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Figura: Esquema del equipo experimental empleado en respirometria.
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TECNICA ANALITICA PARA DeterminaciOn de la actividad de la biomasa mediante respirometrIa
1.
 PRINCIPIO DEL METODO
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La determinación de la actividad específica de la biomasa se realiza mediante una técnica respirométrica que se basa en la medida de la concentración de oxígeno disuelto con el tiempo en el recipiente donde se realiza el ensayo, a una temperatura determinada. Con esta técnica se determinan las actividades amonio oxidante, nitrito oxidante y heterótrofa de la biomasa, empleando sales de amonio, nitrito y acetato, respectivamente. Lo que se obtiene es un respirograma. Ver Figura 1.
Figura 1. Respirograma: Las líneas 1 y 3 representan la velocidad de consumo de oxígeno endógeno (rO2,e); la línea 2 representa la velocidad de consumo de oxígeno total (rO2,t); A, inyección de sustrato y CNO consumo neto de oxígeno.
2.          MATERIALES Y EQUIPOS 
2.1.    Sistema de monitorización de oxígeno biológico (BOM, Modelo YSI 5300). En la Figura 2 se muestra un esquema del equipo experimental empleado. Este sistema está provisto de un electrodo de oxígeno (sensor polarográfico, modelo YSI 5331) que se encaja herméticamente en una celda dotada de un agitador magnético y en la que se realiza el ensayo. El sistema está termostatizado por medio de un baño termorregulador. Los valores obtenidos de la lectura del electrodo son registrados manualmente.
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Figura 2. Esquema del equipo experimental.
2.2.     Cápsulas y filtros para determinar la concentración de sólidos suspendidos totales y volátiles.

2.3.      Estufa a 105 ± 1 °C.

2.4.      Mufla a 550 ° C.

2.5.      Pipeta automática de 1,0 a 5,0 mL
2.6.     Puntas para pipeta
3. REACTIVOS 
3.1. Solución tampón para respirometría, preparada con agua destilada.
Tabla 1. Preparación de solución tampón  

	 
	 

	Compuesto
	g/L

	K2HPO4
	7,47

	KH2PO4 
	1,43


3.2. Solución de nitrito de sodio (NaNO2) 0,25 M: diluir 1,7 g de nitrito de sodio en agua destilada enrasando a 100 mL.

3.3. Solución de sulfato de amonio (NH4)2SO4 0,25 M: diluir 3,3 g de sulfato de amonio en agua destilada enrasando a 100 mL.

3.4. Solución de acetato de sodio (CH3COONa) 0,75 M: diluir 6,2 g de acetato de sodio en agua destilada enrasando a 100 mL.

4. PROCEDIMIENTO
4.1. Preparación de la biomasa

4.1.1. Determinar la concentración tanto de sólidos suspendidos totales y sólidos suspendidos volátiles de la biomasa a evaluar (se recomienda realizar los ensayos a concentración entre 1 y 1,5 g SSV/L de biomasa). Lavar la biomasa 3 veces con la solución tampón (Tabla 1), dejar decantar y volver a lavar, para eliminar del medio los iones que pudiesen interferir en el ensayo.
4.1.2. Tomar 100 mL de lodo lavado y burbujear a lo menos 30 minutos para tenerlo preparado para los ensayos.
4.2. Calibración de la sonda de oxígeno

4.2.1. Ajustar el baño termostático a la temperatura que se va a llevar a cabo el ensayo, pudiendo variar la temperatura en función del tratamiento previo de los lodos.
4.2.2. Poner 10 mL de agua destilada en uno de los viales
4.2.3. Conectar la agitación y borbotear con aire durante 15 minutos.
4.2.4. Detener la agitación e introducir la sonda de oxígeno en el vial, evitando que queden retenidas burbujas. Volver a conectar la agitación. 
4.2.5. Seleccionar en el equipo la opción de aire. Desbloquear el mando de calibración (girando el mando en el sentido de las agujas del reloj) y ajustar la lectura del oxímetro a 100%. Bloquear el mando de calibración (girando en sentido contrario).

NOTA: El agua destilada con que se va a calibrar el equipo debe ser analizada previamente por el método Winkler para determinar oxígeno disuelto. Por lo general el OD del agua está en torno a 9,1 – 9,7 mg O2/L.
4.3. Realización del ensayo
4.3.1. Ajustar el baño termostático a la temperatura deseada.
4.3.2. Añadir 10 mL de la biomasa resuspendida, previamente lavada con tampón fosfato (aproximadamente 5 mL biomasa + 5 mL de tampón), y poner en marcha la agitación.
4.3.3. Borbotear con aire el vial durante 5 minutos para obtener una concentración de oxígeno cercana a la saturación.

4.3.4. Colocar la sonda de oxígeno en el vial. Para ello quitar la aireación y parar la agitación con el fin de que no queden atrapadas burbujas de aire debajo de la sonda.
4.3.5. Volver a conectar la agitación. Una vez se observa una estabilización en la respuesta de la sonda, comenzar a adquirir los datos
4.3.6. Registrar las lecturas de oxígeno (%) de acuerdo a la Tabla 3. Registrar suficientes datos de concentración de oxígeno frente al tiempo tal que se pueda determinar la pendiente de la gráfica obtenida (respiración endógena), esto durante los primeros 5 minutos.
4.3.7. Añadir 0,1 mL de la solución concentrada de sustrato (Tabla 2: Sulfato de amonio, Nitrito de Sodio o Acetato) mediante una microjeringa. Para ello introducir la aguja de la microjeringa por un canal lateral que tiene la sonda de oxígeno. La cantidad de sustrato adicionado permite trabajar en condiciones de saturación (actividad máxima). Se observa con ello gráficamente el aumento de la pendiente
4.3.8. Registrar los datos de oxígeno (%) versus tiempo durante los 10 minutos siguientes de haber inyectado el sustrato. 
4.3.9. Finalizar el ensayo a los 15 minutos o antes de llegar al 30% de saturación de oxígeno para evitar la disminución de la actividad por limitación de oxígeno.
4.3.10.  Determinar la concentración de biomasa de cada vial según el método normalizado de Standard Methods (2005).
Tabla 2. Disoluciones empleadas en los ensayos y cantidades añadidas de las mismas.

	 
	 
	 
	 
	 

	Disolución
	g/L
	Volúmenes añadidos en los ensayos 

	
	
	(mL)

	
	
	Amonio oxidante
	Nitrito oxidante
	Heterótrofa

	Biomasa
	1
	9,75
	9,75
	10

	Sulfato de amonio
	
	0,1
	---
	---

	Nitrito de sodio
	
	---
	0,1
	---

	Acetato de sodio
	 
	---
	---
	0,1


Tabla 3. Registro de datos

	Tiempo (min)
	Tiempo (s)
	%oxigeno
	Tiempo (min)
	Tiempo (s)
	%oxigeno
	Tiempo (min)
	Tiempo (s)
	%oxigeno

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	15
	
	
	15
	
	
	15
	

	
	30
	
	
	30
	
	
	30
	

	
	45
	
	
	45
	
	
	45
	

	1
	60
	
	1
	60
	
	1
	60
	

	
	75
	
	
	75
	
	
	75
	

	
	90
	
	
	90
	
	
	90
	

	
	105
	
	
	105
	
	
	105
	

	2
	120
	
	2
	120
	
	2
	120
	

	
	135
	
	
	135
	
	
	135
	

	
	150
	
	
	150
	
	
	150
	

	
	165
	
	
	165
	
	
	165
	

	3
	180
	
	3
	180
	
	3
	180
	

	
	195
	
	
	195
	
	
	195
	

	
	210
	
	
	210
	
	
	210
	

	
	225
	
	
	225
	
	
	225
	

	4
	240
	
	4
	240
	
	4
	240
	

	
	255
	
	
	255
	
	
	255
	

	
	270
	
	
	270
	
	
	270
	

	
	285
	
	
	285
	
	
	285
	

	5
	300
	
	5
	300
	
	5
	300
	

	
	330
	
	
	330
	
	
	330
	

	6
	360
	
	6
	360
	
	6
	360
	

	
	390
	
	
	390
	
	
	390
	

	7
	420
	
	7
	420
	
	7
	420
	

	
	450
	
	
	450
	
	
	450
	

	8
	480
	
	8
	480
	
	8
	480
	

	
	510
	
	
	510
	
	
	510
	

	9
	540
	
	9
	540
	
	9
	540
	

	
	570
	
	
	570
	
	
	570
	

	10
	600
	
	10
	600
	
	10
	600
	

	
	630
	
	
	630
	
	
	630
	

	11
	660
	
	11
	660
	
	11
	660
	

	
	690
	
	
	690
	
	
	690
	

	12
	720
	
	12
	720
	
	12
	720
	

	
	750
	
	
	750
	
	
	750
	

	13
	780
	
	13
	780
	
	13
	780
	

	
	810
	
	
	810
	
	
	810
	

	14
	840
	
	14
	840
	
	14
	840
	

	
	870
	
	
	870
	
	
	870
	

	15
	900
	
	15
	900
	
	15
	900
	


5. CALCULOS 
La actividad específica del lodo se calcula a partir de las pendientes de la curva de desaparición de oxígeno frente al tiempo y relativa a la concentración de SSV. La actividad específica se obtiene a partir de dividir la velocidad de consumo de oxígeno por la concentración de biomasa (g SSV/L). El valor de las actividades específicas puede ser expresado en función del oxígeno consumido y también como miligramos de nitrógeno oxidado por unidad de tiempo y de biomasa. Para esto es necesario dividir el valor obtenido anteriormente por los coeficientes estequiométricos que relacionan el amonio o nitrito con el oxígeno (4,57 y 3,42 respectivamente). 

Ejemplo de cálculo de resultados:

Resultados obtenidos:

• 1ª experiencia: Actividad amonio. Concentración de biomasa en el reactor (calculado siguiendo el método normalizado): 2,6 g SSV/L
• 2ª experiencia: Actividad nitritos. Concentración de biomasa calculada según el método normalizado:
Tabla 4. Ejemplo de pesos para cálculo de actividad nitrito.
	 
	 
	 
	 

	peso filtros (g)
	Pe (g)
	Pm(g)
	Pe - Pm (g)

	
	
	
	

	0,0919
	0,0971
	0,0917
	0,0054

	0,0905
	0,0994
	0,0924
	0,007

	
	
	
	Media= 0,0062 g SSV/5mL


 Factor Dilución = 1000/5= 2000,0062 x 200 = 1,24 g SSV/L

Resultados obtenidos experimentalmente:
• Primera experiencia: Actividad amonio

Tabla 5. Parámetros operacionales
	 
	

	Parámetro
	 

	Temperatura
	20°C

	Concentración Biomasa
	2,6 g SSV/L

	Saturación O2  
	9,1 mg/L

	Sustrato añadido
	Sulfato de amonio

	tiempo
	704 s


Para llevar a cabo esta experiencia se parte de la saturación en oxígeno. En la gráfica se observa el cambio de pendiente en los dos viales inoculados con muestra: el primer tramo se debe a la respiración endógena de los microorganismos presentes (bajo consumo de oxígeno = pequeña pendiente), y el segundo tramo se debe a la respiración total: respiración endógena + respiración debida al sustrato (elevado consumo de oxígeno = gran pendiente). El cambio de pendiente se observa como consecuencia de la adición de sulfato amónico, lo que indica que los microorganismos consumen este sustrato.

Parámetros calculados:

1. La velocidad de consumo de oxígeno debido a la respiración endógena (g O2/L·d) se determina como la pendiente de la parte inicial de la curva antes de la adición de sustrato.
Pendiente endógena (mgO2/L·h) =  5,5534
(Calculándose esta pendiente a partir del promedio de las pendientes de la serie 1 y 2.

2. La velocidad de consumo de oxígeno debido a la respiración total (gO2/L·d) se determina como la pendiente de la parte de la curva posterior a la inyección de sustrato.

Pendiente global (mgO2/L·h)= 22,9801
(Calculándose esta pendiente a partir del promedio de las pendientes de la serie 1 y 2)

3. La velocidad de consumo de oxígeno debido al sustrato (gO2/L·d) se determina como la diferencia entre la velocidad de consumo de oxígeno debido a la respiración total y a la endógena.
Actividad amonio oxidante (mgO2/L·h)= 17,4266
(Calculándose a partir del promedio de las series 1 y 2)
4. La actividad específica de la biomasa (gO2/gSSV·d) se obtiene dividiendo la velocidad de consumo de oxígeno debido al sustrato y la concentración de biomasa.

Actividad amonio oxidante (mg O2/gSSV h)= 6,7026

(Calculándose a partir del promedio de las series 1 y 2)
5. La actividad específica de la biomasa referida al sustrato,  que se está oxidando (g Sustrato/g SSV·d) se obtiene multiplicando la actividad específica de la biomasa (gO2/gSSV·d) por el correspondiente coeficiente estequiométrico.

Actividad amonio oxidante (g O2/gSSV d)= 0,1609
(Calculándose a partir del promedio de las series 1 y 2)

• Segunda experiencia: Actividad nitrito
Tabla 6. Parámetros operacionales

	 
	 

	Parámetro
	 

	Temperatura
	20°C

	Concentración  Biomasa
	1,24 g SSV/L

	Saturación O2
	9,1 mg/L

	Sustrato añadido
	nitrito de sodio

	tiempo
	497 s


Si en la gráfica no se observa cambio de pendiente en ninguno de los dos viales inoculados con muestra, significa que los microorganismos no consumen el sustrato adicionado. Como comprobación se calculan los mismos parámetros que en experimento anterior, y se obtiene:
1. 
Velocidad de consumo de oxígeno debido a la respiración endógena (gO2/L·d) se determina como la pendiente de la curva antes de la adición de sustrato.
Pendiente endógena (mgO2/L·h)= 2,6956
(Calculándose esta pendiente a partir del promedio de las pendientes de la serie 1 y 2)
Menor respiración endógena que en el experimento anterior, debido a la menor concentración de biomasa presente en los viales.
2. Velocidad de consumo de oxígeno debido a la respiración total (gO2/L·d): pendiente de la parte de la curva posterior a la inyección de sustrato.

Pendiente Global (mg O2/L·h)= 2,4748
(Calculándose esta pendiente a partir del promedio de las pendientes de la serie 1 y 2)

3.
Velocidad de consumo de oxígeno debido al sustrato (gO2/L·d): diferencia entre la velocidad de consumo de oxígeno debido a la respiración total y a la endógena.

Actividad nitrito oxidante (mg O2/L·h)= -0,2208
(Calculándose a partir del promedio de las series 1 y 2)

Se observa un valor negativo de pendiente: incluso mayor actividad respiratoria de los microorganismos antes de la adición de sustrato.
4. Actividad específica de la biomasa (gO2/gSSV·d): velocidad de consumo de oxígeno debido al sustrato entre concentración de biomasa.

Actividad nitrito oxidante (mg O2/gSSV h)= -0,1781
(Calculándose a partir del promedio de las series 1 y 2)

De nuevo valor negativo en el resultado indica que la biomasa no tiene actividad ya que no se observa consumo de oxígeno.
5. Actividad específica de la biomasa referida al sustrato que se está oxidando (gSustrato/gSSV.d): actividad específica de la biomasa (gO2/gSSV·d) por el correspondiente coeficiente estequiométrico.

Actividad nitrito oxidante (g O2/gSSV·d)= - 0,0043

Como resultado de la actividad la biomasa presente en la muestra, se observa que no existe afinidad de los microorganismos por el sustrato adicionado: los microorganismos no consumen nitritos.

Finalmente se puede concluir con este ensayo de respirometría que los microorganismos presentes en las muestras de lodos analizadas son consumidores de amonio.
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