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Identificacion de bacterias filamentosas Thiothrix
en el tratamiento del efluente de un reactor anaerobio
de membranas sumergidas (SAnMBR)

Identification of Thiothrix filamentous bacteria in the treatment of a

submerged anaerobic membrane bioreactor (SAnMBR) effluent
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Luis Borras* y Aurora Seco®.

Resumen

En el tratamiento bioldgico de aguas residuales participan diversos microorganismos entre los que se
encuentran las bacterias filamentosas. El crecimiento excesivo e incontrolado de estos microorganis-
mos genera problemas asociados al esponjamiento de los fangos conocido como bulking v la formacion
de espumas o foaming. La correcta identificacion de estos organismos tiene un papel importante en
la toma de decisiones para la correcta operacion de las plantas de tratamiento de agua residual. Los
tratamientos anaerobios empleados para el tratamiento de aguas residuales urbanas e industriales, con
un contenido alto de sulfatos en el afluente, generan efluentes que contienen concentraciones impor-
tantes de sulfuro que bajo determinadas condiciones pueden favorecer la aparicion de organismos
filamentosos. En este trabajo se usan técnicas microbioldgicas convencionales y moleculares para la
identificacion de bacterias filamentosas ( Thiothrix) asociadas a un problema de decantacién en un sis-
tema de fangos activados que trata el agua efluente de un reactor anaerobio de membranas sumergidas
{SAnMBR) con concentraciones elevadas de sulfuro (105 = 10 mg 5-L'). En este estudio se comparan
dos periodos de operacion con el fin de determinar la influencia del tiempo de retencién hidriulico
(TRH) sobre la proliferacién de las bacterias filamentosas Thiothrix.

Palabras clave: Bacterias filamentosas, bulking, fange activade, sulfuro, thiothrix.
Abstract

In wastewater treatment, bulking and foaming are problems associated with filamentous bacteria. The
identification of these organisms has an important role in decision-making in the operation of was-
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tewater treatment plants. Anaerobic treatments used for the treatment of urban and industrial
wastewater with high sulfate content give rise to effluents containing significant concentrations of
sulfur which under certain conditions may favour the filamentous organisms development. In this
work, conventional and molecular microbiological techniques have been used to identify filamen-
tous bacteria (Thiothrix) associated with a sedimentation problem in an activated sludge system
treating the effluent of submerged anaerobic membrane bioreactor (SAnMBR) containing high
concentrations of sulphide (105 = 10 mg 5-L-1). This study also compares two operational periods
and determines the influence of HRT in the process.

Keywords: Activated sludge, bulking, foaming, sulphide, Thiothrix.

1. Introduccion

En la actualidad se emplean diversos procesos
para el tratamiento de las aguas residuales ur-
banas, uno de los mas habituales es mediante el
uso de reactores anaerobios, siendo los mas wti-
lizados los reactores UASB y los reactores anae-
robios de membranas. La combinacion de reac-
tores anaerobios con procesos de filtracion con
membranas tienen una serie de ventajas frente a
otros tratamientos. Entre estas ventajas destaca la
produccion de biogis que permite el aprovecha-
miento energético del agua residual, y la menor
generacion de fangos. Sin embargo, el efluente de
un tratamiento anaerobio contiene concentracio-
nes de nitrégeno y fosforo similares a las del agua
residual afluente; concentraciones moderadas
de materia organica biodegradable; y concentra-
ciones importantes de sulfuro v metano disuel-
to (Giménez ef al., 2011; Khan ef al, 2011). Por
tanto, se hace necesario un tratamiento posterior
para eliminar estos nutrientes con el fin de ha-
cer posible la reutilizacién del agua tratada o su
vertido al medio natural. Las caracteristicas del
efluente de un SAnMER lo hacen susceptible de
ser tratado mediante tratamientos convenciona-
les como el sistema de fangos activados con eli-
minacion biologica de nutrientes.

Enlos sistemas de fangos activados se pueden en-
contrar diversos microorganismos en funcion de
los procesos que se lleven a cabo (nitrificacion,
desnitrificacion, eliminacion biologica de fosfo-
ro). Dentro de los microorganismos cominmen-
te encontrados en los reactores bioldgicos estan

las bacterias filamentosas. Una baja proporcion
de bacterias filamentosas puede ser beneficiosa
para la formacion del floculo, pero un crecimien-
to excesivo de este tipo de microorganismos pue-
de generar diversos problemas que provocan una
desestabilizacion del floculo dificultando el pro-
ceso de separacidn o decantacion de la biomasa
en los decantadores (Jenkins et al., 1993),

El primer aspecto importante para el control de
bacterias filamentosas es identificar el tipo de
bacteria filamentosa presente, con el fin de esta-
blecer rapidamente las condiciones mas desfavo-
rables para su crecimiento.

En los anios setenta Eikelboom (2000) clasifico
diversos grupos de bacterias filamentosas en fun-
cion de las caracteristicas morfoldgicas comunes
y de las respuestas a tinciones simples (para de-
tectar PHE, grinulos de azufre, etc.). Esta forma
de identificacion no es especifica ya que pueden
existir bacterias genéticamente distintas y morfo-
légicamente muy similares.

Actualmente se emplean técnicas moleculares
basadas en el andlisis del ARN v del ADN aplica-
das al tratamiento biclégico de aguas residuales.
Una de las técnicas cominmente empleada para
la identificacion de bacterias es la técnica FISH
(Fluorescent in situ hybridization) basada en la
hibridacion directa de la bacteria sobre una re-
gion del gen 165 ARNr o 23s ARNr (Amman ef
al., 1995). La utilizacion de esta técnica permi-
te, mediante sondas marcadas con fluorocromos
que se unen a una parte del gen 16s del microor-
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ganismo, identificar el nivel taxonomico al que
pertenece. El fluorocromo emite una senal fluo-
rescente en las bacterias que hibrida con la sonda.
El empleo de esta técnica comparada con las téc-
nicas convencionales resulta mas fiable teniendo
en cuenta que se basa en secuencias de nucledti-
dos especificos.

El estudio presentado en este trabajo se ha rea-
lizado en una planta piloto de fangos activados
que trata el efluente de un reactor anaerobio de
membranas sumergidas (SAnMBR) caracteri-
zado por presentar una alta concentracion de
sulfuro (Sinchez-Ramirez et al., 2012). Este tra-
bajo describe un episodio de proliferacion de
bacterias filamentosas en dicha planta piloto y
también describe la identificacion realizada me-
diante técnicas microbielogicas convencionales y
moleculares de la bacteria filamentosa Thiothrix.
También compara dos periodos experimentales a
TRH distintos con el fin de determinar la influen-
cia de este pardmetro sobre [a proliferacion de las
Thiothrix.

1. Materiales v métodos

El estudio se realizo en una planta piloto de fan-
gos activados ubicada en la EDAR de la Cuen-

ca del Carraixet, situada en Valencia, Espaia.
La planta piloto trataba el efluente de un reactor
SAnMER (Giménez ef al, 2011). La planta pi-
loto, operada mediante una configuracion UCT
(University of Cape Town), constaba de un reac-
tor biologico de 800 L subdividido en 3 zonas
{Anaerobia- Anoxica-Aerobia) v un decantador
secundario de 80 L (Figura. 1). Durante los pe-
riodos estudiados la planta piloto fue operada a
dos tiempos de retencion hidrdulico (TRH): 13y
26 h correspondientes a un caudal afluente de 60
¥ 34 L-h', respectivamente. El tiempo de reten-
cion celular (TRC) fue mantenido en torno a 25
d en ambos periodos. La temperatura oscilo entre
13y 24 °C. La concentracion de solidos suspendi-
dos en el sistema se situd en torno a 1350 mg. L.
Asi mismo, la concentracion de oxigeno disuelto
(OD) oscilo entre 1,0 y 2,5 mg-L' en ambos pe-
riodos.

Las caracteristicas medias del efluente del SAn-
MER son: baja DQO biodegradable (30 £ 8 mg
DQO-L"), que corresponde en un 20% a dcidos
grasos voldtiles (AGV); elevadas concentracio-
nes de nutrientes (55 +9mg N-NH L1, 7 + 2 mg
P-PO, ., 105 + 10 mgS*L1); y una concentra-
cidn de metano disuelto de 43 £ 10 mg DQO.L-L

Figura 1. Planta piloto de fangos activados (A}, Diagrama general de la planta (B).
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2.1 Métodos Analiticos

Las técnicas analiticas utilizadas en este traba-
jo corresponden a las descritas en el Standard
Methods (APHA, 2005) para la determinacion
de solidos suspendidos totales, solidos suspen-
didos volatiles, IVE, amonio (N-NH,) y sulfuro
(5-51). Para la determinacion de la alcalinidad
v los dcidos grasos volitiles (AGV) se empled el
método de valoracion dcido-base propuesto por
Moosbrugger et al, 1992, El metano disuelto fue
calculado a partir de la medida de metano en el
biogas v el equilibrio entre fases empleando la
ley de Henry. El metano en el biogds fue medido
empleando un analizador continuo de gases (X-
Stream X2, Emerson).

2.2 Analisis Microbiologico

Las muestras analizadas para la identificacion y
cuantificacion de los microorganismos de inte-
rés fueron tomadas al final de la etapa aerobia.
Para la observacion se utilizd un microscopio
de epifluoresencia DM2500 con cdmara digital
DFC420c. En la aplicacion de la técnica FISH se
emplearon las sondas que se muestran en la Tabla
1. La sonda general empleada para la hibridacion
del dominio eubacteria fue la sonda (EUBMIX)
compuesta por tres sondas EUB 338, EUBII 338
v EUBIII 338 (Amann ef al., 1990; Daims et al,
1999) que hibridan sobre bacterias, planctomyce-
tales v verrucomicrobiales. Para la determinacion
de las bacterias filamentosas se empled una sonda
especifica que hibrida sobre bacterias Thiothrix
(Eikelboomii, nivea, unzii, fructosivorans, deflu-

vif, eikelboom 021N grupo LILIT). Cada sonda
especifica es obtenida segtn el nivel taxonomico,
phylum, clase, familia, género vy especie (Amann
ef al., 1993).

Para la cuantificacidn se utilizd un programa
desarrollado en Matlab (Borris, 2008). Este
programa permite realizar el tratamiento de las
imagenes obteniendo el drea ocupada de la sefial
en pixeles. El software realiza un recuento de los
pixeles y compara el drea de la sefial obtenida
con la sonda especifica v con la sonda general
EUBMIX (Tabla 1). El resuliado final del re-
cuenlo se expresa en porcentaje.

3. Resultados

Este estudio fue divido en dos periodos a lo largo
de los cuales se ha modificado el TRH con el fin
de disminuir la carga de sulfuro y la cantidad de
AGV al sistema. En ambos periodos se han man-
tenido constantes el resto de parimetros opera-
cionales. Los resultados obtenidos permitieron
comparar la influencia del TRH sobre la prolife-
racion de las bacterias filamentosas Thiothrix,

3.1 Periodo I (TRH: 13h)

La puesta en marcha de la planta piloto de fangos
activados durante el periodo [ se inicio inoculan-
do el sistema con 200 L de biomasa procedente
del reactor industrial de fangos activados de la
EDAR de la Cuenca del Carraixet. En el primer
periodo, se fijaron como condiciones de opera-
cionun TRC de 25d, un TRH de 13 h (Q, _ =

Tabla 1. Sondas empleadas para la identificacion de bacterias Thiothrix.

SONDAS
Sondas Secuencia Nivel/Grupo %FA  Referencia
EUB338 GCTGCCTCCOGTAGGAGT Bacleria 0-50 Amman ef al.,1990
EUB338I1 GCAGCCACCCGTAGGTGT Plantomycelales 0-50 Draims ef al., 1999
EUB33&I11 GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrucomicrobiales 0-50 Draims ¢f al., 1999
GIMI123T CCTTCCGATCTCTATGCA Thiothrix general 40 Kanagawa et al., 2000

10
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Figura 2. Evolucion de la temperatura y el caudal influente durante el periodo 1 (A). Evolucion de los

solidos en el reactor (RAE) y en el efluente (B).

60 L-h"'), manteniéndose la temperatura media
entre 24°C al inicio del periodo y 12°C al final
(Figura. 2A). Las recirculaciones internas mantu-
vieron una relacion de 2 con respecto al caudal de
entrada. Al inicio de este periodo de operacion se
observo una decantacion adecuada, alcanzando
valores del indice volumétrico del fango (IVF) de
200 ml-mg y valores de solidos suspendidos en el
efluente de 15 mg-L", siendo este parametro indi-
cativo de la buena decantacion del fango. Pasados
120 dias de operacion, la decantacion comenzo a
verse afectada alcanzandose concentraciones de
solidos suspendidos en el efluente de 262 mg-L*

(Figura. 2B) y observandose el manto de fango
muy proximo al vertedero del decantador, feno-
meno caracteristico de un bulking de filamentos.
En la Figura 3B se puede observar el aspecto del
decantador al inicio del periodo experimental y
durante la proliferacion de las filamentosas.

Con el fin de descartar que este deterioro estuvie-
ra asociado a un mal funcionamiento del decan-
tador al caudal de operacion fijado (60 L-h), se
verifico la carga de solidos y la carga superficial
del decantador obteniéndose valores de 0.58 kg
SSm2h'y 0.43 m*m*h', respectivamente. Se

Figura 3. Vista superior decantador secundario. (A) Inicio del periodo experimental, (B) Durante el bulking

filamentoso.

1
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observé que ambos pardmetros se encontraban
dentro de los valores de disefio recomendados
para un decantador secundario.

Durante este periodo se presentaron algunos
fallos operacionales que dejaron al sistema sin
afluente v sin aireacion, dando origen a un sis-
tema biclégico pobremente aireado, cuyas con-
diciones favorecen el crecimiento de algunas
bacterias filamentosas. El deterioro en la calidad
del efluente coincidio con un aumento de la con-
centracion de acidos grasos volatiles (AGV) en
la entrada al sistema biologico, donde se obser-
varon concentraciones de hasta 130 mg DQO.L!

(Figura. 4).

El problema del bulking fue cada vez mads seve-
ro hasta el punto que las bacterias filamentosas
dominaron el sistema. Este deterioro en la decan-
tacion fue observado en los ensayos de V_ rea-
lizados, donde se obtuvieron valores de IVF en
torno a 400 mL-mg*, valor asociado a problemas
de bulking (Pujol et al., 1990).
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Figura 4. Evolucion de la concentracion de AGV y sulfu-
ro en el influente durante el periodo 1.

Teniendo en cuenta el deterioro de la decanta-
cion observado, se intensifico el seguimiento mi-
crobiologico del fango con el fin de determinar
cudl era la bacteria filamentosa causante de este
problema. Al visualizar el fango en contraste de
fases se observo que la bacteria filamentosa for-
maba redes interfloculares con formas alargadas,
observando una rapida proliferacion de las mis-

12

mas frente al resto de microorganismos presentes
iFigura. 6A).

P Y Y

Figura 5. Ensayo de V,; realizado al final del pe-
riodo (TVE: 400 ml/mg)

Las bacterias Thiothrix presentan formas diversas
con tamafios que varian entre los 0,6 - 2,5 pm
con pequenas células rectangulares en su interior
v pequefios granulos de azufre en su interior (Unz
v Head., 2005). Las Thiothrix pertenecen a un gé-
nero de bacterias capaces de oxidar compuestos
de azufre y almacenarlos dentro de la membrana
celular. Por lo general son bacterias gram negati-
vas () pero también pueden encontrarse otras
clasificaciones (Wagner ef al., 1994).

Mediante la técnica convencional de contraste de
fases fue posible observar bacterias filamentosas
que presentaban pequenos granulos amarillos
en su interior caracteristicos de las bacterias fi-
lamentosas Thiothrix (Figura 6D). Los granulos
amarillos observados corresponden presunta-
mente al azufre acumulado intracelularmente.

Con el objetivo de verificar si la bacteria filamen-
tosa observada correspondia a la especie Thio-
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Figura 6. Caracteristicas morfologicas de la bacteria Thiothrix donde se observan los
granulos de azufre: contraste de fases (A, B, C) 40x, (D) 100x.

thrix, se empled la técnica FISH. Esta técnica per-
mitio identificar mediante la hibridacion con una
sonda especifica (Tabla 1) que el tipo de bacteria
filamentosa presente correspondia claramente a
la especie Thiothrix con una abundancia de un 18
+ 2% (Figura. 7).

Al final del periodo I, el sistema se deterioro de-
bido a la perdida excesiva de solidos por el de-

cantador. Teniendo en cuenta que el afluente
proviene de un sistema anaerobio de membranas
sumergidas y no contiene solidos suspendidos
que pueda inocular el sistema, se decidio iniciar
con una nueva siembra y evaluar la influencia del
TRH sobre la proliferacion de estos organismos.

Las recomendaciones de algunos autores para
controlar el crecimiento de bacterias filamentosas

Figura 7. FISH.(630x), Sonda especifica Thiothrix sp (A), sonda general EUB-MIX (B).
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Thiothrix estan basadas en la disminucicn de las
concentraciones de sulfuros y de AGV en el siste-
ma (Jenkins et al., 2004; Lemmer ef al., 2000). Te-
niendo en cuenta que el afluente tratado en este
estudio contiene concentraciones importantes de
sulfuro (105 mg S-1') v en ocasiones concentra-
ciones punta de AGV (hasta 130 mg DQO-L')
que favorecen el crecimiento excesivo de las bac-
terias Thiothrix, se hace necesario disminuir la
carga de sulfuro y AGV al sistema. La carga de
estos compuestos al sistema puede realizarse mé-
diate la modificacion del TRH. Los resultados de
este cambio se muestran en el periodo IL

3.2 Periodo II (TRH: 26 h)

El periodo II se inicio inoculando la planta pilo-
to con 200 L de biomasa procedente del reactor
industrial de fangos activados de la EDAR de la
Cuenca del Carraixet. Se fijaron como condicio-
nes de operacion un TRC en torno a 25 d y un
TRH de 26 h (Q_, = 30 L'h'). La temperatu-
ra se mantuvo entre 22°C al inicio del periodo
v 13=C al final (Figura. 8). La concentracion de
sulfuro y AGV se mantuvo en torno a 109 mg
S5-Lty 77 mgL* respectivamente. Las recircula-
ciones internas se mantuvieron igual que durante
el periodo L. El seguimiento microbiolagico fue
llevado a cabo de forma continua con el fin de
identificar rapidamente la posible proliferacion
de las bacterias filamentosas Thiothrix.

Tal ¥ como se muestran en las figura 8, durante
este periodo los sdlidos suspendidos en el efluen-
te se mantuvieron en torno a 23 mg. L' v la ope-
racion del decantador fue normal. Durante este
periodo se observo una mejora importante en el
proceso de decantacién. Teniendo en cuenta que
los parimetros operacionales se mantuvieron
constantes en ambos periodos, el aumento del
TRH a 26 h en el periodo 11, favorecid la forma-
cion de floculos estables y la disminucion de bac-
terias filamentosas. Es decir el aumento del TRH
en este proceso es un pardmetro determinante y
de gran influencia sobre la proliferacion de las
bacterias filamentosas Thiothrix.

La mejora observada en el periodo 11, es atribui-
da a la disminucién de la carga de sulfuro y de
los AGV al sistema, ya que el funcionamiento hi-
draulico del decantador no estaba comprometido
tal y como se ha comentado anteriormente. En
concordancia con algunos autores, para controlar
la proliferacion de bacterias filamentosas Thio-
thrix es necesario disminuir la disponibilidad de
sulfuro y AGV al sistema, teniendo en cuenta que
estos componentes actuan como sustrato para
este tipo de microorganismos.

Durante este periodo vy con el fin de comprobar la
abundancia de las bacterias filamentosas se rea-
lizo el seguimiento microbioldgico a lo largo del
tiempo de operacion mediante contraste de fases
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Figura 8. Evolucion de la temperatura y €] caudal influente durante el periodo 11 (C). Evolucion de los soli-
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vla técmica FISH. Segiin lo observado en ninguna
muestra se presentd un crecimiento excestvo de
bacterlas filamentosas Thiothrix.

Por tanto, una alternativa de operacion que per-
mite prevenir la proliferacion de bacterias fila-
mentosas en slstemas que tratan efluentes anae-
roblos con elevadas concentraciones de sulfiros,
seria disponer de un tangue pulmén que permi-
tlera regular el caudal de tratamlento cuando el
slstema anaeroblo no fuera capaz de reductr los
AGV hasta valores habituales y ajustar la carga
modificando el TRH.

4. Conclusiones

Este estudlo muestra un eplsodio de proliferacién
de bactertas filamentosas y estudia la influencia
del TRH sobre el crecimiento de las bactertas fi-
lamentosas.

El morfotipo de bacteria filamentosa, 1dentifica-
da en este estudio mediante la técnica FISH, es
del tipo Thiothrix, que estd asoclada a una con-
centrackin elevada de sulfuro en el afluente y una
alta disponibilidad de materia orginica en forma
de AGV.

El camblo mds significativo sobre la mejora del
proceso fue el cambio del TRH. Al disminuir el
caudal influente se logré disminulr la carga de
sulfuro al sistema y la disponibilidad de AGV,
slendo estas dos condiclones factores Importan-
tes sobre el crecimiento de las bactertas filamen-
tosas Thiothrix.

Los estudlos microblolégloos en estaclones depu-
radoras basados en las caracteristicas bacterianas
observables al microscoplo y las nuevas técnl-
cas moleculares para la identificaclon permiten
Identificar correctamente el organlsmo presente
en ¢l sisterna y por lo tanto permiten tomar las
decislones adecuadas para controlar o reducir el
problema
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