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DESCRIPCION

Meétodo para determinar la contribucién de la biomasa a la DQO.

El método comprende la aplicacién de las técnicas microbiolégicas moleculares de hibridacién in situ (FISH), tin-
cién con DAPI y viabilidad celular, para determinar la contribucién a la demanda quimica de oxigeno (DQO), de los
grupos especificos de bacterias presentes en procesos de depuracién biolégica de aguas residuales (bacterias heterétro-
fas, autétrofas y bacterias acumuladoras de poli-fosfatos, PAO). Este método permite llevar a cabo la calibracién de los
métodos matemdticos de fangos activados de una forma directa, y sin la necesidad de recurrir a una optimizacién de
los resultados, reduciendo asf la incertidumbre a la hora de hallar los pardmetros de calibracién para un determinado
sistema de tratamiento de aguas residuales.

Estado de la técnica anterior

Los principales objetivos en la explotacion de las estaciones depuradoras de aguas residuales son, el cumplimiento
de los limites de vertido marcados por la legislacién y la minimizacién del consumo de energia. Esto implica el correcto
diseno de las actuales estaciones depuradoras de aguas residuales y, en muchos casos, el incremento del rendimiento de
muchas de las estaciones depuradoras de aguas residuales ya construidas para adaptarlas a las actuales necesidades. La
gran cantidad de factores que influyen en el funcionamiento de estos procesos hace necesario un estudio exhaustivo de
cada caso, teniendo en cuenta tanto las caracteristicas del agua residual a tratar como el tipo de proceso de depuracién
para el cual ha sido disefiada la estacion depuradora de aguas residuales. Este tipo de estudios permite diagnosticar el
funcionamiento de plantas existentes y optimizar su operacion, adecuando el proceso de depuracién al agua residual
afluente. Sin embargo, dada la alta complejidad de los procesos bioldgicos involucrados, no es posible realizar estos
estudios sin la ayuda de un modelo matematico que sea capaz de representar fielmente las transformaciones que se
producen en una estacién depuradora de aguas residuales.

En la actualidad, existe una necesidad en la simplificacién de los modelos y protocolos de simulacién de los
diferentes sistemas de tratamiento de aguas residuales y puede constituir uno de los aspectos con mayor potencial de
desarrollo en el futuro para la mejora en el tratamiento de aguas residuales.

De todos los modelos existentes en la bibliografia, los mds ampliamente utilizados y aceptados por la comunidad
cientifica son los propuestos por la IWA (del inglés International Water Association), en concreto los modelos ASM 1
y ASM2d (Henze et al., (2000). IWA Scientific and Technical Report No. 9, TWA Publishing, London, UK).

El elevado niimero de pardmetros que presentan estos modelos, mas de 60 pardmetros, y el alto nivel de correlacién
existente entre ellos, hace especialmente dificil la obtencidn de todos ellos para un determinado sistema. Por este
motivo, se ha dedicado un gran esfuerzo para encontrar un método de obtener dichos pardmetros con la minima
incertidumbre.

La conversion de los datos microbioldgicos en datos utilizables en los modelos de procesos bioldgicos es uno de
los puntos débiles que tradicionalmente se han asociado a estos modelos. Este obstdculo queda superado mediante la
invencién propuesta. La técnica desarrollada permite cuantificar de forma precisa los microorganismos de importancia
en estos procesos y los pardmetros que hay que cumplimentar en los modelos matemadticos para realizar un andlisis
del proceso con un simulador matematico, y por tanto, estar en condiciones de actuar sobre problemas en los procesos
biolégicos de depuradoras con una premura de tiempo de la que hasta ahora no se disponfa.

En la presente invencién se provee de un método que, mediante la combinacién de andlisis quimicos y métodos
microbiolégicos moleculares, permite obtener, de una forma directa, la contribucién a la DQO, de cada uno de los
grupos bacterianos que tienen en cuenta los modelos matemaéticos citados. Mediante este método, se reduce la incer-
tidumbre en el célculo de pardmetros, y se evita la necesidad de utilizar métodos de optimizacién para la obtencién
de los mismos. Esta metodologia ha sido desarrollada y validada en sistemas de fangos activados con eliminacién
biolégica de fésforo.

Explicacion de la invencién

El método de la presente invencién comprende la aplicacion de las técnicas microbioldgicas moleculares de hibri-
dacién in situ (FISH), tincién con DAPI y pruebas de viabilidad celular, para determinar la contribucién a la demanda
quimica de oxigeno (DQO), de los grupos especificos de bacterias presentes en procesos de depuracion bioldgica de
aguas residuales (bacterias heterdtrofas, autétrofas y bacterias acumuladoras de poli-fosfatos, PAO) fundamentalmen-
te. El método combina los andlisis quimicos convencionales de DQO y las técnicas microbioldgicas. Este método
permite llevar a cabo la calibracién de los métodos matematicos de fangos activados de una forma directa, y sin la
necesidad de recurrir a una optimizacién de los resultados, reduciendo asi la incertidumbre a la hora de hallar los
pardmetros de calibracién para un determinado sistema de tratamiento de aguas residuales.

La presente invencién tiene un objetivo claro con un gran interés de aplicacidn: el desarrollo de un método para
la estimacion de las poblaciones bacterianas con interés en los procesos de tratamiento bioldgico de aguas residuales,
y su parametrizacion de forma que pueda ser utilizado en los modelos matematicos que se emplean tipicamente para
disefar estos procesos y para analizar su funcionamiento. Este tipo de procesos biolégicos son los mds implementados
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en el tratamiento de aguas residuales urbanas (Estaciones Depuradoras de Agua Residual, EDAR), aun cuando el
conocimiento sobre la operacion de los mismos sigue teniendo lagunas importantes, en especial en lo que se refiere
a la dindmica de poblaciones microbianas, de vital importancia a la hora de justificar los resultados operativos de las
EDAR.

Los modelos mateméticos capaces de simular y predecir situaciones de operacion en las plantas de tratamiento de
aguas residuales estan altamente extendidos. Estos modelos son de mucha utilidad, pero su principal inconveniente
reside en el gran nimero de pardmetros a calibrar con ensayos reales. Algunos de estos pardmetros no pueden ser
calibrados analiticamente. Por ejemplo, no serd posible determinar la cantidad de biomasa eliminadora de fésforo,
Xpao, porque no es posible realizar un ensayo en laboratorio inhibiendo completamente el resto de bacterias. En
la presente invencién se describe un método capaz de cuantificar las distintas poblaciones microbianas combinando
técnicas moleculares como la tincién con DAPI, y la hibridacién in situ, FISH, con el que se puede obtener el porcentaje
en 4rea (o volumen o masa) de bacterias de un tipo especifico en la biomasa de un reactor. Mediante el uso de diversas
técnicas serd posible convertir estos porcentajes masicos de contenido de bacterias especificas, en unidades de DQO
por mililitro, unidades utilizadas mayoritariamente en los modelos matemadticos de fangos activos.

El método propuesto supone una importante mejora en la certidumbre del proceso de calibracion del modelo mate-
matico, ya que se reduce el nimero de variables desconocidas hasta el punto de que no es necesaria una optimizacién
de los errores de las soluciones matemadticas, sino que se puede realizar un célculo directo de los pardmetros del
modelo. Esto evita la obtencién de resultados que pueden tener sentido matematico pero no biolégico.

La buena correlacién de los datos obtenidos valida completamente la metodologia y la coloca en disposicion de
ser utilizada masivamente en plantas de tratamiento de aguas residuales a escala real.

La combinacién de las técnicas microbiolégicas moleculares, el andlisis quimico de las muestras de agua y las
ecuaciones que incorporan los modelos matemdaticos existentes, supone un gran avance en cuanto a la forma de utilizar
estos recursos. La incorporacion de datos obtenidos directamente de medidas microbioldgicas en la ecuacién del
balance de DQO, supone una importante reduccién en el nimero de pardmetros a determinar en el modelo matematico
ASM2. De otra forma, estos pardmetros (Xy, Xa, Xpao ¥ X1) habrian de ser estimados mediante métodos matematicos
de optimizacidn, reduciendo considerablemente la certidumbre del proceso de calibracién del modelo. El pardmetro
Xy hace referencia al porcentaje de bacterias heterétrofas, X, hace referencia al porcentaje de bacterias autétrofas,
Xpao hace referencia al porcentaje de bacterias acumuladoras de poli-fosfatos y X; hace referencia al porcentaje de
bacterias no viables en la muestra.

Todas las bacterias presentes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales pueden ser identificadas mediante
la técnica de hibridacion in sifu (FISH). En la presente invencidn, todos los grupos bacterianos (bacterias heterétrofas,
autétrofas y bacterias acumuladoras de poli-fosfatos, PAO) tienen el mismo peso especifico en la determinacion de la
DQO.

En este sentido, el principal aspecto de la presente invencién es un método para determinar la contribucién de la
biomasa al balance de DQO en agua que comprende:

a. obtener una muestra de agua,

b. determinar los porcentajes de los grupos bacterianos y materia inerte de la muestra obtenida en (a) mediante
técnicas microbiol6gicas moleculares,

c. determinar los siguientes pardmetros de la muestra de agua obtenida en (a); DQO total (DQOrz), DQO soluble
(DQOspr), DQO suspendida (DQOsysp), DBO limite total (DBO, 1), DBO limite soluble (DBOy so.), tiempo de
retencion de s6lidos (SRT) y tiempo de resistencia hidraulico (HRT),

d. determinar el balance de DQO utilizando los pardmetros obtenidos en (c) y

e. determinar la contribucién de cada grupo bacteriano y materia inerte segun (b) al balance de DQO calculado en

(d).

El término “biomasa” segtin se utiliza en la presente invencidn hace referencia a la materia total de microorganis-
mos presentes en una muestra de agua. Estos microorganismos pueden ser viables o no viables.

El término “materia inerte” se refiere a las bacterias no viables de la muestra de agua.

La determinacion de los porcentajes de los grupos bacterianos y materia inerte de la muestra de agua se lleva a cabo
mediante técnicas microbioldgicas moleculares. Las técnicas microbiolégicas moleculares de la presente invencién
estan basadas en la identificacion de los grupos bacterianos mediante el empleo de técnicas de biologia molecular. Las
técnicas de biologia molecular que se pueden llevar a cabo deben permitir la obtencion de datos y/o imdgenes mediante
los cuales se pueda estimar la representacion de los diferentes grupos bacterianos. Asi pues, para ello se pueden
emplear técnicas tradicionales de cultivo y/o técnicas de biologia molecular como, mareaje con sondas especificas
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acopladas a fluor6foros (técnica FISH; Fluorescence In Situ Hybridization), mareaje con 4,6-diamidino-2-fenlindol
(DAPI), deteccion mediante anticuerpos, PCR, secuenciaciéon de ADN, microscopia 6ptica, de epifluorescencia o
confocal sin excluir otras técnicas de biologia molecular que permitan identificar y determinar el porcentaje de grupos
bacterianos de una muestra de agua. Si se procede a obtener imdgenes, su andlisis se puede llevar a cabo por cualquier
procedimiento manual o informatizado que permita calcular las dreas ocupadas por cada uno de los grupos bacterianos
que se desee determinar.

La determinacién de la DQO total (DQOr), DQO soluble (DQOsq;), DQO suspendida (DQOsysp), DBO limite
total (DBO;), DBO limite soluble (DBOy so.), se puede llevar a cabo segtin el Standard methods for the examination
of water and wastewater o mediante cualquier otra técnica analitica que permita su determinacion.

El tiempo de retencién de sé6lidos (SRT) y tiempo de resistencia hidraulico (HRT) se pueden calcular mediante:
HRT= Volumen/Caudal, SRT = (volumen x sélidos suspendidos (SS) en el reactor)/(caudal de purga x SS en la purga).
Los SS se analizan segun el Standard methods for the examination of water and wastewater, seccién 2540 D.

El término “balance de DQO” hace referencia a toda la DQO generada en el sistema acuadtico. El valor de la DQO
puede aumentar por un nuevo aporte de agua, permanecer invariable, aumentar en el interior del reactor de fangos
activados o disminuir. En definitiva, el balance de DQO es el estudio de los factores que intervienen en el proceso de
depuracidn, llevado a cabo por los diferentes grupos de bacterias, para tratar de prever su evolucion.

Segtin una realizacién preferida del método anterior, la determinacién del balance de DQO del paso (d) y la
determinacién de la contribucién de cada grupo bacteriano y materia inerte al balance de DQO se llevan a cabo
mediante una ecuacién que comprende,

SRT
Xy + Xy + Xppo + X + Xlom = DQOgysp

Donde los pardmetros Xy, X, y Xpao representan la DQO debida a la presencia de bacterias heterdtrofas, autétrofas
y PAO, respectivamente. El pardmetro X; representa la materia suspendida inerte (también en unidades de DQO),
debida principalmente a la muerte de las bacterias heterétrofas, autétrofas y PAO. El pardmetro X, - (SRT/HRT)
se refiere a la materia suspendida inerte que entra con el agua afluente al reactor del sistema de depuracién. Los
pardmetros DQOgysp, SRT y HRT se calculan segtin lo descrito anteriormente.

Por el término “agua que entra a un sistema” tal como se utiliza en la presente invencidn, se entiende el agua
afluente o entrante a un sistema en el cual se lleva a cabo un proceso de depuracién del agua (por ejemplo en un
reactor de unas instalaciones de depuracion de aguas residuales).

Xjo es la cantidad de materia inerte suspendida que entra con el agua afluente al sistema. Este pardmetro se puede
calcular, segin el procedimiento tradicional, a partir de la DQO total (DQO7), DQO soluble (DQOsq;.), DBO limite
total (DBOyr) y DBO limite soluble (DBOy g0 ) segtin la siguiente ecuacién:

X = DQOT —DBOyr — (DQOSOL —DBOysoL)

Xu, Xa Y Xpao representan la DQO debida a la presencia de bacterias heterdtrofas, autétrofas, PAO y materia
suspendida inerte, respectivamente. Xjo es la DQO debida a la materia suspendida inerte aportada por el agua que
entra a un sistema.

Para resolver esta ecuacion, es necesario conocer los pardmetros X. Sin embargo, no existe ningin método para
el célculo directo de dichos pardmetros (el pardmetro Xy, si que es calculable mediante el método descrito en una
ecuacién anterior). Para obtener los valores de estos pardmetros se deben resolver el conjunto de ecuaciones que
conforman el modelo matematico (ASM2 en este caso). Esto quiere decir, que se obtienen de una forma indirecta
y “ciega”. El método que propone esta invencion es un método directo y “real”, ya que cuantifica directamente las
diferentes poblaciones de microorganismos.

En las ecuaciones descritas pueden introducirse pardmetros, como por ejemplo, la DQO debida a bacterias GAO
(bacterias acumuladoras de glicogeno).

Esta determinacion se lleva a cabo asumiendo que todos los grupos bacterianos y materia inerte presentes en la
muestra de agua tienen el mismo peso especifico en términos de DQO vy, por tanto, la contribucién de cada uno de ellos
sera proporcional a su abundancia en la muestra, representada ésta en forma de porcentaje respecto a la masa total o
respecto al drea analizada en las imagenes adquiridas. Asi pues, y a modo de ejemplo, supongamos que el valor del
balance de DQO fuese 1000 mg DQO/I, los porcentajes de bacterias heterétrofas y materia inerte tuviesen un valor de
0 y las bacterias autétrofas y PAO representasen un 20% y 80% respectivamente. En este caso particular, el valor de
X seria 200 mg/1 y el valor de Xpao de 800 mg/I1.

En una realizacién mas preferida, la muestra de agua es agua residual.
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El término agua “residual” se refiere a un tipo de agua que, por haber sido usada, estd contaminada con sustancias
fecales y orina, procedentes de desechos orgdnicos humanos o animales, vertidos industriales u otro tipo de contami-
nantes.

En una realizacién atin mds preferida, el agua residual procede de la entrada a una instalacién donde se lleva a
cabo el tratamiento de aguas residuales basado en un sistema de fangos activados. El agua debe proceder de la entrada
(agua afluente) al proceso de fangos activados. Los diferentes pardmetros que se analizan en la presente invencién
requieren muestras de agua de origen diferente, asi, por ejemplo, la muestra de donde se obtiene la Xj, es agua
residual afluente. Sobre ésta se realizan las analiticas descritas para la obtencion del pardmetro X,. Para el andlisis del
resto de parametros (DQOsysp, SRT, HRT y X) se requieren muestras del fango (reactor biolégico), que es donde se
encuentran en su mayor parte las bacterias en el reactor asi como mezcla de agua afluente y fango del reactor, también
conocido como licor mezcla.

Los sistemas de fangos activados o fangos activos, consisten en un tanque de aireacién con fangos activos y otro
tanque para la clarificacién secundaria. El agua residual afluente entra en el tanque de aireacién. El agua clara de
la superficie de este tanque pasa al tanque de clarificacién secundaria. La mayor parte de los fangos que se han
sedimentado en el tanque de clarificacion secundaria vuelve al tanque de aireacion asegurando asi un proceso continuo
de depuracién biolégica con altas tasas de descomposicion de materia orgdnica (de hasta un 99%). La depuracién
biolégica de aguas residuales en los sistemas de fangos activados se realiza por microorganismos (fundamentalmente
bacterias), que descomponen los componentes orgdnicos de las aguas residuales. Los aireadores mas utilizados en
este tipo de sistemas de depuracién son los sumergibles y se encargan de suministrar oxigeno para favorecer la accién
depuradora de las bacterias aerobias.

En otra realizacion preferida, la determinacion de los porcentajes de los grupos bacterianos y materia inerte com-
prende:

a. marcar las bacterias de la muestra mediante técnicas FISH, tincién con DAPI y técnicas de viabilidad celular,
b. adquirir imagenes de la fluorescencia emitida por las bacterias marcadas con las técnicas descritas en (a) y

c. determinar las dreas ocupadas por los grupos bacterianos y materia inerte.

Seglin otra realizacién mds preferida, el mareaje de las bacterias mediante técnicas FISH se lleva a cabo con las
sondas SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2, con las sondas SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 5 y con las sondas SEQ ID NO:
6 a SEQ ID NO: 8.

En la técnica FISH de la presente invencién se utilizan sondas de DNA marcadas con un fluor6foro para detectar
los distintos grupos de bacterias. Las sondas de DNA utilizadas son secuencias especificas de bacterias autétrofas en el
casode SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 (de Betaproteobacteria oxidante de amonio y Nitrobacter spp respectivamente),
de bacterias del dominio Eubacteria en el caso de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 5 (cebador con secuencias consenso de
la mayor parte de eubacterias, Planctomycetales y Verrucomicrobiales respectivamente) y de bacterias acumuladoras
de poli-fosfatos (PAO) en el caso de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 (de Rhizophagus tenuis,
Accumulibacter phosphatis y Rhizophagus tenuis respectivamente).

Para llevar a cabo la hibridacién fluorescente in situ (FISH; del inglés Fluorescent In Situ Hybridization) se utilizan
moléculas fluorescentes para localizar genes o fragmentos de DNA. La técnica consiste en preparar secuencias de
DNA de una sola hebra, llamadas sondas, que son complementarias de las secuencias de DNA que se quieren marcar
y examinar. Estas sondas se marcan con moléculas fluorescentes (TAMRA; tetrametil-rhodamina, fluoresceina, u
otras moléculas fluorescentes). Las sondas se hibridan al DNA complementario y, al estar marcadas con moléculas
fluorescentes, permiten localizar las bacterias a las que pertenecen esas secuencias especificas. El fluoréforo emite una
longitud de onda especifica que permite, mediante el uso de un microscopio de fluorescencia con los filtros adecuados,
detectar las células marcadas.

El DAPI tiene gran afinidad por el DNA. Este fluoréforo atraviesa la membrana celular y se une al DNA del nticleo
de forma inespecifica. Se excita con luz ultravioleta. Mediante la tincién celular con DAPI se marcan todas las células
presentes en la muestra de agua. En la presente invencién, para llevar a cabo el mareaje de todas las células de una
muestra de agua también pueden emplearse otros fluoréforos diferentes al DAPI y que consigan el mismo efecto.

Las técnicas de viabilidad celular son aquellas que permiten determinar el porcentaje mésico de bacterias viables
(vivas) y no viables (no vivas) en una muestra. En la presente invencién se ha empleado el kit L-7012 LIVE/DEAD®
BaclightTM de Molecular Probes que se basa en la integridad de la membrana celular, de modo que las bacterias
con la membrana intacta son clasificadas como viables, y las bacterias con la membrana dafiada como no viables.
Las bacterias viables son marcadas con un fluoréroro que emite luz verde y las no viables se marcan con un fluoruro
distinto que emite luz roja. Se asumi6 que el porcentaje masico de bacterias inertes coincidia con el de bacterias no
viables. La utilizacién de este kit para determinar la viabilidad celular no limita el empleo de otras técnicas o kits con
los que se consiga la misma informacion.
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La adquisicién de imagenes de la fluorescencia emitida por las bacterias marcadas con las técnicas descritas ante-
riormente se lleva a cabo mediante un sistema de fotografiado capaz de acoplarse al microscopio de fluorescencia. El
microscopio de fluorescencia o el microscopio confocal l4ser, con los filtros adecuados segtin los fluorocromos utili-
zados, permite visualizar las células marcadas que son excitadas con la longitud de onda adecuada, de modo que se
pueden usar todas las sondas en una misma muestra y seleccionar las longitudes de onda de emisién de los respectivos
fluoréforos que marcan los grupos bacterianos, de este modo se obtienen imagenes con solapamiento de mareaje en
una misma muestra que permite determinar los porcentajes de cada grupo de bacterias.

La determinaciéon de las dreas ocupadas por los grupos bacterianos y materia inerte se lleva a cabo mediante
cualquier procedimiento manual o informatizado que permita calcular las dreas ocupadas por cada uno de los grupos
bacterianos y la materia inerte que se desee determinar.

El procedimiento informatizado consiste en un programa informatico que permite el procesamiento y andlisis de
las imédgenes en los siguientes pasos:

a. Adquisicién de las imagenes en el programa de procesado y andlisis de imdgenes. El software permite el trata-
miento de las imdgenes basdndose no sélo en la apariencia de las imdgenes, sino también en la informacién numérica
que en ella se contiene, la informacién de cada pixel individual. Se deben tratar de forma independiente los diferentes
canales (rojo, verde o azul). Cada color corresponde a un grupo bacteriano (rojo y verde) o células totales de la muestra
(azul).

b. binarizacion de la imagen. Se debe convertir la imagen en blanco y negro, de forma que la sefial positiva esta
representada por los pixeles blancos, y la negativa o “background” por los pixeles negros. De esta forma el software
es capaz de cuantificar los pixeles correspondientes a cada una de las clases, “blanco” o “negro” y por tanto, sus areas
correspondientes.

Segtn otra realizacién mds preferida, la determinacién de las dreas ocupadas por los grupos bacterianos y materia
inerte se lleva a cabo analizando las imdgenes de, al menos, 20 campos por muestra.

El término “campo” se refiere a una region del portaobjetos en el que se ha depositado la muestra marcada mediante
alguna de las técnicas descritas anteriormente. Esta region estd definida por los aumentos a los que se realiza el
visionado y el tamafio de la imagen que adquiere. A mayor niimero de campos analizados, mds cercano serd el valor
del porcentaje de superficie de cada uno de los grupos bacterianos al porcentaje real.

En la presente invencion, la determinacién de los porcentajes de drea ocupada por las bacterias autétrofas y por las
bacterias PAO se lleva a cabo de forma directa ya que cada uno de los dos grupos bacterianos estd marcado mediante
sondas especificas FISH, tal como se ha descrito anteriormente. Mediante la técnica FISH, se obtuvo el porcentaje de
area ocupado por bacterias autétrofas frente al drea ocupada por las bacterias del dominio Eubacteria. Con la tincién
con DAPI se corrigi6 el porcentaje obtenido mediante FISH debido a que las sondas actualmente descritas para el
dominio Eubacteria demostraron no cubrir el total de bacterias presentes en la muestra.

El porcentaje de materia inerte (bacterias no viables) también se puede calcular de forma directa mediante el
mareaje descrito. El porcentaje de bacterias heterétrofas de la muestra de agua ha de calcularse de forma indirecta
porque seria necesario disefiar una gran cantidad de sondas especificas para las especies bacterianas pertenecientes a
este grupo. De este modo, al porcentaje total (100%) ha de restarse el porcentaje de bacterias autétrofas, el porcentaje
de bacterias acumuladoras de poli-fosfatos (PAO) y la materia inerte para resultar el porcentaje de bacterias restante
que, con un error minimo, pertenece a las bacterias heterétrofas.

Otro aspecto de la presente invencion es un programa de ordenador caracterizado porque comprende instrucciones
de programa para provocar que un sistema de computacion realice un método que comprende:

a. adquirir imdgenes de fluorescencia emitida segtin la reivindicacién 6 (b) de, al menos, 20 campos por muestra,
b. determinar las dreas medias de los grupos de bacterias y materia inerte de las imdgenes adquiridas en (a) y

c. determinar el balance de DQO y la contribucién de cada grupo bacteriano y materia inerte al balance de DQO.

Mediante este programa de ordenador se facilita la adquisicién de imagenes de fluorescencia emitida tras irradiar la
muestra con una longitud de onda de absorcién dptima para el fluoréforo empleado en el mareaje del grupo bacteriano.
Este programa permite la adquisicién de un niimero minimo de 20 campos por cada portaobjetos y por cada canal
(imagen resultante de la fluorescencia emitida por cada fluoréforo). La adquisicién de las imigenes puede llevarse
a cabo de forma aleatoria o con patrones de muestreo establecido. Asimismo también se puede determinar la media
de las dreas obtenidas para cada campo y canal. La medida de las dreas estd basada en el nimero de pixeles que
forma la superficie de bacterias marcadas. El tratamiento y andlisis de las imdgenes se lleva a cabo tal como se ha
descrito anteriormente, es decir, binarizando las imagenes y obteniendo de forma automadtica el area. Ademas, tras la
introduccion de los pardmetros de DQO de la biomasa, DQO total, DQO soluble, DQO suspendida (DQOgysp), DBO
limite total, DBO limite soluble, tiempo de retencién de s6lidos (SRT) y tiempo de resistencia hidratlico (HRT), en el
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programa de ordenador, se determina el balance de DQO y la contribucién de cada grupo bacteriano y materia inerte
al balance de DQO. Esta determinacioén se lleva a cabo mediante un célculo directo por medio de érdenes establecidas
en el citado programa de ordenador.

Segtin una realizacién preferida del programa de ordenador anterior, la determinacién del balance de DQO y la
contribucién de cada grupo bacteriano y materia inerte al balance de DQO se lleva a cabo mediante la ecuacién que
comprende:

SRT
DQO =Xy + Xp + Xpao + Xi + Xjo——
Q SUSP H A PAO 1 IOI_IRT

Los pardmetros de cada una de las ecuaciones han sido descritos anteriormente.

La invencién se extiende a programas de ordenador, mds particularmente a programas de ordenador en o sobre
unos medios portadores, adaptados para poner la invencion en prictica. El programa de ordenador puede estar en
forma de cédigo fuente, de cédigo objeto o en un cdédigo intermedio entre cddigo fuente y c6digo objeto, tal como en
forma parcialmente compilada, o en cualquier otra forma adecuada para usar en la implementacion de los procesos de
acuerdo con la invencién El medio portador puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de portar el programa.

En otra realizacion preferida, el programa de ordenador descrito anteriormente estd caracterizado porque se alma-
cena en unos medios de grabacion y, en otra realizacion preferida mas, el programa de ordenador es portado por una
sefial portadora eléctrica.

Por ejemplo, el medio portador puede comprender un medio de almacenamiento, tal como una ROM, por ejemplo
un CD ROM o una ROM semiconductora, o un medio de grabaciéon magnético, por ejemplo un floppy disc o un disco
duro. Ademds, el medio portador puede ser un medio portador transmisible tal como una sefial eléctrica u 6ptica que
puede transmitirse via cable eléctrico u dptico o mediante radio u otros medios.

Cuando el programa de ordenador estd contenido en una sefial que puede transmitirse directamente mediante un
cable u otro dispositivo o medio, el medio portador puede estar constituido por dicho cable u otro dispositivo o medio.

Alternativamente, el medio portador puede ser un circuito integrado en el que estd encapsulado (embedded) el
programa de ordenador, estando adaptado dicho circuito integrado para realizar los procesos relevantes o para usarse
en la realizacién de dichos procesos.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras
Fig 1. Muestra el diagrama de técnicas y resultados de la validacion del método.

Fig 2. Muestra el resultado de una cuantificacion de 22 campos.

Las barras representan el porcentaje obtenido en cada campo. La linea es una media acumulada para observar si el
porcentaje llega a estabilizarse.

Fig 3. Muestra la comparacion de los métodos de cuantificacion por dreas y por nimero de bacterias para la
obtencion del porcentaje de bacterias no viables mediante la técnica de Viabilidad Celular. Muestras de la Planta
Piloto.

Fig 4. Muestra las imdgenes binarizadas de células marcadas con fluordforo rojo y verde.

Fig. 5. Resultados experimentales y simulados (fosforo y dcido acético) del modelo ASM2, utilizando los valores
de Xpao determinados microbiologicamente para los experimentos 1, 2y 3.

Ejemplos
Ejemplo 1

A continuacion se expone el procedimiento en cada una de las etapas del método propuesto en la presente inven-
cién.
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1.1. Aplicacion de la técnica de la viabilidad celular
Reactivos

Se utiliz6 el kit “L-7012 LIVE/DEAD® Backlight™ Bacterial Viability Kit for microscopy and quantitative as-
says”, de Molecular Probes.

Solucién 1:

- Fluorocromo SYTO 9: 300 ul de solucién 3.34 mM en DMSO (Dimetil Sulféxido)

Solucién 2:

- Fluorocromo loduro de Propidio: 300 ul de solucién 20 mM en DMSO.

Se mezclaron bien las soluciones 1 y 2 en un tubo de microcentrifuga, y se conservaron a 4°C.
Procedimiento

1. Se afiadieron 0.75 ul de la mezcla de solucién 1 + 2 a 250 ul de muestra. Se mezcl6 bien en el vortex. Esta
dilucién recomendada supone una concentracién de DMSO del 0.3% de la solucién de tincion.

2. Seincubé a temperatura ambiente y en oscuridad durante 10-50 minutos manteniendo en agitacion.

3. Se tomd un volumen de 5 ul de la muestra tefiida y se puso en un portaobjetos tratado con poli-L-lisina para
conseguir una adherencia rapida, y se tapé con un cubreobjetos de 18 mm.

4. Se examind al microscopio de epifluorescencia a 1000x con aceite de inmersién sin fluorescencia. El filtro de
excitacion para el SYTO 9 es de 480 nm, y el de emisién de 500 nm. Para el Yoduro de propidio, el filtro de
excitacién es de 490 nm, y el de emisién de 635 nm.

Resultados

Las células vivas aparecieron de color verde. Las células dafiadas aparecieron de color rojo-verde, y las células
muertas de color rojo.

1.2. Cdlculo del porcentaje de materia inerte (X;)

El valor de X; representa el porcentaje de bacterias inertes presentes en la biomasa. El kit para deteccion de
Viabilidad Celular LIVE/DEAD® BaclightTM de Molecular Probes permite obtener el porcentaje masico de bacterias
viables (vivas) y no viables (no vivas) en una muestra. Este método de viabilidad se basa en la integridad de la
membrana celular, de modo que las bacterias con la membrana intacta son clasificadas como viables, y las bacterias
con la membrana dafiada como no viables. Se asumi6 que el porcentaje médsico de bacterias inertes coincide con el de
bacterias no viables.

Para la obtencién del porcentaje de materia inerte se midid el porcentaje de drea ocupado por las bacterias no
viables tal como se describe en el apartado siguiente.

1.3. Deteccion de grupos bacterianos mediante técnicas FISH

Reactivos

1- Paraformaldehido (Para llevar a cabo la fijacion).

1. Se calentaron 65 ml de agua bidestilada hasta 60°C.
2. Se afiadieron 4 g de paraformaldehido (PFA).

3. Se afiadi6 1 gota de solucién de NaOH 2M y se agité rapidamente hasta que la solucién se clarificé la
solucién.

4. Se quit6 de la fuente de calor y se afiadieron 33 ml de PBS 3X.

5. Seajusté el pH a 7.2 con HCI.
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6. Se elimin6 cualquier resto de cristales por filtracién a través de 0.2 um.

7. Se enfrié rdpidamente a 4°C y se conservé a esa temperatura.

2- Tampo6n fosfato salino (XPBS) (Para llevar a cabo la fijacion).
1. Se esterilizé por filtracién a 0.45 ym 6 0.2 ym.

2. Se conservo a 4°C.

Para preparar 3X PBS para el reactivo de paraformaldehido se mezclaron:
22.8 g de NaCl
3 g de NaH,PO,
2.88 g de Na,HPO,
1000 ml Agua destilada

Se ajust6 a pH 7.4

3- Solucién de gelatina (preparacion portaobjetos)
Gelatina al 0.1%.
Sulfato potdsico cromato al 0.01% (Sigma ref. C-5926, 12H,0).
1. Se calent6 agua destilada a 60°C.
2. Se fundif la gelatina (100 mg de gelatina + 10 mg de sal de cromato-12H,0) en 100 ml de agua destilada.

3. Se enfrié a 50°C para sumergir los portas.

4- Solucién de limpieza de portaobjetos FISH: Etanol con 10% KOH.

5- Etanol 100% (Fijacién y lavado): Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a temperatura ambiente para
lavados, y a 4°C para fijacion.

6- Etanol 80% (Lavado): 160 ml de etanol absoluto y 40 ml de agua destilada.
77- Etanol 50% (Lavado): 100 ml de etanol absoluto y 100 ml de agua destilada.
8- Cloruro Sodico SM (Tampdn de hibridacién y tampoén de lavado): 292.2 g de cloruro sédico y 1000 ml de agua
destilada.
1. Se disolvi6 el NaCl en 800 ml de agua destilada y se ajusté el volumen hasta un litro.
2. Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos y por filtracion.

9- EDTA 0.5M (cuando la concentracién de formamida es > al 20%): Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante
15 minutos y por filtracién.

10- Tris-HCl1 1M pH 8.0 (Tampoén de hibridacién y tampén de lavado): 121.1 g de tris base, 42 ml de HCI concen-
trado y se llevo hasta 1 litro con agua destilada.

Se pesé el TRIS y se afiadié a 800 ml de agua destilada. S afiadié el HCI concentrado y se completé con agua
destilada hasta 1 litro. Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 minutos y por filtracién.

9
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11- Agua Mili-Q (Tampén de hibridacién y tampén de lavado): 200 ml de agua Mili-Q. Se esteriliz6 en autoclave
a 121°C durante 15 minutos y por filtracién.

5 12- SDS 10% (Tampo6n de hibridacién y tampoén de lavado): 10 g de SDS. Se llevo hasta 100 ml con agua destilada.
Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 minutos y por filtracidn.

13- Formamida (Tampdn de hibridacion y tampdn de lavado): Volimenes de formamida y porcentaje en funcién
10 de la sonda. Se guardaron a temperatura ambiente.

14- Tampo6n de hibridacién:

15 TABLA 1

Voliimenes de reactivos en funcion del porcentaje de formamida para la preparacion del tampon de hibridacion
en la técnica FISH

20

10 20 25 30 35 40 45
25 NaCl 5M (ul) 360 360 360 360 360 360 360
HCI-Tris 1M (ul) 40 40 40 40 40 40 40
Formamida (ul) 200 400 500 600 700 800 900
30 Agua Mili-Q (ul) 1398 1198 1098 998 898 798 698
SDS 10% (ul) 2 2 2 2 2 2 2
Volumen  Final

35 () 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000

40 15- Tampodn de lavado: Se precalent6 a 46°C en un tubo de 50 ml.

TABLA 2

45 Voliimenes de reactivos en funcion del porcentaje de formamida para la preparacion del tampon de lavado

en la técnica FISH

10 20 25 30 35
NaCl 5M (ul) 4500 2150 1490 1020 700 460 300
55 EDTA 0.5M (ul) 500 500 500 500 500 500 500

HCI-Tris 1M (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Agua Mili-Q (ml)  44.45 463 46.96 47.43 47.75 47.99 48.15
o0 SDS 10% (ul) 50 50 50 50 50 50 50

Volumen Final (ml) 50 50 50 50 50 50 50

65 17- Citifluor: Reactivo para evitar pérdida de fluorescencia.
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Procedimiento

Tratamiento de los portaobjetos FISH cubiertos con Teflon

Se compraron portaobjetos con una lamina de teflén en la que estdn perforados 10 pocillos de 8 mm de didmetro.
1. Se lavaron con solucién de limpieza.
2. Se enjuagaron con agua destilada.
3. Se secaron al aire (proteger del polvo ambiental).

4. Se cubrieron con gelatina por inmersién en la solucién de gelatina 0.1% con sulfato potdsico cromato
0.01% (preparada en el momento, T = 60°C).

5. Se secaron al aire.

Fijacion de las bacterias GRAM negativas de las muestras
1. Se lavé 1 ml de floculo con 500 ul de PBS 1X (6000 rpm durante 3 minutos).

2. Se afiadieron 3 volimenes de paraformaldehido (PFA) (750 ul) a 1 volumen (250 ul) de muestra y mantener
a 4°C durante 1-3 h (minimo 1 h y mdximo 18 h).

3. Se centrifugaron las muestras para recoger las células (6000 rpm durante 3 minutos) y eliminar el fijador.
4. Se lavaron las células con PBS 1X (500 ul).

5. Se resuspendieron en PBS 1X (500 ul) (para tener una concentracion de 108-10° células/ml) y se afiadié 1
volumen (500 ul) de etanol absoluto frio (4°C).

6. Se guardaron a -20°C (las muestras se pueden conservar en estas condiciones durante varios meses).

Fijacion de las bacterias GRAM negativas de las muestras

1. Se afiadi6 1 volumen de etanol absoluto (500 ul) a 1 volumen (500 ul) de muestra y mantener a 4°C durante
4-16 h.

2. Se centrifugaron las muestras para recoger las células (6000 rpm durante 3 minutos) y eliminar el fijador.
3. Se lavaron las células con PBS 1X (500 pd).

4. Se resuspendieron en PBS 1X (500 ul) (para tener una concentracién de 108-10° células/ml) y se afiadi6 1
volumen (500 wl) de etanol absoluto frio (4°C) y mezclar.

5. Se guardaron a -20°C (las muestras se pueden conservar en estas condiciones durante varios meses).

Aplicacion de las muestras a los portaobjetos FISH
1. Se puso un volumen de 3 ul de muestra fijada en el portaobjetos.
2. Se seco al aire.
3. Se deshidrat6 en EtOH al 50% durante 3 minutos (por inmersion).
4. Se deshidrat6 en EtOH al 80% durante 3 minutos (por inmersién).
5. Se deshidrat6 en EtOH absoluto durante 3 minutos (por inmersién).

6. Tras la deshidratacidon, los portaobjetos pueden ser conservados indefinidamente.

11
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Hibridacion “in situ”

1.
2.

10.
11.
12.
13.

Se preparard la solucién de hibridacién con formamida Tabla en un eppendorf de 2 ml.

De la solucién de hibridacién con formamida, se reservé en un eppendorf 6 x (10-n) ul, siendo n el volumen
de sonda utilizada en cada pocillo. Es decir:

N° de pocillos en un porta: 6

Volumen total por pocillo (ul): 10

Sin =1 ul se guardaran 54 ul. Sin =2 ul se guardardn 48 ul. Sin =3 ul se guardaran 42 ul
Se afiadi6 al eppendorf reservado 6 ul de sonda (6 pocillos por porta — 6 ul de sonda)

Se puso un trozo de papel de celulosa dentro de un tubo Sarstedt de 50 ml y se echd sobre el papel la
solucién de hibridacién sin sonda.

Se pusieron 9 ul de la solucién de hibridacién + 1 ul de sonda en cada pocillo y se repartié homogénea-
mente por todo el campo.

Se introdujo el portaobjetos dentro del tubo Sarstedt, manteniendo siempre la posicién horizontal.
Se incub6 a 46°C durante una hora y media.

Se prepararon 50 ml de la solucién de lavado, y se atemper6 a 48°C.

Se sac6 del horno y rdpidamente se lavaron e introdujo dentro del tubo con la solucidn de lavado.
Se incubd en un baifio a 48°C durante 15-20 minutos.

Se lavé con agua destilada.

Se sec6 al aire en la oscuridad.

Se observé al microscopio.

1.4. Deteccion de grupos bacterianos mediante tincion con DAPI (diclorhidrato de 4°,6-diamidino-2-fenilindol)

Reactivos

Reactivo DAPI (Kawaharasaki ef al. (1999). Water Res. 33: 257-256).

5 mg de DAPI sobre 100 ml de PBS (1x, pH =7.2).

Concentracién de trabajo: 50 ug/ml (solucién de trabajo).

Se almacend la solucién de stock a -20°C, y la de trabajo a 4°C.

Se esteriliz6 por filtracion.

Tampon Citrato para DAPI:

Reactivo a mezclar con fluoroguard cuando se utiliza DAPI para evitar interferencias del fluoroguard con el
fluorocromo.

Procedimiento

1.

2.

3.

Tras hibridar, se afiadieron 50 ul de solucién DAPI de trabajo por pocillo.
Se dejo6 durante 5 minutos en la oscuridad, y a temperatura ambiente.

Se lavé con agua destilada.

12
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4. Se dej6 secar al aire.

5. Se observo en el microscopio de epifluorescencia.

1.5. Obtencion del porcentaje de bacterias

El porcentaje de bacterias totales de una muestra determinada estd compuesto por distintos grupos bacterianos.
En la siguiente ecuacion se muestran cada uno de los grupos, cuya suma se iguala al total de bacterias de la muestra,
considerandose éste el 100%.

XT:XI+XA+XPAO+XH

La determinacién del porcentaje de bacterias no viables o materia inerte (X;) se ha explicado en el apartado 1.2.

Obtencion del porcentaje de bacterias autotrofas (X,)

Se obtuvo el porcentaje masico de bacterias autétrofas presentes en la biomasa. Para ello, se combiné la técnica
FISH y Ia tincién con DAPI.

Mediante la técnica FISH, se obtuvo el porcentaje de drea ocupado por bacterias autétrofas frente al drea ocupada
por las bacterias del dominio Eubacteria. Con la tincién con DAPI se corrigi6 el porcentaje obtenido mediante FISH
debido a que las sondas actualmente descritas para el dominio Eubacteria demostraron no cubrir el total de bacterias
presentes en la muestra. El porcentaje de bacterias hibridadas con la sonda EUBmix (sondas de la tabla 4 utilizadas
conjuntamente) frente a bacterias tefiidas con DAPI ha resultado ser 90 + 3% para la Planta Piloto, y de 91 = 1%
para el Sequencing Batch Reactors (SBR). Debido a la poca variabilidad que presentan estos resultados, se aconseja
la utilizacién de dicho rango de valores como valores tipicos para la calibracién del modelo mediante el método aqui
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Sondas FISH asociadas a bacterias autotrofas

TABLA 3

Nso122

Betaproteobacteria

Mobarry et al., (1996).

SEQID NO: 1 ] ) 35 App! Environ Microbiol.
oxidante de amonio
62: 2156-2162.
Mobarry et al., (1996).
NIT3+ SEQID NO: 2 Nitrobacter spp. 40 Appl Environ Microbiol.

62: 2156-2162.

+ Necesita sonda competidora

TABLA 4

Sondas FISH asociadas al dominio eubacteria (sondas EUBmix)

EUB338 SEQIDNO: 3

Consenso Eubacteria

13

0-50

Amman et al., (1990).
Appl. Environ. Microbiol.
56, 1919-1925 (1990).
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Daims et al., (1999).

EUB338
SEQID NO: 4 Planctomycetales 0-50 Syst. Appl. Microbiol.
22: 434-444.
Daims et al., (1999).
EUB338
" SEQID NO: 5 Verrucomicrobiales 0-50 Syst. Appl. Microbiol.
22: 434-444.

El modelo ASM2 supone que el contenido en bacterias autétrofas es debido tinicamente a la presencia de bacterias
nitrificantes Nitrosomonas o Nitrobacter. Sin embargo, en los sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas residuales
podrian cobrar importancia algunas otras especies autétrofas. Entre ellas cabe destacar:

- Bacterias que extraen su energia de procesos de oxidacién de sales ferrosas o manganosas, pertenecientes a los
géneros Clonothrix, Leptothrix, etc.

- Tiobacterias, como Thiotrix, Beggiatoas, capaces de oxidar el SH, y el azufre a dcido sulfirico.

- Bacterias oxidadoras de hidrégeno como las Hydrogenomonas, que oxidan el hidrégeno producido por las
bacterias heterétrofas en las fermentaciones de los glicidos, produciendo agua.

En general, en sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales, la cantidad de dichas bacterias suele
ser despreciable, con lo que no se comete un error importante asumiendo que las Nitrosomonas y las Nitrobacter son
las tnicas bacterias autétrofas del sistema.

La cuantificacion de las especies se realizé siguiendo el procedimiento explicado en el ejemplo 1.6.

El valor de X, en unidades de DQO por litro se obtuvo mediante el porcentaje masico de bacterias autétrofas frente
a bacterias del dominio Eubacteria, corregido mediante la relacién EUB/DAPI, y multiplicado por el valor de DQO.
El procedimiento consistié en obtener el porcentaje de bacterias autétrofas frente a bacterias totales (representadas por
el dominio eubacteria): %A. Para ello se obtiene el porcentaje de bacterias hibridadas con la sonda EUBmix frente
al total de bacterias presentes en la muestra (obtenidas por la tincién con DAPI): %EUB/DAPI. A continuacién se
multiplica %A x (2EUB/DAPI)/100, obteniéndose el porcentaje de bacterias autétrofas frente al total de bacterias
marcadas por DAPI: %A’.

De acuerdo con la ecuacion del balance de DQO:

SRT
Xy + Xy + Xppo + X + Xlom = DQOsysp

el lado derecho de la igualdad es conocido, ya que la DQO se habra determinado analiticamente, la Xy, la obten-
dremos segun los pardmetros del agua afluente, y el HRT y el SRT son variables de operaciéon conocidas. Suponiendo
que este valor (lado derecho de la ecuacién) fuera 100 mg DQO/I, la DQO debida a las bacterias autétrofas se podria
calcular como 100 x (%A’). El valor de %A’ debe utilizarse en porcentaje sobre 1. Es decir, si %A’= 80, la DQO
debida a estas bacterias serd 100 x 0,8 = 80 mg DQO/I.

Obtencion del porcentaje de bacterias PAO (Xppo)

En este caso, se procede del mismo modo que en el caso de la determinacién de X,. Sin embargo, para la deter-
minacién de bacterias con fenotipo PAO mediante la técnica FISH, la variedad bacteriana estd mucho mas definida.
Ademis de la combinacién de sondas EUBmix, para la cuantificacién de las bacterias con fenotipo PAO habra que

aplicar las sondas que se describen en la tabla 5.

El valor de Xpso se obtendrd como el resultado de corregir mediante la relacion EUB/DAPI el valor del porcentaje
PAOmix/EUB, y multiplicar el resultado por el valor del balance de la DQO, al igual que en caso del célculo de Xpyo.
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TABLA 5
Sondas FISH asociadas a bacterias con fenotipo PAO (sondas PAOmix)

Sonda Secuencia(5-3)  Bacteriadiana = %FA  Referencia
PAO k Subgrupo | ““ Cfbcétﬁ et al.,‘ 2000 LA l\ |
SEQID NO: 6 (ORgERe g (2000). 4pp
462 Rhizophagus tenuis Environ Microbiol., 66, 1175-
1182.
. Crocetti et al.,(2000). 4pp!
PAO Accumulibacter
SEQID NO: 7 35 Environ Microbiol., 66, 1175-
651 phosphatis
1182.
PAG Crocetti et al.,(2000). App!
846 SEQID NO: 8 Subgrupo R. tenuis 35 Environ Microbiol., 66, 1175-
1182.

Las sondas pueden ser disefiadas en el propio laboratorio, o adquiridas a través de centros que se dedican ello, y
en los que se pueden adquirir las sondas marcadas con un fluorocromo especifico, o incluso sin marcar. En el caso de
este estudio, se ha optado por adquirir las sondas ya marcadas, de forma que se reduce la posible fuente de errores.

Las sondas se han adquirido a través de TIB MOLBIOL (Alemania). Existen bases de datos para consultar secuen-
cias y especificidad de las sondas a través de Internet en paginas como:

http://www.tib-molbiol.com: Empresa dedicada al disefio y distribucién de sondas.

http://www.microbial-ecology.net: Base de datos online de sondas marcadas para ARN ribosémico

http://www.ncbi.nlm.nih.gov: Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica.

http://www.wga.bv.tum.de: Aqui podemos acceder al fichero en pdf/word del cuestionario sobre biografia de una
muestra para la técnica FISH. Institute of Water Quality Control and Waste Managment, Universidad Técnica de
Munich.

Obtencion del porcentaje de bacterias heterotrofas (Xy)

Debido a la gran diversidad de bacterias heterétrofas presentes en la biomasa de un proceso de fangos activos, seria
inviable la aplicacion de sondas para la obtencion del porcentaje de bacterias heterétrofas. Sin embargo, volviendo a
la ecuacién en la que se iguala el porcentaje de bacterias totales a la suma de bacterias no viables, autétrofas, PAO y
heterétrofas, podemos observar que la Xy es el Gnico pardmetro que queda por determinar en esta ecuacion. Asi, el

valor de Xy puede obtenerse despejadndolo de dicha ecuacién, quedando asf resueltas todas las incégnitas del sistema
mediante un célculo directo.

Xy = 100% — (X4 + Xpao + X1)

1.6. Cdlculo del drea ocupada por bacterias

El método desarrollado para la cuantificacion de las distintas especies microbianas presentes en las muestras se
dividié en cinco etapas bdsicas:

1. Toma de muestra. Las muestras se tomaron de una parte representativa del fango o cultivo de bacterias. Para
ello, fue necesario que el reactor estuviese completamente mezclado.

2. Aplicacién de la técnica de hibridacién in situ, FISH.

- Fijacion. Se paraliza toda actividad bacteriana presente en una muestra con un contenido en bacterias de
aproximadamente 108-10° bacterias por mililitro.

- Hibridacion con las sondas pertinentes segtn el protocolo descrito en el ejemplo 1.5.
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- En este punto, el cdlculo del drea también se puede llevar a cabo mediante experimentos de viabilidad
celular. Las células viables se marcan con un fluoréforo y las no viables con otro fluoréforo diferente. En
la Fig 3 podemos observar la comparacién de los métodos de cuantificacién por dreas y por nimero de
bacterias para la obtencién del porcentaje de bacterias no viables mediante la técnica de Viabilidad Celular.

3. Observacion en el microscopio y toma de imédgenes. Una vez realizada la hibridacion, los portaobjetos se exa-
minaron bajo un microscopio de epifluorescencia o un microscopio confocal laser, con los filtros adecuados segtin
los fluorocromos utilizados. Mediante una cdmara digital acoplada al microscopio se tomaron imagenes de entre 20
y 40 campos representativos de la muestra hibridada. Se utilizé la cdmara digital DP-12 de Olympus acoplada a un
microscopio modelo BX-50 también de Olympus. Las imdgenes fueron captadas en color, aunque en funcién del tipo
de andlisis a realizar, también podrian ser captadas en escala de grises. Las imagenes tomadas corresponden a muestras
hibridadas segtin la metodologia de la técnica FISH, de modo que se trata de imdgenes de fluorescencia en las que
en general la intensidad no es muy alta. Es importante tomar las imdgenes con un tiempo de exposicion elevado de
manera que la intensidad de las mismas sea lo mds alta posible, sin llegar a saturar las dreas de interés de la imagen,
lo que provocaria la pérdida de la informacion de intensidad de la sefial. De este modo llegamos a obtener una imagen
con la maxima informacién posible.

4. Cuantificacion de los datos mediante software.
El procesado de la imagen se lleva a cabo en varios pasos:

a. Adquisicién de las imdgenes en el programa de procesado y andlisis de imdgenes. En la presente invencion
se utilizé un programa de célculo matematico como el MATLAB® para el procesado de las imagenes. Este
software permitié el tratamiento de las imagenes basdndose no s6lo en la apariencia de las imdgenes, sino
en la informacién numérica que en ella se contiene, la informacién de cada pixel individual.

Una vez la imagen fue adquirida, los inventores se centraron en el tratamiento independiente de los diferentes
canales (rojo, verde o azul). Cada color corresponde a un grupo bacteriano, autétrofas y PAO, asi como viables y no
viables.

b. El siguiente paso fue la binarizacién y seleccién del valor umbral. Para poder cuantificar un drea en una
imagen, fue necesario que existiera una diferenciacién clara entre los grupos de pixeles que conforman
la imagen. Por ello, se convirtié la imagen en blanco y negro, de forma que la sefial positiva estuviera
representada por los pixeles blancos, y la negativa o “background” por los pixeles negros. Binarizar una
imagen consiste en pasarla a blanco y negro (no a escala de grises) de forma que la informacién contenida
en los pixeles conste tinicamente de ceros y unos. Los pixeles negros se representaran por un “0”, mientras
que a los pixeles blancos se les asignard un “1”. De esta forma el software de cuantificacion es capaz de
cuantificar los pixeles correspondientes a cada una de las clases, “blanco” o “negro” y por tanto, sus areas
correspondientes (Fig 4).

El software de cuantificacién devolvié un informe detallado de los porcentajes de dreas ocupadas por las bacterias
presentes en la muestra hibridada.

Este proceso se repitié para cada uno de los campos fotografiados, al menos 20. Con todos los resultados obtenidos
se construy6 una grafica, en la que se represento el porcentaje obtenido en cada imagen, y una media acumulada de
todos los campos (Fig 2).

5. Andlisis de los resultados. El informe debe ser revisado cuidadosamente con el fin de filtrar posibles resultados
erréneos o estadisticamente incoherentes.

El resultado final es un nimero que representa el porcentaje en area de una especie bacteriana en la muestra. El
software de cuantificacion permite obtener un resultado preciso, fiable y rapido sin la necesidad de la intervencion de
un operador experto. La siguiente tabla muestra el niimero de pixeles obtenido en cada uno de los canales rojo y verde
y el célculo del porcentaje de bacterias PAO.
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Foto Foto Pixeles | Pixeles | %PAO
canal canal canal canal

Rojo Verde Rojo Verde

1 2 731127 | 943899 |77
3 4 312980 | 365174 |86
5 6 2772661 | 3041602 | 91
7 8 2363910 | 2500077 | 95
9 10 2359703 | 2691321 | 88
11 12 2385525 | 2537820 | 94
13 14 2284635 | 2355486 | 97
15 16 2637185 | 2782086 | 95
17 18 1758334 | 2029187 | 87
19 20 2584021 | 2740971 | 94

Una de las ventajas importantes del método de cuantificacién desarrollado es que puede ser aplicado perfecta-
mente utilizando un microscopio de fluorescencia convencional, lo que supone un importante ahorro econémico y de

recursos.

1.7. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Para la determinacién de la (DQO) se utilizaron dos métodos analiticos dependiendo de la concentracién esperada
en la muestra:

- 50 < DQO esperada < 900 (mg DQO/I): Se utiliz6 el método estdndar de oxidacién de la materia orgdnica con
dicromato mediante digestién con reflujo abierto (APHA, (2005). Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 21 st edition. American Public Health Association, Washington, DC). Este test se llevé
a cabo por calentamiento bajo condiciones de reflujo total de un determinado volumen de muestra de agua con
un exceso conocido de dicromato, en presencia de dcido sulftirico del 96%. El periodo de reflujo estandar fue
de dos horas. El exceso de dicromato se determina mediante una valoracién redox.

- 10 < DQO esperada < 150 (mg DQO/I): Se utiliz6 el test de la firma comercial Merck (Spectroquant®). Con-
sistié en una digestion con reflujo cerrado y determinacion colorimétrica del exceso de dicromato.
1.8. Obtencion de los valores absolutos de DQO de cada grupo bacteriano

La contribucién de cada uno de los grupos bacterianos a la determinacién de la DQO se lleva a cabo aplicando la
siguiente ecuacion;

SRT
" HRT

=100% = DQOgp — X

0// [ 1) 0 t
on Y%A Y%pao %

En el siguiente apartado de validacion del método se describe més concretamente como se lleva a cabo el célculo
y la asignacién de cada uno de los pardmetros.
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Ejemplo 2
Validacion del método

El método propuesto ha sido validado para el caso particular de un sistema SBR enriquecido en bacterias con
fenotipo PAO (Organismos Acumuladores de Poli-fosfato) para eliminacion bioldgica de fésforo. En este tipo de
sistemas se obtienen poblaciones de bacterias con fenotipo PAO con abundancias cercanas al cien por cien. Para ello,
se han comparado los valores de los pardmetros obtenidos mediante una calibracién convencional, con los obtenidos
mediante el método propuesto en esta invencién, utilizando los datos de tres calibraciones llevadas a cabo por el
Doctor Ramén Barat en su tesis “Estudio de la precipitacion de fésforo inducida biolégicamente en el tratamiento de
aguas residuales”, presentada en el afio 2004 en la Universidad Politécnica de Valencia (Barat, R. (2004). Estudio de
la precipitacién de fésforo inducida biolégicamente en el tratamiento de aguas residuales. Universidad Politécnica de
Valencia, Dpto. Ingenierfa Hidrdulica y Medio Ambiente. Valencia).

2.1. Descripcion del proceso

Se utilizé un sistema enriquecido en bacterias con fenotipo PAO para la eliminacién biolégica de fésforo. El reactor
fue operando durante un periodo de ocho meses bajo las condiciones mostradas en la tabla 7. Las muestras analizadas
pertenecen a los tres estados estacionarios iniciales distintos descritos en la tabla 8.

TABLA 7

Condiciones de operacion de los tres experimentos (Barat, R. (2004) Estudio de la precipitacion de fosforo inducida
biologicamente en el tratamiento de aguas residuales. Universidad Politécnica de Valencia, Depto. Ingenieria
Hidrdulica y Medio Ambiente. Valencia)

TABLA 8

Condiciones iniciales para cada uno de los experimentos (Barat 2004)

_Experiments ey
Solidos suspendidos (mg/l) 1050 2438 1588
% solidos suspendidos volatiles 72.0 62.5 65.1

DQO total (mg/l) 1200 2300 1300
P total (mg P/) 111 308 180
P precipitado (mg P/l) n.d. 20.9 20.3
P soluble (mg P/) 4.2 7.3 11.9
Calcio (mg Call) 10 90 60
Acido acético (mg DQO/I) 112.0 138.7 1387
pH 7.33 7.50 7.60
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2.2. Medida de la DQO del fango

LaDQO total del fango, DQOr, fue medida al final de la etapa aerobia de cada uno de estos experimentos. Teniendo
en cuenta que todo el acetato (VFA) suministrado al inicio de cada experimento fue totalmente consumido durante la
etapa anaerobia, se puede asumir que la DQO total del fango al final de la etapa aerobia correspondid tinicamente a la
DQO de la biomasa, o0 DQO suspendida (DQOsysp). En la tabla 9 se muestran los valores de DQO obtenidos en cada
uno de los experimentos.

TABLA 9
DQO del fango al final de la etapa aerobia (Barat 2004)

xperimento ~,
DQOroraL (Mgll) 1200 2300 1300

Por otra parte, es importante remarcar que debido a que el reactor de laboratorio utiliza un agua residual sintética,
y ésta no contiene s6lidos suspendidos, el pardmetro Xy, es cero. De este modo, la ecuacién para determinar la DQO
total quedaria escrita para este caso concreto del siguiente modo:

DQOrorar, = Xp + X4 + Xpao + X4

Consideraciones sobre el balance de DQO

En un sistema biolégico convencional de tratamiento de aguas residuales, 1a DQOgysp puede asimilarse a la contri-
bucién de los distintos tipos de bacterias presentes, Xs, y a la fraccién inerte de las mismas, X;.

Sin embargo, en el caso concreto de estudio, con una muestra enriquecida en bacterias con fenotipo PAO, se
asumi6 que la contribucién de bacterias heterdtrofas y autétrofas a la DQO total del fango es despreciable. Asi pues,
la ecuacién quedaria como sigue;

DQOsusp = Xpao + Xi

Por otra parte, en un sistema de estas caracteristicas, se podria esperar la presencia de bacterias con fenotipo GAO
(bacterias acumuladoras de glic6geno), asi que habria que tener en cuenta la contribucién de estas al valor de la DQO
del fango. La ecuacion quedaria de la siguiente forma;

DQOgysp = Xpao + Xgao + X

En este caso concreto, para poder calibrar los pardmetros del modelo ASM2 se resolvieron los pardmetros de la
ecuacién anterior. Como el valor de la DQO del fango era conocida, tan solo fue necesario determinar mediante los
métodos microbioldgicos propuestos, los porcentajes de bacterias con fenotipos PAO y GAO, y bacterias inertes.

En la Fig 1 se muestra resumidamente el flujo de trabajo para realizar una determinacion de éste tipo.

2.3. Obtencion microbioldgica de los porcentajes de PAO, GAO y bacterias inertes

Siguiendo el procedimiento experimental descrito en el ejemplo 1 de la presente invencion, se ha obtenido la dis-
tribucién de las poblaciones microbianas para cada uno de los experimentos (tabla 11). Para el porcentaje de bacterias
hibridadas con las sondas EUBmix (combinacién de las sondas EUB338 I, I y III, que hibrida sobre el dominio Eu-
bacteria), frente al nimero total de bacterias tefiidas con DAPI, se ha utilizado el valor obtenido de los experimentos
descritos en la obtencién del porcentaje de bacterias autétrofas (X,) del ejemplo 1.5, es decir, %EUB/DAPI = 91 +
1%. Esta relacién permiti6 corregir los porcentajes obtenidos mediante la técnica FISH.

Las poblaciones bacterianas estudiadas mediante FISH fueron las poblaciones relevantes en los procesos de En-
hanced biological phosphorus renoval (EBPR), es decir, poblaciones con fenotipos PAO y GAO. Para las poblaciones
bacterianas con fenotipo PAO se utiliz6 la combinacion de sondas PAO descritas en la determinacion de bacterias PAO
(Xpao) del ejemplo 1.5.
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Para la deteccion de las poblaciones de bacterias con fenotipo GAO, se utilizaron las sondas de la tabla 10.

TABLA 10
: Sondas FISH asociadas a bacterias con fenotipo GAO
___Sonda ecuencia (5'- 3') Referencia
10 Crocetti et al.
2002).
. Algunas . ( .
GAOQ431 SEQID NO: 9 Competibacter 35 I\/qzrgbéglgg-)/.
Is 3364
Crocetti et al.
2002).
. Algunas . ( .
GAOQ989 SEQ ID NO: 10 Competibacter 35 I\/Q/igqbé%logy.
0 1 3353-
3364
Wong et al.
. Organismos relativos . (20Q4)'
’ TFO_DF218 SEQIDNO: 11 a Defluviicoccus 25-35 N{]/glg)bégllgﬁy_y
3748
Wong et al.
. . 2004).
) Organismos relativos ( .
30 TFO_DF618 SEQID NO: 12 a Defluviicocous 25-35 Ivglgg).béc;lﬁyy.
3748
35 Meyer et al.
, Organismos relativos (2006).
DEF988+ SEQID NG: 13 a Defluviicoccus 35 Microbiology.
1562: 419-429
" Meyer et al.
i Organismos relativos (2006).
DEF1020+ SEQIDNO: 14 a Defluviicoccus 35 Microbiology.
152: 419-429
i + Necesita sonda competidora
Para la cuantificacion de las poblaciones bacterianas hibridadas mediante la técnica FISH se utiliz6 el software de
cuantificacion descrito en el ejemplo 1.6 de la presente invencion.
50
55

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Para la obtencién de los valores de Viabilidad Celular, la técnica fue aplicada segin lo descrito en el ejemplo 1.1.
Los valores de los porcentajes mdsicos de bacterias con fenotipos PAO y GAO, y los resultados de la aplicacién de la
técnica de Viabilidad Celular para los tres experimentos, quedan reflejados en la tabla 11.

TABLA 11

Distribucion de las poblaciones microbianas, en porcentajes mdsicos, relativas a procesos de EBPR para los tres
experimentos realizados

X
% PAO/EUB 89+8 907 90 %6
% GAO/EUB 0 <1 <1
% DEF/EUB 5+2 <1 4+%2
% PAOI/DAPI 817 82+6 825
% GAO/DAPI 0 <1 <1
% DEF/DAPI 5+2 <1 412
Total cels/ml 10

8 3.20 3.29 3.05
% Viables 84 90 88
% No viables 16 10 12

En la tabla 11 se puede apreciar que las bacterias con fenotipo GAO estuvieron pricticamente ausentes durante
todo el periodo de operacion del SBR. Tan sélo se llegd a observar una ligera presencia de bacterias con fenotipo GAO
que no llegé a superar el 5% en masa de la poblacién bacteriana total en ninguno de los casos. Por esta razon, se ha
decidido despreciar la contribucién de las bacterias GAO a la DQO del fango para posteriores célculos.

2.4. Cdlculo de los valores de Xppo y Xi

Como se muestra en la tabla 11, el porcentaje de bacterias con fenotipo PAO en todos los experimentos fue muy
elevado, por tanto se puede afirmar que se trata de un cultivo altamente enriquecido en bacterias PAO. De esta forma,
se confirma que no se cometié un error importante al suponer que la contribucién de las bacterias heterétrofas y
autétrofas a la DQO total del fango era despreciable.

Asumiendo que el drea total ocupada por las bacterias representa la fraccion (Xpao + Xgao), conocido el porcentaje
de bacterias PAO en la muestra, y teniendo en cuenta que la cantidad de bacterias GAO fue practicamente despreciable
en los tres experimentos (siempre menor al 5%), es posible calcular 1a Xpao multiplicando la DQOgysp por el porcentaje
de PAO en cada experimento. Los resultados se muestran en la tabla 12.

Por otra parte, ya que se desprecié la presencia de bacterias GAO, la fraccién Xgao, 1 (fraccién de bacterias GAO
no viables), también fue despreciable. Asi pues la fraccion Xpao 1 s€ asocid a bacterias PAO dafiadas o muertas, es
decir, bacterias no viables. Por tanto, fue posible calcular el pardmetro (Xps0, 1) aplicando el porcentaje de bacterias
no viables sobre la DQOgysp, que en este caso se correspondia con la DQO+ora. . Esto serd cierto siempre que se trate
de un sistema como el estudiado, en el que la fraccién de Xj, de entrada es nula, ya que el alimento proporcionado al
sistema es un alimento totalmente soluble.

La determinacién directa del valor de X; (en este caso Xpyo, 1), Supone una importante disminucién en la incerti-
dumbre del proceso de célculo a la hora de calibrar los pardmetros del modelo ASM2.
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TABLA 12

Fracciones de la DQO obtenidas en cada experimento

[Experimento o
DQOrorar (mgll) 1200 2300 1300
% PAO/DAPI 81 82 82
Xpao (mgfl) 972 1884 1065
% No viables 16 10 12
Xpao, 1 (mall) 192 230 156

La determinacion de los valores de Xpao Y Xpao, 1 €5t4 sujeta a algunas simplificaciones:

Se despreci6 la cantidad de bacterias con fenotipo GAO presentes en la biomasa.

Se asumi6 que en un sistema de EBPR enriquecido como éste, la cantidad de bacterias heterétrofas y autétrofas
presentes en la biomasa es despreciable, Xy =0y X, =0.

Se supuso que, debido a la homogeneidad de la poblacién bacteriana, era posible relacionar de forma directa el
valor de la DQO y el porcentaje de drea que ocupan las bacterias PAO. En un sistema heterogéneo, con bacterias
de diferentes tamafios (PAO, GAO, filamentosa, etc.), los porcentajes de drea deberian normalizarse para poder
ser aplicados sobre el valor de la DQO.

Se desprecid la presencia de fracciones inertes en el fango o el agua de entrada a la planta, que podrian aportar
una fraccién de DQO al parametro X.

Es importante remarcar que este valor se obtiene directamente del examen de la biomasa, y no como resultado
de técnicas de calibracidon convencionales que no aseguran un resultado debido exclusivamente al tipo de bacterias a
calibrar. De modo que se podria decir que el resultado obtenido mediante la combinacién de técnicas microbiolégicas
proporciona un valor “real” del contenido en bacterias (de un grupo especifico) en la biomasa del fango activo.

2.5. Comparacion de los valores de Xppo determinados mediante calibracion y mediante el método microbiologico
propuesto

Con el fin de validar el método propuesto de determinacién del valor de Xpao, se compararon los valores obtenidos
mediante una calibracién convencional (ajuste matematico para la minimizacion de errores), y los obtenidos con ayuda
de las técnicas microbioldgicas moleculares mediante el método propuesto. En la tabla 13 se muestran los valores
obtenidos mediante el método de calibracion tradicional (calib.) y el método de calibraciéon microbioldgico propuesto
(micro.)

TABLA 13

Valores de Xppo obtenidos por calibracion y microbiologicamente

Experimento
DQOroraL (mgll) 1200 2300 1300

Xpao (mg/l) calib. 1016 1916 1083
% Xpao / DQOr calib. 85 83 83
Xpao (mg/l) micro. 972 1884 1065
% Xpao/DQOT micro. 81 82 82
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Como se puede observar en la tabla 13, los valores de Xpso obtenidos mediante el método microbiolégico coinciden
casi a la perfeccion con los valores utilizados en la calibracién del modelo por Barat, (2004). En el peor de los casos, la
desviacién entre el valor obtenido mediante la calibracién y el obtenido microbiolégicamente, es del 4%. Por ello, es
posible concluir que el método propuesto para la obtencion de Xpao €s vdlido, y permitiria llevar a cabo la calibracién
del modelo ASM2 para un SBR con un proceso de EBPR, sin necesidad de realizar un ajuste matematico para la
minimizacion de errores para su obtencion. Esto supone una importante disminucién en el esfuerzo y el tiempo de
célculo, asi como en la fiabilidad del resultado, ya que se trata de una medicién directa de los parametros.

En la Fig 5 se comparan los resultados de las simulaciones utilizando los valores de Xpao obtenidos microbioldgi-
camente, de la evolucidn en la concentracion de fésforo soluble y de 4cido acético, con los resultados experimentales.

Tal y como se puede observar en la Fig 5, el modelo es capaz de reproducir con gran exactitud la evolucién de
la concentracion de fésforo y dcido acético en todos los experimentos, con lo que se valida el método de obtencién
de Xpao mediante técnicas microbioldgicas moleculares. En esta figura, tanto circulos como cuadrados representan
los puntos obtenidos experimentalmente, es decir, por medio de analiticas realizadas a muestras de agua extraidas del
reactor durante el experimento. Por el contrario, las lineas representan la simulacion realizada tras la calibracién del
modelo para esos casos concretos. Por tanto, las lineas (valores calculados mediante el modelo calibrado) describen
perfectamente el comportamiento que muestran los puntos (valores obtenidos experimentalmente mediante analiticas
directas). Es decir, que el modelo, calibrado mediante la ayuda del método microbioldgico propuesto, representa la
realidad a la perfeccion.
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REIVINDICACIONES
1. Método para determinar la contribucién de la biomasa al balance de DQO en agua que comprende:
a. obtener una muestra de agua,

b. determinar los porcentajes de los grupos bacterianos y materia inerte de la muestra obtenida en (a) me-
diante técnicas microbioldgicas moleculares,

c. determinar los siguientes pardmetros de la muestra de agua obtenida en (a); DQO total (DQOr), DQO so-
luble (DQOs0), DQO suspendida (DQOsysp), DBO limite total (DBO, ), DBO limite soluble (DBOy 5o ),
tiempo de retencion de sélidos (SRT) y tiempo de resistencia hidraulico (HRT),

d. determinar el balance de DQO utilizando los pardmetros obtenidos en (c) asi como la contribucién al

balance de DQO de cada grupo bacteriano y materia inerte del paso (b) mediante una ecuacién que com-
prende

SRT
DQO =Xy + Xp + Xpao + Xj + Xjo——
Q SUSP H A PAO 1 IOHRT

Xu, Xa Y Xpao representan la DQO debida a la presencia de bacterias heterdtrofas, autétrofas, PAO y materia
suspendida inerte, respectivamente. El pardmetro X representa la materia suspendida inerte. Xj, es la DQO debida a
la materia suspendida inerte aportada por el agua que entra a un sistema.

2. Método segtin la reivindicacién 1 donde la muestra de agua es agua residual.

3. Método segtin la reivindicacién 2 donde el agua residual procede de instalaciones para el tratamiento de aguas
residuales basado en un sistema de fangos activados.

4. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la determinacién de los porcentajes de los grupos
bacterianos y materia inerte comprende:

a. marcar las bacterias de la muestra mediante técnicas FISH, tincién con DAPI y técnicas de viabilidad
celular,

b. adquirir imdgenes de la fluorescencia emitida por las bacterias marcadas con las técnicas descritas en (a) y
c. determinar las dreas ocupadas por los grupos bacterianos y materia inerte.
5. Método segtin la reivindicacién 4 donde el mareaje de las bacterias mediante técnicas FISH se lleva a cabo con
las sondas SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, con las sondas SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 5 y con las sondas SEQ ID
NO: 6 a SEQ ID NO: 8.

6. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5 donde, la determinacién de las dreas ocupadas por los
grupos bacterianos y materia inerte se lleva a cabo analizando las imdgenes de, al menos, 20 campos por muestra.

7. Programa de ordenador que comprende instrucciones de programa para hacer que un ordenador implemente el
método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Programa de ordenador segtn la reivindicacion 7, almacenado en medios de grabacion.

9. Programa de ordenador segtn la reivindicacién 7, portado por una sefial portadora eléctrica.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802851

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Munch E V. and Pollard P C. Measuring Bacterial Biomass-COD in 1997

wastewater containing Particulate Matter. Wat. Res.; Vol. 31. n® 10.
pp.. 2550-2556

D02 Yu Guangping et al. "On Simplified Model for Activated Sludge Was- 26-07-2007
tewater Treatment Process and Simulation Based on Benchmark".
Proc. 26th Chinese Control Conference; Zhangjiajie, Human, Chi-
na, pp. 182-186

D03 Jianbo Chen, et al. "Integrated Modeling and Simulation of Acti- 07-08-2006
vated Sludge Process". Proc. 25th Chinese Control Conference;
Harbin, Heilongjiang, China, pp. 1382-1386

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion se refiere a un método para determinar la contribucién de la biomasa al balance de la demanda quimica de oxigeno
(DQO) en agua que se basa en incorporar los datos obtenidos directamente de medidas microbiolégicas en la ecuacién del
balance de DQO del modelo ASM2. El método puede ademas llevarse a cabo utilizando un sistema de computacion.

Las reivindicaciones 1-9 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) ya que no se derivan del estado de la
técnica disponible.

Reivindicacion 1:

El documento D1 divulga un método para determinar la contribuciéon de la biomasa al balance de DQO en sistemas de trata-
miento de aguas residuales en presencia de materia particulada. El método se basa en una cuantificacién de la biomasa que
contribuye a la DQO por métodos microbioldgicos utilizando un colorante fluorescente y el recuento de células (ver pag.2551,
col. 1, parrafo 4).

La diferencia entre la reivindicaciéon 1 y D1 radica en que segun el método de la reivindicacién 1, los valores obtenidos por
métodos microbiolégicos se introducen en una ecuacién matematica sencilla que permite determinar el balance de DQO.

Sin embargo, tanto el documento D2 como el documento D3 ya divulgan balances de DQO que incluyen de una forma u otra la
contribucién a la DQO de los diferentes grupos bacterianos y de la materia inerte. La ecuacién de la reivindicacion 1 representa
un balance de masas obvio para un experto en la materia dado que no es posible deducir de la descripcion cémo el solicitante
ha llegado a ella ni en qué se diferencia de las ecuaciones divulgadas en D2 o D3.

En consecuencia la reivindicacién 1 carece de actividad inventiva (Art. 8.1 LP 11/1986).
Reivindicaciones 2-9:

Las reivindicaciones 2-9 en tanto que dependientes de la reivindicaciéon 1 carecen de actividad inventiva por las siguientes
razones: el modelo divulgado en D1 corresponde a un sistema de lodos activados para el tratamiento de aguas residuales
(reivindicaciones 2 y 3); identificar microorganismos por medio de sondas especificas marcadas con fluoréforos es obvio para
un experto en la materia y, ademas, las sondas utilizadas ya son conocidas en el estado de la técnica como sefiala el propio
solicitante en la descripcion (reivindicaciones 4-6) y, finalmente, de lo divulgado en D1 se deriva que es obvio para un experto
en la materia implementar en un ordenador el método de la invencion (reivindicaciones 7-9).

Por lo tanto, las reivindicaciones 2-9 no cumplen con lo dispuesto en el Art. 8.1 LP 11/1986
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