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RESUMEN

Se muestra el efecto inhibitorio de los iones metalicos de Ni (I1), Zn (11), Pb (1) y Al (111) sobre
microorganismos presentes en un lodo activado mediante la respirometria cerrada. Se determind
el grado de inhibicién empleando lodos con diferentes edades. El i6n que ejerci6 mayor
toxicidad para el rector de edad del lodo 5 dias fue el Ni (I) y para el de 10 dias fue el Zn (II). El
orden del efecto inhibitorio para cada concentracion del metal y edad del lodo estudiado varia, en
comparacion con otros estudios, debido a la diversidad microbiolégica de los lodos activados y
el comportamiento de los microorganismos. Quedé demostrado que la edad del lodo y la
concentracion de los metales tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre la inhibicion
de la biomasa.

Palabras clave: inhibicién, lodo activado, metales pesados, respirometria.

Inhibitory effect caused by heavy metals to microorganisms of an
activated sludge

ABSTRACT

The inhibitory effect of Ni (I1), Zn (1), Pb (1I) and Al (I11) metal ions on microorganisms present
in a activated sludge using closed respirometry is shown. The degree of inhibition was
determined using sludge with different ages. The ion that exerted the greatest toxicity for the
rector of the 5-day sludge age was Ni (1) and for the 10-day was Zn (Il). The order of the
inhibitory effect for each metal concentration and age of the studied sludges varies, compared to
other studies. It was demonstrated that the sludge age and concentration of the metals had a
statistically significant effect on the inhibition of the biomass.

Keywords: inhibition, activated sludge, heavy metals, respirometry.

Q 3
CITMA | recibido: Febrero 2020 | aprobado: Diciembre 2020 | Qo
b OCIR ()

2

P
Gy
‘CADO


mailto:jaimedm89@gmail.com
mailto:marine.ramirez@
file:///C:/Users/Estudiante/AppData/Local/Temp/carlosm@tesla.cujae.edu.cu
mailto:jesus@quimica.cujae.edu.cu

Efecto inhibitorio provocado por metales pesados a los microorganismos de un lodo activado

INTRODUCCION

La toxicidad causada por los metales pesados sobre los microorganismos depende de su
disponibilidad, determinada por la especiacion y concentracion en que se encuentre Kim et al.
(2002). Entre los efectos toxicos provocados a las células, estdn los relacionados con
inactivaciones enzimaticas e intercambios que realizan con cationes fisiolégicamente esenciales
para la vida celular, como los constituyentes de metaloproteinas. Estas afectaciones conducen a
deterioros en actividades bioldgicas vitales que pueden resultar irreversibles en diferentes
organismos. Si las reacciones catabdlicas se ven afectadas, la velocidad de respiracion y la
velocidad de produccion de biomasa se reducen y por lo tanto la velocidad de crecimiento
disminuye, disminuyendo de hecho la necesidad de energia Hartmann et al. (2013).

Entre los procedimientos para la determinacion de efectos inhibitorios o toxicos y la actividad
bioldgica en lodos activados se encuentra la respirometria VVanrollehem et al. (1994). La misma
es la medicion e interpretacion de la velocidad de consumo de oxigeno o la velocidad especifica
de consumo de oxigeno (OUR: Oxygen Uptake Rate 0 SOUR: Specific Oxygen Uptake Rate) por
parte de los microorganismos bajo estudio (biomasa microbiana) en condiciones controladas.
Particularmente, la SOUR es definida como la cantidad de oxigeno consumido por la biomasa
por unidad de volumen y unidad de biomasa y tiempo (Gounder 2006). Este consumo esta
directamente relacionado con el oxigeno gue consume la biomasa para la obtencion de energia
para su crecimiento y mantenimiento; por lo tanto depende directamente de su actividad y de la
concentracion en que se encuentre Oliveira et al. (2011).

La OUR tiene dos componentes: la velocidad de respiracion enddgena (OURend) Y la exdgena
(OURexo) Spanjers et al.(1997). Cuando no hay disponibilidad de sustrato oxidable, los
microorganismos oxidan su propia biomasa con el objetivo de generar energia para las funciones
de mantenimiento celular; en este caso: OUR = OUReng (Gounder 2006). Al agregar un sustrato
determinado, los microorganismos lo oxidan observandose un aumento en la velocidad de
consumo de oxigeno Contreras et al. (2003).

Las medidas respirométricas estdn basadas en la determinacion de los cambios que se
producen en la velocidad de consumo de oxigeno de los microorganismos presentes cuando son
expuestos a un pulso de sustrato Contreras et al. (2003).

El balance de oxigeno durante la transferencia desde una burbuja de aire hacia el medio de
cultivo y el consumo por la célula es descrito en la ecuacion 1 para respirdmetros cerrados.

— % = OURena + OURexo 1)
Donde:
dC/dt: variacion de la concentracion de oxigeno en el tiempo, mgLtseg™.
OUReng: velocidad de consumo de oxigeno durante el metabolismo enddgeno, mgLseg™.

OURexo: Velocidad de consumo de oxigeno durante el metabolismo exdgeno, mgLseg™.

La OUR esta relacionada tanto con la concentracion como con la actividad de la biomasa en
el cultivo (oxigeno necesario para el mantenimiento de la biomasa) y la velocidad de produccion
de biomasa (oxigeno necesario para el crecimiento) Santos et al. (2006). La concentracion de
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biomasa no es constante, pero en el tiempo en el que transcurre la medicion de la OUR, se asume
como constante ya que el cambio neto de la biomasa tiende a cero (Montoya 2012).

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto inhibitorio que ejercen los iones
metalicos de Ni (I1), Zn (1), Pb (I1) y Al (111) sobre los microorganismos presentes en un lodo
activado.

MATERIALES Y METODOS
Puesta en marcha y operacion del reactor de lodos activados

Para la puesta en marcha y operacion del cultivo mixto de microorganismos (lodos activados)
se emplearon reactores cilindricos de 8 L de volumen efectivo, con aireacion continua mediante
bombas de acuario con difusor al extremo de la linea de aireacion.

Los reactores estuvieron operando en continuo durante seis meses, con un tiempo de retencién
hidraulico de 24 horas para lograr el agotamiento del sustrato biodegradable. La biomasa
empleada como in6culo en la puesta en marcha de los reactores, provino del sistema de lodos
activados de la planta de tratamiento de una instalacién hotelera.

Para los estudios se simularon edades de lodo de cinco y diez dias. Estas fueron obtenidas
mediante la extraccion diaria de 1,6 L y 0,8 L. Posteriormente el licor mezclado fue vertido en
vasos de precipitados y aireados. La temperatura de trabajo fue de 32 + 2 °C. Los reactores
fueron alimentados diariamente segln Oliveira et al. (2011) con 640 mgL™ de peptona, 120 mgL"
! de urea, 8 mgL de MgS0Q4-6H,0, 34 mgL™? de K;HPO4, y 6,8 mgL™* de NH4Cl como sustrato
base, con el objetivo de mantener el equilibrio dindmico entre biomasa viva y muerta. La
demanda quimica de oxigeno (DQO) del afluente fue de 1198 + 11 mgL™. El pH se control6 en
7,0 +0,5, con la adicion de H.SO4 y NaOH de concentracion 0,2 y 0,5 molL™ respectivamente.

El licor mezclado extraido fue caracterizado mediante gravimetria, determinandose diferentes
categorias de sélidos:

e solidos totales, fijos y volatiles (ST, SF y SV),

e solidos suspendidos totales (SST),

e solidos suspendidos fijos (SSF) y solidos suspendidos volatiles (SSV).

Los estudios experimentales comenzaron a realizarse una vez que el cultivo mixto alcanzo la
estabilidad, considerando como tal la concentracién de SSV y la DQO de efluente constante.

Todos los analisis fueron realizados por las técnicas analiticas descritas por los Métodos
Normalizados para el Analisis de Aguas Potables y Residuales, de la AWWA 1989, APHA,
WPCF 1992,

Determinacion del tiempo de respuesta del electrodo de oxigeno disuelto

Previo a los estudios de respirometria se realizo la determinacion del tiempo de respuesta del
electrodo de oxigeno disuelto, introduciendo el electrodo en una solucion con concentracion de
oxigeno disuelto igual a 0 mgL™? (obtenida a partir de la adicion de bisulfito de sodio en un
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recipiente con agua destilada). Al instante se introdujo el electrodo en otro recipiente con agua
destilada saturada de oxigeno disuelto (por la adicion de aire). El tiempo de respuesta del
electrodo (1) se determin6 mediante la ecuacion 2.

_t
ODtiempo = 0Dgqe(1—e /T) 2)

Donde:
ODiempo: Valor de oxigeno disuelto medido en un tiempo dado, mgL*
ODsat: Valor de oxigeno disuelto medido en la saturacion con oxigeno, mgL™*
t: instante de tiempo en que se hace la lectura de oxigeno disuelto, seg.
7. tiempo de repuesta del electrodo, seg.

Los datos experimentales fueron procesados, ajustandole el modelo no lineal descrito en la
ecuacion 2, mediante la herramienta SOLVER del Microsoft Excel, determinando el tiempo de
respuesta del electrodo.

Estudios respirométricos

Para la realizacion de las pruebas se emple6 un respirémetro cerrado con volumen total de 59
mL., con un difusor de aire para proporcionar el nivel de oxigeno deseado. Se emple6 un medidor
de oxigeno disuelto conectado a un ordenador (PC), que permitié obtener las velocidades de
respiracion de los microorganismos en tiempo real y su posterior procesamiento. En la figura 1
se muestra el esquema de la instalacién empleada a escala de laboratorio.
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Figura 1. Esquema de instalacién empleada para los estudios respirométricos a escala de
laboratorio
Donde:
1. PC, 2. Medidor de oxigeno disuelto, 3. Bomba de aire, 4. Agitador magnético, 5.
Respirometro cerrado, 6. Electrodo, 7. Entrada de la solucion de sustrato y sustrato mas
metal, 8. Entrada de aire, 9. Bala magnética.

El procedimiento seguido para la realizacion de las pruebas fue: aireacion hasta alcanzar la
concentracion de saturacion de oxigeno disuelto, suspension de la aireacion y medicion de la
concentracion de oxigeno disuelto (respiracién endégena) durante dos minutos. Posteriormente
se adicionaron 2 mL del pulso de sustrato o de sustrato mas metal en estudio y medicion
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posterior de la variacion dela concentracién de oxigeno disuelto en el tiempo, en la nueva
condicién.

El sustrato empleado fue glucosa con una concentracion de DQO de 20 mgL™t + 0,1. Las
concentraciones de los iones metalicos en estudios fueron 15, 10 y 5 mgL* respectivamente. La
temperatura de trabajo fue de 32 + 2 °C. Los porcentajes de inhibicion fueron determinados por
la expresion 3.

%Inhibicion = % * 100 (3)
0

Donde:
So: Valor de la velocidad de consumo de oxigeno especifico maximo (SOUR)
obtenido al afiadir el pulso de sustrato, mgO.L™ seg™.
Si: Valor de la velocidad de consumo de oxigeno especifico maximo obtenido al afiadir
el pulso de sustrato mas el metal en estudio, mgO,L 1seg™.

Todos los estudios se realizaron por triplicado, teniendo en cuenta el tiempo de respuesta del
electrodo y la concentracion de la biomasa.

Disefio de experimentos

Para la determinacion de la influencia estadisticamente significativa del empleo de edades de
lodos sobre el porcentaje de inhibicion a las tres concentraciones de los iones metalicos; se
realizo un disefio de experimento 22 (edad de lodo 5 y 10 dias y concentraciones 15, 10 y 5mgL-
1y, empleando el programa computacional estadistico Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del inéculo empleado para la puesta en marcha del reactor

En la tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion realizada al in6culo empleado
para la puesta en marcha de los reactores de lodos activados. El valor de los s6lidos suspendidos
volatiles (SSV) representd un 84,2% de los suspendidos totales (SST) lo que denota la excelente
calidad del lodo empleado como inéculo para el proceso (Menéndez 2010).

Tabla 1. Composicion de los sélidos del inéculo

Paramet Composicidn,

ro gL?

ST 4,34
STV 3,53

STF 0,80
SST 4,05

SSF 0,64
SSV 3,41
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Se consider6 que los reactores, de 5 y 10 dias de edad del lodo estaban operando
establemente, una vez que la concentracion de SSV y DQO se mantuvo constante durante todo el
periodo de experimentacion. Las concentraciones en el efluente fueron: SSV de 1373 + 336
mgL?!y 1606 + 377 mgL y la DQO fue de 275 mgL ™ + 66 mgL ™' y 284 mgL™ + 89 mgL™, para
los reactores que simularon las edades de lodo de 5y 10 dias respectivamente.

Determinacion del tiempo de respuesta del electrodo

En la figura 2 se muestra el ajuste del modelo empleado (ecuacién 2) a los datos
experimentales para la determinacién del tiempo de respuesta del electrodo, el cual fue de 10,5
segundos. Debido a que las pruebas repirométricas duraron hasta 15 minutos, se considerd a los
efectos practicos, el tiempo de respuesta del electrodo despreciable.

10 _——DModelo ajustado # Datos Experimentales

(=)}
|

OD, mgL-!
.

0 ‘ T T ‘
0 20 40 60 80

Tiempo, seg

Figura 2. Resultados de la determinacion del tiempo de respuesta del electrodo

Estudios de respirometria. Determinacion de la inhibicion provocada a los
microorganismos por la adicion de Ni (11), Zn (11), Pb (11) y Al (111)

En la figura 3(a) se muestra un ejemplo de la influencia sobre la biomasa microbiana de la
adicion del pulso de sustrato y sustrato mas metal sobre la velocidad especifica maxima de
consumo de oxigeno. Se observa como el SOUR, al afadirle el pulso de sustrato y el metal
toxico aumenta hasta alcanzar su valor maximo, correspondiente al maximo consumo de oxigeno
(pulso de sustrato) y donde se logra la mayor inhibicion (pulso de sustrato mas metal) y luego
comienza a disminuir con el agotamiento del sustrato. Se observa que la curva de sustrato mas
metal presenta menor SOUR, debido a la inhibicién provocada por el metal sobre los
microorganismaos.

En la figura 3 (b) se observa como al suspender la aireacion, los microrganismos entran en
una fase de respiracion endogena, en la que comienzan un proceso de autoxidacién. Al afiadirle
el pulso de sustrato se aprecia una disminucion pronunciada del oxigeno disuelto debido al
consumo de oxigeno por parte de los microorganismos (respiracién exdgena) y que una vez
agotado el sustrato, los mismos regresan a la condicion de respiracion enddgena (es verificado
por el valor de la pendiente).

Un resultado similar se observo con la adicion del sustrato més el metal. Se plantea que la
biomasa es menos sensible a las sustancias tdxicas cuando esta en su estado enddgeno y que el
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tiempo entre la inyeccion del metal y la inyeccion del sustrato puede afectar el nivel de toxicidad
determinado, ya que la exposicion a largo plazo puede conducir a un fuerte efecto o también
puede conducir a la adaptacion de la biomasa. Es por ello que siempre se debe tener en cuenta el
tiempo aplicado entre las inyecciones de la sustancia toxica y el sustrato de referencia Roy et al.

(2015).

6 E-06 —Sustrate ——Sustrato + Metal Promedio

6.E-06
5.E-06 So
5E-06

4.E-06 Si
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Figura 3. Comportamiento de las velocidades de consumo de oxigeno especifico maximo
(a) y del oxigeno disuelto al adicionarle el pulso de sustrato (b)

En la figura 4 (a, b, ¢ y d) se muestran los porcentajes de inhibicién maximos alcanzados al
adicionarle 2 mL de las sales que contenian los iones metélicos de Ni (I1), Zn (1), Pb (1) y Al
(111) con concentraciones de 15, 10 y 5 mg/L respectivamente. Se observa, tal como era de
esperar, que a medida que disminuyen las concentraciones de los iones metalicos, disminuye la
inhibicidn provocada sobre la velocidad de respiracion de los microorganismos.

En todos los estudios se obtuvo que la mayor inhibicion se presento para el cultivo mixto con
edad de lodo de 10 dias. Esto se debe a que a mayor edad de lodo, la actividad de la biomasa es
menor respecto a la masa total (Gutiérrez 2010), afectando la presencia del metal las funciones
metabdlicas de los microrganismos presentes en el cultivo mixto Hartmann et al. (2013).
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Figura 4. Porcentajes de inhibicion para los iones metélicos en funcion de su
concentracion: Ni (11) (&), Zn (11) (b), Pb (I1) (c) y Al (111) (d)

Los valores de los porcentajes de inhibicidn variaron en dependencia de la edad del lodo y de
las concentraciones de los iones metalicos en estudio. Para la edad del lodo de 5 dias, el orden de
inhibicion fue: Ni (11) > Pb(I1) > Zn (11) > Al (111) y para 10 dias: Zn (I1) > Pb(1l) > Al (1) > Ni
(m.

La variacion en el orden del grado de inhibicién esta dada por la diversidad microbiologica
que presenta los lodos (que puede variar segin su edad) y el comportamiento de los
microorganismos, las caracteristicas del sistema empleado (batch, continuo, con o sin reciclaje
de lodos), la edad de lodo activado, la aclimatacion relativa de lodos activados a ciertos metales
pesados, y finalmente los diversos métodos de medida y técnicas utilizadas por los

investigadores El Bestawy et al. (2013).

Analisis estadistico en las pruebas de respirometria

En la figura 5 (@, b, ¢ y d) se muestran los diagramas de Pareto estandarizado
correspondientes al estudio de la influencia que ejerce la edad del lodo y la concentracion de los
iones metalicos Ni (I1), Zn (1), Pb (1) y Al (Ill) respectivamente sobre el porcentaje de

inhibicién.
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Figura 5. Diagrama de Pareto estandarizado obtenido por el disefio experimental
propuesto: Ni (I1) (a), Zn (11) (b), Pb (11) (c) y Al (111) (d)

o

Para todos los iones metélicos la edad del lodo y la concentracion ejercieron un efecto
estadisticamente significativo sobre el porcentaje de inhibicidn de la biomasa. Esto sugiere que a
medida que aumenta la edad de lodo el efecto inhibitorio serd mayor para una misma
concentracion del metal, debido a que la cantidad de células vivas con respecto a la masa total
disminuye (Menéndez 2010). Por tanto un aumento de la edad de lodo puede provocar una
inhibicion total, sin crecimiento de nuevos microorganismos que garanticen el adecuado
funcionamiento del lodo activado.

CONCLUSIONES

e Los metales pesados ejercen efectos inhibitorios sobre los microorganismos presentes en
el lodo activado en las concentraciones probadas y tiempos de retencion medio celular
con los que se trabajo.

e La variacién del porcentaje de inhibicion depende del tipo de metal y su concentracion,
asi como las caracteristicas de la biomasa microbiana presente en lodo activado.

e De los metales seleccionados para el estudio, se obtuvo que el ion metalico de mayor
porcentaje de inhibicion para el rector de edad del lodo 5 dias fue el Ni (1) y para el de
10 dias fue el Zn (11), presentandose la mayor inhibicién a esa edad del lodo.

e Se evidencia que ante la presencia de metales pesados, es mas apropiado operar a bajas

edades de lodo. La edad del lodo y la concentracion de los metales tuvieron un efecto
estadisticamente significativo sobre el porcentaje de inhibicion de la biomasa.
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