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RESUMEN

El funcionamiento de una estacién depuradora de aguas
residuales (EDAR) esta influenciado en gran parte por la
calidad de la biomasa que se desarrolla en el reactor bio-
légico. Por esta razon, la deteccion de la inhibicion/toxi-
cidad ejercida por un cierto influente sobre el fango acti-
vo se convierte en un procedimiento necesario que
deberia ser evaluado sobre la propia biomasa del siste-
ma. Sin embargo, este planteamiento no es seguido en
la mayoria de los ensayos de toxicidad que se realizan,
para predecir los efectos de las descargas de aguas resi-
duales portadoras de compuestos xenobidticos, sobre
el tratamiento bioldgico.

En este trabajo se realiza una revision de los ensayos
microbiolégicos de toxicidad tradicionales, algunos de
ellos de aplicacién especifica a los fangos activos, asi
como de las nuevas tendencias en el campo de la técni-
cay la biotecnologia que, en un futuro préximo, desem-
pefaran un papel decisivo en los estudios medioam-
bientales, en general, y en el sector de las aguas
residuales en particular.

Palabras clave: Bioluminiscencia. Biosensores. Ensayos
microbioldgicos de toxicidad. Fangos activos. Inhibicion
de la nitrificacion.

SUMMARY

The purifying capacity of a municipal sewage treatment
plant is directly related with the activity and quality of the
biomass into the biological system. Since toxicants in
influent wastewater may inhibit the biological activity of
the activated sludge and cause treatment plant process
upsets, influent wastewater should be monitored for toxi-
city in order to take protective actions. In the same way,
wastewater toxicity to activated sludge should be asses-
sed by means of methods that use representative orga-
nisms of the whole system. However, few studies use a
consortium of microorganisms isolated from the treat-
ment process or activated sludge itself.

The main purpose of this work is to review conventional
and advanced microbial toxicity tests and recent tech-
nical developments that, in an early future, will carry out
a very important role in the environmental studies.

Key words: Activated sludge. Bioluminiscence.
Biosensors. Microbial toxicity tests. Nitrification inhibi-
tion assays.

RESUM

El funcionament d’una estacié depuradora d’aiglies resi-
duals (EDAR) esta influenciat en gran part per la qualitat
de la biomassa que es desenvolupa en el reactor biolo-
gic. Per aquesta raé, la detecci6 de la inhibicié/toxicitat
exercida per un determinat influent sobre el fang actiu
es converteix en un procediment necessari, que hauria
d’ésser avaluat sobre la propia biomassa del sistema.
Tanmateix, aquest plantejament no es segueix en la majo-
ria dels assaigs de toxicitat que es realitzen per predir
els efectes de les descarregues d’aigiies residuals por-
tadores de compostos xenobiotics sobre el tractament
biolégic.

En aquest treball, es realitza una revisio dels assaigs
microbiologics de toxicitat tradicionals, alguns d’ells d’a-
plicacio especifica als fangs actius, aixi com de les noves
tendéncies en el camp de la técnica i de la biotecnolo-
gia, que en un futur proper tindran un paper decisiu en
els estudis mediambientals en general, i en el sector de
les aiglies residuals en particular.

Mots clau: Bioluminescéncia. Biosensors. Assaigs micro-
biologics de toxicitat. Fangs actius. Inhibicié de la nitri-
ficacié.
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1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista practico del explotador de una
estacion depuradora de aguas residuales (EDAR), la deter-
minacién de la actividad biolégica debe servir para poder
anticiparse a estados de baja eficiencia en la depuracion,
relacionados con el nivel de viabilidad y estado fisiologi-
co de la biomasa en el reactor, para asi adoptar las medi-
das preventivas adecuadas. Ciertos estados de bajos ren-
dimientos en la depuracién se deben a efectos téxicos o
inhibitorios ejercidos por algunos contaminantes que, lle-
gados al sistema, son detectados como bajos niveles de
actividad biolégica”.

En relacién con esto, es sabido que es preferible y mas
economico prevenir los efectos de una posible contami-
nacion en un ecosistema, aunque se trate de un ecosis-
tema artificial como el de fangos activos, que su poste-
rior recuperacion. Esto implica que, como requisito
indispensable, el cultivo microbioldgico utilizado para la
deteccion de la toxicidad debe conservar unas caracte-
risticas similares a la microfauna contenida en el fango
activo. Es més, cualquier método de deteccién o andlisis
de esta inhibicién/toxicidad que no esté referido al pro-
pio fango activo, es de poca utilidad para la proteccién
del tratamiento. De hecho, las bacterias del fango activo
(Figura 1), organismos descomponedores primarios y prin-
cipales constituyentes de este ecosistema frente a otros
pobladores como los protozoos‘z' 3], pueden adaptarse a
los toxicos habituales del sistema, desempefiando su fun-
cién depuradora sin sintomas de toxicidad®*”. Ademas,
la diversidad de las comunidades bacterianas, ante la pre-
sencia de ciertos toxicos, queda afectada por la diferen-
te capacidad de resistencia a la toxicidad de estos micro-
organismos".

Sin embargo, la mayoria de los ensayos de medida de la
toxicidad se llevan a cabo mediante la adicion de téxicos
o mezclas de éstos a un sistema-test biologico distinto al
de la microbiota de fangos activos™®. Un ejemplo de esta
situacion lo constituyen los ensayos de bicluminiscencia,
algunos ampliamente comercializados como MICROTOX”,
TOXALERT" y LUMISTOX". El empleo mas o menos siste-
matico de estos ensayos ha puesto de manifiesto que la
sensibilidad de algunos microorganismos, en este caso la
bacteria marina Vibrio fischeri, es mayor que la de la pobla-
cion bacteriana del fango activo, heterogénea y adaptada
a las condiciones medioambientales® """ """, Esta situa-
cion sugiere que aunque, efectivamente, se traten de méto-
dos eficaces que ponen de manifiesto rapidamente la toxi-
cidad de un gran nimero de muestras y la agresion
medioambiental gue supondria el vertido de las mismas,
este tipo de ensayos no deberia ser aplicado de forma
exclusiva para determinar el efecto potencial ejercido por
un contaminante desconocido sobre el fango activo de
una EDAR especifica.

También han sido abundantes los estudios de bioluminis-
cencia realizados con microorganismos manipulados gené-
ticamente que, en algunas ocasiones, han empleado bac-
terias aisladas del fango activo de plantas de tratamiento
de aguas industriales"" "',

Otra modificacién del ensayo de bioluminiscencia con V.
fischeri es la adicion de una suspensién de fango activo"”.
Para paliar los inconvenientes anteriormente citados, el
ensayo POLYTOX® es un test de inhibicién respiratoria que,
si bien no es realizado sobre el propio fango activo como
en el ensayo de inhibicién respiratoria, por ejemplo, emplea
bacterias heterétrofas aisladas de dicho sistema”.
Igualmente, ciertos ensayos de inhibicién de la nitrifica-
cion y de inhibicidén del crecimiento microbiano, estan basa-
dos en la respuesta de organismos habituales en la bio-
masa de un fango activo, mejores representantes del
sistema que aquellos otros ajenos al mismo.

2. ENSAYOS MICROBIOLOGICOS DE
TOXICIDAD

Los ensayos microbiolégicos concebidos para la medida
de la inhibicion quimica o de la toxicidad letal son relativa-
mente recientes, respecto a aquellos que emplean orga-
nismos acuaticos superiores. Numerosos estudios han
demostrado que no existe un método sencillo que pueda
satisfacer plenamente el intento de proteger un sistema
acuatico, ya se trate de una depuradora o de un cauce natu-
ral. Por lo tanto, una constante debe ser el empleo de for-
ma combinada de mas de un test en la evaluacion de la
toxicidad de un determinado influente o producto quimico.
Esta cuestion es de especial interés cuando se trata de
evaluar la toxicidad de ciertos efluentes sobre aguas
superficiales o se quiere conocer la posibilidad de reuti-
lizacién de un efluente. En estos casos, el control y segui-
miento de la calidad del agua debera emplear organis-
mos de diferentes niveles troficos mediante baterias de
ensayo en las que se combinen distintos métodos biolo-
gicos de deteccion de la toxicidad, como puedan ser:
ensayos de letalidad con peces, rotiferos (Brachionus
spp.) o crustaceos (Daphnia magna, Thamnocephalus
platyurus, Artemia salina, etc.); tests de inhibicion del cre-
cimiento bacteriano (Pseudomonas putida) o de algas
(Raphidocelis subcapitata, anteriormente Selenastrum
capricornotumy); tests de inhibicion de actividades enzi-
maéticas (ureasa y acetilcolinesterasa); ensayos de geno-
toxicidad tales como el test Ames, el «umu-test» o el
comercializado MUTATOX”; tests de teratogenicidad sobre
anfibios (Xenopus laevis), etc."'® " #%%.29

Son muchos los estudios de toxicidad que emplean espe-
cies bacterianas por sus innumerables ventajas (Tabla I)
pero, con frecuencia, se percibe la ausencia de ensayos
destinados a valorar los efectos téxicos de las descargas
de aguas residuales sobre la propia biomasa de un siste-
ma de fangos activos™ “'®, En este sentido, las determi-
naciones de la actividad biologica de tipo bioquimico y ciné-
tico asi como la cuantificacién de ciertos componentes
celulares especificos (Tabla I}, son métodos que pueden
ser adaptados a la evaluacion de la toxicidad de un deter-
minado influente con la ventaja de ser empleados sobre la
propia suspension bioldgica de fango activo. Esta aplica-
cién de las medidas de la actividad bioldgica y de la bio-
masa ha sido revisada recientemente™. En estos estudios,
la inhibicion inducida por el influente 0 compuesto quimi-
co sometido a estudio se calcula como el porcentaje de
reduccién de la actividad bioldgica de la suspensién, toman-
do como referencia el nivel de actividad de la misma en
ausencia de las sustancias estudiadas'* % %" % %%
Entre las ventajas de aplicar bioensayos microbiolégicos
destacan:

- Los microorganismos poseen rutas metabdlicas pre-
sentes en organismos superiores, por lo que las res-
puestas toxicas a muchas sustancias quimicas se pro-
ducen a través de mecanismos similares a los organismos

superiores™.

- La tasa de crecimiento de los microorganismos es ele-
vada y el ciclo de vida corto, lo que hace que los ensa-
yos sean mas rapidos.

- Los microorganismos son de facil manipulacién, y su cre-
cimiento y mantenimiento mas econémicos.

- El gran nimero de individuos utilizados en cada test ofre-
ce ventajas estadisticas sobre otros ensayos en los que
el nimero de individuos es menor. En los ensayos micro-
biolégicos hay contenida una suspension biologica con
mas de un millén de individuos por mililitro.
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Figura 1. Bacterias en el fango activo. (A) Bacterias de morfologia bacilar en disolucién in vivo. 400X, campo cla-
ro. (B) Bacterias filamentosas en disolucién del género Flexibacter in vivo. 100X, campo claro. (C) Zoogloea sp.,
bacteria implicada en la formacién del fléculo de fango activo in vivo. 400X, campo claro. (D) Fléculo de fango
activo en cuya estructura se distingue a la bacteria Zoogloea sp. (—). 100X, campo claro. (E) Bacterias filamen-
tosas formando puentes interfloculares y proyectandose de los fléculos (Tipo 1701, «Nocardia amarae like orga-
nisms» [NALO] o mas recientemente «Gordonia amarae like organisms» [GALO] y Tipo 021N). Tincién Gram, 1000X,
campo claro. (F) Bacterias floculantes acumuladoras de polifosfato junto a filamentos Neisser negativos. Tincién
Neisser, 1000X, campo claro. (G) Colonia de bacterias nitrificantes en fango activo procedente de un sistema con
eliminacion de nutrientes. Tincién Gram, 1000X, campo claro. (H) Bacterias helicoidales del grupo de los espiri-
los y espiroquetas (—). Tincién Gram, 1000X, campo claro.
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TABLA |

Ensayos microbiolégicos de deteccion de la toxicidad.

Método/ Parametro indicador

Autores

Test de inhibicion del crecimiento bacteriano (Pseudomonas putida)

(4)

Broecker y Zahn
Slabbert y Venter®

Test de genotoxicidad

Slabbert y Venter”
Ono et al.*”
Takigami et al.”"
Castillo et al.™

Test de inhibicion de la bioluminiscencia de Vibrio fischer
(MICROTOX", TOXALERT"® y LUMISTOX®)

Grau y Da-Rin"
Gutiérrez et al."
Ricco et al."”
Hoffmann y Christofi
Tisler y Zagorc-Koncan
Tonkes et al.”

Castillo et al.*”

Dalzell et al.””
Bogaerts et al.”

Chen et a/.”
Farré et al.™
Jennings et al.
Freitas dos Santos et al.””

an

(22)

@

Test de inhibicién de la bioluminiscencia (microorganismos
manipulados genéticamente del fango activo)

(11,16}
.

Kelly et a
Ren y Frymier"®
Guetal™™

Test de inhibicién de la produccién de ATP (luminiscencia)

Dalzell y Christofi™®
Dalzell et al.””

Test de inhibicion de la actividad enzimatica deshidrogenasa

Awong et al.*

Anderson et a
Kim et al.*"
Isac™
Caravelli et al.

I 30

(36)

Test de inhibicion de la nitrificacién

Jénsson et al.®
Ren y Frymier"”
Andreadakis et al.*”
Dalzell et al.*”

Christofi et al."”

Test de inhibicién del consumo de oxigeno del fango activo

Gutiérrez et al.™
Ricco et al.™
15}

Ren y Frymier

Kelly et af.™

Dalzell et al.”™”

Madoni et al.®®

Coello et al.™

Isac™

Nirmalakhandan et al.™

Liac et al.®™
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- Este tipo de sistemas permite abordar situaciones més
complejas que en el caso de ensayos que emplean orga-
nismos de niveles troficos superiores. Este es el caso de
la evaluacion de los cambios en la diversidad de las pobla-
ciones de un fango activo®.

Los auténticos influentes industriales contienen una mez-
cla de productos quimicos que pueden interactuar de dis-
tinta manera y con distintos efectos entre si (sinérgicos,
antagonicos o aditivos), los cuales han sido estudiados
gracias a los ensayos microbioldgicos, como en el caso
de los metales pesados®*. Y es que, cuanto mas com-
plejo es el sistema, también lo es el estudio analitico para
la deteccidn y expresién tanto de los efectos toxicos/inhi-
bitorios sobre los organismos, como los cambios quimi-
cos ocurridos en los téxicos por transformaciones quimi-
cas como volatilizacién, biodegradacion, concentracion,
etc.™

En cualquier caso, los ensayos microbioldgicos presentan
los inconvenientes propios de trabajar con un sistema vivo,
es decir, los resultados estan sujetos a una gran varianza
gue, en muchas ocasiones, no es controlable. Los siste-
mas biolégicos son conocidos por la falta de unicidad en
la respuesta debido a diferencias en los estados fisiologi-
cos de los microorganismos. Una de las formas para mini-
mizar esta desventaja es precisamente la utilizacion de
microorganismos, fundamentalmente bacterias.

La busqueda de biotests rapidos, sencillos y econémicos,
que permitan de manera simultanea la puesta en marcha
de una bateria o serie de ensayos en la que unos tests pue-
dan complementar a otros, ha llevado durante los tltimos
afos a un gran desarrollo de los ensayos microbiolégicos
en sus distintas variantes®"****. Dichas variantes, con apli-
cacion al campo de las aguas residuales, incluyen:

- El empleo de métodos directos de cuantificacion de la
biomasa (por ejemplo, agentes fluorocromos).

- El empleo de métodos indirectos de cuantificacién de la
biomasa, es decir, determinacion de la actividad biol6-
gica a través de actividades enzimaticas (ATPasa, des-
hidrogenasa, fosfatasa, ureasa, esterasa, catalasa, etc.).

- La determinacién de la tasa de consumo/produccion de
un sustrato (tasa de utilizacién de amonio, AUR; tasa de
respiracion, OUR; tasa de respiracion especifica, SOUR;
tasa de utilizacion de nitrato, NUR).

- Estimacién de componentes celulares (por ejemplo, ATP).
= Inhibicién de la bicluminiscencia

- Medidas in situ y aplicaciones de técnicas moleculares
(FISH —fluorescent in situ hybridization-, microsensores,
etc.).

- La medida directa de los efectos toxicos o inhibitorios
sobre las tasas de crecimiento de cultivos puros o mix-
tos (por ejemplo, Tetrahymena pyriformis).

En la mayoria de estos ensayos, se evallan caracteristi-
cas bioquimicas, fisiolégicas, tasas de crecimiento, etc.,
de cultivos bacterianos puros o mixtos. En algunas oca-
siones, el ensayo de la toxicidad se realiza sobre la pro-
pia suspension de fango activo®™ ™ %3 %A myien.
tras que en otras, bacterias aisladas del mismo son
posteriormente cultivadas como en el caso del ensayo
POLYTOX®",

Aunque las bacterias constituyen aproximadamente el 95%
de la materia seca suspendida presente en una muestra
de fango activo™, no son los tnicos integrantes del com-

ponente bidtico de un sistema de lodos activados. El res-
tante 5% lo forman protozoos, organismos presentes en
una proporcién media de 50.000 individuos por mililitro, y
cuyas implicaciones en el proceso de floculacién y de regu-
lacion de las poblaciones bacterianas en el reactor son
muy importantes”™’. Los micrometazoos, aunque muy mino-
ritariamente, son también componentes de la biomasa de
estos sistemas de depuracién™. Si bien existen ensayos
de toxicidad que emplean micrometazoos, tal es el caso
de los rotiferos™, constituyen una parte minoritaria de este
ecosistema y se considera que la principal respuesta a
evaluar es la ofrecida por las poblaciones de bacterias
heterétrofas y protozoos.

3. LOS PROTOZO0OS COMO MICROORGANISMOS
«TIPO» EN LOS ESTUDIOS DE TOXICIDAD

Los protozoos son excelentes indicadores de la contami-
nacioén y de las condiciones medioambientales en siste-
mas acuaticos™ “ ., Si en una EDAR son empleados para
conocer las condiciones de funcionamiento del proceso
depurador”, experiencias llevadas a cabo en pilotos ponen
de manifiesto el interesante papel de esta comunidad en
los estudios de toxicidad®. Independientemente del sis-
tema de estudio, un descenso de la diversidad en los gru-
pos de ciliados que constituyen el ecosistema fangos acti-
vos (Figura 2), un desequilibrio en la diversidad global, o
un descenso en la densidad total, son circunstancias que
indican condiciones limitantes tales como la presencia de
sustancias toxicas en el influente™****", fluctuaciones en
la carga organica™, etc.

Ademas de ser organismos sensibles a las condiciones del
medio, retinen requerimientos muy deseables para ser
empleados en bioensayos: son facilmente cultivables y de
sencillo manejo en el laboratorio, presentan un ciclo de
vida corto, etc. Ademas de la gran sensibilidad de estos
microorganismos a los téxicos, el cada vez mayor cono-
cimiento de los mecanismos de resistencia a la toxicidad
(sintesis de metalotioneinas, adsorcion externa, etc.), pro-
porcionado por los estudios de citotoxicidad de ciertas
especies de ciliados frecuentes en fangos activos®, augu-
ran un buen futuro para estos microorganismos en apli-
caciones como los biosensores.

Otros autores presentan trabajos en los que los «organis-
mos-test» son protozoos ciliados de agua dulce, aislados
y cultivados en laboratorio, sobre los que se realizan ensa-
yos de toxicidad aguda a distintos metales pesados y de
los que se obtienen distintas sensibilidades al metal en
funcion de la especie protista® *®. En esta misma linea,
aunque tomando como material biolégico el propio fango
activo de un reactor, y con él su poblacion protozoaria, ha
podido estudiarse la toxicidad de diversos metales pesa-
dos sobre la biomasa de un sistema de tratamiento biolé-
gico™ ™", Diversos estudios han puesto de manifiesto que,
en el caso de algunos metales, la sensibilidad de la pobla-
cion protista era superior a la de las bacterias heterétro-
fas. En ellos, la respuesta de la poblacion de protozoos se
midid y comparé con la de bacterias en términos de la acti-
vidad enzimética deshidrogenasa y de la tasa de consu-
mo de oxigeno™ **®,

El protozoo Tetrahymena pyriformis ha sido empleado
durante las Gltimas décadas en estudios de toxicidad y fue
el primero en ser cultivado bajo condiciones de laborato-
rio. Sobre él se han llevado a cabo ensayos de distinta
naturaleza: de crecimiento, de viabilidad/mortalidad, con-
tenido en ATP, actividad fosfatasa acida, actividad este-
rasa, actividad respiratoria medida con colorantes redox
o como medida del consumo de oxigeno, etec.® ™ * ¥ %
Los bioensayos de inhibicién del crecimiento y de morta-
lidad con estos organismos, basados en la observacion
microscopica y en la deteccién de cambios morfolégicos,
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Figura 2. Protistas en el «ecosistema fango activo». (A) Pequefios flagelados en torno a un fléculo de oxidacién total
(Bodo s'altans). 400X, campo claro. (B) Flagelado (Peranema sp). 400X, campo claro. (C) Ameba testacea (Arcella sp.)
de perfil sobre floculo de fango. 400X, campo claro. (D) Oligohimendéforo peniculino (Paramecium sp.). 400X, campo
claro. (E) Espirotrico esticotrico (Euplotes sp.) de perfil sobre fléculo. 400X, campo claro. (F) Heterotrico (Stentor sp.).

400X, carlnpo claro. (G) Oligohimendéforo peritrico (Epistylis sp.). 400X, campo claro. (H) Filofaringeo chilodonélido. 400X
campo claro. ,
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presentan importantes limitaciones en el caso de algunos
toxicos™ *, ante los que resulta dificil establecer la fron-
tera entre la falta de motilidad y la muerte celular. En situa-
ciones como ésta, la microscopia optica se muestra insu-
ficiente.

Avances en la microscopia de epifluorescencia y el desa-
rrollo de nuevos fluorocromos permiten realizar dobles
marcajes en los que se combina la deteccion de una deter-
minada actividad enzimatica sobre el total de la poblacién
de células marcadas™ . Ademas, el empleo de métodos
basados en la fluorescencia permite la adaptacién de nue-
vas técnicas como la citometria de flujo o el analisis digi-
tal de imagenes, que permiten procesar las muestras rapi-
damente y evaluar los efectos de citotoxicidad sobre los
protozoos.

4. ENSAYOS MICROBIOLOGICOS DE
DETECCION DE LA TOXICIDAD
DE APLICACION A SISTEMAS DE
DEPURACION DE AGUAS RESIDUALES

4.1. Inhibicién de la nitrificacién

Un grupo de enzimas de actividad muy especifica es el
implicado en los procesos de nitrificacion, asociado fre-
cuentemente so6lo con los géneros bacterianos
Nitrosomonas y Nitrobacter. Sin embargo, estudios filo-
genéticos han demostrado que son mas los grupos de
organismos implicados en la oxidacién del amonio a nitri-
to y del nitrito a nitrato, y que su abundancia relativa podria
estar relacionada con los niveles de amonio y nitrito pre-
sentes en el medio™*

La gran sensibilidad de este grupo bacteriano ha llevado
a contemplar la inhibicion de la nitrificacién como un para-
metro indicativo de la toxicidad global del proceso de fan-
gos activos en una gran variedad de ensayos batch®* ™.
En ciertos trabajos™ " se encuentra desarrollado un méto-
do en el que son empleados cultivos puros de
Nitrosomonas y Nitrobacter, en un procedimiento que per-
mite la evaluacion independiente de la oxidacion del amo-
nio y del nitrito, ante la presencia de una sustancia poten-
cialmente téxica. En este caso, la inhibicion enzimatica se
cuantifica a través de las tasas de consumo de los sus-
tratos, amonio y nitrito, que son comparadas con las del
ensayo control.

Trabajos recientes™”, en los que se combinan distintas
medidas de la toxicidad, han ensayado la inhibicién de la
nitrificacion de un fango activo mediante la determinacién
del amonio acumulado y la reduccién de los niveles de
nitrato®. En este trabajo se concluye que este método es
apropiado para la deteccion de toxicidad, pero no para la
medida exacta de la inhibicion de la nitrificacién, para cuyo
fin remite a otras publicaciones.

Un estudio comparativo entre los métodos anteriormente
expuestos® * mostré que el mayor nivel de correlacion es
el existente entre el ensayo que emplea a Nitrosomonas
sp. en cultivo puro y el basado en el empleo de la sus-
pensién de fango activo enriquecida en esta poblacion
bacteriana®™. Otros autores"” concluyen que la inhibicién
de la actividad nitrificante de una suspensién enriquecida
en Nitrosomonas sp., cuando se combina con otro ensa-
yo de tipo microbiolégico que aporta informacién com-
plementaria (ensayo de bioluminiscencia con Shk1, POLY-
TOX®, inhibicion respiratoria del fango activo o ensayo de
inhibicién del crecimiento con Tetrahymena), es un ensa-
yo apropiado para la evaluacion de la toxicidad sobre un
sistema de fangos activos.

La gran sensibilidad de los organismos nitrificantes a los
toxicos es una razén para que estos ensayos microbiol6-
gicos hayan sido adaptados al campo de los biosenso-

res*®. En una de sus aplicaciones®’, se presenta un sis-
tema biosensor en el que la inhibicién de la oxidacion de
Nitrosomonas europaea es empleada como medida de la
inhibicion respiratoria. De hecho, una alternativa a los pro-
cedimientos anteriormente expuestos es la determinacion
respirométrica de la inhibicién del proceso de nitrificacion.
Puesto que la nitrificacion se realiza por oxidacion y con-
sumo de oxigeno, ésta puede medirse separando la res-
piracién o consumo de oxigeno efectuado por la biomasa
autétrofa, de la respiracion efectuada por la biomasa hete-
rétrofa. En algunos estudios respirométricos™ se han deter-
minado las tasas maximas de crecimiento especifico de la
biomasa autétrofa, bajo condiciones inhibitorias inducidas
por toxicos (metales pesados y compuestos organicos),
asi como bajo condiciones de «normalidad». La ventaja,
nuevamente, es que la toxicidad es evaluada sobre la pro-
pia biomasa del reactor.

4.2. Ensayos de bioluminiscencia con Vibrio fischeri

Los ensayos de bioluminiscencia basados en la bacteria mari-
na Vibrio fischeri (anteriormente Photobacterium phospho-
reum) son los ensayos de toxicidad bacteriana mas extendi-
dos y ampliamente comercializados (MICROTOX®,
TOXALERT® y LUMISTOX®) (Tabla I). Este organismo emite
luz mediante una reaccion que implica una enzima lucifera-
sa bacteriana acoplada a la respiracién mediante NADH y fla-
vin nucledtidos. La deteccién de la toxicidad se basa en la
reduccién de la luz emitida y no en la muerte del organismo
tras su contacto con el toxico. La bioluminiscencia esta en
clara dependencia con el estado metabdlico de la célula, de
manera que el dafno inducido por un téxico al nivel celular
que sea (enzimatico, pared o membrana celular, transporte
electrénico, etc.), repercutira sobre el estado celular y se
manifestara como un descenso de la bioluminiscencia.

Su resultado se presenta como la ECs (concentracion efec-
tiva media), es decir, la concentracién de téxico capaz de
reducir la intensidad de la luz emitida en un 50%. Pero, tal
y como propuso la Agencia de Proteccion Medioambiental
Norteamericana (USEPA, United States Environmental
Protection Agency), este resultado también puede ser
expresado en términos de «unidades de toxicidad» (TU,
toxic unit), que se relaciona con la ECs de la siguiente
manera: TUs; = 100/ECs.

La bioluminiscencia ha sido aplicada en la deteccién de la
toxicidad de efluentes industriales y compuestos quimi-
€oS organicos e inorganicos, en comparacion con otros
sistemas y en sus distintas variantes"* '* 1% #7017
Ademas de V. fischeri, nuevas estirpes bacterianas obte-
nidas mediante ingenieria genética a partir de especies
como Pseudomonas putida o Escherichia coli, con capa-
cidad luminiscente (por ejemplo, P. fluorescens), han sido
empleadas en el ensayo de la toxicidad de diversas aguas
residuales™ ' "™ gj bien la respuesta de la estirpe
Shk1 sigue un mecanismo similar a la de V. fischeri, en el
que la toxicidad se manifiesta como una disminucién de
la luminiscencia” '™ "*™, en otros microorganismos mani-
pulados genéticamente la presencia del operén JuxCDABE
y la activacion de los genes Jux, dan lugar a una induccion
de la luminiscencia ante la presencia de ciertos téxicos™ ™.
En este segundo caso, la incorporacion de genes Jux codi-
ficadores de luciferasas bacterianas, fusionados a pro-
motores del sistema de reparacion del ADN (recA, recN,
uvrA, etc.), permiten la activacién de éstos con la conse-
cuente emisién de luminiscencia ante la presencia de agen-
tes genotoxicos. Es decir, se utilizan promotores de estrés
como sensores de toxicidad.

El empleo de la bioluminiscencia como ensayo de la toxi-
cidad esta extendiéndose a otro tipo de aplicaciones, como
la de sistemas biosensores con aplicacion a los estudios
de seguimiento medioambiental y a sistemas disefiados
especificamente para estudios de toxicidad™ "™ ™™™,
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Ese es el caso de algunos autores™’”, los cuales desa-
rrollaron un sistema de control de la toxicidad dispuesto
en dos canales o reactores: en el primero de ellos se esti-
mula el crecimiento de la estirpe bacteriana con capaci-
dad bioluminiscente y en el segundo se produce la expo-
sicion de las células al toxico que, dependiendo del
mecanismo de respuesta del microorganismo ante la toxi-
cidad, sera de inhibicién o activacion de la bioluminiscen-
cia. Otros autores realizaron un estudio comparativo entre
los resultados obtenidos con sensores bioluminiscentes
inmovilizados en microplacas y los datos obtenidos en un
estudio de toxicidad con Daphnia magna™.

Un caso aparte dentro de los ensayos in vitro de biolumi-
niscencia es la medida del ATP mediante la técnica basa-
da en la reaccion luciferina-luciferasa®. Entre sus aplica-
ciones, esta determinacién indirecta de la biomasa ha sido
empleada en la deteccién de la toxicidad de distintos com-
puestos o efluentes industriales sobre fangos activos®™ .
Sin embargo, si bien la cuantificacion del ATP se consi-
dera un ensayo adecuado para la determinacion de la acti-
vidad biologica, el método bioluminiscente de cuantifica-
cion de este componente celular se muestra mas complejo
y menos apropiado que los ensayos biocluminiscentes que
emplean células enteras™”,

4.3. Nuevos avances en el campo de la técnica
y la biotecnologia: Biosensores

Los biosensores son instrumentos analiticos que trans-
forman procesos bioldgicos en sefales eléctricas. Para
ello, constan de un material biol6gico inmovilizado (super-
ficie detectora) en intimo contacto con un sistema trans-
ductor adecuado, que convierte una sefial bioquimica en
una senal eléctrica cuantificable.

Desde el punto de vista medioambiental y de los estudios
de toxicidad, son tres las principales aplicaciones de un
biosensor: (1) La deteccién de contaminantes especificos,
para lo que suelen utilizarse preferentemente mecanismos
de alta especificidad como los enzimaticos y los anti-
cuerpos monoclonales. (2) La deteccién de cambios medio-
ambientales inespecificos, con frecuencia adaptados a
mecanismos de control on-fine, en los que se emplean bio-
sensores de célula entera y enzimaticos. (3) La deteccion
de los efectos toxicos de contaminantes y la cuantifica-
cion de los cambios medioambientales producidos, para
lo gue suele ser frecuente la incorporacién de células bac-
terianas a la superficie detectora del sensor” ™,

Para los estudios de toxicidad, pues, el desarrollo de un
biosensor requiere de la identificacion de un sistema bio-
légico capaz de detectar adecuadamente cambios en el
medio ambiente con efectos perturbadores sobre el com-
ponente bioldgico, asi como que dicho sistema biologico
pueda ser incorporado al propio sensor. Una vez ocurrida

la reaccion biol6gica, la senal eléctrica obtenida se com-
para con una sefal de referencia, normalmente producida
por un sistema biologico similar colocado en un medio que
carece de la sustancia potencialmente téxica. La diferen-
cia entre ambas sefales es amplificada, procesada y mos-
trada o almacenada™ (Figura 3).
Los biosensores basados en enzimas purificadas han sido
los mas ampliamente utilizados en estudios medioam-
bientales dada la gran especificidad analitica y de activi-
dades (6xido-reductasas e hidrolasas, principalmente).
Pese a estas ventajas, las enzimas purificadas son caras
e inestables, a lo que se suma que el 90% de las enzimas
conocidas son intracelulares™. Ademas, este tipo de apro-
ximacién requiere, en algunas ocasiones, que tanto el con-
taminante como la sensibilidad del sistema enzimético
seleccionado hacia dicho contaminante sean conocidos.
En oftras, la interaccion irreversible entre algunos analitos
y sus enzimas inactivan el material activo del sensor que
ha de ser regenerado. En este sentido, el empleo de célu-
las enteras, tanto viables como no viables, es una alter-
nativa en el caso de algunos procesos industriales.
Las células enteras presentan un mayor campo de res-
puestas ante un incidente de toxicidad aguda producido
por un agente desconocido, lo que en cierta forma las capa-
cita para ser empleadas en el control on-line™.
El empleo de células no viables se produce en situaciones
en las que simplemente se persigue el empleo de éstas
como almacén de enzimas intracelulares, recurriéndose
entonces a técnicas de permeabilizacién celular™.,
Las células viables se emplean principalmente cuando la
capacidad de asimilacion de los microorganismos se toma
como un indicador de la actividad metabdlica (por ejem-
plo, respiratoria). En la aplicacion de este tipo de sensor
microbiano™ *", el cual emplea células enteras, los orga-
nismos utilizados son Bacillus sp. y Trichosporon cuta-
neum, respectivamente, inmovilizados sobre un electrodo
de oxigeno en un sistema acondicionado para la determi-
nacion de la DBO (demanda bioquimica de oxigeno), con
un tiempo de respuesta inferior a 1 minuto. P. putida tam-
bién ha sido empleada en un sistema biosensor de estas
caracteristicas, cuya aplicacion es, nuevamente, la medi-
da de la DBO en muestras biolégicas de baja carga con-
taminante (masas de agua dulce)™.
Los sistemas biosensores que emplean células enteras
también han sido evaluados para estudiar la toxicidad de
distintos efluentes industriales en EDAR™*,
El sensor amperimétrico (CellSense) utiliza a Escherichia
coli y permite determinar las corrientes asociadas a los
electrones involucrados en los procesos redox, principal-
mente respiratorios, y en el que el efecto téxico de los con-
taminantes es estimado rdpidamente como un cambio en
la magnitud de dicha corriente de transporte electrénico™
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Figura 3. Configuracion de un biosensor (En: Rawson, 1998).
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Este sensor se aplicé en muestras de aguas residuales y
compuestos organicos con buenos resultados™ . En otros
estudios también se ha empleado el biosensor CellSense,
aunque los microorganismos empleados como sensores
han sido tres: P. putida, microorganismos del fango acti-
vo y V. fischer™ i. Estos autores compararon los resulta-
dos obtenidos con el método TOXALERT® 10 (V. fischeri)
y un método de medida indirecta de la respiracion en 96
microplacas a través de la reduccion de sales de tetrazo-
lio (Biolog MT2%). Si bien los autogl;es reconocen la mayor
idoneidad del sistema Biolog MT2", al utilizar el propio fan-
go activo, los resultados cuantitativos mas consistentes
fueron aportados por el TOXALERT® 10 que, ademds, pre-
sentd mejor reproducibilidad y repetitividad.

Este mismo planteamiento es el seguido por otros auto-
res, quienes describen un sensor para la medida de la toxi-
cidad basado en la inhibicidén respiratoria que, en la linea
del procedimiento deseable, emplea como microorganis-
mo a una bacteria aislada del propio sistema de depura-
cion en el que se pretende evaluar la toxicidad de varios
compuestos®’. En este sistema, cuando se produce inhi-
bicién respiratoria por toxicidad, una mayor cantidad de
oxigeno es capaz de cruzar la membrana del biosensor,
afectando a las reacciones de éxido-reduccién que ocu-
rren en la membrana. Este sensor demostré un importan-
te grado de correlacién con parametros de uso tradicio-
nal como la medida del oxigeno disuelto en su aplicacién
al célculo de la tasa de respiracion.

A diferencia con otros sensores basados en la medida
amperimétrica del oxigeno"” ™™, en otros estudios™ se
propone un sistema fundamentado en la medida on-line
del CO: producido en forma gaseosa, con la valiosa incor-
poracion de biomasa del fango activo dispuesta sobre un
pequeiio reactor de lecho fluidizado.

En los Gltimos anos, la metodologia mas comunmente desa-
rrollada para el seguimiento y control de EDAR es la res-
pirometria, en sus distintas variantes®.

Los sistemas biosensores basados en la luminiscencia
natural de algunos microorganismos como V. fischeri o
Photorhabdus luminescens o en la bioluminiscencia de
microorganismos manipulados genéticamente, constitu-
yen otra alternativa. Estos sistemas suelen estar dirigidos
al control de contaminantes organicos (por ejemplo, pes-
ticidas) o metales pesados. En algunos casos, se basan
en la construccion de un plasmido en el que los genes
codificadores de la luciferasa estan controlados por un
promotor que reconoce al analito de interés. Cuando los
microorganismos metabolizan el contaminante, el meca-
nismo de control genético pone en marcha la sintesis de
la enzima luciferasa, que produce luz que es cuantificada
por un luminémetro™ ™,

Los biosensores representan una linea muy interesante de
la biotecnologia pero, a pesar de ello, todavia no han alcan-
zado todo su potencial en el campo de la evaluacion de la
toxicidad.

Con aplicacién a la deteccion y seguimiento de conta-
minantes en aguas residuales, pero sin aplicacion direc-
ta a la evaluacion de la toxicidad, los sensores quimicos
aportan informacion muy valiosa, con posibilidades de
incorporacion al control on-fine®" *. Una nueva y pro-
metedora area de aplicacion es la representada por los
biosensores especificos dirigidos a la deteccion de con-
taminantes y a su seguimiento, con aplicacién a la pro-
teccion medioambiental. Esta aplicacion, que atiende a
la creciente atencién publica, centrada en ciertos com-
puestos xenobidticos con efectos perjudiciales sobre la
salud, permitira progresos tecnolégicos que pronto deri-
varan en la evaluacion de la toxicidad y en la determi-
nacion de la respuesta bioldgica, en términos de inhibi-
cion, de procesos bioldgicos en el tratamiento de las
aguas residuales.

5. CONCLUSIONES

Uno de los principales objetivos medioambientales en el
seno de la Unién Europea es la reduccion de la contami-
nacion de las aguas superficiales causada, entre otros, por
las descargas procedentes de las plantas de tratamiento
de aguas residuales urbanas. La Directiva del Consejo de
las Comunidades Europeas de 21 de mayo de 1991 sobre
Tratamiento de Aguas Residuales Urbanas (91/271/CEE),
exige a los Estados miembros el control de las descargas
de aguas residuales procedentes de las plantas de trata-
miento, asi como sus efectos sobre el medio ambiente.
Sin embargo, la llegada de residuos potencialmente téxi-
cos a las estaciones depuradoras es una situacion habi-
tual, que obliga al tratamiento biolégico a mantener una
alta capacidad asimilativa, sometiendo a la comunidad bio-
tica a un estrés ambiental que repercute negativamente
sobre la estabilidad y eficacia del proceso. Adicionalmente,
estas descargas de origen industrial dan lugar a una serie
de subproductos resultado del proceso depurador, cuyos
efectos sobre los seres vivos no son evaluados.
Tradicionalmente, el control y caracterizacion de los efluen-
tes de depuracién, asi como de los efluentes industriales
que ingresan en planta, se han efectuado mediante para-
metros fisico-quimicos inespecificos como la DQO o DBO,
sin mas atencién a los efectos biolégicos de dichas des-
cargas.

En este trabajo se expone la necesidad de disponer de sis-
temas de ensayo que permitan determinar rapidamente la
toxicidad de un influente sobre la biomasa de un reactor,
resaltandose el papel desempefiado por los ensayos micro-
biolégicos en los Gltimos afios, los cuales han desplaza-
do a otros tests en los que los organismos empleados son
mas complejos y requieren un mantenimiento que no es
ni sencillo, ni rapido, ni econémico.

Como asi ha sido recogido ampliamente en la literatura, la
informacion derivada de aquellos ensayos de toxicidad
que no tienen como base organismos propios del siste-
ma, ha de ser complementada con la de otros en los que
si exista una base comun con el propio sistema de trata-
miento. El empleo de microorganismos para este tipo de
ensayos, especialmente bacterias, cobra especial interés
cuando dichos «microorganismos-test» admiten la posi-
bilidad de ser los mismos que los del sistema sometido a
estudio: aislados y posteriormente cultivados o, mejor atin,
el mismo cultivo biolégico. Algunos de estos ensayos que
emplean la propia suspension biclégica sobre la que se
quiere estudiar la toxicidad estan destinados a la deter-
minacién de la actividad biolégica de forma bioquimica o
cinética sobre el fango activo, mientras que otros estiman
de forma indirecta la biomasa. En el primer caso, la toxi-
cidad se mide como una reduccién de los niveles de acti-
vidad y, en el segundo, como una reduccién de la bioma-
sa viva.

Los protozoos responden a este doble criterio de utiliza-
cién, pues sus reacciones pueden ser estudiadas sobre el
cultivo biolégico, mantenidos en sus condiciones origina-
les o aislados y, posteriormente, cultivados para ser emple-
ados como «organismos-test».

También, entre los ensayos microbioldgicos con aplica-
ci6n al campo de las aguas residuales se encuentran aque-
llos que, como se indicé anteriormente, estan basados en
la respuesta de microorganismos aislados del sistema de
tratamiento (inhibicion de la nitrificacién) o manipulados
genéticamente, en los que una actividad enzimatica como
la bioluminiscente se activa o inhibe ante los dafios celu-
lares inducidos por ciertos toxicos.

La evolucion de la biotecnologia, la microtecnologia y la
automatizacion de procesos ha dado lugar al auge de los
biosensores, y a su aplicacion en la mejora del funciona-
miento y eficacia de los procesos depuradores. Algunos
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biosensores detectan el desarrollo de condiciones poco
favorables en los sistemas de tratamiento, tales como una
baja actividad metabdlica de la biomasa, mientras que
otros detectan la presencia de agentes toxicos en los
influentes a planta. En cualquier caso, los esfuerzos en
este campo deben estar dirigidos a prevenir o minimizar
el deterioro del sistema bioldgico y, aunque sus posibili-
dades no estén desarrolladas en su totalidad, retinen con-
diciones muy favorables para ser empleados en el campo
de las aguas residuales, con resultados rapidos a la vez
que precisos.
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RESUMEN

En el presente trabajo se exponen los resultados del estu-
dio de la proteccién contra la radiacién ultravioleta pro-
porcionada por dos blanqueadores opticos, de diferen-
te estructura quimica, al ser aplicados sobre tejidos de
Modal y Modal Sun. Se ha evaluado la influencia de la
estructura quimica y de la concentracion de ambos pro-
ductos. Para ello se han determinado los espectros de
absorcién de radiacién ultravioleta de ambos productos
y los espectros de transmitancia difusa de los tejidos tra-
tados con cada producto a las diferentes concentracio-
nes. Se han calculado los valores del UPF (Ultraviolet
Protection Factor) de los tejidos no tratados y tratados,
estableciendo la efectividad de cada producto en rela-
cion a su accion en las zonas UVA y UVB del espectro.

Palabras clave: Blanqueador optico. Factor de Proteccién
Ultravioleta (UPF). Radiacion ultravioleta. Transmitancia.
Tejido celulésico.

SUMMARY

The present paper shows the results of the study of two
optical brightening agents, with a different chemical struc-
ture, when applied on Modal and Modal Sun fabrics. The
influence of the chemical structure and the concentra-
tion of both products has been evaluated. To this aim the
ultraviolet absorption spectra of the products have been
determined as well as the diffuse transmittance spectra
of the fabrics treated with different concentrations of the
products. The UPF (Ultraviolet Protection Factor) of the
untreated and treated fabrics has been calculated, esta-
blishing the effectiveness of each product regarding their
action in the UVA and UVB zones of the spectrum.

Key words: Optical brightening agent. Uliraviolet
Protection Factor (UPF). Ultraviolet radiation. Diffuse
transmittance. Cellulose woven fabrics.

RESUM

En el present treball, s’exposen els resultats de I'estudi
de la protecci6 contra la radiacié ultravioleta proporcio-
nada per dos blanquejadors optics, de diferent estruc-
tura quimica, al ser aplicats a teixits de Modal i Modal
Sun. S’han avaluat la influéncia de Pestructura quimica i
de la concentracio de cada producte. Amb aquest objec-
tiu s’han determinat els espectres d’absorcio de la radia-
ci6 UV d’ambdés productes i els espectres de trans-
mitancia difosa dels teixits tractats amb cada producte
a diferents concentracions. S’han calculat els valors del
UPF (Ultraviolet Protection Factor) dels teixits tractats i
no tractats, establint I'efectivitat de cada producte en
relacié a la seva accio a les zones UVA i UVB de I'es-
pectre.

Mots clau: Blanquejador optic. Factor de Proteccio
Ultravioleta (UPF). Radiacié ultravioleta. Transmitancia.
Teixit cel-lulosic.
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