgeno molecular de 1.0+0.00 mg N-nitrogeno producido/mg N-
nitrato consumido. El rendimiento y las eficiencias de consumo se mantuvieron durante todo el tiempo con una
velocidad promedio de produccian de nitrdgeno de 134.9 = 10.8 mg No/L d. De esta manera el RCTA se mantuvo en
estado estacionario y fisioldgicamente estable durante este periodo de tiempo, y bajo estas condiciones se tomaron

|os indculos necesarios para evaluarlos en cada cultivo.
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Figura 4. Perfil de los compuestos nitrogenados y carbonados en el RCTA. (=)C-CoHs0y Influente, (00) C-CoH0s” Efluente, (e) N-
NO5 Influente,(o) N-NO5™ Efluente, (o) N-NOy™ Efluente, (A) N-N; Efluente
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7.2 Cultivos axénicos

Una vez alcanzado y manteniendo el régimen estacionario del RCTA asi como la estabilidad fisiolagica del consorcio
microbiano, los cultivos axénicos fueron aislados del consorcio. Los cultivos axénicos fueron seleccionados por sus
distintas caracteristicas morfoldgicas macroscapicas (Tabla B). Asimismo, se realizd el anélisis microscapico de las
cepas seleccionadas, de las cuales se observaron formas bacilares para las tres cepas (Figura. 5 y B). Estas
también pudieron ser diferenciadas por su tincian Gram, donde sdlo una de las 3 cepas aisladas presenta tincion de
Gram positivo (Tabla 7). Con las caracteristicas descritas se concluyd que los cultivos axénicos son diferentes entre

si. Las cepas seleccionadas fueron nombradas J, Py R.

Tabla b. Caracteristicas morfolagicas macroscapicas de los aislados

Cepa Color Apariencia Aspecto forma y/o tamafio elevacidn
J Blanco Opaco Liso Irregular -
P anaranjado-amarillo Brillante Cremosa redonda y grande +
R Amarillento Brillante Liso Redonda +

Tabla 7. Caracteristicas morfoldgicas microscdpicas de los aislados

Cepas Gram (+/-) Morfologia microscapica
J - Bacilar
P + Bacilar
R - Bacilar
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Figura a. Caracteristicas morfolagicas microscdpicas de las cepas aisladas (microscopia dptica 40X)

Cepa J Cepa P Cepa R

Figura B. Caracteristicas morfoldgicas microscapicas de las cepas aisladas (microscopia electranica de barrido a000X)

1.3 Cultivos en lote

131  Cultivo en lote bajo condiciones desnitrificantes

La Figura 7 muestra el perfil de produccian de Ny bajo condiciones desnitrificantes en los cultivos en lote, con el
consorcio microbiano (control) y con los cultivos axénicos J, Py R. En todos los casos, los cultivos mostraron la
capacidad de reducir N3 a Ny, con eficiencias de consumo cercanas al 100% a las B horas de cultivo, y con
rendimientos altos en |a produccion de Ny (Yy) para cada cultivo (Tabla 8). Los resultados dan evidencia de la

capacidad metabdlica de todos estos para desnitrificar. Se ha observado que algunas cepas bacilares han mostrado
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la capacidad desnitrificante como A guropaea (Shrestha y col., 2002), £ /lzheniformis (Brycki y col., 2000). En
algunos casos, incluso, desnitrifican en condiciones aerdbias, como |o sugieren Robertson y Kuenen (1990) para el
caso de 7 denmitrificans. Se sugiere que para las cepas J y R pudiera asociarseles a alguno de esos bacilos de
acuerdo a su capacidad desnitrificante y a su semejanza en la tincidn de Gram. Cominmente se han encontrado que
cepas bacilares predominan en los sistemas eficientes de tratamiento de aguas residuales para eliminar nitrageno y
carbono por consorcios microbianos (Choi y col., 2000). Sin embargo, son necesarios mas estudios para confirmar,

ampliar y profundizar sobre estas semejanzas.

Tiempo (d)

Figura 7. Produccian de Ny por el consorcio microbiano y cultivos axénicos en lote. (=) Consorcio microbiano, (0) Cepa J, (¢)

Cepa P. (A) Cepa R

Tabla 8. Hiciencias de consumo de NOs', rendimientos de produccian de N y velocidades especificas de produccian de Ny del

consorcio microbiano y cultivos axénicos

Cultivas ECh) Yionos q(mgNy/g S8V d)
Consorcio microbiano 29712 0.6« 0.0 3608 =108
J 100« 0.01 11+ 0.0 1959.5 253
P 00«01 073+ 0.06 21436 + 470
R N7+78 0730l 1528.6 = 301
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Cabe notar que las velocidades especificas de produccian de Ny de los cultivos axénicos fueron superiores a las del
consorcio microbiano. Una posible explicacian podria deberse a que el porcentaje de estas cepas dentro del
consorcio, fue una fraccidn pequedia, por lo cual su contribucian en la velocidad especifica de produccidn de Ny fue
minima. Un estudio de biologia molecular que cuantifique el porcentaje de estas cepas dentro del lodo

desnitrificante, podria confirmar este supuesto.

132 Cultivo en lote bajo condiciones metanogénicas

En la Figura 8 se observa un perfil de produccion de metano. En este caso, el proceso metanogénico salo pudo
observarse con el consorcio microbiano, a los 3 dias de cultivo, con una eficiencia de consumo de acetata del 100%,
siendo los productos finales CHy y CO; con un rendimiento de 0.1 = 0.01. La velocidad especifica de produccian de
metano fue 37.9 + 0.6 mg C-CH4/g SSV d. A pesar de la formacidn de metano (265 = 10 mg C-CHy/L) y la formacian
de C0y (15 mg C-COy/L). se observa que el 100% de consumo de acetato no estuvo destinado a la produccian de
metano, lo cual podria sugerir que el resto del acetato consumido fue utilizado por otra ruta metabdlica no
identificada. Lo anterior da también evidencia de que el consorcio microbiano tiene la capacidad metabalica de
obtener energia, a partir de acetatn, por otra ruta metabdlica; dado que se observd un minimo rendimiento en la
produccion de biomasa (Ygy) de 0.06 = 0.01 mg C-BM producida/mg C-CsH30; consumido. Por otra parte. se ha
mencionado que la metanogénesis puede disminuir hasta un 90% de la produccion de metano por la presencia de
amonio o sulfuro, asi como por el incremento en el valor de pH por encima de 7.4 (Rorja y col., 1996; Zeeman y col.,
[983) y una temperatura mayor que 37 °C (Hansen y col. 1999). Estos factores fueron considerados en la
formulacion del medio de cultivo y no se descarta la contribucidn a la disminucion de los rendimientos de la

actividad metanogénica en el consorcio y los cultivos axénicos.
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Figura 8. Produccion de CH, por el consorcio microbiano y cultivos axénicos en lote. («) Consorcio microbiano, (O0) Cepa J, (¢)

Cepa P. (A) Cepa R

La ausencia en |a actividad metanogénica en los cultivos axénicos no necesariamente significa que en el consorcio
no formen metano. Hay algunas sugerencias que proponen que los fendmenos de transferencia horizontal de genes
(conjugacian, transformacian y transduccion) estan activos en |os consorcios, por tanto, las poblaciones presentes
podrian ser genéticamente modificadas. Se sugiere que |a inactividad metanogénica en los cultivos axénicos pudo
estar relacionada con la reversion genética durante el proceso de aislamiento y propagacidn, sin embargo se
requieren de més estudios moleculares que corroboren esta hipatesis. Algunos autores han reportado que la
capacidad y flexibilidad metabdlica de una cepa esta conferida a la posesian constitutiva de las enzimas necesarias
para expresar |a actividad metabdlica mas que a la induccidn de éstas (Robertson y Kuenen, 1930). Por otra parte, la
capacidad metabdlica de algunos grupos bacterianos presentes en consorcios microbianos se relaciona con la
transferencia horizontal de genes, la cual puede originarse durante la interaccion de distintas cepas en un
consorcio (Lorenz y Wackernagel, 1994, Ludwig y col, 1993), sin embargo, esta transferencia genética puede
revertirse en funcidn de |a estabilidad que posee cada poblacian. Por lo cual el factor de reversidn génica no debe

descartarse durante el tiempo de aislamiento y propagacian.
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133 Cultivo en lote bajo condiciones sulfato reductoras

En la Figura 9 se observa la produccian de sulfuro. La actividad SR pudo evidenciarse en todos los cultivos. La mayor
produccion de sulfuro se aprecio en la cepa J, con una concentracion de 34.4 mg S-SH/L mayor que en el propio
consorcio microbiano. Situacion similar fue observada por Ivanov y col. (2008), quienes notaron una mayor
actividad metabdlica en un proceso en cepas aisladas de un consorcio microbiano en un menor tiempo de cultivo
que el mismo consorcio. En la Tabla 3 se expresan las variables de respuesta del proceso SR, donde se puede ver
que el proceso SR se realizd en distintas magnitudes para cada cultivo. Cabe sefialar que la relacian C/S del
proceso experimental estuvo por encima del valor estequiométrico, y que algunos autores mencionan que cuando
existe un exceso de materia orgénica en condiciones SR, el proceso SR podria favorecer otro proceso respiratorio
como la metanogénesis (Garcia-Saucedo, 2008). No obstante, la capacidad metabalica SR evidenciada en los
cultivos axénicos muestra que las cepas parecen ser metabdlicamente flexibles, como el género Sulurospirillum,

que ha mostrado ser desnitrificante y reducir al sulfato (Hubert y Voordouw, 2007; Gerasimchuk y col., 2010).
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Figura 9. Produccion de SH™ por el consorcio microbiano y cultivos axénicos en lote. (=) Consorcio microbiano, (3) Cepa J, (¢)

Cepa P. (A) Cepa R
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Tabla 9. Eficiencias de consumo de SO.7, rendimientos de produccian de SHy velocidades especificas de produccian de SH del

consorcio microbiano y cultivos axénicos

Cultivos E (%) Yen/soa q(mg SH/q S8V d)
Lonsorcio microbiano 431+14 0401 2.3+ 04
J 2534 0«02 072<01
P 16.5+0.3 040l 14603
R 132+24 06+02 202+ 4hB

8. Conclusiones

Los estudios en lote desnitrificantes. metanogénicos y sulfato reductores, con el consorcio microbiano, mostraron
flexibilidad metabalica y llevaron a cabo 3 procesos respiratorios con nitrégeno molecular, metano y sulfuro como
productos finales. El consorcio mostrd una alta eficiencia de consumo de sustrato para cada proceso. Por otra
parte los cultivos axénicos. bajo las condiciones de estudio, salo mostraron flexibilidad metabdlica para desnitrificar
y sulfato reducir, siendo los productos finales nitrdgeno molecular y sulfuro, respectivamente. Bajo las condiciones
de ensayo establecidas (con acetato como fuente de energia), no se detectd la formacion de metano con los cultivos
axenicos. Se observa que, bajo las mismas condiciones experimentales, un cultivo axénico expresd una mayar tasa
de produccion especifica (N; y SH), que el consorcio microbiano. Con los cultivos en lote estudiados se pudo
observar que fueron capaces de modificar su metabolismo como respuesta a las condiciones de cultivo, lo que fue

un indicio de la flexibilidad metabdlica microbiana.

Con los resultados obtenidos se sugiere que el arranque de los sistemas para el tratamiento de las aguas residuales
puede ser sistematizado y en tiempos mas cortos, dado que parecieran ser no dependientes del tipo de poblaciones,
sino de las condiciones de cultivo, en particular de las condiciones quimicas del influente. Sin embargo son

necesarios mas estudios de identificacion molecular que corroboren esta hipotesis,
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