La determinacion de la biomasa es
uno de los problemas que se presenta
en muchos procesos bioldgicos.
Existen diversos métodos, directos e
indirectos, que se han desarrollado
usando técnicas fisicas y bioquimi-
cas. En este trabajo se describen algu-
nos de ellos, destacando sus ventajas
e inconvenientes.
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Determining biomass in biological
processes.
Direct and indirect methods.
Evaluation of biomass concentra-
tion is an important problem encoun-
tered in many microbial and other
bioprocesses. Many direct and indi-
rect methods have been developed
using physical and biochemical tech-
niques. In this work various methods
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ration their practical importance, use-
fulness and constrains in application.
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1. Introduccién

a determinacion de la biomasa

es una de las variables méas im-

portantes de un bioproceso, ya
que su determinacién nos lleva a la
comprension de la eficiencia del
mismo. Se trata de una variable clave
para establecer las tasas de produc-
cion, de consumo de nutrientes y el
cdlculo de los balances de masa de
cualquier proceso bioldgico.

Los métodos clasicos de deter-
minacién de biomasa son métodos
directos que se basan en el niimero
de células o en el peso celular. Los
métodos de enumeracion celular
son métodos de observacion, basa-
dos en propiedades fisicas o en la
actividad bioldgica. Actualmente
hay un gran interés en métodos al-
ternativos de determinacién de la
biomasa. Estos métodos son indi-
rectos y estiman algtin componente
celular o alguna actividad metabé-
lica especifica. No requieren el
examen visual de los organismos ni
su incubacién. En la Figura 1 se
muestra un resumen esquematico

de los distintos métodos de deter-
minacion de la biomasa.

2. Métodos directos de
determinacion de la biomasa

2.1. Métodos gravimétricos

La cantidad total de biomasa pre-
sente en una muestra puede medirse
en términos de peso seco por uni-
dad de volumen, ya sea como s6li-
dos en suspensidn totales (SST) o
solidos en suspensién volatiles
(SSV). Las células se separan del li-
quido bien por centrifugacion bien
por filtracion.

La principal desventaja de estas
técnicas es que su determinacion in-
cluye no sélo microorganismos ac-
tivos sino microorganismos muer-
tos, material inerte, polimeros ex-
tracelulares y materia orgdnica ad-
sorbida. Ademads, no puede aplicar-
se cuando los sustratos a degradar
son insolubles.

Los métodos gravimétricos son
simples, pero consumen bastante
tiempo y son poco reproducibles.
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Tasa de desaparicién de sustrato

Potencial bioquimico de produccién de metano

Fig. 1. Esquema de los distintos métodos de determinacién de la biomasa.

2.2. Métodos
espectrofotométricos

Se basan en la existencia de una
relacion directa entre el nimero to-
tal de microorganismos presentes
en una muestra y su valor de turbi-
dez. Tras la determinacion de la tur-
bidez de la suspension celular me-
diante espectrofotometria, el resul-
tado se expresa en unidades de ab-
sorbancia. Sin embargo, antes de
utilizar la turbidez como método de
recuento, hay que realizar una recta
de calibrado que relacione medidas
directas (microscépicas, por re-
cuento en placa o peso seco) con las
indirectas de la turbidez. Esta recta
contiene datos sobre el nimero de
células, permitiendo la estimacion
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de tal pardmetro a partir de una sola
medida de la turbidez.

Se trata de métodos rapidos, pero
de baja sensibilidad y que presentan
problemas de calibracién (tipo de
cultivo, medio de cultivo) y de inter-
ferencias con particulas.

2.3. Métodos microscopicos
de recuento celular en
camaras

Existen diversos tipos de cima-
ras para el recuento de microorga-
nismos tales como la camara de
Neubauer, Thoma, Biirker, Tiirk,
Fuchs-Rosenthal, Malassez, Petroff
Hauser, etc. El recuento de microor-
ganismos se realiza en la cuadricula
central de la cdmara y se multiplica

por la profundidad, obteniéndose el
nimero de microorganismos por
unidad de volumen (nimero de cé-
lulas.ml™', generalmente).

El recuento de microorganismos
en camaras no es un método muy
exacto debido a las irregularidades
en la distribucién de la muestra.
Ademds, pueden confundirse las cé-
lulas con otras formas orgdnicas e
inorgdnicas existentes en el medio y
no permite distinguir células vivas
de células muertas.

2.4. Métodos microscopicos
mediante epifluorescencia
La microscopia de epifluores-
cencia comenzd a emplearse a prin-
cipios de los 70 y hoy en dia se con-




sidera como uno de los mejores mé-
todos para la estimacion de la bio-
masa. La epifluorescencia es debida
a un agente fluorocromo, a la adi-
cién de algilin anticuerpo marcado
con fluorescencia (inmunofluores-
cencia) o a una autofluorescencia
natural debida a la existencia de al-
gun componente celular autofluo-
rescente.

Cuando la epifluorescencia se
debe a un agente fluorocromo, el
procedimiento consiste en la tincién
de las bacterias con dicho agente y
posterior recuento mediante mi-
croscopia optica con iluminacion de
epifluorescencia. Los sustratos
fluorescentes o fluorocromos que se
han empleado para la observacién
directa de bacterias se clasifican en
dos grupos. En el primero de ellos
quedarian englobados aquellos
fluorocromos que tras ser adsorbi-
dos actiian especificamente sobre
dcidos nucleicos u otros componen-
tes celulares. El segundo incluiria a
todos aquellos que tras ser sustratos
de una determinada actividad meta-
bdlica, son convertidos en molécu-
las fluorescentes.

Al primer grupo pertenecen los
principales fluorocromos utilizados
para la estimacion de la poblacién
total de una muestra: el naranja de
acridina y el 4,6-diamidino-2-feni-
lindol (DAPI). Estos fluorocromos
permiten distinguir células de parti-
culas e identificar bacterias no sélo
por su color, sino también por su
forma y tamario.

El naranja de acridina colorea
tanto el ADN como el ARN de las
c€lulas emitiendo a una longitud de
onda aproximada de 470 nm. Los
dcidos nucleicos de hebra simple se
colorean de un color naranja-rojo
fluorescente, mientras que los de
doble hebra adoptan un color verde
fluorescente. El fluorocromo DAPI
es un colorante especifico del ADN
y su pico de excitacién se encuentra
préximo a la region ultravioleta
(365 nm). A pesar de las ventajas
que supone el uso de estos fluoro-
cromos, no permiten distinguir en-
tre las células muertas, metabdlica-
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mente inactivas, y las vivas, ya que
el ADN conserva sus propiedades
incluso en células muertas.

El quelato de europio, al igual
que el naranja de acridina o el DA-
PI, es un colorante especifico de
dcidos nucleicos. Otros fluorocro-
mos como las sales de magnesio
del dcido 1-anilino-8-naftalensul-
fénico (Mg-ANS) tifien principal-
mente componentes celulares co-
mo proteinas, lipidos o membranas
celulares. En cambio, el comporta-
miento de estos agentes fluorocro-
mos es el comentado anteriormen-
te, sobrestiman el ndmero de célu-
las viables al no distinguir células
vivas de muertas.

En el segundo grupo quedarian
englobados fluorocromos como el
cloruro de 5-ciano-2,3-ditolil te-
trazolio (CTC, Rodriguez et al.,
1992) 6 el 5- (y 6-) diacetato de
sulfofluoresceina (SFDA, Tsuji et
al., 1995). Ambos fluorocromos, a
diferencia con los anteriores, dis-
tinguen bacterias metabdlicamen-
te activas de las que no lo son me-
diante la observacién microscopi-
ca del producto fluorescente resul-
tado de la actividad metabdlica pa-
ra la que son especificos. En el ca-
s0 del CTC la actividad metabdlica
es la respiratoria y en el del SFDA
es la actividad esterasa. La epi-
fluorescencia basada en fluorocro-
mos como el CTC y el SFDA pon-
dra de manifiesto aquellos micro-
organismos en los cuales estén
presentes dichas actividades meta-
bélicas, pero sin cuantificarlas.
Salvando este obstdculo se en-
cuentran las medidas bioquimicas
de determinacién indirecta de la
biomasa, que si cuantifican activi-
dades metabdlicas.

La epifluorescencia es un méto-
do simple y rdpido. No obstante, su
reproducibilidad estd cuestionada y
necesita un equipamiento relativa-
mente caro.

La fluorescencia mediante anti-
cuerpos marcados con agentes fluo-
rescentes estd basada en las propie-
dades inmunoldgicas de las células.
Es una técnica muy sensible y espe-

La epifluorescencia

es un método

simple

y rdpido

cifica, y puede realizarse in situ.
También puede llevarse a cabo me-
diante hibridacion de sondas fluo-
rescentes de ADN o ARN (Fluores-
cent in situ hybridization, FISH),
cada vez mds utilizadas en Ecologia
Microbiana.

2.5 Métodos de siembra

El recuento de microorganis-
mos viables se fundamenta en la
capacidad de dichas células via-
bles de desarrollar una colonia vi-
sible en un medio de cultivo apro-
piado. En los recuentos en placa
por vertido, un volumen de 0,1-1
ml de la suspensién microbiolgi-
ca se mezcla con el medio de culti-
vo fundido y parcialmente enfria-
do en una placa de Petri. En los re-
cuentos en placa por siembra en
superficie, se extiende un volumen
de aproximadamente 0,1 ml de la
suspension sobre la superficie del
medio de cultivo. Los resultados
de los recuentos en placa se expre-
san como unidades formadoras de
colonia (UFC) por unidad de volu-
men de la suspensién microbiol6-
gica. Para que el recuento sea esta-
disticamente significativo, el nd-
mero de colonias deberd estar
comprendido entre 30 y 300 colo-
nias. En el caso de muestras muy
diluidas se puede emplear la filtra-
cion de membrana, en la que tras la
filtracién de la muestra es el filtro
el que es colocado finalmente so-
bre el agar (Atlas, 1992).

Otro tipo de recuentos los consti-
tuyen aquellos que emplean un me-
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dio de cultivo liquido como es el ca-
so de la estimacion del nimero mds
probable (NMP).

El recuento de microorganismos
viables se fundamenta en el desarro-
llo de una colonia visible a partir de
cada organismo viable. El principal
problema de este método es que no
todas las bacterias presentes en una
muestra pueden crecer en el medio y
las condiciones de cultivo seleccio-
nado. Suelen ser, por tanto, métodos
infraestimativos y estadisticamente
cuestionables (Lazarova y Manem,
1995).

3. Métodos indirectos de
determinacion de la
biomasa

Estos métodos se basan funda-
mentalmente en la determinacion
de algtin componente celular espe-
cifico, en la cuantificacion de algu-
na actividad enzimdatica (métodos
bioquimicos) o en la medida de
consumo de sustrato o de la forma-
cién de algun producto (métodos
cinéticos). También se incluyen en
este apartado algunos métodos fisi-
coquimicos.

Los métodos bioquimicos y ciné-
ticos determinan, mds que la viabili-
dad de las bacterias la actividad ya
que dependen mds del estado meta-
bolico de los microorganismos que
del nimero de individuos.

3.1. Componentes celulares

especificos
Cualquier componente celular

seleccionado para la estimacion de
la biomasa viva de una muestra de-
be responder a tres criterios funda-
mentales:

e Estar presente unicamente en cé-
lulas vivas.

e Ser rdpidamente degradado
cuando las células mueran.

e Serrelativamente constante en
concentracion respecto a cam-
bios en el estado fisioldgico celu-
lar y entre distintas especies.
Hasta el momento, no existe nin-

gun componente celular que cumpla

estos tres requerimientos. Sin em-
bargo, los mas adecuados para esti-
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mar biomasa viva son los acidos nu-
cleicos, las proteinas, los polisacdri-
dos, los lipidos y el ATP.

3.1.1. Acidos nucleicos

El ADN y el ARN son dos com-
ponentes de las bacterias cuya sinte-
sis es proporcional a la tasa de creci-
miento. Mientras que las concentra-
ciones de ARN varfan considerable-
mente con el estado fisioldgico ce-
lular, la cantidad de ADN es relati-
vamente mds constante.

La cantidad de ADN se determi-
na mediante espectrofotometria,
tras su extraccion y purificacion.
Existen diversas técnicas, si bien
presentan la desventaja de que los
procedimientos de purificacion son
complejos, con diversas interferen-
cias y bastante costosos.

3.1.2. Proteinas

Existen varias técnicas para el
andlisis de proteinas totales de una
muestra biol6gica. Algunos estdn
muy extendidos y se caracterizan
por su sensibilidad, rapidez y sim-
plicidad. Es el caso de las técnicas
de Lowry etal. (1951) y Bradford
(1976).

La principal desventaja de la de-
terminacion de proteinas es que su
cantidad en las c€lulas estd sujeta a
fuertes variaciones debido, funda-
mentalmente, a cambios en las con-
diciones fisicoquimicas y al estado
fisiolégico celular.

3.1.3. Polisacaridos

La mayorfa de las células proca-
riotas contienen dcido murdamico
(un peptidoglicano) como compo-
nente de la pared celular. Existen
varias técnicas para la determina-
cion del acido murdmico en mues-
tras que contengan microorganis-
mos. Todas ellas se basan en la con-
version del dcido murdmico a lac-
tato, seguida del andlisis enzimati-
co o0 quimico de la concentracién
de lactato. El dcido murdmico se
extrae de las células mediante una
hidrélisis alcalina y se purifica
posteriormente mediante cromato-
grafia de intercambio idnico. Otros

andalisis mds sensibles necesitan del
uso de cromatografia liquida
(HPLC) o gaseosa (GC). Todas es-
tas técnicas son laboriosas, muy
largas y necesitan de un equipa-
miento caro (Figura 2).

3.1.4. Lipidos

Los lipidos son un componente
fundamental de las membranas ce-
lulares. Su determinacion para la es-
timacién de la biomasa de una po-
blacion bacteriana ofrece muchas
ventajas sobre otros métodos. La
principal ventaja es su alto conteni-
do especifico y que se encuentran en
cantidades relativamente constan-
tes. Otra ventaja muy importante es
que los lipidos no forman parte de
las reservas celulares y se degradan
rapidamente durante la lisis bacte-
riana. Aproximadamente, entre un
90-98% de los lipidos de las mem-
branas celulares estd en forma de
fosfolipidos (Lazarova y Manem,
1995).

Las técnicas de analisis se basan,
fundamentalmente, en la extraccion
celular de los fosfolipidos con un di-
solvente organico, su posterior hi-
drolisis dcida para liberar el fosfato
y, por ultimo, la determinacién co-
lorimétrica de éste. Son técnicas re-
lativamente sencillas, reproducibles
y sensibles (de 0,1 a 1 nmol de fos-
fato; Findlay et al., 1989).

3.1.5. Trifosfato de
adenosina o ATP

El ATP presenta las ventajas de
ser un componente bioquimico cen-
tral presente en todos los microor-
ganismos y especifico de los micro-
organismos vivos, circunstancias
ambas que permiten relacionarlo
con la biomasa viva.

Una de las técnicas mds utiliza-
das para medir ATP se basa en la re-
accion luciferina-luciferasa, proce-
so responsable de la luz emitida por
las luciérnagas y que ha sido am-
pliamente estudiado. En este meca-
nismo de luminiscencia se sabe que
intervienen luciferina (fenol hetero-
ciclico, LH2), luciferasa (enzima,
E), ATP, cationes de magnesio y




oxigeno en un proceso de oxidorre-
duccion que ocurre en doble etapa:

LH,+ATP+E =~—_——>
E-LH-AMP+0O, o

Ya que por cada molécula de lu-
ciferina oxidada se emite un cuanto
de luz, la determinacion del ATP en
una muestra bioldgica puede hacer-
se mediante extraccion por ebulli-
cion en tampon Tris (hipocloruro de
tris-hidroximetil-aminoetano) del
ATP, incubacién con luciferina-lu-
ciferasa y posterior medida de la luz
producida en un fotémetro con re-
gistro.

La mayor desventaja de esta téc-
nica es la necesidad de procesar la
muestra con rapidez, ya que el estado
fisiologico de las células cambia ra-
pidamente tras la toma de muestra.

La relacion entre el ATP, el ADP
y el AMP y el contenido total de de-
soxirribonucleétidos refleja la carga
energética de las células [(ATP + 0,5
ADP)/(AMP + ADP + ATP)]. Esta
relacion puede duplicarse en s6lo
unos segundos. Algunos autores su-
gieren que la carga energética es un
valor mucho mds preciso que el
contenido absoluto de ATP ya que la
composicion celular de desoxirribu-
nucledtidos varfa con el estado fi-
sioldgico de los microorganismos:
durante el crecimiento bacteriano el
pool energético disminuye, al dis-
minuir la concentracion de ATP y

Fig. 2.Cromatégrafo liquido de alta resolucion GILSON
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aumentar las de ADP y AMP (Uh-
linder y White, 1983).

E-LH,-AMP + PPi (1
L +H,O + bioluminiscencia 2)

3.2. Métodos bioquimicos

Las medidas de alguna actividad
enzimadtica pueden considerarse co-
mo una alternativa a los métodos
tradicionales. Los ensayos enzima-
ticos son simples de realizar y sus
resultados se obtienen rdpidamente.
Ademds, el equipamiento necesario
no es ni costoso ni complejo. La ma-
yoria de las medidas de actividad
enzimdtica se realiza mediante la
conversion de sustratos especificos
a productos coloreados que son
cuantificados fotométricamente.

La principal desventaja de los
métodos bioquimicos es la varia-
cién de las actividades enzimdticas
celulares con los cambios fisiologi-
cos y que, una vez que los microor-
ganismos mueren, las enzimas libe-
radas pueden seguir activas. Entre
las distintas medidas de actividad
enzimdtica cabe destacar la activi-
dad esterasa y la actividad deshidro-
genasa.

3.2.1 Actividad esterasa

El diacetato de fluoresceina
(FDA) es un compuesto que puede
ser hidrolizado por enzimas tales
como proteasas, lipasas y estera-
sas, siendo el producto de dicha

' Por cadamolécula |
de luciferina oxidada |

se emite un cuanto |

. de luz

conversion enzimdtica la fluores-
ceina. La fluoresceina puede ser vi-
sualizada como un producto intra-
celular mediante el empleo de la
microscopia de epifluorescencia o
cuantificada mediante espectrofo-
tometria tras ser extraida con disol-
ventes orgdnicos.

El principio en el que se basa la
técnica del FDA es en el caracter hi-
drofébico del diacetato de fluores-
ceina, lo que le permite penetrar a
través de la bicapa lipidica que for-
ma la membrana celular. Una vez en
el interior celular, es convertido me-
diante la actividad esterasa en fluo-
resceina, molécula de caracter hi-
drofilico que puede ser almacenada
intracelularmente dada la baja per-
meabilidad de la membrana a ésta.
Ya que las células muertas se carac-
terizan por presentar abundantes
orificios en sus membranas, el FDA
so6lo tefiird células vivas.

EI FDA se ha empleado princi-
palmente en la determinacion de la
actividad de hongos y bacterias en
muestras de suelos. Sin embargo, se
ha encontrado que no todas las espe-
cies presentes en el suelo son sensi-
bles a esta técnica, ya sea porque el
FDA no penetra adecuadamente en
las células o porque no es bien rete-
nido. Tratando de minimizar estos
problemas, en el campo de la epi-
fluorescencia se han utilizado deri-
vados del FDA como el diacetato de
6-carboxifluoresceina (CFDA) y el
diacetato de 5- (y 6-) sulfofluores-
ceina (SFDA), este dltimo mencio-
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nado anteriormente y que por el mo-
mento se ha revelado como el mas
apropiado.

3.2.2. Actividad
deshidrogenasa (DHA)

En una muestra bioldgica, la de-
terminacion de la actividad del sis-
tema de transporte electrénico pue-
de realizarse por medida de la acti-
vidad deshidrogenasa. Todos los
microorganismos aerobios poseen
un sistema de transporte de electro-
nes activo, en el que el mds impor-
tante aceptor terminal de electrones
es el oxigeno. En la corriente princi-
pal de este transporte electrénico
participan, entre otras, las deshidro-
genasas piridin-dependientes que
necesitan NAD o NADP como co-
enzima y las deshidrogenasas fla-
vin-dependientes que contienen fla-
vin-adenin-dinucleétido (FAD) 6
flavin mononucleétido (FMN) co-
mo grupo prostético. Las deshidro-
genasas son enzimas de oxido-re-
duccién que participan en el trans-
porte de electrones desde un sustra-
to orgdnico a un aceptor final de
electrones mediante la transferencia
de hidrégeno. La determinacion de
la actividad deshidrogenasa puede
hacerse midiendo la capacidad de
los microorganismos para reducir
un indicador o colorante redox. En-
tre estos colorantes se encuentran
sales de tetrazolio tales como el clo-
ruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC) o el cloruro de 2-(p-iodofe-
nil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazo-
lio (INT). Ambas se caracterizan
por ser solubles en agua en su forma
oxidada y por formar depdsitos ce-
lulares insolubles de TTC-formazdn
e INT-formazan (Figura 3), respec-
tivamente, cuando son reducidas
por la actividad respiratoria. Estos
depdsitos rojizos de formazdn, al ser
observados microscopicamente,
permiten distinguir en muestras
acuosas las bacterias que respiran
de aquellas que no (determinacién
directa de la biomasa). O bien, el
formazdn es extraido con disolven-
tes orgdnicos y determinado espec-
trofotométricamente, permitiendo
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Figura 1.3 Vision al microscopio 6ptico (1000x) de una muestra de fango activo tratada segun el protocolo de la
INT-deshidrogenasa.

la cuantificacion de la actividad res-
piratoria de la muestra.

El TTC presenta el inconvenien-
te de su elevada sensibilidad al oxi-
geno (Chung y Neethling, 1989). El
INT no tiene esta limitacién y su uso
estd cada vez mas extendido. Sin
embargo, su precision y correlacion
con la cantidad de biomasa viva no
estd suficientemente demostrada
(Singhetal., 1994).

3.3. Métodos cinéticos

La base de estos métodos es la
medida del consumo de sustrato o
de la formacion de producto en en-
sayos en discontinuo. El ejemplo
mads tipico en microorganismos ae-
robios es la determinacién de la
DBO, que indica la biodegradabili-
dad de un sustrato en disolucién a
través del consumo de oxigeno del
medio.

3.3.1. Adaptaciones del
Respiréometro de Warburg
La tasa de consumo de oxigeno
puede ser determinada segun el
principio en el que se basa el respi-
rometro de Warburg, por el que a
temperatura y volumen constantes,
la variacion en la cantidad de un gas
puede medirse por la variacion de su
presion. En una planta piloto equi-
pada para actiar como un respiro-
metro, los microorganismos presen-

tes en la muestra metabolizan la ma-
teria orgdnica con la consecuente
disminucion del nivel de oxigeno,
que es consumido, y el aumento de
la concentracion de CO,, que es pro-
ducido. El diéxido de carbono es ad-
sorbido en una solucién de potasa,
por lo que la disminucién de la pre-
sion en este sistema cerrado es debi-
da al volumen de oxigeno consumi-
do por los microorganismos, lo cual
puede ser medido mediante un sen-
sor de presion y registrado. La re-
presentacién en el tiempo del oxige-
no disuelto (mg.I"") informa del
consumo de oxigeno, siendo la pen-
diente de larecta de ajuste 6ptimo la
tasa de consumo de oxigeno (OUR)
enmgO,.1"".h"1.

Una adaptacion del respirometro
de Warburg para medir el biogds
producido en procesos anaerobios
puede encontrarse en James et al.
(1990).

3.3.2. Tasa de respiracion
(Oxigen Uptake Rate, OUR)
El consumo de oxigeno de los
microorganismos presentes en una
muestra biolégica debido a la respi-
racién endégena de mantenimiento
celular y a la oxidacion del sustrato
orgédnico presente en dicha muestra
(en ausencia de nitrificacion), reci-
be el nombre de respiracion. Asi
pues, se denomina tasa de respira-
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Ia respiracion

: endo’gena es
' directamente
proporcional a la

concentracion de

microorganismos

cién (enmg O,.1"".h™") ala velocidad
con la que los microorganismos uti-
lizan el oxigeno en funcién a estos
dos conceptos.

La respiracién endégena, en la
prdctica, se considera que es cons-
tante a temperatura y concentracion

Fig.4. Sistema OXITOP IS6 WTW para la determinacién de DBO.

Instrumento para la medida de microorganismos fijos. Por tan-
del oxigeno to, serd directamente proporcional a
] la concentracion de microorganis-

mos presentes en la suspension bio-
l16gica, estimados como SSV.

La respiracion debida a la meta-
bolizacién del sustrato orgdnico
presente en la muestra o respira-
Electrodo de cién exdgena, serd proporcional a

oxigeno ( \ la concentracién de sustrato orgé-
nico rdpidamente biodegradable e
incluiria, si lo hubiera, el consumo
de oxigeno ocasionado por nitrifi-
I cacion.
1 La tasa de respiracion total refe-
rida a la concentracion de microor-
ganismos, expresada como SSV, es
la tasa de respiracion especifica
(SOUR). Su principal caracteristica
es que define la actividad bioldgica
en un momento dado de una bioma-
sa especifica.

La medida de la actividad biol6-
gica SOUR estd relacionada con la
relacion "alimento/microorganis-
mos" (F/M en terminologfa anglo-
sajona), ya que comprende la tasa de
= respiracion exégena (proporcional a
. la DBO) y los SSV de un cultivo
biolégico. En la Figura 5 se mues-
tra un esquema simplificado del dis-
positivo empleado para la medida
Fig.5. Dispositivo de medida del consumo de oxigeno. de consumo de oxfgeno.
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3.3.3. Tasa de desaparicion
de sustrato

Es el método méas convencional
para determinar la actividad de una
poblacién de microorganismos. La
disminucion de la concentracion de
sustrato en el tiempo puede hacerse a
través de métodos indirectos, como
la DQO o el COT, o mediante técni-
cas especificas, fundamentalmente
cromatogréficas (GC o HPLC). La
bisqueda de nuevos métodos ha lle-
vado al empleo de técnicas basadas
en el empleo de electrodos selecti-
vos, en los que el calculo de la activi-
dad de la muestra bioldgica se realiza
en base al tiempo requerido para que
ocurra el 50% de la desaparicién del
sustrato suministrado y para el que el
electrodo es especifico.

3.3.4. Potencial bioquimico
de produccion de metano
(BMP)

Esta técnica consiste en medir
con una jeringa o un frasco de Ma-
riotte relleno de agua la produccion
total de biogas (CH, y CO,) produ-
cida por un reactor anaerobio dis-
continuo.

3.5. Métodos fisicoquimicos
indirectos

La medida del COT o de la DQO
son métodos muy usados para la es-
timacion indirecta de la biomasa
suspendida o fijada. Son muy sensi-
bles y precisos, pero presentan las
mismas importantes limitaciones
que los SSTy SSV.

4. Métodos en continuo
Durante los anos 90 se han desa-
rrollado métodos cuantitativos para
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la determinacién on-line de la bio-
masa de un proceso bioldgico. Las
técnicas mas importantes se basan
en propiedades eléctricas, microca-
lorimétricas o espectrofotométricas
de los cultivos biol6gicos. Sin em-
bargo, a pesar del desarrollo tecno-
16gico, no existe un sensor ideal pa-
ra la monitorizacién en continuo de
la biomasa (Singh etal., 1994).
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