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1. Introduccion

Las aguas residuales se producen como consecuencia de las distintas actividades
humanas; estas se caracterizan por tener disueltas o en suspension sustancias
quimicas, particulas o microorganismos que deterioran la calidad de los cuerpos
receptores en donde se descargan, sobre todo si no se tratan adecuadamente para
remover las sustancias o elementos potencialmente perjudiciales (Tchobanoglous et al.,
2003). Se estima que a nivel mundial entre 80 y 95% del agua residual se descarga
directamente a los rios, lagos y océanos sin recibir tratamiento previo (Conagua, 2017),
lo cual genera un grave problema de contaminacién ambiental.

Las aguas residuales municipales son generadas en los ndcleos de poblacion;
provienen de las viviendas, edificios publicos y son colectadas en los sistemas de
alcantarillado urbanos y rurales. Sus principales contaminantes son el nitrégeno,
fosforo, compuestos organicos, bacterias coliformes fecales y materia organica, entre
otros (Jiménez et al., 2010).

En el afio 2019 se descargaron 7.9 millones de hm?® de estos efluentes, de los cuales se
recolectaron en el alcantarillado 6.79 millones de hm?® y se trataron sélo 4.46 millones
de hm® a un caudal de 141.48 (m%s), permitiendo la remocién de 0.96 miles de
toneladas de DBOs como carga contaminante de las 2.13 miles de toneladas
producidas (Conagua, 2019). Debido a esto, es necesario incrementar la cobertura de
tratamiento de aguas residuales a partir de la seleccion e instalacion de sistemas
altamente eficientes y robustos en la remocién de contaminantes.

Los sistemas basados en lodos aerobios granulares (LAG) han demostrado ser una
alternativa atractiva para sustituir los sistemas convencionales de lodos activados, pues
a partir de su uso es posible la eliminacion simultanea de materia organica y nutrientes
biolégicos, ademas de una excelente separacion soélido-liquido en unidades de
tratamiento compactas, lo que permite obtener efluentes clarificados con bajas
concentraciones de sélidos suspendidos en sistemas que demandan poca area (Long
et al., 2014). En este sentido, los LAG presentan distintas cualidades, tales como una
buena capacidad de sedimentacion, estructura compacta, alta resistencia a la toxicidad
y capacidad para soportar tasas de carga organica de hasta 15 g DQO L™ "' d™ ' (De
Sousa et al., 2020).



Como una ventaja operativa adicional, el tratamiento de las aguas residuales a partir de
sistemas de LGA pueden complementarse con la produccion de biopolimeros en forma
de polihidroxialcanoatos (PHA), los cuales se acumulan en el citoplasma celular de los
microorganismos cuando utilizan como sustrato los contaminantes organicos presentes
en el agua residual.

Con base en lo descrito, en el presente trabajo se analiza el proceso de granulacion de
la biomasa en un reactor secuencial intermitente a escala laboratorio, utilizando como

influente aguas residuales municipales diluidas.

2. Antecedentes

2.1 Tratamiento de aguas residuales
El tratamiento de aguas residuales tiene como objetivo producir efluentes que no

representen un peligro para la salud humana o dafio al medio ambiente. El tratamiento
convencional de aguas residuales es una combinacion de procesos fisicos, quimicos y
biolégicos para eliminar sélidos en suspension y disueltos a partir de la descomposicion
biologica de la materia organica y nutrientes contenidos en las aguas residuales. Para
lograrlo, se aplican diferentes procesos secuenciales, los cuales se clasifican en
tratamiento preliminar, primario, secundario y terciario o avanzado (Ranijit et al., 2021).

Durante el tratamiento preliminar se eliminan los componentes que puedan afectar el
mantenimiento o funcionamiento de los diferentes procesos; eliminando principalmente
sélidos gruesos, grasa y aceites. En el tratamiento primario se remueven del agua una
fraccidon de sélidos en suspensidén y materia organica del agua residual; esto se realiza
mediante operaciones fisicas como tamizado y sedimentacion. Posteriormente, en el
tratamiento secundario se lleva a cabo la remocion de compuestos disueltos, los cuales
generalmente representan la mayor fraccion de contaminantes en las aguas residuales.
Debido a ello, se considera al tratamiento secundario como la etapa mas importante del
proceso (Metcalf y Eddy, 1996). Los tratamientos secundarios no logran cumplir con las
normativas para la reutilizacion de las aguas tratadas, por lo tanto, se les aplica un
tratamiento terciario. Los procesos de tratamiento terciario incluyen principalmente
coagulacion, sedimentacién, bio-filtro, filtracion fisica o por membrana, ozonizacion y

desinfeccion (Wang et al., 2018).



El tratamiento de aguas residuales con lodos activados es el tratamiento biolégico mas
utilizado actualmente, sin embargo, las plantas de tratamiento de aguas residuales
convencionales (PTAR) basadas en esta tecnologia requieren una gran area debido a
las diferentes etapas que las conforman. Esto se debe principalmente a la inclusion de
un sedimentador primario de gran tamafio para la remocién de los contaminantes en
forma particulada. Adicionalmente, el reactor secundario demanda altos costos de
energia para la aereacion de sélidos suspendidos volatiles, los cuales representan los
microorganismos que se encargan de la biodegradacion de los contaminantes (De Bruin
et al., 2004). Por otra parte, en este proceso se requiere un tanque de separacion
secundario (tanque de decantacion o sedimentacion) para la separacion de la biomasa
del agua tratada (Ranijit et al., 2021), asi como de lineas de remocién y de recirculacion
de lodos. La biomasa en estos sistemas esta constituida por lodos activados, los cuales
estan integrados por millones de microorganismos auto-adheridos en estructuras
llamadas fl6culos, los cuales presentan una conformacién dispersa que resulta en bajas
velocidades de sedimentacion. Debido a ello, usualmente se requiere de tiempos
prolongados de sedimentacion para lograr la separacién eficiente de la biomasa del
agua tratada.

Por lo antes expuesto, se ha optado por el disefio de tecnologias avanzadas de
configuracion mas simple o con menores requerimientos de éarea, las cuales se
caracterizan por presentar altas eficiencias en la remocién de contaminantes. Entre
estas resaltan los reactores de biomasa granular aerobia, cuya biomasa tiene como
principal ventaja altas velocidades de sedimentacion en comparacion a los floculos y
puede ser cultivada en sistemas mas compactos como lo son los reactores

secuenciados por lotes (Winkler et al., 2018).

2.2 Reactores de lotes secuenciado
A la fecha existen diferentes tecnologias biolégicas para el tratamiento de aguas

residuales, las cuales se adaptan a las caracteristicas particulares de los diferentes
tipos de aguas residuales que se producen, asi como a las condiciones
socioeconOmicas de las distintas zonas en donde se instalan y a los requerimientos de
calidad de agua tratada. En este sentido, una de las tendencias actuales es el disefio e
instalacion de sistemas robustos y eficientes que permitan generar agua de alta calidad

con potencial de reuso. Entre estos, resaltan los reactores de lote secuenciado (SBR,



por sus siglas en inglés); los cuales presentan importantes ventajas en comparacion a
los sistemas convencionales de lodos activados, pues es una tecnologia flexible, que
representa menor costo operativo, menor demanda de é&rea para su instalacion,
ademas de combinar las fases de nitrificacion y desnitrificacion en el mismo sistema
(Lim et al., 2011). Su configuracién por etapas permite incluir fases anodxicas y aerobias
para la remocion simultanea de carbono y nutrientes, resultando asi en sistemas
altamente eficaces. Este proceso implica una gran reduccién en el tamafio de la planta,
pues una gran diferencia entre el uso de un SBR y un sistema convencional es que, en
el dltimo cada una de las etapas del tratamiento se hacen en tanques separados (Singh
y Srivastava, 2011).

El proceso que se realiza dentro de un SBR para el tratamiento de aguas residuales
consta de 4 fases. En la fase de llenado el reactor se alimenta con aguas residuales
crudas. La alimentacién puede ser aerobia (con agitacién) o anaerobia (estatica). En la
alimentacion aerobia al entrar en contacto el agua cruda con la biomasa y en presencia
de oxigeno, inmediatamente se inicia la etapa de reaccién aerobia. Durante el llenado
estatico se agrega el agua a la biomasa, creando una situacion de alto contenido de
sustrato que favorece principalmente a los microorganismos acumuladores de fosfatos,
los cuales son los responsables de la eliminacion biologica de fésforo, para después
iniciar la etapa de reaccion aerobia. Durante la fase de reaccion aerobia se lleva a cabo
la eliminacion biologica de los compuestos organicos. Una vez que concluye la etapa de
reaccion, se inactiva el sistema de aereacion iniciando la fase de sedimentacion, en la
cual se permite la separacion de la biomasa del agua tratada. Finalmente, una vez
clarificado el efluente, este se extrae del sistema durante la fase de descarga, cerrando
asi un ciclo de operacién (Dutta y Sarkar., 2015).

Ademéas de las cualidades mencionadas de los sistemas SBR, dentro de estos
reactores es posible la formacién de lodo granular aerobio (LAG) la cual presenta
propiedades estructurales superiores a las de los lodos activados, permitiendo asi una
operacion eficiente de los SBR. En este sentido, los sistemas de biomasa granular
aerobia se caracterizan por presentar altas tasas de degradacion de contaminantes,
altas velocidades de sedimentacion y la capacidad de soportar choques de carga, lo
gue resulta en sistemas altamente compactos que operan con cortos tiempos de

residencia hidraulico (Pronk et al., 2015). En comparacién con el sistema de lodos



activados, la tecnologia de LAG presenta una reduccion del 20-25% en los costes
operativos, 23% - 40% menos de consumo eléctrico y de 50% - 75% de reduccion de
los requisitos de espacio (Adav et al., 2008).

2.3 Lodos aerobios granulares
Los sistemas basados en lodos aerobios granulares (LAG) han demostrado ser una

alternativa atractiva para el tratamiento eficiente de aguas residuales, pues a partir de
Su uso es posible la eliminacion simultanea de materia organica y nutrientes biolégicos
ya que los granulos estan integrados por microorganismos, anéxicos, aerobios,
aerobios facultativos, lo que permite obtener nitrificacion simultdnea (autoétrofa),
desnitrificacion (andxica), y eliminacion de fosfato a partir de microrganismos
acumuladores de polifosfato (Pishgar et al., 2020). Adicionalmente, sus propiedades
fisicas de compactacion y alta densidad permiten una excelente separacion solido-
liguido en un reactor compacto, lo que permite omitir el tanque de sedimentacion de
lodos, obteniendo efluentes clarificados con bajas concentraciones de sélidos
suspendidos. En resumen, los LAG presentan una buena capacidad de sedimentacion,
estructura compacta, alta resistencia a la toxicidad y capacidad para soportar tasas de
carga organica de hasta 15 g DQO L™ ' d” ' (De Sousa et al., 2020) ademas, de que
tienen la capacidad de acumular polihidroxialcanoatos (PHA).

Estructuralmente, los LAG son granulos en los que distintos microorganismos
funcionales se agregan en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS),
compuestos inorganicos y minerales (Figura 1) (Adav y Lee, 2008). Los granulos
aerobios, presentan una estructura densa, que les permite sedimentar a altas
velocidades. Adicionalmente, su morfologia compacta presenta una alta resistencia a la
difusién de sustancias toxicas o inhibitorias al interior del granulo, por lo que se reporta

gue exhiben una alta tolerancia a este tipo de sustancias (Zhang et al., 2016).
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Figura 1. Estructura de un granulo aerobio formado por bacterias y sustancias poliméricas
extracelulares (Pronk et al., 2017)

Para lograr cultivar LAG, se requiere aplicar distintas estrategias basadas en la
aplicacién de presiones de seleccion hidraulica y biolégica (Long et al.,, 2014). Los
factores operativos clave que promueven la granulacién aerdbica en SBR consisten en
la reduccion gradual del tiempo de sedimentacion, la operacion con altas relaciones de
intercambio  volumétrico, breves periodos de alimentacion vy altas fuerzas
hidrodinAmicas de corte de entre 1.2 y 2.0 cm/s (Jungles et al., 2011). La aplicacién
conjunta de estos factores permite remover del sistema aquellos microorganismos con
las menores velocidades de sedimentacion, asi como someterlos constantemente a
condiciones de friccion hidraulica y alta turbulencia, lo que induce la formacién de
granulos aerobios estables (De Sousa et al., 2020). La difusién de aire y sustrato son
pardmetros de importancia en el desarrollo de los granulos, pues a medida que crecen
en didmetro, la difusibn de se ve limitada debido a la resistencia interna, lo que
ocasiona que los microorganismos del nucleo consuman la capa de polisacarido
extracelular como medida de supervivencia y entonces la estructura se debilite
(Corsino, 2017).

Generalmente se considera que la biomasa ha granulado cuando el diametro de los
agregados es superior a 0.2 mm, y el sistema se considera granular completo cuando
mas del 80% de la biomasa esta en forma de granulos con una relacion SVI30 / SVI5
superior al 90% (Liu et al., 2010).



Las diferencias entre las propiedades de los lodos activados y los lodos aerobios
granulares se presentan en la Tabla 1. Como se observa el IVL es menor en el LGA, el
IVL es un indice para medir el rendimiento de sedimentacion de lodo activado, que
puede reflejar la estructura suelta y el rendimiento de la compactacion (Long et al.,
2014), ademéas de que estos tienen una mayor concentracion de EPS las cuales
promueven la adhesion de células y dan estabilidad a los granulos. Estas
caracteristicas contribuyen para mejorar la velocidad de sedimentacion de los granulos
(10- 90 m/h), la cual es considerablemente mayor a la de los lodos floculentos (2- 10
m/h) (De Sousa et al.,, 2018). Se ha observado que los LAG tienen la capacidad de
almacenar polihidroxialcanoatos (PHA), los cuales son polimeros biodegradables, que
se almacenan dentro de las células como reserva de energia (Lui y Tay 204; Gobi y
Vadivelu, 2015; Tavera, 2021), estos biopolimeros son una alternativa para la

sustitucidon de plastico de origen fosil (Kaur et al., 2017).

Tabla 1. Propiedades de los lodos activados y granulos aerobios (Long et al., 2014)

. EPS

Contenido WL = & /oy (mglg PN/PS MLVSSMLSS @

de agua (%) (ml/g) MLVSS) (mm)
Lodos
activados 99.3 99.7 0.6 62.6 0.34 0.56 0.13
floculentos
Lodos
aerobios 98.4 54.9 0.94 253.7 1.56 0.69 1.61
granulares

PN/PS: relacién proteina/carbohidratos; EPS: Sustancias Poliméricas Extracelulares; IVL; indice volumétrico de lodos;
MLVSS/MLSS: Relacién Solidos Suspendidos de Licor Mezclado/ Solidos Suspendidos Volatiles de Licor Mezclado

2.4 Papel de las EPS en la formacion de biomasa granular aerobia
La secrecion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) se refiere principalmente a

los productos de lisis celular e hidrolisis de macromoléculas que contienen proteinas,
lipidos, &cido nucleico, y polisacaridos; pueden impulsar la agregacion de
microorganismos pues son un material pegajoso que funciona como pegamento
promoviendo la formacion de granulos, ademas de que confieren estabilidad a los
agregados microbianos (Li et al., 2020; Kim et al., 2014) En las EPS esta presente una
gran variedad de grupos funcionales de importancia para la union de particulas, lo cual
fomenta la formacion de granulos mediante interacciones hidrofobas, enlaces de
hidrégeno e interacciones ionicas, con la ayuda de fuerzas hidrofobas, los fléculos de

lodo se unen y establecer una estructura de red para favorecer la formacion de granulos
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aerobicos rapidamente (Deng et al.,, 2016). Las EPS pueden formar una capa
protectora en las células, para evitar agresiones del ambiente externo, ademas
funcionan como reserva de energia en periodos de poca disponibilidad de nutrientes (Li
et al., 2002).

2.5 Produccion de polihidroxialcanoatos
La produccion de PHA es una alternativa biotecnoldgica de bajo impacto ambiental que

permite sustituir el uso de plasticos sintéticos. Son materiales basados en compuestos
producidos mediante procesos bioldgicos fermentativos por distintos tipos de
microorganismos (Chen, 2015).

La produccion de polihidroxialcanoatos es un bioproceso complejo en el que el
rendimiento del producto depende de un conjunto de factores como la cepa y la ruta
metabdlica involucradas, parametros de fermentacion como temperatura, pH, fase de
produccion (metabolito secundario), fuente de carbono, y la condicion de agotamiento
de los nutrientes requeridos para la sintesis (Venegas y Ramirez, 2016).

Los PHA son almacenados en el citoplasma de la célula en forma de granulos, con un
diametro en el rango de 0.2 a 0.5 um (Kumar et al., 2020). Constan de un nucleo
hidrofobo de cadenas de PHA y agua que actian como plastificantes; este nucleo esta
cubierto por mas enzimas hidrofilicas y proteinas estructurales que pueden formar una
membrana proteica (Koller, 2018).

Estructuralmente, los PHA son poliésteres termoplasticos de mondémeros de
hidroxiacido (HA) que estan conectados por un enlace éster al grupo alquilo terminal de
PHA (R), el cual puede variar de metilo (C1) a tridecilo (C13) (Figura 2), por lo que se
han aislado mas de 150 unidades de hidroxialcanoato con diferentes grupos R-
terminales (Maninna et al., 2020). Las propiedades fisicas de los PHA, y por ende su
aplicacién final, estan influenciadas por la longitud de la cadena lateral y el tipo de
grupo funcional, siendo los monémeros de cadena corta (SCL)-PHAs materiales rigidos
altamente cristalinos mientras que los monémeros de cadena media (MCL)-PHA son
materiales blandos, elasticos y viscosos (Mannina et al., 2020). Los PHA son insolubles
en agua, lo que ayuda a resistir su hidrolisis, mientras que sus propiedades de
hundimiento en el agua aceleran la biodegradacién en ausencia de oxigeno (Kumar et
al., 2020).
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Figura 2. Estructura general de los PHA (Lee, 1996)

2.6 Sintesis de PHA
Los PHA, especialmente los polihidroxibutiratos (PHB), son sintetizados por distintos

géneros de microorganismos procariotes y algunos eucariotes en condiciones de
estrés, principalmente consistentes en la limitacién de nutrientes (Kaur et al., 2019). La
composicion precisa de los PHA depende del tipo de bacteria y de la materia prima a
partir de la cual se sintetizan; de hecho, hasta la fecha se han identificado ocho vias
diferentes para la biosintesis de PHA (Mannina et al., 2020). Bioquimicamente, la
sintesis de PHA involucra la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA para formar
acetoacetil-CoA, esta reaccion es catalizada por p-cetotiolasa (Figura 3).
Posteriormente, una enzima llamada acetoacetil-CoA reductasa reduce la acetoacetil-
CoA a (R) -3-hidroxibutiril-CoA, que es entonces utilizado como un monémero para
polimerizar PHB por medio de la PHB sintasa.
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Figura 3. Ruta metabdlica para la sintesis y degradacion intracelular de P3HB a partir
de carbohidratos (Steinbuchel et al., 2001).

Una posible explicacion a la acumulacion de PHA en condiciones limitantes de
nutrientes es la ruta que tome la acetil- CoA, pues esta enzima puede ser oxidada via
el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT) o puede servir como sustrato para la sintesis
de P3HB, esto depende de las condiciones ambientales, especialmente limitacion por
oxigeno, incrementando la relacion NADH/NAD. La enzima citrato sintetasa y la
isocitrato deshidrogenasa se inhiben por el NADH y en consecuencia la acetil-CoA no
entra al CAT en la misma cantidad, por lo que es convertida a acetoacetil-CoA por la 3-
cetotiolasa la que a su vez es inhibida por CoA. Cuando la cantidad de oxigeno es
adecuada, la concentracion de CoA es alta y la acetil-CoA entra al ciclo CAT mientras
gue la 3-cetotiolasa es inhibida y consecuentemente la sintesis de P3HB cesa (Kaur et
al.,2017).

A nivel operativo, el proceso de produccion de PHA se lleva a cabo a partir de la
estrategia de alimentacion dinamica aerdbica (ADF, por sus siglas en inglés) en
sistemas SBR, la cual consiste en el cambio continuo en las condiciones de
disponibilidad de sustrato, donde los microorganismos son expuestos alternadamente a
condiciones de disponibilidad (saciedad) y ayuno de sustrato (Nancharaiah y Reddy,
2018).

10



Normalmente el perfil que ilustra las curvas de tiempo de crecimiento y la produccion de
PHA durante la ADF consta de dos fases claramente distinguibles (Figura 4): la primera
caracterizada por condiciones ricas en nutrientes (fase de saciedad), en donde se
elimina el 90% de la DQO disponible y se observa el mayor incremento en el contenido
de PHA y la fase de ayuno que se caracteriza por una disminucion en la concentracion
de PHA, el cual, se utiliza como fuente de carbono para el mantenimiento de las
necesidades energéticas, debido a que la fuente externa de carbono ya no esta
disponible para los granulos aerébicos (Gobi y Vadivelu 2014).

Los SBR son adecuados para operar bajo la estrategia ADF ya que durante la etapa de
aereacion es posible someter al cultivo a condiciones alternas de saciedad y ayuno.
Esto facilita la selecciébn de microorganismos con capacidad de acumulacién PHA, los
cuales almacenan este tipo de biomoléculas como fuente de sustrato y energia durante

la etapa de ayuno (Gobi y Vadivelu, 2015).
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Figura 4. Perfil de crecimiento, acumulacién de PHA y concentracion de oxigeno disuelto respecto al

tiempo en la etapa de ayuno y saciedad (Serafim et al., 2004).

La limitacion de nitrégeno o fosfato da como resultado una actividad reducida de las
vias anabolicas, lo que conduce a un exceso de ATP producido a partir de vias
catabodlicas; esto a su vez provoca la acumulacion de acetil CoA, el cual es utilizado
para la produccién de PHA. Sin embargo, se ha observado que el agotamiento
completo de un nutriente provoca el cese del crecimiento, por lo que se tiene que tomar

en cuenta este efecto en el proceso de operacion del reactor (Koller et al, 2020).
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2.7 Sustratos utilizados en la produccion de PHA
Uno de los factores de mayor impacto en el costo de produccién de biopolimeros en

forma de PHA es el tipo de sustrato utilizado (Kaur et al., 2017). La composicién del
sustrato es un factor clave en la acumulacién de PHA; normalmente los sustratos puros
mas empleados son la glucosa y los acidos grasos volatiles. Por ejemplo, la formacién
de PHA que consiste en mondémeros que no son 3-hidroxubutirato (3HB) requiere
acidos grasos como precursores para la formacién de otros monémeros SCL o MCL
(Chen et al., 2020).

Inicialmente, los estudios en la produccion de PHA estuvieron centrados en la
utilizacion de medios sintéticos de alta pureza, ricos en sales de aniones de acidos
grasos volatiles, tales como el acetato, butirato, valerato, etc. (Kumar et al., 2020). Sin
embargo, esto disminuia significativamente la rentabilidad del proceso de produccion,
por lo que se han buscado nuevas alternativas, evaluando la utilizacién de distintos
medios residuales, como fuentes de sustrato.

Las melazas presentan una composicién fisicoquimica que favorece el crecimiento de
Pseudomonas fluorescens las cuales pueden acumular PHA a partir dealcanos,
alquenos, alcoholes y acidos carboxilicos (Venegas y Ramirez, 2016). Otros sustratos
utilizados son los residuos lignocelulésicos, los cuales requieren pasos de
pretratamiento / hidrolisis para liberar los azlcares que son posteriormente
metabolizados por los microorganismos para producir los bioplasticos (Gonzalez et al.,
2013), asi como los subproductos de la industria de glicerol, los cuales han sido
utilizados para la produccion de PHA con cultivos de Pseudomonas putida KT2442
(Solaiman et al., 2006).

Los aceites vegetales inducen altos coeficientes de rendimiento de biomasa celular y
produccion de PHA (0.6 a 0.8 g de PHA por g de aceite) debido a su mayor contenido
de carbono por peso en comparacion con los azlcares. Se sabe que diversas especies
de bacterias producen PHA a partir de aceites vegetales como Burkholderia cepacia,
Pseudomonas aeruginosa y Cupriavidus necator, Asi mismo, la vinaza, un residuo
altamente contaminante de la industria del etanol, ha sido utilizada para la produccién
de PHA por la arquea extremadamente haldfila, Haloferax mediterranei (Kumar et al.,
2020).
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A pesar de que se han utilizado multiples fuentes residuales altamente concentradas en
materia organica para la sintesis y acumulacién de PHA, una opcion sustentable
consistiria en el uso de aguas residuales municipales, las cuales se producen en
grandes volumenes en zonas rurales y urbanas. De esta forma, el tratamiento de este
tipo de efluentes en sistemas biolégicos de biomasa suspendida, como los de LAG,
permitiria no sélo su estabilizacion y depuracién, sino su aprovechamiento como fuente

de sustrato para la generacion de productos de valor agregado, como los PHA.

2.8 Aguas residuales municipales como fuente de sustratos para la produccion de
PHA.
Las actividades humanas que requieren el uso de agua producen como desecho aguas

residuales, las cuales se caracterizan por tener disueltas o en suspensién sustancias
guimicas, particulas o microorganismos que deterioran la calidad del agua de los rios,
lagos, presas 0 zonas costeras en donde se descargan, sobre todo si no se tratan
adecuadamente para remover las sustancias o elementos potencialmente perjudiciales.
Se estima que a nivel mundial entre 80 y 95% del agua residual se descarga
directamente a los rios, lagos y océanos sin recibir tratamiento previo (Conagua, 2017).
Las aguas residuales municipales son generadas en los nucleos de poblacion,
provienen de las viviendas, edificios publicos y son colectadas en los sistemas de
alcantarillado urbanos y rurales. Las aguas residuales municipales contienen distintos
tipos contaminantes en intervalos abiertos de concentracion: nitrégeno (20- 85 mg/L),
fésforo (4- 15 mg/L), demanda quimica de oxigeno (DQO) (250- 1000 mg/L), bacterias
coliformes fecales (10°- 10° NMP/100 mL) (Metcalf y Eddy, 1996).

En el afio 2019 se descargaron 7.9 (millones de hm®afio) de aguas residuales, de los
cuales se recolectaron en el alcantarillado 6.79 (millones de hm®afio) y se trataron 4.46
millones de hm®/afio a un caudal de 141.48 (m®/S), (Figura 5), lo que generd una carga
contaminante de 2.13 millones de toneladas de DBOs y se removieron en los sistemas
de tratamiento 0.96 millones de toneladas (Conagua, 2019).

Debido a lo anterior, se buscan opciones de tratamiento para minimizar las descargas
de aguas residuales y mitigar los peligros de contaminantes (Rashid et al., 2021).
Debido a su composicion, la produccion de PHA a partir de este tipo de efluente

proporciona una alternativa economicamente viable, por su composicion facilmente
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fermentable y se ha reportado que usando aguas residuales como sustrato se ha
acumulado hasta 50 % de PHA en peso seco celular (Liu et al., 2011).
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Figura 5. Caudal de agua tratado (2010-2019) Conagua, 2019

2.9 Cultivo de biomasa granular aerobia para la acumulacion de PHA
Las primeras investigaciones sobre la sintesis de PHA se llevaron a cabo utilizando

como indculo cepas puras de microorganismos con capacidad de acumulacion de
biopolimeros (Kaur et al. 201). Sin embargo, una alternativa reciente es la sintesis a
partir de cultivos mixtos, debido a su condicion de fermentacion simplificada (Chen et
al., 2015). Los cultivos mixtos aplicados en la sintesis de PHA consisten generalmente
de lodos provenientes del tanque de aireacion en sistemas de lodos activados, los
cuales contienen agregados de microorganismos en forma de floculos, con bajas
propiedades de compactacion y sedimentacion. Una alternativa para potencializar la
produccién de PHA consiste en el uso de biomasa con mayores propiedades de
compactacion y sedimentacion, como los lodos aerobios granulares (Figura 6).
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Figura 6. Vista estereoscopica de lodos aerobios granulares (Bueno,
2020)

Los microorganismos que acumulan PHA generalmente son seleccionados a partir de la
aplicacion de la estrategia de alimentacion dinamica aerdbica (ADF) (Serafim et al.,
2004). La estrategia ADF también se utiliza para el cultivo de LAG en sistemas de
tratamiento de aguas residuales (Vjayan y Vadevelu, 2017), pues ha sido reportado que
la existencia de fases de ayuno de sustrato permite la seleccion de microorganismos
acumuladores de fosfatos y glucogeno, los cuales brindan una alta estabilidad
estructural a los lodos granulares (Pronk et al., 2015).

La aireacion constituye la variable de mayor demanda de energia en la produccion de
PHA basada en la estrategia ADF por biomasa granular, pues se requiere oxigeno para
la degradacion del sustrato y acumulacion de PHA, asi como para producir las fuerzas
de corte hidrodinamicas necesarias para la granulacion aerdbica (Gobi y Vadivelu,
2015). No obstante, la reduccién de la aereacion durante el periodo de ayuno puede
contribuir a importantes reducciones de energia y costos para la produccion comercial
de PHA (Vjayan y Vadevelu, 2017).

Al cultivar granulos aerobios en un SBR, el tamafio del granulo es de gran importancia,
ya gue la produccion de PHA es totalmente dependiente de la difusién de sustrato. El
proceso de difusion que ocurre en granulos aerobios pequefios es mas rapido y
produce un mayor contenido de PHA (Gobi y Vadivelu, 2015). Mientras que en granulos
mas grandes el area de contacto eficaz del sustrato es limitada, solamente las células
en el limite estan directamente expuestas al sustrato, se espera que estas células
acumulen mayor cantidad de PHA. Por otro lado, los microorganismos en el nucleo de
los granulos tienden a sintetizar mas productos de almacenamiento para mantener la
actividad metabdlica, debido a la baja disponibilidad de sustrato (Corsino, 2017), por lo
gue, la acumulacion de PHA por las células debajo de la primera capa depende de la
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difusion del sustrato. En consecuencia, con un nuamero limitado de células que
participan en el proceso de acumulacion de PHA en granulos grandes, la cantidad de
PHA que se acumula disminuye en comparacion con pequefios granulos. (Gobi y
Vadivelu, 2015). Es de gran interés el uso de granulos aerébicos por su alta eficiencia
en el tratamiento de aguas residuales y su potencial en acumulacion de PHA a partir de

las mismas (Zahang et al., 2015).

3. Justificacion

Las aguas residuales contienen contaminantes que afectan la calidad del ambiente y
representan un riesgo a la salud humana cuando son descargadas directamente sobre
los cuerpos receptores. Debido a ello, es necesario su depuracion a partir de la
operacion de sistemas de tratamiento robustos y eficientes que permitan generar
efluentes que cumplan con los limites maximos permisibles establecidos en la
normativa vigente. En México, en el afio 2019 se descargaron 7.9 millones de hm® de
aguas residuales, de los cuales se recolectaron en el alcantarillado 6.79 millones de
hm?® y se trataron 4.46 millones de hm*® a un caudal de 141.48 m®/s, generando una
carga contaminante de 2.13 millones de toneladas de DBOs, de las cuales se
removieron en los sistemas de tratamiento 0.96 millones de toneladas (CONAGUA,
2019).

En la actualidad el sistema de tratamiento biolégico convencional mas utilizado es el de
lodos activados, sin embargo esta tecnologia presenta diversas desventajas, entre las
gue resaltan una alta demanda de area para su instalacién debido al requerimiento de
la implementacion de sedimentadores primarios y secundarios, un costo elevado del
proceso debido a las altas demandas energéticas, asi como la operacién con biomasa
floculenta con bajas velocidades de sedimentacion (2-10 m/h) y un tamafio de particula
menor a 0.2 mm (De Sousa et al., 2018). Debido a esto, se ha dado impulso al
desarrollo de nuevas tecnologias con mejores caracteristicas, como los sistemas
basados en LGA, los cuales presentan altas propiedades de sedimentacién vy
compactacion, asi como la capacidad de remocién de los contaminantes presentes en
las aguas residuales a una alta tasa, bioconvirtiéndolos y almacenandolos en forma de
biopolimeros dentro del citoplasma celular. La produccion de biopolimeros en forma de

PHA en lodos aerobios granulares usando como sustrato aguas residuales municipales,
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representa una opcion sustentable para el reemplazo de plasticos y productos
poliméricos de origen fésil cuya disposicion en el ambiente después de su uso genera
un grave problema de contaminacion ambiental.

Con base en lo anterior, el presente trabajo analiza el proceso de cultivo de biomasa
granular y su capacidad de acumulacién de polihidroxialcanoatos en un reactor de lotes

secuenciado (SBR), utilizando como influente aguas residuales municipales.

4. Objetivo General
Evaluar el proceso de granulacion de la biomasa y su capacidad de acumulacion de
biopolimeros en forma de PHA en un SBR alimentado con aguas residuales

municipales.

4.1. Objetivos particulares

e Determinar la composicion fisicoquimica las aguas residuales municipales
utilizadas como influente.

e Evaluar el proceso de granulacion de la biomasa bajo distintas condiciones de
operacion en el SBR.

e Analizar la capacidad de acumulacién de PHA en la biomasa aerobia granular.

5. Hipotesis

La estructura compacta de los lodos aerobios granulares permitira obtener mayores
rendimientos de acumulacién de biopolimeros que los observados en la biomasa
floculenta, esperando rendimientos de entre 10- 40 % de PHA/ g de PCS.
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6. Metodologia y técnicas analiticas

El presente proyecto analiza la operacion de un reactor de lotes secuenciado (SBR)
sometido a distintas presiones de seleccion para lograr el cultivo de biomasa granular
aerobia partir de un indculo de lodos floculentos. La metodologia desarrollada se
muestra en el siguiente diagrama de bloques (Figura 7)

Anélisis del proceso de
. Configuracién de los granulacion mediante la
Inoculacién y arranque . 9 . .
del SBR —>| ciclos de operacién del p—=>| evaluacion del cambio en
reactor las propiedades fisicas de
la biomasa
s L Andlisis de la eficiencia de
T Analisis del rendimiento .
Cuantificacion de las EPS =, remocion de
de acumulacién de PHA .
durante el proceso de |—> . —> contaminantes en la
- en la biomasa granular -
granulacion operacién estable del
estable
reactor

Analisis de resultados

Figura 7. Diagrama de actividades

6.1 Reactor para la produccion de biomasa granular
El SBR consistio en una columna de acrilico (Figura 8) con una relacion altura diametro

(H/D) de 10, con un volumen de 2.8 L. El reactor se mantuvo aireado durante la etapa
de reaccion. El flujo de aireacion aplicado fue de 3.8 L/min y un coeficiente de
transferencia de oxigeno (kLa) de 0.038 min, alcanzando una concentracion de oxigeno
disuelto de 6.94 + 0.01 mg/L

El SBR trabaj6 en ciclos consecutivos integrados por etapas de alimentacion anaerobia,
aireacion, sedimentacion y descarga. La configuracion de los ciclos y la duracién de
cada una de las etapas se describe en la Tabla 2. Durante la operacion del SBR, se
mantuvo una relacion de intercambio volumétrico del 50%. El efluente fue drenado a

partir de un puerto colocado a la mitad de la altura de trabajo (Figura 8).
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Para inducir la granulacion de la biomasa se aplicd una estrategia de reducciéon gradual
en el tiempo de sedimentacion, con la cual se logré la retencion de las particulas de
biomasa mas densas dentro del sistema y el lavado de las particulas con las menores
propiedades de sedimentacion. Esta estrategia se complementd con la inclusion de
periodos de ayuno de sustrato durante la fase de aeracion y con la aplicaciéon de una
alta velocidad superficial de flujo de aire de 1.43 cm/s, lo que genera condiciones de
estrés para la secrecion de EPS microbianas que permiten la autoadhesién de los
microorganismos en nucleos densos para evitar su lavado del sistema. Se considera
gue la aplicacion de estos parametros en conjunto permite la formacion de biomasa

granular aerobia estable.

Tabla 2. Configuracion de los ciclos de operaciéon del SBR

Fase de Fase de operacion
arranque estable
Ciclo (h) 4 3
Llenado anaerobio (min) 10 10
Reaccion aerobia (min) 210 155
Sedimentacién (min) 10 5
Descarga (min) 10 10

6.1.1 In6culo e influente
El reactor se alimenté con aguas residuales municipales provenientes de la planta de

tratamiento de aguas residuales (PTAR) “Cerro de la Estrella” en la Alcaldia Iztapalapa
con una concentracion promedio de 265.98 * 168.28 mg de DQO/L. Las muestras
fueron obtenidas a partir del carcamo de bombeo de la PTAR, posteriormente fueron
transportadas al laboratorio para el analisis de su composicién fisicoguimica y

almacenadas a una temperatura de 3 + 2 °C.

Para su arranque, el reactor fue inoculado con una muestra de lodos activados
floculentos proveniente de la misma PTAR, la cual se concentré a para su arranque a
un valor de 2.86 g-SSV/L.

6.2 Operacion de un SBR a distintos ciclos de operacion y variantes de aereacion
Se realizdé un segundo experimento en el mismo reactor, operandolo bajo los mismos
valores de los parametros de aeracién y volumen de intercambio que el experimento
anterior. Sin embargo, en este segundo experimento se prolongé la duracién de la
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etapa de alimentacion anaerobia para favorecer la hidrélisis del sustrato en forma
particulada y el posterior consumo de los productos de solubilizacion. Asi mismo, se
incrementd el tiempo de duracion de la fase de aireacion con respecto al primer
experimento en diferentes etapas de operacion con la finalidad de analizar la influencia

de este parametro en el proceso de granulacién y las propiedades de la biomasa.

6.2.1 Configuracion del reactor
Se utilizé el mismo reactor que en el experimento anterior, el cual se inoculé con una

muestra de lodos activados proveniente de la PTAR cerro de la estrella. El reactor
operd bajo las mismas presiones de seleccién, sin embargo, la duracién de los ciclos
durante la etapa de arranque se acort6é a so6lo 2 h, considerando un tiempo de llenado
anaerobio de 27 min, resultando en un corto periodo de ayuno (Tabla 3).
Posteriormente, la duracion de los ciclos se fue aumentando, hasta llegar a un total de 6
horas en la etapa lll. Durante el experimento se analizaron los mismos pardmetros
descritos en el primer experimento previo para evaluar el proceso de granulaciéon y el

desemperio del sistema de tratamiento en la remocién de contaminantes.

Tabla 3. Configuracién de los ciclos de operacion del SBR

Etapa | Etapall Etapalll

Dias de operacion (0-41) (42-55) (56-82)

Ciclo (h) 2 3 6
Llenado anaerobio (min) 27 27 27
Reaccién aerobia (min) 73 139 320
Sedimentacién (min) 10 4 3
Descarga (min) 10 10 10

6.3 Técnicas analiticas
Durante el desarrollo del experimento se evalud la evolucion en las propiedades de la

biomasa a partir de la determinacion del indice volumétrico de lodos (IVL) y la velocidad
de sedimentacion (Vsed) de acuerdo con APHA (1998), asi como la densidad con base
en el método propuesto por Beun et al. (2002). Por otra parte, la identificacion de los
PHA se llevd a cabo a partir del método espectrofométrico propuesto por Gobi y
Vadivelu (2015) (Tabla 4).
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Tabla 4. Técnicas analiticas para la determinacion de los parametros

Pardmetro Referencia o instrumento
Caracterizacion de aguas grises y

tratadas

DQOt, DQOs, P-PO4*, SST, N-NH4* APHA (1998)
Surfactantes anionicos Jurado et al., (2006)
Propiedades fisicas de la biomasa

indice volumétrico de lodos (IVL) APHA (1998)
Velocidad de sedimentacién APHA (1998)
Densidad de biomasa Beun et al., (2002)
Composicion de la biomasa

EPS (SMP-eEPS) Le-Clech et al., (2006)
Morfologia

Microscopia éptica Camara digital

Acumulacién e identificacion de

biopolimeros Gobi y Vadivelu (2015)

El andlisis y cuantificacion de sustancias poliméricas extracelulares se llevd a cabo de
acuerdo con el método de extraccién por calentamiento en dos pasos descrito por Le-
Clech et al. (2006), evaluando el contenido de proteinas y carbohidratos. Para la
determinacién se toma una muestra de soélidos solubles de licor mezclado, y se
centrifuga 25 minutos a 3000 rpm; el sobrenadante se filtra (1.2 um) para obtener los
productos microbianos solubles; al sedimento se le agrega agua desionizada y se
mezcla durante 10 minutos para re suspender la biomasa, posteriormente la solucion se
calienta durante 10 minutos a 80 °C y se centrifuga a 3000 rpm durante 25 minutos, el
sobrenadante se filtra (1.2 pm) para asi obtener las sustancias poliméricas
extracelulares ligadas al granulo, como concentraciébn de carbohidratos y proteinas

(Anexo 2), midiendo las absorbancias a 490 nm y 660 nm, respectivamente .

La determinacion de la acumulacién de PHA en la biomasa del SBR se evalu6 con base
a la metodologia reportada por Gobi y Vadivelu (2015). Por cada 10 mL de licor
mezclado se adicionaron 5 gotas de formaldehido al 7%, posteriormente se secé la
muestra a 150 °C por 24 horas en un crisol, se raspo la muestra seca y homogenizé en
un mortero hasta obtener un polvo fino. Se pesaron por duplicado muestras del160 mg,

y se transfieren a botellas serolégicas. Para la digestion de las células se agregaron 1.1
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mL de hipoclorito y 1 mL de cloroformo por cada 20 mg de biomasa seca, se sellaron
las botellas seroldgicas con una capa de teflon, una de Parafilm y una segunda capa de
teflébn. Se agitdé en un agitador orbital por 2.5 horas a 200 rpm a 30 °C. Posteriormente,
se transfirio la muestra a tubos de centrifuga y se centrifugé por 15 min a 6000 rpm, se
formaron tres capas; la primera de hipoclorito, la segunda de restos celulares y la
tercera de cloroformo enriquecido con PHA. Se recupero6 la fase de cloroformo y se
transfirié a una botella seroldgica a peso constante, se adicionaron 2 gotas de metanol
hasta formar un precipitado. Se sell6 nuevamente con teflén, Parafilm y una segunda
capa de teflon y se refriger6 por 24 horas, posteriormente se agregaron 2 gotas de

metanol, se calentd a bafio maria a 60 °C hasta llegar a evaporacion (Anexo 1).
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7. Resultados

7.1 Reactor para la producciéon de biomasa granular

7.1.1 Caracterizacion del influente
Se llevé a cabo la caracterizacion fisicoquimica de 17 lotes distintos de agua residual

utilizados como influente para el SBR durante todo el proceso experimental (Tabla 6). El
contenido promedio de materia organica en forma de demanda quimica de oxigeno total
(DQOr) coincide con el valor promedio reportado por Tchobanoglous et al. (2003) para
aguas residuales municipales de baja concentracion. Sin embargo, se observo que la
DQO soluble representa solo el 34.2 % de la DQO total, lo que indica que existe una
alta fraccion de sustrato en forma particulada que podria afectar el desempefio del
sistema de tratamiento. En cuanto a las concentraciones promedio de amonio 37.59 %
16.57 mg/L y fosfato 6.73 £ 1.91mg/L, estan dentro de los intervalos observados por
Guimaraes et al. (2017), lo que corresponde a altas concentraciones de estos
contaminantes; esta caracteristica puede contribuir a la formacion de granulos. La
caracterizacion fisicoquimica de los diferentes lotes de agua residual muestra una alta
variabilidad en su composicion, lo cual se debi6 a la variacién en la concentracion de
los nutrientes inducida por los cambios estacionales pues, en temporada de lluvias esta
concentracion disminuyé considerablemente. En este sentido, se puede observar en la
Tabla 5 que la concentracién total de materia organica disminuy6 considerablemente en
temporadas de lluvias en comparacién con el promedio en épocas de secas, lo cual
puede ser un factor que afecte el proceso de operacién del sistema debido a la escasez

de fuente de sustrato en el influente.

Tabla 5. Caracterizacién del agua residual

Parametro Unidades Secas Luvias Promedio
DQO total mg DQO+/L 360.87 £ 183.4 148.55 + 49.81 265.98 £ 168.28
DQO soluble mg DQOs/L 103.7 £ 36.26 67.11+20.78 83.41 +£38.91
Amonio mg N-NH,"/L 47.70 £ 17.79 27.60 £11.2 37.59 + 16.57
Fosfato mg P-PO,” /L 7.54+1.70 526 +1.42 6.73+1.91
Surfactantes mg 7.24 + 3.35 5.83+3.62 6.53+3.34
Surfactantes/L
SST mg SST/L 246.72 £ 233.1 93.07 £ 71.07 156.63 £ 148
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7.1.2 Desempeiio del sistema de tratamiento en la remociéon de contaminantes
El reactor operé por un periodo total de 120 dias, durante los cuales se evalu6 su

desempefio con respecto a la remocion de contaminantes. En el caso de la remocion de
DQO total fue del 83.2%, valor cercano al obtenido por Coma et al. (2012), obtenidos en
un SBR para la produccion de polihidroxialcanoatos. Asi mismo, se observé un alto
desempefio en la remocion de sustrato en forma particulada, con una eficiencia de
remocion de solidos suspendidos totales (SST) del 83.2 % (Tabla 6). Las altas
eficiencias de remocion de materia particulada es una caracteristica tipica reportada
para los sistemas de LAG, en los cuales el sustrato particulado es hidrolizado en la
superficie de los granulos, convirtiéendose en productos solubles que son almacenados
intracelularmente en forma de polimeros. Este proceso se ve especialmente favorecido
cuando la hidrdlisis se lleva a cabo durante la etapa de llenado anaerobio (Pronk et al.,
2015), pues cuando la hidrélisis se lleva a cabo bajo condiciones aerobias, los
productos solubilizados son consumidos localmente en la parte externa de los granulos,
evitando con ello su difusién a las partes internas, con lo que se debilita la estructura

granular y se afecta el proceso de acumulacién de biopolimeros.

Por otra parte, se observo una baja remocion de especies fosfatadas, las cuales bajo
condiciones Optimas de operacion pueden alcanzar valores superiores al 90% en
sistemas granulares (Adav et al., 2008). Posiblemente, este comportamiento estuvo
relacionado con los cortos periodos de alimentacion anaerobia aplicados durante los
ciclos de operacion (10 min), pues se ha reportado que periodos anaerébicos cortos en
el proceso provocan acumulacién de nitritos en el reactor y bajas remociones de
fosfatos (De Sousa et al.,, 2020). En el caso contrario, la aplicacion de extensos
periodos de llenado anaerobio favorece la seleccién de bacterias acumuladoras de
glucogeno y fosfatos, las cuales contribuyen especialmente en la produccion de
biopolimeros en forma de PHA y en la remocion de especies fosfatadas. Asi mismo, se
favorecen procesos de hidrolisis que pueden contribuir a incrementar la remocion de

sustrato nitrogenado en forma compleja.
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Tabla 6. Eficiencia de remocion de contaminantes en el SBR

Parametro Influente (mg/L) Efluente (mg/L) Eficiencia (%)
DQO total 265.98 + 168.28 39.7+25.9 83.2+11.2
DQO soluble 107.2+3.6 29.8+214 60.1+22.1
Surfactantes 7.6+3.6 1.3+0.6 74.1+18.1
Amonio 52 +10.4 8.6 +9.7 80.5 £ 20.2
Fosfato 73+x14 35+£0.5 43.5+13.7
SST 156.63 +148 19.6 £ 16.6 83.2+17.2

7.1.3. Formacién de biomasa granular aerobia
El reactor fue inoculado con lodos activados provenientes de la PTAR “Cerro de la

Estrella”, con una concentracion de 2.86 g de SSV/L. Después de la inoculacién se
aplicaron presiones de seleccion hidraulicas y biolégicas adecuadas para el crecimiento
de biomasa granular aerobia, entre las que resaltan la aplicacién de altas fuerzas de
corte de 1.43 cm/s, largos periodos de ayuno y la disminucion gradual del tiempo de
sedimentacion. Esto provoco un intenso lavado de la biomasa con las propiedades de
sedimentacion mas pobres en los primeros 15 dias de operacidén, permitiendo la
retencion de las particulas mas densas dentro del sistema, alcanzando una velocidad
de sedimentacion promedio de 13.5 + 3 m/h, valor que se mantuvo relativamente
estable hasta finalizar el experimento (Figura 9). A partir de esta estrategia se logré
observar los primeros granulos a los 10 dias de operacion, de tal forma que para este
dia la biomasa estuvo constituida por una mezcla de floculos y granulos (Figura 10 (b)).
Estos primeros granulos sirvieron como nucleos para el crecimiento de granulos
estables, por lo que con el transcurso de los dias de operacién se observd un
crecimiento en la fraccion y tamafio de los granulos (Figura 10 (c)). Este fendmeno
sucedi6 cuando los ciclos de operacion aplicados fueron de 4 h, lo cual coincide con los
resultados obtenidos por Liu y Tay, 2006, quienes, al comparar diferentes tiempos de
ciclo, observaron la formacion de granulos estables y de buen tamafio (>2mm) en

periodos 4 horas de duracion.
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A pesar de observar el crecimiento de granulos estables en un corto tiempo, la
concentracion de biomasa dentro del reactor se mantuvo baja después del lavado
intenso de las particulas ligeras observado durante los dias arranque (Figura 9). Este
fendmeno se debid a la baja concentracion de sustrato en las aguas (0.148 g DQOJL)
durante los dias 63-120, que correspondieron con dias de muestreo en épocas de
lluvia, de tal forma que durante dicho periodo la concentracion de contaminantes se
encontraba considerablemente diluida, lo que limit6 el crecimiento de los
microorganismos. Adicionalmente, el influente presentd un porcentaje promedio de
DQO particulada de 65.8 % (Figura 11), por lo que se infiere que las bajas
concentraciones de sustrato soluble, facilmente biodegradable, contribuyeron o
limitaron el crecimiento de la biomasa granular aerobia (Metcalf y Eddy., 1996). En
sistemas de este tipo, el sustrato particulado se hidroliza principalmente en la superficie
de los granulos, limitando la difusion del sustrato al nacleo de los granulos (Pronk et al.,
2015). En conjunto, se considera que estos factores evitaron el crecimiento de la
biomasa, manteniendo valores de concentracion de biomasa dentro del reactor

cercanos a 0.3 g de SSV/L durante la mayor parte de la experimentacion.
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Figura 9. Perfil de la velocidad de sedimentacion (e) y concentracién de biomasa dentro del
reactor (o).
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Figura 11. Perfil de concentracion de DQO total (e), soluble (#) y particulada (*)

A partir de los primeros 10 dias de operacion la velocidad de sedimentacién se
estabilizé, alcanzando un valor promedio de 13.53 + 3.02 m/h. En cuanto al IVL, se
observd una mejora considerable, alcanzando un valor promedio de 132.16 mL/g-SST

(Figura 9, Tabla 8). Estas mejoras en las propiedades de sedimentacién y compactacion
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de la biomasa coincidieron con la aparicion de los primeros granulos durante el mismo
periodo, lo que indica que las presiones de seleccion a las que se sometio la biomasa
contribuyeron a la formacién de granulos con propiedades considerablemente mayores

gue las observadas en la biomasa floculenta utilizada como inéculo (Tabla 7).

Por otra parte, se observd una acumulacion de 13.23 % de PHA/ g de PCS en la
muestra de biomasa usada como indculo; valor que no se esperaba encontrar pues
esta biomasa proviene de un sistema de lodos activados en el que el influente es
alimentado de forma continua, por lo que la biomasa no es sometida a periodos de
ayuno que induzcan a la acumulacién de biopolimeros. Sin embargo, las bajas
concentraciones de contaminantes observadas en el agua residual indican que el
sistema de tratamiento operé bajo condiciones limitantes de sustrato, lo que
posiblemente indujo la seleccién de microorganismos acumuladores de PHA. Con
respecto a estos resultados, se observd un incremento del 3% en la capacidad de
acumulacion de biopolimeros de biomasa granular aerobia, el rendimiento es bajo, lo
gue también se atribuye a las bajas concentraciones de biomasa. Sin embargo, es
importante indicar que el analisis de cuantificacibon de PHA en la biomasa granular
realiz6 una sola vez, debido a la limitante que representd la baja concentracion de

biomasa en el reactor.

Tabla 7. Propiedades de la biomasa

Biomasa granular

Parametro Unidades In6culo

(Dia 10-120)
Concentracion de biomasa g-SSV/L 2.86 0.361 +0.136
IVL mL/g-SST 185.6 132.16 + 57.43
Velocidad de sedimentacion m/h 2.6 13.53+£3.02
PHA % PCS 13.23 16.042

PSC: Peso Seco Celular

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) provocan la adhesion y agregacion de
las células, lo que acelera significativamente la granulacion de la biomasa (Zhang et
al.,2016), por tanto, el aumento en la concentracion de las EPS se correlaciona con la
formacion de granulos estables. En el presente trabajo, la concentracion de EPS en la

biomasa granular aerobia present6 un aumento casi 10 veces mayor con respecto a la
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concentracion del indculo (Tabla 8). Se puede observar que el mayor incremento se dio
en los primeros 20 dias de operacion (Figura 12), lo que concuerda con la formacion de
los granulos y la estabilidad de estos, y demuestra que el incremento en la
concentracion de EPS favorecio el proceso de granulacion. La caracterizacion de las
EPS mostré una relacion PN/PS> 1, lo que resulta una caracteristica positiva para la
formacion y la estabilidad de los granulos, pues las proteinas contribuyen mayormente
al aumento de la hidrofobicidad reduciendo las repulsiones electrostaticas (Li et al.,
2006; Corsino et al., 2017).
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Figura 12. Sustancias poliméricas extracelulares, perfil de concentracion de proteina (o) y

concentracion de carbohidratos (e)

29



Tabla 8. Concentracion de EPS en el inoculo y en La biomasa granular aerobia

EPS (mg gSSV™?) Arranque Blomasa
Granular
Proteina soluble (SMP) 1.06 29.25 + 30.77
Proteina (eEPS) 45.54 267.88 + 126.25
Carbohidratos solubles 0.05 286.70 +112.52
Carbohidratos (eEPS) 0.00 27.56 +22.84
Proteinas totales 47.15 315.95 + 128.87
Carbohidratos totales 0.05 104.03 + 14.73
EPS (SMP) 1.66 53.06 + 35.76
EPS (eEPS) 45.64 363.18 + 142.68
EPS totales 47.20 419.99 + 168.45

7.2 Operacion de un SBR a distintos ciclos de operacién y variantes de
aereacion

7.2.1 Caracterizacion del influente
Durante el desarrollo del primer experimento se observé la formaciéon y crecimiento de

biomasa granular en un periodo considerablemente corto (20 dias). Sin embargo, las
condiciones de operacién no permitieron el crecimiento de en la concentracién de
biomasa por encima de un valor de 0.3 g-SSV/L después del dia 10 de operacion, lo
gue afectd la estabilidad operacional del sistema. Como se indicé previamente, es
posible que este fendbmeno se haya debido a la baja concentracion de sustrato en el
agua residual utilizada como influente, asi como a la alta fraccibn de material
particulado contenida en el mismo, el cual tiene que ser inicialmente hidrolizado para
poder ser aprovechado por los microorganismos.

Con base en lo anterior, se llevé a cabo un segundo experimento aplicando las mismas
condiciones de flujo de aireacion y volumen de intercambio que en el experimento
previo. Sin embargo, se incremento el tiempo de duracion de la etapa de llenado
anaerobio a 27 minutos y se vari6é el tiempo de aireacién en etapas, lo que resulté en
ciclos iniciales de 2 h de duracion, que se incrementaron hasta un valor de 6 h en el
curso de 11 semanas (Tabla 9). El experimento fue disefiado para evaluar el efecto del
incremento en la etapa de ayuno sobre las propiedades de la biomasa y el proceso de

granulacién, tomando como referencia los resultados obtenidos previamente.
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Durante el experimento se utilizé6 como influente agua residual proveniente de la misma
PTAR. La caracterizacion de los 11 lotes utilizados mostr6 una concentracion de
materia organica promedio de 255.61 + 160.51 mg de DQOIL, la cual, de acuerdo con la
clasificacion de Metcalf y Eddy (1996), se considera una concentracion baja. En cuanto
a los fosfatos se observdé una concentracion baja, de acuerdo con la misma
clasificacion, lo que puede ser perjudicial para el proceso de granulacion, pues las
concentraciones relativamente altas de nitrogeno y fosfato contribuyen a la difusion de

sustrato al nucleo de los granulos lo que facilita la granulacion (Bengtsson et al., 2018).

Tabla 9. Caracterizacion del agua residual

Parametro
Unidades
Promedio
DQO total mg DQO+/L 255.61 £160.51
DQO soluble mg DQOs/L 82.8 + 38.86
Amonio mg N-NH,"/L 37.94+12.65
Fosfato mg P-PO,* /L 4.18 +1.45
Surfactantes mg surfactantes/L 10.05 + 4.66
SST mg SST /L 160.86 £ 184

7.2.2 Desempefio del sistema de tratamiento en la remocién de contaminantes
El reactor operd por 82 dias en los cuales se evalu6 su desempefio con respecto a la

remocion de contaminantes. En este caso la remocion de DQO total fue del 72.47 %, la
cual es menor en comparacion al primer experimento, sin embargo, se observo un
aumento del 10 % en la eficiencia de la DQO soluble. En cuanto al amonio, la eficiencia
aumentd en comparacion al experimento uno, lo que se puede atribuir al aumento del
tiempo en el periodo de alimentacion anaerobia. Sin embargo, la eficiencia de remocion
de fosfatos se mantuvo baja (16.37+ 12.3 %) inferior a la eficiencia observada en el
primer experimento (43.5 + 13.7). Posiblemente, la baja eficiencia de remocion de
especies fosfatadas obtenida a partir de la operacion del SBR en ambos experimentos
se debio a una naturaleza recalcitrante de este tipo de sustancias en el influente, pues

de acuerdo con Van Haandel y Van der Lubbe (2012), una etapa de llenado anaerobio
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cercana al 25% es suficiente para obtener altas eficiencias de remocion de dichos

compuestos.
Tabla 10. Eficiencia de remocién de contaminantes en el SBR
Parametro Influente (mg/L) Efluente (mg/L) Eficiencia (%)
DQO total 255.61 + 160.51 43.81 + 26.08 72.84 + 28.85
DQO soluble 82.02 + 38.86 21.81+17.71 71.47 + 26.46
Surfactantes 10.05+ 4.6 3.27 £ 1.47 64.0 £ 15.93
Amonio 37.94 +12.68 1.51 + 3.83 94.1+15.1
Fosfato 4,18 + 1.45 3.47+0.9 16.37 +12.3
SST 160.86 + 184 63.83+ 92 61.43 + 35.16

7.2.3 Formacion de biomasa granular aerobia
El reactor se inoculd con lodos activados del mismo origen que los obtenidos en el

primer experimento, a una concentracion de 4.27 g de SSV/L. Asi mismo, se aplicaron
las mismas estrategias de disminucién paulatina en el tiempo de sedimentacion y
aplicacion de altos flujos de aireacion para seleccionar aquellas particulas con las
mejores velocidades de sedimentacion e inducir la secrecion de EPS, con lo cual se
esperaba obtener una rapida granulacion. Sin embargo, en comparacion con el primer
experimento, el tiempo de ayuno aplicado durante la primera etapa fue practicamente
nulo, ya que tiempos de llenado anaerobio de 27 min y un tiempo total de duracion de
ciclo de 2 h, se considera que siempre existio sustrato disponible durante la fase de
aireacion.

En este caso, la concentracion de biomasa dentro del reactor se mantuvo en valores de
entre 1.38 - 1.88 g SSV/L durante las primeras dos etapas de operacion. Sin embargo,
al incrementar el tiempo de duracién de los ciclos a 6 h, durante la Etapa lll, se provoco
un intenso lavado de la biomasa del reactor. En este sentido, se considera que los
cortos tiempos de duracion de los ciclos, aplicados durante la primera etapa, indujeron
una disponibilidad continua de sustrato durante la etapa de aireacion, lo que permitid
mantener una concentracion estable de biomasa dentro del sistema. Posteriormente,
con el incremento en la duracién de los ciclos, los tiempos de ayuno se prolongaron

considerablemente, lo que limitd el crecimiento de la biomasa, provocando una
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disminucién considerable en la concentracion hasta valores cercanos a 0.3 g de SSVIL,;
concentracion que coincide con la observada en el primer experimento.

Durante la operacion del reactor se observo un efecto importante de la duracion de los
ciclos sobre las propiedades de la biomasa. De tal forma que la minimizacién o
nulificacion de los periodos de ayuno durante la Etapa | evitd la formacion y crecimiento
de granulos aerobios, por lo que la biomasa estuvo constituida predominantemente por
floculos. Posteriormente, con el incremento en la duracién de los ciclos durante la Etapa
Il se lograron observar los primeros granulos a los 56 dias de operacion (Figura 12 (A)).
Sin embargo, al término de esta etapa, la biomasa seguia estando conformada
predominantemente por fléculos. Finalmente, al extender la duracion de los ciclos a 6 h
(Etapa Ill), se pudo observar un incremento considerable en la fraccién de granulos
aerobios, hasta que para el dia 80, los fléculos habian sido totalmente sustituidos por

granulos estables, los cuales se mantuvieron hasta el final del experimento (Figura 12

(F)).

Figura 12. A) Biomasa dia 56, B) Biomasa dia 61, C) Biomasa dia 68, D) Biomasa dia
70, E) Biomasa dia 77, F) Biomasa dia 82.
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La velocidad de sedimentacion tuvo un ligero incremento en la Etapa | del experimento,

sin embargo, el mayor aumento se observo en la Etapa lll, durante la cual la biomasa

estaba constituida por granulos. Este pardmetro continu6 aumentando conforme los

granulos fueron creciendo y mejorando sus propiedades de compactacion hasta llegar a

un valor promedio de 14.25 m/s (Figura 13), el cual se encuentra dentro del intervalo

reportado por Winkler et al (2018) para LGA.
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Figura 13. Perfil de la velocidad de sedimentacion (). y concentracién de biomasa dentro del

reactor (e).

El andlisis de las propiedades de la biomasa mostré una diminucion en el IVL de 37.60

a 22.59 mL/g-SST al aumentar la duracién de la etapa de ayuno durante la Etapa Il

(Tabla 11), lo que indica una mejora en las propiedades de compactaciéon de la

biomasa. Adicionalmente, estos valores fueron mejores que los obtenidos en el primer

experimento. Posteriormente, no fue posible evaluar el cambio en el IVL durante la

Etapa lll, debido a las concentraciones tan bajas de biomasa que se observaron.

Tabla 11. Propiedades de la biomasa en las tres etapas de operacion

Etapall

Etapa

Etapa lll

Parametro Unidades
Concentracion de
] g-SSTI/L
biomasa
IVL mL/g-SST
Velocidad de
m/h

sedimentacién
PHA % PCS

1879.84 + 882.54

37.60 +17.65

5.67 £ 1.69

13.57 +2.95

1381.88 £ 174.75

22.59 +8.10

7.39 +1.

17.38

13

323.36 + 200.7

14.25 +1.60

20.52 + 0.06

PCS: Peso Seco Celular
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El andlisis de la acumulacion de biopolimeros en la biomasa revel6 un 13.57 % de
PHA/g de PCS en la biomasa floculenta utilizada como in6culo. Posteriormente,
conforme transcurrié el proceso de granulacion, el valor de esta variable incrementé
hasta alcanzar un promedio de 20.52 % de PHA/g de PCS en la Etapa Il del
experimento (Figura 14). Esto evidencia una mayor capacidad de acumulacion de
biopolimeros en la biomasa granular en comparacion con la biomasa floculenta, lo cual
representa una ventaja biotecnologica adicional de los sistemas de lodos aerobios

granulares.

Posiblemente, la mejora en el rendimiento de acumulacion se debi6é la estructura
compacta de los LGA y a su composicion microbiana, que incluye microrganismos
aerobios en la superficie del granulo y facultativos y anaerobios en la regién interna,
tales como los microorganismos acumuladores de fosfatos (PAO) y de glucégeno
(GAO), los cuales biotransforman la materia orgénica facilmente biodegradable en PHA
durante la etapa de llenado anaerobio, para posteriormente utilizarlo como fuente de
sustrato y energia en la subsecuente etapa de reaccion aerobia (Pronk et.,2015). En
este sentido, los biopolimeros en forma de PHA permiten el mantenimiento de los
microorganismos en los periodos de ayuno. Es por ello que el disefio de los ciclos
considerando una fase de alimentacion anaerobia, en conjunto con la aplicacion de
periodos de ayuno durante la etapa aerobia, fomenta y potencializa la seleccién de

microorganismos acumuladores de PHA.

A pesar de la mejora en el porcentaje de acumulacién de PHA en la biomasa granular,
el rendimiento observado en presente estudio fue menor al reportando en otros trabajos
(Tabla 12). Esto se atribuye a la baja concentracidén de sustrato en las aguas residuales
municipales usadas como influente, que provoco que la concentracién de sustrato fuera
limitante durante la mayor parte del periodo de operacién. En ese sentido Liu et al.
(2005) reportan un rendimiento de acumulacién del 18 al 44% utilizando un influente
rico en fenol, con una concentracion de materia organica de 0.5 g/L, mientras que con
influentes industriales considerablemente mas concentrados en materia organica se
logran alcanzar rendimientos de acumulacién superiores al 50% (Gobi y Vadivelu, 2015;
Sanchez et al., 2016). Sin embargo, cuando se utilizan aguas residuales municipales o

domésticas, los rendimientos de acumulacién observados son generalmente menores.
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De esta forma Karakas et al. (2020) reportan una acumulacion maxima de 10 % de
PHA/ de PSC, utilizando como influente aguas residuales domésticas, la cual incluso es
menor al rendimiento reportando en el presente estudio. Por ello, se puede inferir que la
concentracion de sustrato en el influente es una variable determinante en el proceso de
acumulacion de PHA. Asi mismo, se considera conveniente estudiar el perfil de
acumulacion de PHA durante todo un ciclo para determinar la maxima acumulacién de
PHA; pues los porcentajes de acumulacion comunmente reportados corresponden con
el andlisis de muestras obtenidas al final de los ciclos, en las cuales una fraccion del
PHA acumulado ya fue consumida durante el tiempo de ayuno.

Tabla 12. Comparacion de los rendimientos de PHA en este estudio con los reportados en otras
referencias

Tipo De g- TRH % de PHA/g de
Referencia Sistema Influente DQOJ/L (h) PCS
Agua residual proveniente de la
Gobi y Vadivelu, 2015 SBR fabricacion de aceite de palma 3.64 16 66-87
SBR
acoplado
auna
Karakas et al., 2020 membrana  Aguas residuales domesticas 1.19 10
Aguas residuales sintéticas
Liu et al 2005 SBR (Etanol como fuente de carbono) 0.5 10 18-44
Wosman et al.,2016 SBR Acetato y Fenol 0.5 8 50
Sanchez et al.,2016 SBR Lixiviados de residuos orgénicos 51 24 56.2
Este estudio SBR Aguas residuales municipales 0.255 12 4-21
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Figura 14. Perfil de concentracién de EPS () y acumulacion e PHA (e).
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En cuanto a la concentracion de sustancias poliméricas extracelulares, se determinaron
como EPS adheridas al granulo (e-EPS) y EPS solubles (SMP) cuantificando proteinas
y carbohidratos (Tabla 13). En las primeras dos etapas de operacion no hubo un
incremento en la concentracion de EPS, lo que se atribuye a que la biomasa no se
sometio al estrés necesario para inducir a la secrecion de estas sustancias. Como ya se
ha mencionado, cuando los ciclos de operacion se mantuvieron entre 2 y 3 horas, el
periodo de ayuno fue muy corto, por tanto, la limitacién del sustrato fue practicamente
nula y no se indujo la secrecion de EPS. En ese sentido, el incremento en la
concentracion de EPS se observo durante la Etapa lll, la cual aumenté conforme se
formaron los granulos (Figura 14). Como se mencion6 previamente las EPS estan
asociadas a la presencia de granulos, ademas el aumento en el tamafio y la mejora en
la compactacion de la biomasa también se puede atribuir al incremento en la
concentracion de EPS, ya que estas proporcionan estabilidad a los granulos. La
relacion PN/PS >1 (Figura 15) aument6 cuando la biomasa dentro del reactor ya era
granular, lo que indica que estas sustancias favorecieron la compactacion de los
granulos. Se ha reportado que una relacion PN/PS>1 da como resultado granulos

compactos y de buen tamarfio (Long et al., 2014)

Tabla 13. Concentracion de EPS durante las tres etapas de operacion

EPS
Etapall Etapa Il Etapa Il
(mg gSSV™)
Proteina soluble (SMP) 0.75 £0.56 1.04 +29.61 28.43 +1.35
Proteina (eEPS) 79.65 + 2.58 39.68 £25.75 222.75 +1.21
Carbohidratos solubles 2.02+1.34 2.11 +35.86 27.22 +1.44
Carbohidratos (eEPS)  17.65+ 12.08 9.95+ 72.63 41.59 £13.61
Proteinas totales 82.02 £11.97 40.72 £73.63 251.17+13.51
Carbohidratos totales 19.66 +16 12.06 + 73.37 68.82 +16.55
EPS (SMP) 4.39 £3.24 3.15+141.52 55.65 +£15.81
EPS (eEPS) 97.30 £15.60 49.64 + 151.53 264.34 +16.12
EPS totales 101.69 +14.68 52.78 +159.49 319.99 £16.08

37



500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

mg gSSV-!

| Etapa | | Etapall | Etapa lll

0 20 40 60 80
Tiempo de operacién del SBR (Dias)
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8. Conclusiones

La estrategia de operacién basada en la aplicacion de presiones de seleccion
bioldgicas e hidraulicas favorecio el proceso de granulacion, obteniendo LGA a partir
del dia 10 de operacién, con un IVL de 132.16 + 57.43 mL/g de SST y velocidad de
sedimentacion del13.53 + 3.02 m/h. Sin embargo, la baja concentracion de sustrato en
el influente limité el crecimiento de la biomasa después del lavado intenso observado
durante las primeras semanas de operacion, de tal forma que la concentracion se

mantuvo en valores inestables cercanos a 0.3 g-SSVI/L.

La inclusién de periodos de ayuno de sustrato en la fase de aireacion es un factor clave
para la granulacién, de tal forma que cuando estos periodos son nulos 0 muy cortos, el
proceso de granulacion se inhibe y la biomasa es predominantemente floculenta. Sin
embargo, cuando el tiempo de aireacion se extiende incluyendo periodos de ayuno, se
observa la formacion de granulos con propiedades de sedimentacion superiores a las

de la biomasa floculenta.

El incremento en la produccién de EPS permitio la formacion de LGA estable en ambos
experimentos, aumentando su concentracion en el primer ensayo de 47.20 a 419.99 +
168.45 mg/g-SSV y en el segundo de 101.69 + 14.68 a 319.99 + 16.08 mg/g-SSV,

manteniendo valores PN/PS>1 en ambos experimentos.

En ambos experimentos se observé una mayor capacidad de acumulacion de PHA en
los LGA en comparaciéon con el indculo de lodos activados, lo cual es una ventaja
biotecnolégica que puede potencializar el uso de esta tecnologia para el tratamiento
de aguas residuales y la obtencién de subproductos de valor, sin embargo, las
concentraciones observadas fueron relativamente bajas, debido a las bajas

concentraciones de DQO, por tanto, a la baja concentracién de biomasa.
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Anexo 1

Determinacion de la acumulacion de PHA de acuerdo con Gobi y Vadivelu (2015).

A) Se fij6 la muestra con una solucién de Formaldehido
al 5% y se secO por 24 horas

B) Se pesaron por duplicado muestras del60 mg, y se
transfieren a botellas seroldgicas. Para la digestion de
las células se agregaron 1.1 mL de hipoclorito y 1 mL
de cloroformo por cada 20 mg de biomasa seca, se
sellaron las botellas seroldgicas con una capa de teflén,
una de Parafilm y una segunda capa de teflén. Se agit6
en un agitador orbital por 2.5 horas a 200 rpm a 30 °C.

C) Se transfiri6 a tubos de centrifuga y se centrifugé por
15 min a 6000 rpm, se formaron tres capas; la primera
de hipoclorito, la segunda de restos celulares y la
tercera de cloroformo enriquecido con PHA,

D) Se recupero la fase de cloroformo y se transfirio a
una botella seroldgica a peso constante, se adicionaron
2 gotas de metanol hasta formar un precipitado.

E) Se sell6 nuevamente con teflon, Parafim y una
segunda capa de teflon y se refrigeré por 24 horas,
posteriormente se agregaron 2 gotas de metanol, se
calenté a bafio maria a 60 °C hasta llegar a
evaporacion.
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Identificacion de PHB por espectrometria UV

A) A la muestra de polimero extraido se le adicionan 10 mL de &cido sulfurico
concentrado (H,SO,), posteriormente se somete a bafio maria a 100°C durante
15 minutos para transformar el polimero a acido crotonico (C4HgO5)

B) La muestra resultante se deja enfriar y se analiza mediante espectrometria UV,
haciendo un barrido de 200 a 275 nm. El espectro de absorcion del &cido crotdnico

presenta un maximo de absorcion a una longitud de onda de 235 nm.

Anexo 2 Determinacion de proteinas y carbohidratos

Proteina Lowry
Fundamento

Las proteinas solubles son cuantificadas por medio del método de Lowry, en el cual los
iones Cu®" se unen con las proteinas y forman complejos con los atomos de nitrégeno
de los enlaces peptidicos; posteriormente, al adicionar el reactivo Folin-Ciocalteau en el
cual el principal componente es el acido fosfomolibdotingstico que es el encargado de
dar el color amarillo a la solucién, se dara la reduccion de los grupos fendlicos e los
residuos de las proteinas, principalmente de la tirosina, formando asi un complejo color
azul intenso el cual se determina su absorbancia a una longitud de onda de 660nm

(Garcia 'y Vazquez, 1998).
Reactivos

Reactivo A: Carbonato de sodio (Na,CO3), al 2% en hidroxido de sodio (NaOH) 0.1N.
Esto es, pesar 2 gramos de hidroxido de sodio y aforarlos en 500 mL de agua destilada

y en esto disolver 10 gramos de carbonato de sodio.

Reactivo B: 0.5 % de sulfato de cobre (CuSO4-5H,0) en tartrato de sodio potasio
(KNaC4H406-4H,0) al 1%. Esto es, disolver en 50 mL de agua destilada 0.5 gramos de

tartrato de sodio y adicionar 0.25 gramos de sulfato de cobre.

Reactivo C: (Solucion alcalina de sulfato de cobre): Mezclar 50 ml de reactivo A, con 1

mL de reactivo B, esta solucién se hace al momento de utilizarla
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Reactivo D: Solucion de carbonato de sodio, la misma que el reactivo C, solo que,

omitiendo el hidréxido de sodio, esto es para proteinas solubles.

Reactivo E: Reactivo Folin- Ciocalteau (directo del frasco) con un equivalente de
hidroxido de sodio 0.1 N (1:1), para el hidroxido de sodio 0.1 N se pesan 2 gramos de

hidroxido de sodio y se aforan en 500 mL de agua destilada.

Solucion patréon I: Aforar 0.05 gramos de seroalbumina de res (BSA)nen 50 mL de
agua destilada, esta solucion tiene una concentracion de 1 mg/L.

Solucion patron Il: Tomar 10mL de la solucion patron | y aforar a 50 mL de agua

destilada. Esta solucién tiene una concentracion de 0.2 mg/L
Procedimiento.

En tubos Hach (10mL) colocar 1mL de muestra (con o sin dilucion) y adicionar 5 mL de

reactivo C, dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo adicionar 0.5 mL del reactivo E, agitar y guardar en la
oscuridad por 30 minutos, pasado el tiempo leer absorbancia a 660nm.
Determinacion de azlcares totales por el método Dubois (Fenol- Sulfarico)

Fundamento

El andlisis de azucares es muy importante, para llevarlo a cabo existen una gran
variedad de métodos, basados en distintos principios, cuando se quiere determinar el
contenido de azucares reactores o en azUcares totales, el empleo de los métodos
guimicos basados en la reduccién de cobre es una opcién muy adecuada. A su vez,
ese tipo de metodologia incluye una gran variedad de métodos entre los que cabe
destacar el método de Fenol- Sulfdrico. En este objeto de aprendizaje se va a explicar a
forma de llevar a cabo los célculos para determinar el contenido en azucares totales de

una muestra, que ha sido analizada por el método fenol- sulfurico.

Los carbohidratos se logran destruir por calor y por adicion de &cido y son
particularmente sensibles a acidos fuertes y altas temperaturas. Bajo estas condiciones

una serie de reacciones complejas toman lugar empezando con una deshidratacion
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simple, si se continua el calentamiento y la catalisis acida se producen varios derivados
del furano que condensan consigo mismos y con otros subproductos para producir
compuestos oscuros y compuestos coloridos producto de la condensacion de
compuestos fenolicos y con heterociclos con el nitrbgeno como heteroatomo. La

condensacion mas comun es con fenol y es un método facil, eficaz y rapido.

Todos los azucares como oligosacéaridos y polisacaridos pueden ser determinados,
recordando que estos bajo hidrolisis &cida producen monosacéridos. La forma en que
procede la reaccion no es estequiométrica y depende de la estructura de la azucar, por

lo tanto, se realiza una curva patron.

La intensidad del color naranja es proporcional a la cantidad total de carbohidratos
presentes. Esta absorbancia puede ser medida a 490 nm y la concentracion total de
carbohidratos de las soluciones problema puede ser medida con respecto a una curva

estandar preparada.
Procedimiento

Se prepara la mezcla como muestra con el fin de obtener las concentraciones de
glucosa (ug/mL) de 0,10,20,20,40,60,80 y 100. Estas se enumeran del 1 al 7.

Después, se toma 1 mL de cada una de las mezclas se les afiaden 500 pL de fenol al
5% y 2500 pL de &cido sulfarico concentrado a cada una y se mantiene en reposo
durante 10 minutos. Posteriormente, se agita cada una de las muestras y se pone en

agua fria (25 a 30 °C) durante 15 minutos.

Para finalizar, teniendo las muestras listas, se lee la absorbancia de cada una de las

muestras en espectrofotometro a 490 nm.

Lo que se va a estudiar es la cantidad de azucares totales utilizando una curva de
calibracion con estandares de concentracion conocida utilizando el método de regresion
lineal simple y correlacion para modelar una ecuacion que describa la relacién entre la
absorbancia y la concentracion de azucares totales dada los siguientes datos de la

curva de calibracion.
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