introduccion

Las medidas de actividad se
han ido desarrollando a lo largo de
las tres dltimas décadas, pero ha
sido en esta Ultima cuando han pre-
sentado unos avances mas desta-
cados. En esta linea se ha realiza-
do el presente articulo, con el objeti-
vo de aplicar estas técnicas al con-
frol y evaluacién de los procesos en
los distintos aspectos de las tecno-
logias medicambientales, tal es el
caso de su aplicacion en la determi-
nacién del grado de estabilidad de
los lodos digeridos aerobicamente.

La contaminacion de fos cau-
ces receplores por las aguas resi-
duales urbanas constituyen uno de
los problemas mas importantes de
nuestros dias y el tratamiento y
depuracion de estas aguas es uno
de fos principales retos a los que
se enfrenta la sociedad actual.

Se pone asi de manifiesto la ne-
cesidad de consiruccion de Estacio-
nes Depuradoras de Aguas Resi-
duales (EDARs), las cuales, y en €l
caso concreto de Espana, ha recibi-
do un importante impulso en los ulti-
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mos anos como consecuencia de
las obligaciones impuestas por la di-
rectiva europea 91/271 sobre el tra-
tamiento de las aguas residuales.
Los tratamientos a los que se
ven sometidas las aguas en estas
instalaciones estan constituidos
por una serie de procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos, cuya se-
cuencia va a venir determinada
por el tipo de agua & tratar y el
grado de depuracion necesario.
Dentro del esquema basico de
una estacion depuradora conven-
cional de aguas residuales se pue-
den distinguir: pretratamiento, tra-
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tamiento primario, tratarmiento se-
curdario y tratamiento terciario,
siendo el tratarniento secundario el
corazén del sistema de depuracion.

Los tratamientos secundarios,
pueden ser bien procesos fisico-
quimicos o bioldgicos, siendo es-
tos Ultimos los méas utilizados. En
los tratamientos biclégicos utiliza-
dos para la eliminacion de la mate-
ria organica que tanto en forma so-
luble como coloidal, se encuentran
presentes en las aguas residuales.

En estos procesos, los micro-
organismos son los componentes
mas importantes de los mismas,
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por lo que conocer su estado fisio-
I8gico y su actividad resulta funda-
mental para poder predecir el ren-
dimiento del sistema.

En la actualidad, en las unida-
des biolégicas de las depuradoras
de aguas residuales no se suele
llevar a cabo un control sistemati-
co de la actividad de los microor-
ganismos presentes en el siste-
ma, y en las que se hace, el con-
trol se realiza a través de métodos
poco contrastados que no infor-
man directamente sobre el estado
de la actividad microbiana.

La medida de la actividad mi-
crobiana puede resultar un instru-
mento adecuado para el control de
la unidad bioldgica de las EDARSs,
lo que va a permitir mejorar las
condiciones de operacion de la
planta lo que conlleva importantes
ventajas medioambientales, pues
se consigue una mayor eficacia
depurativa y prevencién de episo-
dios de inestabilidad de la unidad.

En resumen, el conocimiento
de el estado de actividad micro-
biano del sistema biolégico nos
van a permitir:

* prever el comportamiento del
sistema, lo que posibilita ac-
tuar sobre el mismos en con-
diciones adversas,

* obtener la evolucién de la bio-
masa microbiana activa a lo
largo del proceso, y
evidenciar la presencia de al-
guna sustancia toxica o inhibi-
dora para los microorganismos
responsables de la depuracién
en los procesos biolégicos.

*

De todas las medidas de acti-
vidad descritas en la bibliografia
(Winding, et al., 1994; Lépez et al,
1986; Nybrone et al., 1992), se
han seleccionado las siguientes:

* actividad esterasa,

* actividad deshidrogenasa,

* tasa de respiracion, y

* tasa especifica de respiracion.

Descripcion de las
medidas de actividad

Medidas enzimaticas

Actividad esterasa

La medida de la actividad es-
terasa es una medida de actividad
enzimatica, la cual se cuantifica
con la hidrélisis de una molécula
sintética llamada FDA (diacetato
de fluoresceina). La hidrdlisis de
esta molécula se ha aplicado en
estudios ambientales para la
cuantificacidn de microorganismos
eucariotas y procariotas en sedi-
mentos, y también en estudios de
actividad metabdlica microbiana.

Este método se basa en la ca-
pacidad de las enzimas (por ejem-
plo esterasas, lipasas, proteasas)
sintetizadas por bacterias u hon-
gos, para romper la molécula de
FDA y producir un compuesto fluo-
rescente {fluoresceina), el cual se
puede medir espectofotométrica-
mente o ser detectado en un mi-
croscopio de epifluorescencia.

El FDA tifie especificamente a
las células que poseen actividad es-
terasa y membranas intactas, aun-
que a veces se puede unir a sustan-
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Figura 1. Esquema de pofenciales redox (E, en voliios| en el ETS (Bécares y Sofo, 1992).

cias inorganicas u orgdnicas, lo que
llevaria a resultados de actividad
erréneos. En las células muertas no
se produce acumulacion, ya que la
membrana puede estar perforada.

Actividad deshidrogenasa

Las enzimas deshidrogenasas
son aquellas que separan el hidro-
geno del sustrato. Son, por tanto,
enzimas oxidantes que participan
en el transporte de electrones,
desde un sustrato organico hasta
el sustrato aceptor del electrdn fi-
nal. En el metabolismo aerobio, el
sustrato aceptor es el oxigeno, de
esta forma, la velocidad de consu-
mo de oxigeno refleja sobretodo la
actividad deshidrogenasa (DHA).

Para la determinacién de la
actividad deshidrogenasa se han
utilizado diferentes fluorocromos
oxidoreductores que compiten con
el oxigeno en el sistema de trans-
porte de electrones (ETS), entre
los que estan el azul de metileno
(Jorgensen,1984) y las sales de
tetrazolium. Estos Gltimos com-
puestos han sido los mds utiliza-
dos en los ultimos afios.

Las sales de tetrazolium se
presentan en su estado oxidado
como compuestos solubles en
agua y de color amarillo o incoloro,
mientras que bajo condiciones re-
ductoras se convierte en un com-
puesto insoluble en agua e intensa-
mente coloreado. Estos compues-
tos formados son los llamados sa-
les de formazén. Las dos sales de
tetrazolium que se han utilizados
mas usualmente han sido:

* TTC (cloruro de 2,3,5-trifenilte-
trazolium) e

* INT(cloruro de 2(p-nitrofenil)-
5-feniltetrazolium).

E!l compuesto INT ha sido intro-
ducido como sustituto del TTC. La
principal ventaja que posee este
compuesto frente al TTC es su me-
nor potencial redox (+ 90 mV).

Las ventajas que presenta el
INT frente al TTC (figura 7) son
las siguientes:

* favorable competencia frente
al oxigeno en la respiracién
celular, permitiendo el ensayo
en condiciones aerobias,

* utilizable en una amplio mar-
gen de temperaturas, y



* transformacién en una forma
reducida, coloreada, insoluble
en agua y extraible con disol-
ventes organicos, la sal de for-
mazén, que permite su detec-
cién en el citoplasma.

La forma reducida de INT-for-
mazdn, precipita en el interior de
las células y determinacion de la
actividad deshidrogenasa se reali-
za a través de un medida especto-
fotométrica. Como hemos dicho an-
teriormente los cristales de forma-
zan precipitan en el interior de las
células, el cual podria ser detecta-
das por microscopia, pero desafor-
tunadamente los depésitos de for-
mazan que se forman son muy pe-
quefios y resulta dificil distinguirlos,
especialmente en muestras natura-
les. Es por esto, por 1o que se ha
introducido un nuevo fluorocromo,
concretamente es la sal de forma-
zan llamada “cloruro de 5-cyanno-
2,3 -dytolittetrazolium” (CTC), como
método para la deteccion de célu-
las viables. El CTC se reduce a un
compuesto fluorescente, formazan
insoluble, el cual se acumula en las
células que respiran. La fluorescen-
cia facilita la deteccién y se puede
determinar simultdneamente el nd-
mero de células activas y el nime-
ro total de células utilizando conjun-
tamente el fluorocromo DAPI, el
cual se combina con el DNA de las
células

El inconveniente que posee
esta técnica es su alto coste, pero
entre las ventajas principales que
presenta tenemos, rapidez en la
respuesta y un estudio cuantitativo

y cualitativo de la poblacion pre-
sente en el sistema;

Gracias a los cortos periodos
de incubacion (1-3 horas) y la de-
teccidn por microscopia de epifiuo-
rescencia, los ensayos de reduc-
cion de CTC otorgan rapidos resul-
tados de viabilidad celular, la infor-
macion cuantitativa de la poblacion
activa existente en el reactor.

Ensayos Cinéticos

La base de los métodos cinéti-
cos es la medida del consumo de
sustrato o de la formacién de un
producto, en estudios en disconti-
nuo, que tengan una relacion de-
terminada en su produccién o
consumo, con el nimero de mi-
croorganismos viables, consumi-
dores o productores, en el medio
objeto de estudio.

La actividad de los microorga-
nismos es medida a través de la
velocidad con la que un cultivo
consume un sustrato o genera un
producto, y esta velocidad esta
determinada mas por el estado
metabdlico del microorganismo
que por el nimero de individuos.

La tasa de respiracion se define
como la velocidad (OUR; Oxygen
Uptake Rate) con la que los microor-
ganismos de un fango activo utilizan
el oxigeno (mgQ,/L/h), para su res-
piracién endégena, su respiracién
exdgena, para la oxidacion del sus-
trato orgdnico y para el proceso de
nitrificacion (si lo hubiese). Las uni-
dades normalizadas de la tasa de
respiracion son mgQO,/U, figura 2.
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Figura 2. Tasa de respiracion.

Siendo mas utilizada el valor
de Tasa especifica Respiracion
especifica que se define como la
velocidad de consumo de oxigeno
por unidad de biomasa y por uni-
dad de tiempo.

Durante un largo tiempo, la res-
pirometria ha sido reconocida como
una base muy valiosa para el con-
trol del proceso de lodos activos.
Esto se debe a que los procesos de
respiracion estan directamente rela-
cionados con dos procesos bioqui-
micos importantes que deben ser
controlados en las plantas de
aguas residuales: el crecimiento de
biomasa y el consumo de sustrato.

La velocidad a fa cual el oxige-
no es consumido (tasa de respira-
cién) puede ser seguida con relati-
va facilidad, mediante la medida
del oxigeno disuelto o como pre-
sién parcial de oxigeno. Por esta
razoén, la respirometria se presenta
como una herramienta alternativa
potente para valorar la situacion de
un sistema de lodos activos.

Ya que el consumo de oxigeno
esté relacionado directamente con
las variaciones anteriormente
nombradas, la tasa de respiracién
puede ser utilizada como_una he-
rramienta efectiva en el sistema de
control y para identificar las pertur-
baciones que pueden ocurrir.

Resultados y Discusién

Los métodos anteriormente
nombrados han sido utilizados en
tres tipos diferentes de sistemas,
concretamente ha sido empleado
en procesos de lodos activos, en
digestores aerobios y en sistemas
biol6gicos con crecimiento de bio-
masa adherida (RBC, Rotary Con-
facting Biological).

Resultados obtenidos
en procesos de
lodos activos

Para comprobar el funciona-
miento de las medidas de activi-
dad descritas anteriormente como
parametros de control del sistema
de lodos activos, realizdndose en-
sayos se realizaron ensayos tanto
a escala industrial como a escala
de laboratorio. De los resultados
obtenidos se puede concluir:
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* La medida de la actividad este-
rasa no es representativa de los
procesos que tienen lugar en
gste sistema, debido a que se
puede unir a sustancias inorga-
nicas y lleva a resultados erré-
neos. Ademas la matriz de poli-
meros extracelufares posee acti-
vidad enzimatica mostraba de
una forma adecuada de los pro-
£€es0s que ocurren en el sistema
En lo que se refiere a la activi-
dad deshidrogenasa por méto-
dos espectrofotométricos o re-
cuento celular, elegimos este
Glimo, debido a que los resul-
tados se obtienen de una for-
ma mas rapida y ademas el se-
guimiento a la poblacion es
mas directo, ya que el operador
ve fisicamente a la poblacion
activa presente en el reactor.

* La tasa de respiracion se mos-
trd como una herramienta muy
(til, para prever posibles episo-
dios de inestabilidad ademas
que informa sobre las necesi-
dades de axigeno de ios micro-
organismos presentes en el
sistema de aireacion del proce-
s0 de lodos activos que pudie-
ran ocurrir en el sistema, mos-
trandose el SOUR como una
herramienta efectiva de control
del sistema de lodos activos.

Digestores Aerobios

En este sentido se ha seguido
la evolucion de los procesos de di-
gestion aerdbica a lo largo del tiem-
po en la EDAR del El Torno en Chi-
clana de 1a Fra, asi como distintos
estudios a escala piloto encamina-
dos a establecer posibles parame-
tros e indices de estabilidad a tra-
wes de medidas de actividad biolg-
los resultados obtenidos
studios podemos realizar

* La relacién o cociente entre la
actividad deshidrogenasa y la
esterasa (DHA/EA) es un fiel re-
flejo del proceso de endogénesis
que tiene lugar en la digestion
aerdbica. Se trata de técnicas
sencillas, economicas y rdpidas
que permiten un control rutinario
del sistema, chteniéndose datos
sobre el grado de digestion o en-
dogénesis alcanzado asi como
de rendimientos del sisterma.

* La relacidn de células activas
frente a totales a través de los
fluorocromo CTC y DAPI usan-
do técnicas de microscopia de
epifluorescencia se han pre-
sentado como métodos poco
validos para evaluar el grado
de endogénesis debido a:

* allos costos del analisis, y
alta cualificacion técnica,

e subjetividad del método en
el conteo al microscopio, y

e probiemas de asociaciones
y cambios de poblaciones
inducen a errores de conteo.

* La técnicas respirométricas
(SOUR) se presentan como una
herramienta eficaz en el control
rutinario de estos sistemas aun-
que presentan el inconveniente
de no poder obtener rendimien-
tos de reduccidn de actividad
con respecto al ledo andxico de
partida, y ademas problemas en
las medidas cuando se tratan
de altas concentraciones.

RBC, Sistermas de
Contactores Biologicos
Por ltimo, se ha empleado fas
medidas de actividad como para-
metro de control de la biomasa ad-
herida en los biodiscos. En este
sistema bioldgico las medidas de
actividad muestran que:
* al aumentar el espesor de la bio-
pelicula, tiene lugar un aumento

importante det ndmero total de
células, a la vez que se produce
una disminucion de la biomasa
activa aerobia, debido a que an
las capas inferiores ne liega el
oxigeno, pudiendo proliferar tni-
camente células anaerobias,
que no son detectadas a través
del fluorccromo CTC, y
* la tasa de respiracion se
‘muestra como una herramien-
ta util para el control rutinario
de crecimiento de la biopelicu-
la, ya que un descenso de la
tasa de respiracion, acompa-
fiado de un aumento de la bio-
masa adherida serd indicativo
aumento del espesor de la
biopelicula de los biodiscas.
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