UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“Monitoreo de la acumulacién de polihidroxialcanoatos en cultivos

mixtos para tratamiento de aguas residuales”.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

INGENIERA QUIMICA

PRESENTA

Nadima Simon Legorreta

MEXICO, D.F. 2008.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente: Prof. Rodolfo Torres Barrera
Vocal: Prof. Victor Manuel Luna Pabello
Secretario Prof. Alejandro Vargas Casillas
ler. Suplente Prof. Alfonso Duran Moreno

2°. Suplente Prof. José Agustin Garcia Reynoso

Sitio en donde se desarroll6 el tema:

Coordinacion de Bioprocesos Ambientales, Instituto de Ingenieria, Universidad

Nacional Autbnoma de México, Ciudad Universitaria, México D.F.

Dr. Alejandro Vargas Casillas:

Nadima Simon Legorreta:




AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS

Agradezco a CONACYT por la beca otorgada y el apoyo financiero con niamero de
proyecto J-46097-Y.

A mi tutor el Dr. Alejandro Vargas, por su apoyo, confianza, consejos y sobre todo por
impulsarme y guiarme alcanzar mis suefios y metas.

A mis compafieras de trabajo: Monica y Nancy por darme su apoyo. A mis compafieros y
maestros de laboratorio del Instituto de Ingenieria en especial a Gloria y Jaime.

A la Institucion UNAM, en especial al Instituto de Ingenieria y Facultad de Quimica, cuyos
profesores me otorgaron grandes ensefianzas académicas y personales. Que fueron y son
pilares de lo que soy hasta el dia de hoy.

A las personas mas importantes de mi Vida FAMILIA Y AMIGOS:

Papas, gracias por darme su apoyo incondicCional, por ser mas que unos padres, son mis
amigos, companeros y complices.

Loly, mil graCias por estar ahi |as 2¢ horas, por darme |a Vida por ser mi amiga, hermana ¥
aguantar mi estrés. Te quiero.

Jaime, mi gran maestro, amigo, colega Y el que me guid hasta éste momento, para lograr
éste suefno compartido, Va por ti papi te quiere tu hifa.

A mis abuelos, tios, padrinos, Y mis primitos, en espeCial a |0S que estuvieron
apoyandome (en la universidad) en todo momento, YOshOmma» 2€ta, YUS, Alex, Vivi, Ana
Ali, etC. (GraCias amigos).

José Antohio heta mil gracCias, ho SOlO fuiste uh gran compafero de |a fac., laboratorio,
instituto, jornhada, cele, Si no un gran amigo incondicional, Y mas en mi Vida.
@hmysea.GracCias por darme tu apoyo, Carifo paciencia, tiempo Y Confianza.

A mis amigos del alma, Paty, Ana Mari, Sarai, Zaihe, Gonzalo, Carlos y otros mas que
marCaron mi Vida. GracCias por estar ahi incondiCionalmente ¥ para toda la Vida. Por
ensefiartme que la amistad es [0 mas importante del mundo, por ser [as estrellas que
guiaron mi Camino. [,os quiero y adoro.

A mis amigos y compaferos de |a escuela, en espeCial @ ROAOIFO «qs» Aha, Raul, Anhabel,
Moni, Luis, y Otros mas que representaron Una etapa importante en mi Vida, gracCias por
Compartir esos momentos.

Y por Ultimo Yy ho por eso menos especCial a Dios, por haberme permitido |ograr ser [0 gue
soy, Sin dejarme Caer.



iNDICE

1. RESUMEN. ... e 6
2. INTRODUCCION. ..., 7
2.1 Generalidades. ... ..o 4
22 Historiade [0S PHA. ... 9
2.3 Estructura y propiedades de los PHA. ... ..., 12
2.4 Biosintesis y produccion de PHA. ..., 14
2.4.1 BiOSINIESIS. .. et 14
2.4.2 BiodegradacCion. ........co.viuiinii e 16
2.4.3 Produccion de PHAS.......o e 18
2.5 Aplicaciones de los PHA. ..., 20
2.6 Reactores discontinuos secuenciales (SBR)..............ccooiii 21
2.7 Problematica y justificacién del proyecto ..o, 23
3. OBUETIVOS. ..o s 26
3.1 Objetivo global............cooii 26
3.2 ODbjetivos partiCulares. ... ..o 26
A, AP ORTES. ..o 27
5. METODOLOGIA. ..o, 28
5.1Sistema experimental............c.oooiiiiii 28
5.1.1 Sistema integral de produccion de PHA ... 28
5.1.2 Biorreactor piloto experimental de enriquecimiento selectivo............... 30
5.1.3 Operacion del biorreactor experimental ...... ... 33
5.1.4 Técnicas analiticas estandarempleadas ................cccoiiiiiiiiinn.. 36

5.1.4.1Sdlidos suspendidos volatiles (SSV) y Solidos suspendidos totales

(5351 I TSRO ERRRSURRRP 37
5.1.4.2 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiannn, 38
5.1.4.3 Determinacién de Acidos Grasos Volatiles (AGVS)...................... 39
51.4.4 EStUdiIO e CICIO. .. .eiee e 39



5.2 Técnica cuantitativa: tincion con Negro de Sudan.....................oooee. 41

5.2.1 ANtECEABNEES. ... . 41
5.2.2 DESCIIPCION. ...ttt e e e 46
5.3 Cromatografia de gases..........coviuiiiiii i 47
5.3.1 ANteCeAENTES. ... e 47
5.3.1.1 Separaciones cromatografiCas..............coceiiiiiiiiiiii i 47
5.3.1.2 Métodos cromatografiCos. ....... ..o, 48
5.3.1.3 Cromatografia de gases..........ccooiiiiiiiii 48
5.3.1.4 Extraccion y cuantificacion de PHAs por cromatografia de gases.....50
5.3.2 Descripcion del método de cuantificacion de PHA empleado............... 51
6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS. .....coovviiiieeeiiieeeee, 53
6.1 EStUdIO A€ CiClO. .. ..vie e 53
6.2 Resultados de técnicas analiticas estandar ....................cooiiiiiinn. 54
6.3 Determinacion cualitativade PHA. ... ... 57
6.4 Cuantificacion del PHA por cromatografia de gases...............c.c.oeeee. 60
7. CONCLUSIONES. . ... e 64
8. BIBLIOGRAFIA. ... .o, 66

iNDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 Estructura quimica del poli (B-hidroxibutirato).................ccoeiinnen. 8

Figura 2.2 Estructura quimica del poli (B-hidroxibutirato- co-B-hidroxivalerato)...11

Figura 2.3. Férmula de la estructura general del polihidroxialcanoato (PHA)....... 12
Figura 2.4. Celdas empacadas con inclusion en sus cuerpos de poli—[3-

hidroxibutirato (PHB) en Alcaligenes eutrophus...............cccoiiiiiiiiiiienn, 15
Figura 5.1 Esquema del sistema integral de produccion de PHA..................... 29
Figura 5.2 Diagrama del sistema experimental de produccion de PHA............. 30
Figura 5.3 Fotografia del montaje experimental...................cocooiiiinn. 32

Figura 5.4 Pantalla al usuario del programa de control automatico del SBR de
ENMIQUECIMIENTO. ... e 35



Figura 5.5 Registro de proCes0. ........c.vuiiiiiiiiii e 36

Figura 6.1 Monitoreo de los SST y SSV durante el periodo de 90 dias.............. 54
Figura 6.2 SST y SSV del tercer estudio de CiclO............cccoiiiiiiiiiiiiie, 55
Figura 6.3 Carbono Organico Total (COT)y pH......coiiiiiiiii 56
Figura 6.4 Consumo de Acidos Grasos Volatiles en el tercer ciclo.................... 57
Figura 6.5 Ausencia de PHB (objetivo 100X, barra 2.0um)...............ccoooeieeinni. 58
Figura 6.6 Muestra 1 en el microscopio (objetivo 100X)............ccoviiiiiiiiiinns. 59
Figura 6.7 Muestra 2 en el microscopio (objetivo 100X, barra 2.0um)................ 59
Figura 6.8 Muestra 3 en el microscopio (objetivo 100X, barra 2.0um)............... 60

Figura 6.9 Cromatograma de un estudio de ciclo contra el estandar de PHB......61

Figura 6.10 Cromatograma de un estudio del reactor de produccién contra el
estandarde PHB. ... ..o 62

INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1 Propiedades de PHB comparadas con el polipropileno (PP)...... ...... 13
Tabla 5.1 Caracteristicas del reactor..............cooiiiiiii i 32
Tabla 5.2 AlIMeNntacion. .. .. ... 34
Tabla 5.3 Medio mineral. ... 34
Tabla 5.4 Procedimiento para determinar pesos A By Cde SSVY SST ............ 37
Tabla 5.5 Intervalos de muestreo en estudios de CiClO...............cooeiiiiiiinnn. 40
Tabla 6.1 Resultados de un estudio de CiClO...........c.cooiiiiiiiiii e 53



1. RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son homo-6 hetero-poliésteres que son
sintetizados por diferentes procariontes bajo condiciones especificas. Existen
microorganismos que los acumulan de dos formas principalmente, por limitacion de
un nutriente en presencia de una fuente de carbono en exceso, y aquellos que los
acumulan durante su crecimiento.

Los PHAs son una buena alternativa ambiental para sustituir los plasticos sintéticos
que son utilizados como empaques con un ciclo de vida corta. Estos polimeros
tienen propiedades mecanicas similares a los polimeros sintéticos y ademas son
biodegradables en el medio ambiente.

La produccién de PHAs combinado con el tratamiento de residuos crea multiples
beneficios para la conservacion del medio ambiente. Los residuos organicos son
convertidos en termoplasticos biodegradables sustituyendo a los plasticos
petroquimicos y ademas el costo del tratamiento de residuos puede ser
parcialmente recuperado por valiosos polimeros biodegradables.

Uno de los principales problemas a resolver es la cuantificacion de PHAs, que a
pesar de que se cuenta con las referencias de recientes estudios, hace falta
realizar mejoras en los mismos. Por lo cual el presente proyecto enfatizara en
dicho tema, como paso exploratorio para desarrollar un esquema de produccién

eficiente de PHAs a partir de aguas y lodos residuales.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

Los plasticos han sido una parte integral en la vida contemporanea por sus
deseables propiedades, que incluyen la durabilidad y la resistencia a la
degradacion (Lee, 1996). Sin embargo, los plasticos no degradables acumulan
como desecho solido 25 millones de toneladas por ano. Recientemente, concierne
un problema de contaminacién global y la sobreproduccion de estos residuos
sélidos ha creado un gran interés en el desarrollo de plasticos biodegradables con
propiedades fisicas y quimicas similares a las de los plasticos sintéticos
convencionales. Desde la década de 1970 el estudio de los plasticos

biodegradables presenta un crecimiento constante en la literatura (Griffin, 1994).

Segun Griffin, (1994), los poliésteres se definen como polimeros formados por la
condensacion de alcoholes polihidricos como glicol o propilenglicol y acidos
polibasicos como malérico o tereftalato. Los biopoliésteres, por otro lado, son
poliésteres derivados de una fuente bacterial y son exclusivamente basados en

acidos hidroxialcanoicos.

El descubrimiento de los biopoliésteres conduce a la propuesta de que los
polihidroxialcanoatos representan una nueva clase de macromoléculas naturales.
El interés actual de los biopoliesteres se centra alrededor de una mayor
consciencia en torno a la preservacion del medio ambiente natural y la oposicion a

la amplia utilizacién de los plasticos no biodegradables.



El mas simple y el mas comun miembro de la familia de los poli (B-
hidroxialcanoatos) es el poli (B-hidroxibutirato), cuya estructura quimica se ilustra
en la figura 2.1. Este material es biosintetizado por un gran niumero de bacterias

como material de almacenamiento.
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Figura 2.1 Estructura quimica del poli (B-hidroxibutirato).

El actual desarrollo comercial esta basado en la tecnologia de fermentacién, pero
también existe interés por parte de la ingenieria genética y metabdlica para clonar
algunos genes, y algun dia reemplazar el almidon o los lipidos usados actualmente

por biopoliésteres producidos directamente por ciertas plantas.

Los impulsos ambientales para el reciclaje y las tecnologias de limpieza para la
eliminacion de residuos sugieren que la produccion de biopoliésteres aumentara

considerablemente en las préximas décadas.



2.2 Historia de los PHA

Nota: esta seccion es una reseifa de la historia del PHA, relatada en el libro de Griffin,
(1994) con elementos tomados de otras fuentes como el libro de Doi, (1990) y articulos

como el de Lenz y Marchessault (2005).

El poli (B-hidroxibutirato) (PHB) fue mencionado por primera vez en 1901 en la
literatura de microbiologia por Beijerinck en 1901. En 1925 Maurice Lemoigne
observé granulos como inclusiones en el fluido citoplasmatico de una bacteria, que
no eran solubles en éter como es normal en los lipidos; usando observaciones en
el microscopio, saponificacion y otros estudios demostré que este material era un
poliéster con una formula empirica (C4HsO-) n. También represento las diferencias
en el punto de fusion observadas en dos fracciones aisladas debido a las

diferencias en el grado de polimerizacion. (Griffin, 1994).

Después de 30 anos la inclusion del cuerpo de PHB fue estudiada primeramente
como curiosidad académica. En 1952 Kepes y Péaud Lenoél observaron que las
fracciones de poliéster aisladas por Lemoigne fueron producto de la hidrolisis de
un peso molecular alto de poliéster con una temperatura de fusion de 180 ° C,

teniendo un grupo acido carboxilico en una terminacion y un alcohol en la otra.

Weibul en 1952 hizo la correlacion entre la presencia de granulos intracelulares del
lipido encontradas en muchas cepas de bacterias y PHB. Williamson y Wilkinson
en 1958 fueron los primeros en reportar datos en el peso molecular y propiedades

fisicas. En 1958 Macrae y Wilkinson observaron que la acumulacion de PHB podia



ser aumentada por una limitaciéon de nitrégeno en el medio; siguiendo esto Merrick
y Doudoroff (1962,1978) examinaron la biosintesis y el proceso de la degradacién
enzimatica del polimero dentro de las células bacterianas (Dawes, 1990). Los
cientificos llegaron a la conclusién de que las bacterias almacenan el PHB como
material de reserva, asi como mucho almidén y glucégeno son acumulados por

otros organismos (Macrae y Wilkinson, 1958).

Entre la década de 1950 y 1960 Baptist y Werber en EUA comenzaron a producir
cantidades suficientes para evaluacion comercial; obtuvieron patentes para la
produccion y el proceso de aislamiento y desarrollo de articulos, tales como
suturas y protesis. (Baptist, 1962). Las extensas innovaciones para despurificar el
producto en un plastico laminado (PHB) en el rendimiento maximo de la etapa de
fermentacién fueron relativamente bajas y el proceso de la extraccion de su
solvente fue caro.Ademas la produccién del polimero estuvo fuertemente
contaminada con residuos bacteriales. (Holmes, 1985).El proyecto fue
abandonado y fue retomado en otra década con un interés comercial. A finales de
1960 y principios de la década de 1970 ICI (Imperial Chemical Industries) en el
Reino Unido fue el principal comercializador de PHB, debido a la crisis energética

de principios de esta década. (Howells, 1982).

ICI encontr6 que las condiciones de la bacteria Alcaligenes eutrophus podria
producir mas del 70% de PHB como biomasa seca. Sin embargo, el costo de
produccion de PHB es mucho mas caro que el de polipropileno. ICI entonces hizo
mejoras en la produccion de PHB con un procedimiento patentado para la
produccion de los copolimeros del B-hidroxibutirato (HB) y p-hidroxivalerato (HV),

cuya estructura se muestra en la figura 2.2. (Holmes et al., 1982). A esta familia de

10



materiales se le conoce como PHBV o Biopol y posee mejores propiedades
mecanicas que el PHB el original, incluyendo una reduccién en la fragilidad. El
interés en el desarrollo bacterial de los poliésteres fue incrementado por su

biodegradabilidad.

CH 0 —,  — OO, 0 —
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Figura 2.2 Estructura quimica del poli (B-hidroxibutirato- co-p-hidroxivalerato).

En 1990 el primer producto comercial hecho fue el Biopol, el cual fue lanzado en el
mercado aleman como un bote o envase biodegradable que contenia un shampoo

biodegradable por la empresa Wella. (Lenz y Marchessault, 2005).
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2.3 Estructuray propiedades de los PHA

Los PHAs son homo-6 hetero-poliésteres que son sintetizados por diferentes

procariontes bajo condiciones especificas.

Estos polimeros son importantes por tres razones:

¢ Pueden producirse cantidades grandes como recursos renovables;

¢ Sirven como almacenes de energia para mantenimiento celular;

¢ Son biodegradables.

La mayoria de los PHAs son poliésteres alifaticos con una estructura general como
se muestra en la figura 2.3. Una molécula tipica de PHA contiene x = 1,000-30,000
unidades, y n es igual a 1 para la mayoria de los PHAs. Cuando R=CHj5 se tiene el
poli—B-hidroxibutirato (PHB), y cuando se tiene R=CH,-CH; es poli-a-
hidroxivalerato (PHV). Juntos estos dos polimeros y sus copolimeros, constituyen
el volumen comercialmente util con el PHB como el dominante (De Smet, et

al.,1983).

n = 1 R=Hidrogeno Poli (3-hidroxipropionato)

R=Metil Poli (3-hidroxibutirato) R []
R=Etil Poli (3-hidroxivalerato)
R=Propil Poli (3-hidroxihexanoato) ‘

R=Pentil Poli (4-hidroxioctanoato) HU EH— [:H — E _I] __I-I
!

R=Nonil Poli (5-hidroxivalerato)

n = 2 R=Hidrogeno Poli (4-hidroxivalerato) —

n = 3 R=Hidrogeno Poli (5- hidroxivalerato)

Figura 2.3 Foérmula de la estructura general del polihidroxialcanoato (PHA).
Algunos de los plasticos biodegradables en desarrollo incluyen a los PHAs,
polilactidos, poliésteres alifaticos, polisacaridos y los copolimeros y/o mezclas de

estos. Sin embargo uno de los problemas en el desarrollo de polimeros
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biodegradables como sustitutos de los plasticos convencionales es su alto precio

comparado con los plasticos derivados del petréleo.

Los PHAs son una buena alternativa ambiental para sustituir los plasticos sintéticos
que son utilizados como empaques con un ciclo de vida corta; ya que son
biodegradables en el medio ambiente. Estos polimeros tienen propiedades
mecanicas similares a los polimeros sintéticos como el polipropileno debido a su
punto de fusion y temperatura de transicion. Algunas de estas propiedades se

muestran en la Tabla 2.1.

Propiedades PHB PP
Punto de fusién cristalino 175 176
Cristalinidad (%) 80 70
Peso Molecular (Daltons) 5*10°  2*10°
Temperatura de transiciéon (°C) -4 -10
Densidad (g cm™) 1.250 0.905
Modulo de Young (G Pa) 4.0 1.7
Resistencia a la tension(MPa) 40 38
Extension para romper (%) 6 400
Resistencia ultravioleta Bueno Pobre
Resistencia a solventes Pobre Bueno
Biodegradabilidad Si No

Tabla 2.1 Propiedades de PHB comparadas con el polipropileno (PP) (Howells, 1982).

El PHB es a la vez mas rigido y mas fragil que el polipropileno. La fragilidad del
PHB se debe en gran medida a la presencia de grandes cristales en forma de

esferalitas, que se forman al enfriarse en la fusion. (Howells, 1982)

Algunos procesos innovadores han sido investigados para producir PHAs con
sistemas simultdneos de componentes organicos de aguas residuales como
residuos industriales y residuos municipales. La produccion de PHAs combinado

con el tratamiento de residuos crea multiples beneficios para la conservacion del

13



medio ambiente. Los residuos organicos son convertidos en termoplasticos
biodegradables sustituyendo a los plasticos petroquimicos y ademas el costo del
tratamiento de residuos puede ser parcialmente recuperado por valiosos polimeros

biodegradables.

2.4 Biosintesis y producciéon de PHA

2.4.1 Biosintesis

Muchas especies de bacterias aerobias y anaerobias en condiciones limitantes de
algun nutriente, con un suficiente suministro de carbono, acumulan inclusiones de
granulos de PHA intracelularmente. EI| PHA mas comun es el PHB donde la
inclusidn de los cuerpos de este son normalmente esféricos, alrededor de 0.5 um
en su diametro. En la figura 2.4 se muestra una fotografia tomada con un
microscopio electronico de barrido de estas inclusiones de PHB. El agua insoluble
de las moléculas de PHB ejerce una insignificante presion intracelular osmotica
haciendo el poliéster una material ideal de reserva. (Dawes, 1990). La cantidad de
PHB de la celdas de la bacteria es normalmente entre 1-30% de peso seco; sin
embargo, en algunas especies de Azotobacter y de Alcaligenes pueden llegar a

acumular el polimero por encima del 90% en su biomasa seca. (Baptist, 1962).

14



Figura 2.4 Celdas empacadas con inclusion en sus cuerpos de poli—3-hidroxibutirato (PHB) en
Alcaligenes eutrophus. (Griffin, 1994).

Algunas bacterias en su ambiente natural tales como los sedimentos estuarios y
lodos de depuradora pueden acumular PHAs ademas de PHB (Odham, et al.,
1986). Si se agrega glucosa y acido propionico a los cultivos de Alcaligenes
eutrophus bajo condiciones limitadas de nitroégeno y fosforo, esta bacteria puede
ser usada de forma comercial para la produccion de PHAs. Sin embargo otros
microorganismos acumulan este poliéster y pueden crecer como fuentes de
carbono distintos a Alcaligenes eutrophus. Algunos ejemplos de otros organismos
son Pseudomonas oleovorans (Gross, et al.,1989), Bacillus megaterium,
Methylobacterium (Barnard y Sanders, 1989), una de las especies de Aphanothece
(Capon, et al., 1983), una cianobacteria Nocardia (Davis, 1964) y Pseudomonas
cepacia (Ramsay, et al., 1989), Chromobacterium violaceum, (Steinblchel, et al.,

1993) asi como otras del género bacteriano Rhodococcus (Haywood, 1991).
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2.4.2 Biodegradacion

La biodegradacion es un evento que se lleva a cabo por la accion de enzimas y es
asociada con una descomposicion quimica con organismos vivos (bacterias,
hongos, etc.) o productos de esa secrecion. La deterioracion puede ser activada
por exo- y endo-enzimas o por productos que son secretados bioquimicamente o

quimicamente para ese proposito.

Los macroorganismos también pueden alimentarse, y algunas veces digerir
polimeros usando un mecanismo de envejecimiento quimico o enzimatico. Hay
diferentes modos de degradacion que en la naturaleza se combinan

sinérgicamente para degradar polimeros.

La biodegradacion se refiere exclusivamente a la accion degradadora por un
organismo vivo, a diferencia de otro modo de degradacion (fotdlisis, oxidacion,
hidrdlisis). La accesibilidad de un polimero para propiciar la degradacion por un
organismo vivo no tiene una relacién directa para este origen y no todos los

biopolimeros son realmente biodegradables (Griffin, 1994).

Una de las caracteristicas mas importantes de los poliésteres bacterianos es que
pueden ser degradados en el medio ambiente. Sus productos, tales como peliculas
y fibras, pueden ser degradados en el suelo, lodo o agua de mar. Bajo condiciones
Optimas la tasa de degradacion es extremadamente rapida. Se han reportado
tiempos de degradacion para un copolimero P (3HB)-P(3HV) de dos semanas en
lodos activados (Doi, 1990). Algunos microorganismos como bacterias

(Pseudomonas lemoignei, Comamonas testosteroni, Comamonas sp., Alcaligenes
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faecalis, Pseudomonas stuzteri, Streptomyces sp. y Pseudomonas picketti)
(Scherer, et al., 1999) y hongos (Aspergillus fumigatus, Penicillium funiculosum
(Scherer, et al., 1999), Paecilomyces lilacinus D218 (Oda, et al., 1999) producen
enzimas depolimerizantes extracelulares para el P(3HB) y sus copolimeros. Estas
enzimas hidrolizan el polimero o copolimero a dimeros y mondémeros y los
productos resultantes de esta hidrdlisis son absorbidos por las bacterias u hongos
que producen las enzimas depolimerizantes y utilizados como nutrientes. También
existe hidrdlisis, aunque con una tasa muy lenta, en el agua y sin la presencia de

enzimas (Doi, 1990).

Con respecto a su degradacion intracelular se sabe que los organismos capaces
de producir PHA utilizan productos de almacenaje como fuente de energia y
carbono. Esto lo logran con la accion de su propia enzima depolimerasa y bajo
condiciones de falta de fuente de carbono (Pal, et al., 2007). Sin embargo poco se

ha investigado en cultivos mixtos debido a la gran cantidad de especies presentes.
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2.4.3 Produccion de PHAs

En la actualidad hay diferentes procesos de producciéon de PHA, aunque se sabe
que en todas las plantas de tratamiento de aguas residuales existe esta
produccion.

Existen dos grupos de bacterias principalmente capaces de producir PHA. El
primer grupo de bacterias necesita una limitacion de un nutriente esencial como es
nitrégeno, fésforo, magnesio o sulfuro para la sintesis de PHA de una fuente de
carbono en exceso. Las bacterias que se encuentran en este grupo son
Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens, y Protomonas oleovorans. El
segundo grupo de bacterias, que incluyen a Alcaligenes latus, una especie mutante
de Azotobacter vinelandii, y Escherichia coli no requieren de la limitacion de un
nutriente para la sintesis de PHA y éstas pueden acumular polimero durante su

crecimiento. (Khanna, 2004).

Los PHA pueden ser producidos en grandes cantidades a partir de recursos
renovables por medio de procesos de fermentacién, en determinadas condiciones
de cultivos, y existe una serie de métodos
fisicos 0 quimicos para extraer de ellos la produccién de PHA. Los procesos de
produccion como lote, semi-batch y fermentacibn son los mas usados
actualmente. (Fuller y Lenz, 1990).

Hoy en dia, la capacidad de produccién de PHA es del orden de 800 toneladas
por afio. El BIOPOL® (unica marca registrada de éste biopolimero) es producido

y vendido en los EE.UU., bajo la marca PHBV, y también es vendido en Japon.
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La produccién anual de BIOPOL® no es sino una pequefa fraccion de la de
polimeros sintéticos. La razon principal de esto es que los plasticos
convencionales obtenidos del petrdleo pueden ser mejor fabricados y a menor
costo que los polimeros biodegradables.

El costo por kilogramo de poliolefinas como el polietileno y el polipropileno es
menos de 1 ddlar de los E.U. El BIOPOL®, cuyo precio se ha reducido
drasticamente desde que comenzé su produccion, todavia se vende a alrededor de
diecisiete veces el precio de los plasticos sintéticos. El alto precio que representa la
produccion de PHA a gran escala se debe a varios factores, como son el tipo de
microorganismo que se utiliza, el cual en la mayor parte de los casos se trata de
cepas puras; el costo de la fuente de carbono que se debe alimentar y finalmente
el método de extraccién de los PHA de las células. Sin embargo éste obstaculo
para la comercializacion de los PHA sdélo puede ser contrarestado por la buena
disposicion del publico a pagar mas por productos que se consideran de beneficio

al medio ambiente. (Griffin, 1994).
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2.5 Aplicaciones de los PHA

Entre las aplicaciones mas importantes del PHB esta su uso como material para
aplicaciones biomédicas tales como filamentos de suturas, portadores de
medicamentos y generacidn constructiva para el crecimiento celular debido que
resulta biocompatible. Es particularmente importante el hecho que el producto de la
degradacion del PHB, es decir D(-)-3-hidroxibutirato, es un metabolito intermedio
comun presente en las células animales (Lee, 1996). Se han detectado también
cantidades relativamente grandes en plasma sanguineo humano, lo cual reafirma

su biocompatibilidad (Lee, 1996).

Una de las aplicaciones mas simples del copolimero del PHB Illamado
polihidroxibutirato-valerato(PHBV), es como sustituto biodegradable de
contenedores de poliolefinas, peliculas plasticas y bolsas. La primera vez que se
us6 comercialmente el PHBV a lo largo de estas lineas fue Wella AG (Darmstadt,
Alemania), usando una inyeccion de golpe moldeado en una botella para un
empaque biodegradable de shampoo para el cabello (Ramsay, et al., 1989). El
PHBYV también ha sido usado como aceite de motor para contenedores y como una
navaja de afeitar desechable. Dichas aplicaciones de los PHBV son especialmente
importantes para los temas actualmente dificiles de separar y reciclar, como las
peliculas de cocina, panales y toallas sanitarias (Holmes, 1985).

El PHBV puede ser usado internamente en humanos. Como el polimero es no
toxico y compatible con el tejido vivo, y la degradacion unica del producto es el
acido R- B-hidroxibutirico, el cual es normal en el metabolismo de mamiferos

encontrado en concentraciones de 3-10 mg/100ml en la sangre saludable en
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humanos adultos (Griffin, 1994). Otra aplicacién del PHBV en hospitales podria ser
en hisopos quirurgicos, apositos y lubricantes en polvo para guantes de los

cirujanos.

2.6 Reactores discontinuos secuenciales (SBR)

Para la produccion de PHAs se emplea un reactor discontinuo secuencial
(Sequencing Batch Reactor, SBR), el cual es un sistema de lodos activados para
tratamiento del agua residual que utiliza ciclos de llenado y descarga. En este
sistema el agua residual entra en una tanda a un reactor unico, recibe tratamiento
para remover componentes indeseables y luego se descarga. La homogenizacion
de caudales, la aeracién y la sedimentacion se logran en ese reactor unico. Para
optimizar el desempefio del sistema, se utilizan dos o mas reactores en una
secuencia de operaciéon predeterminada. Los sistemas SBR han sido utilizados con
éxito para tratar aguas residuales tanto municipales como industriales. Estos
sistemas son especialmente efectivos para aplicaciones de tratamiento de agua

residual caracterizados por caudales reducidos o intermitentes.

El interés en los SBR se revivio a finales de la década de 1950 e inicios de la
década de 1960 con el desarrollo de nuevos equipos y tecnologia. Las mejoras de
los sistemas de aireacién y de controles permitieron que los SBR compitieran con

éxito con los sistemas convencionales de lodos activados.
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El suministro gradual de nutrientes a un cultivo por lote es una practica que
empiricamente se ha utilizado para el cultivo de microorganismos. Es hasta la
década de los setenta que se describen matematicamente distintas variantes de
esta clase de fermentacién a la que genéricamente se denomina fed-batch o lote

alimentado.

En este sistema hay entrada, pero no salida de materiales del reactor, por lo que
también se denomina cultivo de volumen variable. Por la forma de suministro de
nutrientes al reactor, los sistemas fermentativos semicerrados pueden clasificarse
en cultivos con alimentaciéon constante o variable. El conjunto de ecuaciones
diferenciales del sistema, que describen a las velocidades globales o volumétricas
de acumulaciéon de materiales del reactor, son las mismas para cualquiera de los
casos (ecuaciones generales de balance), diversificandose las soluciones a estas
ecuaciones generales en cuanto se considera la funcionalidad que tiene la

velocidad de suministro del sustrato limitante con respecto al tiempo.
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2.7 Problemética y justificacion del proyecto

El planeta esta sufriendo alteraciones generadas por la contaminacion producida
por el hombre. Por esto, hoy en dia el campo de estudio de disciplinas ambientales
ha tomado fuerza, originando la necesidad de crear nuevas alternativas para aliviar

dicho problema.

Los plasticos son una parte esencial de casi todas las industrias y han
reemplazado a los empaques de vidrio y papel. La acumulacion de plasticos
recalcitrantes en el medio ambiente se ha convertido en un problema mundial. Ha
surgido entonces la necesidad de crear nuevos materiales, como es el caso de los
plasticos biodegradables.

En recientes estudios se ha probado la capacidad de las bacterias de cultivos
mixtos que se encuentran en los lodos activados de las plantas de tratamiento de
aguas residuales convencionales para la produccion de PHA. Existen trabajos
donde esto se ha realizado con buenos resultados y el presente estudio pretende
llevar a cabo una investigacion sobre la obtencion de estos polimeros en bacterias
de lodos activados, pero buscando su optimizacion de modo que se desarrollen en
un futuro técnicas de que permitan la produccion a gran escala de los plasticos a
partir de los lodos activados. Esto representaria una aportacion al medio ambiente
considerable al reducir la cantidad de desechos plasticos que son tirados
anualmente en los cuerpos de agua y suelo, ademas de aprovechar un desecho de

las plantas de lodos, cuyo tratamiento representa problemas y costos
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considerables. Asi, a partir de un material de desecho, se podrian obtener

unidades poliméricas biodegradables de costo de fabricacion competitivo.

Por otro lado en las plantas de tratamiento de aguas, la disposicion final efectiva de
lodo, producido en exceso del tratamiento de agua, se ha vuelto un problema
ambiental serio. La produccion de PHAs usando el lodo podria ser una solucion al
problema de exceso de lodo. Se ha demostrado que el lodo desarrollado en
procesos anaerobio-aerobios para la remocion de fésforo produce PHAs con altas
eficiencias, y que bajo condiciones éptimas es posible obtener mas del 30% de

peso seco del lodo.

Al realizar este proyecto, el desarrollo de materia prima para producir plasticos
biodegradables representa un camino para reducir el problema de disposicion y/o
estabilizacidon de los residuos sodlidos generados en el proceso de una planta de
tratamiento de agua residual con lo que se lograria una mejora de condiciones

ambientales en general.

A pesar de las evidentes ventajas de los PHAs frente a los plasticos derivados del
petroleo, su uso estd muy limitado debido a su alto costo de produccién. Por este
motivo, el presente proyecto trata la propuesta de un sistema integral de
biorreactores discontinuos para la produccion de PHAs, proponiendo diferentes
configuraciones de operacion que hagan mas eficiente el proceso usando lodos
activados provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales

municipales.

Uno de los principales problemas a resolver es la cuantificacion de PHAs, que a

pesar de que se cuenta con las referencias de recientes estudios, hace falta
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realizar mejoras en los mismos. Por lo cual el presente proyecto enfatizara en
dicho tema, como un primero paso para desarrollar un esquema de produccion

eficiente de PHAs a partir de aguas y lodos residuales.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo global

Monitorear por medio de distintas técnicas experimentales de cuantificacion los

polihidroxialcanoatos en cultivos mixtos para tratamiento de aguas residuales.

3.2 Objetivos particulares

¢ Seguir el desempefio de un biorreactor piloto para enriguecimiento selectivo

de biomasa productora de polihidroxialcanoatos.

¢ Implementar técnicas analiticas estandar para monitoreo de biorreactores.

¢ Probar técnicas cuantitativas y cualitativas para verificar la acumulacion de

polihidroxialcanoatos en cultivos mixtos.
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4. APORTES

El presente trabajo contribuye los siguientes aportes:

¢ Se describe la puesta en marcha de un biorreactor de enriquecimiento de

biomasa capaz de producir PHA

¢ Se describe la aplicacion de una técnica para verificar la presencia de PHA

en cultivos mixtos (Negro de Sudan).

¢ Se describe la aplicacion y adecuacion de una técnica de cromatografia de

gases para la cuantificacion de PHA en cultivos mixtos.
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5. METODOLOGIA

5.1 Sistema experimental

5.1.1 Sistema integral de produccion de PHA

La presente tesis es sOlo una parte de un proyecto mas grande, que propone el
uso de un sistema compuesto por tres biorreactores en serie, operando de
manera sinérgica, para producir PHA a partir del tratamiento de aguas residuales
o0 residuos organicos. En este apartado se describe de manera breve como esta

compuesto dicho sistema.

El primer biorreactor seria un fermentador acidogénico, el cual, a partir de agua
residual con alta carga organica o bien, desechos organicos, los fermenta para
producir un agua rica en acidos grasos volatiles (AGVs), que han demostrad ser el

sustrato idéneo para la produccién de PHAs.

El segundo reactor seria un reactor discontinuo secuencial (SBR) que trabajaria
como enriquecedor selectivo de biomasa para hacerla capaz de producir PHA en
grandes cantidades. Este reactor tiene como alimentacion el agua rica en AGVs
producida por el fermentador acidogénico y ademas debe estar siendo
suministrado con biomasa para ser enriquecida. En este sentido, se contempla

gue ésta sean lodos de desecho de una planta de tratamiento de aguas
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residuales. A diferencia de la operacion usual de un SBR, al final del ciclo, antes

de iniciar la sedimentacion, se retiraria un cierto volumen de licor mezclado para

ser transferido al tercer reactor.

El tercer reactor, llamado de produccion o de cultivo, operaria en lote (batch). La

biomasa enriquecida del reactor SBR seria transferida a €l y posteriormente seria

alimentado con agua rica en AGVs (en concentracion no necesariamente igual a

la de la alimentacion del SBR), de manera tal que las bacterias acumulen el PHA

de manera eficiente. Una vez que fuera alcanzada la maxima acumulacion de

PHA, todo el licor mezclado seria retirado, el consumo de PHA seria inhibido y se

procederia a la extraccion del biopolimero. El esquema de lo anterior se presenta

en la figura 5.1.
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Figura 5.1 Esquema del sistema integral de produccién de PHA
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5.1.2 Biorreactor piloto experimental de enriquecimiento selectivo

En el presente estudio, se trabajé sélo con el biorreactor de enriquecimiento
selectivo (llamado a partir de ahora SBR) y ocasionalmente con el reactor de
produccién (denotado batch). ElI esquema experimental se muestra en la figura

5.2.

BATCH

‘ﬂL AN

ALMENTAC 0 W

SBR

EXTRACCIN

Figura 5.2 Diagrama del sistema experimental de produccién de PHA.

Durante la primera etapa se logré aclimatar el lodo inoculado para producir
polihidroxialcanoatos. Se inoculd con lodos de la recirculacion del sedimentador
secundario al tanque de aeracion de una planta de tratamiento de agua residual
municipal (sistema de lodos activados). La alimentacién a este reactor es agua

sintética con acidos grasos volatiles y un medio mineral (Serafim et al.; 2004).

30



La aclimatacién se logra al someter a los microorganismos a condiciones de
estrés, obteniéndose un cultivo enriquecido selectivamente para produccion de
PHAs. En periodos de abundancia de sustrato se almacenan los polimeros como
reservas en grandes cantidades. Por el contrario en periodos de ayuno los
polimeros son utilizados para mantenimiento celular. Este cultivo enriquecido
selectivamente es purgado y solamente una fraccién del volumen total del reactor
como licor mezclado es retirado antes de sedimentar brevemente para continuar a
la siguiente etapa del sistema. Es necesario remplazarlo con lodos frescos de la
recirculacion, para enriquecer selectivamente a los lodos entrantes, aprovechando
los lodos de la planta de tratamiento y garantizando una produccion constante de

PHAs.

En la primera etapa del trabajo de investigacion se sigui6 como modelo un
experimento propuesto por Dionisi et al., (2004) con ligeras modificaciones
tomadas por Serafim et al., (2004). El objetivo de esta etapa fue simplemente
determinar la capacidad o no de produccién de PHA de los lodos activados de la

planta seleccionada.

Se monto el experimento con un reactor de vidrio en el cual se adaptaron diversos
sensores para monitorear y controlar algunas variables como son: pH, agitacion,
aeracion, oxigeno disuelto y temperatura; que se acoplan a los puertos del
reactor. Una fotografia del reactor se muestra en la figura 5.3 y posee las

caracteristicas que se presentan en la tabla 5.1.
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Figura 5.3 Fotografia del montaje experimental.

Parametro Descripcién
Volumen maximo de trabajo 6,9 ()
Volumen minimo de trabajo 2,01 ()
Volumen de trabajo 5,41 ()
Volumen de chaqueta para control de temperatura 4,2 ()
Puerto central M Agitacion
Puerto G de 34" Oxigeno disuelto
5 puertos pH, mV, etc.

2 Puertos de 12 (mm) Tuberia
Puerto de 10 (mm) Baffles
Puerto de 2 (mm) Conexion de control de nivel

Tabla 5.1 Caracteristicas del reactor.
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5.1.3 Operacion del biorreactor experimental

El reactor fue inoculado con 1.5 L de lodo de recirculacion del sedimentador
secundario de una planta de lodos activados convencional, que se obtuvieron de
la planta de tratamiento del Cerro de la Estrella y de la planta de tratamiento de
agua de C.U. La concentracion aproximada de sélidos suspendidos volatiles de
estos lodos fue de 7525 mgSSV/L. Posteriormente fueron disueltos en los 2.5 L de
agua inicial alcanzando una concentracion aproximada de 3500 mgSSV/L. Las
condiciones de operacion del reactor fueron: una etapa de llenado de 10 minutos,
un tiempo de reaccion con aeracién y agitacion de 348 minutos, y un tiempo de
sedimentacion de 10 minutos, seguido de 2 minutos de purga, tal que el tiempo de
ciclo fue de 6 horas. La aeracion del reactor se logré mediante un controlador de
flujo masico y un difusor acoplado a uno de los puertos de entrada del reactor. La

agitacion se mantiene en 300 RPM; usando dos propelas de tipo Rushton.

La alimentacion consiste en una mezcla de acidos grasos volatiles (acido
propionico, acido lactico y acido acético) disueltos en un medio mineral con una
concentracion total de 2.5 gDQO/L (Dionisi et al., 2004). Las cantidades sugeridas
para la alimentacion se muestran en la tabla 5.2. La composicién del medio

mineral se muestra en la tabla 5.3.
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sustancia g/l %
Acido acético 3,19 42,34
Acido lactico 3,22 42,73
Acido propi6nico 1,125 14,93

Tabla 5.2 Alimentacion.

L. Concentracion en
Concentracion . .
Compuesto Nombre medio mineral mg L
mg L-1 1

KH2PO4 fosfato monobasico de potasio 8500 255
K2HPO4 fosfato dibasico de potasio 10875 326,25
Na2HPO4.7H20 [fosfato dibasico de sodio heptahidratado 25152 754,56
NHA4CI cloruro de amonio 2500 75
MgS04.7H20 sulfato de magnesio heptahidratado 8670 104,04
CaCl.2H20 cloruro de calcio dihidratado 36400 54,6
FeCI3.6H20 cloruro férrico hexahidratado 250 1,75
MnCI2.4H20 cloruro de manganeso tetrahidratado 35,3 0,2471
H3BO4 acido borico 57,2 0,4004
ZnCl2 cloruro de cinc 20,3 0,1421
(NH4)6M07024 molibdato de amonio 34,7 0,2429
EDTA 55,5 0,3885
FeCI3.6H20 cloruro férrico hexahidratado 54 0,378

Tabla 5.3 Medio mineral.

Se agrega ademas tiourea (concentracion 0.02 g/L) para inhibir la nitrificacion,
evitando formacion de nitratos y nitritos. La operacion del SBR se caracteriz6 con
mediciones de SSV y SST en ciclos muestra al final y al inicio de ciclo, oxigeno
disuelto, pH y temperatura. El control de temperatura fue mediante una chaqueta
gue envuelve al reactor. Durante esta primera etapa la temperatura se mantuvo

con un valor de 25°C.

El reactor esta automatizado con una computadora que posee un programa
realizado en LabView 7.1 (National Instruments) por miembros del Laboratorio de

Investigacion en Procesos Avanzados de Tratamiento de Aguas (LIPATA) del
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Instituto de Ingenieria de la UNAM. Como se puede observar en la figura 5.4, el

programa facilita la opcién de modificar las condiciones de operacion de manera

sencilla. Ademas se tiene una pantalla de registro de proceso (figura 5.5), donde

se muestra de manera grafica el comportamiento de algunas variables

controladas, durante todo el tiempo del ciclo.
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Figura 5.4 Pantalla al usuario del programa de control automatico del SBR de enriquecimiento.
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Figura 5.5 Registro de proceso.

5.1.4 Técnicas analiticas estandar empleadas

Para verificar la correcta operacion del reactor, asi como para establecer algunos

criterios de operacion, es necesario medir algunas variables del proceso. Para ello

se emplearon algunas técnicas analiticas estandar que a continuacion se

describen. Otras técnicas mas especificas se describen en otros apartados.
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5.1.4.1 Sélidos suspendidos volatiles (SSV) y Solidos suspendidos totales (SST)

El conocimiento de los solidos suspendidos totales (SST) y voléatiles (SSV) es
pertinente para ver la rapidez de crecimiento de las bacterias presentes y para
ajustar parametros en funcién de la conveniencia o no de la produccion de

biomasa. Los SST y SSV son determinados por el método estandar gravimétrico.

Esta técnica se desarrolla en tres pasos determinando tres pesos, denominados
A, B y C, y posteriormente se aplica una férmula para determinar tanto los SST

como los SSV.

Los procedimientos para determinar los pesos A, B y C se muestran a

continuacion:

PESO A PESOB PESO C

Lavar filtros y secarlos en el Se pone en el vacio el filtro Se coloca en la mufla
vacio. preparado. durante 15 minutos (550 ° C).
Meterlos a la estufa una hora  Se agrega la muestra. Se coloca en la estufa durante
a (105° C). 15 minutos (105° C).

Meterlos a la mufla a 550 ° C Se colocan en la estufa Se coloca en el desecador
durante 15 minutos. durante 1 hora (105° C). durante 15 minutos.

Después colocarlos a la estufa Se colocan en el desecador Pesado del filtro.

(105° C) durante 15 min. durante 15 minutos.

Se colocan en el desecador Pesado del filtro.

durante 15 min.
Pesado del filtro.

Tabla 5.4 Procedimiento para determinar pesos A, By C de SSV y SST
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Una vez obtenidos los pesos, los SST (mg/L) y SSV (mg/L) se determinan de la

siguiente manera:

Ssr[mgj _ (P, —P,)x1000
| Vv

ssv(ng: (P, - P.)x1000
| Vv

El procedimiento se hace por duplicado o triplicado y se reporta el promedio.
5.1.4.2 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Se toma una muestra de 10 mL del reactor, se le agregan 5 gotas de
formaldehido para inhibir la actividad microbiana. Posteriormente se puede
refrigerar o usar inmediatamente. Se centrifuga durante 5 min a 5000 rpm. El
pellet se usa para determinar los PHAs, de ser necesario, mientras que el
sobrenadante se usa para la determinacion de DQO soluble y total. Se siguen
métodos estandar para determinarlos, se agregan los reactivos a 3 ml de muestra
y se digieren durante 2 horas a 148°C. Para la DQO total se hace una dilucion de

30 veces de la biomasa.
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5.1.4.3 Determinacion de Acidos Grasos Volatiles (AGVS)

Para seguir el perfil de acidos grasos volatiles(que son preparados sintéticamente
con una mezcla de acido acético y acido propionico en proporcion de 70:30 y con
una concentracion promedio de 25 gDQOI/L), se utiliza 1 ml de sobrenadante
filtrado y mezclado con 100 pl de acido férmico al 7% w/v para conservacion de la

muestra. Posteriormente se analiza por cromatografia de gases (Arcos, 2007).

5.1.4.4 Estudio de ciclo

Se le ha denominado estudio de ciclo al hecho de seguir algunas variables
involucradas en el reactor a lo largo del tiempo durante un ciclo. Consiste en
tomar muestras periddicas del reactor y hacer las determinaciones de carbono
organico total (COT), concentracion intracelular de polihidroxialcanoatos (PHA),
concentracion de AGVs, en su caso SST y SSV, y de ser posible también DQO.

Los tiempos de muestreo se definen en la tabla 5.5
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Muestra Tiempo

0

0.25
0.5
0.75

© 00 NO Ol WN -
=

10 4
11 5
12 6
Tabla 5.5 Intervalos de muestreo en estudios de ciclo.

Los intervalos de muestreo fueron definidos al realizar una previa experimentacion
midiendo el carbén organico total (COT) y suponiendo que la acumulacién de PHA
se encuentra en las primeras tres horas del ciclo, siendo maxima durante la
primera hora. Por esta razon la frecuencia de muestreo en la primera hora del
ciclo es de cada 0.25 horas. Durante las siguientes dos horas se toman muestras
a intervalos de 0.5 horas y finalmente cada hora durante el periodo de tiempo que
es considerado como el tiempo donde se consume el PHA acumulado como

sustrato.

Al mismo tiempo que se toman estas muestras se estda monitoreando la
temperatura, la aeracion (constante), el pH y el oxigeno disuelto. Esta ultima
variable es importante porque también es un indicador de la velocidad de
consumo de AGVs y por lo tanto de acumulaciéon de PHA durante la etapa de

abundancia de sustrato.
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En los siguientes apartados se explican con mayor detalle dos técnicas montadas
durante este proyecto de investigacion, para determinar la acumulacion de PHA
en cultivos mixtos. La primera es una tincion que se emplea para confirmar
cualitativamente la presencia de granulos intracelulares de PHA, mientras que la
segunda se refiere a la cuantificacion de PHA en cultivos mixtos usando

cromatografia de gases.

5.2 Técnica cualitativa: tincién con Negro de Sudéan

5.2.1 Antecedentes

Gran parte de los estudios de las morfologias y agrupaciones celulares de los
microorganismos se realizan a partir de preparaciones tefiidas. Tefiir se refiere a
colorear los microorganismos con un colorante que resalta algunas estructuras.

(Tortora, et al., 1993).

Las tinciones se pueden clasificar en:

¢ Tinciones simples: Utilizan un solo colorante y permiten conocer la

morfologia y tipo de agrupacion bacteriana.
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¢ Tinciones diferenciales: Utilizan mas de un colorante y sirven para poner de
manifiesto las caracteristicas de afinidad por ciertos colorantes de los
microorganismos. Como ejemplos estan:
e Tincion Gram.
e Tincion &cido- alcohol resistente.
¢ Tinciones Estructurales: Utilizan mas de un colorante y sirven para poner
de manifiesto estructurales bacterianas. Algunos ejemplos son:
e Tincion de flagelos.
e Tincion de esporas.
e Tincion de capsulas.

e Tincién de corpusculos metacromaticos.

Preparacion de la muestra
Los pasos a seqguir para la realizacion de una preparacion fijada y coloreada son:

limpieza del portaobjetos, preparacién del frotis, secado, fijacion y coloracion.

¢ Limpieza de los portaobjetos: Esta es fundamental para obtener buenas
preparaciones. Una buena técnica consiste en sumergirlos, al menos 24
horas, en una mezcla de alcohol de 90° (9 partes) y acido clorhidrico (1
parte). En el momento de su uso se lavan con agua y se secan con un pafo
limpio que no deje pelusas, o bien puede hacerse en la estufa. La limpieza
también puede hacerse por inmersion en mezcla sulfocrébmica vy

posteriormente aclarando en agua destilada.
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Preparacion del frotis: Sobre un portaobjetos de vidrio, limpio y seco, se
coloca una gota del material que se va a tefir (si es liquido) o se hace rodar
el hisopo con que se tomé la muestra. Una vez que el hisopo ha tocado la
superficie del portaobjetos, que no esta estéril, ya no puede ser empleado
para inocular los medios de cultivo. Puede usarse una aguja estéril para
transferir una pequefa cantidad de un cultivo bacteriano a la superficie del
portaobjetos. Este material es suspendido en una gota de agua o solucion
salina previamente colocada sobre el portaobjetos. Cuando se trata de
colonias muy pequefias que pueden perderse en una gota de liquido se
emplea una varilla delgada de madera estéril con la cual se toca la colonia
obteniéndose asi una fraccion apreciable del desarrollo. También se puede
extender con el asa de platino. El material se frota directamente sobre el
portaobjetos, donde puede visualizarse con facilidad.

Secado: Se dejara secar al frotis a temperatura ambiente. Se puede agitar
varias veces el portaobjetos al aire hasta comprobar, por el cambio de
aspecto de la preparacion, que ésta se ha secado.

Fijacion: Tiene como objetivo la inmovilizacion de las estructuras del
material a estudiar en un estado lo mas préximo posible al estado vivo.
Consiste en una muerte rapida de los microorganismos, causada por la
coagulacién de las albuminas protoplasméticas. Las formas mas habituales

de fijacién son por el calor o con alcohol en frio.

Coloracién: Para tefir los microorganismos existe un gran numero de

productos quimicos con propiedades colorantes. Su eleccion esta
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condicionada al tipo de tincion a realizar. Todos los tiempos recomendados
en las tinciones son orientativos, debiéndose ensayar el tiempo ideal para
cada lote de colorantes y cada técnica en particular.

¢ Lavado: Eliminacion del exceso de colorante; utilizando el frasco lavador,
teniendo la precaucion de no dirigir el chorro directamente al frotis.

¢ Secado: Se secard la preparacion al aire.

Colorantes

Los colorantes son los reactivos necesarios para la coloracion de las tinciones,
que facilitan la observacion de las mismas al microscopio. La mayoria de los
colorantes son compuestos organicos que tienen alguna afinidad especifica por
los materiales celulares. Muchos colorantes utilizados con frecuencia son
moléculas cargadas positivamente (cationes) y se combinan con intensidad con
los constituyentes celulares cargados negativamente, tales como los acidos
nucleicos y los polisacaridos acidos. Generalmente actian mediante reacciones

de intercambio i6nico entre el colorante y los elementos celulares.

El uso de colorantes para deteccién cualitativa de diversos compuestos en

cultivos celulares es un método muy utilizado.

Segun su procedencia, pueden clasificarse en:

¢ Colorantes naturales: son los que se extraen de animales o de plantas.

¢ Colorantes artificiales: son los que se obtienen de forma sintética.
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Quimicamente se pueden clasificar en:

¢ Basicos: son colorantes nucleares.

¢ Acidos: son colorantes citoplasmaticos.

+ Neutros: asocian un colorante acido con uno basico.

¢ Indiferentes: suelen ser insolubles en agua y solubles en alcohol (tal es el

caso de negro de Sudan empleado aqui).

Técnica de tincion ocupada

La técnica de tincién usada para detectar la presencia de PHA corresponde a
una de tincion de capsulas, donde la capsula es una capa mucosa, mas o
menos gruesa, que envuelve la pared celular de algunas bacterias. Esta
compuesta de polisacaridos, mucopolisacaridos o polipéptidos. A consecuencia

de su elevado contenido en agua, se tifie débilmente por los colorantes.

Existen dos colorantes especificos indiferentes para la técnica cualitativa a
realizar, para PHB el azul de Nilo y para PHA el negro de Sudan. Se utiliz6 solo el
negro de Sudan como técnica cualitativa para detectar la produccién de PHA en
los cultivos mixtos, pues se suponia que no sélo se producia PHB, sino también
PHV o algunos copolimeros (Ostle y Holt, 1982).

El colorante negro de Sudan B (CyH24Ni0) e€s un lisocromo o sustancia
liposoluble (tinte soluble en lipido), que se combina con los materiales lipidicos de

la célula, para revelar la localizacién de las goticulas o depdsitos de grasa. Es
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usado para la tincién de triglicéridos neutrales y lipidos. Cuando se aplica a
células tifie los granulos de PHA presentes en la célula.

La safranina es un colorante basico rosa usado en histologia y citologia. La
safranina es usada como un tinte de contraste para la coloracion de células, ya
gue tifie las paredes celulares de rosa dejando cualquier otro compuesto sin tefir.

Burdon (1946) investigo la tinciébn de bacterias con negro de Sudan y safranina
para detectar presencia de PHB en ellas. Los granulos de PHA se tifien de negro
y las paredes celulares de rosa; asi se puede detectar la presencia de este

compuesto al ser visto al microscopio 6ptico.

5.2.2 Descripcién

Para realizar esta técnica se necesitan dos soluciones (Jenkins 1993):

1) Solucién de negro de Sudan B al 0.3% w/v en 60% de etanol.

2) Solucién acuosa de safranina al 0.5% w/v

El procedimiento para la realizacion de la técnica se detalla a continuacion:

¢ Poner la muestra en el portaobjetos y colocarla en la estufa durante una

hora para que se fije.
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¢ Dejar la muestra 10 minutos con la solucion 1; si se llega a lavar la muestra

se coloca mas solucion.

¢ Después se enjuaga con agua un segundo.

¢ Dejar 10 segundos con la solucion 2, enjuagar con agua, limpiar y secar.

¢ Examinar con aceite de inmersion a 1000X con iluminacion directa.

5.3 Cromatografia de gases

5.3.1 Antecedentes

5.3.1.1 Separaciones cromatograficas

La cromatografia es un método muy empleado para la separacion, identificacion y
determinacion de los componentes quimicos de mezclas complejas (Pecsok

1983).

Es dificil definir con rigor el término de cromatografia porque el concepto se aplica
a una gran variedad de sistemas y técnicas. Sin embargo, todos estos métodos
tienen en comun el empleo de una fase estacionaria y una fase movil. Los

componentes de una mezcla se pasan a través de una fase estacionaria mediante
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el flujo de una fase mavil y las separaciones estan basadas en las diferencias en

la velocidad de migracion entre los componentes de la fase movil.

5.3.1.2 Métodos cromatograficos

Los métodos cromatograficos son de dos tipos fundamentales. En la
cromatografia en columna la fase estacionaria se mantiene dentro de un tubo
angosto y la fase mavil se hace pasar por el tubo, con presion o por gravedad. En
la cromatografia plana la fase estacionaria estd sujeta por una placa plana o en
los poros de un papel. En este caso la fase movil se mueve a través de la fase

estacionaria por la accion capilar o por la influencia de la gravedad.

5.3.1.3 Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases, debido al riguroso control a que se somete cada
una de las variables que intervienen en el proceso, pueden utilizarse no solo para
separar, sino también como método de identificacion y determinacion cuantitativa
de cada componente, siempre que se reunan ciertas condiciones que a veces

son dificiles de obtener.

Los cromatdgrafos de gases contienen esencialmente:
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Una fuente de gas comprimido. Proporciona la fase maovil (gas portador); los

gases mas utilizados son hidrogeno, helio, nitrégeno y argon.

Un regulador de presion o flujo del gas portador.

Inyector. Es un dispositivo que permite la introduccion de la muestra en la
corriente de gas portador. Existe cierta variedad de disefio segun el tipo de
muestra que se trata de analizar. El mas comun es el inyector de liquidos que
puede utilizarse para soélidos (en disolucion) y gases (mediante jeringas
especiales): Se trata de una camara situada a la entrada de la columna y
calentada independientemente a una temperatura superior al punto de

ebullicion del componente menos volatil de la muestra.

Columna cromatografica

El horno, en cuyo interior se sitla la columna que debe poseer una buena

regulacion de temperatura.

El detector. En un dispositivo que permite medir de manera continua una
propiedad fisica del gas portador, que se modifica ampliamente con la

presencia de muy pequefias concentraciones de la sustancia a analizar.

Sistema electronico de amplificacion y medida de la sefial eléctrica enviada por

el detector y registrador de la misma.

49



5.3.1.4 Extraccion y cuantificacion de PHAs por cromatografia de gases

El método mas comun disponible en la actualidad para el analisis de PHAs en las
células bacterianas es la cromatografia gaseosa (GC). El método de GC involucra
la hidrdlisis y metandlisis subsecuente del PHA en las células enteras en la
presencia de acido sulfarico y cloroformo. Este método es muy laborioso e
involucra el uso extenso de solventes. Originalmente fue propuesto por Braunegg

et al., (1979) y después se profundiz6 y modificé por Comeau et al., (1988).

El método de extraccién involucra una hidrolizacién del polimero y la conversion a
un metilo-éster del fragmento del mondmero 3-hidroxialcanoato (3HA). Una
solucién de alcohol acidificada (es decir acido sulfarico con metanol) y un solvente
(cloroformo) se agregan a la muestra que se digiere a 100°C. Después se separan
las fases para su respectiva cuantificacion en el cromatografo de gases. Se ha
modificado este método para la cuantificacion de PHB a través del uso de un
solvente diferente (dicloroetano) e incluso se ha usado otra solucién de alcohol

acidificado (HCI con alcohol propilico). (Oehmen et al., 2005).

Varios grupos de investigaciéon demostraron una alta eficiencia en la cuantificacion
de polihidroxibutirato (PHB) a pesar de las variaciones en el solvente (cloroformo,
dicloroetano, diclorometano) y en las soluciones con alcohol acidificado (por

ejemplo el &cido sulftrico en el metanol o el HCI con alcohol propilico).
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Hay actualmente muchas variaciones al método de extraccion usando cloroformo
y alcohol acidificado, pero todavia no se conocen las ventajas o desventajas si se
llegan a variar las concentraciones de cualquiera de estas soluciones. La
concentracion del &cido sulfurico en el metanol ha sido variada de 3% a 10% e
incluso al 20%. Otros han variado el tiempo de extraccion de 3.5 h a 6 h e incluso

a 20 h.

El método de GC que se escogid para el analisis de PHAs, haciendo uso de un
procedimiento de extraccion con acido sulfurico en solucibn con metanol y

utilizando el cloroformo como solvente. (Oehmen et al., 2005).

5.3.2 Descripcion del método de cuantificacion de PHA empleado

Una muestra de 10 ml es tomada del reactor. Se le agregan 5 gotas de
formaldehido al 7% para detener inmediatamente cualquier actividad de
degradacion de PHA. Se centrifuga la muestra durante 5 min a 5000 rpm y se
retira el sobrenadante. La muestra se deja secar una noche en el horno a 120 °C
para evaporar toda el agua; esta es una modificacion al método usual que
requiere liofilizar la biomasa y que hace menos tardado el proceso y ha
demostrado que no interfiere con los resultados esperados, ya que se hicieron

experimentos con ambos métodos para comprobarlo. (Gurieff y Lant, 2007).
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Cuando se seca la biomasa se deja enfriar y se agregan 2 ml de metanol
acidificado y 2 ml de cloroformo. Las muestras se digieren a 100°C durante 20
horas. El metanol acidificado se usa con 3% de &cido. Al terminar la digestion las
muestras se dejan enfriar a temperatura ambiente y se les agrega 1 mL de agua
para alcanzar la separacion de fases. Se deja sedimentar una hora y se toma la
fase organica de la muestra que se encuentra en la parte inferior del vial, se hace
con pipetas de vidrio para evitar que el cloroformo arrastre polimero de pipetas de
plastico e interfiera con el resultado. La muestra se pasa por el cromatografo de

gases.

Para la cromatografia de gases se utiliza una curva de calibracion con 4
estandares que se encuentran en un rango de acuerdo a las concentraciones
esperadas de PHA, utilizando como estandar un copolimero PHB-PHV. De
acuerdo a los resultados esperados en este caso se utilizan estandares de 1, 2, 4

y 6 mg para las curvas de calibracion.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Estudios de ciclo

Se realizaron 4 estudios de ciclo de 6 horas en donde se obtuvieron diversos
resultados, tal como se ha descrito anteriormente. Se tomaron muestras para
realizar técnicas analiticas de SST, DQO, COT, y PHA por cromatografia en
diferentes tiempos (Serafim, et al., 2004). El més representativo de estos ciclos fue
el tercer ciclo, debido a que el reactor ya se encontraba aclimatado. En la tabla 6.1

se presentan algunos resultados.

Tiempo Hora pesoA pesoB pesoC SST SSV.  DQO pH coT COT(AGV)
(min) (mg/l) (mg/l) mgC/L mgC/L

0

08:00 0.1235 0.1339 0.1274 2080 1300 1623 8.24 33.35 88

15 08:15 0.1256 0.1330 0.1287 1480 860 1396 8.68 34.54 80
30 08:30 0.1235 0.1291 0.1253 1120 760 1393 9 24.46

45 08:45 0.1253 0.1327 0.1276 1480 1020 1400 9.28 12.87

60 09:00 0.1246 0.1316 0.1265 1400 1020 1379 9.34 5.96

90 09:30 0.1252 0.1326 0.1277 1480 980 1415 9.36 4.09

120 10:00 0.1250 0.1308 0.1270 1160 760 1369 9.34 7.87

15
18

0 10:30 0.1236 0.1295 0.1251 1180 880 1381 9.35 6.8
0 11:00 0.1242 0.1315 0.1267 1460 960 1395 9.33 7.12

24
30
36

0 12:00 0.1250 0.1316 0.1273 1320 860 343 932 7.34
0 13:00 0.1286 0.1359 0.1300 1460 1180 56 9.46 6.64

0 14:00 0.1285 0.1354 0.1297 1380 1140 56 9.38 5.92
Tabla 6.1 Resultados de un estudio de ciclo.

oNoNolloNoNoNelloNoNe]

En los siguientes apartados se comentan algunos de estos resultados, ademas de
reportar y comentar los resultados obtenidos con las técnicas cualitativas y

cuantitativas de deteccion de presencia de PHAs en cultivos mixtos.
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6.2 Resultados de técnicas analiticas estandar

Desde que se ocuparon los lodos activados de la planta de tratamiento de agua
residual municipal C.U. se tomaron mediciones SST y SSV (figura 6.1), en el
reactor SBR donde se observa que mientras se acondiciona el reactor existe
varianza de los mismos, aproximadamente fue un mes para que lo lodos
activados se acondicionaran y esto se puede ver en la gréafica, donde se vuelve

una tendencia lineal.

Sélidos Suspendidos (SSTy SSV)

6000

5000 -

4000 -

SSV (mg/L)
w
o
o
o

2000 4

1000 -

0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (dias)

—e—SSV —=—SST

Figura 6.1 Monitoreo de los SST y SSV durante el periodo de 90 dias.

Una curva de la evolucion de los sdlidos suspendidos durante un ciclo de
enriquecimiento selectivo se muestra en la figura 6.2 Se observa que
aparentemente al inicio del ciclo disminuyen por la dilucién y existen algunos

cambios a lo largo del ciclo, pero éstos se mantienen aproximadamente
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constantes. Cabe resaltar que la técnica analitica tiene una alta incertidumbre, por

lo que las variaciones observadas no son significativas.

SSTy SSV vs Tiempo

2250
2000 1
1750
1500 |

1250 1
1000 -
750 -

500 ~
250 ~
0 ‘ ‘ ‘ \ \ \ \

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo(min)

Sélidos Suspendidos (mg/l)

—e—SST —=—SSV

Figura 6.2 SSTy SSV del tercer estudio de ciclo.

La evolucion del carbono orgénico total (COT) y del pH se muestran en la figura
6.3. El COT, tal como se esperaba, desaparece al terminar la fase de abundancia
de sustrato, y es en este momento que se supone que existe la mayor acumulacion
de PHA; esto sucede en la primera hora. Por otro lado el reactor presenta un
aumento minimo alcalino del pH, debido a una disociacion de los acidos grasos.
Este aumento de pH concuerda con la disminucién pronunciada del carbono,
demostrando que existe un equilibrio entre el &cido acético y el acido propionico y
no se difunden intracelularmente en los microorganismos de los 100 minutos en

adelante.
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COTypH
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Figura 6.3 Carbono Organico Total (COT) y pH.

Aunque se ha dicho que el pH es un parametro de control de gran importancia, y
se han realizado estudios donde la variacion del mismo repercute en el rendimiento
del PHA, la experiencia durante el desarrollo de este trabajo fue que era mejor

dejar que alcanzara su equilibrio sin forzarlo; es decir, un control muy severo del

pH puede resultar contraproducente.

La disminucion en el COT también coincide, como era de esperarse, con el
agotamiento de los acidos grasos volatiles, los cuales son consumidos
aproximadamente a la media hora del inicio del ciclo. Este se ilustra en la figura

6.4 para el tercer estudio de ciclo.
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Acidos Grasos Volatiles
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Figura 6.4 Consumo de acidos Grasos Volatiles en el tercer ciclo.

6.3 Determinacién cualitativa de PHA

La técnica cualitativa de tincion con negro de Sudan se realizd6 para observar la
presencia de PHB. En caso de existir se presenta una coloracion en los granulos

intracelulares de color azul-negro y el citoplasma aparece de color rosa.

En la figura 6.5 no se observa la presencia del PHB, esto se debe a que las

condiciones de reactor de enriquecimiento selectivo (SBR) no son las adecuadas.

En las siguientes imagenes de las figuras 6.6 a 6.8 se muestran algunos de los
resultados Optimos obtenidos; cuando reactor se encuentra funcionando

adecuadamente. La muestra fue tomada al final de un ciclo del reactor de
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enriguecimiento selectivo (SBR). Donde se observa la presencia de PHA en los

granulos tefiidos de negro y las paredes rosadas (Burdon, 1946).

Figura 6.5 Ausencia de PHB (objetivo 100X, barra 2.0um)
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Figura 6.6 Muestra 1 en el microscopio (objetivo 100X).

Figura 6.7 Muestra 2 en el microscopio (objetivo 100X, barra 2.0um).

PHB

PHB
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Figura 6.8 Muestra 3 en el microscopio (objetivo 100X, barra 2.0um).

De las tinciones realizadas, se observé la presencia de PHB, pero no se sabe que
cantidad hay de él, por lo cual la técnica cualitativa es un método exploratorio para
saber si existe PHB. Por otra parte tampoco se puede detectar si existen otros
tipos de PHA. Sin embargo sirvié para conocer si las condiciones del reactor eran

adecuadas para producir PHA.

6.4 Cuantificacion de PHA por cromatografia de gases

Aungue es notoria la presencia de PHA como granulos intracelulares al realizar las
tinciones, la cuantificacion de este compuesto no arroj6 resultados favorables. Los
resultados obtenidos son diferentes a los esperados (Oehmen et al., 2005). En la
figura 6.9 se observa el cromatograma del estudio de ciclo estudiado comparado

con el estandar del copolimero PHB:PHV (Sigma Aldrich). Donde los picos fueron
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imperceptibles, por lo que se asumio que habia poca concentracion de PHA en las
muestras. Esto se puede deber a que la técnica de cromatografia de gases era
hecha por primera vez y se procedio a realizar algunos cambios en la agitacion
(200 rpm, 300 rpm y 500 rpm), aireacion hasta cambiar por lodo nuevo de la planta
de tratamiento de agua residual del C.U.; ya que el lodo presento caracteristicas
cualitativas no deseables como cambio de color (café verdoso), consistencia
viscosa mala sedimentacion y mal olor. La figura 6.10, en cambio, muestra un
cromatograma hecho posteriormente. Se observa una mayor produccion de PHA,

ya que se tiene un pico mas pronunciado en comparacion del cromatograma

anterior.
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Figura 6.9 Cromatograma de un estudio de ciclo contra el estandar de PHB.
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Figura 6.10 Cromatograma de un estudio del reactor de produccion contra el estandar de PHB.

Al adecuar con mayor precision la técnica de cromatografia y mejorando las
condiciones del reactor de enriquecimiento se infiere que existe mayor produccion
de PHA. Entre los factores que hicieron esto posible fueron que la alimentacién se
realiz6 por separado, el medio mineral y los acidos grasos volatiles por separado.
También que se debe de mantener en refrigeracion la alimentacién para que no

sea afectado por organismos externos al biorreactor.

Sin embargo la técnica es cara y existen restricciones para realizar dicha técnica,
entre ellas el cambio de columna del cromatografo, y la limpieza del material donde

se recomienda que sea nuevo, para que no presente ninguna alteracion externa.
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Por otra parte la cromatografia de gases requiere de mayor tiempo en la
preparacion de muestra y lecturas, que las otras técnicas. Debido a esto no se
obtienen resultados inmediatos que puedan ser parametro de decisiones en el

transcurso del proceso. Se observa que la técnica produce efluentes de desechos

toxicos (solventes).
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7. CONCLUSIONES

Se monitoreo la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA-plasticos

biodegradables) en un sistema de biorreactores piloto experimental.

Se implementaron técnicas analiticas estandar para monitoreo de biorreactores,
asi como las técnicas cualitativas y cuantitativas de deteccion de presencia de

PHA intracelular.

El reactor de enriquecimiento selectivo logré el objetivo de mantener biomasa y
seleccionar aquella capaz de almacenar PHA a partir del uso de cultivos mixtos y
agua residual sintética con alto contenido de AGVs como sustrato. Las
condiciones de aclimatacion fueron adecuadas en el reactor de enriguecimiento

y los microorganismos activos fueron aptos para la produccion de PHAs.

Se adecuaron y mejoraron las técnicas de cuantificacion existentes, para la
determinacion de PHAs. Un correcto monitoreo de esta variable en un futuro
permitira incrementar la productividad del mismo en el sistema. La técnica de
cuantificacion por cromatografia de gases parece ser la mas adecuada por el

momento para seguir la acumulacién y consumo de PHASs en cultivos mixtos.

En el método de cuantificacion por cromatografia se encontraron mejores
resultados cuando se suministré por separado la alimentacién y el medio
mineral. A pesar de que es un método lento, presenta resultados Optimos en
comparacién de las otras técnicas. En investigaciones posteriores se debe tratar

con los solventes toxicos que genera dicha técnica.
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Una recomendacién es que se debe revisar el in6culo de lodos activados
provenientes de la planta de tratamiento de agua residual municipal antes de
agregarlos al reactor, que en ocasiones es inactivo. Ante esta situacion se debe
cambiar el tiempo de las etapas del ciclo, porque se vuelve mas lento el
consumo de alimento. En estos casos el siguiente paso de esta experimentacion
consiste en recuperar el reactor, ya que se ha observado que a pesar de que los
organismos flagelados pueden acumular PHA, no son deseables debido a que
evitan la buena sedimentabilidad, llevando a un lavado del reactor. Esto fue
notorio al observar al microscopio las muestras del reactor de enriquecimiento,
ya que se detecto la presencia de muchos organismos flagelados que hacen que
no sedimente bien el reactor y que han demostrado ser causantes de reactores
con espuma. Sin embargo la tincion con negro de Sudan indicé la presencia de

PHA acumulado en estos microorganismos.
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