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CAPITOL 0 MARC DE LA TESI, MOTIVACIONS I OBJECTIUS
GENERALS







0.1 INTERES I MOTIVACIONS DE RECERCA

El sulfur d’hidrogen (H,S) és un dels compostos reduits de sofre més frequients en les
emissions gasoses d’'una gran varietat d'industries. Durant les Gltimes décades els
sistemes de tractament biologic han esdevingut una alternativa eficient i rendible en
aquest sentit. Centrant l'estudi al voltant d'un biofiltre percolador per a la
dessulfuracié d'alta carrega d'H,S, es planteja I'estudi i caracteritzaci6 de les
comunitats microbianes com a components actius que es desenvolupen en aquestes
biotecnologies. Historicament, aquests bioprocessos han estat ampliament estudiats
des del punt de vista de procés, experimentant i optimitzant la tecnologia des
d’aspectes operacionals, considerant la part bidtica d’aquests sistemes com una

caixa negra de composicié i mecanismes desconeguts.

Aixi doncs, la motivaci6 d'aguesta tesi es centra en l'estudi de la biodiversitat i
activitat microbiana d’aquests bioreactors de dessulfuracio, ja que I'optimitzacio i
millora del disseny d’aquests sistemes passa, sens dubte, per I'estudi i caracteritzacio
dels que son els biocatalitzadors reals d’aquests processos. Amb aquesta intencié es
planteja I'aplicaci6 de técniques de biologia molecular per a la identificacio i
seguiment de les especies presents, a més de proposar l'aplicacié de les noves
plataformes de sequienciacié de DNA com una potent eina per a I'analisi integral de
les comunitats microbianes que es desenvolupen en aquests bioprocessos.

0.2 OBJECTIUS DE RECERCA

A partir de les motivacions plantejades i amb intencié d’aprofundir en el coneixement
de les comunitats microbianes al voltant de la biodesulfuracié d’alta carrega d'H,S es
proposen els seglients objectius generals:

e En base el coneixement acumulat al voltant de l'operacié del biofiltre
percolador de dessulfuracié d’alta carrega d’H,S, es planteja la posada en
marxa i operacio del sistema amb un nou material de rebliment desordenat,
concretament anelles Pall de 10 mm de diametre. Consequentment
'optimitzacié dels parametres operacionals esdevenen objectius parcials
d’aquest treball.

¢ Complementant el coneixement acumulat al voltant de I'operacid, es planteja
la construcci6 de dues llibreries géniques de 16S rRNA a partir de la
biomassa desenvolupada en el biofiltre. A partir de la identificacié realitzada
en base el clonatge i sequenciacio dels gens de 16S rRNA, es planteja el
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seguiment d'algunes de les espécies identificades amb capacitat sulfur-
oxidant, mitjan¢ant la técnica d’hibridacié in situ per fluorescencia (FISH).

e Amb la motivacio final de presentar una analisi global dels gens que s’estan
expressant en les comunitats microbiologiques presents en el bioreactor, es
planteja i s’aplica una metodologia experimental per a poder realitzar un
estudi metatranscriptomic del biofiltre percolador tractant altes carregues de
H,S.

e Amb l'objectiu final de realitzar una analisi comparativa a nivell d’expressio
génica entre les zones alta, mitja i baixa del biofiltre es planteja la
quantificacio dels nivells d’expressié dels respectius gens obtinguts en cada
una de les zones. Aixi doncs, en base a l'analisi bioinformatica i la
interpretacié de les dades resultants es busca descriure I'activitat metabolica
global del procés, amb intencié d'aprofundir en el coneixement biologic
d’aquests sistemes de dessulfuracié d'alta carrega d’H.,S.

0.3 RESUM DE CONTINGUTS

Aquest apartat és un resum general del seguit de capitols que estructuren aquesta
tesi doctoral. Aixi doncs, inicialment es presenta una amplia introduccié general
relacionada amb les motivacions i objectius d'estudi d'aquesta tesi amb intencié de
contextualitzar el projecte desenvolupat. En aquest sentit es presenta una revisio
bibliografica al voltant dels sistemes de tractament de gasos contaminants, centrant
la introducci6 en el contaminant d’estudi, I'H,S, i els sistemes de tractament biologic.
De manera similar, es presenta un apartat introductori al voltant dels bacteris sulfur-
oxidants i els diferents models metabodlics d'oxidaci6 de compostos de sofre
coneguts. Complementant aquesta part, es fa un recull descriptiu de diferents
técniques de biologia molecular, basades en marcadors filogenétics moleculars, per a
I'estudi de comunitats microbianes. Per Ultim, es presenta una revisié de les diferents
tecnologies de sequienciacié6 de DNA de nova generacié amb la intencié d’introduir i
fonamentar I'aproximacié bio-Omica per a l'estudi de comunitats microbianes
complexes.

Seguidament en el segon capitol d’aquesta tesi, es desenvolupa un primer estudi al
voltant de la posada en marxa i operaciod del biofiltre percolador de dessulfuracié
d’alta carrega d’'H,S, mitjancant la configuracié d’'un nou material de rebliment
inorganic desordenat. En base al monitoratge de diferents parametres, s’aconsegueix
optimitzar el régim d’'operaci6 establint unes noves condicions d'operacié que

minimitzen la generacio de sofre inorganic en el bioreactor.



En el tercer capitol, i com a aproximacié inicial en l'estudi de les comunitats
microbianes del bioreactor, es construeixen per a dos moments operacionals
separats en el temps, dues llibreries geniques de 16S rRNA. A partir dels resultats de
les llibreries de clons construides, per sequenciacid del gen 16S rRNA i la
comparacio amb les bases de dades s'identifiquen les diferents espécies microbianes
gue es desenvolupen en el biofiltre, permetent descriure la diversitat filogenética
existent en aquests bioprocessos. En base a la identificacié d’espécies realitzada, es
seleccionen diverses espécies microbianes sulfur-oxidants amb intencié d'estudiar la
seva adaptacio i dinamica al llarg de l'operacié. Mitjancant la técnica FISH es
visualitzen i quantifiquen aquestes espécies sulfur-oxidants, realitzant un seguiment a
diferents altures del cos del bioreactor permetent analitzar la dinamica poblacional
dels microorganismes hibridats. Els resultats obtinguts demostren una clara
especialitzacié i simplificacié6 de les comunitats existents al llarg del temps en les
diferents zones del biofiltre. A més, permeten relacionar aspectes operacionals del
bioreactor, com per exemple els gradients d'O, i H,S al llarg del biofiltre, amb el
metabolisme especific del diferents grups de microorganismes estudiats.

Complementant I'estudi realitzat per a la caracteritzacié i el seguiment de poblacions
microbianes, en el capitol quatre d’aquesta tesi es descriu el procés d’optimitzacié de
la metodologia necessaria per a la realitzacié de I'estudi metatranscriptomic de les
comunitats microbianes del biofitre. Tot i I'existencia d’'un protocol comercial definit,
per a I'estudi metatranscriptomic va ser necessaria I'optimitzacié de cada una de les
etapes de preparacio degut a les caracteristiques de la biomassa estudiada. En
aquest capitol es descriuen, per als diferents processos experimentals aplicats i
implementats, els resultats obtinguts amb I'objectiu d’optimitzar els rendiments
d’extracci6 i purificacié6 de mRNA. Finalment, assolits els rendiments necessaris tant
en termes de quantitat com de qualitat, es presenta el protocol optimitzat per a la
preparacio de les mostres sequienciades en la plataforma GS FLX de Roche&454.

Finalment en I'estudi metatranscriptomic presentat en el capitol cinc, es processen
tres mostres corresponents a diferents zones del biofiltre, de manera similar als
estudis de FISH realitzats en el capitol tres. Tot i ser seglienciades en una mateixa
reaccié de piroseqlienciacid, cada una de les mostres és processada i analitzada
independentment. Pel tractament de les dades obtingudes, inicialment s’apliquen
diferents estratégies d’assemblatge de les lectures amb intencié d’optimitzar el calcul
d'assemblatge. Mitjancant I'analisi bioinformatica es realitza la interpretacié del
metatranscriptoma referit a cada una de les zones de mostreig. Amb aquest objectiu,
es guantifiquen els nivells d’expressié per a cada un dels contigs generats permetent
I'analisi comparativa del grau d’expressié dels gens del biofiltre a diferents altures.



Segons els resultats presentats, s’observa una clara expressié diferencial associable
a les diferents condicions ambientals propies de cada zona del bioreactor.
Paral-lelament, mitjancant I'analisi bioinformatica es realitza una cerca per similitud
dels contigs assemblats en diferents bases de dades especifiques en busca d’'una
anotacio funcional pels transcrits identificats. Amb intencié d’ampliar I'anotacio
funcional resultant del metatranscriptoma es presenta la caracteritzacié dels contigs
obtinguts mitjancant I'analisi ontologica d’aquests. En aquest sentit, 'enorme volum
d’'informacié de seqiiéncia generada, es presenta com la descripcié de I'expressio
génica global referida a diferents zones del bioreactor de dessulfuracio d'alta carrega
d’H,S.

Finalment, en I'Gltim capitol de la tesi es presenta un recull de les conclusions
generals assolides en aquest treball, aixi com una descripcié dels possibles treballs
continuadors d’'aquesta tesi.



CAPITOL 1 INTRODUCCIO GENERAL







1.1. INTRODUCCIO AL TRACTAMENT DE GASOS
CONTAMINATS

Albert Einstein (1879-1955) teoritzant sobre el medi ambient, el va definir com a “tot
alld que no séc jo”. Aquesta senzilla definicié és interessant no Unicament pel seu
ampli espectre sin6 perqué també ens considera i implica a cada un de nosaltres com
a individus i ambient. Aquesta responsabilitat adjudicada I'hem estat defugint durant
décades al mateix temps que la industrialitzacié de les societats, augmentava el
nombre i quantitat de contaminants que s’aboquen al medi ambient, tant en fase
solida, com liquida i gas. Avui en dia la contaminaci6 atmosférica representa un dels
principals reptes ambientals de la nostra societat, especialment a les grans
metropolis i en les zones industrials, on els problemes de contaminaci6 de I'aire han

arribat a nivells amenacadors per a la salut humana i ambiental.

Malgrat que les alteracions de la composicié de 'aire atmosféric poden ser originades
per emissions naturals com ara les erupcions volcaniques, els incendis forestals, o la
degradacié natural de matéria organica, aquestes fonts han estat presents en
I'atmosfera del planeta durant mil-lennis com a components naturals de la propia
dinamica atmosférica. En aquest sentit, és interessant destacar la generacié de certs
contaminants com el sulfur d’hidrogen (H,S), alguns compostos de nitrogen,
hidrocarburs o0 monoxid de carboni (CO), entre d’altres, degut al fet que presenten
una generacié anual marcadament superior per a fonts naturals que no pas per a
fonts d’origen antropogénic (Kennes i Veiga 2001). No obstant, la totalitat d’emissions
antropogéniques resulten molt més nocives i amenagadores degut a que solen ser
emissions intensives i localitzades durant periodes de temps prolongats.

Les emissions contaminants d’origen antropogénic poden ser classificades,
generalment, en fonts estacionaries i fonts mobils. Les fonts estacionaries engloben
les diferents emissions domeéstiques, principalment sistemes de calefaccio, a més de
les emissions industrials alliberadores d’'una gran quantitat de contaminants a través
de processos de combustié i altres tipologies de gasos residuals. En canvi les fonts
mobils consideren tota la tipologia d’emissions derivades dels sistemes de transport
com vehicles, avions i vaixells, entre d’'altres. Respecte les diverses tecnologies de
tractament d’emissions gasoses, es diferencien els sistemes de tractament
fisicoquimic i els sistemes de tractament bioldgic. Tradicionalment, les estratégies
més implementades per al tractament de gasos contaminats han estat els sistemes
fisicoquimics, no obstant, en moltes ocasions, els costos associats a aquestes
tecnologies solen ser molt elevats. En aquest sentit els sistemes de tractament
bioldgic apareixen com una estratégia eficient per al tractament d’emissions gasoses
de fonts estacionaries (Devinny et al., 1999). Els tres tipus basics de bioreactors



utilitzats en el tractament bioldogic de gasos contaminants sén els biofiltres
convencionals, els biofiltres percoladors i els biorentadors. L'eleccio dels sistema de
tractament més adequat per a cada situacié depén de diversos factors com el cabal
d’aire a tractar, els nivells d’eliminacié requerits, els costos de tractament |,

evidentment, la naturalesa dels contaminants a tractar aixi com la seva concentracio.

1.1.1 EL SULFUR D'HIDROGEN I FONTS EMISSORES

Existeixen una gran quantitat de processos industrials generadors d’efluents gasosos
amb preséncia de contaminants sulfurosos. En aquest sentit dues de les industries
més importants en quant a la generacié d’'H,S son les refineries de petroli i les
industries del carbdé. En certs casos, les quantitats d’'H,S produides sén tant
importants que, enlloc de ser tractades com un contaminant a descartar, sén
considerades com un valués subproducte que és convertit a sofre pel procés
d’oxidacio de Claus (Weil et al, 2006) per tal de valoritzar la seva generacio. Per altre
costat, els gasos combustibles (gas natural, gas de sintesi, biogas, gasos geotérmics,
etc) també poden contenir importants quantitats de H,S i grups tiols (R-SH), per
aquesta rad solen ser dessulfurats préviament a les etapes de generacio d’energia, ja
que la combustié d’aquests gasos implicaria I'alliberacié de grans quantitats de SO,, a
més de corroure la maquinaria i els motors de combustié. El contingut de H,S al gas
natural pot variar de zero a més del 35% v v' (350.000 ppm,). Normalment les
especificacions técniques de les canonades pel transport de gas natural limita el
contingut de H,S a nivells inferiors al 0.0004%v v' (4 ppm, 0 5.7 mg m™) (Woodcock i
Gotlieb, 2004).

Un altre grup d’empreses relacionades amb el sofre son aquelles generadores de
corrents tant liquids com gasosos que contenen importants quantitats de compostos
reduits de sofre com a resultat dels processos de produccio (taula 1.1). En general, la
utilitzacié d’acid sulfuric o matéries primeres riques en sulfat en processos de
produccio resulta, en la majoria dels casos, en la generacié de corrents liquids

residuals altament rics en sulfats (Lens et al., 2004).

La mineria de metalls pesats i la produccié de carbé genera aiglies residuals altament
riques en sulfats i pobres en matéria organica, les quals sén un important problema
de contaminacié en paisos amb gran activitat minera. No obstant, les industries
papereres i processadores d’aliments també generen aigles residuals que presenten
grans concentracions de sulfat perd també contenen altes carregues de matéria
organica, les quals sén normalment tractades per digestié anaerdbia. En condicions

anaerobies els bacteris reductors de sulfat son capacgos d’utilitzar el sulfat com a
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acceptor final d’electrons per a la degradacié de matéria organica, generant sulfur
com a producte.

Taula 1.1 Exemple de compostos reduits de sofre presents en corrents de gasos residuals
(Herrygers et aI., 2004) DMS, CzHeS ; MT, CH3SH, DMDS, CgHeSg; DMTS, CszSg; COS,
OcCs.

Procé Compostos reduits de Concentracio
rocés
sofre (ppmy)
Biotractaments de la fraccié organica
Tractament de les aigles residuals H.S 4
d’'industries cerveseres DMS 30
Produccié compost pel cultiu de H.S, CS,,MT, DMS, DMDS 0.024-0.84
xampinyons DMTS, COS ’ :
Instal-lacions de compostatge de fangs DMS. DMDS 10

de depuradora

Processos d’altes temperatures

L - H.S <800
Cuina industrial d’aliments MT <200
NHs;, Dimetil-tiol n.d.

Tractament termic de fangs H.S, MT, DMS, DMDS, nd
tiofens, pirazines, indols -

Processos industrials
Fabricacié seda artificial H,S, CS, 20-1000

MT 94

Produccio de paper (procés Kraft) DMS 16.6
DMDS 21.7

La digestio anaerdbica generalment resulta en la formacio de dos corrents, un corrent
digerit solid o liquid, amb una carrega organica molt inferior a l'inicial i un corrent de
gas conegut com a biogas. El biogas esta composat principalment per meta (CH,4; 60-
70% v v'') i dioxid de carboni (COy; 30-40% v v''), tot i que també conté petites traces
d’hidrogen, H,S, amoni, tiols, siloxans, etc. que poden arribar a representar del 1-5%
v v del biogas (Walsh et al., 1988).

El H,S i altres compostos reduits de sofre sén algunes de les impureses meés
abundants en el biogas provinents de la fermentaci6 de molécules organiques
constituides amb sofre com per exemple algunes proteines (Abatzoglou i Bovin,
2009). Tipicament el contingut de H,S en el biogas varia del 0.1 al 0.5% v v (1000-
5000 ppm,), tot i que valors inferiors a 0.0002% i majors al 2% també han sigut
observats (Walsh et al., 1988). Altes concentracions de sulfur poden causar corrosio
dels digestors i acumulacié de metalls sulfurosos amb un alt potencial toxic (Lens et
al., 2004).

La dependéncia energetica actual de les societats desenvolupades, on els
combustibles fossils son cada vegada més escassos, ha fet de la recuperacio
energética de biogas un procés cada vegada més comu. El biogas es pot considerar
com un subproducte més en molts processos industrials, de manera que pot reduir
significativament els costos operacionals fins al punt de convertir-se en una font

d’'ingressos més. En aquests casos, la puresa del biogas és essencial, i el H,S i altres
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compostos reduits de sofre han de ser eliminats préviament a la combustié per tal
d’evitar problemes de corrosié i toxicitat. En aquest sentit, els sistemes de tractament
bioldgic es presenten com una eficient tecnologia per a I'eliminacié d’aquests tipus
d’'impureses en el biogas generat (Fortuny et al., 2008).

1.1.2 PROPIETATS FISICOQUIMIQUES I TOXICITAT BIOLOGICA

El sulfur d’hidrogen és un acid débil que a temperatura ambient i a pressid
atmosférica es presenta en estat gasés (punt d’ebullicié -60.7°C). Té una solubilitat
en aigua de 4.000mg L™ H,0 a 20°C i 1.013 bar (Stuedel, 2004), de manera que és
unes 400 vegades més soluble que I'oxigen en aigua (9.1 mg L™ a 20°C). En solucié
aquosa, I'estat de desprotonacié depén del pH de la solucié seguint les equacions 1 i
2 (Stuedel, 2004).

HzS + H,0 — HS™ + H30" Kar = 1.0 x 107 (20°C) (1)
HS™ + H,0 «» S% + H;0" Ka2=0.8x 107" (20°C) (2)

Es un gas altament toxic que mostra un llindar de deteccié olfactiu molt baix (taula
1.2) facilment reconeixible per la seva olor d'ous podrits. Quan s’assoleixen
concentracions per sobre de les 100 ppm, el sentit de I'olfacte queda insensibilitzat
donant una falsa sensacié de seguretat (Weil et al., 2006) fet que genera una
important perillositat, en termes de toxicitat biologica, durant la seva manipulacio.

Taula 1.2. Efectes sobre la salut humana, per diferents concentracions de sulfur d’hidrogen
(CICAD 53, 2003)

[H2S] Efecte/Observacio Referéncia
mg/m
0.011 Llindar d’olor Amoore i Hautala, 1983
2.8 Constriccio Bronquial en persones asmatiques Jappinen et al., 1990
5.0 Doléncies als ulls Vanhoorne et al., 1995
Augment de la concentracié de lactat en sang, disminucié Bhambhani i Singh, 1991;
7-14 de l'activitat citrat sintasa i disminucié de la capacitat de Bhambhani et al., 1996,
captacié d’oxigen 1997
5-29 Irritacié ocular i pulmonar IPCS ,1981
28 Fatiga, mal de cap, irritabilitat, mala memoria, mareig Ahlborg G, 1951
>140 Paralisi olfactiva Hirsch i Zavala, 1999
>560 Afliccio respiratoria, perdua de consciencia Spolyar, 1951
2700 Mort Beauchamp et al., 1984

El sulfur d’hidrogen anhidre en general presenta una baixa corrosivitat,
contraposadament a quan es troba en ambients humits en que pot arribar a corroure
2.5 mm/any en acers al carboni. A més a més, pot generar esquerdes per estrés de
sulfur en diversos metalls (Weil et al., 2006). El sulfur d’hidrogen també és
responsable de la corrosio d’estructures de formigé com el clavegueram, ja que els
bacteris sulfur-oxidants oxiden el sulfur d’hidrogen a acid sulfuric. Els acids forts
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reaccionen amb els minerals alcalins que constitueixen el formigd, fet que en debilita

la seva integritat estructural.

A I'hora de manipular i treballar amb aquest gas s’han de seguir tot un seguit de
precaucions i metodologies per tal de garantir la seguretat. A part de la corrosivitat i
toxicitat bioldgica, el sulfur d’hidrogen és un gas extremadament inflamable quan es
mescla amb aire dins el rang de proporcions de 4.3% al 46% v v"' en aire (Air Liquid
H,S safety data sheet, Air Liquid France), ja que amb aquestes proporcions es forma
una mescla altament explosiva.

1.1.3 CICLE BIOLOGIC DEL SOFRE

El sofre (S°) és el catorzé element més abundant a I'escorga de la Terra i es troba
ampliament distribuit, tant en forma lliure com combinada. Dins del planeta segueix
un cicle biogeoquimic amb diferents formes possibles, que interaccionen amb els
components biodtics i abidtics dels ecosistemes. L'estat d’oxidacié del sofre pot
presentar-se des de +2 fins a -6, sent un element altament reactiu i versatil dins el
seu cicle. Es un element metal-lic essencial per a la vida, ja que és present en
diferents molécules organiques com: aminoacids, cofactors, enzims, hormones o
proteines. Tot i aixi la majoria del sofre terrestre es troba present en roques i minerals
de I'escorga, a més de les sals de sulfat acumulades als fons oceanics (Middelburg,
2004). Per altre costat, el cicle del sofre es desenvolupa parcialment a I'atmosfera en
forma de gasos sulfurosos com son el sulfur d’hidrogen (H,S), els oxids de sofre

(SOy) i altres compostos organics volatils de sofre (COVs) (Middelburg, 2004).

Com tots els cicles d’elements, el del sofre presenta una part oxidant i una part
reductora que, en la majoria d’ecosistemes, estan en equilibri. Tot i aixi, en certs
ambients I'equilibri no es produeix, causant 'acumulacié d’intermedis com el sofre,
els sulfurs de ferro o l'acid sulfhidric entre d’altres. Interaccionant amb el cicle
existeixen una gran diversitat de procariotes que utilitzen les diferents formes

reduides i/o oxidades del sofre com a font d’energia per al seu creixement (fig. 1.1).

Alguns dels compostos inorganics de sofre més comuns en ambients naturals son el
sulfur, els polisulfurs, el tiosulfat, els politionats, el sofre elemental, els bisulfits i el
sulfat. Aquests compostos poden ser utilitzats pels microorganismes de forma
assimilatoria o dissimilatoria. Els compostos de sofre actuen d’intermediaris en els

processos redox acceptant o cedint electrons en funcié del seu estat d’oxidacio.
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Reduccié de sulfat ‘ Mineralitzacio

assimilatoria

Reserves de
Sulfat
(oceans)

Minerals
Reduccio de sulfat Sulfurosos

dissimilatoria

Oxidaci6
biologica

Oxidaci6 /
biologica Reducci6 de S°
dissimilatoria

Oxidaci6
biologica

Oxidaci6
biologica

Oxidacié Anaerobia per

Oxidacié Anaerobia per
bacteries fototrofiques

bactéries fototrofiques

Diposits de
Sofre

Figura 1.1 Cicle biologic del sofre (adaptat de Robertson i Kuenen, 1999). CORS: Compostos
Organics Reduits de Sofre. Les reaccions d’oxidacio biologica es poden dur a terme per una
amplia diversitat d’especies utilitzant O, o NO3'.

El sulfur i el sulfat, com a resultat de no poder ser més reduit i oxidat respectivament,
son frequientment els productes finals de les vies d’oxidacioé-reduccié de compostos
de sofre. Els estats d’oxidacié dels compostos inorganics de sofre amb rellevancia
bioldgica es mostren llistats a la taula 1.3. Des d’un punt de vista biologic, les vies
dissimilatories generen importants quantitats de compostos de sofre, de manera que
els productes finals sén alliberats al medi ambient. Tot i aixi, el trencament
d’aquestes rutes redox pot succeir, resultant en la formacio i secrecié de compostos
de sofre en un estat d’oxidacié intermedi. Oposadament, les vies metabdliques
assimilatories generen menors quantitats de compostos de sofre i majoritariament el

sofre o els seus derivats sén incorporats a molécules organiques.

El sulfur és format com a producte principal de la respiracié del sulfat per part de
bacteris anaerobics en condicions no limitants de matéria organica i sulfat. Altres
compostos com el tiosulfat i el sofre elemental també poden servir com a acceptors
d’electrons i conduir a la generacié de sulfur. La dessulfuracié de compostos organics
com proteines també causa l'alliberacié de sulfur. Alires fonts de sulfur importants
son els minerals i roques aixi com les aigies sulfuroses, en aquest context la
biolixiviaci6 permet la oxidaci® de minerals (ex. pirita) per part de bacteris
quimiolitoautotrofs (Schippers i Sand, 1999).

El tiosulfat pot ser generat per reaccions no biologiques de sulfit amb sulfur o
politionats després d’'una etapa d’oxidacié incompleta (Schmidt, 1984). Un altre
origen de tiosulfat és la lixiviaciéo de metalls sulfurosos com el FeS,, el MoS; o el WS,
(Schippers i Sand, 1999). Per altre banda la formacié de tiosulfat per reaccions
bioldgiques és coneguda, tot i que les vies de generacié no estan definides ni
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relacionades amb les grans quantitats de tiosulfat lliure en habitats naturals. Tot i aixi,
el tiosulfat apareix com un component important en el cicle biologic del sofre ja que la
majoria de bacteris sulfur-oxidants i bona part dels sulfat-reductors sén capagos
d’acceptar el tiosulfat com a substrat (Barret i Clark, 1987).

Taula 1.3. Compostos de sofre inorganics amb rellevancia bioldgica.

Compost Formula quimica Estat d’oxidacio sofre
Sulfur HS -2
Polisulfurs S(S)ns- -1 (S terminal) /0 (S intem)
Tiosulfat 82031- -1 (S sulfan) /+5 (S sulfona)
Politionats _Oss(S)nSO:{ 0 (S intern) /+5 (S sulfona)
Sofre elemental anells S, 0
Bisulfit HSO3’ +4
Sulfat S0~ +6

El sofre elemental es pot generar degut a I'activitat de certs bacteris sulfur-oxidants.
En algunes espécies el sofre elemental és el producte final d’oxidacio, permeten la
sintrofia d’altres bacteris que el puguin metabolitzar. Algunes espécies de les families
Chlorobiaceae, Chloroflexaceae i Ectothiorhodospiraceae poden formar globuls
extracel-lulars de sofre elemental com a intermedis en I'oxidacié de compostos de
sofre a sulfat. Algunes espécies del génere Thiobacillus, durant el seu creixement en
cultius discontinus en condicions d’oxigen limitant, causen la precipitacié de sofre
elemental (Kelly i Harrison, 1989). La generacio de sofre elemental en aquests casos
es relaciona amb la oxidaci6 no bioldgica dels polisulfurs acumulats
extracel-lularment, tot i que en cultius en bioreactors aquest fenomen és controlable,
el mecanisme de produccié de sofre elemental d’aquestes espécies en habitats

naturals és encara desconegut.

El sulfat és generat sota condicions aerdobiques des de la majoria de compostos
sulfurosos sensibles als processos oxidatius. El procés és accelerat per una gran
diversitat de bacteris aerdbics capagos d’oxidar compostos de sofre. En condicions
anaerobiques en canvi, la generacié de sulfat es produeix principalment per bacteris
fototrofs o bé quimioautotrofs desnitrificants. Els oxids de nitrogen provinents del
metabolisme desnitrificant sén els Unics acceptors d’electrons utilitzats en I'oxidacio
de compostos de sofre per part de bacteris quimioautotrofs sota condicions
d’anaerobiosi.

El tetrationat també es pot considerar un substrat natural de bacteris sulfur-oxidants.
Es originat per processos d’oxidacié incompleta i alguns grups de bacteris s6n
capacos de generar-lo partint de tiosulfat com a substrat (Barret i Clark, 1987). Els
polisulfurs poden ser generats tant per I'obertura reductiva dels anells de sofre
elemental com per 'oxidacio parcial de sulfurs.
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El sulfit és constantment produit en zones d’aigies termals on és reduit a sulfur per
arqueobacteris termofilics com Pyrobaculum islandicum. La reduccié de sulfit es
considera una via metabolica primitiva comparada amb I'oxidacié del mateix compost,
ja que una gran varietat de bacteris son capagos d'oxidar el sulfit, fins al punt
d’especialitzar-s’hi com les espécies de Sulfitobacter. Tot i aixi, el sulfit és un
compost intermedi en la majoria de vies metaboliques d’oxidacié-reduccio i en alguns

casos és expulsat al exterior cel-lular com un producte a descartar.

1.1.4 TECNOLOGIES DE TRACTAMENT D’EMISSIONS GASOSES

Les diferents estratégies per al tractament d’emissions gasoses s’agrupen en dos
grans tipologies de tractaments, els sistemes de tractament fisicoquimic i els
sistemes de tractament bioldgic. Tradicionalment, les tecnologies més implementades
per al tractament d’aires contaminats han estat sistemes fisicoquimics com:
'absorcid, I'adsorcid, la condensacid, la incineracid térmica o catalitica, o el
tractament amb agents quimics, entre d’altres tecnologies. Entre els avantatges que
presenten aquesta tipologia de técniques destaquen la capacitat de tractar amplis
rangs de concentraci6 amb elevada eficacia, independentment de la toxicitat del
contaminant (Veiga et al., 1996). No obstant, moltes vegades els costos associats a
aquestes tecnologies solen ser importants, tenint en compte que la majoria d’aquests
tractaments es limiten a transferir el contaminant d’'una fase a una altra, on
posteriorment caldra ser tractat. A I'hora d’escollir el sistema de tractament més idoni
per a cada cas, s’han de tenir en compte diversos factors, entre els quals destaquen
la naturalesa del contaminant a tractar, la seva concentracio, el cabal, els nivells
d’eliminacié requerits i el cost global del tractament. Tot i aixi existeixen uns rangs
forga definits en els que és més recomanable aplicar un o altre tipus de tractament
(fig. 1.2).
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Figura 1.2. Rangs de concentracio i cabals aplicables per a diferents tipologies de tractaments
d’efluents gasosos. (adaptat de Kennes i Veiga, 2001).
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La necessitat d’'una tecnologia ambientalment respectuosa i competitiva en el
tractament d’efluents gasosos contaminats que es mostrés com una alternativa
eficient als tractaments fisicoquimics ha conduit, avui en dia, a la consolidaci6 de les
tecnologies basades en bioreactors. Els tres tipus basics de bioreactors utilitzats en
els tractaments bioldgics de gasos contaminats son: els biofiltres convencionals, els
biofiltres percoladors i els biorentadors.

Aquests sistemes de tractament bioldgic han demostrat ser funcionalment eficients
sota un ampli rang de cabals, sent especialment adients pel tractament de cabals
elevats. Tot i aixi, el rang de concentracié de contaminant sobre el que poden actuar
és relativament limitat. (Veiga et al., 1996). Segons Devinny et al. (1999) les
tecnologies bioldgiques sén favorables economicament sempre que el cabal d’aire a
tractar es trobi entre els 10%i els 5x10* m®*h™ i la concentracié de contaminant no
sigui major d’1 g-m™. No obstant, actualment existeixen bioreactors industrials que
operen de forma eficient amb cabals superiors a 10° m*-h™ (Dragt, 1992; Kennes i
Thalasso, 1998).

1.1.4.1 SISTEMES DE TRACTAMENT FISICOQUIMIC PER A LA
DESSULFURACIO DE GASOS

Els sistemes de tractament fisicoquimic sén ampliament utilitzats en el tractament
d’emissions gasoses en general i en la dessulfuracié de gasos en particular. La
dessulfuracié d’'un gas mitjancant tecnologies fisicoquimiques es dur a terme
principalment per tres vies: I'absorcid, I'adsorci6 o la conversiéo directa dels
compostos de sofre.

L’adequada seleccié de la tecnologia fisicoquimica més escaient dependra de
diferents factors que hauran de ser valorats. La concentracié de contaminant, el cabal
de gas a ftractar, la naturalesa del gas, el grau d’eliminacié requerit i el cost
d’instal-lacié i d’operacid sén alguns dels parametres que condicionen quin tipus de
tractament sera I'd0ptim per a una situacié determinada. Per tant, per a cada cas, sera
necessari un estudi especific que conduira al disseny de la millor tecnologia de
tractament possible i, en certs casos, a la combinaci6 de varies tecnologies
simultaniament.

Focalitzant els tractaments fisicoquimics per a la dessulfuracid, els processos
d’absorcié quimica aprofiten I'afinitat del H,S pels cations metal-lics ja sigui per
'oxidacié del H,S fins a S°, o bé per captura del sulfur via precipitacié de sals
metal-liques. Una altra opcid és la captura del sulfur en una solucié alcalina (Lagas,
2004). Pel que fa els tractaments basats en processos d’absorcié fisica s'utilitzen
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solvents organics per capturar els components acids en funcidé de les pressions
parcials. També existeixen processos d’absorci®é mixtes anomenats tractaments
d’absorcid fisicoquimics que utilitzen complementariament processos quimics i fisics
de manera que s’aconsegueix millors efectes d’absorcié6 d’H,S (Lagas, 2004). Els
tractaments basats en processos d’absorcio només separen el contaminant (H,S) del
corrent gas, generant un efluent concentrat que requereix un tractament posterior. La
majoria de processos de conversio directa oxiden el H,S a S° en aire en preséncia
d’'un component que és facilment oxidat per l'aire i reduit pel H,S (Lagas, 2004).
També existeixen tractaments de conversié directa que utilitzen lligants organics o
agents quelants que mantenen el ferro en solucioé evitant la precipitacié d’hidroxids de
ferro i sulfurs de ferro. En situacions d’alta carrega de contaminant es poden
combinar etapes d’incineracié combinades amb oxidaci6 catalitica per formar S°. Uns
altres tipus de tractaments fisicoquimics per a la dessulfuraci6 de gasos soén els
basats en processos d’adsorcid, en aquests sistemes el contaminant és adsorbit
sobre materials de diferents naturaleses, podent ser processos d’adsorcié quimica
amb adsorbents com els oxids de zinc o els encenalls de fusta impregnats amb ferro,
o bé processos d’adsorcié fisica mitjangant zeolites o carbd actiu (Abatzogolu i
Boivin, 2009).

Practicament tots els sistemes de tractament fisicoquimic estan composats per
diferents unitats o etapes. Les complicacions operatives i els costos derivats de les
diferents etapes poden condicionar I'aplicacié d’aquests processos en determinats
tractaments de dessulfuracié. Per a situacions de dessulfuracio a petita escala (<0.6t
S d"), com poden ser les plantes de tractament d’aigiies residuals o les plantes de
generacié de biogas entre d’altres, les alternatives de tractament biologic sén una
opcio efectiva en augment. El seu baix cost d’'inversio i operacié comparats amb els
dels sistemes de tractament fisicoquimic estan fent augmentar la seva popularitat i la
implementacio en diversos processos industrials.

1.1.4.2 SISTEMES DE TRACTAMENT BIOLOGIC PER A LA
DESSULFURACIO DE GASOS

El tractament bioldgic d’emissions gasoses resulta una alternativa eficag i versatil en
la descontaminaciéo de gasos via la degradacié o transformacié de contaminants
fonamentada en Tlactivitat bioldogica d’organismes vius, principalment
microorganismes. Els estudis recents al voltant d’aquests bioprocessos, han permeés
augmentar el coneixement i la implementacié d’aquest tipus de tractaments a un
ampli ventall de compostos organics i inorganics, incloent compostos organics volatils

(COVs), amoniac i compostos sulfurosos entre d’altres (Devinny et al., 1999;
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Delhomenie i Heitz, 2005). Aquest sistemes bioldgics eliminen els contaminants
gracies a l'activitat metabdlica dels microorganismes presents, de forma que el
contaminant en questio és utilitzat com a font d’energia i/o carboni per les comunitats

microbianes que es desenvolupen en cada sistema.

A Tactualitat existeixen principalment tres configuracions de bioreactors per al
tractament bioldgic de gasos: els bicfiltres, els biofiltres percoladors i els biorentadors
(Devinny et al., 1999; Kennes i Veiga, 2001). En totes les configuracions succeeixen
dos processos fonamentals, per un costat la transferéncia del contaminant des de la
fase gas a la fase liquida i posteriorment a la biopel-licula, i per altre costat la
consequent degradacio del contaminant per part dels microorganismes.

L’eficacia dels sistemes de tractament bioldgic esta condicionada per diferents
aspectes i un dels més importants és la naturalesa del contaminant. Els contaminants
han de ser biodegradables, solubles en més o menys grau en fase aquosa i no ésser
toxics per a els microorganismes. Altres parametres critics comuns per a totes les
tipologies de bioreactors son la temperatura, el pH, el contingut d’humitat i la
disponibilitat de nutrients essencials (Kennes i Veiga, 2001).

i Biofiltres

La biofiltracié ha estat una tecnologia extensament implementada per al tractament
d’olors de diferents naturaleses. Inicialment es construien seguint consideracions
empiriques, tot i que avui en dia a partir de I'ampli coneixement acumulat se’n
desenvolupen diferents configuracions en funcié de l'objectiu d’aplicacié. En termes
generals, un biofiltre convencional (fig. 1.3) consisteix en un reactor empacat amb un
material de rebliment organic com pot ser el compost, la fusta i escorca d’arbres, la
torba o bé una mescla d’aquests.
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Figura 1.3. Esquema d’un biofiltre convencional.
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Préviament a I'entrada del biofiltre, el corrent de gas contaminat és humidificat per
minimitzar la variacioé del contingut d’humitat del biofiltre. Mitjangant un bufador el gas
flueix a través dels porus del llit empacat on el contaminant es va transferint a la
biopel-licula. Conjuntament al contaminant, la naturalesa organica del material de
rebliment aporta I'extra de nutrients necessaris per al creixement. Tot i aixi, per tal
d’assegurar un suficient contingut d’humitat del biofiltre i rentar possibles productes
inhibitoris (Delhomenie et al., 2003), s’apliquen recs periddics d’aigua. Puntualment i
de manera complementaria es poden aportar, conjuntament amb l'aigua del rec,
diferents micronutrients per tal d’afavorir I'activitat microbioldgica. Un baix contingut
d’humitat del biofiltre inhibeix 'activitat bioldgica, perd un excés en la humidificacio
pot conduir a una reduccié de la superficie disponible, generant zones anaerobiques i

fins i tot a la inundacio del biofiltre.

Altres parametres importants que s’han de tenir en compte en el disseny d’un biofiltre
poden ser el pH, la pérdua de carrega i I'area superficial del material de rebliment,
especialment en sistemes de tractament de compostos reduits de sofre, on I'oxidacié
dels contaminants pot conduir a I'acidificacid o acumulacié de S°. Eventualment, un
pH baix pot causar inhibicié del creixement microbia (Yang i Allen, 1994) i
'acumulacié de sofre pot ocasionar la pérdua de carrega i la reduccié de l'area
superficial operativa del biofiltre (Fortuny et al., 2008). La biofiltracié d’'H,S ha estat
ampliament descrita a la literatura (Hirai et al., 1990; Cho et al., 1991; Yang i Allen,
1994; Chung et al., 1996; Duan et al., 2006), tot i aixi la generacié de productes acids
o solids durant 'oxidacié del H,S han fet d’aquest tipus de tractament bioldgic una
opcio limitada per a la dessulfuracié de gasos.

ii. Biofiltres percoladors

Els biofiltres percoladors es consideren una modificacié dels biofiltres convencionals.
Les principals diferéncies sén que aquests estan empacats amb un material de
rebliment inert i que contenen una fase liquida que continuament esta recirculant a
través del cos del biofiltre percolador (fig. 1.4). Els microorganismes creixen adherits
al material de rebliment inorganic i en contacte directe amb el corrent de gas
contaminat. El gas pot ser aportat a contracorrent o en el mateix sentit de recirculacio
de la fase liquida. La col-lecta de la fase liquida circulant es dur a terme a la part
baixa del biofiltre percolador, des de on és bombejada a la zona superior del cos del
biofiltre, amb una petita fraccié purgada i regenerada amb medi fresc. L’existéncia
d’'una fase liquida en constant recirculacié aporta els nutrients extres necessaris per
al creixement dels microorganismes i permet un maxim control del procés biologic a
través de l'aportacié de nutrients, I'eliminacié de productes de la degradacio i el
control del pH (Herrygers et al., 2004).
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Figura 1.4. Esquema d’un biofiltre percolador

El fet que el material de rebliment utilitzat sigui un material inorganic i inert implica
que no existeixin poblacions microbianes inherents al propi material, de manera que
per a aquests tipus de bioreactors sempre és necessaria una etapa d’inoculacio per
al seu funcionament. Per a la inoculacié es poden utilitzar fangs activats o soques
microbianes especifiques per al tipus de contaminant a tractar (Pol et al., 1994; Cox i
Deshusses, 2002; Philip i Deshusses, 2003; Schieder et al., 2003).

La particular configuracio dels biofiltres percoladors els fa un sistema de tractament
poc apropiat per a contaminants poc solubles en aigua, perd sén un molt bon sistema
per els altament solubles en fase aquosa. Segons els estudis de Van Groenestijn i
Hesselink (1993) per a que un compost pugui ser tractat amb éxit en un biofiltre
percolador, el seu coeficient adimensional de reparticié aire-aigua ha de ser inferior a
1. L’estudi concret d’aquesta tesi esta centrat al voltant d’'un biofiltre percolador
tractant H,S, un contaminant amb un coeficient adimensional de reparticié aire-aigua
significativament inferior a 1 (Smet et al., 1998). A més a més, l'acidificacid i
l'acumulacié de solids derivada de l'oxidacid de compostos reduits de sofre soén
facilment corregits gracies a la continua recirculacié de la fase liquida. La utilitzacié
de biofiltres percoladors per al tractament de compostos reduits de sofre ha estat
ampliament descrita a la literatura (Revah et al., 1994; Kasakura i Tatsukawa, 1995;
Melse i Kraakman, 1998; Gabriel i Deshusses, 2003; Duan et al., 2005), recentment
s’ha demostrat que altes carregues de contaminant també poden ser eficagment
eliminades mitjangant aquesta estratégia (Fortuny et al., 2008).
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iii. Biorentadors

Els biorentadors consisteixen en una torre d’absorcié en la que el contaminant
d’interés és transferit de la fase gas a la fase liquida. Opcionalment, el cos del
biorentador pot estar empacat amb un material estructurant. Seguidament al canvi de
fase del contaminant, la fase liquida és tractada en un bioreactor independent on el
contaminant és biodegradat i la fase liquida és retornada a la torre d’absorcio (fig.
1.5).
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Figura 1.5. Esquema d’un biorentador

La configuracié d’aquest tipus de tractament, basada en una unitat d’absorcié inicial,
fa que unicament els contaminants altament solubles en aigua puguin ser tractats
amb biorentadors (Herrygers et al.,, 2004). Per altre banda, permet un alt grau de
control de la composicié de la fase liquida, permetent actuar en I'aportacié de
nutrients, la eliminacido de productes, la purga i la renovacio. L'oxidacié bioldgica
d’altes carregues de compostos reduits de sofre pot generar facilment solids que en
altres tipus de tractaments poden ser un problema operacional, perd que en els
biorentadors no generen cap problema ja que la degradacié es dur a terme en un
bioreactor extern. Un exemple de biorentador, disponible comercialment, per a la
dessulfuracié de gasos és I'anomenat procés Shell-Paques (Paques B.V. i Shell
Global Solutions International B.V., Holanda).
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iv.

Definicions per a la biofiltracio

Els bioreactors utilitzats en biofiltracié técnicament sén definits i dissenyats basant-se

basicament en quatre parametres: el temps de residéncia en llit buit (EBRT), la

carrega de toxic (C), I'eficacia d’eliminacié (RE) i la capacitat d’eliminacio (CE).

EBRT (empty bed residence time)
El temps de residéncia en llit buit es defineix com el temps mig que triga
un determinat volum de gas en travessar linterior del reactor assumint

que no existeix rebliment (equacio 3).

EBRT = (3)
Qg

On Vr és el volum total del cos del filtre (m®), i Qg és el cabal de gas
volumétric (m*h™).

La fase liquida o el material de rebliment ocupen una fraccio significativa
del volum en el reactor, de manera que el EBRT calculat és
considerablement major al temps de contacte del gas a la realitat
(Devinny et al., 1999).

Carrega de toxic (C)

Es defineix com a la massa de producte contaminant amb el que
s’alimenta al reactor per unitat de volum de rebliment del mateix i per
unitat de temps (equacio 4).

_ Cd"-ag
Vr

C (4)

On Cé" és la concentracié de contaminant entrant (g m™).

Eficacia d’eliminacio (RE)

L'eficacia d’eliminaci6 és frequentment utilitzada per descriure el
rendiment dels bioreactors en termes de bioconversié del contaminant.
RE és defineix com a la fraccié de contaminant eliminat en el bioreactor,

expressat en percentatge (equacio 5).

in_ ~out
Cg —Cg
in
Cg

RE = ( ) - 100 (5)

Capacitat d’eliminacio (CE)
Es defineix com la massa de contaminant degradat per unitat de volum de
reactor i per unitat de temps (equacié 6).

_ Qg(cg-cg h
Vr

CE
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1.2 BACTERIS SULFUR-OXIDANTS

Va ser Winogradsky (1887) el primer en descriure I'habilitat de certs bacteris en
utilitzar energia a partir compostos quimics inorganics. Avui en dia aquest concepte
es coneix com a quimiolitotrofia i descriu el metabolisme energétic d’aquells bacteris
que oxiden substancies inorganiques, en abséncia de llum, com a font d’energia pel
seu manteniment i creixement cel-lular. Tot i aixi els bacteris quimiolitotrofs presenten
una enorme diversitat taxondmica al voltant d’'una gran varietat de substrats
inorganics com a font d’energia, aixi com en funcié del mode de nutricié de carboni. A
la figura 1.6 es presenten els diferents metabolismes en funcié de les estratégies
energétiques possibles per a l'oxidacié de compostos inorganics. En aquest sentit
apareix el concepte d’autotrofia com I'assimilacié de carboni inorganic, principalment
CO,, com la principal o unica font de carboni biosintétic pel creixement bacteria. Aixi
doncs l'estratégia autdtrofa es diferencia dels metabolismes quimiolitotrofs que
utilitzen nutrients organics com a font de carboni (heterotrofs). Tot i aixi, també
existeixen una gran diversitat de microorganismes quimiolitotrofs que sén capagos de
créixer mitjiangcant ambdues estratégies d’assimilacié de carboni, aquest metabolisme.
que és conegut com a mixotrofia, resulta una estratégia molt interessant per
'avantatge metabolic que pot suposar en ambients complexes.
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Fig. 1.6. Esquema il-lustratiu de les reaccions d’oxidacié inorganiques, relacionades amb el
metabolisme quimiolitotrofic i fotolitotrofic.

L’oxidaci6 bioldgica de compostos reduits de sofre és una reaccié freqient i abundant
en ecosistemes terrestres i aquatics naturals (Luther Il et al., 1991). Entre la gran
diversitat de microorganismes sulfur-oxidants identificats, existeixen diferents grups
d’eubacteris i alguns grups d’arqueobacteris que sén capagos de dur a terme
I'oxidacié dissimilatoria de compostos reduits de sofre.
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Taula 1.4. Bacteris capagos de créixer litotroficament en preséncia de compostos reduits de
sofre. (Adaptada de Friedrich,1998; Briser et al., 2004; Robertson i Kuenen, 2006; Teske i
Nelson, 2006; Imhoff,2006; Huber i Prangishvili, 2006; Cohen i Gurevitz, 2006).

P PR
tllfc‘c))fti(; Qt:'g?alﬁ)- Auto-trofia® pH optim e S?S?a cu;:j(i;‘_ 5o Producte
BACTERIA
Hydrogenobacter & families - + Obl. / Kr - + + S04
Chlorobiaceae + - Obl. / Kr + v - + S04
Chloroflexaceae + + Fac./H + - - - S°
a-proteobacteri
Rhodobacter - + Fac./Clv 5-7 + + - + SO.”
Paracoccus versutus - + Fac./Clv 6-8 + - SO~
Acidiphilium acidophilum - + Fac. 3-4 - + SO~
Thiobacillus novellus - + Fac./Clv 6-8 + + - S04
B-proteobacteri
Thiobacillus thioparus - + Obl. / Clv 6-8 + + + + S°, S0.*
Thiobacillus denitrificans - + Obl. / Clv 6-8 + + + & SO~
Thiobacillus aquaesulis - + Obl. / Clv 7.5-8 + SO,
Thiomonas thermosulfatus - + Fac. 5.2-5.6 + + + S04
Thiomonas perometabolis - + Fac. 5.5-6 + + + S04%
Thiomonas cuprina - + Fac. 3-4 - - + S04
Thiomonas intermedia - + Fac./Clv 5.5-6 + + + + S04
y-proteobacteri
Chromatiaceae + + Fac./Clv + + - + S04%
Ectothiorhodospiraceae + + Fac. 7-10 + + - + S, S04*
Beggiatoa - + Fac. 6-8 + + S0,
Thioploca - + Fac. 6-8 + S0,
Acidothiobacillus ferrooxidans - + Obl. 2-4 + + + + S0,
Acidothiobacillus caldus - + Obl. 1-3.5 + S0,
Acidothiobacillus thiooxidans - + Obl. / Clv 2-4 + + + + S0,
Thermithiobacillus tepidarius - + Obl. 6-8 + + + + S04
Halothiobacillus hydrotermalis - + Obl. 7.5-8 + S04
Halothiobacillus halophilus - + Obl. 7 + S04
Halothiobacillus neapolitanus - + Obl. / Clv 6-8 + + + + S04
Thiomicrospira - + Obl. / Clv 6-8 + + + S04
Achromatium - + SO~
g-proteobacteri
Thiovulum - + Obl. 6-8 + S0~
Sulfurimonas denitrificans - Obl. / Clv 6-8 + + + & SO~
Cyanobacteria
Oscillatoria + - Obl. / Clv 7-10 + - - - S°
Bacteris Gram-positiu
Sulfobacillus - + + S04
ARQUEOBACTERI
Crenarchaeota
Acidanus - + Obl. / Clv 2-3 + + + S04
Sulfolobus - + Fac. / Clv 2-3 + + + S04
Descripcié de la taula:'+ = Propietat present, - = Propietat absent; “Obl. = Autotrof obligat, Fac. =

Autotrof facultatiu, H = Cicle del Hidroxipropionat, Kr = Cicle de Krebs reductiu, Clv = Cicle de Calvin.

Cel-la en blanc = informacié no disponible.
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Tradicionalment, el terme “bacteris del sofre” era utilitzat per a classificar
taxondomicament els bacteris litotrofics oxidants de compostos de sofre. No obstant,
avui en dia es coneix que aquest grup inclou diversos grups de microorganismes com
els bacteris verds del sofre (Chlorobiaceae), els bacteris porpres del sofre
(Chromatiaceae i Ectothiorhodospiraceae) i els bacteris incolors del sofre, els quals
poden pertanyer al phylum Proteobacteria (ex: géneres Beggiatoa, Thiobacillus,
Thiomicrospira, Thioploca, Thiosphaera, Thiospira, Thiothrix i Thiovulum entre
d’altres), o també al domini Arqueobacteri (ex: Sulfolobus i Acidianus). Aixi doncs,
lhabilitat de créixer a partir de l'oxidaci6 de compostos reduits de sofre no es
restringeix a un grup concret de microorganismes, siné a una gran varietat d’espécies

fototrofes i quimidtrofes presenten aquesta capacitat metabolica.

A la taula 1.4 es comparen diferents bacteris sulfur-oxidants que han estat
caracteritzats taxonomicament a nivell de 16S rRNA. La diversitat filogenética
existent, juntament amb la multiple capacitat d’utilitzacié de compostos de sofre com
a font d’aliment, demostren la varietat metabolica de la capacitat sulfur-oxidant
d’aquests microorganismes. Consequentment, les rutes metabdliques d’oxidacio
d’aquests compostos sulfurosos que apareixen en diversos grups taxondomics es
presenten com a rutes variables i divergents evolutivament entre elles (Friedrich et
al., 2001).

1.2.1 MODELS METABOLICS D'OXIDACIO DE COMPOSTOS DE
SOFRE

La gran majoria d’estudis fisiologics i enzimatics al voltant de I'oxidacidé biologica de
compostos reduits de sofre s’han dut a terme principalment al voltant d’espécies
oxidants de tiosulfat i sulfur. Algunes de les espécies quimiotrofes més estudiades
pertanyen al génere de Thiobacillus (Beller et al., 2006). Per altre costat, els estudis
al voltant d’espécies fotdtrofes s’han centrat al voltant de I'espécie Allochromatium
vinosum (Dahl et al., 2005). Fins al moment es coneixen tres vies metabdliques
clarament diferenciades en el mecanisme d’oxidacié de tiosulfat. De manera que per
a l'oxidacié d’altres compostos com el sulfur, el sofre elemental i els politionats s’ha
relacionat la ruta metabdlica especifica a algun dels models metabdlics proposats per
a I'oxidacié de tiosulfat.

i. Via d’oxidacié de tiosulfat ramificada
Actualment, aquesta via metabdlica és considera constituent dels grups de bacteris
fototrofs, de la subclasse proteobacteris gamma i dels bacteris quimiotrofs obligats,
de la subclasse proteobacteris beta. Algunes de les espécies relacionades amb
aquesta via d'oxidacié de tiosulfat son Allochromatium vinosum, Thiocapsa
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roseopersicina i Thiobacillus denitrificans, de la mateixa manera es considera molt
probable que altres espécies com Thiobacillus thioparus, algunes espécies de
Beggiatoa i alguns membres de Chlorobiaceae també desenvolupin aquesta via
d’oxidacio de tiosulfat (Bruser et al., 2004).

La ramificacié de la via es produeix en funcié de I'existéncia del grup sulfonil al
compost d’entrada a la via d’oxidacio (fig 1.7). El sulfur, ja sigui d’origen exogen o bé
produit pels enzims tiosulfat reductasa o rhodanesa, és oxidat i acumulat a I'espai
periplasmatic en forma de S°, on és emmagatzemat en funcié de la disponibilitat en el
medi i en el mateix periplasma. Aquesta reaccid és catalitzada per I'enzim
sulfur:quinona oxidoreductasa (SQR). SQR és una proteina integral de membrana
que transfereix els electrons del sulfur a la ubiquinona de membrana. El sistema de
transport de sulfurs (SCS) permet el transport dels polisulfans i polisulfurs a través de
la membrana cel-lular mitjancant I'activitat sulfidril transferasa del costat periplasmatic
de la membrana i I'activitat heterodisulfur reductasa del costat citoplasmatic de la
membrana. El sulfur citoplasmatic s’'usa com a substrat per a la reacci6 reversa de la
sulfit reductasa produint sulfit, de manera que s’acaba oxidant fins a sulfat via
I'oxidacié depenent d’AMP en dos pasos. El sulfat produit al citoplasma és exportat i
alliberat al medi exterior juntament amb el sulfat produit en I'espai periplasmatic. Tot
el flux d’electrons derivats de I'oxidacié dels diferents compostos reduits de sofre és
dirigit a la fosforilacid oxidativa via la cadena de transport d’electrons.

exterior periplasma citoplasma
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Figura 1.7 Model de la via d’oxidacié de tiosulfat ramificada. En fletxes negres amples:
reaccions quimiques. En fletxes negres fines: processos de transport. SCS: sistema de
transport de sulfur. APS: adenosina-5-fosfosulfat (producte de l'oxidacid indirecta de
sulfit).Entre paréntesi es mostren els enzims proposats. SQR: sulfur:quinona oxidoreductasa.
SAR: sulfit:acceptor oxidoreductasa. TD: tiosulfat deshidrogenasa. TR: tiosulfat reductasa.
RH: rhodanesa. SRr: sulfit reductasa reversa. APS Rr: APS reductasa reversa. ATP Sr: ATP
sulfurilasa reversa. APAT: adenilil-sulfat:fosfat adenilil-transferasa (adaptat de Briser et al.,
2004)
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ii. Via d’oxidacio del tetrationat

L’oxidacié de tiosulfat per la via d’oxidacié del tetrationat és probablement la via més
incerta de les tres possibles vies d’oxidacié de tiosulfat. La controvérsia resideix en
com el tiosulfat pot ser oxidat a sulfat a través de la generacio de politionats com a
intermediaris. El treball de Vishniac (1952) va ser el primer en proposar per a
'espécie Thiobacillus thioparus, l'oxidacié de tiosulfat mitjangcant la formacié de
tetrationat. Posteriorment, estudis més recents com els de Kelly et al. (1997), Suzuki
(1999) i Massau et al. (2001) han confirmat la ruta metabdlica, tot i que a dia d’avui,
encara existeixen molts dubtes sobre el mecanisme enzimatic de la via d’oxidacié del
tetrationat. Una de les evidéncies comprovades d’aquesta via metabolica és que el
tiosulfat és convertit quantitativament a tetrationat. El catalitzador d’aquest primer pas
és I'enzim tiosulfat deshidrogenasa, que ha pogut ser purificat en algunes espécies
de Thiobacillus (Visser et al., 1996). Posteriorment a la formacié estequiométrica de
tetrationat, aquest és oxidat a sofre, sulfit i sulfat gracies a l'actuacié de diferents
complexes enzimatics encara no ben definits. Tot i I'existéncia de diferents models
especifics proposats (fig. 1.8), el coneixement al voltant de la via d’oxidacié del
tetrationat és considerablement ambigua i cada estudi especific al voltant d’aquest
metabolisme sembla no poder ser generalitzable a un unic mecanisme enzimatic.

exterior periplasma citoplasma
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Figura 1.8. Model d’oxidacié del tetrationat per a 'oxidacié de tiosulfat en espécies aerobiques
obligades de Thiobacillus. APS= adenosina-5’-fosfosulfat (producte de I'oxidacié indirecta de
sulfit). Figura adaptada de Briser et al. (2004). Notar 'ambiguitat del model proposat.

Bacteris autotrofs obligats de la subclasse proteobacteris gamma com
Thermithiobacillus tepidarius, Halothiobacillus neapolitanus, Acidothiobacillus
ferroxidans, Acidothiobacillus caldus i Acidothiobacillus thiooxidans, aixi com bacteris
autotrofs facultatius de la subclasse proteobacteris alfa com Acidiphilium acidophilum,
possiblement oxiden el tiosulfat mitjancant la via d’oxidacio del tetrationat (Kelly et al.,
1997).
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iii. Via d'oxidacio del complex multi-enzimatic Sox

Inicialment I'idea d’'una via d’oxidacié de tiosulfat mitjangant I'actuacié d’'un complex
multi-enzimatic va ser formulada per Lu i Kelly el 1988 basant-se en els estudis fets
en Paracoccus versutus (també anomenat Thiobacillus tepidarius). Originalment, la
ruta metabolica es va anomenar via PSO o “Paracoccus Sulfur Oxidation pathway” i
el sistema enzimatic es va definir com a TOMES *“thiosulfate-oxidizing multi-enzyme
system” (Kelly et al., 1997). Posteriorment, I'estudi del complex multi-enzimatic
proposat es va centrar al voltant de I'espécie Paracoccus pantotrophus, com el
bacteri quimiolitoautotrof model per a I'estudi del mecanisme d’oxidacié de compostos
reduits de sofre. La completa caracteritzacié del sistema enzimatic sulfur-oxidant en
el proteobacteri alfa P. pantotrophus (Rother et al., 2001), aixi com la identificaci6 i
cerca dels respectius gens en diversos genomes d’altres bacteris quimiotrofs i
fotdtrofs ha permés postular el mecanisme enzimatic d’oxidacié de compostos de
sofre anomenat “sistema Sox” (Friedrich et al., 2001; Friedrich et al., 2005).

El cluster de gens sox, inicialment descrit en P. pantotrophus, esta constituit per 15
gens (fig 1.10) organitzats almenys en dues unitats transcripcionals. Set dels gens del
cluster, soxXYZABCD, codifiquen proteines essencials per a la sulfur-oxidacio in
vitro. L'expressié d’aquests gens, juntament amb els soxFGH és induible per tiosulfat
(Friedrich et al.,, 2000; Rother et al., 2001). Els polipéptids resultants dels gens
soxXYZABCD constitueixen quatre proteines periplasmatiques designades SoxXA,
SoxYZ, SoxB i SoxCD. Aquestes proteines constitueixen el sistema enzimatic Sox, i
catalitzen l'oxidacié de sulfur, sofre inorganic, tiosulfat i sulfit amb la reduccié del
citocrom ¢ com a acceptor final d’electrons (equacié 7).

"S—S0; + 5H,0 + 8Citc**— 280,* + 8Citc** +10H* (7)

El complex SoxYZ és la proteina central del sistema Sox i interacciona amb les
proteines SoxXA, SoxCD i SoxB. A la figura 1.9 es mostra el model proposat per
Friedrich et al. 2008 per al sistema enzimatic Sox de P.pantotrophus. Una descripci6
detallada del model aixi com la seva regulacié es poden trobar en les referéncies

anteriorment esmentades.
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Figura 1.9 Model de reaccio ciclica pel sistema enzimatic Sox en l'oxidacié de tiosulfat de
I'espécie P. pantotrophus. En majuscules es mostren les respectives proteines Sox. Activacio
de la proteina SoxYZ per la flavoproteina SoxF. TCEP= tris(2-carboxietil)fosfina. Figura
adaptada de Friedrich et al. (2008).

Fins al moment s’ha identificat la preséncia completa del sistema enzimatic Sox a tots
els membres de la subclasse proteobacteris alfa, mentre que en els membres de les
subclasses proteobacteris beta, proteobacteris gamma i Chlorobiaceae contenen el
cluster de gens sox, tot i que amb la mancanga dels gens que codifiquen I'enzim
sulfur deshidrogenasa (soxCD). Fet que indica una via metabdlica diferent en
I'oxidacié de sofre a sulfat entre els diferents grups anteriorment esmentats (Friedrich
et al., 2005). Alguns grups de bacteris generadors de globuls de sofre intracel-lulars,
com son els bacteris verds del sofre i algunes espécies de bacteris porpres del sofre
(A. vinosum), contenen en el seu genoma I'oper6é DSR (sulfit reductasa dissimilatoria)
per tal de suplir la mancanga dels gens soxCD (Dahl et al., 2005) i, d’'aquesta

manera, poder oxidar el sofre acumulat intracel-lularment.

Per altre banda, s’ha identificat algun grup de microorganismes acidofils i termofils
amb capacitat sulfur-oxidant que utilitzen un sistema enzimatic diferent al sistema
Sox (Muller et al., 2004). Aquest grup d’arqueobacteris, concretament estudiats en el
model Acidianus ambivalens (Kletzin, 2008) poden oxidar compostos reduits de sofre
per diferents vies metabodliques catalitzades per varis enzims, principalment el SOR
(reductasa oxigenasa de sulfur soluble) (Urich et al., 2004), i el TQO
(tiosulfat:quinona oxidoreductasa) (Kletzin, 2008).
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Figura 1.10 Esquema del locus sox de P.pantotrophus i d’altres loci homolegs d’altres
especies sulfur-oxidants quimiodtrofs i fototrofs. Gens codificants per a proteines homodlogues
es presenten en colors idéntics. La localitzacié dels gens en els cromosomes es presenten
mitjangant la numeracié dels nucleotids. Els genomes sequenciats completament mostren la
numeracié en negre i els parcialment sequenciats en vermell. Figura obtinguda de Friedrich et
al. (2005).

iv.  Vies oxidatives particulars dels bacteris verds del sofre

Els bacteris verds del sofre (ordre Chlorobiales), sén bacteris anaerobis estrictes
fotosintétics que oxiden majoritariament compostos reduits de sofre pel seu
creixement fotoautotrof (Overmann, 2006). Els mecanismes metabolics d’aquests
grups de bacteris en l'oxidaci6 de compostos reduits de sofre presenta certes
variacions respecte les vies d’oxidacié anteriorment descrites (Gregersen et al.,
2011). Totes les espécies presenten I'enzim SQR i els productes d’oxidacié de sulfur
s6n oxidats fins a sulfit via el sistema DSR. Aquesta conformacié del sistema
metabolic sembla ser adquirit per transferencia horitzontal de bacteris sulfur-oxidants
i bacteris sulfat-reductors. De la mateixa manera, els bacteris verds del sofre també
presenten parcialment el sistema Sox, tot i que sense la preséncia dels gens sox CD,
que supleixen amb el sistema DSR (Gregersen et al., 2011).

Tot i la breu mencié de les vies sulfur-oxidants existents en els bacteris verds del
sofre, aquest grup de bacteris no es consideren rellevants en la tematica d’aquesta
tesi. Una detallada descripcidé tant bioquimica com gendomica daquests
microorganismes es pot trobar en les referéncies anteriorment esmentades.
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1.3. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR PER A L'ESTUDI
DE COMUNITATS MICROBIANES

El desenvolupament de noves eines de biologia molecular per a l'estudi de les
comunitats microbianes ha permés grans avengos en I'estudi de I'ecologia microbiana
d’'una gran diversitat d’ambients complexos. En aquest sentit, en el camp de
'enginyeria de bioprocessos s’han aplicat, de manera eficag diverses técniques de
biologia molecular per a 'estudi de les poblacions microbianes desenvolupades en
aquests sistemes (Talbot et al., 2008). La majoria d’aquestes noves técniques es
basen en l'analisi de marcadors moleculars especifics d’espécie. Les seqléncies
géniques ribosomals soén un dels marcadors moleculars més recurrents en aquestes
aproximacions ja que actuen com a empremta filogenética en 'analisi de comunitats
complexes. No obstant, existeixen procediments d’estudi filogenétic basats en d’altres
marcadors moleculars com els lipids de membrana. Aixi doncs, a partir d’'aquests
marcadors filogenétics s’han desenvolupat un seguit d’estratégies d’analisi com sén
el clonatge i sequenciacié de gens ribosomals, la hibridacié in situ per fluorescéncia
(FISH), I'electroforesi en gel amb gradient desnaturalitzant (DGGE), el polimorfisme
de conformaci6é de cadena unica (SSCP), I'analisi de restriccid6 del DNA ribosomal
amplificat (ARDRA), el polimorfisme de longitud dels fragments de restriccio terminals
(T-RFLP) i lanalisi dels espaiadors intergénics ribosomals (RISA) en son alguns
exemples, que han estat aplicats amb éxit en I'estudi de poblacions en comunitats
complexes.

1.3.1 FONAMENTS I APLICACIONS DE MARCADORS
FILOGENETICS MOLECULARS

Durant les ultimes décades, les técniques basades en els marcadors filogenétics
moleculars han esdevingut una aproximacié efectiva i global en I'estudi i analisi de les
comunitats microbianes en una gran diversitat d’ecosistemes (Marsh, 1999; Dorigo et
al., 2005). En aquest sentit, un dels principals marcadors filogenétics estudiats han
estat els gens que codifiquen el 16S rRNA i en menor mesura el 23S rRNA juntament
amb les regions intergéniques existents en aquestes unitats transcripcionals. El
ribosoma procaridtic esta conformat per dues subunitats, una petita (SSU) i una gran
(LSU), cada una d’aquestes esta formada per I'associacio entre proteines ribosomals
i rRNA, en concret la SSU presenta el rRNA 16S d’aproximadament 1.600 nucleotids,
mentre que la LSU esta constituida pels rRNAs 23S i 5S d’aproximadament 3.000 i
120 nucledtids, respectivament. La sequéncia dels rRNAs presenta zones altament
conservades contraposades amb regions de sequéncia molt variable (fig. 1.11).
Aquesta caracteristica fa dels rRNAs uns potents marcadors moleculars permetent
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I'elaboracié d’arbres filogenétics molt robusts, de manera que en funcié de la similitud
o diferéncia de sequéncia de rRNA classifiquen els microorganismes en dominis i
taxons en base a la seva proximitat filogenética a nivell molecular (Woese et al.,
1990). A més, cada cél-lula conté multiples ribosomes (100-100.000 per cél-lula
procariota) i multiples copies dels gens de rRNA a cada cromosoma, facilitant en gran
mesura la seva deteccio en les mostres a estudiar. Per tot plegat, I'is des de fa uns
30 anys d’aquests gens com a marcadors filogenétics (Woese i Fox, 1977), va
suposar una revolucié en el camp de I'ecologia microbiana i a esdevingut una eina

essencial per I'estudi de la diversitat microbiana.
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Figura. 1.11 Estructura secundaria d’'una molécula 16S rRNA model en base Escherichia coli.
Les regions altament variables es mostren en vermell, les altament conservades es mostren
en verd, en negre els altres nucledtids. Els llocs d’unié dels encebadors més freqlents
utilitzats en I'amplificacié per PCR es mostren en blau, les fletxes mostren la direccionalitat
d’amplificacié d’alguns encebadors freqliientment usats (Stackebrandt, 2001).

Paral-lelament als treballs basats en la filogénia dels gens ribosomals, s’han
desenvolupat diversos repositoris de dades publiques, com soén la base de dades del
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) el Ribosomal Database Project (RDP)
(http://rdp.cme.msu.edu/; Cole et al.,, 2009) o la base de dades de SILVA
(http://www.arb-silva.de/; Pruesse et al., 2007), que faciliten I'analisi i interpretacié de
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les dades en base a la comparacié de sequéncies d’aquests gens. En aquest sentit
han aparegut multitud d’eines informatiques per a la gestié i comprensié de la gran
quantitat d’informacié de seqliéncia disponible, permeten la construccié d’arbres
filogenétics aixi com el disseny d’encebadors i sondes per a grups bacterians
especifics (ARB Project; Ludwig et al., 2004).

Per altre costat existeixen altres técniques bioquimiques basades en I'analisi dels
lipids cellulars com a marcadors filogenétics moleculars per a [l'estudi i
caracteritzaci6 de comunitats microbianes. L’analisi dels acids grassos dels
fosfolipids de membrana (PLFA) és una técnica que permet estudiar la composicio de
la biomassa, la fisiologia i viabilitat cel-lular, la taxonomia de la mostra i inclis la
funcionalitat dels grups presents (Green i Scow, 2000). Els lipids en general,
constitueixen al voltant d’'un 5% del pes sec d’un bacteri (Lechevalier, 1977) de
manera que presenten notables diferéncies estructurals i funcionals entre ells.
Aquestes caracteristiques mitjancant la técnica PLFA es tradueixen en un eficag
marcador filogenétic que permet la caracteritzacié de les comunitats microbianes en
base a l'analisi i comparacié dels lipids en bases de dades especifiques. La
metodologia d’analisi esta descrita detalladament per Findlay (1996). Una de les
aproximacions més integrals a I'hora de caracteritzar una comunitat complexa
mitjangant I'analisi PLFA és I'is de la informacio de tots els lipids (fins a 50-100 en
mostres ambientals) col-lectivament com una empremta taxonomica per a aquella
comunitat especifica (Bossio i Scow, 1998). Freqlentment en l'estudi de les
comunitats microbianes per PLFA s’utilitzen métodes estadistics multivariables per a
simplificar les dades i revelar els patrons per a cada mostra (Ludvigsen et al., 1997).

1.3.2 CLONATGE I SEQUENCIACIO DELS GENS 16S RRNA

La metodologia de clonatge i sequenciacio del gen de 16S rRNA ha estat una de les
aproximacions més habituals en l'estudi de la composicié bacteriana de diversos
ambients i bioprocessos (Giovannoni et al., 1990; Talbot et al., 2008). L’existéncia de
regions universalment conservades en els extrems 3’ i 5’ de les sequéncies géniques
de 16S rRNA permet I'amplificacié per PCR, mitjancant I'is d’encebadors universals,
de practicament la totalitat de gens 16S rRNA presents en la mostra. L'estudi
filogenétic es fonamenta en base a les regions internes hipervariables existents en el
gen amplificat. El procés de clonatge posterior a 'amplificacio dels fragments, permet
mantenir i processar separadament cada una de les seqléncies i aixi caracteritzar-

les individualment per sequenciacio.
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Figura. 1.12 Diagrama resum de les diferents possibilitats en la caracteritzacié una mostra
ambiental mitjangant la construccié d’'una llibreria de clons en base les sequéncies dels gens
de rRNA. RT, transcriptasa reversa.

En funcié de les caracteristiques de la mostra i de 'objectiu d’estudi (fig. 1.12) el
procediment metodoldgic a seguir presenta certes particularitats, perd en general la
metodologia passa per una extraccio inicial global dels acids nucléics de la mostra,
generalment DNA genomic, seguida per una amplificacié dels fragments dels gens
16S rRNA. En base a I'eleccio dels encebadors d’amplificacid és possible focalitzar a
nivell taxondmic l'abast de la llibreria de clons a construir. Es recomanable no
realitzar cicles d’amplificacié excessivament llargs (entre 10 i 25 com a maxim) per tal
de minimitzar les desviacions causades per I'amplificacié preferent d’espécies
dominants. No obstant aquesta problematica és intrinseca a totes les aproximacions
basades en amplificacié per PCR. Els fragments amplificats son lligats en un vector
plasmidic i transformats a una cel-lula receptora. En funcié de la longitud del fragment
a clonar i el métode resolutiu d’analisi final, existeixen diferents metodologies per a la
construccido de la llibreria de clons. Finalment els clons poden ser processats
individualment i seqlienciats directament a partir dels encebadors d’amplificacio
inicial. En base a la informacié de sequéncia obtinguda per a cada un dels clons
sequenciats es realitza una caracteritzacid filogenética de cada clon a partir de
l'analisi comparatiu de seqiéncia, mitjangant eines informatiques, en les diferents

bases de dades especifiques per a seqliéncies ribosomals.
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Un parametre que és necessari controlar és el nombre minim de clons que s’ha
d’analitzar per a cobrir tota la diversitat microbiana existent en la mostra a estudiar.
Per determinar-lo s’usen les anomenades corbes de rarefacci6 que permeten
analitzar la cobertura de la diversitat poblacional per a una col-leccié de clons
construida (Moyer et al., 1994). A partir de l'agrupaciéo dels clons en unitats
taxondomiques operacionals (OTU), les corbes de rarefaccio relacionen el nombre de

clons sequenciats amb el nombre d’OTUs diferents totals.

El clonatge i sequenciacié dels gens 16S rRNA proporciona una profunda i acurada
informacio filogenética dels membres de comunitats microbianes complexes, malgrat
els desavantatges relacionats amb el temps de dedicacié i els costos operacionals
necessaris pel seu desenvolupament. En aquest sentit, no es considera una técnica
apropiada per a fer seguiments poblacionals en mostreigs periddics. No obstant,
mitjangant aquests estudis s’obté una important informacié de seqliéncia que permet
el plantejament d’estudis posteriors més especifics i concrets, com per exemple
estudis quantitatius de PCR a temps real en base al disseny d’encebadors o al
seguiment de subgrups taxondmics mitjangant sondes d’oligonucledtids especifiques.
En aquest sentit, la informacio de sequiéncia generada resulta de gran importancia en
estudis de FISH pel seguiment de d’espécies i grups de microorganismes, permetent
el disseny de sondes especifiques per a les poblacions d’interés.

1.3.3 HIBRIDACIO /N SITU PER FLUORESCENCIA (FISH)

La metodologia de FISH és una técnica ampliament estesa en els estudis de les
comunitats microbioldogiques ambientals que permet hibridar mostres complexes
sense alterar la morfologia ni I'estructura cel-lular dels microorganismes que la
conformen. La hibridacié in situ per fluorescéncia detecta sequéncies concretes
d’acids nucléics, usant sondes associades amb un fluordfor que hibriden de manera
especifica amb la seva seqiéncia complementaria present en el microorganisme
d’estudi.

Mitjangant la utilitzacié de sondes d’oligonucleotids fluoromarcades i especifiques per
a molécules de 16S rRNA, és possible avaluar la identitat filogenética, la morfologia,
el nombre i la distribucid espaial de microorganismes dins una mostra ambiental
(Amann et al., 1995). L’alt numero de copies de molécules de rRNA aixi com la
variabilitat filogenética intrinseca en algunes de les seves regions fan d’aquest
marcador una sensible diana per a la FISH.

Els principals passos en la metodologia FISH usant rRNA com a diana es mostren en

la figura 1.13. Inicialment es fixa la mostra per tal d’estabilitzar la morfologia cel-lular
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a més de permeabilitzar la paret de la cél-lula per a permetre la subseglent
hibridacid. Posteriorment es realitza la incubaci6 amb la sonda marcada, durant
aquest periode, els oligonucledtids fluoromarcats difonen intracel-lularment i hibriden
especificament amb la seva sequéncia complementaria. La llargada estandard dels
oligonucledtids usats com a sonda per a FISH pot variar de 15 a 30 pb, perd
independentment de la llargada, en la majoria dels casos el fluorocrom esta unit a
'extrem 5’ de la sonda. L’excedent de sondes no hibridades i/o inespecifiques és
eliminat abans de I'observacié de la mostra. Finalment la identificacié i quantificacié
de les cél-lules hibridades en una mostra es pot realitzar mitjangant microscopia

d’epifluorescéncia o bé utilitzant la citometria de flux.
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Figura 1.13 Esquema del procediment seguit en la realitzacié de FISH. La mostra es fixa per
estabilitzar les cél-lules i permeabilitzar les membranes. Les sondes poden ser
fluoromarcades diferencialment, i aixi poder realitzar hibridacions simultanies per una mateixa
mostra. Després de la hibridacio, es renta 'excedent de sondes i es prepara la mostra pel
tipus d’analisi de fluorescéncia escollit (Amann i Fuchs, 2008).
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Mitjancant microscopia confocal i un processament d’'imatge posterior es possible
quantificar, de manera relativa, la preséncia d’'un determinat grup de bacteris en la
mostra d’estudi. Jubany et al., (2009) va crear un métode automatic per a la
determinacio de la fraccié de biomassa hibridada especificament referida a un global
de bacteris presents. Tot i que mitjangant citometria de flux la quantificacié d’'una
senyal fluorescent seria més directe, amb l'analisi de FISH mitjangant microscopia
confocal existeix el valor afegit de descriure la distribucid espaial de la comunitat
microbioldgica immobilitzada, com per exemple en estudis de biopel-licules (Shiraishi
et al., 2008). Un dels avantatges més utilitzats de la técnica FISH és la possibilitat de

realitzar, en un mateix estudi, varies hibridacions simultanies usant sondes marcades

37



amb fluorofors diferents. Les sondes poden reconéixer de manera diferencial
sequéncies especifiques de diferents grups filogenétics permeten realitzar estudis de
seguiment simultani de diferents grups de microorganismes en comunitats complexes
(Maestre et al., 2010).

L’enorme quantitat d’informacié de sequéncia derivada de la multitud d’estudis
realitzats al voltant del gens 16S rRNA, ha propiciat I'aparicié de diverses bases de
dades especifiques com sén SILVA (SILVA rRNA database project; Pruesse et al.,
2007) o el Ribosomal DataBase Project (RDP release 10, Cole et al.,, 2009), que
recullen la informacié de practicament 2.000.000 de sequéncies diferents de rRNA.
La disponibilitat d’aquestes dades de seqliéncia és d’especial importancia pel disseny
de noves sondes d’oligonucleotids per a estudis de FISH. En aquest sentit, existeixen
diferents programes i aplicatius lliures, estructurats al voltant d’aquestes bases de
dades, per al disseny de noves sondes per a FISH, com el programa ARB (ARB: a
software environment for sequence data; http://www.arb-home.de/; Ludwig et al.,
2004) i el programa PROBER (PROBER: oligonucleotide FISH probe design
software; Navin et al., 2006). Altres programes com el ProbeCheck (Loy et al., 2008)

permeten I'avaluacio in silico de la cobertura de sondes. Per altre costat, existeixen
també diversos projectes de bases de dades exclusius per a sondes especifiques de
sequéncies de rRNA, com és el cas de la base de dades publica ProbeBase
(http://www.microbial-ecology.net/probebase/; Loy et al., 2003). Aquest ampli ventall

de programes i aplicatius, es fonamenten en la informacié de seqliéncia disponible, al
mateix temps que agrupen, ordenen i racionalitzen la informaci6é existent en les
diferents bases de dades.

Degut al seu potencial, la técnica FISH és una metodologia implementada en
diversos ambits d’estudi ja que permet visualitzar, identificar, enumerar i localitzar
grups de microorganismes de manera efectiva i sensible, i independentment al seu
cultiu o del seu aillament previ. Contraposadament al seu potencial, la seva aplicacio
va lligada a la disponibilitat de la propia informacid6 de seqiéncia dels
microorganismes d’interés, que no sempre és troben en les bases de dades. També
cal tenir present la cobertura real de les sondes escollides (Daims et al., 1999) aixi
com els falsos positiu i falsos negatius que es poden generar durant el procés
d’hibridacid6 de la sonda (Siyambalapitiya i Blackall, 2005). En el camp dels
bioprocessos, concretament en biofiltracié, aquesta és una eina potent que ha
permés realitzar el seguiment de microorganismes d’interés a diferents condicions
d’operacio (Maestre et al., 2010).
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1.3.4 ALTERNATIVES RESOLUTIVES EN L'ESTUDI DE MARCADORS
FILOGENETICS MOLECULARS.

Alternativament al clonatge i seqienciacié dels gens 16S rRNA i a la técnica FISH
existeixen un seguit d’aproximacions resolutives paral-leles en I'estudi de marcadors
filogenétics. Aquestes técniques proporcionen informacio de la diversitat microbiana
existent en comunitats complexes, permeten una analisi rapida i facil entre diferents
mostres. No obstant, aquestes aproximacions estan basades en amplificacié per
PCR, de manera similar a la metodologia de clonatge i sequenciacié. Aixi doncs,
aquestes técniques també estan subjectes a possibles desviacions inherents de les
etapes d’amplificacio, i consequentment poden afectar la resolucié de la diversitat.
Algunes de les aproximacions més freqlients son: I'electroforesis en gel amb gradient
desnaturalitzant (DGGE), el polimorfisme de conformacié de cadena unica (SSCP),
l'analisi de restriccid del DNA ribosomal amplificat (ARDRA), el polimorfisme de
longitud dels fragments de restriccié terminals (T-RFLP) i I'analisi dels espaiadors
intergénics ribosomals (RISA).

i.  Electroforesis en gel amb gradient desnaturalitzant (DGGE)

Les regions hipervariables del gen 16S rRNA poden ser amplificades per PCR a partir
del DNA gendmic d’una mostra utilitzant encebadors universals que hibridin amb les
regions conservades del gen. De manera que la totalitat de fragments obtinguts
poden ser després diferenciats per DGGE. Aquesta técnica es basa en I'electroforesi
dels fragments dels gens rRNA en un gel d’acrilamida que conté un gradient de
concentracio lineal, al llarg del gel, d’'un agent desnaturalitzant com és la formamida i
la urea (Muyzer et al.,, 1993). A la preséncia d’aquests agents desnaturalitzants
s’afegeix el fet que la carrera electroforética es realitza a altes temperatures,
normalment a 60°C amb el que s’acaba d’aconseguir les condicions desnaturalitzants
que permetran la diferenciacié dels diferents fragments amplificats. El conjunt de
fragments amplificats amb els encebadors comuns presenten una mateixa longitud,
perd la sequéncia variable amplificada permet la separacié electroforética dels
diferents fragments revelant la diversitat microbioldgica de la comunitat. L’especificitat
taxondmica dels encebadors usats en el procés d’amplificacié per PCR determina el
0 els grups de microorganismes que seran analitzats. Durant I'electroforesi, els
productes de PCR corren a través del gel en forma de doble cadena fins que arriben
al punt en que comencen a desnaturalitzar-se degut a la concentracié creixent de
desnaturalitzant existent en el gel. Una cop desnaturalitzat, interessa que cada
monocadena de DNA (ssDNA) del fragment amplificat resti immobil en el seu punt de
desnaturalitzacio, evitant doncs que el ssDNA continui corrent a través del gel. Per a
assegurar aquest fet, s’afegeix a I'extrem 5 d’'un dels dos encebadors usats per a
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I'amplificacié una cua poli-GC. Aquesta cua, que incorpora de 40-60 guanines (G) i
citosines (C), proporciona als fragments amplificats una alta temperatura de
desnaturalitzacié (Roelfsema i Peters, 2005). D’aquesta manera s’aconsegueix que,
durant I'electroforesi, els fragments es desnaturalitzin parcialment, restant les cues
poli-GC en forma de doble cadena, generant una molécula de DNA en forma de “Y”
que resta fixada firmament en la seva posicié del gel d’acrilamida. (fig 1.14)

Figura 1.14 Gel de DGGE tenyit amb bromur d’etidi. Es poden observar diferents bandes en
cada un dels carrils del gel. Gel carregat amb diferents mostres de zones concretes del
bioreactor de dessulfuracio d’alta carrega d’H,S.

El percentatge d’acrilamida del gel és ajustat principalment en funcié de la longitud
dels productes de PCR a separar. La mida de les bandes d’'un gel de DGGE
normalment és inferior a 500 pb, de manera que el percentatge d’acrilamida
acostuma a oscil-lar entre el 6% i el 10%. El gradient desnaturalitzant del gel es
defineix en funcié del grau de separacié que es busqui aconseguir, tenint en compte
la heterogeneitat en la composicié de la mostra.

Un dels avantatges d’aquesta técnica és que un cop separades, les bandes
aparegudes poden ser recuperades i sequenciades de manera que, idealment, és
possible relacionar cada banda del gel amb una afiliacio filogenética. A més a més
també permet la hibridacié de sondes especifiques per a poblacions concretes de la
comunitat. Contraposadament, la técnica presenta algunes limitacions com sén el fet
que la longitud dels fragments separats no acostumen a ser majors a 500 pb. Aquest
fet limita la resolucié comparativa en la identificacié de sequéncies diferents de gens
16S rRNA, de manera que un perfil de bandes donat pot emmascarar una diversitat
microbioldgica major amb diferents seqiiéncies migrant conjuntament (Vallaeys et al.,
1997). Tot i aixi un dels principals desavantatges de la técnica DGGE és que els
perfils de bandes generats amb mostres especialment complexes, sovint presenten
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desviacions de certes bandes dominants respecte un seguit de fragments sense
resoldre que es mostren difusament en el carril (Liesack et al., 1997).

La DGGE ha estat ampliament utilitzada en microbiologia ambiental per a estudiar la
diversitat i els canvis poblacionals que esdevenen en comunitats complexes (Muyzer,
1999), com poden ser els bioreactors anaerobics (Connaughton et al., 2006) o
bioreactors de dessulfuracié per al tractament d’emissions contaminants (Sercu et al.,
2006).

De manera similar a la técnica DGGE, existeixen variacions sobre aquesta com la
TGGE, que basada en el mateix fonament que I'anterior, enlloc d’un agent quimic
desnaturalitzant s’utilitza un gradient de temperatura al llarg del gel d’electroforesi

com a factor fisic desnaturalitzant. (Muyzer i Smalla, 1998).
i. Polimorfisme de conformacié de cadena unica (SSCP)

La técnica de SSCP, es basa en la mobilitat electroforética d’'una molécula de ssDNA
a través d’un gel en condicions no desnaturalitzants. La migracié del ssDNA depén
no nomeés de la longitud i pes molecular sindé també de la conformacié tridimensional
que pot adquirir (Lee et al., 1996). El plegament estructural del ssDNA és degut a la
propia sequéncia del DNA. En aquesta técnica es realitza un procés d’amplificacio
per PCR, perd a diferéncia de les metodologies de DGGE i TGGE, no s'usen
encebadors amb cues poli-GC. Les analisis per SSCP presenten principalment dos
inconvenients, un d’ells és la necessitat de fer un realineament de les molécules de
ssDNA durant la migracio electroforética, especialment amb altes concentracions de
DNA; i l'altre, és la possibilitat de formacié de més d’'una conformacié estable del
plegament del ssDNA, que produeix I'aparicié de més d’'una banda per un mateix
fragment (Scwieger i Tebbe, 1998). Tot i aixi, la técnica SSCP ha estat utilitzada amb
exit en diferents mostres ambientals, aixi com en estudis comparatius de les
comunitats microbioldgiques presents en digestors anaerdbics (Delbés et al., 2000).

ii.  Analisi de restriccido del DNA ribosomal amplificat (ARDRA)

Una altra aproximacié resolutiva en l'analisi del marcador filogenétic 16S rRNA
utilitzada en la caracteritzacié de comunitats microbianes complexes és la técnica
ARDRA altrament coneguda com a polimorfisme de longitud dels fragments de
restricci6 (RFLP). Aquesta, és una técnica basada en la restriccié diferencial que
mostren el conjunt de seqiéncies de DNA obtingudes per amplificacié per PCR de la
mostra. Concretament, I'amplificacid dels fragments de 16S rDNA sén generats
mitjangant encebadors universals. El conjunt de fragments obtinguts per PCR sén
digerits amb I'endonucleasa seleccionada, generant polimorfismes de longitud dels
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fragments amplificats en funcié de la propia sequéncia i de les dianes de restriccid
presents. Posteriorment, els fragments sén separats en base a la propia mobilitat
electroforética en gels d’agarosa o acrilamida (Britschgi i Giovannoni, 1991) revelant
la diversitat existent en la mostra ja que el patrd de restriccid diferencial de cada
espécie present en la mostra genera el conjunt de bandes que permetra caracteritzar
la diversitat de microorganismes existent (Massol-Deya et al., 1995; Smit et al.,
1997). Una de les principals problematiques d’aquesta técnica és l'eleccido de la
endonucleasa oOptima per tal d’obtenir la maxima resolucié en funcié de la diversitat
existent. Per altre banda, un problema freqlient en mostres complexes, és 'aparicio
de meés bandes en el perfil de restriccio que el numero de fragments diferents
amplificats, generant una sobreestimacidé quan s’infereix la diversitat de la mostra a

partir dels patrons obtinguts.
iv.  Polimorfisme de longitud dels fragments de restriccié terminals (T-RFLP)

Igual que la técnica de ARDA, la técnica T-RFLP es basa amb el reconeixement per
part de una endonucleasa dels fragments amplificats perd en aquest cas el producte
d’amplificacié és marcat fluorescentment gracies a I'is d’encebadors conjugats amb
fluorocroms en els seus extrems 5’. Posteriorment a la digestio amb endonucleasa,
els fragments es separen fisicament i es detecta I'emissio del fluorofor present en un
dels extrems del fragment usant un seqiienciador capil-lar. Unicament els fragments
derivats de la restriccié que porten incorporat el marcador fluorescent terminal seran
detectats en l'analisi. D’aquesta manera es redueix la complexitat dels perfils de
restriccié obtenint els resultats de I'assaig en forma d’electroforograma (Kitts, 2001).

Avaniss-Aghajani et al. (1994) van ser els primers en utilitzar aquesta aproximacié en
estudis d’identificaci6 de microorganismes en comunitats mixtes. Més recentment
altres autors han aplicat la T-RFLP per a lestudi de les comunitats de
microorganismes en diferents bioprocessos (Liu et al., 1997; Maestre et al 2009) i ha
demostrat ser una metodologia adequada per a 'estudi dels canvis poblacionals al
llarg de l'espai i el temps (Kuske et al., 2002). Un dels principals avantatges
d’aquesta técnica és l'alta resolucié de separacidé dels fragments amb patrons
diferents gracies I'electroforesi en capil-lar que es realitza i a la deteccié del fragment
marcat amb el fluorocrom. A més és possible quantificar les bandes del gel o els pics
de I'electroforograma directament. De tota manera la T-RFLP presenta la limitacio
que no és possible recuperar els fragments de les bandes separades per tal de ser
identificades via sequenciacio o hibridacié. També cal tenir en compte I'elevat cost de
I'equipament necessari, principalment el sequenciador capil-lar.
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v. Analisi dels espaiadors intergénics ribosomals (RISA)

Aquesta técnica es fonamenta en I'amplificacié i I'analisi de la regié espaiadora
intergénica (ISR) existent entre els gens 16S rRNA i 23S rRNA. Aquesta és una regio
variable tant en seqiiéncia com en longitud degut a la menor pressié selectiva i les
possibles insercions i delecions adquirides durant el procés evolutiu. Les ISR poden
ser amplificades per PCR mitjangant el disseny d’encebadors a partir de nucleotids
conservats dels extrems 5’ dels gens 23S rRNA i dels extrems 3’ dels gens 16S rRNA
(Garcia-Martinez et al.,, 1999). Un avantatge d’aquesta técnica enfront d’altres
aproximacions és que els productes de PCR son resolts directament per longitud en
un gel electroforétic d’agarosa, podent recuperar les bandes per a la seva
sequenciacio. Per altre costat, una de les limitacions d’aquesta aproximacio és la
sobrerepresentacié de fragments curts d’'ISR i el fet que, la preséncia de més d’'una
copia dels gens ribosomals per un mateix genoma pot generar I'existéncia de
diferents ISR per una mateixa espécie bacteriana (Nocker et al., 2007). No obstant,
aquesta técnica ha estat utilitzada satisfactoriament en l'estudi de comunitats
microbianes de mostres de sols (Hewson i Fuhrman, 2004) aixi com en sistemes de
tractament d’aigles residuals (Castillo-Gonzales i Bruns, 2005).

1.4. ANALISIS “BIO-OMIQUES” PER A LESTUDI DE
COMUNITATS MICROBIANES COMPLEXES

Les técniques de biologia molecular classiques, anteriorment descrites, permeten
revelar la composicio i distribucié dels consorcis microbians que es desenvolupen en
entorns complexes, incrementant el coneixement sobre la composicid de les
comunitat microbianes complexes implicades, entre d’altres, en els processos de
biofiltracié (Maestre et al., 2010). Tot i aixi, aquests estudis en cap cas permeten
establir les interaccions i funcions de les espécies dins de la comunitat de
microorganismes d’aquests bioreactors. Per aquesta rad, el paradigma estructura-
funcié de les comunitats microbianes complexes continua sent un dels majors reptes
de I'ecologia microbiana i dels bioprocessos ambientals.

Recentment, gracies els avengos de les noves plataformes de seqlenciacio i a
'enorme capacitat d’analisi computacional desenvolupada per a la interpretacio de
les dades, han aparegut noves aproximacions aplicables en 'estudi de les comunitats
microbianes a diferents nivells. Les anomenades “bio-Omiques”, comparteixen, en
general, tres grans caracteristiques que contrasten amb les técniques de biologia
molecular classiques. A diferéncia d’aquestes, son metodologies d’alt rendiment,
basades en l'analisi massiu de dades i amb un enfocament holistic del sistema. En
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aquest sentit, 'objectiu de les “bio-dOmiques” és considerar els sistemes bioldgics com
a sistemes integrals totals, enlloc de meres col-leccions parcials basades en la
informacié de sequéncia relacionada (Ishi i Tomita, 2009). Sota aquest concepte han
aparegut diversos ambits de recerca com son la gendmica, la transcriptomica, la
protedmica, la metabolomica i inclus la interactomica (Fiehn, 2001; Singh i Nagaraj,
2006; Lin i Qian, 2007; Kandpal et al., 2009) que estudien i consideren cada un dels

nivells cel-lulars des d’'un punt de vista global i integral del sistema biologic.

Focalitzant l'aplicaci6 d’aquestes analisis en la microbiologia ambiental, la
metagendomica permet I'estudi de la diversitat microbiana d’'una manera quantitativa,
en base a la sequienciacié massiva del conjunt de genomes d’un entorn determinat
(Handelsman, 2004; Ghai et al, 2011). De manera similar, [I'analisi
metatranscriptomica permet contemplar quantitativament I'expressié génica per a
comunitats complexes de manera integral, reflectint 'expressié de la totalitat de gens
actius en un moment i condicié ambiental concreta (Zhang et al., 2010). Aixi doncs en
base a aquestes analisis i I'enorme quantitat d’'informacié derivada, és possible
afrontar I'estudi de les comunitats microbianes des de la perspectiva estructura-
funcid, revelant importants aspectes de I'ecologia microbiana d’aquestes comunitats.

1.4.1 TECNOLOGIES DE SEQUENCIACIO DE NOVA GENERACIO

El métode de seqlenciacié automatitzat de Sanger (Sanger i Coulson, 1975),
anomenat aixi en honor al dos vegades premi Nobel, Frederick Sanger, es considera
la base de les tecnologies de seqlenciacié de DNA de “primera generacio”. Aquesta
ha estat la plataforma dominant, durant aproximadament dues décades, permetent
grans avencgos en el camp de la genética i la biologia molecular. Tot i les nombroses
millores técniques acumulades al llarg d’aquesta época, les limitacions dels sistemes
automatitzats per sequenciaci6 de Sanger van demostrar la necessitat de noves i
millors tecnologies per a la recerca. En aquest sentit I'estat tecnoldgic de les
plataformes de sequenciacié de DNA ha viscut en els ultims deu anys una important
revolucio focalitzada en I'optimitzacié i millora dels rendiments de lectura d’aquestes
tecnologies. Aquest fet ha conduit a I'aparicié de noves tecnologies de sequenciacio
basades en diferents estratégies, pero totes elles generadores d’enormes quantitats
de dades d’informacié de seqliiéncia acurada d’'una manera rapida i a un baix cost. En
certs casos poden arribar a generar més d’un bilié de lectures per reaccié. Sens
dubte, la disponibilitat d’aquestes tecnologies de nova generacié ha canviat la
manera de planificar les investigacions i els propis horitzons d’aplicacié d’aquestes
plataformes, permetent afrontar nous desafiaments en projectes tant diversos com la
sequenciacio de genomes (Beller et al. 2006), la investigacio clinica (Sugarbaker et
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al., 2008; Kenri et al.,, 2012), els estudis ambientals (Vila-Costa et al., 2010;
Wisniewski-Dyé et al., 2011) i un llarg etcétera de projectes basats en informacio de
sequéncia de DNA.

Les tecnologies de sequenciacié de nova generacié inclouen diferents métodes i
procediments que es poden agrupar en termes generals en tres blocs: (1) la
preparacio de la mostra, (2) la sequenciacié i obtencié de la imatge, (3) i I'analisi de
les dades. La singularitat de cada un dels protocols especifics distingeix cada
tecnologia i en determina el tipus de dades obtingudes en cada plataforma. Aixi
doncs, algunes d’aquestes plataformes com ROCHE/454, Illlumina/Solexa, Life/APG,
Helicos BioSciences, Polonator Instrumenti Pacific Biosciences soén diferenciables
tecnoldgicament entre si, i per tant comparables en termes de particularitats de
sequenciacio i costos (taula 1.5). En part, la coexisténcia de totes elles depén
d’'aquestes caracteristiques técniques, que diferencien cada plataforma i es
tradueixen en certs avantatges en funcié de I'aplicacio i els objectius del projecte de

sequenciacio que es pretén realitzar.

La preparacid de la mostra (1) és un del passos importants en quant a la
representativitat de la mostra, evitant el biaix del material genétic a sequenciar. En la
majoria dels casos els métodes actuals impliquen una fragmentacié a I'atzar dels
genomes generant basicament dues formes de fragments petits, les anomenades
“fragment templates” i les “mate-pair templates”. Una caracteristica comuna en totes
les plataformes de seqlenciacié de nova generacio és que la mostra a sequenciar és
immobilitzada o unida a una superficie solida o de suport. La immobilitzacié de les
mostres separades en I'espai permet la seqlienciacié de milers a bilions de reaccions

de seqlenciacié simultanies.

Amplificacio-clonatge de la mostra: La majoria de sistemes d’obtencié dimatges

durant la seqlienciacid no son capacgos de detectar la fluorescéncia d’'una unica
molécula, per tant és necessaria I'amplificacié de la plantilla com a preparacié de la
mostra. Els dos métodes més comuns son la PCR en emulsié (emPCR) (Dressman
et al., 2003) i I'amplificacié en fase solida (Fedurco et al., 2006). En el cas de la
emPCR després de I'amplificacid i enriquiment de les esferes emPCR, aquestes
s’immobilitzen en diferents superficies en funcié de la plataforma. En Polonator
Instrument les emPCR s’immobilitzen en un gel de poliacrilamida sobre la superficie
d'un portaobjectes (Shendure et al., 2005), o be s'uneixen quimicament a la
superficie d’un vidre recobert amb grups amino, de la mateixa manera que succeeix
en la plataforma Life/APG (Kim et al., 2007). En la maquina de Roche/454 les esferes
emPCR es dipositen directament sobre la Pico Titer Plate (Leamon et al., 2003),

superficie on es realitza la sequenciacio.

45



En el cas de I'amplificacié en fase solida (lllumina/Solexa) es poden generar fins a
200 milions de conjunts de mostres separades en I'espai (Dolan i Denver, 2008),
generant un gran nombre d’extrems lliures susceptibles d’hibridacié pels encebadors

universals de sequenciacio.

Mostra de moléecula unica: En certs casos especifics en que per exemple es disposa

de poca quantitat de material gendmic inicial (<1 pg), la preparacié de la mostra es
pot realitzar seguint una metodologia diferent. Generant plantilles d’'una sola molécula
de DNA, per métodes que no requereixen amplificacié per PCR (Harris et al., 2008).
Aquest fet diferencial pot suposar un clar avantatge en seqliéncies amb variants
gendomiques, al igual que s’eviten el problemes de biaix derivats de I'amplificacié per
PCR de genomes rics en A-T o G-C. Les plataformes de Helicos BioSciences i de
Pacific Biosciences son les Uniques capaces de seqlienciar aquesta tipologia de

mostres.

Sequenciacio i obtencié d'imatge (2). En funcié de si s’ha realitzat una ampliacié-
clonatge de la mostra, o una preparacioé de molécula Unica, els fonaments del métode
de sequenciacié son especifics per a cada cas, ja que les estratégies d’obtencio
d’'imatges seran diferents entre elles. Referent a la quimica de la sequenciacié la
majoria de metodes es basen en sequenciacié per sintesi, tot i aixi, alguna plataforma
utilitza la sequenciacié per lligacié (SBL), una aproximacié en que la DNA polimerasa
és substituida per una DNA ligasa. En termes de sequenciacié per sintesi, el métodes
es poden classificar en terminacio ciclica reversible (TCR), addicioé de nucleotid (AN) i

sequenciacio a temps real (STR).

Com el propi nom indica, la sequenciacié per TCR utilitza terminadors reversibles en
una metodologia ciclica que condueix a la incorporacié de nucleotids, seguida per la
generaci6é d’una senyal fluorescent i I'escissié final tancant el cicle (fig. 1.15). La clau
del metode TCR soén els terminadors reversibles. Alguns exemples de terminadors
reversibles utilitzats satisfactoriament en sequienciacié per TCR soén els terminadors
3’-0O-alil-2’-desoxiribonucledsid trifosfat (ANTPs) (Ju et al., 2006) i 3’-O-azidometil-
dNTPs (Guo et al., 2008).
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Fig. 1.15 a) Sequenciacié per TCR amb quatre colors, métode utilitzat per la plataforma
lllumina/Solexa. Amplificacio en fase sodlida. Després del rentat dels nucleotids no incorporats,
es regeneren els grups 3'-OH amb un agent reductor tris(2)-carboxyethyl phosphine (TCEP)
per tal de permetre els cicles posteriors. b) La generacio d’'imatge permet identificar quin dels
nucleotids s’ha incorporat en cada posicié generant lectures mitjanes de 45 pb. L’error més
frequent en aquesta plataforma de seqlienciacié sén les substitucions.

Un altre métode de seqlenciacio ciclic similar al TCR és la SBL que utilitza una DNA
ligasa (Tomkinson et al., 2006) conjuntament amb sondes marcades fluorescentment.
Les sondes estant basades en una unica base codificant (0 dues com a maxim)
complementades per bases degenerades i bases universals. El cicle s’inicia amb la
hibridacié de la sonda marcada fluorescentment amb la seva regié complementaria.
Es llavors quan la DNA ligasa actua unint la sonda al primer fixant la sonda especifica
complementaria a la plantilla. D’aquesta manera es determina la identitat de la sonda
ligada mitjangant la fluorescéncia de la propia sonda. El cicle finalitza amb
l'alliberacié del marcador fluorescent regenerant el grup 5-PQO, permeten posteriors
cicles de lligacié (fig. 1.16) .
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Fig. 1.16 a) Sequenciacié per lligacié de la plataforma Life/APGd’Applied Biosystems.
Posteriorment a la unié del encebador universal (n) s’afegeix una llibreria de sondes
fluorescentment marcades amb els nucledtids candidats a la lligacié. La lligacié pot ser
bidireccional tant, 5-PO, com 3’-OH, i es realitza sota condicions favorables per la selectiva
hibridacié. Després de la lligacié i obtencié de la imatge, s’allibera el marcador fluorescent
regenerant I'extrem 5’- PO,. El cicle d’hibridacid, lligacio, generacié imatge i regeneracié es
repeteix n-cicles. Posteriorment, 'encebador extens per lligacié és alliberat i es repeteix una
segona ronda de lligacié amb un altre encebador (n-1), de manera que es confirma la base
ligada una posicié a I'esquerra. D’aquesta forma cada base és sondejada dues vegades
augmentant la fiabilitat de la sequéncia. Les sondes de lligacié sén dissenyades per tal de
determinar la primera (x) i segona (y) posicié contiglies de la sonda hibridada, per tant 16
dinucleotids possibles marcats fluorescentment sén usats. b) Esquema codificant de 2 bases,
les 4 sequiéncies de dinucledtids estan associades a una coloracié (AA, CC, GG i TT son
codificats pel color blau). Cada sequéncia és interrogada dues vegades recollint la senyal
fluorescent generada. Les lectures de color sén alineades amb un genoma de referéncia i
descodificades en sequéncia d’ DNA.
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La sequenciacié per AN o també referida com a piroseqlenciacié consisteix en un
meétode no electroforétic bioluminescent que mesura [alliberacid de pirofosfat
convertint la mesura en llum visible mitjangant reaccions enzimatiques (Ronaghi et
al., 1996 i 1998). A diferéncia d’altres metodologies que utilitzen nucledtids modificats
per interrompre la sintesi de DNA, el métode de piroseqienciacio (fig. 1.17) es basa
en lactivitat de la DNA polimerasa mitjancant I'adici6 de dNTPs en condicions
limitants. La plataforma de pirosequenciacié comercialitzada per Roche/454 utilitza
les mostres de DNA en emPCR, seqlienciant simultaniament de 1-2 milions d’esferes
emPCR dipositades en els forats de la Pico Titer Plate (PTP). Cada petita esfera
emPCR té unida a la seva superficie sulfurilases i luciferases que permeten la
generacié de llum. Una vegada distribuides totes les esferes emPCR pels pouets de
la PTP, la pirosequenciacié s’inicia amb I'adicié individual de dNTPs en cada pouet
de manera predeterminada i amb un ordre seqiencial. La bioluminescéncia és
registrada amb un dispositiu localitzat a la base dels pouets, de manera que la llum
generada per la cascada enzimatica es transforma en una série de pics del PP,
flowgram. En repeticions d’homopolimers durant la sintesi, el nombre de dNTPs
afegits és directament proporcional a la senyal lluminica generada. Recentment,
millores de disseny, com la cobertura de titani en la PTP ha permés augmentar
considerablement la longitud de les lectures i la qualitat de les dades, reduint el

creuament entre pouets adjacents.
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Fig. 1.17 Piroseqlienciacié de la plataforma de Roche/454. Després de carregar les perles
amb el DNA amplificat en els pouets de la placa PTP, s’afageixen les petites esferes
transportadores de les sulfurilases i luciferases. A la imatge unicament es mostra 'exemple
per a un sol tipus de dNTP (citosina). La PTP esta muntada sobre una cambra de fluxe que
permet la incorporacié sequencial dels reactius a cada pouet on es dur a terme la reaccié. A la
part inferior de la placa, sota cada pouet, mitjangant fibra optica i un dispositiu d’alta resolucio
acoblat és possible detectar i registrat la llum generada per a cada nucledtid afegit. El
pirofosfat (PPi) alliberat en la sintesi, es convertit a ATP alliberant llum de 'oxidaci6 de la
luciferina a oxiluciferina. La llum generada per la cascada enzimatica és registrada en forma
de grafic on cada dNTP afegit és proporcional a la senyal lluminica registrada. La mitjana de
les lectures és al voltant de 400 pb i I'error més freqlient son les insercions.
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A diferéncia dels terminadors reversibles que aturen ciclicament la sintesi de DNA, el
métode de seqienciacié STR, desenvolupat per la companyia Pacific Biosciencies
(Eid et al., 2009) basa el fonament d’aquesta tecnologia, en la sintesi continua de
DNA mitjangant la incorporacio de nucledtids marcats que generen imatges al mateix
temps de la sintesi del DNA (Metzker, 2009). En la plataforma de Pacific
Biosciencies, una unica molécula de DNA polimerasa és immobilitzada a la superficie
del fons de cada “zero-mode waveguide detector” (ZMW detector) (Levene et al.,
2003), de manera que la informacié de sequéncia s’obté en funcié de la fosfo-unio

dels nucledtids incorporats al encebador de la cadena en sintesi (fig.1.18)
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Figura 1.18. Sequenciacié en temps real. Es mostra el métode de sequenciaci6 STR amb 4
colors de Pacific Biosciencies. a) ZMW detector redueix el volum dobservacié de la
sequenciacié, minimitzant la preséncia de possibles nucledtids marcats en la zona de deteccid
que recull la fluorescencia. b) El temps de residéncia dels nucleotids fosfo-units al lloc actiu,
ve definit pel rendiment de la polimerasa, i tipicament correspon a una escala de milisegons.
El pols de fluorescéncia ve donat pel periode en que el fluordfor fosfo-unit al nucledtid ocupa
el limit de deteccio del detector ZMW.

Probablement una de les tecnologies de sequenciaci®6 més innovadores i
prometedores, i a la vegada distant dels métodes presentats, és la tecnologia de
sequenciacio basada en nanoporus de la companyia Oxford Nanopore Technologies.
La gran versatilitat d’analisi d’aquesta tecnologia permet la descripcié de molécules
de DNA, RNA i inclus proteines (Branton et al.,, 2008; Olasagasti et al., 2010).
Respecte a la sequenciacié de DNA per nanoporus existeixen dues aproximacions
diferenciades en el métode de translocacié del DNA a través del nanoporus. Per un
costat hi ha el métode de seqlienciacié per cadena, que va sequenciant en temps
real a mesura que va transposant una de les cadenes de DNA a través de la proteina
nanoporus, i per altre costat hi ha el métode de seqlienciacié per exonucleasa que va

sequenciant a temps real a mesura que van fluint els nucleodtids individuals a través

51



del nanoporus degut a 'accié d’'una exonucleasa ubicada a un costat del nanoporus.
Aquesta innovadora tecnologia de sequenciaci6 encara es troba en fase de
desenvolupament, tot i que ja s’ha anunciat la seva comercialitzacié durant I'any 2012
en les anomenades plataformes GridlON i MinlON, aquesta ultima en forma de
dispositiu portatil USB.

L’aparicié de noves plataformes de seqlenciacié és una evidéncia de la revolucio
tecnologica al voltant d’aquesta nova generacid de sequenciadors de DNA, de
manera que en funcié dels objectius de recerca és necessari analitzar i valorar les
prestacions i caracteristiques de cada plataforma en questio, per tal d'utilitzar la
plataforma que més s’adequi a les necessitats del projecte.

Taula 1.5. Comparativa de les tecnologies de seqlienciacié de nova generacié. (taula adaptada
Metzker, 2009).
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Alineament i assemblatge de sequéncies (3). Posteriorment a la generacié de les
lectures, en totes les plataformes sequenciacio, és necessari realitzar I'alineament de
les seqliéncies. Existeixen principalment dues aproximacions per tal de reconstruir la
configuracié de sequéncia original a partir de les dades crues de la sequenciacio.
Una d’elles és mitjangant la comparacié amb bases de dades conegudes (Trapnell i
Salzberg, 2009) i I'altre mitjangant I'assemblatge de novo (Chaisson et al., 2008) a
partir de la reconstrucci6 de sequéncia. La decisié a I'hora d’escollir I'estratégia
adequada es basa principalment en [l'objectiu bioldgic pretés, l'existéncia de
sequencies prévies iguals o similars a les obtingudes, perd també entren a

consideracio els costos i esforgos necessaris per obtenir I'aplicacio final.

Respecte a Il'aproximacié per alineament de sequéncies, existeixen algunes
limitacions com per exemple I'alineament de regions repetitives dins el genoma de
referencia (Frazer et al., 2009). Aquestes situacions poden generar variabilitat de
variants estructurals entre el genoma de referéncia i el genoma analitzat. Aquestes
limitacions perd es poden minimitzar des d’'un punt de vista preventiu durant la
preparacio de la mostra inicial, ja que amb lectures “mate-pair’ s’afavoreix la qualitat
de l'alineament posterior (Korbel et al., 2007).

L’assemblatge de novo ha estat I'estratégia d’eleccié per a la sequenciacio de
genomes bacterians i cromosomes bacterians artificials (Hernandez et al., 2008), tot i
aixi la seva aplicaci6 en genomes humans té reptes importants a solucionar. En
aquest sentit, una forma de millorar la qualitat de I'alineament o assemblatge de les
lectures en projectes de novo, és augmentar la cobertura de sequenciacié de la
mostra facilitant el calcul computacional (Harismendy et al.,2009).

1.4.2 BASES DE DADES I BIOINFORMATICA

L’aparicio de les plataformes de sequienciacié de nova generacio i la subseguent
produccié de milers de milions de seqliencies de DNA ha questionat la infraestructura
dels sistemes d’informacié existents en termes de transferéncia de dades,
emmagatzematge, qualitat i control de les sequiéncies obtingudes. Els avengos en
bioinformatica estan essent una realitat necessaria i imprescindible per a mantenir el
constant creixement de la informacié de seqliéncia generada, aixi com per a
optimitzar els sistemes d’analisi computacional per a I'alineament i assemblatge de

les lectures en les bases de dades disponibles.

Els sistemes d’'informacié existents, s’estructuren en diferents bases de dades
publiques com GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), DOE Joint Genome Institute
(http://www.jgi.doe.qgov/), EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/) o DDBJ
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(http://www.ddbj.nig.ac.jp/), que emmagatzemen les dades generades de manera

interconnectada facilitant la cerca d’informacié de forma creuada. No obstant, la
funcionalitat d’aquestes bases de dades publiques, no es redueix a la simple
concentracié i acumulacié de dades experimentals per a la consulta individual, sin6
que el conjunt de projectes “omics” desenvolupats i la necessitat d’analitzar
conjuntament aquestes dades mitjancant sofisticades eines computacionals, fan que
les diferents bases de dades existents s’'usin a més, com a eines d’analisi i
interpretacié de dades en els nous projectes experimentals que es desenvolupen
(Waters et al., 2006) .En aquest sentit diversos programaris com MEGAN (Huson et
al., 2011; http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/), Galaxy (Goecks et al.,
2010; http://main.g2.bx.psu.edu/) o Blast2GO (Conesa et al., 2005;
http://www.blast2go.com/) sén algunes de les estratégies usades en l'anotacié de

dades experimentals de projectes “omics”. De manera similar, s’han creat diferents
projectes informatics estructurats al voltant de bases de dades especifiques
interconnectades, que permeten categoritzar i analitzar dades experimentals des de
diferents objectius finals. Aixi per exemple, el projecte bioinformatic d’ExPASy (SIB,
Swiss Institute of Bioinformatics; http://expasy.org/) engloba diferents aplicacions i

bases de dades per a I'analisi bioinformatic individual aixi com col-lectiu; el projecte
Gene Ontology, GO (Ashburner et al., 2000; http://www.geneontology.org/) permet la

descripcié de sequéncies en base I'analisi ontologica i el projecte KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; http://www.genome.jp/kegg/) engloba

importants diposits publics de dades bioldgiques per a la caracteritzacio especifica de
sequéncies des de diferents categories d’informacio (Kanehisa et al., 2011). Un altre
exemple de nous recursos bioinformatics és el PARE (Protein Abundance and mRNA
Expression), projecte configurat a partir de diferents base de dades i centrat en la
determinacio de les correlacions globals entre dades transcriptomiques i informacio
protedmica (Yu et al., 2007).

Aixi doncs, a partir de I'enorme quantitat d’informacié de sequéncia disponible,
estructurada i dipositada en diferents bases de dades en funcié de I'objectiu d’estudi,
és possible interpretar les dades de seqiiéncia en base a una gran varietat de
recursos i objectius. En aquest sentit, les diferents eines computacionals disponibles
permeten la identificacié i interpretacio de les dades segons la correlacié global de les
sequéncies a partir de I'analisi de concordanga a diferents nivells entre els conjunts
de dades heterogénies de les respectives bases de dades. No obstant, la gran
majoria dels repositoris publics no estan equipats amb suficients recursos estadistics
per a I'analisi integratiu entre diferents bases de dades. En aquest sentit, els esforgos
en desenvolupament i millora es centren en la necessitat d’'incorporar nous métodes

computacionals i eines especialitzades per a l'analisi integrativa dels diferents
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repositoris (Zhang et al 2010). Aixi doncs, el repte dels sistemes d’informacio
existents passa per la necessitat de convertir la interconnexié de les diferents bases
de dades en sistemes d’analisi integratius de la totalitat d’informaci6. De fet, bona
part de la proliferacio i éxit dels futurs projectes basats en informacié de seqiéncia
mitjancant plataformes de sequenciacié de nova generacié, dependra de la capacitat

d’analisi existent a partir de la infraestructura dels propis repositoris publics.
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CAPITOL 2. OPERACIO I MONITORATGE D'UN BIOFILTRE
PERCOLADOR DE DESSULFURACIO D'ALTA CARREGA D'H>S

Una versi6 parcial d’aquest capitol ha estat enviada en forma de publicacié cientifica al Biochemical

Engineering Journal :

Rovira, R., Montebello, A.M., Diniz, T., Rago, L., Lafuente, J., Campoy, S., Gabriel, D. (2012) Experience
with unstructured packing material in the desulphurization of high H,S loaded biogas in a biotrickling
filter. Operational aspects, pH transition and microbial evolution.






2.1 INTRODUCCIO

El sulfur d’hidrogen (H,S) és un dels compostos reduits de sofre més frequents en les
emissions gasoses d'una gran varietat d’industries. Presenta un llindar de detecci6
olfactiu considerablement baix (0.001-0.3 ppm,) i es caracteritza per ser un compost
facil de reconeixer per la seva desagradable olor d’ous podrits. A més, presenta un alt
grau de toxicitat biologica amb la perillositat afegida de que per a concentracions
proximes a 100 ppm, la sensibilitat olfactiva queda disminuida donant una falsa
sensacio de seguretat (Weil et al., 2006). No obstant, el tema de les males olors no
és la problematica principal dels processos industrials, com per exemple sén la
generacié de biogas en digestors anaerobis, on s’assoleixen concentracions de 500
ppm, fins a 20.000 ppm, d'H,S (Woodcock i Gottlieb, 2004). En aquests casos
I'eliminacio de I'H,S és imprescindible per evitar la corrosié dels motors i la generacio
de SOx en els gasos de combustid. Per tant, I'eliminacié de I'H,S és necessaria no
Unicament per questions de salut ambiental i seguretat sin6 també per limitacions
operatives.

Historicament, la tecnologia de tractament més frequient utilitzada en I'eliminacié de
H,S ha estat I'absorcié selectiva en amines o altres compostos amb alta afinitat pel
H,S (Woodcock i Gottlieb, 2004). Tot i I'amplia aplicacié d'aquestes tecnologies,
existeixen certs inconvenients a considerar com sOn els costos operacionals i
energeétics intrinsecs degut a la regeneracié de la fase liquida absorbent. En aquest
context, els processos bioldgics aplicats al tractament i control de la pol-lucié de I'aire
estan guanyant popularitat i esdevenint una tecnologia ideal per certes aplicacions
(Deshusses, 1997; Devinny et al, 1999;. Kennes i Veiga, 2001). No obstant, a dia
d'avui la seva aplicacid6 no s’ha generalitzat en el tractament de gasos amb altes
carregues d'H,S. La utilitzacié biologica del H,S com a font d’energia per part de
microorganismes litoautotrofs és un procés ben conegut que pot ser descrit amb les
segulents reaccions generals (Kuenen, 1975):

H,S & H'+HS (no biologica) (1)
HS +050, > S°+OH (biologica) 2)
HS +20, » SO+ H* (bioldgica)  (3)

A més, en funcié de les condicions redox de I'ambient i en preséncia de sofre
elemental (S°) és possible un major grau d’oxidacié fins a sulfat tot i la limitacié per
sulfur (Kuenen, 1975):

S°+1.50,+H,0 —» SO,# + 2H" (bioldgica)  (4)
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Els biofiltres, biorentadors i biofiltres percoladors han demostrat ser una alternativa
adequada, ecologica i rendible per al tractament de gasos contaminats, especialment
per al tractament de baixes concentracions d’H,S (Yang i Allen, 1994;. Devinny et al,
1999; Gabriel i Deshusses, 2003a; Janssen et al., 2004; Kim i Deshusses, 2005). En
canvi, per a altes concentracions d'H,S (> 1000 ppm,) I'aplicaci6 de biorentadors,
biofiltres i biofiltres percoladors és limitada. S6n pocs els processos industrials que
s’han desenvolupat i comercialitzat ampliament en aquest sentit. De la mateixa
manera, les investigacions reportades per a altes carregues d’H,S son escasses. Tot
i aixi, la necessitat de desenvolupar processos alternatius i sostenibles impulsen i
justifiquen la recerca al voltant d’aquestes tecnologies.

Centrant I'estudi al voltant dels biofiltres percoladors, treballs com el de Fortuny et al.
(2008) demostren I'éxit operacional d'un biofiltre percolador, d'escala laboratori,
tractant altes carregues de H,S (2.000 ppm,). No obstant, les complexes relacions
entre la disponibilitat d’oxigen, el pH i els processos de sulfur-oxidacié requereixen
una major experimentacio amb I'objectiu de millorar el disseny del sistema. Aspectes
com la posada en marxa, el temps de residéncia del gas en llit buit (EBRT), I'efecte
de la velocitat de percolacié (TLV), el pH d'operacié i la relaci6 O,/H,S han estat
bastament estudiats (Montebello et al., 2010; Fortuny et al., 2011).

Tot i la viabilitat técnica del bioprocés, manquen molts altres aspectes per estudiar i
optimitzar, com per exemple la part biotica del procés, que ha estat considerada
historicament des d'un punt de vista macroscopic com una “caixa negra” de
composicid i activitat desconeguda. En aquest sentit els capitols 3, 4 i 5 d’aquesta
tesi enfoquen I'estudi des de la part microbiologica del procés.

Per altre banda, I'ampli ventall de possibilitats en la configuracio operacional d'un
biofiltre percolador permet una amplia varietat de conformacions en funcié de
l'aplicacio objectiu. Per aix0, I'optimitzacio del disseny passa per experimentar i
estudiar noves configuracions i nous régims d’operacid, com per exemple la utilitzacié
de diferents materials de rebliment. Materials estructurats com els experimentats amb
anterioritat (Fortuny et al., 2011) i materials desordenats com les roques de lava,
I'escuma de poliureta, els anells de ceramica porosa o els anells Pall sbn exemples
de materials usats en biofiltres percoladors (Kim i Deshusses, 2008).

A partir del coneixement acumulat, el present treball pretén ser una continuacio dels
estudis desenvolupats amb altes carregues de H,S. Enfocant I'estudi en la posada en
marxa i monitoratge del biofiltre amb la implementacié dels anells Pall com a material
de rebliment.
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2.2 ANTECEDENTS

El grup de recerca GENOCOV de la Universitat Autonoma de Barcelona, i
concretament el Dr. Marc Fortuny, va dissenyar, construir i operar un bioreactor pilot
a escala de laboratori basat en un biofiltre percolador convencional configurat amb un
compartiment auxiliar pel subministrament d’oxigen. Una descripcié detallada de la
configuracié del mateix es pot trobar a Fortuny et al. (2008). El biofiltre percolador va
estar operant ininterrompudament durant més d’'un any en condicions d’alta carrega
de H,S amb un material de rebliment ordenat, periode en que es van realitzar
diversos estudis sobre el procés. Principalment, les experimentacions realitzades van
estar enfocades a investigar la posada en marxa del procés, aspectes de disseny
com la capacitat d’eliminaci6 maxima (ECna), €l temps de residéncia en llit buit
(EBRT); i aspectes operacionals com l'efecte de la velocitat de percolacio i les
optimes condicions d’oxigen per a la dessulfuracio d’altes carregues d’'H,S (Fortuny
et al., 2011), entre d'altres. El gran coneixement acumulat al voltant de I'operacié del
biofiltre percolador tractant altes carregues d’H,S, es va complementar paral-lelament
amb estudis d'identificacié dels microorganismes que es desenvolupen en el procés
mitjancant técniques de biologia molecular (Maestre et al., 2009; 2010). Aquests
estudis conformen els antecedents del present treball i van conduir a la definicié de
nous objectius i estudis al voltant de la biologia del procés de biofiltracio d’'H,S.

2.3 OBJECTIUS

Amb intenci6é d’aprofundir en el coneixement del procés es va plantejar la modificacio del
material de rebliment del biofiltre substituint el llit ordenat empacat amb discs HD-
QPAC® per un rebliment desordenat empacat amb anelles Pall de 10 mm de diametre.
La intenci6 d’aquesta nova configuracio també persegueix facilitar els reiterats mostreigs
de biomassa per a estudis futurs, minimitzant l'alteraci6 de I'operaci6, a més de
permetre nous estudis a partir de la nova configuracié operacional. La substitucié del
material de rebliment implica un régim d'operacié diferent a I'experimentat en treballs
precedents. En aquest sentit, els objectius d’aquest capitol van dirigir-se a la posada en
marxa i operacié del biofiltre amb la nova configuracio tractant altes carregues de H,S.
De manera que la modificacio i optimitzacié de parametres operacionals van esdevenir
proposits d’aquest treball.
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2.3 MATERIALS I METODES

2.4.1 MUNTATGE EXPERIMENTAL

El bioreactor experimental utilitzat en aquest treball és una modificacié del biofiltre
percolador d’escala de laboratori dissenyat pel Dr. Fortuny en estudis anteriors. Els
nous objectius definits al voltant de I'estudi de les comunitats microbianes presents al
biofiltre van conduir a la modificacié del cos del biofiltre per tal de facilitar i permetre
el mostreig de biomassa d’una manera rapida, minimitzant 'impacte en I'operaci6 del
bioreactor i en la biomassa (fig. 2.1).
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Figura 2.1 Esquema del muntatge experimental 1: Cos del reactor principal; 2: Reactor
subministrador d’O,; 3: Entrada Gas; 4: Sortida Gas; 5: Subministre HCO3'; 6: Monitoratge de
Gasos; 7: Subministre Medi Mineral; 8: Bomba de Recirculacié; 9: Control de pH; 10:
Monitoratge del Liquid; 11: Subministre d’Aire; 12: Control de nivell; 13: Purga del Liquid

purge.

Comparativament amb la configuracié anterior es va canviar el material de rebliment
utilitzat i es va seccionar el cos del bioreactor a tres algcades. El material de rebliment
utilitzat en els estudis previs consistia en un llit ordenat empacat amb HD-QPAC®
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(Lantec Products Inc., CA, USA ) de 4 x 4 mm de pas de garbell que va ser substituit
per un llit desordenat format per anelles Pall d’acer inoxidable de 10 mm diametre
(fig. 2.2). L’experiéncia acumulada en altres sistemes amb aquest tipus de suport
(Rovira et al., 2008) i la frequent implementacié de les anelles Pall en processos
industrials va fer d’aquest material de rebliment una bona configuracié per al biofiltre
percolador amb intenci6 de facilitar-ne els mostreigs de biomassa.

b)

Figura 2.2. Materials de rebliment usats en el muntatge experimental. a) Discs de plastic amb
un pas de garbell de 16 mm?, disposats de manera ordenada conformaven I'empacament del
llit del biofiltre. b) Anelles d’acer inoxidable tipus Pall de 10 mm de diametre van ser utilitzades
en la nova configuracio.

El diametre intern del reactor era 0.071 m, amb una al¢cada de llit de 0.53 m, resultant
amb 2.15 L de volum de reactor. Aquestes modificacions van permetre mostrejar
biomassa del cos empacat del biofiltre a diferents alcades sense alterar practicament
I'operacio del bioprocés. El biofiltre percolador amb el nou material de rebliment es va
posar en marxa i va estar operant continuament durant més d’'un any. Inicialment
amb una configuracié dels parametres similars als de I'operacié prévia al canvi del
material de rebliment. Aquest fet perd, va comportar la modificacié de diversos
parametres operacionals, que posteriorment es presenten, amb intencié d’optimitzar
aspectes relacionats amb la transferéncia de matéria i la producci6 de sofre
elemental amb el nou material de rebliment.

Els cabals d’entrada de gas al biofiltre consistien en H,S, N, i aire, es subministraven
usant controladors digitals de flux massic (Bronkhorst, Holanda). Respecte la fase
liquida, el medi mineral (MM) contenia (g L™): NH,CI, 1; KH,PO,4, 0.12; K,HPO,, 0.15;
CaCl,, 0.02; MgSO,-7H,0, 0.2, a més de 1 ml L™ de la recepta (Pfenning et al., 1981)
solucié d’elements traca: HCI, 6.76 ml L™*; FeCl,-4H,0, 1.5 mg L™; H3BOs3, 0.06 mg L°
1 MnCl,-4H,0, 0.1 mg L™; CoCl,-6H,0, 0.12 mg L™; ZnCl,, 0.07 mg L™; NiCl,-6H,0,
0.025 mg L% CuCl,:2H,0, 0.015 mg L*%; NaMoO,2H,0, 0.025 mg L™
EDTA-Na,0g-2H,0, 4.28 mg L™; H,O ultrapura fins a 5 L i pH ajustat a 4.2 amb
NaOH. Paral-lelament, es subministrava en excés una font de carboni inorganic en
forma de NaHCO; (1.44 g C d™).
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La fase liquida és renovada continuament durant Il'operacié mitjancant la
sincronitzacié automatitzada del subministrament de MM, bicarbonat i liquid de purga,
utilitzant 3 bombes peristaltiques (figura 2.1). El control del nivell de liquid va estar
regulat per I'actuacio de la bomba de purga o per la regulaci6 del cabal d’entrada de
MM. El pH era regulat per I'addicié de HCI o NaOH 1 M mitjancant I'actuacié de dues
bombes peristaltiques. El control de pH consistia en un control ON/OFF amb un rang
definit entre pH 6-6.5 i una freqiiéncia d'actuacié i durada de 60 i 2 segons
respectivament.

2.4.2 METODES ANALITICS

Es van monitorar continuament diferents parametres del biofiltre, entre ells, la
concentracié de sortida d'H,S del biofiltre usant un sensor electroquimic de H,S
calibrat fins a 300 ppm,, amb una precisi6é de + 1.5 ppm, i un temps de resposta tg, <
10 s (Sure-cell, Euro-Gas Management Services LTD, UK). Per tal de mesurar
concentracions més altes d’H,S, s'utilitza un controlador de flux massic (Bronkhorst)
per diluir amb aire de xarxa el cabal de sortida del reactor. Durant la posada en
marxa es va configurar un factor de dilucié 1:20, fet que augmentava la concentracio
minima mesurable d'H,S a 30 ppm, (1.5 ppm, x 20 = 30 ppm,). Posteriorment es va
reduir a 1:5 augmentant la precisié de mesura d'H,S a la sortida fins a 10 ppm,.

A la fase liquida es va monitorar el pH, el potencial d’oxidacié-reduccié (ORP) (PH28,
Crison Instruments) a més de la mesura de l'oxigen dissolt (DO) (Oxi340i, WTW).
Complementant aguests mesures, durant els quatre primers dies de la posada en
marxa es va instal-lar un sistema analitic en linia de TDS (Total Dissolved Sulphide:
H.S@g + HS + S*) amb una configuracié tipus FIA (Flow Injection Analysis). El
meétode desenvolupat per Andrea M. Montebello et al. (2010) va ser implementat amb
un limit de detecci6 de 1.5x10® + 0.9x10° M S (0.48 + 0.29 mg L™). Paral-lelament,
durant la primera etapa de posada en marxa de la planta, es van prendre mostres
diariament de la fase liquida per a l'analisi del carboni inorganic (TIC) usant
'analitzador TOC 1020 (10 Analytical), i de les espécies ioniques de sofre d'interés
(sulfat i tiosulfat) amb el cromatograf idnic ICS-1000 amb una columna lonPac AS9-
HC (Dionex Corporation).

Posteriorment al periode considerat de posada en marxa de la planta, la periodicitat

de les mesures de la fase liquida van normalitzar-se a 2 mostreigs setmanals.
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2.4.3 INOCULACIO I POSADA EN MARXA

La inoculacié del bioreactor es va dur a terme amb fangs aerobis de la planta de
tractament d’aiglies residuals municipals de Manresa. Els fangs van ser diluits 1:1
amb MM, assolint una concentracié de solids en suspensio volatils (SSV) de 2.4 g-L*
en el col-lector del biofiltre. El inocul va ser recirculat continuament a través del
material de rebliment del biofiltre durant 24 h sense alimentacié de gas ni renovacio
de fase liquida. Posteriorment, en la posada en marxa de la planta i durant un
periode de 20 hores, la concentracié entrant d'H,S es va fixar a 1500 ppm, (carrega
de 38.31 g H,S m™ h') juntament amb una cabal d’aeracié de 150 ml min™. El control
de pH va mantenir la posada en marxa entre 6 i 6.5, per evitar limitacions de falta de
carboni es va subministrar carboni inorganic en excés (0.71 + 0.08 g C-HCO3 g* S-
H,S). Durant la posada en marxa del biofiltre es va establir un temps de residéncia
en llit buit (EBRT) de 180 s., un temps mig de retencié hidraulic del liquid (HRT) de 78
+ 8 h i una velocitat de percolacié del liquid (TLV) de 3.8 m h* (255 ml min™).
Després de les primeres 20 hores d'operacid, la concentracié de H,S entrant es va
establir a 2000 ppm, (carrega de 55.6 g H,S m™ h™*) com a configuracié definitiva en
I'operacio del biofiltre.

Posteriorment al periode de posada en marxa amb les anelles Pall, el biofiltre
percolador va estar operant de manera ininterrompuda durant practicament un any.
Inicialment la configuracio dels parametres d'operacié es van mantenir respecte als
de I'operaci6 préevia al canvi del material de rebliment (Fortuny et al., 2008). Tal i com
es detalla en l'apartat 2.5.1 de resultats, aquest fet va conduir a modificar diversos
parametres operacionals amb intencié d’'optimitzar el régim d'operacié del biofiltre
minimitzant la produccié de sofre elemental amb el nou material de rebliment.

2.4.4 TESTS EXPERIMENTALS

El bioreactor va estar operant continuament durant 350 dies amb la nova configuracié
d’anells Pall. Amb I'objectiu posterior d’estudiar la microbiota del procés es va decidir
conduir I'operacié del biofiltre cap a I'oxidacié completa fins a sulfat (veure egs. 2, 3 i
4), per tal de minimitzar la producci6 de sofre elemental. En aquest sentit i al llarg del
periode considerat, es van implementar diverses actuacions simultaniament sobre
parametres operacionals. Una de les actuacions va consistir en la disminucié del HRT
en diverses etapes de I'operaci6 (taula 2.1) per tal d’afavorir la renovacié de la fase
liquida percolant, minimitzant aixi la concentracio de les espécies en la fase liquida i,

per tant, la possible inhibicié per productes de la degradacio de I'H,S.
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Taula 2.1 Configuracié del HRT del biofiltre percolador tractant altes carregues d’H,S durant
el periode d'operacio.

Dies d'operaci6 HRT (hores)
0-15 70-86
15-63 45-60
63-131 18-21
131-224 33-34
224-350 23-26

La madificacié del cabal de recirculacio va ser una altra actuacié implementada (taula
2.2) amb la intenci6 de modificar la velocitat de percolacié de la fase liquida i
d’aquesta manera augmentar la carrega d’oxigen subministrada al biofiltre.

Taula 2.2 Configuraci6 del TLV del biofiltre percolador tranctant altes carregues d’'H,S durant
el periode d'operacio.

Dies d'operaci6 TLV (m-h™)
0-60 4.0
60-111 11.69
111-342 6.0
342-350 4.0

Com a darrera actuacié amb intencié de millorar I'aportacié d’oxigen al sistema, es va
modificar la relacié O,/H,S (taula 2.3).

Taula 2.3 Configuracié del cabal d'aire entrant i de la relacié O,/H,S del biofiltre percolador
tranctant altes carregues de H2S durant el periode d'operacié.

Dies 0,/H,S Cabal aire IN
d’operaci6 (vv?h (ml min™)

0-4 23.60 150.00
4-12 29.50 187.50
12-25 49.17 312.50
25-38 29.50 187.50
38-216 49.17 312.50
216-333 59.01 375.00
333-350 49.17 312.50

A partir de les diferents configuracions de TLV i dels cabals d’aire entrants configurats
es van considerar diferents etapes d'operacido en funcié de la carrega d’oxigen
resultant aportada al sistema. Partint d’'una configuracié inicial definida pel
coneixement i experiéncia acumulada en operacions prévies (Fortuny et al., 2008) i
en base als efectes de les carregues d'oxigen experimentats es va definir la
configuracié definitiva d'operacié del biofiltre amb el nou material de rebliment.
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2.5 RESULTATS I DISCUSSIO

2.5.1 INOCULACIO, POSADA EN MARXA

La posada en marxa del biofiltre es va dur a terme en base a I'experiéncia acumulada
en operacions previes del bioreactor (Fortuny et al.,, 2011). No obstant, la diferent
conformacio del material de rebliment utilitzat en aquest estudi va resultar en un
comportament diferent del biofiltre, facilment apreciable des dels primers dies
d’operacio. Les primeres 20 hores d’operacié posteriors a la inoculacié del biofiltre
van ser configurades amb una concentraci6 d'entrada de 1500 ppm, d'H,S.
Considerant I'evolucié del biofiltre durant el periode estimat de posada en marxa
(fig.2.3a), es va observar que immediatament després de la posada en marxa es van
detectar quantitats significatives d’'H,S a la sortida de la fase gas, demostrant una
baixa capacitat d'absorcié per part del sistema, inclis treballant a un pH constant
controlat entre 6.0 i 6.5. Durant el primer dia d’operacié I'eficacia d’eliminacié (RE) va
assolir valors inferiors al 20% perd que rapidament, al cap de 50 hores des de la
posada en marxa van millorar fins a valors superiors al 90% de RE. Inversament a
I'evolucié del RE, la concentracié d’H,S a la sortida de la fase gas va disminuir en poc
més de 2 dies, fins a valors no detectables amb el sensor electroquimic d'H,S. Tot
semblava indicar una rapida posada en marxa del sistema, no obstant,
inesperadament el dia 3, la concentraci6 de H,S a la sortida de la fase gas va
augmentar progressivament fins a 400 ppm, de H,S. Indicant un periode de posada
en marxa i d’adaptacié més llarg que en altres operacions (Fortuny et al., 2008). Les
fluctuacions del RE i l'elevada inestabilitat del sistema durant els primers dies
d’operacio resulten habituals en sistemes d’aquest tipus (Gabriel i Deshusses, 2003b)
essencialment com a consegliéncia de la manca d'una poblacié estable de
microorganismes en el bioreactor. Tot i la davallada del RE durant aquest periode, el
biofiltre va evolucionar rapidament fins el dia 6 assolint valors superiors al 95% de RE
i consolidant I'operaci6 des del punt de vista de tractament del contaminant d’interes.

Les oscil-lacions de pH especialment accentuades durant els primers dies d’operacio,
degut a l'actuacio del sistema de control de pH, es van minimitzar clarament a partir
del siseé dia d'operacio (fig. 2.3b). Aquest aprimament de les oscil-lacions de pH sén
un clar indicatiu de la tendéncia del bioreactor a acidificar el medi degut a la
predominant activitat biologica en I'operacié (Montebello et al., 2010). Aquest fet va
conduir I'operacié del sistema a pH 6, sota el control configurat d’addicié de base per
mantenir el pH en condicions de neutralitat.
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Degut a problemes operacionals, el seguiment de I'ORP no es va poder monitorar
fins el dia 12 d'operacié. No obstant, des de l'inici de la posada en marxa es va
realitzar el seguiment de forma continua i en linia del TDS, fet que va permetre
determinar una lleugera acumulacié de sulfur a la fase liquida durant els 2 primers
dies, assolint valors proxims al llindar de detecci6 al cap de 40 hores de la posada en
marxa del sistema. A partir del segon dia d'operacio les lectures de TDS van indicar
la no preséncia de sulfur a la fase liquida. Posteriorment a partir del dia 12
d’operacio, els valors obtinguts de ORP oscil-laven entre -90 mV i 100 mV, essent
potencials facilment relacionables amb situacions de produccié de sulfat i de no
acumulaci6 de sulfur a la fase liquida (Fortuny et al., 2011).

a) 100 1 [, P e MTMATIPY
................................................ + 2000
I 1800
- 1600
- 1400
>
= IS
9\_/ r 1200 &
w —_—
] - 1000 @y
I
800 —
—-—— RE
- 600
------- [H,S]entrada
[H,S]sortida - 400
F 200
. —— ; ; ; ||||I'l ||'||l|| 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Temps (dies)
b) 14 200
pH
12 4 [ eeesees oD | wh 100
——— ORP i | |
I “
10 4 ] ! !
= | e
4 | | —
o 8 i ! >
£ | E
a - -100 o
O 64 Y ~ %
I : 3. A . j .
T P Al E 5 i et PP
i A VI S
4 A - * : :
.ia. K K ]
b R tamad Y SN
5 ° ™, ,:L : Y I - -300
0 T T T T T T T T T T T T T T -400

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Temps (dies)

Figura 2.3 Seguiment en linia del biofiltre percolador durant els 15 primers dies d'operacié. a)
eficacia d’eliminacioé (RE) i les concentracions d’entrada i sortida de H,S i b) pH, potencial
d’oxidacié-reduccié (ORP) i oxigen dissolt (OD). .
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Es important comentar que, a partir del dia 4 d’operacié, es va monitorar 'OD
(resultats no mostrats) en la linia de sortida del reactor 1 (fig. 2.1), representant les
mesures d'OD de la fase liquida posteriors a la percolacié a través del cos del
biofiltre. Els valors d’OD obtinguts, amb valors molt proxims al zero analitic, indicaven
la possible ocurréncia de zones anoxiques en la zona inferior del bioreactor. En
consegliéncia, es va actuar augmentant els cabals d’'aire entrants, resultant en un
augment de la ratio O,/H,S (taula 2.3). Tot i 'augment d’aportacio d’aire al sistema a
partir del dia 4 (29.50 O,/H,S v-v'), no es van observar augments notables en els
valors d’OD obtinguts a la fase liquida. De manera oposada, al cap de 48 hores del
canvi implementat i coincidint amb el dia 6 d’operacié en que s’assoleix la maxima RE
des de la posada en marxa, I'OD va experimentar un notable descens adjudicable a
la incipient activitat bioldgica sulfur-oxidant (fig. 2.3).

Des d'un punt de vista hidrodinamic, la posada en marxa del biofiltre es va realitzar
sota una mateixa configuracid. La velocitat de percolacié de la fase liquida es va fixar
a 4 m-h*, essent una TLV estandard en aquest tipus de bioprocessos. Per altre
banda, 'HRT del sistema es va mantenir al voltant de 78 + 8 h, al llarg dels 15
primers dies d'operacié. Tot i ser una configuraci6 amb una baixa frequéncia de
renovacio de la fase liquida, no es van observar problemes d’acumulacié de sulfur ni
d’espécies ioniques en concentracions inhibitories. Ambdues configuracions van
mostrar-se adequades per a la posada en marxa del biofiltre amb anells Pall com a

material de rebliment.

No obstant, durant els primers dies d'operaci6 es va observar una important
produccié de S° facilment apreciable a la zona baixa del cos del biofiltre. Amb el
proposit de minimitzar la produccié de sofre elemental i conduir I'operacio fins a
I'oxidacié a SO, el dia 12 d’operacio es va augmentar notablement I'entrada d’aire
al sistema (59.01 O,/H,S v-v'l). Paral-lelament, el dia 15 es va modificar 'HRT a 50 *
3 h amb intenci6é de reduir el temps de resposta del sistema front als canvis de les
condicions d’operacio.

Posteriorment als 15 primers dies d'operacio, considerats com el periode de posada
en marxa del sistema, es va prioritzar conduir la dessulfuracié a condicions de no
generacio de S°. Es van realitzar un seguit d’actuacions basades en la modificacié de
la carrega d’'oxigen aportada al sistema amb I'objectiu de conduir el biofiltre a un nou
regim d’operacié amb el minim S° possible. Les motivacions dels estudis posteriors
focalitzant la part microbiologica del procés justificaven aquest escenari d'operacié, ja
gue la presencia de grans quantitats de S° en la biomassa glestionava I'aplicabilitat
de les tecniques de biologia molecular plantejades.
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2.5.2 EFECTE DE LA CARREGA D'OXIGEN EN L'OPERACIO DEL
BIOFILTRE

Malgrat assolir una RE d'H,S superior al 95% en menys d'una setmana, es va
observar una notable acumulacié de S° al cos del biofiltre. Aquest fet va conduir a
diferents actuacions enfocades a optimitzar l'aportacié d'oxigen per a la nova
configuracié. Sota I'objectiu de minimitzar la produccié de S°, maximitzant al mateix
temps la produccié de SO,%, es va valorar I'efecte de diferents carregues d’oxigen.
Les variables modificades van ser la velocitat de percolacié de la fase liquida i el
cabal d'aire entrant al biofiltre. El seguit de canvis operacionals desenvolupats es
poden observar en la figura 2.4 juntament amb el balan¢ de materia estimat per a les
espécies sulfuroses procedents de l'oxidacié del H,S. Tal i com s’ha demostrat en
treballs anteriors (Jansen et al., 1999) , el balan¢ de matéria es realitza assumint que
tot I'H,S eliminat es converteix en sulfat i sofre elemental, sent aquest darrer calculat
per diferéncia entre els dos primers.
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Figura 2.4 Balan¢ de sofre acumulat en I'operacio del biofiltre. Valors calculats en base les
mesures de sulfat produit i a I'H,S eliminat, El periode considerat engloba des de la posada en
maxa fins al punt d’operacié de maxima produccid de sulfat minimitzant la generacié de sofre
elemental.
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Al llarg dels primers 60 dies d’operacié es va mantenir una mateixa TLV de 4 m h™,
Contrariament, en el mateix periode es van realitzar diferents canvis del cabal d’aire
entrant que es van traduir en diferents ratios O,/H,S. Al quart dia d’operacio es va
augmentar un 25% el cabal d'aire entrant per tal de minimitzar la gran produccié de
sofre al bioreactor, pero no va ser fins al dia 12 d’'operacio en que es va augmentar el
cabal d’aire a 312.5 ml min™ (49.17 O,/H,S v v'!) que es va aturar la produccié de S°.
Posteriorment i durant un periode de dos setmanes es va reduir el cabal d'aire
entrant (187.5 ml min-1 ; 29.5 O,/H,S v v*) amb la intencié de comprovar la resposta
del biofiltre i descartar possibles causes associades a fenomens d’adaptacio i posada
en marxa. Tot i la reduccié de la ratio O,/H,S en aquesta etapa, el biofiltre no va
mostrar un augment significatiu en la quantitat de S° produit, confirmant la
configuracié al voltant del llindar d’operacié sense produccioé de S°. No obstant aixo,
es van aportar majors carregues d’oxigen per tal de conduir I'operacié a condicions
minimes de S°. Per aix0, el dia 38, es va augmentar de nou el cabal d'aire entrant a
312.5 ml min™® (49.17 O./H,S v v'), i el dia 60 es va augmentar notablement la
velocitat de percolacié de la fase liquida (TLV = 11.7 m-h™") per tal d’augmentar la
penetracié d'oxigen al llarg del cos del biofiltre. Aquestes dues actuacions van
resultar en dues carregues d’oxigen progressives que es van traduir en una
disminucio6 del sofre elemental acumulat, maximitzant per tant I'oxidacié completa fins
a SO,* (veure fig. 2.4). A partir del dia 65 es va mostrar clarament un canvi de
comportament del biofiltre, no tant sols augmentant la relacié de SO,* produit per
H,S eliminat, sin6 també mostrant una disminucié del S° produit acumulat al cos del
biofiltre, probablement degut a I'activitat de certs bacteris oxidadors de sofre
elemental com son algunes especies de Thiobacillus (Suzuki et al., 1992; Kelly et al.,
1997).

D’aquesta manera, aproximadament al cap de 115 dies des de la inoculacio, el
biofiltre havia minimitzat el S° acumulat al cos del bioreactor i operava
majoritariament produint SO,*. Arribats a aquest punt es va decidir disminuir la TLV a
6 m-h™ per tal d’assimilar-la a valors tipics en aquests tipus de biofiltres. Els diferents
canvis de configuracié en la TLV i el cabal d'aire entrant efectuats al llarg dels 140
primers dies d’operacid van permetre consolidar una operacié estable amb les
caracteristiques buscades a partir de la configuracié operacional definida.

Segons la carrega d’oxigen aportada al biofiltre es poden distingir diferents etapes
d’operacio al llarg d'aquest periode d’experimentacié. En aquest sentit, la taula 2.4
recull les diferents carregues d’oxigen aportades, definides com el producte de TLV
per la concentracié d’'OD en el cabal de recirculacio, el qual és directament funcié de
les ratios O,/H,S implementades. La figura 2.5 mostra I'efecte de les carregues
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d’oxigen estudiades sobre el comportament del biofiltre en termes de produccié de
sulfat. No es van considerar els valors corresponents als 6 primers dies d’operacio
degut a la possible afectacié de la posada en marxa del biofiltre. Tampoc van ser
considerades les carregues d’oxigen experimentades posteriorment als 140 dies
d’operacio, doncs equivalien a carregues superiors innecessaries per descriure el
comportament del biofiltre en termes de produccié de SO4*.
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Figura 2.5 Relacions experimentals entre la carrega d'oxigen (LO,) aportada al sistema i el
rendiment de SO,” produit per H,S eliminat. Amb linia discontinua es marca el 100% del
rendiment de producci6 de S0,%. Amb linia continua es descriu la tendéncia aproximada de la
relacio LOZ \'S) So4z_produit / HZS eliminat-

A partir dels rendiments de produccié de SO,* en funcié de les carregues d’oxigen
aportades es va poder acotar I'operacio optima del biofiltre amb els anells Pall com a
material del rebliment. Segons la relacio definida experimentalment es va observar
que la carrega d’oxigen adequada per conduir 'operacié a valors maxims de SO4*
estava al voltant de 1.7 mg O, min™. Per sota d’aquesta carrega d’oxigen, tot i
mantenir-se la RE> 98%, solament una part del H,S és oxidat completament fins a
S0,?, resultant amb una produccié de S° (fig. 2.4). En canvi, durant el periode
operacional del dia 60 al 111 es va experimentar un excés de carrega d’oxigen amb
un cabal mig de 2.83 mg O, min™, situacié que va ocasionar excepcionalment un
rendiment de SO,* produit superior al 100%.
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Taula 2.4 Carregues d’oxigen practicades segons la TLV i la relacio entrant O,/H,S definides
en les diferents etapes d'operaci6. Es mostren els rendiments de S0,” produits per a cada
periode.

Dies LO, mitjana LO, TLV 0,/H,S S0,“/H,S S0,7/H,S
doperaci6 (mg min?)  Desviaci6 (mh™) (v v (%) Desviacio
6al 12 0.95 0.28 6.0 29.5 68.11 17.99
12 al 25 151 0.31 6.0 49.2 87.52 8.95
25 al 38 1.33 0.18 4.0 29.5 80.76 11.40
38 al 60 1.27 0.13 4.0 49.2 80.08 9.59
60 al 111 2.83 0.49 11.7 49.2 117.31 22.86
111 al 140 1.48 0.85 6.0 49.2 105.19 23.70

El sentit d’aquest rendiment tedric és associable al fet que I'excés de carrega
d’oxigen va permetre oxidar part del S° acumulat al cos del biofiltre durant les etapes
operades amb menys carrega d’oxigen. Aquest fet resulta interessant com a possible
estratégia d’operacio en bioreactors industrials per minimitzar 'acumulacié de sofre
elemental en el biofiltre sense necessitat d’aturar el reactor per haver de netejar el
material de rebliment.

Aixi doncs, I'experimentacié al voltant de parametres d’operacié com la velocitat de
percolacio de la fase liquida i el cabal d’'aire entrant al biofiltre va permetre estudiar i
definir la millor configuracié d'operaciéo del biofiltre d'estudi sota I'objectiu de

minimitzar el S° present al bioreactor.

2.5.3 OPERACIO ESTACIONARIA I MOSTREIGS DE BIOMASSA

Un cop optimitzades les condicions d'operacié, el biofiltre va estar operant
continuament durant 350 dies en condicions estacionaries a excepcié de
d’alteracions puntuals degut a les preses de mostres i les actuacions de manteniment
de sondes. Tal i com es pot observar al grafic de la figura 2.6, el seguiment de les
variables OD, ORP i pH al llarg dels 350 dies mostren una operacié estable del
biofiltre malgrat les oscil-lacions periddiques propies de I'operacio, demostrant que el
biofiltre és un sistema robust i facilment adaptable a lleugers canvis d’operacio.

Es interessant destacar I'accident operacional del dia 209 causat per la interrupcio de
'aportacié d'aire al sistema, el qual va estar operant durant 60 hores sense
subministrament d’aire, alimentant 2.000 ppm, de H,S. Es va passar d’una produccio
de SO,* del 98 % del dia 207, a una produccié del 55 % de SO,* el dia 211, i es van
assolir valors de ORP de -400 mV indicatiu d’'una possible acumulacié de sulfur a la
fase liquida. Tot i aixi, el biofiltre va recuperar rapidament la seva activitat i els seus
valors estacionaris d’operacidé en poc més de 20 dies reconfigurant una alimentacio
creixent d'H,S.

81




14 600
pH
12 eeecese OD i
—— ORP - 400
P L 200
| <
o >
£ £
a) 0 o
O
R O
I L
Qo L -200
- -400
—— . . —— —F -600
0 50 100 150 200 250 300 350

Temps (dies)

Figura 2.6 Seguiment del biofiltre percolador al llarg dels 350 dies d’operaci6 considerats. pH,
potencial d’oxidacio-reduccié (ORP) i oxigen dissolt (OD).

Al llarg del periode operacional es van realitzar diferents mostreigs de biomassa amb
I'objectiu de realitzar-ne diferents estudis. Per una banda, es va plantejar I'estudi de
les comunitats microbianes mitjancant la técnica d’hibridacio in situ per fluorescéncia
(FISH) i, per altra banda, es va plantejar un estudi metatranscriptomic de les

comunitats que es desenvolupen en el bioreactor.

Taula 2.5 Recull de variables operacionals, concentracions ioniques i rendiments de
dessulfuracié per a cada un dels mostreigs realitzats al llarg del periode d’operacid.

. ., Mostreig Mostreig Mostreig Mostreig
Configuracio FISH FISH FISH Metatranscriptomica

Dia d'operacio 26 84 245 350
pH 6.13 6.04 6.02 6.05
oD (mg L™ 5.48 4.67 2.29 3.04
ORP (mV) 71.57 160.33 -37.36 156.36
TLV (m h™) 4.00 11.69 6.00 4.00
HRT (h) 55 18 25 27
S0, (mg L™) 754.94 359.09 559.83 517.43
S,05° (mg L™ 0.05 0.00 0.00 0.00
O,/H,S (v v 29.50 49.17 49.17 49.17
S0,%/H,S 74 % 100 % 100 % 100 %
S%H,S 26 % 0 % 0 % 0 %

Per a cada un dels mostreigs realitzats (veure taula 2.5), es van recopilar diferents
dades de l'operaci6 amb intencié de descriure les condicions ambientals del
bioreactor referides als moments de presa de mostres. D’aquesta manera, la
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descripci6 de [l'operaci6 busca complementar les analisis microbioldgiques
plantejades i aixi poder relacionar el coneixement acumulat al voltant de I'operacio
amb els estudis de la part microbiologica del procés.

2.6 CONCLUSIONS

S’ha modificat la configuracié d'un biofilre percolador a escala laboratori tractant altes
carregues d'H,S. El cos del biofiltre va ser substituit per un llit desordenat empacat
amb anells Pall de 10 mm de diametre. El seguiment de les variables operacionals
monitorades han confirmat com a satisfactoria I'estratégia d’inoculaci6 i posada en
marxa del sistema. La inoculacié del biofiltre amb fangs aerobis d’'una planta de
tractament d’aiglies residuals ha permés una rapida posada en marxa del biofiltre
assolint, al cap de sis dies i de manera estable, RE superiors al 98% amb una
carrega d’entrada de 55.6 g H,S m2 h.

Els resultats d’operacié del biofiltre amb les anells Pall mostren que la configuracié
establerta inicialment segons la conformacié prévia del biofiltre, resulta inadequada
per a I'operaci6 amb I'actual configuracio. El nou material de rebliment implementat
ha causat un régim d’operacio diferent del bioreactor degut al diferent comportament
dels anells Pall, en aspectes de transferéncia de matéria i d’hidrodinamica durant
'operacié. Aquest fet va conduir I'operacio del bioreactor a I'acumulacié de S° al cos
del biofiltre, un fet no desitjable en operacions de llarga durada ni en estudis de la
microbiologia del procés. Aixi doncs, els anells Pall resulten ser un material de
rebliment efectiu per a la dessulfuracié d’'altes carregues de H,S, tot i que requereix
una notable aportaci6 d’oxigen al sistema (1.7 mg O, min™) per tal de dur a terme una
dessulfuracié completa fins a SO4.

Els resultats de les experimentacions desenvolupades mostren la versatilitat i
I'adaptacié del biofiltre a les configuracions canviants sense que es vegi afectada la
seva capacitat d’eliminacio.

La operaci6 del biofiltre a diferents ratios O,/H,S, aixi com a diferents velocitats de
percolacié de la fase liquida ha permés definir la relaci6 existent per aquesta
configuracio entre la carrega d’oxigen aportada al sistema i el rendiment d’eliminacié
de H,S en forma de SO,*.
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CAPITOL 3. ESTUDI DE LES COMUNITATS MICROBIANES
DEL BIOFILTRE PERCOLADOR DE DESSULFURACIO D’ALTA
CARREGA DE H>S, MITJANCANT TECNIQUES DE BIOLOGIA
MOLECULAR.

El treball d’aquest capitol ha estat publicat parcialment en les seglients publicacions cientifiques:
Maestre, J.P., Rovira, R., Gamisans, X., Kinney, K.A., Kirisits, M.J., Lafuente, J., Gabriel, D. (2009)
“Characterization of the bacterial community in a biotrickling filter treating high loads of H2S by
molecular biology tools”. Water Science & Technology 59.7:1331-1337

Maestre, J:P., Rovira, R., Alvarez-Hornos, F.J., Fortuny, M., Lafuente, J., Gamisans, X., Gabriel, D.
(2010) "Bacterial community analysis of a gas-phase biotrickling filter for biogas mimics desulfurization
through the rRNA approach”. Chemosphere 80: 872-880

Voldria agrair la col-laboraci6 de la Patrizia Bianchi, Laura Rago i Tercia Bezerra en el
desenvolupament d’aquest treball.






3.1 INTRODUCCIO

Els sistemes de tractament bioldogic han demostrat ser una alternativa eficient,
ecolodgica i rendible per al tractament de gasos contaminats i especialment per a la
dessulfuraci6 de gasos (Devinny et al 1999; Kennes i Veiga, 2001; Gabriel i
Deshusses, 2003). El gran coneixement acumulat al voltant del disseny i 'operacié
d’aquests bioprocessos ha augmentat significativament durant els Ultims anys,
reforcant la seva viabilitat técnica i ampliant les possibles configuracions d’operacio.
No obstant, la historica perspectiva d’estudi d’aquests bioprocessos des d’un punt de
vista operacional, ha fet que la part biotica d’'aquests sistemes hagi estat considerada
regularment des d'un punt de vista macroscopic de composicid i activitat
desconeguda.

Focalitzant I'estudi en els biofiltres percoladors, existeixen una gran quantitat de
treballs al voltant de la dessulfuracié d’'H,S (Kim i Deshusses, 2005; Montebello et al.,
2010; Fortuny et al., 2011), majoritariament centrats en aspectes operacionals. El
coneixement deficient de I'estructura i la dinamica de poblacions de les comunitats
microbianes d’aquests sistemes, aixi com la pobre comprensié del rol fisiologic de les
poblacions clau, resulta, a la practica, en operacions suboptimitzades i per tant
susceptibles d’estudi i millora. Cal tenir en consideracié que les poblacions
microbianes involucrades en els processos de sulfur-oxidacid, sén els catalitzadors
bioldgics reals d’aquests sistemes i I'estabilitat i éxit del procés dependra, en part, de
l'abundancia i la supervivéncia d’aquestes espécies. L’abundancia relativa i la
diversitat d’espécies microbianes que es desenvolupen en un bioreactor tractant altes
carregues de H,S, es veu influenciada per un ampli ventall de factors, com per
exemple: les caracteristiques de l'indcul, la composicid del gas alimentat i la
concentracié de contaminant, les condicions ambientals (pH, temperatura, O,
disponible, salinitat, etc), i d’altres parametres configuracionals propis de I'operacio
(com el material de rebliment, 'TEBRT, el HRT, la TLV, etc). Per tant, considerar la
part microbioldgica d’aquests sistemes com una caixa negra operativa és una
simplificacié imprecisa de la realitat que limita el coneixement i optimitzacié del propi
bioprocés. Per aixd, és de notable importancia l'estudi i caracteritzaciéo de les
poblacions bacterianes que coexisteixen i es desenvolupen en els biofiltres per tal
d’entendre els processos bioldgics que succeeixen en ell durant la degradacio del
H.S.

Historicament, els estudis de caracteritzacié de les comunitats bacterianes realitzats
en sistemes de tractament bioldgic es basaven en técniques tradicionals de cultiu
diferencial i analisi descriptiu dels cultius aillats (Wagner et al., 1993; Malhautier et
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al., 2003; Sheridan et al., 2003). Les grans limitacions d’aquests métodes
d’identificaci6 basats en técniques de cultiu, van impulsar la necessitat de
desenvolupar altres técniques que milloressin I'estudi de la composicié i dinamica de
poblacions de les comunitats microbianes complexes (Head et al., 1998). En aquest
sentit, diversos autors han realitzat estudis d’identificacio i caracteritzacié microbiana
en biofiltres convencionals i biofiltres percoladors mitjangant diferents aproximacions
(Talbot et al., 2008). Entre elles, I'analisi de biomarcadors com els acids grassos dels
fosfolipids de membrana (PLFA) han estat utilitzats per a I'estudi de la composicié
microbiana (Keitz et al., 1999). De la mateixa manera, l'analisi de marcadors
filogenétics, com soén els gens de rRNA, s’ha generalitzat com una de les estratégies
més esteses i aplicades en la identificaci6 de comunitats microbianes d’aquests
bioprocessos. Algunes de les técniques de biologia molecular aplicades en aquest
sentit son la hibridaciéo in situ per fluorescencia (FISH) (Moller et al., 1996),
I'electroforesi en gel amb gradient desnaturalitzant (DGGE) (Sercu et al., 2006; Borin
et al.,, 2006), el polimorfisme de longitud del fragment de restriccid terminal
(TRFLP)(Gregory et al., 2010) i el clonatge i sequienciacio dels gens rRNA (Friedrich
et al., 2002; Roy et al., 2003), entre d’altres.

Els microorganismes amb capacitat sulfur-oxidant conformen un grup amb una
amplia diversitat filogenética, que s’estén des d’espécies del domini Archaea com soén
les Sulfolobales, fins a una gran varietat d’espécies del domini Bacteria (Friedrich et
al.,, 2005; Robertson i Kuenen, 2006), com poden ser diverses classes de
Proteobacteris, o diverses families del phylum Chlorobi (bacteris verds del sofre).
Aquesta gran diversitat filogenética es tradueix en la preséncia d’'un ampli ventall de
metabolismes relacionats amb la sulfur-oxidacié, causada per la divergéncia evolutiva
que a permés la adquisicié de la capacitat sulfur-oxidant per a cada grup filogenétic
(Friedrich et al., 2001). A més a més, la gran varietat de compostos reduits de sofre
susceptibles de ser usats com a donadors d’electrons (H.S, S°, S,05%, 8032'), i els
diferents acceptors possibles, com I'oxigen o el nitrat (Robertson i Kuenen, 2006) han
permés que la capacitat sulfur-oxidant esdevingui part de mecanismes tant diversos
com la fototrofia, la litotrofia i la quimiotrofia. L’habitat natural d’aquests
microorganismes sulfur-oxidants és ben variat, poden trobar-se en naixements
d'aigua, grutes sulfuroses, profunditats oceaniques, zones volcaniques,
claveguerams, plantes de tractament d’aiglies residuals i un llarg etcétera condicionat
per la preséncia d’algun dels donadors i dels acceptors d’electrons anteriorment
mencionats (Schlegel i Jannasch, 2006). Tot i I'enorme distribucié d’habitats
possibles i la gran diversitat metabodlica dels microorganismes sulfur-oxidants,

existeixen pocs treballs relacionats amb les comunitats microbianes sulfur-oxidants
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en els habitats naturals on es troben (Casamayor et al., 2000; Van der Wielen et al.,
2005; Sorokin et al 2006). Igualment, el coneixement existent al voltant de les
poblacions microbianes que es desenvolupen en un bioreactor de dessulfuracié d’alta
carrega d’H,S és encara molt més escas.

Durant els ultims anys el clonatge i seqlienciacié de marcadors filogenétics ha estat
una eina basica per a la descripcid de la composici6 de comunitats microbianes
complexes de sistemes naturals on <s’han identificat diferents grups de
microorganismes sulfur-oxidants (Engel et al., 2004; Sattley i Madigan, 2006).
D’aquesta manera s’ha pogut estudiar la diversitat de bacteris involucrats en
processos de sulfur-oxidacié sota una gran varietat de condicions ambientals, com
per exemple front a la preséncia de gradients d’oxigen en el si del reactor (Maestre et
al., 2010). Aixi doncs, els biofilms d’ambients sulfurosos representen una bon ninxol
ecologic, util com a model d’estudi de la diversitat de condicions ambientals d’aquests
habitats (Elshahed et al., 2003). A partir del clonatge i seqlienciacio dels gens 16S
rRNA dels biofilms d’aquests ambients, s’han identificat diversos microorganismes
amb capacitat sulfur-oxidant com per exemple, espécies de Thiothrix, Sulfurimonas
denitrificans, Pseudomonas putida i Thiobacillus denitrificans, entre daltres
(Macalady et al., 2006). Els grups de proteobacteris épsilon i gamma apareixen com
a grups bacterians amb especial importancia en aquests ambients sulfurosos (Engel
et al., 2004). A més, s’ha observat la capacitat de certs grups filogenétics d’acumular
sofre tant a nivell intracel-lular com de forma extracel-lular formant filaments de sofre
(Taylor et al., 1999). La gran diversitat metabdlica existent, fa que certes espécies i
grups de microorganismes predominin en certs ambients en funcié de les condicions
ambientals. En aquest sentit, s’ha observat com espécies de Thiothrix mostren una
notable predominanga en ambients sulfurosos amb rangs de concentracié d’oxigen
de 0.3-2 mg-L" (Nielsen et al., 2000), probablement degut al seu metabolisme
mixotrof tot i no ser considerat un microorganisme anaerdbic.

Una altre técnica que ha estat ampliament utilitzada en l'estudi de comunitats
microbianes és la técnica FISH. Aquesta és una técnica citogenética que es basa en
la deteccidé d’'una sequéncia especifica de DNA permetent la identificacio i
quantificacio de microorganismes concrets o de grups filogenétics directament en la
mostra ambiental, sense dependre de les técniques de cultiu tradicionals (Amann et
al., 2001). Les sondes fluorescents més extensament utilitzades per a I'estudi de
comunitats microbianes d’ambients naturals amb aquesta técnica han estat
dissenyades en base a la variabilitat de la sequéncia de 16S rRNA (Ravenschlag et
al., 1999; Bosshard et al., 2000; Kobabe et al., 2004). De la mateixa manera, la gran

versatilitat de la técnica FISH, supeditada a la disponibilitat de sondes, ha permés la
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seva aplicacié en l'estudi de comunitats de diversos bioprocessos (Wagner et al.,
1993; Ho et al., 2008; Jubany et al 2009;). La diversitat filogenética existent entre les
espécies amb capacitat sulfur-oxidant, ha fet impossible el disseny d’'una sonda
especifica unica pels gens 16S rRNA que englobi tots els microorganismes amb
aquesta capacitat metabolica. Consequientment, els treballs enfocats a estudiar
aquestes comunitats, com el descrit per Okabe et al. (2007), es basen
necessariament en el disseny i utilitzaci6 de sondes especifiques de géneres o
espécies concretes. En aquest estudi i usant la técnica de FISH es van definir les
espécies sulfur-oxidants predominants que es desenvolupen en els biofiims dels
claveguerams, entre les quals es van identificar, entre d’altres, diverses espécies de
Thiothirx, Thiobacillus plumbophilus, Thiomonas intermedia, Halothiobacillus
neapolitanus, Acidothiobacillus thiooxidans i Acidiphilum acidophilum. Aixi doncs, en
base a la disponibilitat de sondes especifiques per a les espécies d’interés, es
planteja la possibilitat de realitzar un estudi al volant de les poblacions sulfur-oxidants

que es desenvolupen en el biofiltre que centra aquesta tesi.

3.2 OBJECTIUS

Complementant el coneixement acumulat al voltant de l'operacié del biofiltre
percolador es planifica un estudi d’identificacié i seguiment de les comunitats
microbianes que es desenvolupen en el bioreactor de dessulfuracié d’alta carrega de
H,S mitjangant técniques de biologia molecular. Es planteja la construccié de dues
llibreries de clons per als gens de 16S rRNA a partir de la biomassa desenvolupada
en el biofiltre. En base a 'analisi filogenétic de la informacié de seqiéncia obtinguda
de les dues llibreries de clons, es pretén identificar la diversitat filogenética de les
mostres i la complexitat de les comunitats microbianes referides a dos moments

d’operacio.

A partir de la identificaci6 realitzada en base el clonatge i sequienciacié dels gens de
16S rRNA, es planteja el seguiment d’algunes de les espécies identificades amb
capacitat sulfur-oxidant, mitjancant la técnica FISH. Segons la identificacié i
quantificacié de les espécies analitzades en els diferents mostreigs i zones del
biofiltre és pretén estudiar la dinamica de poblacions aixi com I'adaptacié diferencial
del grups de microorganismes estudiats al llarg de I'operacié. D’aquesta manera, la
intencid general del treball persegueix caracteritzar els processos biologics de la
dessulfuracié d’H,S focalitzant I'estudi en la identificacié i evolucié de les poblacions
microbianes.
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3.3 MATERIALS I METODES

3.3.1 LLIBRERIES DE CLONS DELS GENS 16S RRNA

Com a primera aproximacié en I'estudi de les comunitats microbianes presents en un
biofiltre percolador eliminant altes carregues de H,S es van construir dues llibreries
de clons basades en el marcador filogenétic 16S rRNA. A partir de dos mostreigs
integrats, separats en el temps i representatius de diferents zones del biofiltre
percolador, es va estudiar la diversitat microbiana de I'operacio aixi com I'evolucio de
les comunitats al llarg del temps.

Mitjancant la sequenciacié i analisi dels fragments de 16S rRNA clonats, es va
caracteritzar la composicio filogenética de les comunitats microbianes presents en el

biofiltre percolador per a cada mostreig realitzat.

3.3.1.1 MUNTATGE EXPERIMENTAL

El biofiltre percolador experimental a partir del qual es van desenvolupar les llibreries
de clons va ser dissenyat i construit pel Dr. Marc Fortuny com a integrant del grup de
recerca en gasos GENOCOV de la Universitat Autonoma de Barcelona. El bioreactor
es va basar en un biofiltre percolador convencional a escala de laboratori, configurat
amb un compartiment auxiliar pel subministrament d’oxigen. ElI material de rebliment
utilitzat consistia en un llit ordenat empacat amb discs HD-QPAC® (Lantec Products
Inc. ). Una descripcié detallada de la configuracié del biofiltre es pot trobar en el
treball de Fortuny et al. (2008). El biofilire va estar operant continuament durant un
periode de 9 mesos configurat amb un EBRT de 180 s, un HRT de 51 £ 6 h i una
TLV de 3.8 m h™ (255 ml min™). La concentracié de gas a I'entrada va ser definida a
2000 ppm, de H,S (55.6 g H,S m>h"). Les quantitats de H,S, N, i aire es van
subministrar usant controladors digitals de flux massic (Bronkhorst).

El medi mineral (MM) contenia 1 g L"NH,CI; 0.12 g L' KH,POy; 0.15 g L' K,HPO;
0.02 g L' CaCly; 0.2 g L' MgS0O,-7H,0, a més de 1 ml L de la solucié d’elements
traga (Pfenning et al., 1981). Paral-lelament s’alimentava continuament NaHCO;
(1.44 g C d™") com a font de carboni inorganic.

La fase liquida va estar continuament renovada durant l'operacié mitjancant la
sincronitzacié automatitzada del subministrament de MM, bicarbonat i el liquid de
purga, utilitzant 3 bombes peristaltiques (fig. 2.1) El control del nivell de liquid va estar
regulat per la actuacié de la bomba de purga o per la regulacio del cabal d’entrada de
MM. El pH era regulat per I'addicié de HCl o NaOH 1 M. El control de pH consistia en

93



un control ON/OFF amb un rang d’actuacié definit entre pH 6.0 i 6.5 amb una
frequéncia d’actuacié i durada de 60 s i 2 s respectivament.

3.3.1.2 MOSTREIGS DE BIOMASSA

El biofiltre percolador va estar operant continuament durant 9 mesos sota les
condicions anteriorment esmentades. La biomassa utilitzada per a la construccio de
les llibreries de clons va ser mostrejada en dues ocasions amb intencié de generar
dos llibreries de clons comparables. En ambdoés mostreigs es va extreure biomassa
de tres altures del cos del biofiltre. El primer mostreig es va realitzar al cap de 42 dies
de la posada en marxa del sistema i el segon mostreig es va realitzar el dia 189
d’operacio, posterior a la inoculacié del biofiltre. El biofilm desenvolupat sobre el
material de rebliment era facilment apreciable a totes les altures del cos del
bioreactor. Després de la interrupcioé de I'operacio es van extreure diferents discs del
material de rebliment, HD-QPAC® (Lantec Products Inc., CA, USA ) de 4 x 4 mm de
pas de garbell. La biomassa va ser mesclada 1:1 en volum, de les diferents altures
del material de rebliment per tal d’obtenir una mostra integrada i representativa del
biofiltre percolador. Cada mostreig va ser processat independentment, resultant en
una llibreria de clons per a cada mostra obtinguda.

3.3.1.3 EXTRACCIO DE DNA I AMPLIFICACIO DELS GENS 16S
RRNA

L’extraccié de DNA de la biomassa mostrejada del biofiltre percolador es va realitzar
mitjancant el kit MO-BIO soil DNA extraction kit (MO-BIO Laboratories Inc). Es va
seguir el procediment definit pel fabricant amb algunes modificacions. El temps de
vortex inicial es va optimitzar a 15 minuts enlloc dels 10 minuts recomanats. Per a
I'agitacio dels tubs de disrupcié es va usar I'adaptador de vortex hortizontal, MO-BIO
Vortex Adapter tube.

Es va iniciar el procediment d’extracci6 de DNA segons la quantitat maxima de
mostra inicial recomanada pel fabricant. Rapidament es va homogeneitzar la mostra
en els tubs de disrupcid, on la lisi cel-lular es va realitzar per métodes quimics i
mecanics. Es van utilitzar diferents solucions al llarg del protocol d’extraccié amb
I'objectiu final de capturar la totalitat de DNA gendmic en la membrana de silice d’'una
columna. Previ a l'elucié, el DNA es va tractar amb solucions rentadores per tal
d’obtenir el DNA amb la puresa adient per poder se usat en les aplicacions posteriors.

A partir del DNA gendmic extret i mitjangant una parella d’encebadors universals del
domini Bacteria per a 16S rRNA [8F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) i el 1492R
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(5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)] es van amplificar per PCR els fragments
corresponents a la subunitat petita dels gens rRNA. Les reaccions de PCR, de 100 pl
de volum, es van realitzar usant com a motlle 100 ng del DNA genomic total extret de
la mostra. Cada reaccié de PCR contenia, a part del tampd6 subministrat pel fabricant,
MgCl, (1.5 mM), nucledtids (0.,2 M de cada nucledtid), oligonucledtids (0.6 pM) com a
encebadors i 5 unitats enzimatiques de Taq polimerasa (Roche Diagnostics GmbH).
Per a 'amplificacio de la PCR es va utilitzar un termociclador PTC200 (MJ Research).
El programa d’amplificacid6 seguit va ser d'un cicle inicial de 5 min de
desnaturalitzacié a 94° C, seguit per 30 cicles de 1 min a 94° C (desnaturalitzacio), 1
min a 55° C (uni6 dels encebadors) i 1,5 min a 72° C (elongacié). A més d’una etapa
d’elongaci6 final de 7 min a 72° C. Els productes de PCR obtinguts van ser
visualitzats en un gel d’electroforesi d’agarosa al 1.0 % i quantificats mitjangant un
espectrofotdmetre UV de microvolums (NanoDrop® ND-1000, ThermoScientific)..
Préviament a la construccio de la llibreria de clons, els productes de la PCR van ser

purificats usant el HighPure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH)

3.3.1.4 ELECTROFORESIS EN GEL D’AGAROSA I
ESPECTROFOTOMETRE UV

Tant després de les extraccions de DNA com posteriorment en les amplificacions per
PCR, les mostres de DNA van ser carregades en gels d’agarosa al 1.0 % per a
visualitzar-ne els rendiments. Les electroforesis es van realitzar amb tampé TAE
1.0% (w/v) i van ser tenyides amb bromur etidi (0.5 pg-ml™”) per a la visualitzacié dels
acids nucleics. Els marcadors de DNA usats per estimar la longitud dels fragments
amplificats van ser el DNA 1 Kb DNA ladder (Invitrogen) i el de 100b (Roche
Diagnostics GmbH). EI DNA es va visualitzar sota llum ultraviolada després de dur a
terme I'electroforesi segons el protocol Sambrook et al. (1989). Les fotografies dels
gels es van obtenir amb I'Electrophoresis Documentation and Analysis System 120
(Kodak).

EI DNA i les amplificacions de PCR també es van analitzar mitjangant
'espectrofotometre Nanodrop® (ThermoScientific), permetent quantificar les
concentracions d’acids nucleics aixi com determinant la puresa del DNA en base la

relacié d’absorbancies a 260nm i 280nm (Glasel, 1995).
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3.3.1.5 CONSTRUCCIO DE LES LLIBRERIES DE CLONS

Els productes de PCR van ser lligats al vector pCR 4-TOPO (TOPO TA cloning Kit for
Sequencing, Invitrogen). Aquest kit permet el clonatge directe dels productes
d’amplificaci6 de PCR en un vector plasmidic gracies a la preséncia, en aquest,
d’extrems cohesius amb una desoxitimidina lliure (3-T) i el fet que, I'enzim Taq
polimerasa utilitzat en les amplificacions, presenta la activitat transferasa terminal que
addiciona a l'extrem 3’ dels productes amplificats una desoxiadenosina. Aquesta
complementarietat entre els extrems cohesius presents en el vector de clonacid i en
el producte d’amplificacié facilita la lligacié. A més la reaccid de lligacio, es veu
afavorida per la preséncia d’'una topoisomerasa unida al vector, que catalitza la
lligacié de I'insert en el vector. Una altra de les caracteristiques destacables del kit
pCR®4-TOPO® és que permet la seleccio directa dels clons transformants que han
incorporat I'insert en el vector gracies a la disrupcio, en el moment de la clonacio, del
gen letal ccdB d’E.coli present en el vector. Per tant, aquelles cél-lules que incorporen
en el procés de transformacié un vector sense insert, moriran per I'expressio del gen
ccdB, pel contrari, aquelles cél-lules que rebin un plasmidi que hagi incorporat l'insert
truncant el gen ccdB, no podran produir la toxina i si que podran sobreviure. A més, i
com a sistema de doble control, per poder descartar també de forma directa els
possibles mutants espontanis del gen letal ccdB, aquest esta fusionat amb el gen que
codifica el fragment LacZa. De manera que la interrupcié del gen ccdB per la
incorporacio de linsert també evita I'expressié de la proteina hibrida LacZa-CcdB
permeten no només la supervivéncia de les cél-lules sind també que aquestes tinguin
un fenotip lactosa negatiu en creixement en plaques selectives amb algun indicador
per determinar la capacitat de degradacioé de lactosa dels clons que hi creixin.

Un cop purificats, els productes d’amplificacio de PCR van ser lligats seguint les
recomanacions del fabricant al vector pCR 4-TOPO (TOPO TA cloning Kit for
Sequencing, Invitrogen). Les reaccions de clonatge es van realitzar segons les
descripcions comercials amb la proporcié de 4 ul de producte de PCR,1 pl de vector
TOPO i 1 yl de solucié salina. Seguint les recomanacions del fabricant per a
fragments majors a 1 Kb, el temps d’incubacié es va augmentar de 5 a 30 minuts per
tal d’obtenir uns majors rendiments. La temperatura d’incubacié va ser de 23° C
durant tota la incubacio. Posteriorment, es van transformar a la soca competent
d’Escherichia coli TOP10 segons les indicacions del fabricant. Per a cada reaccié de
transformacio, es van afegir 2 ul de la soluci6 TOPO® Cloning reaction al vial
OneShot® Chemically Competent E.coli i es va incubar en gel durant 30 minuts.
Seguidament, cada transformant es va sotmetre a un xoc térmic de 42° C durant 30
segons i rapidament es va tornar a incubar en gel. A continuacio es van afegir 250 pl
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de medi SOC (veure annex) per reaccid i es van incubar els transformants a 37° C
durant una hora amb agitacié constant, permetent aixi I'expressié fenotipica dels
gens encarregats dels mecanismes de resisténcia antibidtica. Amb I'objectiu
d’optimitzar la densitat de colonies es van sembrar 3 volums diferents (10, 50 i 100 pl)
de cél-lules transformants en plaques LB suplementades amb ampicil-lina (50 ug ml™)
i es van incubar durant tota la nit. Un total de 150 clons transformants van ser
resembrats en noves plaques pel seu posterior Us. D’aquests, 50 clons van ser
glicerinats i conservats a -80°C i els 100 restants van ser processats per a la seva
sequenciacio dels fragments clonats. Aquest procediment es va realitzar per duplicat,
generant una llibreria de 100 clons a partir del mostreig del dia 42 i una altre llibreria

de 100 clons meés a partir de la biomassa presa el dia 189 d’operacid.

3.3.1.6 EXTRACCIO DE DNA PLASMIDIC I SEQUENCIACIO

A partir de cada un dels clons seleccionats es va preparar un cultiu de 1 ml de medi
LB liquid suplementat amb ampicil-lina (50 pg ml™") que va ser incubat en agitacié
durant 16h. Un cop crescuts cada un dels clons es va procedir a I'extraccié del DNA
plasmidic mitjancant el kit Quiagen QIAprep Spin Miniprep®. En aquest cas les
cél-lules van ser lisades en una solucié alcalina amb preséncia de dodecilsulfat sodic
(SDS) i RNasa A. EI SDS és un detergent que solubilitza els fosfolipids i els
components proteics de la membrana cel-lular, promovent la lisi i I'alliberacié del
contingut cel-lular al medi, al mateix temps que les condicions alcalines,
desnaturalitzen els cromosomes, plasmidis i proteines. D’acord amb el protocol
establert pel fabricant, el temps de lisi va ser optimitzat per a I'alliberacié del DNA
d’origen plasmidic i no el d’origen cromosomic. El lisat cel-lular va ser neutralitzat i
ajustat amb tampé d’alta concentracié salina, forgant la precipitacié de proteines
desnaturalitzades juntament amb el DNA cromosomic i restes cel-lulars. Finalment, el
DNA plasmidic va ser renaturalitzat i estabilitzat en una membrana on va ser rentat i
eluit sota condicions de baixa concentracié salina. Per determinar la integritat del
DNA es va realitzar una electroforesi en gel d’agarosa 1.0 % i es va determinar la
seva concentracio i puresa mitjangant I'espectrofotdmetre Nanodrop®.

Les reaccions de sequenciacio es van dur a terme pel servei de seqlienciacio de la
companyia Macrogen (Korea) mitjancant el kit Big Dye Terminator version 3.1
sequencing kit i el sequenciador automatic ABI3730XL (AppliedBiosystems, EEUU).
Per a cada reaccié de seqlienciacié es van usar 20 yL de DNA plasmidic (>100

ng/uL).
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Els plasmidis purificats amb l'insert clonat van ser seqlienciats usant dos encebadors
T3 (5-ATTAACCCTCACTAAAG-3) i T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3)

generant 2 seqléncies complementaries en I'extrem 3’ per a cada clon processat.

3.3.1.7 ANALISI BIOINFORMATICA DE LES SEQUENCIES

Conjuntament a la informacié de sequiéncia per a cada reaccidé de sequenciacio, la
companyia Macrogen proporciona un index de qualitat relacionat a cada lectura de
sequenciacio. Els “Phred values”, es consideren un puntuacié de cada nucledtid
generat que esta relacionada logaritmicament a la probabilitat d’error d’aquest (taula
3.1). Avaluant les puntuacions de Phred referides als nucledtids sequenciats es va
valorar la qualitat de les seqiéncies. De manera que com major nombre de bases
amb Q>20, major fiabilitat de sequéncia.

Taula 3.1 Relacio existent entre els valors de Phred i la qualitat de la seqUenciacid.(Ewing et
al., 1998)

Puntuacio de Probabilitat de  Precisio de la
Qualitat Phred base erronia  base anotada
10 1en10 90%
20 1en 100 99%
30 1 en 1.000 99,9%
40 1 en 10.000 99,99%
50 1 en 100.000 99,999%

L’assemblatge de les sequéncies obtingudes per generar una seqiéncia Unica de
cada insert es va realitzar mitjangant el programa Orientation Checker v.1.0 (Cardif
School of Biosciences). Una simple eina informatica per a la rapida localitzacié de
sequéncies parcials dins del gen 16S rRNA, permeten la reorientacioé de les propies
sequéncies. Programa lliure disponible a la web: http://www.bioinformatics-

toolkit.org/index.html.

Per tal de delimitar les sequéncies estrictament als fragments de 16S i eliminar
residus de vector, es van localitzar les sequéncies dels encebadors universals usats i
es van descartar aquells nucleotids externs al fragment. El programa utilitzat per a la
manipulacié i organitzacio de les sequieéncies va ser el CLONE MANAGER 5 v.5.2. Un
cop obtinguda la sequéncia de l'insert sense restes del vector de clonacié es va
continuar amb I'assemblatge de les seqliiéncies mitjancant I'eina informatica CAP3
(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php; Huang et al., 1999), resultant una longitud d’inserts

clonats aproximadament de 1500pb (corresponents al fragment entre posicions 8 i
1492 en el gen E.coli 16S rRNA).

Préviament a la primera cerca d’afiliacio filogenética de les diferents lectures, es van

sotmetre totes les seqléncies a diferents eines informatiques per a assegurar-ne la
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qualitat de les sequéncies. El programa CHIMERA_CHECK del Ribosomal Database
Project (RDP) (http:/rdp.cme.msu.edu/; Maidak et al., 2000) i el servidor Bellerophon
(http://comp-bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl; Huber et al., 2004) van ser
usats per a la deteccié de possibles productes quimérics. Totes les seqliéncies de
16S rDNA comparteixen un alt grau de homologia degut I'elevat grau de conservacié
propi dels gens 16S rRNA. La formacié de quimeres durant el procés d’amplificaci6
per PCR dels fragments de 16S es degut a que, en un determinat moment,
s’interromp la sintesi d’'una sequiéncia en concret i posteriorment es reprén des d’una
altre sequéncia motlle amb la que comparteix un alt grau d’homologia amb la inicial.
Clarament la formacié quimérica té una especial incidéncia en mostres complexes
que presenten diferents motlles de DNA en I'amplificacié. La formacié de quimeres és
'accident més frequent en sequéncies geniques 16S rRNA sotmeses a bases de
dades publiques (Ashelford et al., 2005).

Després de descartar les sequéncies quimeériques, es va procedir a la cerca per
similitud mitjancant el programa BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi;

Altschul et al., 1997) per a obtenir una primera associacio filogenética dels clons. Aixi
com també es va |utilitzar el Ribosomal Data Project Il (RDPII)
(http://rdp.cme.msu.edu/; Cole et al., 2009) per alinear i classificar filogenéticament
les seqliencies obtingudes dels gens 16S rRNA.

a) ARB, programari per a I'entorn de dades de seqiiéncies

Paral-lelament al procediment descrit, el conjunt de sequéncies dels gens 16S rRNA
obtingudes per sequenciacié van ser introduides al programa ARB (http://www.arb-

home.de/; Ludwig et al., 2004). El projecte ARB es va iniciar fa més de 15 anys pel
professor Wolfgang Ludwig de la Technische Universitat Minchen, com una iniciativa
per afrontar i integrar el creixent augment d‘informacié de seqiéncia rRNA, aixi com
un aplicatiu d’eines informatiques per a l'analisi i manipulacié de les dades de
sequéncia. El programari d’ARB esta configurat amb una interficie grafica que permet
la visualitzacio i gestio de bases de dades al mateix temps que integra diferents eines
per a I'estudi i manipulaci6 de la informacié de sequéncies. El programa Unicament és
sostenible en un sistema operatiu basat en UNIX® com és el cas de Linux.
Concretament el sistema operatiu usat per a la instal-lacié del programari ARB va ser
el distribuit per UBUNTU, de la familia GNU/Linux.

Les bases de dades oficials utilitzades pel programa ARB sén les desenvolupades en
el projecte SILVA rRNA Database (http://www.arb-silva.de/; Pruesse et al.,2007),
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projecte que recentment ha actualitzat el seu recull de bases de dades en la versio
SILVA 106 (Abril de 2011). No obstant per aquest estudi, la base de dades
configurada al programa ARB va ésser la d’'una versié prévia (SILVA SSU Ref,
release 96, Setembre de 2008) i unicament composada per seqiéncies de
subunitats petites del rRNA. En aquest sentit es van usar més de 320.000 sequiéncies
completes per a la construccio del Positional Tree Server (PT_Server). L’arquitectura
interna del programa ARB (fig. 3.1) requereix la creaci6 de PT_Servers pel
funcionament de les diferents funcions i eines de I'ARB. El PT_Server és una
subbase de dades amb un format diferent que permet al programa accedir, de
manera rapida i ordenada, a les dades de sequéncia que el conformen per tal de
poder-hi treballar. La creacid d’'un PT_Server requereix d’unes quantes hores de
calcul que depenen principalment de la memoria RAM disponible i de les dimensions
de la base de dades. Perd que un cop constituit permet una rapida analisi de la
propia base de dades mitjancant les eines integrades com sén el Fast_Aligner, el
Probe_Design i Probe_Match, i 'aplicacio Search and Query.

Base de dades
ARB_Probe_Design Actualitza .
Alineament
ARB_Probe_Match
& 4 f

Sol-licita Sol-licita

______ > PT_Server <«

Figura 3.1 Esquema de I'arquitectura interna del programa ARB

Com a primera accio, les seqiéncies van ser importades al programa en format
FASTA, i seguidament es van alinear en l'editor de seqiiéncies ARB Editor4. Es va
realitzar un primer alineament de cada una de les sequéncies utilitzant l'eina
automatica ARB ToolFast_Aligner, i posteriorment es va corregir i optimitzar
'alineament de manera manual usant I'editor d’ARB. La correccié manual de cada
una de les sequéncies, es va fer comparativament tenint en compte la seqiéncia i
estructura secundaria de la molécula de 16s rRNA de l'espécie E.coli, ja que
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'estructura secundaria esta intimament supeditada a la propia sequéncia (Batey et
al.,, 1999). D’aquesta manera es va optimitzar l'alineament de les sequiéncies i

consequientment, també la reconstruccio6 filogenética de les mateixes.

Amb l'aplicacié Search and Query es va explorar el PT_Server creat per a buscar les
espécies més proximes relatives a les dades de sequiéncia. Per a la reconstruccio
filogenética definitiva es va partir de I'arbre filogenétic existent en la base de dades
SILVA96 SSU Ref. Les seqliéencies importades de la llibreria de clons es van
seleccionar dins la base de dades amb I'eina Search and Query, i es van afegir a
I'arbre filogenétic existent amb el programa ARB_Parsimony, el qual no afecta a la
topologia inicial de [larbre filogenétic. En les opcions de configuracié de
I’ARB_Parsimony es va definir el filtre Position_Variability by Parsimony per excloure
les posicions de seqliéncia amb alta variabilitat, resultant en un total de 1.302
columnes valides pel calcul de la distribucio filogenética dins I'arbre existent.

Focalitzant I'arbre filogenétic en els grups d’interés, es va reduir la topologia de I'arbre
eliminant part de les sequéncies. Es va mantenir una seqliéncia representativa de
cada unitat taxondmica operacional (OTU) aixi com varies seqliéncies de la base de
dades, proximes filogenéticament a cada OTU.

b) Analisis DOTUR i cobertura

Es van calcular les distancies relatives entre les sequéncies usant I'aplicatiu DNAdist
del programari PHYLIP. El programa DOTUR (Schloss i Handelsman, 2005) va ser
utilitzat per assignar les diferents seqiéncies als OTUs definits en base a I'algorisme
“furthest neighbor”. Es va definir un 3% de nivell de distancia per a un mateix OTU a
nivell d’espécie (Nelson et al., 2007). Les corbes de rarefaccié es van obtenir a partir
del programa DOTUR. La riquesa d’espécies de la llibreria de clons aixi com els
index de dominancia d’espécies i d’'uniformitat van ser calculats en base al nombre
d’OTUs identificats pel programa DOTUR. A més es van calcular indexs de diversitat
bioldgica per tal de mesurar la biodiversitat de ecosistema. L’'index de Shannon (H’)
mesura la biodiversitat tenint en compte el nombre d’espécies i la seva uniformitat.
(Equacié 3.1)

Equacié 3.1

S
H' = —ZPilnPi
i=1
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On p; és 'abundancia relativa de cada espécie, calculada com la proporcié d’individus
d’'una espécie donada (n;) al numero total d’individus de la comunitat (N). S és el
numero d’espécies.

L’index d’uniformitat de Pielou (E) quantifica numéricament com de iguals son les
poblacions en una comunitat. (Equaci6 3.2 i 3.3)

Equacié 3.2

E= l
H'max

On H’ és el numero derivat del index de diversitat de Shannon i H' . €s el valor
maxim de H’

Equacié 3.3
S

Hmay = 211 L s
max = SnS—n

i=1
L’index de dominancia de Simpson (D) representa la probabilitat de que dos individus
escollits al atzar en I'habitat pertanyin a la mateixa espécie (Equacié 3.4)

Equacié 3.4

Yioa ni(ny — 1)

b=="Fw-n

On S és el numero d’espécies, N és el percentatge total de cobertura o el nombre
total d’organismes i n és el percentatge de cobertura d’una espécie o el nhombre
d’organismes d’una espécie.

La cobertura de la llibreria de clons construida es va calcular segons I'equacio 3.5 on
n és el niumero de clons unics i N és el numero total de clons examinats
(Ravenschlag et al., 1999).

Equaci6 3.5
€ =1-(n/N)100
3.3.1.8  NOMBRES D'ACCES DE LES SEQUENCIES DE NUCLEOTIDS

Les sequéncies parcials dels gens 16S rRNA obtingudes de les llibreries de clons van
ser incorporades a la base de dades de 'EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl) en tres
propostes diferents, i van ser anotades amb els numeros d’accés des del FM165203
al FM165231, FM174321 al FM174366 i FM212988 al FM213080.
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3.3.2 HIBRIDACIO IN SITUPER FLUORESCENCIA PEL SEGUIMENT
DE POBLACIONS MICROBIANES

A partir de la informacié de seqliéncia obtinguda en la sequenciacié de les llibreries
de clons construides es va plantejar un estudi pel seguiment i quantificacid de
determinades espécies mitjangant la técnica d’hibridacié in situ per fluorescéncia
(FISH).

Aquest treball es va emmarcar al voltant d’'una nova posada en marxa del biofiltre
percolador després de substituir-ne el material de rebliment. Es va canviar el
rebliment plastic HD-QPAC® (Lantec Products Inc) per anelles d’acer inoxidable tipus

Pall (Croft Engineering Services).

Diferents mostres de biomassa van ser preses durant la nova posada en marxa i
operaci6 del biofiltre percolador. Obtenint biomassa de diferents seccions del cos del
bioreactor, generant una bateria de mostres susceptibles de ser hibridades in situ
amb sondes fluorescents especifiques d’espécies o grups de bacteris.

3.3.2.1 MUNTATGE EXPERIMENTAL

El bioreactor experimental del que es va realitzar I'estudi de seguiment de
microorganismes mitjanant la técnica FISH, va ser una modificacié del biofiltre
percolador d’escala de laboratori dissenyat pel Dr. Fortuny i presentat en els estudis
anteriors (seccié 3.3.1.1). Els nous objectius definits al voltant de I'estudi de les
comunitats microbianes presents al biofiltre van conduir a la modificacié del cos del
biofiltre per tal de facilitar i permetre el mostreig de biomassa a diferents altures,

minimitzant I'impacte en I'operacié del bioreactor.

El muntatge experimental va consistir en un biofiltre percolador convencional a escala
de laboratori (fig 2.1), configurat amb un compartiment auxiliar pel subministrament
d’oxigen. Comparativament amb la configuracié anterior es va canviar el material de
rebliment utilitzat i es va seccionar el cos del bioreactor a tres algades. El material de
rebliment va ser substituit per un llit desordenat format per anelles d’acer inoxidable
tipus Pall de 10 mm de diametre. Una detallada descripcié de la conformacié del
biofiltre aixi com de la configuracié de la posada en marxa i operacié han estat
presentats en el capitol 2 d’aquesta tesi.

3.3.2.2 MOSTREIGS DE BIOMASSA

Amb l'objectiu d’aplicar la técnica FISH per a I'estudi de la dinamica de poblacions
durant la posada en marxa del bioreactor eliminant altes carregues de H,S, es va
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mostrejar biomassa del biofiltre a diferents moments del periode operacional. Com a
mostra inicial (dia 0) es va considerar una fraccié de I'inocul utilitzat en la posada en
marxa del sistema. Posteriorment es van realitzar mostreigs al llarg de I'operacio,

obtenint biomassa els dies 26, 84 i 245 d’operacio.

Les mostres de biomassa mostrejades van ser extretes a partir de tres ports de
mostreig ubicats a diferents longituds del cos empacat del biofiltre. Respecte una
longitud total de material de rebliment empacat de 53 cm, la biomassa obtinguda del
port ubicat a 4 cm de la base va ser referida com a mostra “baixa”, la mostrejada a 23
cm de la base com a mostra “mitja” i la obtinguda de la zona més superior, a 40
cm,com a mostra “alta”. La biomassa de cada una de les zones es va obtenir a partir
del mostreig d’'unes 10 anelles Pall (aprox.), forgant el despreniment del biofilm amb
agitacié en tampé PBS 1X. Abans de reiniciar I'operacio del biofiltre es van reintroduir
les mateixes anelles Pall del mostreig a la seva seccio d’origen. Durant els mostreigs,

la interrupcio de I'operacié en cap moment va sobrepassar els 15 minuts.

3.3.2.3 HIBRIDACIO IN SITU PER FLUORESCENCIA (FISH)

En base a la informacié de seqiéncia obtinguda en la seqienciacié de les llibreries
de clons construides, es van escollir varies espécies de microorganismes amb
capacitat sulfur-oxidant com a dianes d’estudi en el seguiment i quantificacié de
microorganismes al llarg de I'operacié del biofiltre, mitjangant la técnica FISH. Les
sondes d’oligonucledtids especifiques seleccionades per a I'estudi van ser buscades i

comprovades a la base de dades ProbeBase (http://www.microbial-

ecology.net/probebase/; Loy et al., 2003). Les sondes d’oligonucleotids, portadores

d’un fluorocrom a I'extrem 5’, van ser sintetitzades per Thermo Scientific Biopolymers.
En alguns casos, per a la hibridacié d’algunes de les sondes especifiques, va ser
necessaria la utilitzacié de sondes competidores no marcades (veure taula 3.5).

Seguidament a cada un dels mostreigs de biomassa del biofiltre, es va procedir amb
la fixacido de la biomassa com a tractament inicial. Amb la fixacié6 de la biomassa
s’aconsegueix per un costat la permeabilitzacié de les cél-lules i per altre costat la
conservacio de la mostra. D’aquesta manera es facilita la penetracié de les sondes
fluoromarcades a l'interior dels bacteris i es protegeix el RNA de la degradacié per
RNases enddgenes. Posteriorment a la fixacio, les mostres van ser conservades a
-20°C permetent, per a una mateixa mostra, la hibridacié d’'una gran varietat de
sondes. El protocol seguit per a la técnica FISH va ser el definit per la Dra. Irene
Jubany, com una adaptacié a partir dels treballs de Hugenholtz et al (2001) i Manz et
al. (1992).
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En I'annex es mostren les diferents solucions i tampons utilitzats en la metodologia

que es descriu a continuacio.

Fixacid de la mostra: Per a la fixacié de la biomassa es van mesclar 3 volums de
Paraformaldehid (PFA) 4% (1.5 mL) amb 1 volum de mostra (0.5 mL). La biomassa
amb el PFA es va incubar a 4°C durant 1-3 h. Posteriorment es va centrifugar (5.000

g) per a concentrar-ne totes les cél-lules. Es va descartar la solucio fixadora i les
cél-lules van ser rentades dos vegades amb PBS 1x. Després dels rentats es va
resuspendre les ceél-lules en 1 volum (0.5 mL) de PBS 1x amb 1 volum (0.5 mL)
d’etanol -20°C. En aquest punt les cél-lules fixades poden ser processades per a la
hibridacié o bé conservades a -20°C.

Aplicacioé de la mostra al portaobjectes: Es van dipositar de 5 a 20 pL (en funcié de la

concentracio) de la mostra fixada a cada concavitat del portaobjectes i es va deixar
assecar per incubacié seca (max. 60°C). Seguidament es va deshidratar la mostra
per series de banys en etanol (3 minuts per cada concentracid): 50%, 80% i 96% i
finalment es va deixar assecar el portaobjectes a l'aire.

Hibridacié de la sonda: El tampé d’hibridacié es va preparar en tubs eppendorfs de 2

mL just en el moment de ser utilitzat (veure la taula 3.2). Es va afegir 8 uL del tampd
d’hibridacio preparat a cada concavitat del portaobjectes amb la mostra deshidratada.
Amb la solucié d’hibridacié sobrant es va decantar sobre un paper absorbent col-locat
dins el tub d’hibridacié (tub falcon 50 mL) amb l'objectiu de crear una atmosfera
humida dins el tub. Es van afegir 0.5 -1 uL de l'aliquota de la sonda en quiestié (50
ng/uL) a cada pou del portaobjectes, i es van mesclar cuidadosament. Finalment es
va col-locar el portaobjectes dins el tub d’hibridacié humidificat, que va ser tapat i
incubat a les fosques, en un incubador a 46°C durant 2 hores. En funcié del % de
formamida necessari (veure taula 3.3) es van poder hibridar simultaniament varies

sondes per a una mateixa mostra.

Taula 3.2. Composicio del tampd d’hibridacié. Per a les concentracions de formamida veure la
taula de concentracions 1 de I'annex.

Component Concentracio final pr\e{gzlaur?r 38,:“_

5M NaCl 900 mM 360 pL
1M Tris/HCI 20mM 40 yL

SDS 10 % 0.01 % 2L
Formamida 0-80 %" 0-1600 pL"
Aigua MilliQ - finsa 2 mL

Wi a concentracié de formamida depén de la sonda utilitzada (taula 3.5)
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Taula 3.3. Llistat de sondes d’oligonucledtids utilitzats en el seguiment per FISH.

Sonda Especificitat Forng(;)r)nida Referéncia Seqgiéncia (5'-3") Fluo(g?_c;rom
EUB338% majoria de Bacteria 0-50° Loy et al. (2003) GCTGCCTCCCGTAGGAGT Cy5
EUB338-II° alires Bactena no delectades o507 Loy et al. (2003) GCAGCCACCCGTAGGTGT Cy5
EUB338-III° iz Bﬁi”gggf;ge"tades 0-50° Loy et al. (2003) GCTGCCACCCGTAGGTGT Cy5
ALF968 a —proteobacteris 20 Loy et al. (2003) GGTAAGGTTCTGCGCGTT Cy3
BET42a B — proteobacteris 35 Loy et al. (2003) GCCTTCCCACTTCGTTT Cy3
- Competidor per BET42a 35 Loy et al. (2003) GCCTTCCCACATCGTTT Cy3
GAM42a y — proteobacteris 35 Loy et al. (2003) GCCTTCCCACATCGTTT Cy3
- Competidor per GAM42a 35 Loy et al. (2003) GCCTTCCCACTTCGTTT Cy3
EP402-423 € — proteobacteris 30 Takai et al.(2004) GAAAKGYGTCATCCTCCACG Cy3

Thiothrix eikelboomii, T. nivea,
G123T dTéfffRﬁif’Jkéﬁﬁ?&?ﬂﬁ%ﬁ”&& 40 Cytryn et al. (2006) CCTTCCGATCTCTATGCA Cy3
group I, 11, 1

- Competidor per G123T 40 Takai et al. (2004) CCTTCCGATCTCTACGCA Cy3
TMD131 Sulfurimonas denitrificans 35 Fernandez et al. (2008) TCCCAGTCTTTGAGGTAC Cy3
S-SH.neap-635-a-A-19 Halothiobacillus neapolitanus 35 Okabe et al. (2007) TAGAATCCCAGTATCCAAT Cy3
TBD1419 Thiobacillus denitrificans 50 Fernandez et al. (2008) ACTTCTGCCAGATTCCAC Cy3
S-S-T.int-0442-a-A-18 Thiomonas intermedia 10 Okabe et al. (2007) TCGATATTTCGCCCCCGC Cy3
TM2G0138 Group 2 Thiomonas 40 Hallberg et al. (2006) GTAGTTATCCCCCATCACA Cy3

% EUB338, EUB338-Il, EUB338-Il van ser utilitzats com una combinacié de les 3 anomenades EUB338 .

® Rang aplicable. El percentatge de formamida vindra definit pel requerit per la sonda especifica.




Rentat de la hibridacié: Durant les dues hores d’incubacié de la hibridacid, es va

preparar la solucié de rentat i es va escalfar a 48°C en un bany (veure taula 3.4). Es
va preparar un volum de solucié de rentat suficient per a submergir el portaobjectes.

Taula 3.4 Composicié de la solucio de rentat. Per a les concentracions de NaCl i EDTA veure
la taula de concentracions 1 de I'annex.

Component Concentracio final pre\:)?alganr]Sp(()a:nL
5M NaCl 0-900 mm 0-9mL"
0.5M EDTA 0-5mM @ 0-500 uL @

1M Tris/HCI 20 mM 1mL
SDS 10 % 0.01 % 50 yL
Aigua MilliQ - finsa 2 mL

W1 a concentracié de NaCl depén de la concentracié de formamida en el tamp6 d’hibridacio.

@ a concentracié d’'EDTA depén de la concentracié de formamida en el tampé d’hibridacio.
Després del periode d’hibridacié, es van rentar els portaobjectes amb la solucié de
rentat préviament escalfada, deixant fluir suaument la solucié per cada una de les
concavitats de la preparacio. Posteriorment els portaobjectes es van submergir en els
tubs amb solucié de rentat i es van incubar en un bany a 48°C durant 15 minuts. La
transicié rapida dels portaobjectes des dels tubs d’hibridacié als tubs amb la solucié
de rentat (préviament escalfada) minimitza les unions inespecifiques de sonda
degudes a la disminuci6 de la temperatura.

Després de la incubacié en la solucié de rentat, els portaobjectes van ser esbandits
suaument amb aigua MilliQ. L’aigua es va aplicar directament sobre els pous deixant
que fluis per tots ells. Després dels diferents rentats, es van assecar tots els pous

aplicant un flux d’aire comprimit sobre les mostres.

Contencié de les mostra: préviament a I'observacié de la mostra al microscopi és

necessari aplicar un medi de muntatge a la preparacio. Per aixo es va afegir a cada
pou, directament sobre la biomassa hibridada, unes petites gotes del reactiu anti-
blanquejant Citifluor. D’aquesta manera s’eviten pérdues d’intensitat de fluorescéncia
préviament a la captura d'imatges. Després d’afegir el Citifluor, per finalitzar la
preparacio es va cobrir el portaobjectes amb un cobreobjectes. Arribats a aquest punt
les preparacions poden ser observades al microscopi confocal o bé conservades a -
20°C durant setmanes sense pérdua de fluorescéncia.

Visualitzacié al Microscopi: La observacid de les preparacions es va realitzar al

microscopi confocal Olympus FluoViewTM FV1000 (Olympus Corporation).
Configurant els lasers i filtres adequats per a I'observacié de les sondes marcades.
(veure taula 3.5).
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Taula 3.5 Marcadors fluorescents utilitzats per marcar les sondes d’oligonucleotids.

Maxim Maxim Color Emissio
Nom Component d’excitacio d’emissié demissia Laser requerit Laser
emissio
(nm) (nm) (nm)
Cianina Cy3 Sulfoindocianina 550 570 Groc He-Ne 543
Cianina Cy5 Sulfoindocianina 649 670 Vermell  Kr-Ar/He-Ne 633

Per a cada portaobjectes es van capturar 40 camps visuals diferents repartits pels 7
pous de mostra hibridats amb la sonda especifica d’estudi. El vuité pou de la
preparacié (mostra sense addicié de cap sonda) va ser utilitzat per a capturar 5 fotos
més i avaluar la propia auto-fluorescéncia de la mostra.

La quantificacié de cada una de les espécies i grups de microorganismes estudiats
en les diferents mostres, va ser expressada en forma d’abundancia relativa referida a
la sonda general EUB338mix (bacteris totals). De manera que l'area d’'imatge de la
sonda especifica (marcada amb Cianina Cy3) va ser quantificada com a percentatge
de l'area d’imatge de la sonda general (EUB338mix marcades amb Cianina Cy5).
Una detallada descripci6 del métode d’analisi d’imatge i quantificacié relativa
mitjangant el programari Matlab, es pot trobar al treball desenvolupat per Jubany et
al. (2009).

3.4 RESULTATS I DISCUSSIO

3.4.1 CARACTERITZACIO DE LES COMUNITATS BACTERIANES
MITJANCANT LA CONSTRUCCIO DE LLIBRERIES DE CLONS PER
ELS GENS 16S RRNA

A partir de la construccié de dues llibreries de clons pels gens 16S rRNA, es van
obtenir dues fotografies estatiques de les composicions microbiologiques de les
comunitats desenvolupades en el biofiltre percolador. Per a cada un dels mostreigs
realitzats en el bioreactor es va obtenir una col-leccié de seqiéncies géniques del
marcador filogenétic clonat (16S rRNA). En base a 'analisi d’aquestes sequéncies es
va caracteritzar la composicio filogenética de les poblacions microbianes del biofiltre
dels dies 42 i 189 d’operacio.

A través de la comparacié de la caracteritzacio filogenética obtinguda entre els dos
moments d’operacié es va observar una evolucié de les poblacions al llarg del temps,
indicant que durant el temps d’operacio del biofiltre es produeix una simplificacio i
seleccidé de les comunitats que millor s’adapten a les condicions ambientals propies
de l'operaci6 del biofltre percolador.
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RE (%)

3.4.1.1 POSADA EN MARXA I OPERACIO DEL BIOFILTRE
PERCOLADOR

El biofiltre percolador va ser inoculat amb fangs aerobis provinents d’'una planta de
tractament d’aiglies residuals municipals, amb una concentracié de solids volatils en
suspensié (VSS) de 1.9 g L™'. Durant el periode de posada en marxa es va fixar la
concentracié d’entrada de H,S a 1000 ppm, (27.8 g H,S m™ h™"), que es va prolongar
al llarg de tres dies. Rapidament es va assolir una eficacia d’eliminacio (RE) superior
al 99 % que es va mantenir inclus després d’augmentar la concentracié d’entrada a
2000 ppm, (carrega de 55.6 g H,S m™ h™). Posteriorment a la posada en marxa, el
biofiltre percolador va estar operant continuament (fig. 3.2) amb una concentracio
d’'H.S entrant de 2000 ppm,, mantenint el sistema de control de pH a una consigna
entre 6.5-7 i amb un excés d’aportacid d’oxigen configurat en una ratio O./H,S
alimentat de 23.6 (v v''). A més, un aportacié de carboni inorganic de 0.71 + 0.08 g C-
HCOs; g"' S-H,S va garantir un excés de carboni disponible al llarg de I'operaci6
(Fortuny et al., 2008).
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Figura 3.2 Seguiment on-line del biofiltre percolador durant el periode operacional en que es
van construir les llibreries de clons a partir de la biomassa desenvolupada en el cos del
biofiltre. En fletxes verticals es mostren els moments de mostreig. C42: llibreria de clons
corresponent al dia 42 d’operacid; C189:llibreria de clons corresponent al dia 189 d’operacio.
Es mostren I'eficacia d’eliminacio, el pH i 'oxigen dissolt com a variables de seguiment.

Les condicions operacionals anteriorment mencionades es van mantenir constants al
llarg dels 260 dies considerats, resultant en una operacio estable i controlada assolint
una elevada eficacia d’eliminacio al llarg de tot el periode. A més, practicament
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durant tota la operacié, es va mantenir una capacitat d’oxidaci6 de sulfur
practicament completa (superior al 90% del H,S alimentat) a SO,>mostrant una

minima acumulacié de S° al cos del bioreactor.

3.4.1.2 LLIBRERIES DE CLONS DELS GENS 16S RRNA

Amb intencié d’identificar les poblacions microbianes que es desenvolupen en el
biofiltre, aixi com valorar els canvis poblacionals al llarg del temps, es van construir
dues llibreries de clons dels gens 16S rRNA. La primera llibreria es va construir a
partir del mostreig realitzat el dia 42 d’operacio, referida d’ara endavant com a llibreria
C42. Per altre costat, la segona llibreria de clons va ser construida en base la
biomassa mostrejada el dia 189 d'operacio i va ser anotada com a llibreria C189.
Ambdues llibreries van ser construides a partir de les sequéncies parcials (>1400 pb)
dels gens 16S rRNA, resultant en un total de 100 clons per llibreria que van ser
sequenciats posteriorment. Els resultats de I'associacio filogenética de les llibreries
C42 i C189 van ser publicats anteriorment en els treballs de Maestre et al. (2009;
2010). L’analisi inicial de les 100 sequéncies relatives a la llibreria C189 va generar
27 clons potencialment quimérics que van ser descartats mitjangant el programa
Bellerophon (Huber et al., 2004). Les 73 sequéncies resultants de la llibreria C189
van ser analitzades filogenéticament i agrupades en unitats taxondmiques
operacionals (OTUs) segons el programa DOTUR (Schloss i Handelsman, 2005) amb
I'objectiu de poder-les comparar posteriorment vers les seqliencies de la llibreria C42.
Referent a la llibreria C42, unicament 10 seqiliéncies van resultar quimeres i van ser
descartades, les altres 90 sequéncies van ser analitzades filogenéticament i
agrupades en OTUs. A partir del conjunt de sequéncies 16S rRNA de cada llibreria,
es va determinar un 97% de similitud de seqliéncia minima per a definir una unitat

taxondmica operacional (Hansel et al., 2008).

L’analisi comparatiu directe entre les dues llibreries de clons desenvolupades va ser
possible gracies al fet que ambdues llibreries van ser processades seguint la mateixa
metodologia. Es van estimar els index de diversitat bioldgica (taula 3.6) per a cada
una de les llibreries i es va poder observar que les comunitats estudiades
presentaven una menor diversitat de microorganismes que daltres treballs
implementats en biofiltres (Sakano i Kerkhof, 1998; Friedrich et al., 2002).

Taula 3.6 Composicié i diversitat de les llibreries de clons 16S rRNA desenvolupades.

Llibreria. N°clons N°OTUs Cobertura Shannon U’nifor‘m@tat Si'mpson
index d’espécies index
C42 73 37 40.0 3.64 0.91 0.03
C189 90 54 49.3 3.04 0.84 0.08
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A partir de la valoracié dels index de Shannon es va observar que la llibreria C42
presentava una major diversitat filogenética que la llibreria C189, indicant una
lleugera simplificacié de les comunitats del biofiltre al llarg del temps. A més, la
llibreria C42 també presentava un major index d’uniformitat, fet que reforca la idea
d’'una major diversitat bioldgica. Aquests resultats son directament relacionables amb
les condicions d’operacié del bioreactor al llarg del periode considerat. Doncs la
llibreria C189 es va construir a partir de biomassa obtinguda el dia 189 d’operacio,
essent una llibreria basada en una biomassa adaptada durant un llarg periode i sota
unes condicions altament selectives. En el mateix sentit, els index de Simpson, els
quals sén inversament relacionables amb la diversitat, van presentar un menor index

la llibreria C42 confirmant la major diversitat d’aquesta.

Contraposadament als resultats del calcul tedric de les cobertures (segons I'equacio
3.5) de les llibreries C42 i C189, les corbes de rarefaccié desenvolupades amb el
programa DOTUR (fig. 3.3) van demostrar que ambdues llibreries de clons
presentaven suficient cobertura per descriure la majoria de la diversitat bacteriana
existent en les mostres, ja que les dues corbes practicament assoleixen la fase de
saturacio. De manera que, un hipotétic augment en el nombre de clons considerats
en cada llibreria no reflectiria un augment del nombre d’OTUs resultants. Aixi doncs,
tant la C42 com la C189 demostren suficient dimensié de clons per estudiar la
diversitat filogenética de les mostres provinents del biofiltre.
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Figura 3.3 Corba de rarefaccié calculada pels diferents OTUs obtinguts en cada llibreria de
clons. La linia discontinua representa 1:1, indicativa de la diversitat infinita. Els OTUs van ser
definits en base grups de seqiiéncies que compartien el 97% de sequéencia del 16S rRNA.
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3.4.1.3 DIVERSITAT FILOGENETICA I EVOLUCIO DE LES
POBLACIONS SULFUR-OXIDANTS

L’analisi filogenétic de les llibreries géniques ha permés valorar la diversitat
microbiana existent del biofiltre en base els dos moments de mostreig. La gran
majoria de sequéncies pertanyien al phylum Proteobacteria, concretament el 91.1%
de la llibreria C42, i el 76.7% de la llibreria C189. Per altre banda, la resta de clons
d’ambdues llibreries van ser anotats com a membres del phylum Bacteroidetes.
D’aquesta manera, segons l'estudi filogenétic realitzat, la diversitat existent en el
biofiltre percolador va resultar ser menor que la que s’observa en d’altres ambients
sulfurosos naturals (Engel et al., 2004; Elshahed et al., 2003).

Respecte el phylum Bacteroidetes, la llibreria C42 va presentar una major diversitat
d’espécies (5 géneres i 8 clons), tot i que amb menor abundancia que la llibreria
C189 (2 géneres i 17 clons). De la mateixa manera, la composicio filogenética dels
clons del phylum Proteobacteria diferien considerablement entre les dues llibreries
(veure taula 3.7). A la llibreria C42, abundaven els proteobacteris beta (41%), seguits
dels gamma (40%) i en menor proporcio els delta, els épsilon i els alfa (3%, 2%, i 1%
respectivament). En quant els géneres, a la llibreria C42 s’hi van identificar 24
generes diferents, en canvi, a la llibreria C189 unicament se’n van anotar 11, indicant
una simplificacié de la diversitat filogenética entre les dues llibreries. A la llibreria
C189 el 49% dels clons van ser anotats com a classe gamma, un 16% com a classe
beta, i un 11% com a épsilon proteobacteris, a diferéncia de la llibreria C42 on no es
van identificar clons de proteobacteris alfa i delta.

La divisié taxondmica més abundant de la llibreria C42 van ser els proteobacteris
beta, on el 31% dels clons estaven relacionats amb espécies del génere Thiobacillus i
un 6% relacionats amb el génere Thiomonas. De manera minoritaria, es van anotar
altres géneres de proteobacteris beta com sén Zooglea, Denitrasoma i Ideonella, que
representaven al voltant d’'un 4% de la llibreria. Per altre costat, a la llibreria C189, els
proteobacteris beta només representaven el 16% dels clons. Tot i que el génere
Thiobacillus continuava essent el més abundant (7%) entre la divisié taxondmica. En
aquesta llibreria no es van identificar clons relacionats amb els géneres Thiomonas,
Zooglea i Ideonella, en canvi, si que es van identificar clons del génere Denitrasoma
(3%). A més a més, a la llibreria C189, s’hi van anotar varis clons relacionats amb els
géneres Nitrosomonas, Nitrosospira i Ottowia, representant un 6% del total de la
col-leccio.

Tant a la llibreria C42 com a la C189 es va observar un alt percentatge de clons
relacionats amb proteobacteris gamma (40% en la C42 i un 49% en la C189). No
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obstant, la distribucié de géneres en cada col-leccié va ser diferent. A la llibreria C42,
el génere més abundant de proteobacteri gamma va ser el génere Dokdonella amb
un 21% dels clons, tot i aixi es van anotar nou géneres més, relacionats amb aquesta
divisio taxondomica. Els clons relacionats amb aquests nou géneres: Frateuria,
Aquimonas, Stenotrophomonas, Rhodanobacter, Thermomonas,
Pseudoxanthomonas, Halothiobacillus, Acidithiobacillus i Thiothrix, van mostrar una
escassa preséncia en la llibreria, on cap d’ells va superar el 3% del total de clons. Es
notori mencionar que el génere Thiothrix, unicament va representar el 1% dels clons
de la llibreria C42, en canvi a la llibreria C189, els clons relacionats amb aquest
génere van resultar el 44% de la col-leccid. Per altre banda, a la llibreria C189, també
es van observar altres géneres relacionats amb proteobacteris gamma, tres clons

anotats com a Dokdonella i un com a Xanthomonas.

Tot i ser present en ambdues llibreries, els proteobacteris épsilon estaven poc
representats en les dues llibreries (2% de la C42 i un 11% de la C189). A la col-lecci6
C42 unicament s’hi va detectar el génere Sulfuricurvum, i a la llibreria C189 el génere
Sulfurimonas. Les classes de proteobacteris alfa i delta, solament van ser
relacionades a la llibreria C42, representant només un 4% dels total de clons de la
col-leccid. Entre els géneres identificats, es van anotar Parvibaculum (proteobacteri
alfa), Nitrospira i Malonomona (proteobacteris delta).

Referent al phylum Bacteroidetes, el clons de la llibreria C42 d’aquesta divisioé van ser
relacionats amb les classes Flavobacteria, Sphingobacteria i Bacteriodetes,
representant un 10% del total de la col-leccié. En canvi, a la llibreria C189, solament
es van identificar clons de les classes Flavobacteria i Sphingobacteria, que
majoritariament van ser anotats com a Corcinitromix i Haliscomenobacter,
representant un 3% i un 20% dels clons, respectivament.

Dels 90 clons obtinguts de la llibreria C42, es van definir 54 OTUs en base al criteri
del 97% de similitud de seqiiéncia. De les 54 unitats, 21 OTUs conformats per 38
clons, van mostrar similitud amb bacteris sulfur-oxidants. Entre els més abundants, el
génere Thiobacillus (12 OTUs i 31 clons) seguit pels géneres Thiomonas,
Acidothiobacillus, Sulfuricurvum, Thiothrix i Halothiobacillus (veure taula 3.7). En
canvi, per a la llibreria C189 es van definir 37 OTUs a partir dels 73 clons
seleccionats seguint la mateixa metodologia. De les 37 unitats taxonomiques, 19 van
ser relacionades amb géneres de bacteris sulfur-oxidants. Entre les quals, el génere
més abundant va resultar ser Thiothrix amb 12 OTUs i 32 clons complementat pel
génere Sulfurimonas (3 OTUs i 7 clons), el génere Thiobacillus (3 OTUs i 5 clons) i el
génere Xanthomonas amb un unic clon i OTU.
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Taula 3.7 Anotacio filogenética de les llibreries de clons C42 i C189. Es mostren els clons amb afiliacio filogenética relacionada amb espécies sulfur-oxidants.

Llibreria .Aﬂha?lq Genere N° OTUs Seq. clon rep. Semblanga max. N° Acc S'"I,"'t“d Semblanga max. relativa N° Acc S'"I,"'t“d
Filogenetica (%) (%)
e el Thiobacillus denitrificans ATCC

Thiobacillus 23,36,38,42, H2SRC28 Uncultured bacterium EU266809 93 25959 CP000116 93

43,45
B-proteobacteri H2SRC21 Uncultured bacterium AY945874 92 Thiobacillus aquaesulis u58019 84
Thiomonas 15, 35, 49 H2SRC238 Thiomonas sp. B3 AJ549220 98 Thiomonas sp. B3 AJ549220 98
c42 H2SRC236X Uncultured bacterium DQ415765 96 Thiomonas sp. ML1-83 DQ146051 96
e-proteobacteri Sulfuricurvum 16, 44 H2SRC228X  Sulfuricurvum kujiense strainYK-3  AB080644 99 Sulfuricurvum kujiense strainYK-3 ~ AB080644 99
Thiothrix 39 H2SRC212X Uncultured bacterium AB255070 95 Thiothrix sp. CT3 AF148516 93
y-proteobacteri | Acidithiobacillus 2,53 H2SRC210 Uncultured bacterium DQ3o3ze1 92 Acdiniobactus abertensis stan aj4s0804 92
Halothiobacillus 19 H2SRC233 Uncultured bacterium AB255085 93 Thiobacillus sp. UAM-| AY487255 92
Thiobacillus 21,8,7  H2SRC138X Uncultured bacterium AB255070 92 Thiobacilus dentrificans strain - gysag130 88
B-proteobacteri H2SRC114 Thiobacillus iajgnensis strain DQ390445 99 Thiobacillus Zajénensis strain DQ390445 99
H2SRC120 Uncultured bacterium EF467563 95 Thiobacillus plumbophilus AJ316618 95
Sulfurimonas 3,519 H2SRC121 Sulfurimonas1d;5nlitrificans DSM CP000153 99 SuIfurimonasldzesnlitrificans DSM CP000153 99

c189 g-proteobacteri ) L
H2SRC146 Uncultured bacterium AB181499 98 Sulfurimonas dentirificans BSM  gpooo1s3 98
Xanthomonas 11 H2SRC148 Xanthomonas axonopodis AB101447 92 Xanthomonas axonopodis AB101447 92
1,2,4,6,17,2

Thiothrix 6,27,28,29,3 H2SRC15 Thiothrix lakustris strain BL EU642572 99 Thiothrix lakustris strain BL EU642572 99

y-proteobacteri 0,31,32
H2SRC112 Thiothrix sp. CT3 AF148516 96 Thiothrix sp. CT3 AF148516 96
H2SRC144X Uncultured bacterium EU340200 97 Thiothrix sp. CT3 AF148516 96




Les diferéncies filogenétiques entre les dues llibreries de clons generades demostren
I'adaptacié i seleccié de les poblacions que es desenvolupen en el biofiltre percolador
de dessulfuracio. Segons les llibreries construides es va poder observar una evolucio
de les comunitats, amb dominancia de les espécies sulfur-oxidants. En concordanca
amb els resultats de Snaidr et al. (1997), les espécies amb capacitat sulfur-oxidant no
resulten predominants en els fangs aerobis (indcul), a excepcié de les situacions de
bulking operacional de les plantes de tractaments d’aiglies residuals que sovint estan
relacionats amb espécies de Thiothrix. No obstant, la rapida aclimatacié i adaptacio
de les comunitats observada a partir de la llibreria C42, suggereix una minoritaria,
perod incipient, preséncia de microorganismes amb capacitat sulfur-oxidant en l'inocul
inicial. Al cap de 42 dies d’operacio, practicament el 50% dels clons de la llibreria van
mostrar afiliacio amb espécies relacionades amb el cicle del S°, indicant una rapida
evolucio degut a les selectives condicions operacionals del biofiltre.

Considerant els canvis significatius entre les dues llibreries de clons construides, tant
en les abundancies relatives com en els grups filogenétics identificats, es va observar
una profunda transformacio de les comunitats al llarg del temps. En aquest sentit al
cap de poc més d’'un mes d’operacio, el grup predominant de la col-leccié C42 va ser
el génere Thiobacillus (34% dels clons totals) mentre que Thiothrix escassament
representava un 1% de la llibreria. En contraposicio, al cap de 189 dies d’operacio el
génere Thiothrix va resultar ser dominant amb un 44% del total dels clons, mentre el
génere Thiobacillus disminuia la seva preséncia fins al 7% dels clons. De manera
similar, la preséncia de grups minoritaris com Sulfuricurvum, Acidothiobacillus i
Halothiobacillus a la primera llibreria, es va reduir notablement en la llibreria C189
com a resultat de la seleccio i evolucio de les poblacions en el bioreactor.

La capacitat sulfur-oxidant del génere Thiobacillus va ser descrita inicialment per
Kelly et al. (1997). La majoria de clons afiliats al génere Thiobacillus de la llibreria
C42 van mostrar una maxima relacid amb clons no cultivables obtinguts d’ambients
sulfurosos naturals (Okabe et al., 2007). Tot i aixi, algunes de les espécies més
proximes als clons obtinguts van ser Thiobacillus denitrificans i Thiobacillus
aquaesulis. Comparativament, a la llibreria C189 no només hi va haver una clara
disminucid del génere Thiobacillus sin6 que, a més, es va observar un canvi
substancial d’espécies relacionades com Thiobacillus denitrificans, Thiobacillus
sajanensis i Thiobacillus plumbophilus. La predominancga del génere Thiobacillus a la
llibreria C42 es va relacionar a les condicions de poca carrega organica disponible i a
una major abundancia relativa en lindcul original. Tot i considerar el génere
Thiobacillus com un dels principals grups responsables de la sulfur-oxidacié en el
bioreactor, al cap de 189 dies d'operacio van resultar predominants altres espécies
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mixotrofes, com Thiothrix, demostrant una millor adaptacié a les condicions
d’operacio.

A partir de la reconstrucci6 filogenética realitzada pels diferents OTUS en les bases
de dades de I'ARB, es van obtenir dos arbres filogenétics (fig. 3.4), on es pot
observar la posici6 relativa dels diferents clons representatius de cada OTU vers les
sequéncies géniques 16S rRNA d’espécies seleccionades del programa ARB.

a)

H2SRC21, OTU 1, (FM212988)
Uncultured bacterium, (AY945874)
T aquaesulis, (U58019)
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259, (CP000116)
Uncultured Hydrogenophilaceae bacterium, (EU266809)
[ H2SRC236x, OTU 49, (FM213060)

Thiomonas sp. ML1-83, (DQ146051)
Uncultured bacterium, (DQ415765)
H2SRC238, OTU 15, (FM213019)

Thiomonas sp. B3, (AJ549220)

B-proteobacteris

H2SRC28, OTU 36, (FM213008)

H2SRC212x, OTU 39, (FM213039)

Ehimhrix sp. CT3, (AF148516)
Uncultured bacterium, (AB255070)
4‘—';&5%233, OTU 19, (FM213014) y-proteobacteris

Thiobacillus sp. UAM-I, (AY487255)
Uncultured bacterium, (AB255085)
H2SRC210, OTU 2, (FM212989)
E Acidithiobacillus albertensis, (AJ459804)
Uncultured bacterium, (DQ303261)

[ H2SRC228x, OTU 44, (FM213054) a—proteobacteris
L Sulfuricurvum kujiense, (AB080644)

b)

H2SRC15, OTU 4, (FM165203)

Thiothrix lakustris strain BL, (EU642572)

H2SRC112, OTU 7, (FM174321)

Thiothrix sp. CT3, (AF148516)
[——— H2SRC144x, OTU 6, (FM165230) y-proteobacteris

L Uncultured bacterium, (EU340200)

N H2SRC138x, OTU 32, (FM174361)

Uncultured bacterium, (AB255070)

H2SRC148, OTU 21, (FM174337)

Xanthomonas axonopodis, (AB101447)

H2SRC121, OTU 12, (FM174323)
’—:ulfurimonas denitrificans DSM 1251, (CP000153) ¢-proteobacteris
H2SRC146, OTU 8, (FM174329)
Uncultured bacterium, (AB181499)

H2SRC120, OTU 11, (FM174332)
E Thiobacillus plumbophilus, (AJ316618)
Uncultured bacterium, (EF467563)

— B-proteobacteris

Thiobacillus denitrificans, (EU546130)
f H2SRC114, OTU 9, (FM174331)

Thiobacillus sajanensis, (DQ390445)

Figura 3.4 Arbres filogenétics de les sequiencies geniques de 16S rRNA de les llibreries de
clons generades. a) llibreria de clons C42. b) llibreria de clons C189. En negreta es mostren
els clons representatius dels OTUs relacionats amb espécies de bacteris sulfur-oxidants
identificats en el biofiltre percolador. La classificacié vertical lateral mostra les respectives
divisions taxonomiques de les sequéncies representades. Barra d’escala: 10% diferéncia
estimada en la sequiéncia de nucledtids.
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El génere Thiothrix ha estat descrit en una gran varietat d'ambients, formant part de
biofilms de sistemes naturals (Angert et al., 1998; Engel et al., 2001) aixi com en
plantes de tractament d‘aigles residuals (Williams i Unz, 1989) on ha estat
relacionada com una de les principals causes de formacié d’escumes i bulking dels
fangs. Entre les espécies d’aquest génere s’hi troben bacteris aerdbics que poden ser
heterotrofs, quimiolitoautotrofs o mixtotrofs. L'espécie Thiothrix CT3 va ser
relacionada amb un alt grau de similitud amb clons obtinguts en ambdues llibreries.
Thiothrix CT3 és capag de créixer en preséncia de compostos reduits de sofre com a
unica font d'energia, a més de poder emmagatzemar grans quantitats de
polihidroxibutirat en ambients amb carboni organic disponible (Majone et al., 2007).
No obstant a la llibreria C189, on el genere Thiothrix va resultar predominant,
I'espécie Thiothrix lakustris va aparéixer com insert majoritari entre els clons d’aquest
grup. La predominanca de Thiothrix a la llibreria de clons C189 es va relacionar amb
el possible metabolisme mixotrof d’aquestes espécies i a la considerable disponibilitat
de biomassa acumulada al cos del biofiltre després de 189 dies d’operacié. Aquest
avantatge metabolic, aixi com la forta pressid selectiva propia de les condicions
ambientals de la operacié van causar els canvis poblacionals comentats i la
predominanca de bacteris Thiothrix en detriment d’altres.

De manera minoritaria es van identificar alguns clons relacionats amb I'espécie
Sulfuricurvum kujiense, un bacteri quimiolitoautotrof anaerdbic facultatiu amb
capacitat sulfur-oxidant. Tot i aixi, unicament es va identificar a la llibreria C42,
indicant que probablement no es va adaptar a les estrictes condicions operacionals
del biofiltre, a diferéncia de I'espécie Sulfurimonas denitrificans que va ser
identificada a la llibreria C189. Aquest, també és un bacteri quimiolitoautotrof
anaerobic facultatiu amb capacitat sulfur-oxidant que probablement juga un paper
important en els processos de sufur-oxidacié que es duen a terme en condicions de
baixa concentracié d’oxigen. En aquest sentit, Okabe et al. (2005) va identificar S.
denitrificans com un dels principals contribuidors a I'oxidacié anaerdbica parcial del
H,S a S° en biofilms microaerofilics d’aiglies residuals.

Aixi doncs, a partir de les dues llibreries de clons construides va ser possible
caracteritzar filogenéticament les poblacions microbianes existents en dos moments
concrets d’operacié del biofiltre percolador, oferint dues fotografies estatiques i
comparables de la part bidtica del bioprocés.
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3.4.2 SEGUIMENT DE POBLACIONS SULFUR-OXIDANTS PER FISH

En base a la informacié de les sequéncies 16S rRNA obtingudes de les poblacions
identificades en les llibreries genétiques construides, es va plantejar un estudi de
FISH en una nova posada en marxa del biofiltre amb intencié d’aprofundir en la
dinamica de poblacions i en la quantificacido d’espécies sulfur-oxidants al llarg de la
operacié. Tot i treballar amb una nova posada en marxa del bioreactor, la seleccio
d’espécies i grups de microorganismes diana a seguir mitjangant FISH es va basar en
els resultats de la identificacié de les poblacions sulfur-oxidants presentats en
I'apartat anterior.

Segons les quantificacions de les poblacions sulfur-oxidants obtingudes dels diferents
moments d’operacio i zones de mostreig es va poder observar la dinamica de les
espécies sulfur-oxidants de diverses zones del biofiltre i a diferents moments
d’operacio. Aixi doncs, es va realitzar un seguiment i quantificacid de les espécies
sulfur-oxidants, permetent relacionar I'operacié del biofiltre amb la composicié de les

comunitats microbianes desenvolupades.

3.4.2.1 POSADA EN MARXA I OPERACIO DEL BIOFILTRE
PERCOLADOR

Els nous objectius definits al voltant del seguiment de poblacions sulfur-oxidants al
llarg de la posada en marxa i operacié del bioreactor van conduir a la modificacio del
cos del biofiltre per tal de facilitar i permetre el mostreig de biomassa a diferents
altures, minimitzant I'impacte en l'operacié d’aquest. Una detallada descripcio tant de
'estratégia seguida en la posada en marxa com en l'experimentacié realitzada a
condicio d’optimitzar I'operacio han estat presentats en el capitol 2 d’aquesta tesi.

Tot i les diferents actuacions implementades al llarg del periode, especialment durant
els 4 primers mesos d’operacid, el biofiltre va demostrar ser un sistema robust i
adaptable a petits canvis configuracionals, mantenint una RE>98% practicament
durant tot el periode operacional considerat. Tal i com es pot observar al grafic de la
figura 3.5, el seguiment de I'OD, ORP i pH al llarg dels 350 dies considerats mostren
una operacio estable del biofiltre malgrat les oscil-lacions periddiques propies de
'operacio. L’accident operacional del dia 209, causat per una interrupcié en
'aportacié d’aire al sistema, va ocasionar una important pertorbacié en 'operacio del
bioreactor. Tot i aixi, en poc més de tres setmanes el biofiltre va recuperar la seva
activitat i valors estacionaris d’operacio previs a I'accident.
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Figura 3.5 Seguiment en linia del pH, potencial d'oxidacio-reduccié (ORP) i oxigen dissolt
(OD) del biofiltre percolador al llarg dels 350 dies d’operacio considerats.. Les fletxes mostren
els mostreigs realitzats per a FISH

A la taula 2.5 del capitol 2 hi ha un recull de les variables operacionals,
concentracions ioniques i rendiments d’oxidacié de H,S per a cada un dels estudis de
FISH realitzats on es descriuen les condicions ambientals del bioreactor referides a

cada mostreig.

3.4.2.2 DETERMINACIO DE LA DINAMICA DE POBLACIONS
SULFUR-OXIDANTS MITJANCANT LA TECNICA FISH

Amb intencié d’estudiar més profundament la composicié i evolucié de les poblacions
sulfur-oxidants al llarg de la nova posada en marxa del biofiltre amb un nou material
de rebliment, es va utilitzar la técnica FISH per a diferents grups de microorganismes
i espécies sulfur-oxidants, referides a diferents zones i moments d’operacié. La
quantificacié de les espécies i grups de microorganismes estudiats en les diferents
mostres va ser expressada en forma de percentatge relatiu de cél-lules hibridades
amb EUB338mix (definides com a bacteris totals). Aixi doncs, en base el calcul de les
abundancies relatives de les espécies sulfur-oxidants, es va valorar la dinamica
d’aquestes poblacions tant al llarg de l'operaci6 com en la seva distribucio al

bioreactor.
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D’acord amb els resultats derivats de les dues llibreries de clons construides en la
operacié préevia del biofiltre no es van utilitzar sondes d’oligonucledtids especifiques
per a proteobacteris delta. En aquest sentit, estudis similars al voltant de les
comunitats sulfur-oxidants van considerar negligible la quantitat de proteobacteris
delta en comparacié amb altres classes de proteobacteris (Fernandez et al., 2008;
Okabe et al 2007). Partint de I'indcul inicial (dia 0 d’'operacio), a la fig. 3.6 es poden
observar les quantificacions relatives resultants de les sondes d’oligonucleotids
hibridades, aixi com l'evolucié de les comunitats microbianes de mostres preses a

tres algades del reactor al cap de 26 dies d’operacioé del bioreactor.

9,0%
W Proteobacteris alfa
8,0% M Proteobacteris beta

W Proteobacteris gamma
7,0% ® Proteobacteris &psilon

m Sulfurimonas denitrificans

6,0%
W Thiothrix spp.

5,0% Halothiobacillus neapolitanus
Thiobacillus denitrificans
4,0% Thiomonas intermedia
3,0% |
2,0% pu
1,0% 17 8
-
. L 2] i L

0,0%

Cel-lules marcades per FISH (% referenciat al marcatge EUB228mix)

Inocul Alta Mitja Baixa

26 dies d'operacio

Figura 3.6 Canvis poblacionals dels grups de microorganismes i espécies sulfur-oxidants
estudiats per FISH en la posada en marxa del bioreactor. Es diferencien les abundancies
relatives en funcié de la distribucié al llarg del biofiltre (zona alta, mitja i baixa). Es mostren les
quantificacions en termes d’abundancia relativa referides a la senyal de la sonda general per
a eubacteris (EUB338mix).

Les classes de proteobacteris alfa i beta van resultar dominants en els estudis de
FISH realitzats a la biomassa de I'indcul, representant cada una un 5% de les
cel-lules hibridades amb EUB338mix. Les abundancies relatives observades de
proteobacteris alfa i beta van resultar significativament diferents que les existents en
els indculs analitzats amb anterioritat (Maestre et al., 2008), probablement degut a les
diferents caracteristiques de l'inocul inicial provinent de la planta de tractament
d’aigles residuals. La dominancia de proteobacteris alfa pot estar relacionada amb la
preséncia d’alguns grups de bacteris filamentosos (no relacionat amb Thiothrix)
causants de problemes de bulking en les plantes de tractament d’aigies residuals
(Levantesi et al., 2004). No obstant, la no utilitzacié de sondes especifiques per a
espécies de proteobacteris alfa en aquest estudi, no va permetre confirmar aquesta

hipotesi. Per altre costat, la possible preséncia de microorganismes relacionats amb
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els processos de nitrificaci6 com Nitrosomonas (proteobacteri beta) i Nitrobacter
(proteobacteri alfa) podrien reforcar les quantificacions obtingudes en [linocul.
Respecte les espécies sulfur-oxidants analitzades en l'inocul, va resultar significatiu
que practicament cap de les sondes hibridades presentés una preséncia superior al
1% de les cél-lules marcades, indicant una molt baixa abundancia de les espécies
escollides el dia 0 d’operacié. En aquest sentit, altres treballs han observat com
espécies sulfur-oxidants de Thiothrix, escassament representen un 3% dels bacteris
totals dels fangs aerobis d’'una planta de tractament d’aigles residuals (Nielsen et
al., 2000).

Valorant la dinamica de les poblacions analitzades per FISH al cap de 26 dies
d’operacio del biofiltre, es va observar una notable variacid6 de les abundancies
relatives de les espécies i grups de microorganismes estudiats, especialment entre
les diferents seccions del biofiltre analitzades. Respecte les diferents classes, els
proteobacteris alfa no va mostrar practicament cap variacié a la zona alta del biofiltre
al cap de 26 dies d’operacid, a diferéncia de les zones mitja i baixa on va disminuir la
seva abundancia relativa a la meitat aproximadament. Els proteobacteris beta van
mostrar una evolucié diferent, apareixent com la classe dominant a la zona mitja del
biofitre i disminuint la seva preséncia a la meitat a les zones altes i baixes del
bioreactor. Un dels canvis més notoris entre les diferents classes de proteobacteris,
va ser que els proteobacteris gamma van resultar la classe més abundant a la zona
alta del biofiltre, la segona més dominant a la zona mitja i practicament no eren
presents a la zona baixa del bioreactor. Per ultim, els proteobacteris épsilon
practicament no va mostrar cap adaptacié i evolucié significativa respecte l'inocul
inicial, solament a la zona mitja del biofiltre va mostrar un lleuger augment, assolint
un 1,4% de les cél-lules marcades d’aquesta zona. La propia configuracié del
bioreactor i les condicions selectives d’operacié van causar una evident adaptacio
diferencial dels diferents phyla al llarg de la posada en marxa del sistema. Segons les
quantificacions relatives obtingudes en funcié de la zona del biofiltre analitzada al cap
de 26 dies d’operacid, es van posar en evidéncia les diferents condicions ambientals
existents en les diverses zones analitzades del bioreactor (veure fig. 3.6).

Focalitzant les abundancies relatives resultants en les especies de microorganismes
sulfur-oxidants analitzades el dia 26 d’operacié es va observar un lleuger augment
d’'aquestes espécies al cos del biofiltre, especialment a la zona alta i mitja del
bioreactor. No obstant, les quantificacions relatives obtingudes van resultar inferiors a
les esperades, comparativament als estudis d’altres treballs (Maestre et al., 2010). La
rapida posada en marxa del sistema, i I'elevada eficacia d’eliminacié de H,S assolida
al cap de pocs dies d’operacio, van demostrar la capacitat sulfur-oxidant del bicfiltre.
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Tot i aixi, les quantificacions relatives d’aquestes espécies no van demostrar la
predominanca de cap de les espécies sulfur-oxidants analitzades en les comunitats
bacterianes desenvolupades al cap de 26 dies. Per altre banda, i en base les
mateixes quantificacions obtingudes, es va observar una incipient adaptacio
preferencial d’algunes espécies a determinades zones del bioreactor. Entre les
espécies analitzades, Thiomonas intermedia va aparéixer com l'espécie sulfur-
oxidant més abundant a la zona alta del biofiltre (2.4%), a diferéncia de les zones
mitja i baixa on practicament no va mostrar hibridacié. De manera similar Thiobacillus
denitrificans va resultar I'espécie sulfur-oxidant dominant a la zona mitja del biofiltre
(2.3%), tot i que també va mostrar certa preséncia a la zona alta (1.8%) i
lleugerament a la zona baixa (1.1%). Pel que fa les espécies de Thiothrix al cap de 26
dies d'operacio, van presentar una abundancia relativa molt minoritaria, apareixent
Unicament a les zones alta i mitia amb un 1.6% i 1.4% de les ceél-lules hibridades,
respectivament. Per ultim, I'espécie Sulfurimonas denitrificans no va apareixer
significativament en cap de les tres zones analitzades, mostrant una quantificacio
relativa inferior al 1% en totes les zones.

Tot i la timida adaptacid6 de les poblacions sulfur-oxidants al cap de 26 dies
d’operacio, a la figura 3.7 es poden observar les quantificacions relatives resultants
de les mateixes espécies analitzades en dos mostreigs posteriors, concretament al
cap de 84 i 245 doperacié. Les condicions ambientals selectives propies de
l'operacio aixi com els gradients existents al llarg de la longitud del biofiltre van
direccionar la dinamica de poblacions resultant a les quantificacions observades el
dia 84 i posteriorment el dia 245 d’operacié. La propia configuracié del bioreactor
ocasionava que les zones baixes del cos del biofiltre fossin unes regions on la relacié
O./H,S era minima degut a la proximitat de I'alimentacié del corrent gasés (2000
ppm, H.S) i a la poca carrega d’oxigen disponible en la fase liquida. De manera
contraria, les zones altes del cos del biofiltre eren unes zones on la relacid O,/H,S
eren maximes, degut a que el sentit de percolacié de la fase liquida assegura
l'aportacid d'oxigen a aquesta altura, a més de ser la regid6 més allunyada de
I'entrada d’aliment (gas) i, per tant, amb menys carrega disponible de H,S. Per altre
costat, 'acumulacié de S° i matéria organica observada al llarg del cos del biofiltre
podria influenciar les relacions trofiques de les poblacions presents i, per tant, incidir
en la dinamica de les poblacions observada. Aixi doncs, segons les consideracions
indicades, al llarg del cos del biofiltre concorrien diferents gradients verticals de
condicions ambientals, forgcats per la propia operacié en continu del bioreactor. No
obstant, cal mencionar que els estudis de FISH realitzats es van elaborar en base a
mostreigs representatius de cada una de les zones definides i per tant, les
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caracteristiques del biofilm analitzat podien diferir clarament de les consideracions
operacionals estimades.

A partir de les quantificacions obtingudes del dia 84, es va observar una notable
evolucié de les poblacions en les distintes zones del bioreactor, mostrant una
marcada predominanga de certes espécies en diferents zones del biofiltre.
Halothiobacillus neapolitanus va apareixer com l'espécie sulfur-oxidant analitzada
més abundant a les zones alta i mitja del biofiltre al cap de 84 dies d’operacio,
incrementant la seva abundancia a un 5.7% i un 14.2% de les cél-lules hibridades,
respectivament. En canvi a les zones més baixes, H. neapolitanus, no va aparéixer
en cap analisi amb més d’'un 1% d’abundancia relativa. Per altre costat, un segon
grup de poblacions sulfur-oxidants importants al cap de 84 dies d'operacio, van ser
les espécies de Thiothrix amb un 4.6% de les cél-lules a la zona alta, un 4.0% a la
zona mitja i escassament un 1% a la zona baixa. La predominanga de Thiothrix i
H.neapolitanus a les zones alta i mitja del bioreactor és relacionable amb el
metabolisme aerobic d’aquests bacteris i a la seva capacitat d’'oxidar compostos
reduits de sofre fins a SO42'(Okabe et al., 2005).

16,0%

14,0%

—

m Sulfurimonas denitrificans

W Thiobacillus denitrificans

-

12,0%
Halothiobacillus neapolitanus

W Thiomonas intermedia

10,0%

—

W Thiothrix spp.

8,0%

6,0% "

4,0%

2,0% |

A | | T | d

Inocul Alta Mitja Baixa Alta Mitja Baixa Alta Mitja Baixa

cel-lules marcades per FISH (% referenciat al marcatge EUB338mix)

0,0%

26 dies 84 dies 245dies

Figura 3.7 Dinamica poblacional de les espécies sulfur-oxidants estudiades per FISH al llarg
del periode operacional considerat. Es diferencien les abundancies relatives de les cél-lules
marcades en funcié de la distribucio al llarg del biofiltre (zona alta, mitja i baixa). Es mostren
les quantificacions en termes d’abundancia relativa referides a la senyal de la sonda general
per a eubacteris (EUB338mix).

Segons les abundancies obtingudes de les mostres del dia 84 d’operacié, cal
destacar, de manera generalitzada, que les espécies sulfur-oxidants amb
metabolisme anaerdbic facultatiu com Sulfurimonas denitrificans, Thiobacillus

denitrificans i Thiomonas intermedia van mostrar les majors quantificacions relatives
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en zones mitges i baixes del biofiltre, on operacionalment hi ha menys oxigen dissolt
disponible. En aquest sentit, S. denitrificans, va aparéixer com I'espécie dominant
detectada a la zona baixa el biofiltre amb un 2.5% de les cél-lules, seguida per T.
denitrificans (2.1%) i T. intermedia (1.6%). D’'una manera més difosa a la zona mitja
del bioreactor, S.denitrificans va presentar aproximadament un 1% de la hibridacio,
mentre T. denitrificans representava un 3.4% i T.intermedia assolia un 5.4% de la
hibridacié sent el segon grup predominant d’espécies sulfur-oxidants analitzades per
FISH en aquesta zona del biofiltre. Probablement, la mixotrofia metabodlica de T.
intermedia va resultar un clar avantatge competitiu en la seleccid de comunitats

microbianes de la zona mitja del bioreactor.

Amb l'objectiu d’analitzar la dinamica de les poblacions sulfur-oxidants resultants al
cap d'un llarg periode operacional del biofiltre es van valorar les quantificacions
relatives obtingudes al cap de 245 dies d’operacié (fig. 3.7). Les ja esmentades
condicions ambientals selectives propies de l'operacid, aixi com els gradients
existents al llarg de la longitud del biofiltre, no van deixar d’incidir en cap moment en
forma de pressio selectiva sobre les comunitats bacterianes desenvolupades en el
bioreactor. Aixi doncs, al cap de vuit mesos d'operacidé es van observar canvis
significatius de les espécies estudiades, demostrant una evolucié de les comunitats.
L’espécie T. denitrificans, va incrementar considerablement la seva abundancia
relativa a la zones alta i mitja del bioreactor, representant un 7.0% i un 4.9%
respectivament de cél-lules hibridades, a diferéncia de la zona baixa on va mantenir
la seva preséncia de manera similar al dia 84 d’operacié. Un dels canvis més
significatius, comparativament amb els anteriors resultats de FISH, van ser les
quantificacions de I'espécie H. neapolitanus, que tot i augmentar sensiblement la
seva preséncia a la zona alta del biofiltre fins al 8.0%, va disminuir notablement
labundancia relativa a la zona mitja, passant de ser I'espécie analitzada més
abundant (14.2%) el dia 84, a representar unicament un 5.1% de les cél-lules
hibridades d’aquesta regi6 al final del mostreig. Sorprenentment a més, va aparéixer
com l'espécie més abundant de la zona baixa del biofiltre amb un 3.0% d’hibridacid.
Cal destacar que I'accident operacional experimentat al voltant del dia 209 d’operacio
(fig. 3.5), probablement va influir en les comunitats microbianes establertes en el
bioreactor i per tant les quantificacions obtingudes del dia 245 poden esta afectades
en aquest sentit. Juntament amb I'espécie H.neapolitanus, un altre dels canvis més
significatius en I'abundancia relativa d’aquestes espécies al cap de 245 dies
d’operacio, van ser les especies de Thiothrix que van aparéixer com els grup de
microorganismes sulfur-oxidants més abundants a les zones alta i mitja del biofiltre

amb un 13.9% i un 54% de les cél-lules considerades. La propia mixotrofia
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d’aquestes espécies, juntament amb la consequent lisi cel-lular causada per
'accident operacional comentat, poden haver generat un avantatge competitiu
d’aquest grup que justificaria la seva gran predominanca de en aquestes regions.

Per altre banda, segons les quantificacions relatives als 245 dies d’operacié es va
observar una disminuci6 general de la quantitat relativa de les espécies
S.denitrificans i T. intermedia. Concretament, I'espécie T.intermedia, que apareixia al
cap de 84 dies com el segon grup més abundant a la zona mitja del bioreactor, va
reduir la seva preséncia al cap de 245 dies d’operacio fins a ser I'espécie menys
present en totes les zones del biofiltre. Per altre costat S.denitrificans, va passar de
ser I'espécie quantificada més abundant de la zona baixa del biofiltre a representar
solament un 1% de les cél-lules hibridades d’aquesta zona. Tot i aixi, S.denitrificans
va augmentar timidament la seva abundancia relativa a la zona mitja del reactor

representant un 2% de la hibridacio al cap de 245 dies d’operacio.

A partir dels resultats de FISH obtinguts de les diferents zones i mostreigs realitzats
per a les especies sulfur-oxidants analitzades, es va assolir una cobertura maxima
del 31% de les del cél-lules hibridades. En aquest sentit, la complexitat microbiologica
considerada al llarg de I'operacio, va resultar parcial tenint en compte el volum de la
poblacié no analitzada. No obstant, a partir de les quantificacions calculades es van
poder monitoritzar les adaptacions i les dinamiques de les espécies sulfur-oxidants
hibridades, permeten valorar la predominancga i distribucié d’aquestes espécies en les
diferents zones del bioreactor.

3.5 CONCLUSIONS

Considerant les dues aproximacions implementades en l'estudi del marcador
filogenétic 16S rRNA, s’ha pogut caracteritzar satisfactoriament la composicié
microbiologica del biofiltre, a més de monitoritzar la dinamica poblacional d’espécies
sulfur-oxidants en la posada en marxa i operacié del bioreactor. El clonatge i
sequenciacio dels gens 16S rRNA va permetre identificar en primer terme la diversitat
filogenética existent de les comunitats microbianes desenvolupades en un biofiltre
percolador de dessulfuracié d’alta carrega de H,S. Tot i les desviacions existents
associades als passos d’amplificacid per PCR i a la metodologia de clonatge, les
dues llibreries de clons construides van demostrar suficient profunditat de cobertura,
catalogant la completa diversitat filogenética existent referida a dos moments

operacionals. Tot i no considerar el clonatge i sequenciaci6 com a una técnica
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quantitativa, la suficient cobertura de les llibreries construides va permetre discutir de
forma relativa 'abundancia de les diferents poblacions identificades.

A partir de la informacié de sequiéncia derivada de I'estudi de clonatge i sequenciacié
realitzat va ser possible identificar i seleccionar les espécies sulfur-oxidants rellevants
en el procés de dessulfuracié en les condicions d’operacio del reactor estudiat. En
base a aquesta informacid, en una nova posada en marxa del sistema es va realitzar
un seguiment d’aquestes poblacions sulfur-oxidants mitjangant la técnica FISH. Els
resultats d’hibridacié obtinguts amb la técnica FISH van ser considerats analisis semi-
quantitatius, segons els quals es va descriure I'abundancia de les diferents
poblacions sulfur-oxidants en les distintes zones del bioreactor. A més, es va detectar
una dinamica de poblacions significativament diferent al llarg del temps entre les tres
zones considerades. En aquest sentit va ser possible relacionar la predominanga
d’algunes espécies en determinades zones del bioreactor amb les condicions
operacionals del biofiltre. No obstant, el fet d’haver monitorat Unicament les espécies
sulfur-oxidants identificades en les llibreries de clons prévies, va limitar la informacié
disponible resultant en una consideracié parcial de les comunitats insuficient per
descriure possibles correlacions entre filogénia, funcionalitat, metabolisme i operacio
del bioreactor. La complexitat i dinamica de les comunitats microbianes que es
desenvolupen en aquests bioprocessos plantegen la necessitat d’estudiar la part
microbiologica d’aquests sistemes des d'un punt de vista global. Amb aquesta
intencio, el plantejament de noves técniques i investigacions seran necessaries per

aprofundir en el coneixement d’aquests bioprocessos.

Malgrat l'elevat temps de dedicacié necessari pel desenvolupament d’aquestes
técniques, tant el clonatge i sequenciacié com la técnica FISH han demostrat ser
unes aproximacions adequades per a I'estudi de les comunitats microbioldgiques que
es desenvolupen en un bioreactor de dessulfuracié d’alta carrega d’H,S.
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CAPITOL 4. DESENVOLUPAMENT METODOLOGIC PER A
LESTUDI DEL METATRANSCRIPTOMA D'UN BIOFILTRE
PERCOLADOR DE DESSULFURACIO D'ALTA CARREGA D'H,S







41 INTRODUCCIO

La metatranscriptomica, és a dir, la sequenciaci6 massiva del RNA missatger
(mRNA) d’'una mostra ambiental, proporciona una visié descriptiva i objectiva de la
funcionalitat de la comunitat microbioldgica present mitjangant la determinacio
quantitativa dels gens que s’estan expressant en el moment que es pren la mostra.
Aquesta técnica com altres dmiques, no restringeix I'analisi a cap grup filogenétic
especific ni a cap ruta metabolica predefinida sind que analitza la mostra de manera
global (Poretsky et al., 2005). Els treballs de metatranscriptomica descrits fins al
moment s’han centrat al voltant d’estudis ambientals tant en ecosistemes terrestres
(Leininger et al., 2006; Urich et al., 2008) com aquatics (Gilbert et al., 2008; Frias-
Lépez et al., 2008) permetent, per exemple, I'estudi dels patrons d’expressidé génica
bacteriana sota la influéncia del CO, (Porestky et al., 2009), o I'estudi de comunitats
bacterianes marines relacionades amb la generacido de dimetilsulfur (DMS), els
productes d’oxidacié del qual s’han relacionat amb el refredament del planeta (Vila-
Costa et al, 2010). Fins i tot existeixen treballs, que consideren Ila
metatranscriptomica com una potent eina per al descobriment de nous
biocatalitzadors per a possibles nous processos biotecnologics (Warnecke i Hess,
2009).

Recentment, les noves perspectives d’aplicacié d’aquesta técnica a d’altres ambits ha
estés I'ls del terme metatranscriptomica a altres disciplines. Referint-se
conceptualment, de forma general, a I'estudi dels gens que s’estan expressant en
una comunitat microbioldgica complexa segons unes condicions ambientals donades.
Sota aquest concepte, apareixen nous treballs de metatranscriptomica en altres
camps com poden ser la biomedicina (Booijink et al., 2010; Gosalbes et al.,2011; ), la
biotecnologia alimentaria (Nam et al., 2009; Weckx et al., 2011) i la recerca de
biocombustibles renovables (Tartar et al., 2009). El treball d’aquest capitol, aixi com
el del seguent, és un nou exemple d’aplicacié de la metatranscriptomica a noves
disciplines. Concretament al camp de la biotecnologia ambiental en un procés de
biofiltracié d’alta carrega d’H,S.

A continuacié es presenten i es discuteixen els aspectes metodologics definits i
optimitzats al voltant de l'obtencié del metatranscriptoma del biofiltre percolador.
Aspectes metodologics influenciats i condicionats tant per les caracteristiques de la
mostra com per la plataforma de sequenciacié massiva escollida. A la figura 4.1 es
presenta, de manera esquematica, el procediment seguit per a la realitzacié d’un

estudi metatranscriptomic.
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En aquest treball, entre les diverses tecnologies de sequenciacié disponibles, es va
escollir la plataforma de piroseqlenciacié de Roche&454 GS-FLX Titanium (Branford,
CT, EEUU) ja que segons les descripcions técniques, es presenta com a la
tecnologia de sequenciacié massiva que permet I'obtencié de lectures de major mida
(de fins a =500 pb) conjuntament amb una suficient cobertura de sequenciacio (400-
600 milions de pb per reaccid6 de sequenciacid). Aquesta és la plataforma de
sequenciacid més utilitzada per a sequenciacions de novo (Kumar i Blaxter, 2010;
Der et al.,, 2011; Logacheva et al., 2011; Gregory et al., 2011). Es evident que
I‘eleccié del métode de seqlienciacié condiciona aspectes metodoldgics anteriors a
I'etapa de sequenciacié, especialment en I'etapa de preparacié del cDNA. On a partir
de la mostra de RNA cal assolir les especificacions requerides per la plataforma de
sequenciacié escollida.

Comunitat Microbiologica

Extracciéo RNA total

EnriquimentmRNA

Ex: (i) captura magneticadel rRNA
(ii) poliadenilacié especificadel MRNA
(iii) Digestio preferencial del rRNA)

||
Sintesi del cDNA

Ex: (i) encebadors aleatoris
(i) encebadors amb poli-dT

Amplificaci6 (Opcional)

. J

Preparacié de la mostra perala
Plataformade
Seqlienciacio

N

Metatranscriptoma

Figura 4.1. Esquema del procediment metodologic per a I'obtencié del metatranscriptoma
d’'una comunitat microbiana mitjangant una técnica de sequenciaci®6 massiva. En casos
concrets amb baixos rendiments de MmRNA, opcionalment es pot realitzar una etapa
d’amplificacié prévia a la seqlienciacio.

Pels estudis de metatranscriptomica és essencial I'enriquiment del mRNA de la
mostra. La gran abundancia de rRNA en les comunitats bacterianes i el fet que
aquest s’extrau conjuntament amb el mRNA fa necessari una série de passos

d’enriquiment previs a la obtenci6 del cDNA. Un cop eliminada la maxima quantitat
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possible de rRNA es procedeix per retrotranscripcio a I'obtencié del cDNA, en la que,
idealment, cada mRNA genera una copia de cDNA que sera posteriorment
sequienciada. A més, les caracteristiques de la retrotranscripcid permeten a priori
mantenir les proporcions de mRNA presents a la mostra, fent que aquests estudis

puguin ser no només qualitatius sin6é també quantitatius.

El processament de la mostra per a I'estudi metatranscriptdmic, que es resumeix
facilment en tres passos, és un procés delicat i complex degut a diferents aspectes
associats a les caracteristiques de la mostra que s’esta manipulant. Aixi cal tenir en
compte la curta vida mitja que presenten molts mRNA procariotes i I'elevada quantitat
de RNAses (enzims que degraden RNA) existents tant en I'entorn com en el interior
de les cel-lules (Farrel, 2009). Aixd comporta que els estudis associats a mRNA
estiguin criticament condicionats pel temps que transcorre des del mostreig fins al
processament de la mostra. Existeixen diferents tractaments que permeten “congelar”
la mostra un cop presa per evitar la degradacié de RNA abans del procediment
(nitrogen liquid, RNAlater®), perd els procediments més efectius passen per realitzar,
sempre que sigui possible, la lisi immediata de les cél-lules i la posterior purificacio
del RNA total immediatament després del moment del mostreig.

Les caracteristiques de la mostra biologica inicial poden influir també en el rendiment
de les etapes d’extraccio i purificacid aixi com en la qualitat del mRNA obtingut.
Existeixen diferents métodes publicats per a I'extraccié i purificacio de RNA a partir
de mostres de sols (Fleming et al., 1998; Sessitsch et al., 2002). En el treball concret
d’aquesta tesi, la gran quantitat de sofre inorganic homogéniament present en la
mostra biologica ha dificultat i condicionat la metodologia inicialment plantejada per a
I'obtencié de mRNA. Diferents protocols i métodes comercials han estat testats per
assolir les quantitats i qualitats de mRNA minimes necessaries pel processament de
la mostra i la seva aplicacio en les técniques de sequenciacié massiva aplicades en

els estudis metatranscriptdmics que es plantegen.

Els procediments que seguidament es presenten permeten obtenir els transcriptomes
que descriuen la realitat metabdlica dels microorganismes presents en un bioprocés
industrial i revelen, als estudis metatranscriptdmics, com una nova eina de
coneixement del procés que s’esta desenvolupant en aquest escenari tan extrem i

selectiu.
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4.2 ANTECEDENTS

Els estudis previs desenvolupats al voltant de la biologia del biofiltre percolador
tractant altes carregues de H,S han estat enfocats sempre en l'estudi de la
composicié de les comunitats microbianes que es desenvolupen en el bioreactor
(Maestre et al., 2009; 2010). La implementacio de técniques de biologia molecular ha
permés identificar les principals poblacions que colonitzen el reactor i caracteritzar-les
de manera rutinaria, demostrant ser una potent eina complementaria en I'estudi del
bioprocés. El clonatge i sequenciacié dels gens 16S rRNA, aixi com la técnica FISH
han estat presentats préviament en el capitol 3 d’aquesta memoria de tesi, com a
meétodes idonis per a avaluar la composicio i I'evolucié temporal d’espécies en el
biofiltre. Tot i aixi, aquests treballs resulten insuficients per a descriure les complexes
relacions entre els microorganismes i els processos que tenen lloc en el bioreactor.
En aquest sentit, per a ser capacgos de descriure la relacio filogénia-funcionalitat del
bioprocés és necessaria la complementacid d’aquests estudis amb treballs
d’expressio génica.

La divergéncia evolutiva dels metabolismes sulfur-oxidants existents, causen una
major complexitat a I'hora de plantejar estudis concrets d’expressié génica. Per aixd
una aproximacio ideal en l'avaluaci6 de [lactivitat global de les comunitats
microbiologiques complexes és la metatranscriptdmica. Fins al moment, no existeixen
referéncies d’estudis metatranscriptomics al voltant d’ambients sulfurosos, de la
mateixa manera que tampoc n’existeixen al voltant d’un bioprocés ambiental. Aixi
doncs, amb el desenvolupament metodologic per a I'obtencié del metatranscriptoma
del biofiltre percolador tractant altes carregues de H,S, sera possible descriure
l'activitat metabdlica global del procés, generant una gran quantitat d’informacio
bioldgica especifica d’ambients sulfurosos.

43 OBJECTIUS

Amb la motivacié final de presentar una analisi global dels gens que s’estan
expressant en les comunitats microbiologiques presents en el bioreactor, es planteja i
es desenvolupa una metodologia experimental per a poder realitzar un estudi
metatranscriptomic del biofilire percolador tractant altes carregues de H,S. Els
requeriments quantitatius i qualitatius de mRNA necessaris per a la construccié de la
libreria de cDNA a piroseqlenciar, ha estat una de les forces impulsores en el
desenvolupament de la metodologia.
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44 MATERIALS I METODES

44.1 MUNTATGE EXPERIMENTAL

El desenvolupament metodolodgic per a I'estudi metatranscriptomic que es presenta
es du a terme en el mateix bioreactor experimental descrit en el capitol dos d’aquesta
tesi. El biofiltre percolador va estar operant ininterrompudament des de la posada en
marxa, amb una concentracié d’entrada de H,S de 2.000 ppm, (55,6 g H,S m'3h'1)
mantenint una eficacia d’eliminacio superior al 95% durant tot el periode. El cos del
biofiltre va ser empacat amb un llit desordenat format per anelles Pall de 10 mm
diametre d’acer inoxidable. Una detallada descripcid tant de la configuracié del
bioreactor com de I'operacié del biofiltre poden trobar-se en I'apartat 2.

Les caracteristiques de la biomassa provinent del biofiltre percolador van plantejar
d’entrada la necessitat de provar diferents procediments tant d’extraccido de RNA total
com de purificacid del mRNA de la mostra. Aquesta experimentacié va ser possible
en base a la disponibilitat de biomassa provinent de les diferents seccions del cos del
bioreactor.

4.4.2 MOSTREIGS DE BIOMASSA

Préviament al mostreig definitiu del qual s’ha generat el metatranscriptoma, el biofiltre
percolador va estar operant continuament i de forma estable, permeten reiterats
mostreigs a diferents altures per tal de desenvolupar i optimitzar la metodologia que
es presenta. El biofilm desenvolupat sobre el material del rebliment era facilment
apreciable a totes les altures. Cada una de les seccions del cos del bioreactor
permetia obtenir biomassa de tres zones diferents: de la zona alta, situada a 40 cm
de I'entrada del gas a tractar; de la zona mitja, a 23 cm; i de la zona baixa, a 4 cm;
d’'una longitud total de 53 cm. D’aquesta manera els mostrejos van ser referits a cada
una d’aquestes zones en funcié del seu origen. La biomassa provinent de cada un
dels punts de mostreig va ser processada de manera independent, duent a terme
totes les experimentacions per duplicat. Posteriorment a cada un dels mostreigs
realitzats, les mostres de biomassa van ser refrigerades i processades
immediatament per tal de minimitzar I'alteracié i degradacié de la biomassa. Cada
mostra va ser dissolta en tampoé 1xPBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM
Na,HPO,, 1.47 mM KH,PO,) i sedimentada en tubs de centrifuga Falcon de 50 mL.
Els sobrenedants de les mostres van ser descartats i els pél-lets processats segons
el procediment d'extraccié. Les grans quantitats de S° presents en les mostres
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extretes del bioreactor, especialment en la biomassa de la zona baixa del biofiltre,
clarament limitaven el rendiment i la qualitat de les extraccions de RNA. Per aquest
motiu va ser necessari provar diferents protocols i métodes comercials amb I'objectiu

d’optimitzar el rendiment d’obtencié de RNA.

Les tres mostres de biomassa definitives amb les qual s’ha seguit la metodologia
completa per a I'obtencié del metatranscriptoma van ser mostrejades al cap de 350
dies de la posada en marxa de la planta.

443 EXTRACCIO DE RNA TOTAL

Els requeriments de RNA definits per la plataforma de pirosequenciacido de
Roche&454 en la construccio d’'una llibreria de cDNA, van ser l'objectiu a assolir
partint d’'una mostra real del biofiltre. Les dificils caracteristiques de la mostra,
juntament amb els requeriments quantitatius i qualitatius de RNA, van fer de I'etapa
d’extraccio un pas critic a optimitzar. Aquest fet va conduir, d’entrada, a maximitzar
les quantitats de RNA total que s’extreien de les mostres del bioreactor. Les
experimentacions en aquest sentit es van centrar al voltant de set procediments
comercials diferents: ElI High Pure RNA Isolation Kit (Roche), el SV Total RNA
Isolation System (Promega), el RiboPure™-Bacteria (Ambion), la TRl Reagent®
Solution (Ambion), el RNeasy®Protect Bacteria Kit (Qiagen), el PowerBiofilm™ RNA
Isolation Kit (MoBio) i el RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit (Mobio). Cada un
dels procediments d’extraccid implementats es van dur a terme seguint les
descripcions del fabricant. Tots els procediments es van realitzar amb equipaments i
materials lliures de nucleases. De la mateixa manera, totes les superficies de treball
van ser netejades amb solucié descontaminant de RNAses (RNaseZap®, Ambion).
En tota la metodologia posterior que es presenta es van prendre les precaucions
metodologiques recomanables propies de la manipulacié de RNA.

4.4.4 TRACTAMENT AMB DNASA I PURIFICACIO DEL MRNA

Posteriorment a les extraccions de RNA total de cada una de les mostres es van
realitzar diferents incubacions amb DNAsa (TURBO DNA-free™ Kit, Ambion) per tal
d’eliminar possibles traces de DNA a la mostra. Arribats a aquesta etapa del
procediment, les mostres van ser aliquotades i conservades a -20°C, generant un
estoc de RNA per a cada una de les zones del biofiltre percolador. Continuant amb el
desenvolupament de la metodologia per a I'obtencié de I'analisi metatranscriptomic
es van realitzar varies etapes de purificacido del mMRNA. La primera d’elles va consistir
en l'eliminacié de les molécules de 16S i 23S del RNA ribosomal, mitjangant la
captura magnética de les molécules de rRNA hibridades especificament. Es van
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realitzar dos cicles de sostraccioé per hibridacié per a cada mostra mitjangant el Kit
MICROBExpress™ (Ambion). Cada reaccié d’enriquiment de mRNA va ser ajustada
en funcio al volum i concentraciéo de RNA d’entrada de la mostra de manera que cada

aliquota va ser processada en multiples reaccions d’enriquiment.

Les mostres de mRNA resultants d’aquestes etapes d’enriquiment es van sotmetre a
un segon tractament de purificaci6 amb el Kit MEGAclear™ (Ambion), per tal
d’eliminar totes aquelles petites molécules de RNA (com son els tRNAs i les
molécules de 5S rRNA) no capturades en el procés anterior d’enriquiment. Les
mostres resultants de mRNA purificades van ser aliquotades i conservades a -20°C
per tal d’optimitzar el procés d’obtencio de la llibreria de cDNA.

4.4.5 PREPARACIO DE LA LLIBRERIA DE CDNA

El métode de preparacid de la llibreria de cDNA va ser una adaptacié segons les
descripcions metodologiques del manual de Roche&454 “cDNA Rapid Library
Preparation Method Manual” per a la plataforma GS FLX Titanium Series (Octubre
2009). Cada un dels procediments definits pel manual va ser provat amb I'objectiu
d’optimitzar la metodologia definitiva per a la preparacio de les llibreries de cDNA. A
la figura 4.2 es mostren els procediments estandarditzats del manual sobre els quals
es va treballar.

‘ Fragmentacio del RNA ‘

2
‘ Sintesi del cDNA doble cadena ‘

<@

‘ Reparacio i fosforil-lacié dels fragments finals ‘

<@

‘ Preparacio de les AMPure beads |

<@

‘ Lligaci6 dels Adaptadors ‘

<@

| Eliminacié dels fragments petits ‘

<@

‘ Quantificacioé de les llibreries de cDNA ‘

@

| Analisi de qualitat de les llibreries de cDNA |

A4

‘ Preparacio de les aliquotes de cDNA ‘

Figura 4.2 Procés de preparaciéo de la llibreria de cDNA segons el cDNA Rapid Library
Preparation Method Manual per a la plataforma GS FLX Titanium Series (Octubre 2009).

Els requeriments de RNA inicial descrits en la metodologia definida pel manual de
Roche&454, consistien en un volum maxim de mostra de 19 yL, amb una puresa
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minima de Agesos0 = 1.8 i una quantitat minima de RNA de 200 ng. Partint d’aquestes
caracteristiques, es van seguir els procediments descrits en el manual per a generar
les genoteques de cDNA, i de la mateixa manera preparar les mostres per a la
plataforma de sequenciacié. Les 3 mostres de mRNA provinents del biofiltre van ser
processades per separat, generant 3 llibreries de cDNA independents.

Els diferents processos realitzats es poden englobar en dos tipologies
metodoldgiques: per un costat, la generacié de les llibreries de cDNA i, per altre, la
preparacioé i adequacié de les mostres a la plataforma de seqlenciacié. Dins els
procediments enfocats a la generacid de les llibreries de cDNA, el primer
procediment implementat va ser la fragmentacido del RNA. La fragmentacié de la
mostra es va realitzar per métodes termoquimics amb I'objectiu de normalitzar les
longituds dels mRNAs. Cada 19 pyL de mostra (200 ng de mRNA) va ser incubada
durant 30 segons a 70°C amb 2 pL de solucié de fragmentacio (veure taula 4.5.3.1).
Immediatament després de la fragmentacio, les mostres van ser refrigerades en gel i
tamponades amb 2 pyL de 0.5 M EDTA i 28 pL de 10 mM Tris HCI, pH 7.5.
Posteriorment, el mRNA fragmentat va ser purificat utilitzant les esferes magnétiques
de la solucié Agencourt® RNAClean® XP (Beckman Coulter) realitzant dos cicles de
rentat, i finalment, el mMRNA fragmentat es va recuperar en 19 uL de tampé 10 mM
Tris HCI, pH 7.5. Un microlitre de la mostra va ser analitzat en I'equip Agilent 2100
Bioanalyzer amb el RNA 6000 Pico Xip (Agilent Technologies) per tal d’avaluar la
fragmentacié realitzada.

Taula 4.1 Composicié de la solucié fragmentadora

Solucio Fragmentadora RNA

Component Volum 10 mL
Pols de znCl, 0.1363 g
1 M Tris-HCI pH 7.0 1mL

Aigau Ultrapura Fins a 10 mL

A partir del mRNA obtingut de les diferents mostres es va realitzar la sintesi del cDNA
de doble cadena (dscDNA). A cada mostra es va afegir 4 yL d’encebadors aleatoris
(400 pM Primer Random Roche) i es va incubar a 70°C durant 10 minuts per
permetre una millor hibridacié dels encebadors al mRNA. Seguidament es va
transferir les mostra en gel i es va procedir a la sintesi del cDNA mitjancant el cDNA
Synthesis System Kit (Roche) segons les descripcions del fabricant. Posteriorment a
la sintesi del dscDNA, es va realitzar una etapa de purificaci6 amb la solucié
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter) i es va procedir a la reparacio i
fosforil-lacio dels extrems dels fragments de cDNA generats amb el GS FLX Titanium
Rapid Library Preparation Kit (Roche). Finalment el cDNA va ser purificat de nou amb
la soluci6 Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter) i es van iniciar els
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procediments enfocats a la preparacié de les mostres per a la pirosequenciacio. Pel
que fa els procediments de preparacio i adequacio de les mostres a la plataforma de
sequlenciacio, es van desenvolupar al Servei de Sequenciaciéo Massiva del Centre de
Recerca en Agrigenomica (CRAG) per part del propi servei. Aquests procediments
van consistir en la lligacid dels adaptadors A
(5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3') i els adaptadors B (5-
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3') de Roche&454 a les mostres de
cDNA en primer terme i, posteriorment, en la purificacié de les mostra amb la solucié
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter) per tal d’eliminar petits fragments i

adaptadors sobrants de les llibreries generades.

Finalment es van quantificar les llibreries resultants a més d’analitzar-ne la qualitat

per tal de dissenyar la PCR en emulsié propia de la plataforma de piroseqlienciacio.

4.4.6 ELECTROFORESIS CAPIL-LAR I ESPECTROFOTOMETRE UV

Les quantificacions de les mostres de RNA i cDNA que es van realitzar al llarg del
desenvolupament de la metodologia, es van realitzar amb I'espectrofotdmetre
NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific) amb un volum de mostra de 1 pL. Les
quantificacions es van realitzar en base a les lectures d’absorbancia de longitud d’ona
a 260 nm i 280 nm i van ser calculades automaticament pel programa de I'equip.
L’analisi de qualitat de les mostres es va dur a terme per electroforesi capil-lar en
'equip Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies). Per a les mostres de cDNA
es va analitzar 1 yL amb el Kit Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent
Technologies), i per a les mostres de RNA es va analitzar 1 yL en els kits Agilent
RNA 6000 Nano Kit, o bé Agilent RNA 6000 Pico Kit (Agilent Technologies).

Les quantificacions i les analisis de qualitat es van realitzar al llarg de tot el
desenvolupament de la metodologia, com a eines d’avaluacié dels rendiments i

qualitat de la mostra durant els procediments implementats.

447 PCR EN EMULSIO

Per a cada una de les llibreries de cDNA resultants es va realitzar una PCR en
emulsio (veure fig. 4.3) segons el manual “emPCR Method Manual”. Durant la PCR
en emulsio, la llibreria de cDNA va ser desnaturalitzada i barrejada amb les esferes
de sefarosa que contenen covalentment lligat un encebador complementari a la
sequéncia de 'adaptador B de Roche&454. La relacié de mescla 1:1 va ser ajustada

segons la quantificacio realitzada per la llibreria.
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Figura. 4.3 La imatge superior mostra conceptualment la lligacié especifica de cada esfera de
sefarosa amb un fragment monocadena de la llibreria de cDNA generada. La imatge
intermédia representa la reaccié de PCR en emulsié que es realitza per a cada esfera en una
mescla d’aigua i oli. Les esferes son retingudes en l'oli d’emulsié funcionant com a
microreactors d’amplificacio, i generant milions de copies del fragment. Finalment es trenca
'emulsié i es recuperen les esferes amplificades per a ser carregades en la placa de
sequenciacié (PTP). La imatge inferior mostra el carregament de la mostra en la placa PTP.
Durant la reaccié de sequenciacio els nucledtids van fluint sequiencialment pels pouets de la
placa PTP. Cada incorporacié de nucledtid complementari, per cicle de sequienciacio resulta
en una senyal quimioluminiscent que és registrada per I'equip de pirosequenciacio.

Posteriorment, les esferes de cDNA es van afegir a la preparacié de la PCR
juntament amb I'oli d’emulsié i es va generar I'emulsié per agitacié (Tissue Lyser,
Qiagen) segons les condicions definides per el protocol. Seguidament, es va aliquotar
'emulsié en plaques de PCR i es van realitzar 50 cicles d’amplificacié. Un cop

finalitzada la PCR en emulsi6 es va afegir isopropanol per trencar I'emulsio i
recuperar les esferes de cDNA en medi aqués.
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Les esferes de cDNA amplificades van ser seleccionades mitjangant un encebador
biotinilat complementari a la sequéncia de 'adaptador A de Roche&454. La selecci6
es va produir per la unié de la biotina de I'encebador a I'estreptavidina d’'unes altres
esferes magnétiques, de manera que les esferes de cDNA no amplificades no
quedaven unides a les esferes magnétiques i van ser descartades durant la seleccio

per imant.

4.4.8 PIROSEQUENCIACIO

La plataforma de seqlienciaciéo massiva de Roche&454 GS FLX Titanium es basa en
la tecnologia de seqlenciacido per sintesi, on I'encebador de seqlienciacio és
complementari a la seqiiéncia de I'adaptador A lligat a les llibreries de cDNA. Amb la
particularitat que el motlle a sequenciar és amplificat préviament en la superficie
d’'unes esferes, en una etapa anomenada PCR en emulsié. La seqlienciacio es dur a
terme directament sobre les esferes de cDNA carregades sobre la placa de
sequenciacio (PTP, Pico Titer Plate) juntament amb els enzims encarregats de
transformar el pirofosfat (producte de la incorporacié d’'un dNTP) a ATP i aquest en
llum. Els nucleétids i els substrats de reaccid van ser carregats a la maquina i
renovats en cada cicle de sequenciacié. Realitzant 200 cicles de quatre nucleotids i
per a cada un d’ells se’'n va generar una fotografia. Els algoritmes de processament
d’'imatges de I'equip analitzen totes les imatges recollides i transformen les senyals
luminiques en informacioé de sequiéncia associada a una posicié de la PTP. Com a
control de qualitat els algoritmes de processament de senyal analitzen totes les
sequéncies i descarten aquelles que no compleixen els estandards de Roche&454.

4.5 RESULTATS I DISCUSSIO

4.5.1 EXTRACCIO DE RNA

Les dificils caracteristiques de la mostra, juntament amb els requeriments quantitatius
i qualitatius de RNA per a dur a terme I'estudi metatranscriptomic, van fer de I'etapa
d’extraccidé un pas critic a optimitzar. Les experimentacions en aquest sentit es van
centrar en set procediments comercials que van ser implementats segons els
protocols definits. L’avaluacié dels rendiments d’extraccid de cada un dels meétodes
es va realitzar en primer terme mitjancant el NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific)
amb un volum de mostra de 1 pL per a cada procediment testat. A la Taula 4.2 es
mostren les diferents quantificacions realitzades per a cada mostra en funcié del

145



procediment d’extraccié de RNA seguit, aixi com les diferents ratios d’absorbancia
utilitzades per avaluar la puresa de la mostra.

La relacié d’absorbancies a 260nm i 280nm s’utilitza com a mesura d’analisi de la
puresa de mostres de DNA i RNA (Glasel, 1995). En mostres de DNA una ratio
260/280 de ~1.8 és considerada una mostra de DNA pura, mentre que en mostres de
RNA generalment una ratio 260/280 de ~2.0 és acceptada com a pura. En cas que el
valor d’aquesta ratio sigui apreciablement inferior, indica la preséncia de proteines,
fenols o altres contaminants que absorbeixen fortament a 280 nm. Una altre ratio
d’absorbancia utilitzada en I'avaluacié de la qualitat de mostres d’acids nucléics és la
ratio 260/230. Els valors esperats per a aquesta ratio en mostres pures oscil-len entre
2.0 - 2.2, de manera que valors inferiors indiquen la preséncia de contaminants que
absorbeixen a 230 nm, relacionats sobretot amb la preséncia de proteines, els
aminoacids aromatics de les quals absorbeixen a aquesta longitud d’ona.

Taula 4.2 Quantificacions de RNA total obtingudes amb espectrofotometria UV, NanoDrop®
ND-1000 (ThermoScientific). Cada mostra i procediment va ser processat per duplicat,
mostrant-se en la taula la millor extraccié del duplicat. Per a cada quantificacié es mostren les
ratios 260/280 i 260/230 de la mostra com a mesura de puresa i qualitat del RNA. n.d.(no
disponible)

Quantificacions
Zona alta Zona mitja Zona baixa
High Pure RNA 260/280 = 1.26 260/280 = 1.04 260/280 = 0.79
Isolation Kit 20.6 ng/uL 26.12 ng/pL 15.9 ng/ul
(Roche) & 260/230 = 0.94 260/230 = 0.86 260/230 = 0.25
SV Total RNA 260/280 = 1.04 260/280 = 1.13 260/280 = 0.75
Isolation System 3.12 ng/uL 0.60 ng/uL 1.10 ng/pL
(Promega)a 260/230 = 0.25 260/230 = 0.73 260/230 = 0.55
RiboPure™- 260/280 = 1.30 260/280 = 1.06 260/280 = 1.01
B 2 (Ambi 3132 ng/pL 2863.25 ng/uL 2844 ng/uL
acteria (Ambion) 260/230 = 1.15 260/230 = 1.21 260/230 = 1.39
TRI Reagent® 0,32 njul. 260/280 = 1.11 g 260/280 = n.d. g 260/280 = n.d.
Solution (Ambion) -5 NG/ - n.a. = n.d. -
260/230 = 1.00 260/230 = n.d. 260/230 = n.d.
RNeasy®Protect 260/280 = 1.69 260/280 = n.d. 260/280 = n.d.
Bacteria Kit 2.34 ng/uL n.d. n.d.
(Qiagen) 260/230 = 1.23 260/230 = n.d. 260/230 = n.d.
PowerBiofilm™ 260/280 = 2.19 260/280 = 1.83 260/280 = 1.87
RNA Isolation Kit 17.49 ng/uL 26.12 ng/uL 12.60 ng/pL

(MoBio)a
RNA PowerSoil®
Total RNA
Isolation Kit
(Mobio)

1641.24 ng/uL

260/230 = 1.83
260/280 = 2.13

260/230 = 2.22

1231.95 ng/uL

260/230 = 1.89
260/280 = 2.14

260/230 = 2.24

1519.65 ng/uL

260/230 = 1.07
260/280 = 2.13

260/230 = 2.16

A El tractament amb DNAsa forma part del procediment.

Els rendiments d’extraccié obtinguts, valorats en ng/uL de RNA, juntament amb les
ratios d’absorbancia 260/280 i 260/230, van ser els principals criteris d’avaluacio de
les metodologies. D’entrada, I'eleccié de la metodologia d’extraccié definitiva passava
per escollir el procediment que maximitzés la quantitat de RNA extret i que mostrés
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unes ratios 260/280 i 260/230 Optimes. D’aquesta manera els procediments
comercials High Pure RNA Isolation Kit (Roche), SV Total RNA Isolation System
(Promega), TRI Reagent® Solution (Ambion) i el RNeasy®Protect Bacteria Kit
(Qiagen) van ser descartats en primer terme, degut al baix rendiment d’extraccio i a la
pobre qualitat de les mostres obtingudes (en base a les ratios 260/280 i 260/230). Les
experimentacions dels kits TRl Reagent® Solution (Ambion) i el RNeasy®Protect
Bacteria Kit (Qiagen) unicament es van desenvolupar amb les mostres de la zona alta
del bioreactor al no considerar necessaria la seva implementacid en les altres

mostres.

Tot i les evidents diferéncies entre els rendiments dels diferents protocols restants,
especialment entre el PowerBiofiim™ RNA Isolation Kit (MoBio), el RiboPure™-
Bacteria (Ambion) i el RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit (Mobio), calia
considerar el tractament diferencial amb DNAsa per part del PowerBiofilm™ RNA
Isolation Kit (MoBio). D’aquesta manera, per poder comparar els rendiments globals
les quantificacions es van

dels tres procediments, realitzar posteriorment al

tractament amb DNAsa (taula 4.3).

Taula 4.3 Quantificacions de RNA total obtingudes posteriorment al tractament amb DNAsa.
Valors obtinguts amb NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific). Per a cada quantificacié es
mostren les ratios 260/280 i 260/230 de la mostra com a mesura de puresa i qualitat del RNA.

Quantificacions
260/280 =2.19
o Biofilm™ RNA Zona alta 17.49 ng/uL 260/230 =1.83
owerBiofilm . 260/280 =1.83
Isolation Kit (MoBio) Zona mitja 26.12 ng/uL 2601230 =1.89
Zona baixa 12.60 ng/pL 260/230 =1.07
260/280 =1,17
~iboPure™-Bacteri Zona alta 2.5 ng/uL 560/230 =0.35
iboPure™-Bacteria " 260/280 =1.08
(Ambion) Zona mitja 0.6 ng/uL 560/230 =0.16
: 260/280 = 1.25
Zona baixa 1.8 ng/pL 2601230 = 1.0
260/280 = 1.98
Zona alta 1169.81 ng/ul 260/230 = 2.17
RNA PowerSoil® Total o 260/280 = 1.97
RNA Isolation Kit (Mobio) Zona mitja 1052.92 ng/ul 260/230 = 2.12
. 260/280 = 1.99
Zona baixa 1236.98 ng/ul 260/2530/= 243

A partir de les quantificacions realitzades posteriorment al tractament amb DNAsa es
va poder observar que la metodologia que oferia millors rendiments en I'extraccié del
RNA total a partir de les mostres provinents del biofiltre percolador va ser el
procediment del RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit (Mobio) juntament amb el
tractament per eliminar DNA TURBO DNA-free™ Kit (Ambion). El rendiment en
I'obtencié de RNA i les ratios 260/280 i 260/230 optimes d’aquestes mostres, en van
ser el criteris de justificacid i van permetre superar I'etapa critica d’extraccio de RNA
total.
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El desenvolupament de la metodologia posterior per a I'estudi del metatranscriptoma
del bioreactor es va continuar segons el procediment descrit amb mostres de
biomassa obtingudes al cap de 350 dies de la posada en marxa de la planta.

4.5.2 ENRIQUIMENT I PURIFICACIO DEL MRNA

Els requeriments quantitatius i qualitatius de les mostres de RNA en el procediment
d’enriquiment de mRNA van fer que cada mostra fos ajustada singularment a la
metodologia del MICROBExpress™ (Ambion). El volum de mostra a processar per a
cada aliquota es va calcular en base les quantificacions realitzades amb el
NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific) i considerant els requeriments descrits pel
fabricant. A la taula 4.4 es recullen les aliquotes definitives processades i les
respectives quantificacions fetes amb el Nanodrop® ND-1000 (ThermoScientific).
Després del procés d’enriquiment de mRNA, les mostres van ser purificades amb el
Kit MEGAclear™ (Ambion) generant les aliquotes finals de mRNA per a la preparacio
de la llibreria de cDNA.

Taula 4.4 Rendiments d’enriquiment i purificaci6 de mRNA de les mostres processades.
Valors obtinguts amb NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific). Per a cada quantificacié es
mostren les ratios Aggozgo | Assorzzo de la mostra com a mesura de puresa i qualitat del RNA.
Cada mostra va ser processada per triplicat, mostrant-se a la taula unicament les aliquotes
definitives processades. Volum proc. (processat); obt. (obtingut).

Volum Enriquiment Volum .. Volum
proc. MRNAS obt. NanoDrop® Purificacio obt. NanoDrop®
Zona 8 uL 260/280 = 2.04 260/280 = 1.95
alta | (9358.5 ng) MICROBExpress™ | 18 uL [496.42 ng/uL 550,930 = 2 15 | MEGAclear™ | 25 pl [ 36.69 ng/uL 5501030 = 1.04
Zona 10 pL 260/280 = 2.08 260/280 =1.90
mitja | (10529.2 ng) MICROBExpress™ | 22 UL | 408.89 ng/UL 550,030 = 2 19 | MEGAclear™ | 25 pL | 26.40 ng/uL 550,030 =0 34
Zona 8 uL . 260/280 =2.06 ™ 260/280 =2.04
baixa | (9895.84 ng) MICROBExpress™ | 22 uL | 352.97 ng/uL  550/030 = 2 27 | MEGAclear™ | 25 L | 22.56 ng/uL 550030 =0 41

ARequeriments RNA entrant: Azsoso >1.7; Volum Max. 15 pL; Quantitat Max. 10 pg

Paral-lelament a la quantificacié i analisi de les mostres realitzada amb el Nanodrop,
es va analitzar la qualitat del mRNA obtingut per electroforesi capil-lar en I'equip
Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies). La qualitat dels mMRNAs es va
validar mitjancant I'analisi dels electroforogrames (Fig. 4.4). En tots els casos, el
perfils obtinguts van confirmar el manteniment de la integritat de les mostres després
de les etapes d’enriquiment i purificacido, donant validesa als procediments
desenvolupats fins al moment. A més, es va confirmar la no preséncia de molécules
de DNA residuals en les mostres finals obtingudes, i la baixa preséncia de molécules
de 16S i 23S rRNA, confirmant la idoneitat de les mostres per a un estudi
metatranscriptomic. De la mateixa manera, els electroforogrames dels mRNAs finals
permetien observar la distribucié de les longituds de les molecules de mRNA que
composaven les mostres. Les mides obtingudes a partir de la nostra mostra van
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resultar ser considerablement inferiors a les mostres representatives exemplificades
en el manual de preparacido de la llibreria de cDNA. Aquest fet va sorprendre
d’entrada i va plantejar la idea d’'una possible degradacié de les mostres de mRNA
obtingudes. Tot i aixi, el fet d’assolir els requeriments de RNA definits pel manual i
tenint en compte l'origen diferencial de les mostres es va decidir continuar amb el

desenvolupament de la metodologia del procés per a la sintesi del cDNA.

El manual de preparacio “cDNA Rapid Library Preparation Method Manual” és
desenvolupat en base RNA eucariotes tot i ser considerat un métode de preparacio
estandarditzat per a tot tipus de mostres de RNA que compleixin els requisits de

quantitat i qualitat definits pel manual.

Mol My, b g T AL

Lres ) s b b D s . - -

Figura 4.4 Electroforogrames de les mostres processades obtinguts amb el Agilent RNA 6000
Nano Kit en I'equip Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies). A2, mostra zona alta;
C3, mostra zona mitja; E3, mostra zona baixa. (m: després MICROBExpress; M: després

MEGACIear).
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4.5.3 METODOLOGIA DE PREPARACIO DE LA LLIBRERIA DE CDNA

El seguiment inicial de la metodologia segons el manual estandarditzat “cDNA Rapid
Library Preparation Method Manual” va implicar diferents etapes de processament de
la mostra. Cada un dels procediments definits pel manual van ser experimentats i
provats amb I'objectiu de confirmar i desenvolupar la metodologia definitiva per a la
preparacio de les llibreries de cDNA.

Assolits els requeriments de mRNA inicial descrits en el manual de preparacié de les
llibreries de cDNA es va dur a terme la fragmentacio de la mostra segons definia el
procediment de la metodologia. A la figura 4.5 es mostren els electroforogrames
resultants d’'una de les mostres de mRNA finals analitzades amb 'equip Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies) préviament i posterior al tractament de
fragmentacié desenvolupat. El sentit del procediment de fragmentaci6 recollit en el
manual de Roche&454, juntament amb els requeriments de RNA definits pel métode,
consistien en la normalitzacié de les caracteristiques de les mostres de RNA,
préviament a la preparacié de les llibreries de cDNA. Analitzant els perfils obtinguts i
comparant-los amb els perfils esperats descrits per Roche&454, es va valorar el
rendiment del procediment i la idoneitat de la fragmentaciod.

c3

C3f

el W = L 1 & Is)

Figura 4.5 Electroforogrames de la mostra de la zona mitja del biofiltre percolador. Perfils
obtinguts amb el Agilent RNA 6000 Pico Kit en I'equip Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent
Technologies). C3 correspon a la mostra prévia al tractament de fragmentacié. C3f correspon
a la mostra posteriorment al procediment de fragmentacio.
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Segons els electroforogrames resultants, I'etapa de fragmentaci6 del RNA
implementada a les mostres provinents del biofiltre, basicament va resultar en una
disminucié de la quantitat de RNA total de les mostres, degut al propi procés de
recuperacié de les mostres, perd en cap cas el tractament va modificar la distribucio
inicial de la mida dels RNAs de la mostra. Probablement, la funcié del procés de
fragmentacio, estava enfocada a la preparacié de mostres de mRNA d’eucariotes, per
tal de normalitzar la grandaria dels mRNAs d’aquests. La singular distribucié de
mides de mRNA que conformaven les mostres provinents del biofiltre (figura 4.4)
diferien considerablement de les de mostres ideals eucariotes que exemplificava el
manual. Aquest fet, conjuntament amb els resultats obtinguts en les proves de
fragmentacié realitzades, van conduir a la decisié de no implementar I'etapa de
fragmentacioé en la metodologia de preparacié de les llibreries de cDNA a partir de les

nostres mostres.

Un cop eliminat aquest pas del processat de les mostres, es va continuar el
desenvolupament de la metodologia ajustant les quantitats de mRNA inicials
necessaries per a la sintesi de dscDNA. Un cop obtingut aquest, es van reparar i
fosforil-lar els extrems dels cDNAs generats, segons la metodologia descrita en el

manual.

Un cop obtingut el cDNA a partir de la mostra de RNA es va procedir a la lligaci6 dels
adaptadors A i B de Roche&454 modificats amb els identificadors de llibreries
multiples (MID) i a la posterior purificacié dels productes lligats. A la figura 4.6 es
mostren els perfils de Bioanalyzer obtinguts per les mostres processades durant els
procediments lligacié i purificacié. Observant els diferents electroforogrames, a
mesura que es van enllagant les diferents etapes del procediment d’obtencié de la
mostra, pot determinar-se com l'origen de la mostra i per tant, la posicié dins el
biofiltre influeix en la quantitat de cDNA obtingut. No obstant, els perfils de les tres
mostres son comparables entre ells i entre les diferents etapes del procediment, fet
significatiu del bon funcionament de la reaccié de transcripcié inversa i de les
lligacions i purificacions implementades. Com era d’esperar, els perfils obtinguts
després de la lligacid dels adaptadors denotaven un desplagament de totes les
mostres cap a un major pes molecular, indicant el bon funcionament de les lligacions
realitzades. També és observable en els perfils de Bioanalyzer la preséncia d’un pic
corresponent als adaptadors sobrers de la lligacio.

Posteriorment a I'etapa de lligacid, es va desenvolupar I'adaptacié del procediment de
purificacié estandard, a les caracteristiques de les mostres d’aquest treball. El
protocol estandard basat en la solucié Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter)
elimina totes les molécules inferiors a 500 parells de bases. Donada la mida de les
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mostres obtingudes va ser necessari modificar el procediment de purificacié per tal
d’eliminar només les restes d’adaptadors i petites molécules. A partir de la titulacio de
les esferes AMPure® XP, es van escollir les condicions de purificaciéo per tal
d’eliminar totes les molécules inferiors a 150 parells de bases. El procediment de
purificacié especific adaptat es va implementar dues vegades per assegurar
leliminacié dels adaptadors. Préviament a [l'analisi de qualitat final amb el
Bioanalyzer, es van concentrar les mostres per a poder detectar més facilment

possibles contaminacions d’adaptadors.

Els perfils obtinguts per les llibreries finals van confirmar la qualitat de les mostres
definitives i van conduir I'Gltim pas previ a la sequenciacio, la quantificacié de les
llibreries. Aquesta es va realitzar en base la construcciéo d’'una recta patré6 amb un
DNA de concentraci6 coneguda marcat fluorescentment igual que un dels
adaptadors. A partir de les lectures fluorimétriques i de les longituds dels cDNA
segons els perfils de Bioanalyzers, es va poder quantificar el nombre de molécules
que configuraven cada llibreria (taula 4.5). A partir de les quantificacions obtingudes
es va dissenyar la PCR en emulsié propia de la plataforma de pirosequenciacié.

Taula 4.5 Quantificacio de les llibreries de cDNA preparades per a piroseqiienciar.

Mostra MID ng/uL Molécules/uyL ~ Molécules totals
Zona Alta RL MID 10 1,17 1,53E+09 3,06E+10
Zona Mitja ~ RL MID 11 0,94 1,23E+09 2,47E+10
Zona Baixa RL MID 12 0,69 9,01E+08 1,80E+10

152



& hnr [ ¥4 iim.r.g
ol [
004
1504
1064
|
| 4 } 4
~A_
'J:-I e ‘kq‘f"-'wl'-'u ‘..II|
|
: %
ol = e -
LR ] ] 1] T ! L] 1 I L} T 1 T |
510 A0 300 A0 600 000 3000 10380 o]
b)
LEH =1 LA M8 I.l'-ll'.
muk L
T
:'_‘:]_'—
1505
1004 {
|
0
E—
T T ] T T T T T T E L ) T 1
MO 20 300 400 600 1000 3000 HOE60 o]
C) .
& 1AL AN & 3 O3B A | srzm ue
T B2 RL A

N

¥ M0 M0 N0 A0 M0 00 W0 10 kel

Figura 4.6 Electroforogrames de les mostres de cDNA. Control de qualitat amb I'equip Agilent
2100 Bioanalyzer®, amb el High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies). Perfil vermell
(mostra B2), representa la mostra de la zona alta. Perfil blau (D2), representa la mostra zona
mitja. Perfil verd (F2), representa la mostra zona baixa. a) Perfils del Bioanalyzer® de les
mostres originals dscDNA. b)Perfils del Bioanalyzer® posteriorment a la lligacido dels
adaptadors. c) Perfils del Bioanalyzer® de les llibreries finals posteriorment al tractament amb
AMPure® XP (Beckman Coulter).
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4.5.4 PIROSEQUENCIACIO

La placa PTP de piroseqlienciacid va ser dividida en dues regions on s’hi van
carregar les tres mostres d’aquest treball (zona alta, mitja i baixa del bioreactor).
Cada una de les mostres d’aquest treball va ser marcada diferencialment amb
identificadors de llibreries multiples (MID) per tal de permetre la seva identificacio
posterior (taula 4.7).

La primera regi6 de la placa (50% de la PTP) correspon a les mostres de la zona alta
i mitja del biofiltre percolador. La segona regioé en canvi, correspon a la mostra de la
zona baixa i a la d’'un altre investigador amb el que es va compartir la placa
(representant un 25% de la PTP cada mostra). A la taula 4.6 es mostren els valors
estadistics de la reaccio de piroseqlenciacid, on es poden observar els nombres dels
rendiments de la reaccio en termes de qualitat segons els criteris definits per I'equip,

aixi com en termes de longitud i nombre de bases sequenciades.

Taula 4.6 Estadistics de la seqlienciacid. Valors relatius a cada una de les dues zones de la
placa PTP aixi com del total de la reacci6.

1 2 Total
Raw Wells 1.037.601 939.634 1.977.235
Key Pass Wells 990.582 900.118 1.890.700
Dot 124.678 68.976 193.654
Failed Mixed 69.691 93.808 163.499
Short Quality 271.456 262.74 534.196
Short Primer 2.657 3.171 5.828
Passed Filter Wells 521.974 471.293 993.267
% Dot + Mixed 19.62 18.08 18.89
% Short 27.67 29.54 28.56
% Passed Filter 52.69 52.36 52.53
Total Bases 113.714.588 122.568.715 236.283.303
Length Average 217.85 260.07 237.88
Length Std Deviation 110.07 145.45 -
Longest Reads Length 897 713 897
Shortest Reads Length 40 40 40
Median Reads Length 203.0 235.0 214.0

La seqlenciacié de la mostra va generar arxius “.sff’ (standard flowgram format),
“fasta” i “.qual” per a cada una de les regions de la placa. Les diferents mostres
barrejades dins una mateixa regi¢ de la placa PTP van ser identificades i separades
bioinformaticament per les sequéncies dels identificadors de llibreries multiples (MID)
dels adaptadors utilitzats (taula 4.7). Els MIDs estan dissenyats per a consumir el
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(a)

Frequéncia

nombre minim de cicles de seqlenciacié i continuar essent Unics fins i tot si es

produeix un error de sequenciacio.

Taula 4.7 Descripcié dels identificadors de llibreries multiples (MID) presents en els
adaptadors utilitzats per a les mostres seqlienciades. Es mostren el nombre de lectures per a
cada mostra en funcié de la identificaci6 feta en base la seqliiéncia del MID.

Mostra Nom 454 MID Seqliencia MID  # Lectures
Zona Alta RR_B2 RLMID 10 ACTACGTCTCT 271159
Zona Mitja RR_D2 RLMID 11 ACTATACGAGT 249650
Zona Baixa RR_F2 RLMID 12 ACTCGCGTCGT 259583

Posteriorment a la identificacio realitzada on es van catalogar totes les lectures de la
placa PTP en funcié del origen de la mostra, es va comprovar les longituds
d’aquestes a partir dels grafics de la figura 4.7, on es van avaluar per a cada mostra
les distribucions de les longituds de les lectures aixi com la seva frequéncia. Les
longituds de lectura no consideren les posicions dels adaptadors A i B de
sequenciacio, a diferéncia dels MIDs que si son considerats.

Frequiéncia
Frequéncia

Longitud lectures Longitud lectures Longitud lectures

Figura 4.7 Distribucions de les longituds de les lectures obtingudes en la reaccié de
pirosequenciacio. (a) Mostra RR_B2; (b) mostra RR_D2; (c) mostra RR_F2.

Es va observar que les longituds de lectura obtingudes en les diferents mostres
presentaven unes distribucions similars tant en freqiéncia com en longitud,
confirmant una pirosequenciacié uniforme en totes les mostres i zones de la placa
PTP.

A partir de les taules i figures presentades es va poder validar la propia reaccio de
pirosequenciacio donant fiabilitat a la informacié de seqliéncia generada, i per tant
permeten el posterior assemblatge de lectures i analisis bioinformatica.
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4.6 CONCLUSIONS

A partir de I'experimentacio realitzada amb I'objectiu de desenvolupar un estudi de
metatranscriptomica del biofiltre percolador tractant altes carregues d’H,S, s’ha
optimitzat i definit la metodologia necessaria a implementar per a obtenir el
metatranscirptoma del bioprocés. S’han assolit els requeriments quantitatius i
qualitatius de mRNA necessaris per a la generacié de les llibreries de cDNA, provant
diferents métodes d’extraccio i purificacié. Finalment, pel seu rendiment en I'extraccié
de RNA i per la qualitat de les mostres obtingudes, es va determinar com a métode
d’eleccidé I'is dels procediments RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit (Mobio)
juntament amb el TURBO DNA-free™ Kit (Ambion). L’enriquiment de mRNA i
purificaci6 de les mostres es va desenvolupar amb les metodologies
MICROBExpress™  (Ambion) i MEGAclear™ (Ambion). Les importants
concentracions de mRNA de qualitat, assolides amb la metodologia descrita van
permetre superar l'etapa critica d’extraccié i purificacié, i fer possible el
desenvolupament de I'estudi metatranscriptomic del biofiltre percolador.

El métode de preparacio de les llibreries de cDNA a partir del mRNA obtingut del
biofiltre ha estat adaptat i configurat especificament per a la tipologia de mostres de
'estudi. Cada un dels procediments estandards definits pel manual de Roche&454
“cDNA Rapid Library Preparation Method Manual’ per a la plataforma GS FLX
Titanium Series (Octubre 2009), va ser experimentat, adaptat i optimitzat per a
I'estudi concret d’aquest treball. Dos dels procediments de preparacio de les llibreries
de cDNA definits en el manual, I'etapa inicial de fragmentacid del RNA i la
d’eliminacié de petits fragments de mRNA, no van ser implementats en la
metodologia final definida. Per altra costat, va ser necessari adaptar la purificacié de
les llibreries generades amb la solucié Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter)
per tal de no eliminar part de les llibreries de cDNA preparades.

Finalment, amb la metodologia desenvolupada s’ha demostrat la possibilitat d’obtenir
el metatranscriptoma d’un bioprocés industrial com és un biofiltre percolador tractant
altes carregues d'H,S. D’aquesta manera s’exemplifica [l'aplicacié de la
metatranscriptomica i de lI'is de plataformes de seqiienciacid6 massiva a noves

disciplines com és la biotecnologia ambiental.
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CAPITOL 5. ANALISI BIOINFORMATICA I INTERPRETACIO
DELS RESULTATS DE L'ESTUDI METATRANSCRIPTOMIC DEL
BIOREACTOR DE DESSULFURACIO D'ALTA CARREGA D'H,S

Part dels capitols 4 i 5 d’aquesta tesi estan en procés de preparacié de publicacio:
Rovira, R., Ferreira, P., Guigo, R., Lafuente, J., Gabriel, D., Campoy, S. (2012) “Metatranscriptomic
analysis of a desulphurizing biotrickling filter treating high loads of H,S”






5.1 INTRODUCCIO

Les extraordinaries millores en els processos de seqlienciacid massiva de DNA han
causat, en els ultims anys, un creixement exponencial del nombre de genomes
sequenciats generant, a principis de I'any 2012, més de 3100 projectes gendmics
complets disponibles on-line (GOLD; http://www.genomesonline.org/). Excepte en els

casos en els que les seqléncies es troben sota patent, la majoria de genomes
seqlenciats son accessibles en diferents bases de dades publiques com ara
GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) o DOE Joint Genome Institute
(http://www.jgi.doe.gov/)  ubicades als EEUU, o bé el EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/) i DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) ubicades a Europa i Japd

respectivament. Aquestes bases de dades s’actualitzen diariament i comparteixen les
diferents dades que s’emmagatzemen en cada una delles facilitant la cerca
d’'informacié de forma creuada. Entre el conjunt de genomes sequenciats i els més de
11000 projectes gendmics que es troben en curs, i dels que es disposen sequéncies
preliminars, la major part dels genomes sén relatius a espécies del domini Bacteria
(més de 8400 genomes) i d’aquests la gran majoria s6n motivats per investigacions
biomediques (veure fig. 5.1). En aquest sentit, la quantitat d’'informaci6 de sequéncies
relacionades amb espécies d’origen ambiental és notablement parcial i minoritaria
respecte a l'existent per a d’altres tipologies d’organismes, ja que unicament el 6%
dels projectes de sequenciacid de genomes bacterians estan relacionades amb

soques aillades de mostres ambientals (Pagani et al., 2012).

El procés de sequenciacié d’'un genoma passa per diferents etapes. En primer terme,
es genera un ampli conjunt de sequiéncies que gracies a la seva superposicio i amb
I'ajut d’eines informatiques acaben constituint la seqliiéncia continua que constitueix
el genoma amb un grau de cobertura concret, que representa el minim nombre de
vegades que s’ha seqlienciat una mateixa posicié del genoma. L’objectiu principal de
la majoria dels projectes de seqlienciacio
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9

Evolutius

és la caracteritzacié funcional del genoma _ oy 3%
Ambientals \ /,2/
sequenciat. Per aixd, un cop obtinguda la o NN Siomedics
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161



Alignement Sequence Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) que detecten la

similitud dels possibles gens i/o els productes génics del genoma sequenciat amb les
sequéncies dipositades a les bases de dades. Per altre banda, també es poden predir
la preséncia de motius comuns en proteines o I'estructura secundaria d’aquestes

mitjangant la comparacio dels possibles productes génics amb bases de dades com

UniProt (http://www.uniprot.org/) i PROSITE (http://prosite.expasy.org/; Sigrist et al.,
2010) estan englobades sota el projecte bioinformatic d’ExPASy (SIB, Swiss Institute
of Bioinformatics; http://expasy.org/). . Igualment, totes les dades obtingudes també

poden associar-se funcions predites mitjangant I'aplicatiu del projecte KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; http://www.genome.jp/kegg/), aquest és un

important diposit public de dades bioldgiques estructurat en distintes bases de dades
especialitzades i enfocades a la caracteritzacié i anotacioé funcional de les sequéncies
en ambits tant diversos com les rutes metabdliques o els dominis funcionals de les
sequéncies proteiques (Kanehisa et al., 2011). Per altre costat, projectes com el
Gene Ontology, (GO) (http://www.geneontology.org/; Ashburner et al.,, 2000)

permeten la descripcié i anotacié de les sequéncies en base a l'ontologia génica
d’aquestes. De manera similar i a la vegada antagodnica, segons les bases de dades
especifiques del projecte COG (http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/; Tatusov et al.,

2003) és possible classificar filogenéticament les distintes seqiéncies conforme a les
agrupacions ontoldgiques de les proteines resultants. Gracies a totes aquestes eines,
'anotacié funcional dels genomes genera una immensa quantitat d’informacié
biologica referida a diferents aspectes com ara la funcio génica, I'estructura i filogénia
dels genomes, aixi com les possibles vies metabodliques i les seves regulacions i
interaccions (Ward i Fraser; 2005; Sharan i Ideker, 2006; Cardenas i Tiedje, 2008).

Paral-lelament a les eines que permeten I'anotacié funcional dels genomes, també
han aparegut altres bases de dades com ara PEDANT (http://pedant.gsf.de/; Walter

et al., 2009) o GOLD (http://www.genomesonline.org/; Pagani et al., 2012) que

agrupen tota la informacié existent dels genomes sequenciats aixi com d’aquells que
estan en progrés. Aquestes bases de dades permeten agrupar i compartir el
coneixement generat derivat de la seqlienciacid de genomes. Igualment permeten
racionalitzar la investigacio, unint esforgcos pel plantejament de projectes de
sequienciacido innovadors que permetin la maxima cobertura de la diversitat
microbiana coneguda.

La millora en les técniques de sequenciacié massiva juntament amb les potents eines
bioinformatiques no només han comportat 'augment exponencial de genomes
sequenciats sin6 que també han facilitat l'aparici6 d’'un nou concepte de

sequenciacio, la metagendmica, que pretén, no estudiar el genoma d’un
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microorganisme concret, sino la determinacio del material genétic de tota la comunitat
microbiana existent en una determinada mostra, sense necessitat d’aillar i cultivar de
forma individual cada un dels components de la comunitat si no analitzant-los tots
alhora mitjancant I'extraccid global del DNA total de la mostra. Els estudis
metagendmics permeten caracteritzar les poblacions en el seu entorn, donant
informacié quantitativa dels membres de la comunitat i permeten inclus determinar el
potencial metabolic del microbioma en funcié dels gens que apareguin en I'anotaci6

funcional.

L’anotacié dels metagenomes requereix, a part de les eines comentades amb
anterioritat, altres eines bioinformatiques amb una gran capacitat d’emmagatzematge
que permetin correlacionar i gestionar de forma global un conjunt de dades
heterogénies, com per exemple els diferents genomes presents en el metagenoma i
associar-los a les diferents bases de dades i eines facilitant aixi la seva anotacio i
analisi (Walter et al., 2009). Programaris com MEGAN
(http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/; Huson et al, 2011), Galaxy
(http://main.g2.bx.psu.edu/; Goecks et al., 2010) o Blast2GO
(http://www.blast2go.com/; Conesa et al., 2005) son algunes de les estratégies

usades en l'anotacié funcional de novo, aixi com en l'analisi de les enormes
quantitats de seqliéncies anotades mitjangant les interficies dels propis programes.
La interconnexioé d’aquests programes informatics amb les diferents bases de dades i
projectes especifics com InterPro (Hunter et al., 2011), KEGG (Kanehisa et al., 2011)
i GO (Ashburner et al., 2000) permeten categoritzar les seqiieéncies en classes
funcionals i ontoldgiques, aixi com relacionar-les amb vies metaboliques sense la
necessitat d’existéncia prévia en els diposits publics (Conesa et al., 2005; Huson et
al., 2011).

Els metagenomes poden aportar una visid global del potencial metabdlic d’'una
comunitat, perd la preséncia del DNA d’'un microorganisme concret no determina la
participacié d’aquest en un procés metabodlic concret, encara que quantitativament
sigui un dels membres més abundants de la poblacié. Aixi per a poder aprofundir en
'estudi del metabolisme microbia i la resposta d’'una comunitat microbiana front
factors ambientals, és necessari realitzar una completa caracteritzacio funcional i una
acurada quantificacio dels nivells d’expressié dels gens implicats en cada cas (Ishii i
Tomita, 2009). Amb la pretensié d’estudiar els metabolismes microbians actius en
una determinada comunitat des de la perspectiva d’'un sistema integral i no pas des
de la valoracio de diferents col-leccions parcials interrelacionades entre si, els treballs
de metatranscriptdmica esdevenen una aproximacio realment valida i productiva en
aquest sentit. En aquests estudis, també s’usen les mateixes eines de sequenciacio
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massiva i de tractament bioinformatic de les mostres, perd s’extreu el mMRNA total de
la mostra a estudiar, i per tant es determina, de forma quantitativa, I'expressi6 génica
de la comunitat microbiana. A diferéncia dels estudis metagendmics, que donen
informaci6 de Ila composicio del les poblacions d'una comunitat, la
metatranscriptomica és capa¢g de contemplar quantitativament la dinamica
d’expressid génica per a comunitats complexes entre diferents estats, reflectint
'expressio dels gens actius per a un moment i ambient considerat (Zhang et al,
2010).

5.2. ANTECEDENTS

Durant les ultimes décades han aparegut nombrosos treballs adrecats a I'estudi de
'expressio genica i del fenotip global resultant dels diferents organismes que
conformen les comunitats microbianes, especialment relacionades amb I'ambit de la
biomedicina (Liu et al., 2003; Audia et al., 2008). Aquests transcriptomes han estat
tipicament analitzats mitjancant I'is de microarrays de DNA. Aquesta aproximacié
permetia inicialment I'estudi de I'expressid génica d’una unica espécie del conjunt de
la comunitat. tot i que la técnica rapidament va permetre l'analisi simultani de
I'expressio génica de diferents organismes (Parro et al., 2007; Bulow et al., 2008).
Malgrat la seva extensa aplicacio, els estudis d’expressié génica mitjangant
microarrays de DNA presenten certes limitacions i desavantatges, la més important el
fet que pel disseny del microarray és necessari congixer abans la sequéncia génica
dels gens dels que es volen determinar les variacions en el patré d’expressid, bé la
sequéncia completa dels organismes que es volen estudiar (Darby i Hall, 2008).
Aquest fet, conjuntament amb la limitada sensibilitat de deteccié i quantificacié (Gao
et al., 2007), fan d’aquesta técnica una aproximacio limitada i inadequada en estudis
de metatranscriptomica ambiental (Darby i Hall, 2008). Una de les altres
aproximacions per a l'estudi de I'expressié génica en mostres ambientals és la
técnica de RT-PCR quantitativa a temps real (QRT-PCR), perd igual que en el cas
anterior aquesta aproximacié necessita del coneixement previ dels gens que es volen

estudiar i la seva aplicacio és limitada a considerar pocs gens en un mateix estudi.

La diversificacié i creixent accessibilitat de les noves plataformes de seqlienciacio
massiva han permeés ampliar els horitzons d’aplicacié d’aquestes tecnologies en nous
ambits de recerca. D’aquesta manera, les noves perspectives d’aplicacié estan
generant recentment una gran quantitat de treballs de metatranscriptomica en
diverses disciplines d’estudi. L’avantatge més clar d’aquesta aproximacié és que
permet estudiar I'expressio global de la mostra, sense estar restringida a uns pocs
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gens o al coneixement previ dels genomes dels microorganismes que composen la
mostra. Els primers estudis de metatranscriptdomica estaven orientats a I'analisi
global de l'expressiéo génica de mostres bioldgiques complexes es van centrar al
voltant d’ecosistemes ambientals, tant aquatics com terrestres (Urich et al., 2008;
Poretsky et al., 2009). Posteriorment han aparegut diversos treballs sota el mateix
concepte, en el ambit de la biomedicina (Gosalbes et al., 2011) o la industria
alimentaria (Weckx et al., 2011), entre d’altres. Fins al moment no existeixen treballs
de metatranscriptomica al voltant de bioprocessos ambientals. No obstant, han
aparegut alguns estudis en sistemes de tractament d’aigles residuals, on han
aplicant plataformes de sequenciacié massiva per a la caracteritzacié de poblacions
via la sequenciacio dels gens 16S rRNA (McLellan et al., 2010; Ye et al., 2011). Per
altre costat, recentment s’ha publicat un dels primers treballs de metatranscriptomica
orientat a I'expressid génica sulfur-oxidant, en aquest cas de les comunitats
endosimbiodtiques d’una espécie de cloissa marina (Stewart et al., 2011). Tot i ser un
ecosistema notablement diferent al de I'objectiu d’aquesta tesi, el treball de Stewart et
al. (2011) és I'tnic estudi a dia d’avui que ha afrontat el metabolisme sulfur-oxidant
des d’un punt de vista global de les comunitats. De manera similar, a partir del
procediment metodologic presentat anteriorment i en base a l'analisi de I'enorme
quantitat d’informaci6 de sequéncia generada, es pretén descriure ['activitat
metabodlica global del bioprocés com un bon model ecologic d’ambients sulfurosos.

5.3. OBJECTIUS

Amb la motivacio final de presentar una analisi global del metatranscriptoma del
bioreactor de dessulfuracié d’alta carrega d’H.S, es planteja i es desenvolupa el
processament necessari per a la interpretacio de les lectures de seqlienciacio
obtingudes a partir del procediment metodoldgic desenvolupat en el capitol anterior.
En aquest sentit, es proposen i s’experimenten diferents estratégies d’assemblatge
de lectures, amb intenciéo d’optimitzar I'etapa de reconstruccié de les sequéncies
completes de cDNA obtingudes a partir del mRNA de les mostres. Seguidament a
I'estratégia d’assemblatge elegida, es planteja I'analisi bioinformatic del conjunt de
sequiéncies assemblades, mantenint la diferenciaci6 de les tres mostres
considerades. Mitjancant I'analisi per similitud de seqliéncia en distintes bases de
dades es pretén obtenir I'anotacid i caracteritzacid funcional del conjunt de
sequiéncies assemblades. Amb l'objectiu final de realitzar una analisi comparativa a
nivell d’expressio génica entre les zones alta, mitja i baixa del biofiltre es planteja la
quantificacio dels nivells d’expressio dels respectius gens obtinguts en cada una de
les zones. Aixi doncs, en base a I'analisi bioinformatica i la interpretacié de les dades
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resultants es busca descriure l'activitat metabolica global del procés, amb intenci6
d’aprofundir en el coneixement bioldgic d’aquests sistemes de dessulfuracié d’alta
carrega d’H,S.

5.4 MATERIALS I METODES

5.4.1 ASSEMBLATGE DE SEQUENCIES

La utilitzacié d’identificadors de llibreries multiples (MID) en la reaccié de
pirosequienciacid va permetre identificar i processar independentment les lectures
obtingudes segons l'origen de la mostra. Com a primer processament de les lectures
crues va ser necessari definir el métode d’assemblatge de les sequiéncies amb l'eina
“GS Assembler” del programa “454 Sequencing System Software” (versid 2.5.3,
desembre 2010). Com a primera aproxomacié es va decidir procedir amb un
assemblatge de novo, contraposadament al “mapping” de les lectures amb genomes
referéncia. Tot i disposar d’eines especialitzades com el “Transcriptome de novo
assembly”, I'origen i caracteristiques de les mostres d’aquest treball van fer descartar
rapidament aquesta configuracio. L’analisi i el calcul d’aquest assemblatge es bassa
en la cobertura dels multiples exons i variants de “splicing” possibles de la
transcripcid, aixi doncs, un assemblatge adequat per a transcriptomes eucariotes que
no son els que es pretenen estudiar en aquest cas.

En base al coneixement acumulat al voltant de les poblacions del biofiltre percolador
(Maestre et al., 2010), s’esperava que els organismes de les mostres sequenciades
fossin majoritariament d’origen procaridtic. En aquest sentit, el mode d’assemblatge
configurat va consistir en el “Genomic Project de novo assembly”, tot i ser mostres
provinents de mRNA. Aquest mode d’assemblatge es basa en una analisi més simple
de les lectures prevalent la reconstruccid de les seqiiéncies resultants (d’ara en
endavant “contigs”). Amb intencié de maximitzar la longitud i qualitat dels contigs
assemblats es van realitzar quatre calculs d’assemblatges diferents seguint el mode
mencionat anteriorment. Cada grup de lectures classificades préviament amb un
mateix MID van ser processades en un mateix assemblatge, resultant-ne tres grups
de contigs: un assemblatge de la zona alta, un de la zona mitja i un de la zona baixa
del bioreactor. A més a més, es va realitzar un quart assemblatge conjunt a partir de
la totalitat de lectures obtingudes en les tres mostres. Aquest darrer assemblatge de
sequéncies és va dur a terme en col-laboracié amb el Dr. Roderic Guigé i el Dr.
Pedro G. Ferreria del grup de Bioinformatica i Gendmica del Centre de Regulacié
Genomica (CRG) del Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB).
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5.4.2 CLASSIFICACIO, FILTRATGE I ANALISI

Com a primer processament d’analisi del metatranscriptoma del bioreactor es va
procedir amb la classificacid i el filiratge dels contigs generats en l'assemblatge
conjunt de les lectures de pirosequenciacio. Els diferents procediments implementats
en l'analisi de les seqliéncies resultants es van dur a terme mitjancant ordres de
comanda basades en el sistema operatiu UNIX® (Ubuntu, GNU/Linux). Concretament,
per a la identificacidé i classificacid dels contigs es va utilitzar una estratégia
informatica desenvolupada pel Dr. Pedro G. Ferreria del CRG basada en el rastreig
de cada lectura per determinar-ne I'origen de la mostra. A la figura 5.2 es mostra un
esquema de l'estratégia realitzada, on cada contig del assemblatge conjunt és
considerat susceptible d’haver estat sequenciat a partir de les lectures de totes les
mostres (zona alta, mitja i baixa). En base a aquesta consideracio, la identificacid es

va realitzar retrocedint en I'assemblatge realitzat i rastrejant I'origen en els arxius

Contig 1 ( zona Mitja i Baixa)

previs.

Contig 2 ( zonaAlta, Mitja i Baixa)

Contig 3 ( zona Mitja)

Contig 4 ( zonaAltai Baixa)

Figura 5.2 Esquema il-lustratiu del métode de classificacié dels contigs generats en funcié del
origen de la lectura. Per exemple, el contig 1 és classificat com a present en les mostres de la
zona mitja i de la zona baixa.

Paral-lelament a la classificacid dels contigs resultants en funcidé de la seva
localitzacié en les mostres, es va realitzar una analisi similar en base a la freqliéncia
de sequlenciacio d’'una determinada lectura que es localitza dins un contig (equivalent
a un gen). Considerant una profunda i homogénia cobertura de piroseqlenciacio, la
quantificacio del transcriptoma és relacionable amb la frequiéncia de sequienciacié de
cada gen (Mortazavi et al., 2008). En aquest sentit, amb l'objectiu de normalitzar i
quantificar 'expressio de cada gen, es va utilitzar el parametre RPKM (“Reads Per
Kilobase of exon model per Million mapped reads”; equacio 1). Aquesta, consisteix en
una mesura de la densitat de lectura, i reflexa la concentracid molar d’'un transcrit en
la mostra inicial a partir de la normalitzacié de la longitud del RNA i del numero total

de lectures de l'estudi. Aquesta normalitzacié facilita la comparacié directa dels
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nivells de transcripcié tant dins una mateixa mostra, com entre mostres diferents
(Mortazavi et al., 2008).

(1)

on RPKM és el valor d’estimacié de I'expressié génica; C és un valor constant (10°);
R correspon al numero de lectures (Uniques) que es localitzen en el transcrit; N és el
numero de lectures de I'estudi i L és la longitud del transcrit.

Aixi doncs, segons els criteris de classificacié definits com a fonaments de discussio i
analisi de les dades de metatranscriptomica, es van agrupar els contigs obtinguts en
funcié de I'origen de lectura per un costat, al mateix temps que es definia un ranquing
d’expressid de cada contig, normalitzat i comparable entre les diferents zones del
biofiltre. Finalment, amb intencié de centrar I'analisi del transcriptoma al voltant dels
gens que mostraven un expressio diferencial més marcada en les diferents mostres
del biofiltre, es va realitzar un filtratge multi-criteri del conjunt dels contigs obtinguts.
De manera que els contigs amb una mitjana d’expressio (RPKM) superior a la
mediana de RPKM’s totals, se’'n van filirar un 10%, concretament els que
presentaven una major desviacido estandard relativa. Aixi doncs, segons el filtre
aplicat en les classificacions de contigs realitzades, es va procedir amb 'analisi de les
anotacions filogenétiques i funcionals dels contigs que presentaven un grau
d’expressio més desigual entre les distintes zones del biofiltre estudiades.

5.4.3 ANOTACIO FILOGENETICA I FUNCIONAL

Amb la finalitat de determinar la funcionalitat associada i la similitud d’espécie, per a
cada un dels contigs generats es va dur a terme una cerca amb el programa BLASTYX,
comparant els sis possibles marcs de lectura de les sequéncies de nucledtids contra
la base de dades de sequéncies proteiques no-redundants (NR) de NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/; Altschul et al., 1997). Tot i I'existéncia de treballs

similars amb criteris de tall més relaxats (Urich et al., 2008), es va definir un e-value
maxim de 1x10° com a condicié per a procedir amb la caracteritzacié funcional. Per a
cada contig implementat es va seleccionar la millor entrada (menor e-value) resultant

de la base de dades de seqliéncies proteiques NR.

Paral-lelament a la cerca d’anotacié funcional en la base de dades especifica de
proteines, es va sotmetre el conjunt de contigs obtinguts a una cerca per similitud
amb el programa BLASTn <contra |la base de dades de SILVA
(http://www.arb-silva.de/) especifica per a la subunitat petita del rRNA

(SSURef_106_NR). Al tractar-se de mostres per a I'estudi del metatranscriptoma, el
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procediment metodologic realitzat perseguia I'eliminacié dels rRNAs i tRNAs amb
l'objectiu d’enriquir la mostra en mRNAs. En aquests sentit la cerca comparativa
nucleotid-nucledtid, es va determinar amb uns criteris de tall més restrictius que en el
cas de sequéncies proteiques NR. Concretament pels resultats del BLASTn es va
definir un e-value de 1x107 juntament amb una longitud minima de similitud de 65 nt i
una similitud minima del 80% (Mou et al., 2008).

La caracteritzacié funcional de les seqliiéncies es va realitzar amb el programa
Blast2Go (Conesa et al.,, 2005). Per a cada contig amb anotacié funcional es va
obtenir el nombre d’'accés de la proteina respectiva. Aquest va ser importat al
programari permetent obtenir la informacié referent a la caracteritzacié de la proteina
i la descripcié ontoldogica de la mateixa en base a les dades del projecte GO.
Complementant la caracteritzacid funcional amb el programa Blast2Go es va
sotmetre el conjunt de sequiéncies a la base de dades del KEGG (Kanehisa et al.,
2011) amb intencié d’obtenir el mapa metabdlic de les sequéncies anotades.

5.5. RESULTATS I DISCUSSIO

5.5.1 ASSEMBLATGE DE SEQUENCIES I CLASSIFICACIO

Els diferents assemblatges desenvolupats a partir de les seqléncies crues
obtingudes de la propia plataforma de sequenciacié van resultar en quatre projectes
d’assemblatge genodmic de novo. Les caracteristiques dels algoritmes de calcul
configurats en I'assemblatge de les lectures van fer prevaler la reconstruccio de les
sequéncies resultants (contigs), obviant possibles reordenaments i maduracions post-
transcripcionals, que no son habituals en procariotes. Una detallada descripcié dels
estadistics dels quatre projectes d’assemblatge desenvolupats es poden observar a
la taula 5.1. Amb intencié de confirmar el millor assemblatge sobre el qual fonamentar

la posterior analisi, es van comparar els valors estadistics de cada

Taula 5.1 Estadistics dels quatre assemblatges realitzats a partir de les lectures de
pirosequenciacio.

# lectures # lectures Longitud  Longitud

Assemblatge  #lectures assemblades assemblades N50* # Contigs mitjadels maxima

completament  parcialment contigs de contig
Zona Alta 271.159 220.943 19.983 664 1923 615 3656
Zona Mitja 249.650 201.822 17.307 628 1978 589 2801
Zona Baixa  259.583 197.705 26.672 636 1570 593 2973
Conjunt 780.392 603.488 61.666 690 3181 623 3658

a valor estadistic, usat com a mesura de longitud mitjana d’'un conjunt de seqliéncies nucleotidiques ordenades
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Frequéncia

Frequéncia

projecte, a més de considerar la distribucié de les longituds dels contigs resultants
(fig. 5.3). Segons els resultats obtinguts, la configuracié d’assemblatge més eficient
va resultar ser el projecte d’assemblatge conjunt realitzat a partir de la totalitat de
lectures obtingudes en les tres mostres. Malgrat que els projectes d’assemblatge
individuals van assolir percentatges similars de lectures assemblades, 'assemblatge
conjunt va resultar amb un 85.3% de les lectures assemblades mostrant una major
qualitat dels contigs resultants. El valor estadistic N50 s’usa frequentment en
assemblatges genomics i s’utilitza com una mesura de la longitud mitjana d’un

conjunt de sequéncies nucleotidiques.

Zona Alta (assemblatge individual) Zona Mltja (assemblatge individual)
-
e
o
Longitud contig - Longitud contig
5.5.2 Civitnin x wrurooas 2wk CIO DELS CONT. .
Zona Baixa (assemblatge individual) Assemblatge conjunt
-
£
o
Longitud contig Longitud contig

Figura 5.3 Distribucions de les longituds dels contigs obtinguts en cada un dels assemblatges
experimentats.

Es calcula ordenant tots els contigs resultants de I'assemblatge de major a menor
longitud, i es determina considerant el conjunt minim de contigs amb una longitud del
50% dels contigs ordenats. Aixi doncs en base a la comparacié dels estadistics N50,
longituds mitjanes i numero de contigs resultants, es va confirmar I'assemblatge
conjunt com el millor projecte d’assemblatge per a les lectures de pirosequenciacio
d’aquests estudi.

Fonamentant el posterior analisi metatranscriptomic sobre I'assemblatge conjunt
implementat es va procedir a la classificacio inicial dels 3181 contigs resultants en
funcié de l'origen d’expressio. Mitjancant I'estratégia de rastreig de les diferents
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lectures que localitzaven dins un determinat contig, es van catalogar les possibles
procedéncies dels contigs obtinguts. La figura 5.4 mostra un diagrama de Venn on es
recullen els 3181 contigs en funcié de I'origen de sequenciacié. Segons I'exploracio
realitzada, el 82.1% dels contigs generats van aparéixer en les tres zones del bicfiltre.
Per altre costat, un 15.4% dels contigs obtinguts van ser identificats unicament en
dues de les zones del bioreactor i per ultim, només un 2.6% corresponien a

especificament a una sola zona del bioreactor.

Zona alta

=5 - 2
o = e, —

Zona baixa Zona mitja

Figura 5.4 Numero de contigs classificats especificament en funcié de I'origen de la mostra
seqlienciada.

D’aquesta manera, segons la classificacié definida en funcié de I'origen de la lectura
es van organitzar set categories de contigs, estructurats en una base de dades
accessible en linia (http:/familiapomodoro.cat/Rar/), a partir de la qual es va

fonamentar l'analisi i discussié del metatranscriptoma obtingut per al biofiltre
percolador.

5.5.2 GRAU D’EXPRESSIO I EXPRESSIO DIFERENCIAL

Paral-lelament a I'ordenacié dels contigs en funcié de I'origen de sequenciacio de les
lectures es van normalitzar i quantificar els nivells d’expressio de cada contig en les
diferents zones considerades. Mitjangant el calcul dels RPKMs per a cada contig i de
la zona de mostreig es van definir tres ranquings d’expressié en base als valors

‘rokmUP”, “rpkmMedium” i “rpkmLow” (consultar: http://familiapomodoro.cat/Rar/).

Les diferents mesures de RPKM, comparables entre si, van permetre quantificar els
nivells d’expressio de cada un dels contigs en les respectives zones on havien estat
classificats.

171



Amb intencié d’analitzar I'expressié diferencial del transcriptoma de les diferents
zones del bioreactor, es van comparar els nivells d’expressio globals de les tres
mostres. Mitjangant I'analisi estadistica de la variable RPKM, referida a cada una de
les zones del biofiltre (veure fig. 5.5), es van calcular les correlacions de Spearman
per a cada una de les comparacions estadistiques possibles. A partir dels ranquings
d’expressid generats per a cada zona del bioreactor, es determina el coeficient de
Spearman com la correlacié de ranquings entre dues de les mostres confrontades. Es
va descartar la correlacié de Pearson, basada en els valors absoluts de I'expressio de
les mostres, ja que la correlacié de Spearman és considerada un estadistic meés
robust i adequat per a aquesta tipologia d’analisis (Fierer et al., 2011). El seu valor
oscil-la entre -1 i +1, i permet mesurar la relacié directa entre dos variables aleatories

quantitatives.

- 10.92 0.87
~ | 0.84

rphmlow

Figura 5.5 Comparativa de I'expressié global per parelles. Les tres grafiques per punts
mostren comparativament els valors respectius de RPKMs transformats en base el log2. Els
valors presentats dins els requadres mostren la correlacié de Spearman resultant entre les
dos mostres comparades. A mode d’exemple, la zona alta (rpkmUp) amb la mostra mitja
(rpkmMedium) presenten un valor de correlaci6 de Spearman de 0.92 (diagonal superior)
mentre la grafica comparativa dels RPKMs d’aquestes zones es mostra en la diagonal inferior.

Tal i com es pot observar a la figura 5.5, com major desviacioé presenten els RPKMs
(representats en punts negres) respecte la bisectriu, major resulta I'expressié
diferencial entre les dues mostres comparades, i menor resulta el coeficient de
correlaci6 de Spearman calculat. En aquest sentit, segons les correlacions
obtingudes, les mostres de la zona alta i mitja del reactor son les que van presentar
comparativament un major coeficient de correlacié de Spearman (0.92) indicant uns
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nivells d’expressio globals més similars entre les dues mostres. La comparacio
estadistica entre els ranquings d’expressié de les zones alta i baixa va resultar amb
un coeficient de correlacié de Spearman lleugerament inferior (0.87) senyalant un
major grau de diferenciacié entre ells. Finalment, les zones del biofiltre amb un
coeficient de correlaci6 de Spearman menor (0.84) i, per tant, amb uns
transcriptomes més divergents entre si van resultar les mostres de la zona mitja i
baixa del bioreactor.

Calor Key

Il Expression Log2 scale

@ 10 30 3 40

rpkmLow rpkmMedium rpkmUp

Figura 5.6 Mapa de calor de les tres zones del biofilire considerades. Grafic llegenda de la
coloracio a I'extrem superior esquerra. Els valors de coloracié corresponen a la conversié dels
RPKMs a l'escala log2(1+x). Segons la gradacié de color es representa el nivell d’expressio
del conjunt de contigs en les tres mostres considerades, essent 0 el minim grau d’expressio i
7 el maxim considerat. ElI dendrograma lateral representa la similitud de seqiéncia entre els
contigs considerats, mentre que el dendrograma superior mostra la distancia d’expressio
global entre les tres mostres considerades: zona baixa (rpkmLow), zona mitja (rpkmMedium),
zona alta (rpkmUp).

Complementant l'analisi estadistica comparativa dels nivells d’expressié de les tres
mostres considerades, a la figura 5.6 es mostren les agrupacions jerarquiques de les
diferents zones del biofiltre, aixi com un mapa de calor il-lustrant 'expressié de cada
contig en la respectiva zona del bioreactor. En base a I'estudi de similitud de les
sequéncies obtingudes, les longituds representades en les branques dels
dendrogrames reflecteixen les distancies entre les diferents mostres i el conjunt de
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contigs generats. Segons els dendrogrames calculats i en concordanga amb els
coeficients de correlacié de Spearman presentats, les zones alta i mitja del biofiltre
van presentar un major grau de similitud entre elles. En contraposicio, tal i com es pot
observar al dendrograma de la figura 5.6, la zona baixa del bioreactor va mostrar una
expressid génica més desigual front les altres zones del biofiltre. Aixi doncs, a partir
de la classificacié i analisi dels nivells d’expressié dels contigs obtinguts, es va
observar clarament diferents perfils d’expressiéo entre les tres zones del biofiltre
estudiades.

5.5.3 ANOTACIO I CARACTERITZACIO FUNCIONAL

Del conjunt de contigs obtinguts en I'assemblatge realitzat, 2749 contigs, un 86.5%
del total, van mostrar almenys una entrada en la cerca per similitud a la base de
dades de sequéncies proteiques NR (NCBI), d’aquests, només 2681 presentaven la
puntuacié minima requerida segons el criteri de tall definit (e-value < 1x10°). Per
cada un d’aquests contigs es va seleccionar i anotar la millor entrada, a partir de la
qual es va a procedir a I'analisi i caracteritzacié funcional. La figura 5.7 recull les
distribucions dels e-values obtinguts per a les respectives entrades com a mesura de
qualitat de les anotacions seleccionades. En aquest sentit, un 15.7% dels contigs
assemblats inicialment no van ser considerats en l'analisi posterior degut a la
puntuacioé obtinguda en I'anotacié funcional. Respecte la cerca comparativa nuceotid-
nucledtid realitzada paral-lelament en la base de dades especifica de sequiéncies
rRNA (SILVA), unicament 993 contigs van mostrar similitud de sequiéncia en aquesta
base de dades, superant els criteris de tall definits. A partir de les anotacions
obtingudes en ambdues bases de dades cercades es va complementar la informacio
disponible associada a cada contig (consultar: http://familiapomodoro.cat/Rgr/).
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Figura 5.7 Distribucio dels e-values en l'escala -log10 dels millors resultats obtinguts en
I'anotacio funcional (BLASTXx) pels 3181 contigs generats.
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Amb intencié d’aprofundir en la caracteritzacié funcional del metatranscriptoma es
van sotmetre els 2681 contigs considerats al programa Blast2Go. Per a cada contig
analitzat es va obtenir el nombre d’accés de la proteina respectiva, permetent la
caracteritzaci6 i descripcié ontologica d’aquesta.

En base a les categories ontoldgiques definides pel projecte GO, es van analitzar les
possibles anotacions ontoldgiques per a cada proteina, obtenint-se finalment 102
descripcions ontologiques en el global del metatranscriptoma. En les figures 5.8 i 5.9
es mostren les distribucions dels termes ontoldgics anotats en les categories GO, de
processos bioldgics i funci6 molecular, respectivament. En el material suplementari

(http://familiapomodoro.cat/Rgr/) es recullen els diferents termes ontoldgics anotats i

els millor resultats de BLASTx recollits per a cada contig. En la mateixa base de
dades generada pel metatranscriptoma es mostren els 30 enzims i mapes metabdlics
resultants obtinguts a partir de I'exploracié dels contigs en el projecte KEGG.

En consideracidé amb els resultats de BLASTx i la caracteritzacié ontoldgica definida
es va identificar la preséncia de proteines similars a hidrolases associades a la paret
cel-lular de l'espécie Burkholderia multivorans. Aquesta espécie, relacionada amb
infeccions oportunistes en pacients afectats per fibrosi quistica i altres afectacions
immunes (Turton et al., 2003), és considerada un proteobacteri beta amb una gran
versatilitat ambiental capa¢ de colonitzar una amplia varietat de ninxols ecologics de
sOlIs i aigues (Nishiyama et al., 2010). No obstant, el seu interés biomédic s’ha traduit
en una gran quantitat d’estudis en els ultims anys que han generat enormes
quantitats d’informacié de sequiéncies gendmiques i proteiques que podrien explicar
la seva preséncia en la caracteritzacid obtinguda segons les bases de dades
consultades.

De manera similar, per a altres contigs es van identificar possibles proteines
relacionades amb organismes eucariotics superiors com per exemple Rattus
norvegicus (rata gris), Mus musculus (ratoli comu), Culex quinquefasciatus (mosquit
vector de la filariasis) i Aedes aegypti (mosquit vector de la febre groga i el dengue).
Aquest fet va demostrar clarament la probable adjudicacié erronia de certs resultats
de BLASTx a una part dels contigs assemblats degut a la no existéncia d’anotacio
especifica per a les sequéncies obtingudes en l'analisi transcriptomic realitzat en les
bases de dades disponibles. En conseqiiéncia, part de 'anotacié funcional obtinguda
en lanalisi probablement no va resultar fidedigne a la realitat funcional de la
biomassa del bioreactor de dessulfuracio.

No obstant, per altre costat es van descriure una important quantitat de contigs
relacionats amb proteines potencials de microorganismes sulfur-oxidants. Alguns dels
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contigs van aparéixer com a proteines especifiques de Thiobacillus denitrificans i
Sulfurimonas denitrificans, espécies anteriorment identificades en el biofiltre (Maestre
et al.,, 2010). A més, una gran varietat de proteines van mostrar afiliacié a d’altres
microorganismes sulfur-oxidants com Acidithiobacillus, diferents grups de Chlorobi
(bacteris verdes del Sofre) i una gran quantitat de clons no cultivables de bacteris
sulfur-oxidants. També van apareixer diversos contigs associats a proteines
especifiques de Sulfuricurvum kujiense, una nova espécie anaerobia facultativa amb
capacitat sulfur-oxidant aillada de jaciments subterranis de petroli (Kodama i
Watanabe, 2004). De manera similar, es van anotar diferents contigs relacionats amb
proteines hipotétiques de les espécies Sulfurihydrogenibium azorense i
Sulfurinydrogenibium yellowstonense, bacteris sulfur-oxidants en condicions de
microaerofilia aillades de fonts termals de les illes Azores i del parc natural de
Yellowstone, respectivament (Nakagawa et al., 2005). A més, també es van
identificar alguns contigs relacionats amb proteines especifiques d’espécies del
domini Archaea com per exemple Sulfolobus solfataricus, una espécie aerdbia
d’origen volcanic capag¢ d’oxidar S° en condicions extremes (She et al., 2001). En
contraposicié al conjunt de contigs i proteines relacionades amb microorganismes
sulfur-oxidants, es van identificar diverses proteines relacionades amb
microorganismes sulfat-reductors, demostrant la coexisténcia de processos reductors
de sofre en el global del bioprocés de dessulfuracidé de H,S. En aquest sentit,
diferents contigs van ser anotats com a hipotétiques proteines de diverses espécies
de Desulfovibrio i clons no cultivables de Desulfobacterium.
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Figura 5.8 Distribucié de les caracteritzacions ontoldgiques obtingudes en la categoria de
processos biologics.

176



Aixi doncs, en una valoracié global de lanotacié funcional obtinguda en el
metatranscriptoma del bioreactor, es posa de manifest la manca d’informacio
biologica i de dades de sequéncia disponibles al voltant de les comunitats que es
desenvolupen en aquests sistemes. Tot i el creixent nombre de treballs de
metagenomica i metatranscriptomica al voltant d’ecosistemes ambientals (Frias-
Lopez et al., 2008; Urich et al., 2008; Poretsky et al., 2009; Vila-Costa et al., 2010), la
gran diversitat d’estratégies metaboliques existents, forgcades per la divergéncia
evolutiva dels microorganismes amb capacitat sulfur-oxidant, fan d’aquesta habilitat
energética un metabolisme relativament divergent i desconegut entre les distintes
espécies procariotes. No obstant, historicament, s’han realitzats diversos treballs
especialitzats al voltant del metabolisme sulfur-oxidant del phylum Chlorobi (bacteris
verds del sofre), essent probablement el grup de microorganismes amb I'estratégia
metabodlica sulfur-oxidant millor definida (Frigaard i Bryant, 2008; Stout et al., 2008).
Per altre costat, tot i ser estudiada amb menor grau, la sulfur-oxidacié quimiotrofa
s’ha investigat tradicionalment al voltant d'espécies model com Paracoccus
pantotrophus (Friedrich et al., 2001; 2008), Acidianus ambivalens (Kletzin et al.,2008)
o diverses espécies de Sulfolobus (Bathe i Norris, 2007; Liu et al., 2008). A partir dels
respectius treballs s’han identificat diferents sistemes enzimatics i proteines
especifiques involucrades en la sulfur-oxidacio, tot i aixi cap d’elles ha estat anotada
funcionalment en el metatranscritptoma del bioreactor.
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Figura 5.9 Distribucié de les caracteritzacions ontoldgiques obtingudes en la categoria de
funcié molecular

177



Tot i 'analisi bioinformatica implementada, existeixen diferents reptes i desafiaments
associats a la interpretacié dels patrons d’expressio génica a nivell de comunitats
complexes. Aspectes com la remarcable diversitat i complexitat de les comunitats
microbianes de les mostres ambientals, aixi com I'escassa representacid d’aquestes
espécies en les bases de dades, sén un notable desavantatge en 'analisi comprensiu
de I'anotacié funcional resultant (Frias-Lopez et al. 2008). A més d’aquests, altres
factors intrinsecs a la metodologia d’obtencid, com poden ser el risc de degradacio de
les molécules de mMRNA, els rendiments de sintesi i purificacid del cDNA, o les
condicions ambientals en el moment del mostreig poden influir i condicionar el
metatranscriptoma final. Per altre banda, la longitud de les lectures de seqlenciacio
aixi com I'extensio dels gens diana i el métode especific usat en la identificacio i
anotacio de les lectures son altres variables influents en els resultats d’expressio
génica obtinguts (Urich et al., 2008). Algunes d’aquestes variables poden ser
controlades i millorades, en canvi d’altres son inherents a la metodologia o la
especificitat de les comunitats mostrejades.

Es reconegut i generalitzat el fet de que és més facil aconseguir una major i robusta
quantitat d’informacio i anotacioé per a les seqliiéncies obtingudes com majors siguin
les longituds de les lectures. En aquest sentit, la longitud mitja de les lectures de
piroseqlienciacido obtingudes en aquest estudi, va resultar major que en d’altres
treballs de metatranscriptomica desenvolupats (Frias-Lépez et al., 2008). A més, el
procediment d’assemblatge de les seqiéncies va ser optimitzat per millorar la
reconstrucciéo de les sequéncies originals i aixi enriquir la identificacié i anotacio
d’aquestes mitjangant les bases de dades disponibles. Tot i aixi, una part de les
lectures de cDNA assemblades no van presentar resultats d’anotacié de suficient
qualitat, no només en les bases de dades de nucleotids sind tampoc en les
especifiques d’ontologia génica o motius proteics. Aquesta manca d’anotacio
funcional, suggereix l'escas coneixement existent de la diversitat metabolica
microbiana al voltant del metabolisme del sofre, i especificament al voltant de les
estratégies quimiodtrofes de sulfur-oxidacid. No obstant, la gran quantitat d’informacié
de sequéncia generada en el present treball aixi com la quantificacié dels nivells
d’expressio i 'analisi de I'expressio diferencial, resulten una temptativa prometedora i
reveladora d’aquesta estratégia energética, focalitzada en els gens especialment
actius de les complexes comunitats microbianes que es desenvolupen en el

bioreactor de dessulfuracié d’alta carrega d’H,S.
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5.6 CONCLUSIONS

A partir de I'enorme quantitat de lectures de sequenciaci6 generades en el
procediment metodologic desenvolupat en el capitol anterior s’ha definit I'estratégia
d’assemblatge oOptima per a lestudi del metatranscriptoma del bioreactor de
dessulfuracié d’'alta carrega d’H,S. Tot i ser un projecte de metatranscriptomica, el
calcul d’'assemblatge s’ha implementat exitosament segons un projecte gendmic de
novo, prevalent la reconstruccié dels cDNA originals de forma similar al assemblatge
d’'un genoma. Segons el rastreig de I'origen de sequenciacié de cada lectura ha estat
possible considerar independentment cada una de les zones del bioreactor malgrat
haver realitzat un assemblatge conjunt de les lectures de pirosequenciacid. En base a
aquesta classificacio s’han pogut analitzar separadament els diferents contigs
generats permetent I'estudi de I'expressid génica en funcié de la zona del bioreactor
on havien estat identificats. El 82.1% dels contigs van ser identificats en les tres
zones del biofiltre, mentre que un 15.4% dels contigs obtinguts van ser identificats
unicament en dues de les zones del bioreactor, solament un 2.6% dels contigs van

ser exclusius d’alguna zona especifica del biofiltre.

L’enorme profunditat de sequenciaci6 de les mostres ha permés normalitzar i
quantificar el nivell d’expressié de cada contig, generant un ranquing d’expressio per
a cada zona el biofiltre. A partir d’aquestes quantificacions s’ha pogut valorar
I'expressio diferencial de les comunitats microbianes en cada mostra, demostrant
perfils d’expressié diferents, tant en composicié com en abundancia, per a cada zona
del bioreactor. En aquest sentit es va observar com el metatranscriptoma de la zona
baixa del biofiltre era el que presentava una expressié diferencial més marcada

comparativament entre les tres zones del bioreactor considerades.

Segons els resultats de I'anotacié i caracteritzacié funcional obtinguda a partir de la
recerca bioinformatica en els diferents diposits publics de dades consultats, el 84.3%
del total de contigs obtinguts van mostrar, segons els minims de qualitats definits,
alguna anotacié funcional en la base de dades de sequéncies proteiques NR.
Paral-lelament, el 31.1% dels contigs totals assemblats van mostrar similitud de
sequéncia, segons els criteris de tall definits, amb alguna sequéncia de la base de
dades especifica de rRNA. Ontologicament es van poder caracteritzar 102 contigs al
voltant de categories ontologiques del projecte GO, i a partir d’aquests es van
relacionar 30 contigs a diferents enzims i rutes metaboliques de la base de dades de
KEGG. No obstant, la manca d’anotacié funcional comprensible demostra I'escas
coneixement existent de la diversitat metabdlica microbiana al voltant de les diferents
estratéegies quimidtrofes de sulfur-oxidacié. En aquest sentit, I'enorme volum
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d’'informacié de seqliéncia generada en aquest projecte de metatranscriptomica es
mostra com una descripcié parcialment intel-ligible i entenedora de la realitat
metabodlica de les comunitats microbianes que es desenvolupen en el bioreactor de
dessulfuracié d’alta carrega d’'H,S. Al mateix temps, el conjunt d’informacié de
sequéncia derivada i els perfils d’expressiéo obtinguts al llarg del bioreactor es
mostren com un prometedor punt de partida en futurs treballs d’expressié génica al
voltant de la capacitat sulfur-oxidant.
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CAPITOL 6. CONCLUSIONS GENERALS I TREBALLS FUTURS







6.1 CONCLUSIONS GENERALS

De l'analisi i discussi6 dels resultats experimentals obtinguts segons els objectius de

recerca definits inicialment se’n deriven les segiients conclusions generals:

La inoculacié del biofiltre amb fangs aerobis d'una planta de tractament d’aigles
residuals ha permés una rapida posada en marxa del biofiltre assolint, al cap de sis
dies i de manera estable, RE superiors al 98% amb una carrega d’entrada de 55.6 g
H,S m™® h™. El seguiment de les variables operacionals monitorades han confirmat
com a satisfactoria I'estratégia d'inoculacié i posada en marxa del bioreactor amb el
nou material de rebliment. No obstant, la utilitzacié d’anelles Pall com a material de
rebliment condiciona els processos detransferéncia de matéria i d’hidrodinamica
durant I'operacio, fet que ha influit en I'acumulaci6 de S° al cos del biofiltre.

La operaci6 del biofiltre a diferents ratios O,/H,S, aixi com a diferents velocitats de
percolacié de la fase liquida ha permes definir la relaci6 existent per aquesta
configuracié entre la carrega d’oxigen aportada al sistema i la selectivitat en la
produccié de S elemental i SO,“com productes d’oxidacié d’H,S. Aixi doncs, les
anelles Pall resulten ser un material de rebliment efectiu per a la dessulfuracié d’'altes
carregues d'H,S, tot i que requereix una notable aportacié d’oxigen al sistema (1.7
mg O, min) per tal de dur a terme una oxidacié6 completa fins a SO,*. Els resultats
de les experimentacions desenvolupades mostren la versatilitat i I'adaptacio del
biofiltre a les configuracions canviants sense que es vegi afectada la seva capacitat

d’eliminacio.

Per altre banda, el clonatge i seqlienciacié dels gens 16S rRNA ha permés identificar
en primer terme la diversitat filogenética existent de les comunitats microbianes
desenvolupades en el bioreactor de dessulfuracié d'alta carrega d'H,S. S’han
identificat i seleccionat algunes de les espécies sulfur-oxidants rellevants en el procés
de dessulfuracié sota les condicions d'operacié del bioreactor. En base a aquesta
informacié, i en una nova posada en marxa del sistema,s’ha realitzat un seguiment
d’aquestes poblacions sulfur-oxidants mitjancant la técnica FISH. En aquest sentit,
s’ha observat una dinamica de poblacions significativament diferent al llarg del temps
entre les tres zones del biofiltre considerades. De manera que s’ha relacionat la
predominanca d'algunes espécies en determinades zones del bioreactor amb les
condicions operacionals del biofiltre.

Malgrat la inversié de temps necessaria pel desenvolupament d’aquestes tecniques,
tant el clonatge i sequenciaci6 com la técnica FISH han demostrat ser unes
aproximacions adequades per a I'estudi de les comunitats microbiologiques que es
desenvolupen en un bioreactor de dessulfuracio d’alta carrega d’H,S.
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Respecte al desenvolupament metodologic per a I'estudi del metatranscriptoma del
biofiltre percolador tractant altes carregues d'H,S, s’han optimitzat i definit
experimentalment els procediments necessaris a implementarper a obtenir el
metatranscriptoma del bioprocés. Experimentant diferents métodes d’extraccio i
purificacié, s’han assolit els requeriments quantitatius i qualitatius de mMRNA
necessaris per a la generacio de les llibreries de cDNA. El métode de preparacio de
les llibreries de cDNA a partir del mRNA obtingut del biofiltre ha estat adaptat i
configurat especificament per a la tipologia de mostres de l'estudi. Dos dels
procediments de preparacio de les llibreries de cDNA definits comercialment, I'etapa
inicial de fragmentacié del RNA i la d’eliminaci6 de petits fragments de mRNA, no han
estat implementats en la metodologia final definida. De manera similar, ha estat
necessari ajustar les metodologies de purificacié de les llibreries de cDNA per a la
realitzacié de l'analisi de la diversitat d'organismes procariotes presents en les
mostres plantejat en aquest treball.

Amb el procediment desenvolupat s’ha demostrat la possibilitat d’obtenir el
metatranscriptoma d’'un bioprocés industrial aixi com I'is de les plataformes de
sequenciacio massiva en noves disciplines com la biotecnologia ambiental. A partir
de I'enorme quantitat de lectures de sequenciacié generades s’ha definit I'estratégia
d’assemblatge optima per a I'estudi metatranscriptomic. Segons el rastreig de I'origen
de sequenciacioé de cada lectura ha estat possible considerar independentment cada
una de les zones del bioreactor. El 82.1% dels contigs han estat identificats en les
tres zones del biofiltre, mentre que un 15.4% han estat identificats Unicament en dues
de les zones del bioreactor i solament un 2.6% son exclusius d'alguna zona
especifica del biofiltre.

L'enorme profunditat de sequenciacié de les mostres ha permés normalitzar i
guantificar el nivell d'expressié de cada contig, generant un ranquing d’expressio per
a cada zona el biofiltre. En aquest sentit s’ha observat una expressié diferencial
evident entre les tres zones del bioreactor considerades, resultant la zona baixa del
bioreactor com la biomassa que presenta un patré d’expressié génica més diferent.
Segons els resultats de I'anotacio i caracteritzacioé funcional obtinguda a partir de la
recerca bioinformatica en els diferents diposits publics de dades consultats, el 84.3%
del total de contigs obtinguts han estat anotats funcionalment en la base de dades de
sequéncies proteiques NR. Paral-lelament, el 31.1% dels contigs totals assemblats
mostren similitud de seqiéncia amb alguna sequéncia de la base de dades
especifica de rRNA. No obstant, la manca d'anotacié funcional comprensible
demostra I'escas coneixement existent de la diversitat metabolica microbiana al
voltant de les diferents estratégies quimiotrofes de sulfur-oxidacié. En aquest sentit,
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'enorme volum d’informacié de sequéncia generada en aquest projecte de
metatranscriptomica es mostra com una descripcid parcialment intel-ligible i
entenedora de la realitat metabdlica de les comunitats microbianes que es
desenvolupen en el bioreactor de dessulfuracié d'alta carrega d’H,S

6.3 TREBALLS FUTURS

A partir del coneixement acumulat al voltant de la dessulfuracié d'alta carrega d'H,S
seria interessant experimentar noves configuracions del biofiltre percolador. En
aquest sentit, es podria plantejar la modificacié del sentit de percolacié de la fase
liquida per tal d’optimitzar I'aportacié d’'oxigen a les comunitats microbianes. L’actual
configuracié a contracorrent, implica I'existeéncia de diversosgradients verticals tant a
la fase liquida (O,) com a la fase gas (H,S), de manera que les zones més baixes del
bioreactor son les que presenten una major concentracié d'H,S amb una menor
disponibilitat d'O,.Configurant una entrada i sortida paral-lela de la fase gas i la fase
liquida s'aconseguiria optimitzar la disponibilitat d'O, a les zones del biofiltre on la
concentracié d'H,S és maxima. D’aquesta manera probablement es minimitzaria la
produccié de S° al cos del bioreactor repercutint en un millor i robust funcionament
del biofiltre en llargs periodes operacionals.

Com a conseqiiéncia del canvi configuracional plantejat, segurament I'adaptacio i
evolucié de les comunitats microbianes en el cos del biofiltre resultaria diferent a
I'operacid estudiada en aquesta tesi. Per aix0 seria interessant realitzar nous estudis
periodics de les comunitats microbianes que es desenvolupen al llarg de I'operacié.
Una possible técnica per a la identificacio i quantificacid de les espécies presents
seria la técnica FISH, especialment per a espeécies concretes.No obstant una
aproximacié més global i adequada en I'estudi de la diversitat filogenética existent
seria l'aplicaci6 de les noves plataformes de seqienciaci6 massiva per a la
seqlienciacio directa de marcadors filogenétics com els gens 16S rRNA. La
disponibilitat i rapidesa d’aquestes tecnologies juntament amb la profunditat de
seqlienciaci6 que ofereixen, permeten plantejar estudis de caracteritzacié i
guantificacio d’'una manera rapida, economica i integral.

Per altre costat el conjunt d’informacié de seqiéncia derivada i els perfils d’expressio
génica obtinguts en l'estudi de metatranscriptomica realitzat, es mostren com un
prometedor punt de partida en futurs treballs d'expressié génica al voltant de la
capacitat sulfur-oxidant. Aixi doncs, part de la informacié de sequéncia obtinguda en
les diferents zones del biofiltre permeten planificar nous treballs especifics focalitzant
I'estudi en aquells contigs amb interes. Paral-lelament, seria interessant analitzar més
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profundament els perfils d’expressié de cada una de les zones considerades, centrant
'analisi en aquells contigs que mostrin una expressioé diferencial més marcada, per tal
d’incidir en aquells gens més lligats a les condicions ambientals del bioreactor.
Malgrat I'ambigiitat de les diferents estrategies quimiotrofes de sulfur-oxidacio, el
conjunt d’informacié de seqiiéncia del metatranscriptoma apareix com un bon model
especific d’ambients sulfurosos, de manera que en futurs estudis es disposara del
conjunt de seqiéncies obtingudes d'aquest ninxol com un treball significatiu de la
funcionalitat d’aquestes comunitats sulfur-oxidants.
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ANNEX

NOMENCIATURA 1 _ACRONIMS:

AN: sintesi per addicié de nucleotid

DGGE: electroforesi en gel amb gradient desnaturalitzant
DNA: acid desoxiribonucleic

cDNA: DNA complementari

dscDNA: cDNA de doble cadena

dNTP: desoxirribonucleotids trifosfat

EBRT: temps de residéncia del gas en llit buit
EC: capacitat d’eliminacié

FIA: Flow Injection Analysis

FISH: hibridacié in situ per fluorescéncia

HRT: temps mig de retencid hidraulic del liquid
ISR: regi6 espaiadora intergenica

LO,: carrega d’oxigen

MM: medi mineral

OD: oxigen dissolt

ORF: marc obert de lectura

ORP: potencial d’oxido-reduccié

OTU: unitat taxondmica operacional

PFA: paraformaldehid

PLFA: analisi dels acids grassos dels fosfolipids
PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa

PP;: pirofosfat inorganic

ppm,: parts per milié en volum

PTP: placa de pirosequenciaci6 (Pico Titer Plate)
TDS: sulfurs dissolts totals

TLV: velocitat de percolacioé del liquid

TRFLP: polimorfisme de longitud del fragment de restriccié terminal
RE: eficacia d’eliminacié

RNA: acid ribonucleic

mRNA: RNA missatger

rRNA: RNA ribosdmic
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tRNA: RNA de transferéncia

RNasa: ribonucleasa

RT-PCR: reacci6é en cadena de la polimerasa de transcripcid inversa
SBL: sequenciacié per lligacio

SDS: dodecilsulfat sodic

SSU: subunitat petita

SSV: sdlids en suspensioé volatils

STR: sequenciacio a temps real

TCR: terminacio ciclica reversible

MEDIS DEL PROCEDIMENT DE CLONATGE

o Medi SOB

0.5% Extracte de llevat
2% Triptona

10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glucosa

0 MedilLB

5g Extracte de llevat

10g Triptona

10g NaCl

ddH,0 fins1 litre

Ajustar el pH a 7.0 i autoclavar

MATERIAL SUPLEMENTARI:

http://familiapomodoro.cat/Rqr/
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HIBRIDACIO IN SITU PER FLUORESCENCIA PER A LA VISUALITZACIO
DIRECTA DE MICROORGANISMES

Solucions necessaries:

o Solucié tamp6 fosfat salina (PBS). 30xPBS (0.3M P-PO,%)

Per a pH=7.2, la relacié disodic:fosfats de sodi ha de ser 7.2:2.8

Per 1L de solucié:  77.37 g de Na;HPO,4-12H,0; concentracié final: 0.216 M
13.1 g of NaH,PQO,4-2H,0; concentracio final: 0.084 M
226.2 g NaCl; concentracio final: 3.9 M

o Solucié tamp6 fosfat salina (PBS). 3xPBS (0.03M P-PO,%)

Diluir 50 mL de 30xPBS en 500 mL d’aigua MilliQ. Autoclavar i emmagatzemar a temperatura
ambient.

o Solucié tampé fosfat salina (PBS), solucié de treball. 1xPBS (0.01M P-PO,*)

Diluir 16.7 mL de 30xPBS en 500 mL d’aigua MilliQ. Autoclavar i emmagatzemar a
temperatura ambient.

o Paraformaldehid (4% PFA)

Escalfar 65 mL d’aigua MilliQ (= 60°C) dins una campana extractora. Afegir 4 g de
paraformaldehid. Posteriorment afegir NaOH 2 M gota a gota al mateix temps que s’agita, fins
que la solucié es clarifica (1-2 min.). Treure la solucio de la font de calor i afegir 33 mL de
3xPBS. Ajustar el pH a 7.2 amb HCI. Eliminar qualsevol cristal-litzacié romanent en la solucié
per filtraci6 en condicions estérils (0.2 pm). Refrigerar rapidament la solucié a 4°C i
emmagatzemar-la a aquesta temperatura per a periodes de fins a 2 dies. Per a periodes més
llargs aliquotar en tubs eppendorfs de 2 mL i guardar a -20°C.

0 1M Tris-HCI, pH 7.2

Dissoldre 121,1 g de Tris en 800 ml d’aigua MilliQ. Afegir 42 mL d’HCI concentrat. Deixar
refredar fins a temperatura ambient. Posteriorment ajustar el pH i enrasar fins a 1 L amb
aigua MilliQ. Autoclavar i guardar a temperatura ambient.

Alternativament: Dissoldre 157.6 g de TrisHCI (C4H;4NO3-HCI) en 800 mL d’aigua MilliQ.
Ajustar el pH i enrasar fins a 1L amb aigua MilliQ. Autoclavar i guardar a temperatura ambient.

o 5M NaCl

Dissoldre 292.2 g de NaCl en 800 mL d’aigua MilliQ. Enrasar fins a 1 L amb aigua MilliQ.
Autoclavar i guardar a temperatura ambient.

o Formamida

Formamida desionitzada. Emmagatzemar a 4°C i usar seguidament després d’obrir 'ampolla.
Alternativament: guardar en aliquotes de 2 mL a -20°C.

Perill: La formamida és molt toxica. Manipular amb guants i dins de la campana extractora.
Gestioé adequada dels residus generats.
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0 H20 destil-lada estéril
Autoclavar aigua MilliQ. Guardar a temperatura ambient.
o Dodecilsulfat sodic (10% SDS)

Escalfar 50 g de SDS (dodecil sulfat sddic, qualitat-electroforesis) en 450 mL d’aigua MilliQ a
68°C. Ajustar el pH amb HCI concentrat fins a 7.2. Enrasar el volum fins a 500 mL. No és
necessaria esterilitzacié posterior.

Perill: utilitzar mascara durant les pesades de SDS.
o 0.5M EDTA

Dissoldre 18.6 g ’EDTA en 80 mL d’aigua MilliQ ajustant el pH a 8.0 (aproximadamet 2 g de
NaOH seran necessaris). Enrasar fins a 100 mL. Autoclavar i guardar a temperatura ambient.

o Etanol

Emmagatzemar 100 mL d’etanol 96% a -20°C.

Taula a Taula de concentracions de Formamida, NaCl i EDTA per a les solucions

d’hibridaci6 i de rentat, necessaries pel protocol de d’hibridacié in situ per fluorescéncia
Solucié d’hibridacié Solucié rentadora
Cteare® | Fomams | SonoeinA sungcr SN 0w EpTA

Formamida (%) (WL) (mM) (WL) (mM)? (HL)
0 0 900 9000 - -
5 100 630 6300 - -
10 200 450 4500 - -
15 300 318 3180 - -
20 400 215 2150 5 500
25 500 149 1490 5 500
30 600 102 1020 5 500
35 700 70 700 5 500
40 800 46 460 5 500
45 900 30 300 5 500
50 1000 18 180 5 500
55 1100 10 100 5 500
60 1200 4 40 5 500
65 1300 - & 5 500
70 1400 - @ - @ 3.5 350
75 1500 Y - & 25 250
80 1600 - @ . @ 1.75 175
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(1) Volum per preparar 2 mL de tamp6 d’hibridacio.

(2) EDTA s’afegeix com a agent quelant per evitar la influéncia de dications
(3) Volums per preparar 50 mL de solucié rentadora.

(4) Suficients cations Na* amb 'EDTA afegit.
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