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RESUMEN

La restauracion de los terrenos afectados povidaties extractivas mediante la reutilizacién deftmgos de
depuraciéon como abono para la regeneracion debrta vegetal de canteras ya agotadas puede aesalida
valida a considerar, tanto desde el punto de ustala gestion de la EDAR, como desde una perspectiv
medioambiental.

El estudio de la capacidad del sustrato arcilfmsa retener bacteria se llevé a cabo empleando
microorganismos indicadores de contaminacién feakds comdescherichia coli y Enterococcus faecalis. Ademas
se realizaron experimentos de retencion de espe@kstridium perfringensy de células vegetativ&slmonella
enteritidis. S. enteritidises un patdgeno transmitido por via oral fecal nimésClostridium perfringens, es
considerado un indicador especifico de contamimafgcal, en particular, de virus y quistes u odgsisle
protozoos.

Palabras clave Sustrato arcilloso, contaminacién fecal, micr@migmos indicadores.
ABSTRACT

The restoration of land affected by mining acidstthrough the reuse of sewage sludge as fertifaethe
regeneration of plant cover quarries and out cam valid path to consider, both from the point adw of the
management of the WWTP as from an environmentapeetive.

The study of the ability of a clay substrate totbaa retain was conducted using faecal indicator
microorganisms, such &scherichia coli andEnterococcus faecalis contamination. Moreover retention experiments
Clostridium perfringens spores and vegetative cellsSasl monella enteritidis were performedS. enteritidisis a fecal
borne pathogen orally, whil@lostridium perfringens, is considered a specific indicator of fecal comitetion, in
particular viruses and cysts or oocysts protozoa.

Keywords: Clay substrate, fecal contamination, indicatorroucganisms.

INTRODUCCION grandes cantidades de lodos orgénicos. Estos lodos,

separados del agua tratada en la Ultima etapa del

La tecnologia mas comun para el tratamiento de proceso, contienen mas del 90 % de agua y son
aguas residuales municipales aplicada en Europa, es altamente biodegradables. Para facilitar el magejo
el proceso de lodos activos, un proceso biolégiem q la eliminacién de los lodos se suelen aplicar psose

consume grandes cantidades de energia y genera de desecacion. Hasta ahora, las principales vias de
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eliminacién han sido transportar los lodos a verte-
deros, esparcirlos en la tierra, verterlos al rsabie
todo en el Reino Unido) e incinerarlos.

Sin embargo, los tiempos estan cambiando y estan
apareciendo restricciones sobre todas las vias de
eliminacién de los lodos. Una legislacién sobregli
nacién de residuos mas restrictiva, junto con &opr
cupacion por los posibles riesgos medioambientales
sanitarios que conlleva esparcir los lodos enatiede
cultivo, estan haciendo mas agudo el problema de la
eliminacién de los lodos. Simultdneamente, conti-
ndan construyéndose plantas de tratamiento de aguas
residuales con lodos activos, en cumplimiento de la
directiva sobre aguas residuales, y, previsibleeent
continuaran funcionando como "fabricas de lodos" a
largo plazo, con una produccion imparable. Es, por
tanto, esencial encontrar modos de eliminacion-fact
bles, seguros y sostenibles para los lodos resislual

La restauracion de los terrenos afectados por
actividades extractivas mediante la reutilizaci@ d
los fangos de depuracién como abono para la rege-
neracion de la cubierta vegetal de canteras yaagot
das puede ser una salida valida a considerar, tanto
desde el punto de vista de la gestion de la EDAR,
como desde una perspectiva medioambiental.

No obstante, debe de tenerse en cuenta que la
aplicacion de un fango de depuracién sobre una
cantera supone toda una serie de interacciones, no
solo con el sustrato receptor sino también con el
acuifero subyacente, la vegetacién colonizadorh y e
entorno medioambiental en general, que es necesario
valorar cuidadosamente antes de llevar a cabo este
proceso de restauracion.

Los principales contaminantes que se generan
durante la reutilizacion de aguas residuales odat#o
depuracion pueden dividirse en dos tipos: agentes
biolégicos y agentes quimicos. Con mayor frecuen-
cia, los agentes bioldgicos son los que poseen un
mayor riesgo para la salud de las personas. Los
agentes patégenos mas importantes que existen en el
agua y que se han encontrado en los lodos son las
bacterias (comadSalmonella spp), los virus (sobre
todo, enterovirus), los protozoos, los trematodios,
cestodos y los nematodos. Como resultado, para que
cualquier vertido de los lodos sea seguro se @é&is
eliminacién, o al menos una inactivacion suficiente
de estos agentes patdgenos. En caso contrario, debe
garantizarse que el suelo sobre el que se depasite
lodo sea capaz de retener estos microorganismos, Si
no se quiere correr el riesgo de contaminar lagsagu
subterrdneas.

El suelo en el que se depositan las aguas residua-
les o los lodos de depuracidon puede considerarse
como un medio continuo y poroso biolégicamente
vivo que controla los procesos de filtracion deldb
que fluye a través de él. La alta area de superfici
especifica de las particulas de suelo establece un
excelente medio para una gran variedad de complejos
procesos, muchos de los cuales intervienen en el
proceso de purificacion (Oron y cols., 1995). Estos

procesos conducen a la degradacion de los microor-
ganismos, a la adsorcién por las particulas ddbsue
y, eventualmente, a la adsorcion a las raices sle la
plantas. La eficiencia de los fendmenos de adsoyrcio
inactivacién y union a las particulas del sueloetep

de de las caracteristicas del suelo, de la calittdd
agua residual o de los lodos y de las tasas deaapli
cion. La eficiencia de la filtracion del suelo yorp
tanto, la eliminacion de los microorganismos viene
definida por varias propiedades (Oron y cols., 1995

- Distribucién de las particulas y tamafio medio,
que influyen en la capacidad de
almacenamiento mecanico de las particulas
suspendidas.

- Contenido de humedad y frecuencia de fluctua-
cion, que influyen en la viabilidad de los
microorganismos.

Contenido en aire, que afecta a la actividad
biologica y quimica.

- Contenido en materia organica, que puede
influir en la actividad de los microorganismos
en el suelo.

Reactividad del suelo determinada por el pH.
Propiedades de adsorcién, relacionadas con la
composicién y area especifica de las particulas
de suelo.

- Respuesta magnética o eléctrica de las particulas
del suelo a las particulas contenidas en el
efluente.

De acuerdo con diversos trabajos cientificos, la
retencion de bacterias en el suelo o en otro t@o d
medio poroso esta controlada principalmente por las
tensiones fisicas y la adsorciéon a la superfice. L
capacidad de retencion de las bacterias por fifinac
es inversamente proporcional al tamafio de las
particulas y a la tasa del flujo de agua. La ad&orc
de las bacterias esta influenciada por diversos
factores, tales como la carga neta superficial del
medio poroso y de las bacterias, la hidrofobicidad
la superficie celular, la presencia de polisac&ido
extracelulares y la fuerza iénica de la solucimoasa
(Bai y cols., 1997). Aunque esta demostrado el movi
miento de los microorganismos en el suelo, nume-
rosos estudios han demostrado que esta movilidad en
condiciones naturales es muy baja. Asi, Wollum vy
Cassel (1978) mostraron que el 90% de las bacterias
afiadidas a una columna de arena quedaron retenidas
en los tres primeros centimetros. De forma similar,
Harvey y col. (1991) hallaron que mas del 99% de la
bacterias inyectadas en un acuifero de arena an-alc
zaron un pozo a 1,7 m del lugar de la inyeccion.

El trabajo se ha programado para llevarlo a cabo
en dos fases. La primera fase consistié en realizar
versas pruebas con diferentes tipos de columnas des
critas en la bibliografia especializada, con eletibj
de seleccionar aquellas columnas que mejor se adap-
taran al tipo de sustrato que se pretendia emplear.

La segunda fase correspondié a los diferentes
experimentos que permitieron determinar la capa-
cidad de retencion de este sustrato arcilloso der-di
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sos tipos de microorganismos, incluidos bacterias y
virus (bacteriéfagos).

El estudio de la capacidad del sustrato arcilloso
para retener bacterias se llevé a cabo empleando
microorganismos indicadores de contaminacion fecal,
tales comdEscherichia coli y Enterococcus faecalis.
Ademas se realizaron experimentos de retencién de
esporas deClostridium perfringens y de células
vegetativas d&lmonella enteritidis. S. enteritidis es
un patégeno transmitido por via oral fecal, miestr
Clostridium perfringens es considerado un indicador
especifico de contaminacién fecal, en particular, d
virus y quistes u ooquistes de protozoos.

La contaminacién por virus de las aguas sub-
terrdneas es mas dificil de estudiar que la contami
nacién bacteriana, en particular, porque lo prialeip
virus que causan enfermedades transmitidas por el
agua (rotavirus, adenovirus, virus Norwalk y vides
la hepatitis A) son mas dificiles de determinan{&

y cols., 1997). De esta forma, aunque se han leaad
cabo algunos estudios con estos virus en aguas
subterrdneas, muchos investigadores han empleado
enterovirus (son los virus humanos que se cultivan
con mayor facilidad) o bacteriofagos. Este uUltimo
grupo incluye dos tipos de bacteriéfagos: colifagos
somaticos, que atacan la pared celulaedeoli, y

son empleados como indicadores de contaminacion
fecal (APHA, 1998); fagos F-especificos, que atacan
a los pili sexuales “F” de un hospedador adecugdo,
son empleados como modelo de virus entéricos
(Havelaar y cols., 1993). Un gran nimero de estudio
con fagos F-especificos han incluido colifagos F-
RNA, particularmente MS2. Estos colifagos exhiben
tasas de supervivencia en aguas subterraneas-simila
res a los enterovirus (Yates y cols., 1985) y tiene
una morfologia similar a los rotavirus y adenovirus
(IAWPRC, 1991).

En base a lo expuesto se llevaron a cabo
experimentos con dos tipos de bacteriéfagos: MS2 y
@X174.

MATERIAL Y METODOS

Suelo

El suelo seleccionado se recogio en una fosa de
textura arcillosa resultante de la extraccion ddlas
localizada en Xunqueira de Espadafiedo (Orense).

Previamente a los ensayos, el suelo fue pasado a
través de un tamiz con un tamafio de poro de 2 mm,
separando las particulas de tamafio mayor a 2 mm.
Posteriormente, se lavé con agua destilada y seasec
100°C durante 24 h, sin ningan tratamiento adidiona
para evitar posibles cambios (Bai y cols., 1998s L
caracteristicas del sustrato arcilloso se encuentra
definidas en la tabla 1.

Microorganismos
El analisis de la capacidad de retencién de
microorganismos del sustrato seleccionado se Bevo

Tabla 1. Caracteristicas del sustrato arcilloso
procedente de Xunqueira de Espadafiedo.

Fraccion de | 0,050-0,125 mm 8,65%
solidos 0,125-0,250 mm 8,45%
0,250-0,500 mm 9,85%
0,500-1.000 mm 9,50%
1.000-2.000 mm 7,15%
pH 7,84
Porosidad 42%
Densidad 1,193 gr/mL
Material Limo
arcilloso

cabo mediante el empleo de diferentes suspensiones
de microorganismos, entre los que se incluyeron
bacterias indicadoras de contaminacién fecal yade |
presencia de patégenos de origen fecal, bacterias
patdgenas y virus bacterianos.

Las cepas bacterianas que se han utilizado en los
ensayos fueron suministradas por la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo y correspondieron a las
siguientes: Escherichia coli CECT 425, Entero-
coccus faecalis CECT 967 Clostridium perfringens
CECT 376 ysalmonella spp CECT 556.

Las suspensiones bacterianas de las cepas de
Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Salmonella
spp se han preparado, empleando como diluyente
agua de peptona al 0,1 %, a partir de cultivosrde u
noche de estas cepas en caldo tripticasa sojaGa 37°
El recuento de estos microorganismos se llevé a cab
mediante la técnica de siembra por inclusiéon em aga
tripticasa soja, tras la incubacion de las placas a
37°C/24 h.

Las suspensiones de esporas @estridium
perfringens se prepararon de acuerdo con el proce-
dimiento descrito por Smith (1985). Brevemente, las
esporas d€lostridium perfringens se obtuvieron tras
la inoculacién de medio de esporulacion Duncan-
Strong con cultivos crecidos en caldo tioglicolatia
incubacion a 35°C/72 h. Las esporas se recogieron
mediante centrifugacién (10.000xg/15min/4°C), lava-
do dos veces en agua de peptona (0,1 %), resuspen-
sion en etanol a 50% durante 15 min para destsir |
formas vegetativas, lavado tres veces en agua de
peptona (0,1 %) y almacenamiento en leche estéril a
4°C. Las diferentes concentraciones de esporas se
prepararon mediante diluciones seriadas en agua de
peptona (0,1 %). Los recuentos de esporas de
Clostridium perfringens se llevaron a cabo mediante
la siembra por inclusion en agar triptosa sulfito
cicloserina, tras la incubacioén de las placas £2#

h en anaerobiosis.

Como modelo de virus en este estudio se han
empleado dos bacteriéfagos: MSZ¥174, suminis-
trados por la Coleccién Alemana de Cultivos Tipo.
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La cepa de bacteriofagpX174 DSM 4497 es un
virus icosaédrico, de 23 nm de diametro, con DNA
monocatenario y con un punto isoeléctrico de 616. E
hospedador empleado para el cultivo de este viris f
la cepa deE. coli DSM 13127, procedente de la
Coleccion Alemana de Cultivos Tipo.

La cepa de bacteri6fago MS2 DSM 13767 es un
virus icosaédrico (diametro medio de unos 25 nm)
con RNA monocatenario y con un punto isoeléctrico
de 3,9. El hospedador empleado para el cultivo de
este virus fue la cepa dE&. coli DSM 5695,
procedente de la Coleccion Alemana de Cultivos
Tipo.

Las suspensiones de bacteriéfagos se han obteni-
do a partir de un stock preparado previamente, de
acuerdo con las especificaciones de la Coleccién
Alemana de Cultivos Tipo. Dicho stock se obtuvo
tras cultivar los bacteriéfagos mediante el ensdgo
la doble capa de agar (APHA, 1998) con la cepa hos-
pedadora correspondiente, empleando agar tripticasa
soja para la cepa MS2 y agar Luria para la cepa
@X174. Tras la incubacién de las placas a 35°C/12 h,
se escogieron aquellas con placas de lisis coréiaen
Sobre estas placas se afiadi6 tampon salino
(NaHPGO,, 7 g; KHPQO, 3 g; NaCl, 5 g; MgS®
0,1M, 10 ml; Cad 0,1M, 10 ml; HBO destilada,
1000 ml), tras lo cual se mantuvieron en agitacién
durante 6 h. Posteriormente, se recogi6 la solysién
centrifugd (5.000xg/10 min) y filtr6 a través de
membranas de 0,45um de diametro de poro. El stock
asi preparado se almaceno6 a 4 °C.

A partir de stock de bacteriéfagos se prepararon
las suspensiones mediante diluciones apropiadel en
mismo tampoén salino descrito previamente. Los re-
cuentos de bacteridfagos se llevaron a cabo mediant
la técnica de la doble capa de agar descrita previa
mente.

Columnas de suelo

Para la preparacion de las columnas de suelo se
emplearon dos tipos de cilindros de vidrioborisila
uno de 20 cm de longitud y 1,5 cm de diametro
(GlassEcono-Column, Bio-Rad) y otrode 20 cm de
longitud y 1,6 cm de diametro con un adaptador
interno (Referencia C 16/20, Amersrham Pharmacia
Biotech), que se puede modificar la longitud de la
columna mediante el adaptador 6 émbolo interno
(Figura 1). Este ultimo tipo result6 ser el mastve
para llevar a cabo los ensayos.

Los cilindros han sido esterilizados a 121 °C
durante 20 minutos antes de cada ensayo. A continua
cion se rellenaron empaquetando suelo seco unifor-
memente, para evitar flujos predeterminados. Hbsue
se depositdé en condiciones de saturacion, fadilitan
su manejo y su distribucion en el interior del tubo
para conseguir una distribucién homogénea en el
interior de la columna. Posteriormente se hizo pasa
un flujo de agua o solucion salina hasta alcarear,

Embolo
interno

IArcila

Figura 1. Diagrama esquematico de la columna
de suelo

condiciones de saturacion, un flujo constante. Este
fluyo se mantuvo a tasa constante mediante un
recipiente con la solucién localizado a la altueala
columna y conectado con ella mediante un tubo
(Figura 1).

Debido a las caracteristicas del suelo, el fligo d
agua a través de la columna es muy lento de modo
que es dificil establecer un flujo o caudal definid
Por ello, se han llevado a cabo los ensayos dejando
que la soluciéon fluya por gravedad y recogiendo el
volumen inicial. Todos los experimentos con las
columnas se llevaron a cabo a una temperatura de 4
°C y a un tiempo no superior a 48 horas.

Antes de iniciar los experimentos de retencién, se
realizaron pruebas previas para comprobar que tant
el cilindro como el tubo, no retenian microorga-
nismos (bacterias o virus).

Los experimentos de retencion de bacterias y
virus se llevaron a cabo preparando diferentes sus-
pensiones de microorganismos en un volumen final
de 10 ml (agua de peptona al 0.1 % para bacterias y
tampon salino para virus). Una vez preparadas las
suspensiones de microorganismos, el recipiente con
los 10 ml de solucién se colocé a la altura de la
columna, como habia sido determinado previamente;
y, tras la conexién a la misma, se permitié qua tad
solucion fluyera a través de la columna, recogiéndo
por completo por el otro extremo. La solucién
recogida se sometid a analisis para determinar el
recuento de los diferentes microorganismos ensa-
yados, mediante los métodos de recuento descritos
con anterioridad.

Todos los experimentos se realizaron por tripli-
cado y a 4°C para minimizar la inactivacion de los
microorganismos debido a altas temperaturas. A par-
tir de los resultados obtenidos se determiné ldi-can
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dad de microorganismos que no habian sido retenidos
y los porcentajes de retencidn para los distintos
microorganismos.

Experimentos de adsorcion de virus mediante
cultivos “batch”

La adsorcidn al sustrato arcilloso de las dos sepa
de bacteriofagos empleadas en este trabajo se
determiné también mediante la técnica estandar de
equilibrio en “batch”.

Los experimentos “batch” han sido llevado a cabo
en tubos de centrifuga de tipo Pyrex estériledpgn
gue se preparé una mezcla de suelo y tampon con
diferentes concentraciones de bacteriéfagos (entre
10" y 10" UFP/ml) a una proporcién de 1:1
(peso/volumen) (Thompsom y cols., 1998; YanJin y
cols., 1997). Los tubos, una vez preparados, se
agitaron a 90 rpm/min y 22,4 °C durante periodos de
tiempo de 1 min, 10 min, 30 min, 60 min, 90 min y

Tabla 2. Retencién déscherichia coli obtenida
con las columnas del sustrato arcilloso.

Concentracion final

Suspension .,
en la solucion

inicial recogida tras el Retencioén
0,
(eL?sgﬁﬁ)a paso por la columr (%)
(UFC/ml)

3,3x10 1,4x1d 99,9996
2,6x10 <10 99,9999
1,7x10 1,9x16 99,9999
9,7x10 <10 100,00
6,3x10 <10 100,00

120 min. Posteriormente, se centrifugaron a 3.000 Tabla 3.Retencion dé&almonella spp obtenida cc

g/15 min en refrigeracion (7°C) para separar elosue
de la solucion tampon y virus no adsorbidos alsuel

El sobrenadante asi obtenido, se ensaydé mediante el
método de la doble capa de agar para el recuento de

los bacteriéfagos. Al mismo tiempo se emplean con-
troles a los mismos tiempos de agitacién y centrifu
gacién para descartar muerte del virus, inactivaocid
adsorcioén a las paredes del tubo.

La concentracién de bacteri6fagos adsorbida se
calcul6 mediante la diferencia entre la concendraci
inicial en la suspensién original y la que resulte
después de la agitacion y centrifugacion (es dgir,
concentracion determinada a partir del sobrenagante

Adsorcion = (3— S)/ M,
siendo $ la suspension inicial de bacteri6fagos
(UFP/ml), S el resultado del sobrenadante ensayado
(UFP/ml) y M la masa total de suelo por unidad de
volumen de la suspensién de bacteri6fagos (g/ml).
(Mills 'y cols., 1994; Powelson y Yerba, 1994;
Thompsom y cols., 1998).

Una vez conocido el tiempo necesario para alcan-
zar el equilibrio, se determind la isoterma de adso
cion empleando el mismo tipo de tubos con la misma
mezcla de suelo y suspensién de virus. En este caso
los tubos se agitaron durante 10 minutos a unademp
ratura 22°C y a una velocidad de 90 rpm/min.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se exponen los resultados obte-
nidos del estudio de la capacidad del sustratdiarci
so para retener diferentes tipos de cepas baasrian
virus. Los estudios de retencion de bacterias se ha
llevado a cabo exclusivamente con las columnas de
suelo disefiadas en el laboratorio. Por el contrafio
andlisis de la capacidad del sustrato arcillosa par
retener virus se ha llevado a cabo mediante eleanpl
de cultivos “batch” y de las columnas de suelo.

las columnas del sustrato arcilloso.

Concentracion final

Suspensién L
i en la solucién L.
inicial id | Retencién
ensayada recogiaa tras e paso (%)
(UFC/ml) por la columna
(UFC/ml)
5,8x10 5,3x10¢ 99,9999
2,8x10 1,7x16 99,9999
8,7x1d 0,9x10G 99,9996
2,5x10 <10 100,00

Retencion de bacterias del sustrato arcilloso obte-
nida mediante el empleo de columnas de suelo

Los resultados de retencién Hecoli obtenidos
en las columnas del sustrato arcilloso se muestnan
la tabla 2. Los datos presentados en esta tabla,
indican en primer lugar que el sustrato introduado
las diferentes columnas es capaz de retener una
concentracién dé&. coli superior a 9,7xFOUFC/m.
Cuando se hizo fluir a través de las columnas de
arcilla una suspensién deE. coli con una
concentracion inferior a 2QFC/ml, la retencion fue
del 100 %. De acuerdo con la tabla 2, concentra-
ciones superiores a 1@WFC/ml no son completa-
mente retenidas por la columna, aunque puede
observarse que el porcentaje de retencidon fue isuper
al 99,999 %.

En la tabla 3 se representan los resultados de
retencion obtenidos con distintas suspensionetaeelu
res de Salmonella spp. Las columnas de sustrato
arcilloso empleadas en este trabajo retuvieron
concentraciones desalmonella spp superiores a
2,5x10 UFC/ml con una eficacia del 100 %. Si
comparamos los resultados de la tabla 3 con los
resultados presentados en la tabla 2, puede dséucir
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Tabla 4. Retencion dénterococcus faecalis
obtenida con las columnas del sustrato arcilloso
Concentracion
final en la solucié

Suspensién

inicial recogida tras el Retencién
ensayada paso por la (%)
(UFC/mI) columna (UFC/ml)
2,8x10 <10 100,00
1,1x10 <10 100,00
2,3x10 <10 100,00
5,4x10 <10 100,00

Tabla 5. Retencién de esporas Gostridium
perfringens obtenida con las columnas del sustrato
arcilloso
Concentracion
final en la soluci6

Suspension

inicial recogida tras el Retencién
ensayada paso por la (%)
(UFC/mI) columna (UFC/ml)

2,3x16 <10 100,00
1,6x10 <10 100,00
1,3x16 <10 100,00
3,9x1d <10 100,00

gue la capacidad de retencion de este sustrato fue
mayor con suspensiones dE. coli que con
Salmonella spp. No obstante, en la tabla 3 puede
observarse que la tasa de retencié&alimonella spp

de la columna empleada en este trabajo fue superior
al 99,999 %, aun cuando se considere la concen-
tracion mas elevada d&almonella spp ensayada
(>5x1C¢ UFC/mI).

La capacidad de las columnas utilizadas para
retener bacterias Gram-positivas también fue muy
elevada e incluso superior a la obtenida con haster
Gram-negativas. La tabla 4 pone de manifiesto gue e
suelo empaquetado en las columnas fue capaz de
retener con una eficacia del 100 % niveles de
Enterococcus faecalis superiores a 2,8x1QFC/ml,
que fue la concentraciébn mas alta ensayada en este
trabajo.

Una elevada tasa de retencion también se obtuvo
cuando en los experimentos con las columnas se
emplearon suspensiones de esporaClastridium
perfringens (Tabla 5). De acuerdo con los datos
mostrados en esta tabla, las columnas de sustrato
arcilloso preparadas empaquetando 10 g del mismo

de 10 ml que se hizo pasar a través de dichas

columnas. En este caso, por cuestiones técnicas no
fue posible ensayar suspensiones con concentracione

mayores de esporas. No obstante, se puede deducir
que la columna disefiada con el sustrato arcilloso

tiene una alta capacidad para retener tanto células
vegetativas, como esporas bacterianas.

Retencién de virus del sustrato arcilloso

Adsorcion de bacteriofagos mediante el empleo de
cultivos en “batch”

Los resultados de la cinética de absorcion de
bacteriofagospX174 al sustrato arcilloso se muestran
en la Figura 2. En este grafica, puede observarse q
con independencia de la concentracion inicial de
bacteriéfagos (8,7x£p 3,2x16 y 3,5x1¢ UFP/mI)
empleada en los ensayos, la adsorciéon a las dagticu
de suelo se produce durante el primer minuto de
contacto. Tras este periodo de tiempo, no se ofserv
variaciones significativas en la adsorcion tras 60
minutos de agitacion.

Los resultados de la cinética de absorcion de
bacteri6fagos MS2 al sustrato arcilloso se muestran
en la Figura 3. En este grafica, puede observarse q
partiendo de una concentracion inicial de bacteri6-
fagos 8x16° UFP/ml empleada en los ensayos, la
adsorcioén a las particulas de suelo se produce@ura
los primeros 10 minutos de contacto. Tras este
periodo de tiempo, no se observan variaciones
significativas en la adsorcion tras 120 minutos de
agitacion.

Una vez conocida la cinética de adsorcién de los
dos tipos de bacteriofagos, se han llevado a cabo
ensayos con suspensiones de bacteriéfagos a concen-
traciones que oscilaron entre®3010* UFC/ml para
calcular las isotermas de adsorcién. Los tuboslaon
mezcla de suelo y suspension de virus se mantuviero
en este caso en agitacion durante 10 minutos.

Las isotermas de adsorciobn obtenidas con los
bacteriofagos X174y MS2 se muestran en las
Figuras 4 y 5.

Los resultados mostrados por las isotermas de
adsorcién indican que hasta suspensiones d& 10
UFP/mI, la adsorcion es lineal y que el suelo adin n

se encuentra saturado completamente de
bacteriéfagos. Aunque se observa una relacionllinea
para los dos tipos de virus, se aprecian diferencia
entre ellos.

El porcentaje de adsorcion de bacteriéfagos MS2 fue
superior al observado con bacteriofag¢s74. Este
fue depracticamente del 100% cuando se han
empleado suspensiones inferiores & 1FP/ml,
aunque a medida que aumenta la concentracion de
bacteriéfagos MS2 disminuye la adsorcién, quizas

fueron capaces de retener suspensiones de esporas debido a una saturacion del suelo empleado.

superiores a 2,3x2QFC/ml presentes en la solucién
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isoeléctrico mas bajo que los
bacteriofagos@X174, lo que

puede explicar su mayor
adsorcion al suelo, tal como
parecen demostrar los resulta-
dos obtenidos. Como veremos
a continuaciéon, esta mayor
retencion de bacteriéfagos
MS2 por este sustrato arcilloso
se obtuvo cuando los experi-

Recuento de bacteriéfagos en el
sobrenadante (Log UFP/mI)

mentos se llevaron a cabo con
columnas de suelo.

En las tablas 6 y 7 se
presentan los resultados obte-
nidos después de permitir el
paso de diferentes suspen-

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (minutos)

Figura 2. Recuento de bacteriéfagpx174obtenidos a partir del sobre-
nadante resultante de la centrifugacion de unalmeéecsustrato arcilloso y
diferentes suspensiones del fago, tras una hoagiticion a 22,4 °C.

siones de bacteriéfagos a
través de las columnas de
suelo. Si comparamos los
resultados obtenidos con las
dos cepas de bacteriéfagos,
puede deducirse claramente
gue la retencion del fago MS2
fue superior a la obtenida con
el fago@X174.

Estos datos confirman los
resultados obtenidos con los

12 -

10 -

sobrenadante (Log UFC/ml)
o

Recuento de bacteriéfagos en el

O T T T T

cultivos “batch”. La tasa de

retencion de bacteriéfagos
MS2 fue del 100 % cuando se
emplearon suspensiones con
una concentracion inferior a

1,7x10 UFP/ml. Con concen-

traciones mas elevadas, aun-
gue la tasa de retencion no fue
del 100 %, ésta sigui6é siendo
muy elevada con valores
superiores al 99,999 %. En
este sentido, la capacidad del

0 20 40 60 80

Tiempo (minutos)

suelo para retener bacteri6-
fagos MS2 (colifagos que
exhiben tasas de supervivencia
en aguas subterraneas simila-

100 120

Figura 3. Recuento de bacteriéfagos MS2 obtenidos a patisabrenadante
resultante de la centrifugacion de una mezcla deato arcilloso y diferentes
suspensiones del fago, tras dos horas de agita@@m °C.

La menor adsorcion de bacteriofagpsl74 al
sustrato arcilloso ensayado puede tener relacién co
el punto isoeléctrico del microorganismo. Varios
estudios (Dowd y col., 1998) demostraron que la
adsorcién se produce por interacciones de cargas
entre las particulas de suelo y los microorganismos
Las particulas virales se componen de numerosas
proteinas ionizables, que se unen al sustrato por
intercambio de cargas ionicas. La adsorcion aumenta
al disminuir el punto isoeléctrico de los bacterio-
fagos. Los bacteri6fagos MS2 tienen un punto

res a los enterovirus y que
tienen una morfologia similar
a los rotavirus y adenovirus)
fue similar a la obtenida con
bacterias.

Por el contrario, la retencion del suelo cuando se
emplean suspensiones de bacteriéfagid74 fue
inferior. Con concentraciones relativamente bajas
(5,0x1d UFP/mI), el suelo no retiene el 100 % de
virus. No obstante, si lo evaluamos en términos
porcentuales, aunque la tasa de retencion deipste t
de virus es menor que la observada con el resto de
microorganismos ensayados, en la tabla 6 puede
observarse que independientemente de la concentra-
cion empleada la tasa de retencion de bacteriéfagos
X174 fue superior al 99 %.
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Tabla 6. Retencion de bacteriofaggx174

obtenida con las columnas del sustrato arcilloso.
10 - .. Concentracion final
Suspension .

8 U en la solucién L

b | inicial : Retencién

2 8 recogida tras el paso o

25 ensayada 001 columna (%)

SE 6 (UFC/mi) (UFC/m)

g5 9,3x10 1,1x16 98,8172

2 2 4

g 7,0x10 5,3x1d 99,2429

o 2

s 5,4x10 1,8x16 99,6667

=

z 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 5,0x1d 0,33x10 99,9340

0 2 4 6 8 10
Suspensioén inicial de bacteriéfagos
(Log UFP/ml)

- — - Tabla 7. Retencién de bacteriéfagos MS2 obtenida
Figura 4. Isoterma de adsorcion de bacteri6fagos con las columnas del sustrato arcilloso.
@X174al sustrato arcilloso empleando una mezcla — Concentracion final
de suelo y suspensidn de fagos a una proporcion SU_SPQHSIOH en la solucién B
1:1 (peso/volumen) y tras 10 minutos de contacto. inicial recogida tras el paso Retgnuon

ensayada (%)
por la columna
(UFC/mI) (UFC/m)
12 1,7x10 6,6x1G 99,9996
2 _
g 10 R*=0999% 2,2x10 0,6x18 99,9997
&5 8- 1,7x16 <10 100,00
5t |
g2 ° 1,7x16 <10 100,00
g 47 2,3x1d <10 100,00
g 2
% O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 Harvey, R.W., Garabedian, S.P. (1991) Use of adlloi
Suspension inicial de bacteriéfagos filtration theory in modelling movement of
(Log UFP/mI) bacteria through contaminated sandy aquifer.
Fi 5 |sot de ad 6 de bacteriof Environ. ci. Technol. 25:178-185.
Igura >. Isotérma de adsorcion de bacteriolagos Havelaar, A.H., van Olphen, M., Drost, Y.C. (1993).

QASZ aII sustrato arc_|l’los(;) efmpleando una mezc_lg F-specific RNA bacteriophages are adequate
€ Suelo y suspension de 1agos a una proporcion model organisms for enteric viruses in fresh

1:1 (peso/volumen) y tras 10 minutos de contacto. water.Appl. Envir. Microbiol. 59:2956-2962.

IAWPRC (1991)Water Res. 25:529.

Mills, A.L.,Herman, J.S., Hornberger, G.M., DeJesUs
T.H. (1994) Effect of Solution lonic Strengh and
Iron Coatings on Mineral Grains on the Sorption
of Bacterial Cells to Quartz Sandppl. Environ.
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