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El agua es un recurso natural escaso cuya calidad
debe ser protegida

-

Las aguas superficiales son recursos renovables con
una capacidad limitada de recuperacion ante los
impactos negativos de la actividad humana

-

El tratamiento del agua residual uno de los
procesos biotecnologicos mas extendidos



Tratamiento aguas residuales
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Reduccion de los riesgos sanitarios y
ecoldgicos en el cauce receptor de las aguas
residuales
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| Estudios previos

v' Ausencia de relacién entre pardmetros fisico-quimicos
y microbioldgicos

v" Mayor sensibilidad de los parametros microbioldgicos

v' Ensayos basados en la cultivabilidad infraestiman la
densidad bacteriana antes y después del
tratamiento



v Formacion de células viables no cultivables

v' Eliminacidn real del sistema (p.e. depredacion)

v Trasvase de biomasa microbiana a los floculos



Objetivo de nuestro trabajo
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Conocer el destino de los microorganismos
durante el tratamiento de las aguas residuales,
empleando como modelo Escherichia coli (bacteria
indicadora de contaminacion fecal)
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Herramientas
Miniplanta de tratamiento de aguas residuales

Reactor bioldgico Tanque de sedimentacion



Herramientas

Microorganismos manipulados genéticamente que
expresan proteinas fluorescentes

Cepa Origen
E. coli EGFP Cormack ef al. (1996)
E: coll pGen222 V. de Lorenzo

Hakkila et a/. (2003)




Microcosmos de agua residual en ausencia

de la microbiota natural
(sistemas cerrados)

log cels/ml
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Bacterias totales

Bacterias totales
que fluorescen

La permanencia en agua residual:
v" no altera la expresion de la proteina GFP

v no provoca variaciones en densidad, actividad o cultivabilidad




Microcosmos de agua residual en presencia

de la microbiota natural
(sistemas cerrados)

7 Bacterias totales

log €. coli /ml

4 | ! I !

0 p 4 6 8
dias

En presencia de la microbiata natural:
v E. coli no adopta el fenotipo VNC
v" la microbiota natural provoca la disminucion de la poblacion de £. coli




Microcosmos de agua residual en presencia
de la microbiota natural
(miniplanta = sistema abierto)

Parametros de funcionamiento en condiciones de equilibrio:
Caudal, 400 ml/h
Caudal de recirculacion, 2-3 I/h
DBO Agua Decantada, 70 mg/|
DBO Agua Tratada, 5 mg/|



Microcosmos de agua residual en presencia

de la microbiota natural
(miniplanta = sistema abierto)

log £. coli /ml

Totales Cultivables

Eficacia > 99%



Microcosmos de agua residual en presencia

de la microbiota natural
(miniplanta = sistema abierto)

Nuestros resultados muestran:

v" Reduccion del nimero de £. coli totales y
cultivables

v No se induce la transicion al estado VNC durante
la permanencia en la miniplanta



Microcosmos de agua residual en presencia
de la microbiota natural

(miniplanta = sistema abierto)

La reduccion en la poblacion de £ co/i durante el
tratamiento puede atribuirse a:

> procesos fisico-quimicos (adhesidn y floculacion)

> procesos microbioldgicos (depredacion por
protozoos)

El andlisis de los dos tipos de experiencias parece
resaltar el papel de los protozoos en la retirada de las
bacterias intestinales de los efluentes.



Herramientas

Microorganismos manipulados genéticamente que
expresan proteinas fluorescentes

Cepa Origen
& coli EGEP Cormack ef a/. (1996)
£ colipGenzzz V. de Lorenzo

Hakkila ef al. (2003)

E CO//. ABCGFP Nuestro grupo




Protocolo de obtencion de la cepa

E. coli ABCgep

A brut AR Crispii E. CO//llS?upil"
gta brutd E? rispljana lac* CIf" lac- Ampr 6"
Aislamiento E&. coli
T Seleccidn Conjugacion
E. coli ABC
Amps 6ns Clfs lac- Ampr 6n" CIfr

\ Conjugacion /

E. coli ABCgp
lac* Amps Gn" CIfT




Microcosmos de agua residual en presencia

de la microbiota natural
(miniplanta = sistema abierto)

log £. coli /ml

Totales Cultivables

Eficacia > 99%



| Conclusion

4 A\

Las bacterias que expresan proteinas

fluorescentes constituyen herramientas idoneas
para estudiar el comportamiento de las bacterias
intestinales en las EDARs
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