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RESUMERN

En Mexico se generan 11 850 ton/d de RSM en el Distrito Federal (Obras y
servicios, 1999) y 165 millones de toneladas de RSI al afio de las cuales solo
existe infraestructura para manejar el 1 % (Saur, 1994). Dada la necesidad de
procedimientos y estrategias integrales en el tratamiento de RSM y RSI se
propone la codisposicion de RSM y RSI (MFC) en sistemas de tratamiento
anaerobio tipo DASS donde la AME fue usada para medir de manera indirecta ia
actividad de los consorcios microbianos involucrados en ia degradacién biolégica
de los residuos via digestion anaerobia y evaluar si esa actividad se ve afectada
por la inclusién de una MFC proveniente del sector industrial. Para ello se disefd,
arrancé y operd digestores anaerobios de sustrato sélido (DASS) tanto a
temperatura mesofilica (35°C) como termofilica (55°C) con una productividad de
hasta 1.53 L biogéas / kg Inoc * dia y una eficiencia de remocién de SV de hasta el
84%. A la par se implementé una técnica especializada en la actividad
metanogénica especifica (AME) desde inoculo DASS mesofilico y termofilico en
presencia de ac. butirico, glucosa y celulosa como sustratos y una MFC (0, 300,
800, 1400 y 2000 mg/kg Inoc). Los resultados muestran [a mayor AME usando
como sustrato glucosa en condiciones mesofilicas (14.65 ymol CH4 / kg SV * h) la
cual resulto ser hasta 40 % mas activa que las pruebas donde se uso ac. butirico
y celulosa a 35° C y ac. butirico, glucosa y celulosa a 55°C. En lo que respectaa la
MFC no se encontraron diferencias significativas en la produccién de CH4 entre
las diferentes concentraciones manejadas para ningun sustrato, ni régimen de
temperatura. De acuerdo con lo anterior la inclusion de la MFC parece no tener un
efecto inhibitorio de la AME en consorcios DASS desde ac. butirico, glucosa y
celulosa tanto a 35°C como a 55°C (al menos en pruebas a corto plazo y bajo
estas condiciones de trabajo).




ABSTRACT

in México are generated 11 850 tons per day of municipal solid wastes (MSW)
(Obras y Servicios, 1999) and 165 million tons of industrial solid wastes (ISW) to
the year are generated of wich single infraestructure exists to handle 1% (Saur,
1994). Given to the necessity of procedures and integral strategies in the
processing of MSW and ISW one sets out the co-disposition of MSW and
ISW(MCF) in systems of anaerobic processing type DASS (anaerobic digestor of
solid substrate) where the metanogenic activity specific (AME) it was used to
measure of indirect way the activity of the microbial partnerships involved in the
biological degradation of the wastes patway anaerobic digestion and to evaluate if
this activity is affected by the inclusion of an originating mixture of caducos
farmacos (MCF) of the industrial sector. For it | am constructed, | as much take
and | operate DASS to mesophilic temperature (35°C) as thermophilic (65°C) with
a productivity of to up 1.53 liters of biogas/kg of | inoculate per day and an
efficiency of removal of volatil solid (VS) of until 84%. On a par | implement a
tecnica specialized in the AME from inoculate mesophilic DASS and thermophllic in
the presence the butyric acid, glucose and cellulose as substrates and MCF (0,
300, 800, 1400 and 2000 mg/kg inoculate. The results show the greater AME using
like substrate glucose in mesophilic condition (14.65 umol CH4/kg VS per hour)
wich | turn out to be up to 40% but active that the test where cellulose and butyric
acid used and to 35°C and butyric acid, glucose and cellulose to 55°C. Whit regard
to the MCF were not significant differences in the production of methane between
the different concentrations handled for ningun substrate , nor regime of
temperature. In agreement with previous the inclusion of the MCF seems not to
have inhibiting effect of AME it in partnerships DASS from butyric acid, glucose
and cellulose as much to 35°C as to 55°C (at least in short term tests and under
these conditions of work).




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 LA PROBLEMATICA DE LOS RESIDUOS SOLIDOS.

Hoy en dia el estudio de las relaciones hombre-salud-ambiente no se pueden limitar al simple andlisis de los
factores naturales, dado que el desarrollo de la civilizacién y su evolucién técnica e industrial han modificado
sustancialmente la quimica del planeta afectando el entorno cotidiano del hombre y a éste. La industria actia
sobre el ambiente como cualquier otra actividad humana, modificando de una u otra forma el equilibrio de los
ecosistemas. La actividad industrial, sea cual sea su naturaleza, ejerce un conjunto de perturbaciones
ambientales, entre ellas la contaminacién que es una de las amenazas constantes al ambiente. Las empresas
industriales, sometidas a una enorme presién por el mercado, los precios y las normativas, tienden a
maximizar su produccién, sus ventas y sus beneficios. Por estas causas, muchas veces no desarrollan
programas de minimizacién de los dafios ambientales derivados de sus actividades y de su produccién que se
ven reflejados dia con dia en la acumulacién de miles de toneladas de residuos de los productos de consumo
de la poblacién en todo el mundo (Seoanez, 1995). La acumulacién de todos estos residuos generalmente
llamada "basura” en la actualidad representan uno de los mas grandes problemas a resolver, pues su
generacion diaria va en aumento y hasta la fecha no se ha encontrado la “férmula magica™ que nos ayude a
dar una solucién dptima a este problema sin dafiar mas las condiciones ya prevalecientes en el ambiente.

El dilema de que hacer con estos residuos no es nuevo, pero sorprendentemente en México y en muchos otros
paises los sectores que debieran encontrar métodos integrales para estabilizar los componentes contaminantes
y obtener productos de ellos como el gas combustible para generar energia eléctrica, materiales para
enriquecer la tierra como la composta y productos reciclados entre otros, estan desarticulados. Ademds, la
investigacion académica no va a la par de la inciplente modernizacion que en el sistema de manejo de los
residuos han emprendido las autoridades en los ultimos aflos y pese a que la basura representa un amplio
campo de investigacion, en la mayoria de las universidades mexicanas son escasos los con cursos enfocados
al tratamiento de los residuos sélidos, sobre todo los de caracter peligroso {Tena,1995).

1.1.1 Residuos Sélidos Municipales (RSWi) en Riéxico.

Los residuos solidos, pueden provenir principalmente de dos fuentes: municipales e industriales. Los residuos
sélidos municipales (RSM) generalmente son aquellos que provienen de algin sector de la poblacién, ne
incluyendo los residuos sélidos industriales ni agricolas, mientras que los Residuos Sélidos Industriales (RSI)
son todos los provenientes del sector Industrial. Poggi, et al., 1997" registra en México una produccién de
52 000 ton/d de RSM donde el mayor componente corresponde a los residuos orgénicos hasta en un 50-
60%. También se estima que la produccién de basura per capita es de 0.893 kg/dia (CINVESTAV, 1994)
donde, tanto el volumen como la composicién de RSM no suelen ser homogéneos en tedo el territorio
nacional, sino que corresponden a la distribucion, hébitos, costumbres alimenticias, al nivel de consumo y al
poder adquisitivo de la poblacién distribuida en las diferentes regiones del pais y a los sistemas responsables
de recoleccién y disposicion final de los residuos (Marquez, 2000) (Ver Tabla 1}.

1.1.2 Residuos sélidos industriales (RSI) en México.

Liamemos residuos sélidos industriales (RSI} a las materias s6lidas generadas en la industria que no alcanzan
valor econémico en el contexto en que son producidas. Los RSI pueden ser producides en la consecucién de
materias primas, en los procesos de fabricacién, en el uso y desgaste de materiales o como desechos de
productos materiales viejos. La composicién de los RSI puede ser tan variada como lo es el conjunto de
productos industriales (Seoanez, 1995).
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En México se generan 165 millones de toneladas de RSI al afio, pero solo existe infraestructura para manejar
el 1% (Saur, 1994). La precaria infraestructura se encuentra en la falta de confinamientos, incineradores,
plantas de tratamiento, rellenos industriales y otros sistemas para el manejo de los residuos. En el pafs existen
solo 5 confinamientos controlados especializados en residuos peligrosos de los cuales solo estan en operacién
2; de los incineradores de RSI estdn en operacitn solo 3 donde s¢ procesan medicamentos caducos y envases
con plaguicidas, de las plantas de tratamiento de RSI hay 14 todas en operacién y orientadas a la recuperacion
de materiales (Saur, 1994). Lo anterior muestra claramente que ¢l sector industrial es el que requiere contar
con estrategias de disposicidn adecuada de residuos sélidos, pues de &1 se generan el 89% de las 425 685 ton/d
de residuos sélidos que genera el pais, de donde ademds se producen airededor de 14 500 ton/d del total de
residuos peligrosos (RP) generados por México (Mérquez, 2000). Tan solo se estima que los habitantes e
industrias de la Ciudad de México producen diariamente 11 000 ton de residuos sélidos, de ese volumen
alrededor de 8 000 ton van a parar a rellenos sanitarios que generalmente llegan ya al tope de su capacidad y
el resto pasa por un sistema de tratamiento donde solo se aprovecha entre el 13 y 14% del total de los
residuos sélidos (Tena, 1995).

Tabla 1. Volumen estimado de la generacion de RSM por zona a escala Nacional en 1994,

ZONA NUMERO DE GENERACION TONELADAS TONELADAS %
HABITANTES KG/HAB/MIA DIARIAS ANUALES

Fronteriza 5424 020 0.976 5294 1932 403 6.56
Norte 18 231 339 0.908 16 552 6 041 387 20.50
Centro 43 364 686 0.804 34 854 12 721 546 43.16
Distrito Federal 9092 053 1,275 11596 4232 652 14,36
Sureste 14353 185 0.867 12451 4 544 451 15.42
Promedio 0,893

Totales 90 465283 80 746 29 472 439 100.00

Fuente: Direccidon General de Infraestructura y Equipamiento, Subsecretaria de Desarrollo Urbano. SEDESOL 1994.

1.1.2.1 Residuos industriales peligrosos.

El deterioro ambiental es un costo que se transfiere al resto de la sociedad y a las generaciones futuras; una de
las formas en que se traduce este deterioro es en el inadecuado manejo y disposicién de los residuos sobre
todo los de cardcter peligroso. Deben ser considerados como residuos téxicos o peligrosos de origen
industrial, todos aquellos materiales solidos, pastosos, liquidos o gaseosos, contenidos en recipientes que
siendo el resultado de un proceso de produccién, transformacién, utilizacion o consumo, su producto se
destine al abandono, uso inadecuado, tratamientos, mala disposicién y sobre todo que contengan en su
composicién alguna sustancia que en determinadas concentraciones represente un riesgo para la salud
humana, recursos naturales y ambiente (Seoanez,1995).

Todos los contaminantes ambientales, si bien pueden ser transferidos de un lugar a otro, permanecen en el
planeta; es por lo tanto preocupante que se rebase la capacidad de acumulacion y reciclaje de los residuos asi
como las consecuencias que esto traerd a la humanidad (Bueno, et al., 1998). Actualmente se¢ calcula que
100 000 productos quimicos se comercializan en todo el mundo (SEDESOL, 1992); muchos de estos son
materiales peligrosos que al ser sometidos a un proceso de transformacion generan residuos peligrosos
potenciales.

1.1.2.1.1 Residuos industriales farmacéuticos en Meéxico.

Este sector basicamente se dedica a la elaboracién de medicamentos de acuerdo a las necesidades de la
poblacién y a los sistemas e intereses industriales de comercializacién. Ademds de ser uno de los sectores mas
importantes para el mantenimiento de la salud humana, también representa una de las principales fuentes
potenciales de residuos peligrosos que se generan diariamente en nuestro pafs y en el mundo. Una
composicion aproximada de residuos peligrosos identificados para nuestro pais indica que los farmacos
constituyen alrededor del 16% de la fraccién peligrosa detectada (Vazquez y Sanchez, 1994). En nuestro pais
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se consideran residuos peligrosos, segin la NOM-052-ECOL-1993 establecida en el Diario Oficial de la
Federacion, aquellos residuos de la produccién y materiales caducos o fuera de especificacién que contengan
sustancias téxicas al ambiente. Estos residuos se pueden formar principalmente por lotes de firmacos
rechazados por control de calidad o por farmacos que caducan dentro de los almacenes de la propia industria
o de fuentes no industriales (farmacias, casas habitacién, otros) (Mérquez, 2000). En este trabajo nos
limitaremos a trabajar solo con los derivados de las fuentes industriales.

El sector farmacéutico generalmente regula sus procesos productivos y los residuos que produce son
frecuentemente incinerados, dispuestos en sitios de confinamiento industrial o en rellenos sanitarios. Para el
caso de los farmacos caducos que la empresa debe tratar (los devueltos por ¢l proveedor industrial), deberdn
contar con las pruebas de toxicidad especificadas en las NOM-052-ECOL-1993 y NOM-053-ECOL.-1993
considerando que las pruebas deben efectuarse para mezclas de farmacos que han de ser dispuestos de manera
conjunta (Hernandez, 1995; Méarquez, 2000). En el tratamiento y disposicién de estos residuos interviene
tanto la Secretaria de Salud (SSA) como el Instituto Nacional de Ecologfa (INE) con un protocolo de accién
en relacion con los lotes de fdrmacos caducos que se generen en las empresas, clasificando los farmacos o
principios activos de acuerdo al grupo de accitn terapéutica al que pertenezcan, asf la empresa deberd
caracterizar sus residuos de acuerdo al cédigo CRETIB, que le indicara al verificador si se considera peligroso
o ne. Los residuos que sé consideran peligrosos se colocan en contenedores especiales, pasan a molienda,
después a un tratamiento quimico con hidrélisis y finalmente se trasladan (en bolsas calibre 800
disminuyendo al minimo el contenido de agua) a un sitio de disposicién final indicado por las autoridades que
generalmente son los rellenos sanitarios en dos modalidades: confinamiento controlado o celdas especiales
{Mdrquez, 2000).

Cabe resaltar que el manejo de los residuos peligrosos requiere ser parte de una estrategia integral, donde no
solo se transfieran los residuos de un lugar a otro, sino que se procure el manejo adecuado que permita reducir
tanto su volumen como los efectos secundarios que puedan ocasionar estos al ambiente. Sin embargo hoy en
dia no hay suficientes estudios de los efectos que puede tener la disposicién conjunta o codisposicién de
residuos peligrosos en rellenos sanitarios intencional ¢ no intencionalmente. De aquf la importancia de
ampliar este tipo de investigaciones que nos permitan evaluar lo que posiblemente pase o pueda pasar en los
sistemas de tratamiento y disposicién de residuos que actualmente se manejan.

1.2 SISTEMAS DE DISPOSICION FINAL Y TRATAMIENTO DE RESIDUOS SOLIDOS.

Durante mucho tiempo y hasta hace muy pocos aflos, nadie se preocupaba por el destino de los residuos
generados; se daba por hecho que la naturaleza limpiaba el ambiente. En realidad mientras la cantidad de
basura producida era relativamente pequefla y la mayoria de origen orgénico, la naturaleza a través de
diversos mecanismos, pudo degradar la mayor parte de tas sustancias residuales, pero seghin fue cambiando la
composicion de los residuos, y al aumentar su  cantidlad y  complejidad, esta capacidad
{degradativa-amortiguadora) empez6 a agotarse, es mas en algunos sitios simplemente desaparecié (Gutiérrez,
1990). Ante estd situacion el hombre tuvo que abrir nuevas alternativas de disposicion y tratamiento de los
residuos que se producen en la actualidad, pues su acumulacién aumenta dia con dia y los sistemas actuales de
tratamiento perecen ser ya precarios e incapaces de amortiguar los efectos de la gran produccidn de residuos
s6lidos generados hasta hoy.

1.2.1 Rellenos sanitarios.

El relleno sanitario constituye el principal componente del sistema de disposicién final de residuos en México
y en casi todos los paises. Durante las dos ultimas décadas, la ingenieria aplicada a este tipo de obras se
desarroilo desconociendo los requerimientos estindares necesarios para ejercer un control adecuado,
ocasionando hoy un gran nimero de “rellenos sanitarios” con aspecto de tiraderos a cielo abierto que reflejan
la inadecuada planeacién, donde en lugar de subsanar el problema de la disposicion de los residuos son hoy la
principal causa de la contaminacién atmosférica, terrestre y acudtica del planeta.
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Hoy en dia un relleno sanitario no solamente debe de ser una obra de ingenieria donde sean confinados
adecuada y eficientemente los residuos, sino que adem4s debe de contar con los sistemas de control que le
permitan una operacion segura y confiable, evitando la afectacion al ambiente y a la salud publica eliminando
o reduciendo la emision de impactantes fuera de su zona de amortiguamiento, como son: ruido,
aerotransportables (hongos, levaduras, etc.)particulas suspendidas, biogés, lixiviados, etc.{Sanchez, 1994),
En nuestro pais, la construccién de un relleno sanitario estid normado por la NOM-083-ECOL-1994, la cual
establece las condiciones que deben reunir los sitios destinados a la disposicién final de los residuos sélidos
municipales y por la NOM-084-ECOL-1994 que establece los requisitos para el disefio de un relleno sanitario
y la construccién de sus obras complementarias (Mérquez, 2000) pues muchos de ellos pueden desarrollar una
amplia variedad de contaminantes organicos que se liberan en los lixiviados y en la fase gaseosa del relleno
(Willumsen, et al., 1988; Laugwitz, 1990; Pohland 1991).

1.2.2  Confinamiento controlado.

Otra estrategia en el tratamiento y disposicién de residuos sélidos es el uso del confinamiento controlado
creado principalmente para la disposicién final de los residuos peligrosos  construida y operada de
forma que se garantice su aislamiento definitivo. En México se realiza bajo la normatividad sefialada en las
NOM-055-ECOL-1993, NOM-{56-ECOL-1993, NOM-057-ECOL-1993, NOM-058-ECOL-1993 (Mirquez,
2000).

1.2.3  Codisposicién controlada; Rellenos sanitarios acelerados (RESACEL) y digestores anaerobios
de sustrato sélido {(DASS).

Finalmente en la actvalidad se propone una estrategia mas que es la codisposicién controlada, donde se
pretende que tanto los RSM como ciertos RS de carcter peligrosos puedan manejarse de manera conjunta y
donde los primeros ateniten de alguna forma los efectos toxicos que puedan provocar los segundos al
ambiente. Estas estrategias son reconocidos universalmente como sistemas dindmicos, mediados
microbianamente e influenciados operacionalmente para promover el sinergismo entre los consorcios
microbianos inherentes hasta lograr la degradacién de ciertos componentes orgénicos y/o la atenuacién de
componentes inorganicos hasta alcanzar niveles minimos (Pohland, 1995). La ventaja mas importante de este
tipo de sistemas es su capacidad inusual de aprovechar los procesos operativos bidticos y abidticos para la
degradacién biolégica de los residuos ejerciendo el adecuado control de impactantes como lixiviado, biogas,
etc. Lo anterior hace posible el aprovechamiento de consorcios metanogénicos presentes en ambientes de
rellenos sanitarios para atenuar e incluso degradar algunos residuos de caracter peligroso provenientes del
sector industrial, ya que se ha demostrado son capaces de actuar en la degradacién de contaminantes como: el
benzoato (Warikoo e al., 1996), derivados de la fenilamina (Drzyzga ef af., 1995) la deshalogenacidn de
clorocatecoles y de percloroeteno (Allard ef al., 1991; Fathepure ef /., 1987) entre otros.

Derivaciones de estos sistemas tipo biorreactores basados en procesos de digestién anaerobia son los
rellenos sanitarios acelerades (RESACEL) y los digestores anaerobios de sustrato sélido (DASS). En los
RESACEL a diferencia de los rellenos sanitarios convencionales, se recicla el flujo de lixiviado, se
aprovecha el biogas producido y se ejerce un adecuado control de los residuos involucrados (Mérquez, 2000).
En los DASS es posible tratar la fraccion organica de los RSM y de algunos RSI con la subsecuente
produccion de biogés y mejoradores de suelo como la composta manteniendo un desarrollo 6ptimo y un
control adecuado del proceso. Algunas de las ventajas de los DASS sobre otros tipos de sistemas son: la

generacidn de gas combustible (CHa), produccion de composta, minimizacion en la generacion de lixiviados
y requerimientos de agua, ahorros por aireacién reduciendo costos de operacion y reduccion de la masa-
volumen de los residuos. A pesar de que la aplicacién de los DASS es relativamente nueva (10 afios aprox.)
ha logrado desarrollar dreas anteriormente rezagadas en el tratamiento y disposicion de residuos s6lidos tanto
municipales como industriales y hoy en dfa ha hecho posible la estabilizacién de RSI no peligrosos e incluso

hacer funcionar el proceso en presencia de substancias tdxicas (Poggi, et al.2, 1997).
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1.2.3.1 Manejo de DASS

En los (ltimos afios varios biorreactores tipo DASS han sido desarrollados para el tratamiento de la fraccién
organica de los RSM y de RSI permitiendo la simulacién eficiente de los proceso inherentes al
funcionamiento de los rellenos sanitarios convencionales pero a escala laboratorio. Dentro de los factores que
hacen posible el manejo de este tipo de sistemas tenemos:

1.23.1.1 Temperatura;

En este tipo de sistemas es posible la digestidén anaerobia en condiciones Psicrofilicas {12-16 °C / también
presente en ambientes de relleno sanitario), Mesofilicas (35-37 °C / presente en relleno sanitario) vy
Termofilicas (55-60 °C / presente en rellenos sanitarios y ecosistemas geotérmicos) (Gallert y Winter, 1997),
con una conversion de hasta el 90% del substrato de alimentacién soluble en biogas (Cecchi y Mata-Alvarez,
1991). Algunas de las ventajas e inconvenientes de una digestion anaerobia en este tipo de condiciones se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de una digestion anaerobia en zona psicrofilica, mesofilica o
termofilica (Modificada de Conn y Gebhart 1591}

PSICRIFILICA MESOFILICA TERMOFILICA
- Ausencia de vapor de aguaenel |- Menos vapor de agua en el - Menor tiempo de retencidén.
biogas. biogas. - Disminucién de lodos.
- Menos COO en el biogds. - Menos COLI en el biogas. - Destruccidn de organismos
- Mayor numero de sp. patogenos.

Metanogénicas
- Balance energético mas
favorable.

12312  pH:

Generalmente los consorcios microbianos involucrados en estos procesos son organismos adaptados a medios
neutros de pH (6.5-7.5) con tolerancia en la mayorfa de los casos entre 6.0 y 9.0, aunque algunas bacterias
suelen ser muy sensibles a ciertas variaciones (Poggi, 1999 conversacién personal).

1.23.1.3 Biogds;

Todos estos sistemas hasta la fecha permiten la recuperacién del biogds que al igual que los rellenos sanitarios
suele ser rico en CH4 que lo convierte en fuente potencial de energia de origen biol6gico de fécil obtencién y
util para generar calor, cocinar, iluminar, bombear agua, operar motores, maquinaria agricola o bien generar
energia eléctrica, siendo una alternativa viable tanto en lugares aislados como en las grandes metrépolis
(Holmes, 1983). Una composicion aproximada del biogds se muestra en la Tabla 3, aunque su composicién
suele variar de acuerdo a las caracteristicas propias de la fuente que lo genera.

1.23.14 Sustrato;

Los sustratos se consideran importantes intermediarios de la digestion anaerobia y se ha visto que en ciertas
concentraciones y dependiendo de su naturaleza se puede aumentar o disminuir la velocidad de degradacién
de los residuos (Mosche y Joérdening, 1998). Los sustratos mas ampliamente usados son compuestos de
estructura simple como acetato, propionato, butirato y H2 / CO2 que los hace de facil degradacién, sin
embargo, también se emplean otros de estructura méas compleja como glucosa, celulosa y lignina, que aunque
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s;(;n d)e mds lenta degradacion son ricos en Cz e Hz principales precursores de CHa. (M8sche y Jordening,
98).

Tabla 3. Composicidn Tipica del Biogds (Holmes, 1983},

COMPONENTE % COMPONENTE %

Metano (CHO) 475 Monéxido de Carbono 0.1

Didxido de Carbone (CO0O) 47.0 Suifuro de Hidrégeno 0.01

Nitrégeno (NO) Hidrocarburos parafin 0.1

Oxigeno (O0O) 3.7 Hidrocarburos ¢iclicos y arométicos 0.2

Hidrégeno (HO) 0.8 Otros (benceno, tolueno, didxido de sulfuro, 0.5
0.1 percloroetileno)

1.23.1.5  Evaluacién de la actividad: actividad metanogénica especifica (AME);

La factibilidad de evaluar la AME llevada a cabo por los diversos consorcios microbianos involucrados en el
proceso metanogénico de la digestién anaerobia es un procedimiento simple que consiste en someter a la
biomasa activa del DASS mediante pruebas en lote, al proceso de degradacién de materia organica (RSM,
RSI) bajo condiciones anacrobias suministrando algin sustrato especifico para la produccién de

Metano(CH4). Asi, mediante cambios en la concentracién de productos intermediarios y/o produccién de
biogds es posible interpretar de manera indirecta la actividad de los grupos microbianos involucrados en todas

las conversiones registradas. Estd actividad (AME) se define como la velocidad de produccién de CHs
dependiente del sustrato por unidad de sélidos volatiles de la biomasa (Sorensen y Ahring, 1993).

1.3 FASES EN LA DEGRADACION BIOLOGICA DE LOS RESIDUOS VIiA DIGESTION
ANAEROBIA METANOGENICA.

Este tipo de degradacién pone en juego a diversos grupos de poblaciones microbianas deneminadas

consorcios metanogénicos debido a que se ve favorecida en gran parte la sintesis de CHas del total de biogas
praducido. La Tabla 4 muestra algunas de las especies bacterianas involucradas en el proceso metanogénico,
mientras que algunas de las asociaciones simbidticas que se dan entre estos microorganismos se muestran en
la Figura 2. Se pueden identificar cinco fases caracteristicas en la degradacién microbiana de los residuos.
Inicialmente el oxigeno atrapado en los residuos se consume en un cierto periodo. Después en ausencia de
oxigeno se inicia el proceso fermentativo anaerobio. La primera fase es de Hidrdlisis, donde se convierte la
materia orgdnica compleja en materia mas simple por accién de bacterias hidroliticas. Los polisacaridos se
hidrolizan a mono y disacaridos, las proteinas 2 aminoécidos y lipidos y los glicercles a 4cidos orgénicos. En
la segunda fase que es Fermentativa los compuestos monoméricos se convierten en otros compuestos como

alcoholes, AQV, CO2, Hz y otras substancias neutras. La tercera fase o de Acefogénesis se caracteriza por
altas concentraciones de AQV, donde por accién de bacterias acetogénicas se transforman en compuestos

como acetato e Ha. La cuarta fase es de intensa metanogénesis donde los sustratos presentes como Ha,
acetato, formato, etc. son consumidos por bacterias metanogénicas. Durante esta fase decrece la presién

parcial de Hz, condicién favorable para la degradacién de AOV vy la sintesis de CHs, al incrementarse este

ultimo se incrementa también la produccién de COz y otros compuestos que en conjunte incrementan la
produccion de biogs. Finalmente la quinta fase llamada de estabilizacién tanto la metanogenesis como la

produccion de biogds se estabiliza aunque después de cierto tiempo la velocidad de produccién de CHa y
biogas decrecen por reducci6n en la calidad del sustrato y otros factores como la compactacion, el clima,
etc.(Mata-Alvarez y Cecchi, 1991; Ejlertson, ef ¢/.,1996) Las fases antes mencionadas se ilustran para un
relleno sanitario convencional en la Figura 3, mientras que el flujo del carbono desde materia organica

compleja hasta CHa se muestra en la Figura 4.
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1.3.1 Las bacterias de Ia fermentacién anaerobia.

Existe una gran variedad de bacterias involucradas en la fermentacién anaerobia metanogenica durante las
diferentes fases, las cuales se representan por: a) bacterias hidroliticas (4cetovibrio, Clostridium), b) bacterias
fermentativas acidogenicas (Syntrophomonas, Syntrophobacter, Clostridium, Desulfovibrio) y c) bacterias
metanogénicas (Meranobacteriales, Metanococales), entre otros grupos intermedios (homoacetogénicas)
(Marquéz, 2000).

En una primera etapa las bacterias hidroliticas inician el fenomeno de digestion anaerobia donde polimeros
como celulosa, la pectina, las protefnas, ete., o compuestos de mas bajo peso molecular son transformades en
glucosa libre, celobiosa, 4cidos carboxilicos (AOV), alcoholes, hidrogeno y didxido de carbono. Entre las
bacterias responsables de esta etapa se encuentran las bacterias celuloliticas con capacidad de hidrolizar a la
celulosa (dcerovibrio cellulolyticus, Clostridium thermocellum, Clostridium populetti, Clostridium
cellulolyticum, etc.) y quienes juegan un papel muy importante en la oxidacién de la materia organica (Guyot,
1992),

Los esporégenos anaerobios del género clostridium (gram +) son habitantes normales del suelo y realizan la
fermentacién de carbohidratos solubles acompafiada de la formacién de &c. butirico, acético, didxido de
carbono e hidrogeno. La fermentacién butirica se inicia por la conversion de los azlcares en piruvato.La
reaccién completa de la fermentacién del dcide butirico de la glucosa puede representarse con la siguiente
ecuacion (segin Stainer, et al., 1986):

4 Glucosas ——>2 Acetatos + 3 Butiratos + § CO2 + 8 H2

La pared celular de estas bacterias se compone de peptidoglicano (mureina) hasta en un 90% formado por
dos derivados de azicares N-acetilglucosamina y N-acetilmuramico, ademés de un grupo pequefio de
aminodcidos que incluyen D-alanina, L-alanina, D-glutamico, v lisina. Estos componentes se unen entre si
para formar una estructura que se repite a lo largo de la pared formando un tetrapeptido del glicano. Su
estructura bésica esta constituida por una lamina fina que le confiere rigidez a la célula (Marquéz, 2000).

Durante las etapas fermentativa y acidogénica los productos de los fermentadores primarios como por
gjemplo la glucosa libre son transformados en una variedad de AOV, succinato, alccholes, hidrogeno y
diéxido de carbono.Dentro de la fase de homoacetogénesis y metanogénesis se establece una relacién
sintréfica entre las bacterias acetogénicas obligadas productoras de hidrogeno “OHPA™), bacterias
hidrogenofilicas (bacterias metanogénicas “BM”) y bacterias sulfato reductoras (BSR) (ver Figura 1), donde
las OHPA y ciertas BSR en ausencia de sulfatos efectian una reaccién de acetogénesis a partir de los
compuestos de la primera etapa, gracias a lo cual se mantiene el balance energético favorable para llevar a
cabo las reacciones de acetogénesis. Asf, una sobrecarga de hidrogenofilicas, pueden conducir a una
sobreproduccién de hidrogeno, cuya acumulacién inhibe la digestién anaerobia.
Bagteria fermentativa:

ATP
GLUCOSA —Z==—_ 1> PIRUVATO ——L~{> ACETATO + CO2
NAD NADH+H
Transferenda de hidrogeno

Bacterias metanogénicas:

H2 ~—o———> METANO
co2

Figura 1. Fermentacién de la glucosa por asociacién sintréfica entre
una bacteria formentativa y una bacteria metanogénica (Guyot, 1992)
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Tabla 4. Algunas especies involucradas en procesos de digestién anaercgbia.

BACTERIA HIDROLITICA:

Lipidos: Anaerovibrio lipolytica, Sintropomonas wolfei Proteinas: sp de Clostridium y Bacteroides

Pectinas: Lachnospira multiparus, Bacteroides frigisolvens, Bacteroides ruminicola, Bacteroides succinogenes.

Hemicelulosa: Bacteroides ruminicola, Bacteroides frivisolvens, Rumonococcus flavefaciens, Ruminococcus albus

Celulosa:  Tricoderma resei, Clostridium thermocellum, Bacteroides succinogenes, Butyrvibrio frobrisolvens, Ruminococcus albus,
Acetovibrio ceflulolyticus. -

BACTERIA FERMENTATIVA:

Sp de Desulfovibrio, Ruminococeus, Selenomonas, Clostridium,

BACTERIA ACETOGENICA:

Sintrophomonas wolfei, Sintrophobacter wolinnii

BACTERIA HOMOACETOGENICA:

Eubacterium limosum, sp de Acetobacterium, Clostridium.

BACTERIA METANOGENICA:

Sp de Methanosarcina , Methanotrix, Methanobacterium, Methanothermus, Methanocgccus, etc.

Fuente: Mata-Alvarez y Cecchi, 1992,

Caproic acid CH3 CH2 CH2 CH2 CH2 COOH
Valeric acid CH3 CH2 CH2 CH2 COOH
Butiric acid CH3 CH2 CH2 COOH 47
Propionic amd
Acetic acid S _Syntrophomonas wolfe] hamana wolfe
CH3 CHIZ COCH CO?.
Syntr gp_i;i&qgrgr wolinii eg. erhanob clerium b Bt
e
> 13 COOH
| CH4
eg. Merhjnofri‘ spehngenit
CH4 co2

Flgura 2. El papel de bacterias sintréficas y metanogénicas en digestién anaerobia

(McCarty y Mosey,1991).
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Figura 3. Fases en Ia estabilizacién de un relleno sanitario convencional
(Pohland y Yousfi, 1995).
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materia orgnica compleja

|

proteinas - ligninas carbohidratos lipidos
l’ 1
polisacéridos
l ——
amino compuestos metanol mono gliceroles AQV
acidos monoaromaticos sacdridos
NH+4 1
intermediarios
1
L ]
acetato > CH4 < H2 + CO2

Figura 4. Esquema del fiujo del carbono en Ia digestién anaerobia de materia organica compleja

{Mata-Alvarez y Cecchi, 1991).

1.4 AGENTES QUE AFECTAN LA DEGRADACION BIOLOGICA DE LOS RESIDUOS.

A la fecha se sabe que pueden ser muchos los agentes externos e internos que afectan el proceso de digestion
anaerobia de los residuos si no se ejerce un control adecuado, tanto en biorreactores como en rellenos
sanitarios convencionales Estos agentes van desde la composicién del sustrato de alimentacién (ST, STV,
DQO, AOV, N2, etc.) hasta ¢l manejo de parametros operacionales (temperatura, TRH, AME, ICQ,
produccion de biogés, etc.} y otros relacionados como nutrientes y ciertas substancias téxicas (Mata-Alvarez y
Cecchi, 1991). Se ha visto que algunos de los compuestos que muestran una clara inhibicién de la actividad
bacteriana en procesos de digestion anaerobia son los citados en la Tabla 5.

Tabla 5. Algunas substancias toxicas para los procesos de digestién anaerobia,

1.4.1 Efecto de residuos farmacéuticos en procesos de digestion anaerobia.

INHIBIDORES

Inhibicién de la bacteria acetocléstica por AOV
Inhibicién Isobutirica

Inhibicién por sales y otros metales

Efecto de |2 concentracién de ciertas substancias
Sulfuros; furfural

Efecto del COz disuelto
Antibiéticos

Fenoles

Mercurio

Xenobioticos

Acidos Crgénicos largos, etc.

Fuente: Mata-Alvarez y Cecchi, 1991,

El implante de nuevas tecnologias y nuevos productos de la industria farmacéutica trae consigo problemas
como la alta concentracién de residuos que por su composiciéon y volumen requieren tanto de tratamientos
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como de sitios de disposicion especiales. Las investigaciones hechas hasta hoy demuestran que tanto los RSM
como los RSI pueden contener gran variedad de contaminantes orgénicos que se manifiestan en los lixiviados
0 en la fase gaseosa de los rellenos sanitarios y biorreactores (Willumsen ef of., 1988, Laugwitz, 1990;
Pohland, 1991). Se sabe que la formacién, aparicién o desaparicién de estos contaminantes especificos
dependen de ciertos factores que incluyen las propiedades fisico-quimicas de los compuestos, su reactividad
quimica, solubilidad en agua, volatilidad y biodegradabilidad, que al interactuar con las condiciones
prevalecientes en los sistemas de manejo de los residuos como la temperatura, pH, tipos de residuos y tipo de
microflora, entre otros, resulta en complejas interacciones que llegan a afectar de cierta manera el potencial de
degradacion de los residuos (Ejlertson, et af., 1996).

Los residuos farmacéuticos se han reportado como biodegradables dependiende de la naturaleza del sustrato y
los tratamientos usados. En la actualidad se estd tratando de ver si es posible la degradacion bioldgica de
ciertos residuos farmacéuticos mediante tratamientos anaerobios, donde se pretende aprovechar las bondades
de los procesos metanogénicos para atenuar los posibles efectos negativos que pueda tener la codisposicién de
residuos farmacéuticos en ambientes como los rellenos sanitarios (Zabranska, ef al., 1994;3anz, er af., 1996;
Penaud, er al., 1997; Méarquez, 2000).

1.4.1.1 Sitios de accién de los fdrmacos.

La intensidad de accidn de un medicamento depende de su concentracién y de su sitio de accién (Conn y
Gebhart, 1991). En la mayoria de los casos el sitio de accién es un receptor; que gencralmente es un sitio
especifico de una macromolécula localizada en una membrana o pared celular o dentro de una célula. La
interaccidn del firmaco con el receptor altera la funcién normal de la célula y es cuando tiene lugar cierta
respuesta o efecto. El término genérico antimicrobianos incluye a varios agentes sintéticos que impiden o
alteran el crecimiento o reproduccion de ciertos microorganismos. Se debe entender como antibidtico a ciertas
substancias organicas de origen microbiano que o bien son téxicas o bien inhiben el crecimiento de otros
organismos (Conn y Gebhart, 1991). El efecto que ciertos antibidticos puedan tener sobre ciertos sitios
especificos en algunas bacterias se muestra en la Figura 5. Generalmente estos compuestos actian alterando
las estructuras y funciones celulares.

MEMBRANA CITOPLASMATICA

Inhiben [a funcién;
Antibacteriana

Polimixinas
Antimicoticos
Polienos
Nistatina
Anfotercina B
Candicidina
PARED CELULAR
Inhiben Ia sintesis:
Penicilinas
Cefalosporinas
Bacitracina
Ciclosterina
INTRACELULAR
Inkiben la sintesis de proteinas:
Subunidad 508 Subunidad 308 Antagonistas competitivos
Eritromicina Tetraciclinas Sulfonamidas
Lincomicina Aminoglucésidos Sulfonas
Clindamicina Espectinomicina Inhiben sintesis de RNA
Cloramfenicol Rifampicina

Figura 5. Sitios de accién de algunos antibiéticos en bacterias (Conn y Gebhart, 1991)
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1.4.1.2 La bacteria metanogénica (Bi).

Las BM pertenecen al reino de las Arquecbacterias, se dividen en tres ordenes, 4 familias y 7 géneros. Pueden
habitar en ambientes como sedimentos, rellenos sanitarios, digestores, en el intestino de insectos, en el rumen
e intestino largo de hombres y animales. No son organismos primitivos, sino por el contrario son altamente
especializados y poseen sistemas linicog muy elaborados para este tipo de vida. Algunos de estos organismos
poseen paredes celulares formadas por pseudomureina, aunque otras pueden ser de origen protefnico. Varias
paredes celulares se pueden formar desde una capa regular de proteinas hasta varias y complejas
laminaciones. Sus células incluyen flagelos, membranas intra-citoplasmaticas, espacios celulares y vacuolas

de gas, entre otras. Las BM son productoras obligadas de metano (CH4) siendo capaces de usar mas de un
sustrato para su sintesis. La sintesis de CH4 es requerida por estos organismos para crecer. También son

anaercbias obligadas, pues su exposicidn al Oz en la mayoria de los casos puede ser letal. Pueden
desarrollarse en pH neutros entre 6 y 8. Existen tanto en ambientes psicrofilos, como en mesofilicos y
termofilicos, aunque en estos Gltimos suelen ser mds abundantes. Pueden crecer de forma autotréfica o
heterotréfica. Estos organismos generalmente requieren de carbén organico para crecer, de donde el acetato
suele ser el principal sustrato inductor de la metanogénesis. El Acetato puede ser formado desde la

condensacién de dos moléculas de COz y eventualmente el 90% puede formar CHa4. Los AOV se requieren
ocasionalmente. Las vitaminas se necesitan para el crecimiento de las BM. Dentro de este grupo tenemos:
riboflavin, pantothenato, tiamina, piridoxina y p-aminobenzoato, entre otras. Una caracteristica muy peculiar
de las BM es que poseen coenzimas al parecer tnicas para este tipo de vida como la Coenzima M, Coenzima

Fazo, Factor Fa430, entre otras. Su bioenergética muestra al menos en Methanobacterium bryantii que la
velocidad de la metanogénesis ¢s proporcional a la concentracién intracelular de ATP e inversamente
proporcional a la concentracién de AMP (Blaut, er al., 1985).

1.4.1.2.1 Sensibilidad a los Antibidticos.

La escasa sensibilidad de BM y otras arqueobacterias a muchos antibiéticos es resultado de su naturaleza
bioquimica Unica y la resistencia frente a estos compuestos muchas veces se debe a que el blanco especifico
no est4 presente (Whitman, et al., 1992). Esta carencia de sensibilidad de las BM también puede estar dada
por la impermeabilidad que presentan las envolturas celulares o la membrana citoplasmdtica o simplemente
por la habilidad de estos organismos para inactivar el antibi6tico (Blaut, er ai., 1985). Sin embargo, hoy en dia
se ha visto que algunos antibidticos si son capaces de inhibir o alterar algunas de las funciones de las BM y
que estos son capaces de actuar por diversos mecanismos. Algunos antibidticos pueden interferir en la ruta
metabélica, transporte de membrana o en la sintesis de otras macromoléculas por interferencia con [a funcién
de compuestos esenciales de bajo y alto peso molecular, inhibicién de la sintesis de lipidos y de varios
polimeros contenidos los carbohidratos (pseudomureina, heteropolisacaridos, glicoprotefnas) o con la
biosintesis de isoprenoides tipicos en arqueobacterias,

Antibiéticos como bacitracin son capaces de inhibir [a defosforilacién de el isoprenol pirofosfato precursor
estrechamente involucrado con la biosintesis de lipidos y glicoproteinas (Blaut, et al., 1985), incluso se ha
encontrado que usado como aditivo puede inhibir la formacién de biogds de residuos agricolas (Hilpert,
1984). La rifampicina puede causar la lisis de la membrana citoplasmatica en concentraciones de 100 pg/ml
por perturbaciones en el contenido de lipidos en la membrana por intercalacion de moléculas hidrofébicas
(Blaut, er o/, 1985), aunque se ha encontrado que la RNA-polimerasa dependiente de RNA es resistente a
rifampicina, al igual que otras enzimas metanogénicas lo son a a-amanitin (Whitman, ef al., 1992). Otros
antibiéticos pueden ser capaces de inhibir la sintesis de proteinas, la sintesis de RNAt-aminoacil, elongacién o
translacién, aunque el proceso de translacion en BM suele ser mas resistente a antibidticos como ciertas
clases de estreptomicinas, tetraciclinas y macrolidos que en otros tipos de bacterias. Durante el crecimiento
las BM suelen ser sensibles al cloramfenicol el cual afecta [a sintesis de proteinas, también lo son a
gentamicinas, neomicina, gramicidin S que ademés de inhibir el crecimiento son capaces de inhibir los
procesos metanogénicos, aunque muchas veces depende de las condiciones del cultivo (Whitman, et al, 1992,
Sanz, ef al., 1996). El gramicidin D, nigericina y monensis son potentes inhibidores del transporte activo en
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BM (Blaut, et al., 1985). En la Tabla 7 se muestra una comparacién de la sensibilidad a ciertos antibitticos
en seis especies de BM, donde se ilustra tanto el sitio de accién del antibiético como €! tamafio de la zona de
inhibicion del mismo en milimetros.

Lo anterior indica que ¢l desarrollo de consorcios metanogénicos involucrados en el proceso de digestién
anaerobia para la degradaci6n biologica de los residuos puede verse afectado en presencia de compuestos
como ciertos antibiéticos. De aquf la importancia de realizar estudios sobre los factores que estén afectando
la degradacién natural de los residuos, pues el conocimiento de posibles agentes que afecten las vias de
biodegradacion de residuos sélidos --uno de los problemas més grandes e importantes en Ia actualidad--, nos
ayudaran a implementar técnicas que subsanen este problema y que mejoren el uso y aplicacién de las
estrategias actuales para su manejo (Poggi, 1999 conversacion personal).

Tabla 6. Comparacidn de la sensibilidad a antibidticos en algunas especies de bacterias metanogénicas ( BM).

I TAMANO DE LA ZONA DE INHIBICION {mm)
1
OBJETIVOS ANTI-BIOTICO A B C D E F
PARED CELULAR ° Vancomicina - - - B - -
Fosfomycina - - - - - R
D-Cicloserina - - - ) - -
Nocardicin A - - - - - N
Penicilina G - - - - . -
Cefalosporina C - - - - N R
Bacitracina 40 27 40 17 - -
Nisin 11 8 10 3 -
Enduracidina 20 16 10 5 - 8
Flavomycina - - - - N
Subtilin 4 7 5 10 - -
Gardimycin 30 16 6 - - -
RNA pofimerasa o=-Amanitn - - - ND - ND
Rifampicina 2 - - 2 - R
BIOSINTESIS DE PROTEINAS | Cloramfenicol 25 13 22 28 4 40
Cicloheximide - - - - - -
Virginiamycina 5 14 - 15 - -
Oleandomycina - - - - - N
Gentamicina - 25 12 - - .
Tetraciclina - - 8 8 - N
Canamycina . - . - - .
Eritromicina - - - 3 - .
MEMBRANA Polimixina - - 8 - . .
Anfotericina B - - B - - N
Gramicidin § 7 7 15 10 4 16
Valinomycina - - - . - N
Nonactin - - - - - -
Monensis - 5 25 12 15 25
Lasalocid 22 25 42 21 40 40
Gramicidin D - 11

Identificacién de especies: A Methangbrevibactgr smithii; B, Methanobactgrium bryvantii; C, M, thermoautrophicum; D, Methanococcus
vanielli: E, Methanospirillum hungatei; F, Methanosarcina arkeri
- =Np hay inhibicion
NP = No Determinada
Fuente; Modificada de William, et a/. 1992; Conn y Gebhart, 1991; Avendafio, 1996.
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CAPITULO 2
JUSTIFICACION

Hoy en dia es cada vez mayor el volumen de residuos sélidos tanto RSM como RSI que producen las
diferentes actividades del hombre y cada vez es mas complicado y costoso deshacerse de ellos. México en la
actualidad enfrenta serios problemas en el tratamiento y disposicién de RSM y RSI (Saur, 1994). La Industria
es uno de los sectores con mayor necesidad de disposicion final y adecuada de los residuos sélidos que
produce, pues alrededor del 89% del total de residuos sélidos generados en el pafs provienen de é1 (Mérquez,
2000), y alrededor del 99 % no tienen una disposicién final adecuada (Saur, 1994; Mirquez, 2000). Tan
solo se estima que los habitantes ¢ Industrias de la Ciudad de México producen diariamente 11 850 ton/d de
residuos sélidos (Obras y Servicios, 1999), de los cuales aprox. 8 000 ton. van a parar a rellenos sanitarios
convencionales que generalmente llegan ya al tope de su capacidad y el resto pasa por sistema de tratamiento
donde solo se aprovecha entre el 13 y 14 % del total de los residuos solidos (Tena, 1995). Ademas, la
Industria en nuestro pafs produce airededor de 14 500 ton/d de RP los cuales segiin la NOM-052-ECOL-1993
pueden presentar un cardctér toxico al ambiente. Dentro de este tipo de RP se tiene a los derivados de la
industria farmacéutica tales como los farmacos caducos y/o otros materiales fuera de especificacion que a la
fecha se sabe pueden afectar los procesos de degradacidn biolégica de los residuos en ambientes de rellenos
sanitarios convencionales si no se mantiene un control adecuado de su manejo y de lo que en elios se dispone.
Lo anterior se deriva de los estudios realizados por Mata- Alvarez y Cecchi, 1991; Willumsen et al. 1998,
Lawitz, 1990, Pohland 1991; Ejlertson, et af.,1996; Sanz, et al., 1996, quienes muestran que los procesos
inherentes a los rellenos sanitarios, como la degradacién bicldgica de los residuos via digestién anaerobia,
puede verse afectada en presencia de ciertos residups farmacéuticos como algunos antibidticos y otros
contaminantes organicos presentes en los lixiviados y en la fase gaseosa del relleno.

El proceso DASS ofrece una mejor alternativa en el tratamiento de los residuos sélidos al tratar la fraccién
organica de los RSM, hacer posible la estabilizacién de RSI no peligrosos e incluso hacer funcionar el

proceso en presencia de substancias téxicas transformandoles en energéticos como CH4 y en mejoradores
de suelos (composta) reduciendo fa masa/volumen de los residuos con un minimo de requerimientos de agua

y lixiviados (Poggi, et al., 1997%). Ademds, en México existe la carencia de indculos anaerobios para el
tratamiento de los residuos que en el se producen (Valdéz, 1997), de aquf la necesidad de implementar
digestores anaerobios adecuados a las caracteristicas propias de los residuos que genere el pafs.

Dada la necesidad de proponer procedimientos y estrategias integrales en el tratamiento y disposicion de
RSM, RSI y RP, se propone la codisposicién de RSM y RSI de carécter peligroso como los farmacos caducos
en sistemas de tratamiento anaercbio tipo DASS donde se pretende aprovechar las bondades de los procesos
metanogénicos para atenuar los posibles efectos negativos que pueda tener la disposicién conjunta de los
residuos en este tipo de ambientes, por otro lado, con el conocimiento de los posibles agentes que afecten las
vias de degradacién bioldgica de residuos sélidos --uno de los problemas més grandes e importantes en la
actualidad--, nos ayudard a implementar técnicas que subsanen este problema y que mejoren el uso y
aplicacién de las estrategias actuales. La AME es una de las estrategias usadas en procesos de digestién
anaerobia para interpretar de manera indirecta cambios en la actividad normal de los consorcios microbianos
involucrados en el proceso terminal de la degradacién de los residuos y en los DASS se usaran para evaluar
el impacto que presente ¢l codisponer RSM y una mezcla de férmacos caducos de la industria fannacélftica en
este tipo de sistemas, reflejo fiel de lo que puede suceder en rellenos sanitarios convencionales si no se
mantiene un contro! adecuado de lo que en ellos se dispone intencional o no intencionalmente.
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CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

3.1 Determinar los efectos de una mezcia de formacos caducos sobre la actividad metanogénica especifica -
butirica (AME - butlrica), actividad metanogénica especifica - glucotréfica (AME - glucosa) y
actividad metanogénica especifica - celulolitica (AME - celulosa) de consorcios metanogénicos
provenientes de in6culos anaerobios de DASS tipo rellenos sanitarios acelerados.

Objetivos particulares.

3.1.1. Implementar una técnica especializada en la actividad metanogénica especifica (AME) de digestores
anaerobios de sustrato s6lido (DASS).

3.1.2. Disefiar, arrancar y operar el biorreactor inoculador {(DASS) llevando su seguimiento y anélisis.

3.1.3. Determinar los efectos de cuatro concentraciones de una mezcla de farmacos caducos sobre la AME-
butirica, AME-glucotréfica y AME-celulolitica de consorcios metanogénicos segin la técnica AME.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

41 HIPOTESIS 1:

La inclusién de altas concentraciones de la mezcla de farmacos caducos afectard en forma aguda la actividad
metanogénica especifica (AME) de consorcios metanogénicos involucrados en los proceso de la digestién
anaerobia de residuos sélidos.
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CAPITULO 5
METODOLOGIA

La metodologia comprendié las siguientes actividades a desarrollar para el cumplimiento preciso de la

presente investigacion:

6.1 ACTIVIDADES:

5.1.7

5.1.8

Familiarizacién con las técnicas ya existentes de medicién de AME,
metano {CHa4), biogs, sélidos totales, pH, AOV, etc.

Preparacion fisica de los digestores inoculadores y colectores de biogas
(DASS) que se utilizaron en las diferentes determinaciones.

Arranque de los digestores inoculadores y colectores de biogas (DASS):
caracteristicas del inoculo.

Preparacion, composicién y preservacion de la alimentacion que se uso en
los DASS,

Seguimiento y andlisis de los digestores inoculadores y colectores de
biogds (DASS).

[mplementacién de la técnica de actividad metanogénica especifica
(AME) en biorreactores de digestion anaercbia de sustrato sélido
(DASS).

Determinacién de la AME - butirica de consort-:ios metanogénicos y
evaluacién del impacto que causa la adicién de una mezcla de farmacos
caducos en 4 diferentes concentraciones (300, 800, 1400, 2000 mg/kg).

Determinacién de la AME - glucotréfica de consorcios metanogénicos y
evaluacion del impacto que causa la adicién de una mezcla de firmacos
caducos en 4 diferentes concentraciones (300, 800, 1400, 2000 mg/kg).

Determinacién la AME - celulolitica de consorcios metanogénicos y
evaluacién del impacto que causa la adicién de una mezcla de formacos
caducos en 4 diferentes concentraciones (300, 800, 1400, 2000 mg/kg).
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5.2 Disefno experimental y métodos.

A continuacién se enlistan los diseflos experimentales y métodos para cada una de las actividades a
desarrollar de acuerdo al plan de trabajo."

5.21 FAMILIARIZACION CON LAS TECNICAS YA EXISTENTES DE MEDICION DE AME,
METANO {CHs), BIOGAS, SOLIDOS TOTALES, pH, AOV, ETC.

Se efectuaron por medio de la asesoria de investigadores especializados en el tema {Poggi, 1999,

comunicacién personal) y revisién del “Manual de técnicas analiticas para residuos sélides” de Poggi y
Rinderknecht, 1990.

5.2.2 PREPARACION FiSICA DE LOS DIGESTORES INOCULADORES Y COLECTORES DE
BIOGAS (DASS) QUE SE UTILIZARON EN LAS DIFERENTES DETERMINACIONES .

El montaje de los DASS se hizo por duplicado para cada intervalo de temperatura (2 termofilicos y 2
mesofilicos) al inicio de la investigacién. Posteriormente fue necesario montar nuevos digestores por falta de
indculo {2 digestores mds para cada intervalo de temperatura). Para ello se usaron frascos de vidrio con
capacidad de 2 litros, tapones de hule con 1 y 2 perforaciones, niples, abrazaderas, vélvulas, mangueras de
hule, 4 muestreadores de biogés, pipetas rotas o tubos, garrafones de plastico con capacidad de 5 litros,
marcadores indelebles, silicén para sellar y evitar fugas (Poggi, 1999 conversacién personal). La Figura 6
muestra el disefio de los DASS empleados.

i1

Figura 6. Esquema del digestor y colector de biogds: digestores
anaeroblos de sustrato sélido (DASS}

Cada DASS fue marcado con una clave para su mejor manejo e identificacién. Las claves fueron las
signientes ; DASS-1T, DASS-2T, DASS-3T y DASSAT para los digestores termofilicos y DASS-IM,
DASS-2M, DASS-3M y DASS4-M para los digestores mesofilicos. Los digestores termofilicos se
mantuvieron a una temperatura de 55° C ( £ 5° ) dentro de una cabina adaptada a condiciones altas de
temnperatura y los digestores mescfilicos se mantuvierona 35° C (+ 5° ) en un cuarto mesofilico.
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5.2.3 ARRANQUE DE LOS DIGESTORES INOCULADORES Y COLECTORES DE BIOGAS
(DASS): CA_RACTERISTICAS DEL INOCULO.

El tipo de in6culo que se manejo en los biorreactores es de excreta de vaca, suelos profundos y lodos
biolégicos (1/3: 1/3: 1/53), tratamiento que ha resultado ser el més eficiente para el arranque de nuevos
reactores (Valdés, 1996), La excreta de vaca se obtuvo de un establo tipo familiar ubicado en el D.F., el
suelo profundo se tomo de los jardines del CINVESTAV-IPN con aproximadamente 60 cm de profundidad y
los lodos biolégicos se extrajeron de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas. Lo anterior se
mezcld y se colocé en cada DASS procurando preparar suficiente indculo para poner una cantidad
aproximada de 1 kg. por digestor en el arranque. Una vez que se agregé ¢ in6culo a los DASS se ventearon

con gas N2 (aprox. 30 Bis) antes de cerrarlos para garantizar el estado de anaerobiosis que requieren las
bacterias metanogénicas. Ya sellados y ubicados en las diferentes temperaturas se procedié a verificar la

produccién de biogds diariamente y periédicamente el % CHa en cada uno de los digestores.

5.2.4 PREPARACION, COMPOSICION Y PRESERVACION DE LA ALIMENTACION QUE SE
USO EN LOS DASS

Durante el tiempo de arranque y estabilizacién de los DASS se usé aziicar y bicarbonato de sodio cuando se
requirié mantener el indculo en un pH neutro para la mejor actividad de los consorcios metanogénicos
involucrados en el proceso (Poggi, 1997'). De estos compuestos se agregaron 3 g al inicio y 3 g cada vez

que fue necesario (en caso de acidificacién) hasta que se alcanzo una concentracién de CHas en ¢l biogés de
aproximadamente 60 %, porcentaje que permite saber cuando los DASS alcanzan un estado estable (Poggi,
1997"). Cuando estaba por alcanzarse o se alcanz6 la estabilidad de los digestores se empez6 a usar ademds
como sustrato de degradacion una mezcla de residuos alimenticios caseros (60 %), papel de oficina (40 %) y
lodos biclégicos (53:1) durante todo el tiempo de experimentacidn. Los porcentajes estan dados de acuerdo al
tipo de basura que se genera en México (Poggi y Oleskiewics, 1992). La mezcla se homogenizé en una
mezcladora de cintas helicoidales por 3¢ minutos y se puso a secar por 24 horas a 1006° C en charolas de
aluminio. El material resultante fue triturado en un molino de martillos con una malla de 0.5 cm de abertura
hasta obtener una consistencia granulosa fina. La alimentacién con este sustrato resultante de la mezcla fue
realizada 2 veces por semana, la cual se dividié en dos ciclos (1 ciclo de 4 dias y 1 ciclo de tres dias). En cada
ciclo se agregaron 60g (al 35 % de ST y 65 % de Humedad). Previamente a la alimentacién se tomé muestra
suficiente de cada digestor para otras determinaciones. Se procurd mantener cada urio de los DASS en un
peso aproximado de 1 kg de indculo en su interior eliminando los excesos mediante la purga de cada digestor
o completando el peso de los DASS sangrados (por extraccién de indculo) por medio de la alimentacién
habitual mas papel periddico (al 35% de ST y 65% de Humedad) de consistencia granulosa fina triturado en
un molino de martillos con una malla de 0.5 cm de abertura que ayudo a recuperar biomasa. De estos dltimos
se agregaron los gramos que se requirieron y de acuerdo con el estado fisico del reactor, procurando no
sobrecargarlos para que la actividad metanogénica se presentara normal. Tanto el sustrato de alimentacién
como el papel periddico triturados se mantuvieron en un cuarto frio a una temperatura de 4°C para facilitar su
conservacion, evitar malos olores y contaminacion.

5.2.5 SEGUIMIENTO Y ANALISIS DE LOS DIGESTORES INOCULADORES Y COLECTOR DE
BIOGAS (DASS).

El seguimiento y andlisis de los DASS se llevd a cabo desde el primer dia en que se efectud el arranque. A

continuacion se mencionan los pardmetros gque se evaluarcn y los métodos que se usaron.

5.2.5.1 Medicién de biogas en DASS.

La produccién de biogas en cada uno de los DASS se verifico mediante un sistema de desplazamiento de
salmuera acidificada con dcido sulfirico y tefiida con azul de metileno, segin Poggi, 1999 (Ver Figura 5).
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Las lecturas se registraron diariamente de acuerdo al desplazamiento de salmuera que presenten los
garrafones expresado en volumen (litros/dfa), estos se sumaron ¥ se reportaron como total de biogas
desplazado por ciclo de alimentacién.

5.2.5.2 Porcentaje de metano (% CH4) en biogéas de DASS.

El % CHs en DASS se analizé peribdicamente con un cromatografo de gases Gow-Mac Thermal
Conductivity Detector Series 350 Instrument Company. El gas de arrastre fue Helio con un gasto de 12
ml/min. Se utiliz una columna de acero inoxidable de 1.8 m por 6 mm rellena con Porapak Q. Las
temperaturas de ia columna, detector e inyector fueron 50°C, 70°C y 65°C respectivamente. El estandar que

se manejo para la curva de calibracién fue gas CHas pureza cromatografica. Los resultados se expresaron en
dfas contra % CH4 desde el arranque de los digestores (Poggi, 1999 conversacion personal).

5.2.5.3 Otras Determinaciones.

Mediciones como pH, el contenido de solidos totales (ST), s6lidos totales fijos (STF), sélidos totales voldtiles
(STV), dcidos orgénicos voldtiles (AOV), etc., se hicieron periédicamente antes y después del periodo de
estabilizacion de los DASS y/o cuando fue necesario verificar su estado durante ¢l desarrollo de la técnica
AME. Todas las pruebas se realizaron de acuerdo al “Manual de técnicas analiticas para residuos s6lidos” de
Poggi y Rinderknecht, 1990, excepto los AOV. Para pH se diluyo 5 g de inoculo de DASS en 25 ml de
agua destilada y se le determino pH en un potencidmetro Beckman 41 pH Meter Analitical Sensor. E] analisis
de ST se realizé secando 5 g de indculo de DASS en un hono Felisa a una temperatura de 100 °C durante 24
horas y por diferencia de peso (w inicial — w final) se determiné el contenido de sélidos. El contenido de STF
y STV se llevo a cabo calcinando la muestra resultante de la determinacién de ST, en una mufla Linberg a
550 °C durante 6 horas, donde por diferencia de peso (w inicial — w final) se determinaron los STF y el resto
de peso faltante se determino como STV (Poggi, 1999 conversacidn personal).

Para el andlisis de AQV se tomaron 10 g de in6culo de DASS y se diluyeron en 10 ml de agua destilada,
después se centrifugaron a 10 000 rpm durante 5 minutos en una ICE Micro-MB Centrifuge. El sobrenadante
resultante se inyecté en un cromatdgrafo de liquidos Perkin Elmer 3920 equipado con detector de ionizacién
de flama. Se utilizo una columna AT-1000 (10%) de 1.8 m por 3.4 mm de didmetro. La temperatura del
Detector, Inyector y la Columna fueron 250°C, 220°C y 160°C respectivamente. El flujo de la columna fue

de N2 (28 ml/min). Los picos fueron registrados e integrados en un Integrador Hewlett Packard 3390-A con
un tiempo de andlisis de 16 minutos por muestra (Poggi, 1999 conversacién personal}.

El volumen inyectado fue de 0.5 uL de sobrenadante por muestra, los valores iniciales obtenidos del andlisis
cromatografico fueron multiplicados por un Factor (F) = 1800 obtenido a partir de los siguientes parametros:

[ S mlsobrenadante x 18 ml  muestra

5 ml sobrenadante ] X 1000 ¢ = 1800 = F
10 g inoculo himedo 1 kg

5.2.6 [MPLEMENTACION DE LA TECNICA DE ACTIVIDAD METAMOGENICA ESPECIFICA
(AME) EN BIORREACTORES DE DIGESTION ANAEROBIA DE SUSTRATO SOLIDO

(DASS).

L.a implementacién de la técnica de actividad metanogénica especifica (AME) en biorreactores con sustrato
s6lido se realizé con ld ayuda de Poggi (1999, comunicacién personal) reconocido investigador en procesos
de digesti6n anaerobia y el “Manual de técnicas analiticas para residuos sélidos” de Poggi y Rinderknecht,
1990. La técnica de AME en digestores anaerobios de sustrato sélide se muestra en el Anexo L.
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5.2.6.1 Disefio experimental de las pruebas de actividad metanogénica especifica (AME)

Los resultados obtenidos fueron sometidos a anélisis de varianza (ANDEVA al 95 % de confianza) y un
andlisis de comparacién de medias de DUNCAN (Montgomery, 1986). Se efectuaron dos disefios
experimentales de tipo factorial para el caso de los ANDEVA. En el primer disefio se tomé en cuenta los 3
sustratos usados (butirico, glucosa, celulosa) y las 2 temperaturas manejadas (35°C y 55°C) al cual se le
denomino (3x2). En el segundo disefio experimental se tomé en cuenta las 5 concentraciones de fdrmacos
caducos (0, 300, 800, 1400 y 2000 mg/kg), los 3 sustratos manejados (butirico, glucosa y celulosa) y las 2
temperaturas (35°C y 55°C) al que se le denomino (5x3x2). En ambos disefios se uso el valor promedio de las

pruebas de AME a través de todas las concentraciones., La variable de respuesta fue la AME(umol CHag/ ).

5.2.7 DETERMINACION DE LA AME - BUTIRICA DE CONSORCIOS METANOGENICOS Y
EVALUACION DEL IMPACTO QUE CAUSA LA ADICION UNA MEZCLA DE
FARMACOS CADUCOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES.

La determinacidn de est4 prueba se llevo a cabo siguiendo la técnica AME (Ver ANEXO 1) y usando 4cido
butirico como sustrato. La evaluacién del impacto que presentaron las diferentes concentraciones de la mezcia
de farmacos caducos sobre la actividad normal de los consorcios metanogénicos involucrados en el proceso

se efectué mediante los célculos que resultaron de las diferentes pruebas de AME expresados en pmol CHa/g

. hyen umol CH4 /g SV. h de inoculo(segin la Técnica AME), a las comparaciones que se hicieron de los
diferentes tratamientos con respecto a los controles, a los otros sustratos manejados, a lo reportado en la
bibliografia y a los datos resultantes de los disefios estadisticos 3x2, 5x3x2 y a la comparacion de medias de
DUNCAN.

5.2.8 DETERMINACION DE LA AME - GLUCOSA DE CONSORCIOS METANOGENICOS Y
EVALUACION DEL IMPACTO QUE CAUSA LA ADICION DE UNA MEZCLA DE
MEDICAMENTOS CADUCOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES.

{Ver 5.2.7, sustrato glucosa)

5.2.9 DETERMINACION DE LA AME - CELULOSA DE CONSORCIOS METANOGENICOS Y
EVALUACION DEL IMPACTO QUE CAUSA LA ADICION DE UNA MEZCLA DE
VIEDICAMENTOS CADUCOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES.

(Ver 5.2.7, sustrato celulosa)
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CAPITULO 6
RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 COMPORTAMIENTO DASS A TEMPERATURA MESOFILICA Y TERMOFILICA.

6.1.1 [Inéculo

La digestién anaerobia del inoculo usado en los diferentes DASS se aclimaté a temperaturas de 35° y 55°
respectivamente. Las Figura 7 y 8 muestran la cantidad de inoculo que se manejo en e! interior de cada
DASS tanto a temperatura mesofilicas como termofilicas a lo largo del tiempo de experimentacién. En el
caso de DASS mesofilicos (Figura 7) solo se muestran los digestores DASS-1M y DASS-2M debido a
que los digestores DASS-3M y DASS-4M faltantes no alcanzaren una estabilidad aceptable desde su
arranque. Esto provoco que desde el inicio estos ultimos DASS no registraran variaciones significativas
en cuanto a la cantidad de inoculo interno a causa de factores como acumulacién de AOV los cuales al
inhibir el proceso metanogenico inhiben la degradacion biolégica de los residuos y produccién de biogés
(Pohland y Kim, 1999 y Purcell, er af.,, 1997) permitiendo la casi nula variabilidad de la cantidad de
inoculo en el interfor de ambos digestores, motivo por el cual se omiten en dicha figura. En cuanto a los
DASS termofilicos (Figura 8) se observa que los digestores DASS-3T y DASS-4T registran mediciones
posteriores a los digestores DASS-IT y DASS-2T lo cual es a causa de que el arranque de ambos
digestores se inicio en tiempos diferentes.
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Figura 7. Contenido de inoculo en DASS a temperatura mesofilica a través del tiempo
a} DASS-114/35°C, b) DASS-2M/35°C
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Figura 8. Contenido de inoculo en DASS a temperatura termofilica a través del tiempo.
a) DASS-17/55°C, b) DASS-2T/55°C, ¢)DASS-3T/55°C, d) DASS-4T/55°C

Analizando las Figuras 7 y 8 tenemos que la masa interna en cada uno de los digestores y para ambos
rangos de temperatura presenta variaciones fluctuantes de digestor a digestor y a través del tiempo. Estas
variaciones pueden estar dadas tanto por la degradacion biolégica de los residuos propia del sistema
{(produccién de biogas) como por la alimentacién constante de cada digestor y/o por la extraccién del
inoculo necesario y requerido en cada prueba de AME.

A pesar de las variaciones registradas en las Figuras 7 y 8, los digestores mesofilicos presentaron una
mayor estabilidad en cuanto a é| mantenimiento de la cantidad de inoculo interno en comparacién con los
digestores termofilicos los cuales presentaron una tendencia de constante perdida del inoculo interno
conforme avanzo el tiempo de experimentacién bajo las mismas condiciones de manejo. Por un lado esto
puede representar una desventaja en cuanto a que los digestores termofilicos tienden a perder una mayor
cantidad de inoculo que los digestores mesofilicos a través del tiempo, sin embargo también nos podria
estar reflejando que quiza los procesos anaerobios a temperaturas termofilicas estén siendo més eficiente
que a condiciones mesofilicas en cuanto a la degradacién biolégica de los residuos y/o a la produccién de
biogas lo que de algiin modo justifique la perdida mas acelerada de inoculo a temperaturas de 55° que de
35°C. Otra de las posibles causas de la variacidn del inoculo contenido en los digestores termofilicos
comparado con los digestores mesofilicos podria estar dada por la diferencia de temperaturas manejadas,
donde esta ultima es muche mas elevada en condiciones termofilicas que en mesofilicas lo que segun
Gallert y Winter, 1997 puede favorecer la perdida mas acelerada de humedad a causa de mayor
evaporaciéon de agua dentro del sistema o a que aparentemente mayor cantidad de protefnas son
degradadas a temperaturas termofilicas de 55°C.
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6.1.2 pH

La Figura 9 muestra los valores de pH registrados en el inoculo de los diferentes digestores a ambos
rangos de temperatura durante el periodo de experimentacién. En ella se observa que desde el arranque de
cada DASS se procuro mantener el desarrollo del proceso anaerobio en condiciones neutras de pH (7.0)
con la finalidad de mantener un balance adecuado entre las diferentes fases del proceso y el desarrollo de
los consorcios metanogénicos involucrados, aunque esto no fue posible en algunos digestores (DASS-2M,
DASS-3M) que tanto a condiciones mesofilicas como termofilicas registraron caidas constantes de pH.

En su mayoria las bacterias metanogénicas presentan un crecimiento optimo en condiciones de pH
neutro (6.8 - 7.8) pero constantemente este pH tiende a ser amenazado por una serie de factores como
substratos, temperatura, cambios por la produccién o consumo de productos, etc., que llegan a
modificarlo provocando alteraciones en el proceso de digestion anaerobia (Nopharatana et al.,, 1998,
Penaud et af., 1997, Purcell er al, 1997;Pohland y Kim, 1999). Las constantes mediciones de pH nos
permiten evaluar posibles desbalances en las fases acidogénicas y metanogénicas de procesos anaerobios
en ambientes de relleno sanitario (Nopharatana, et al., 1998; Penaud, ef al., 1997, Pohland y Kim, 1999,
Purcell, er al, 1997) y fue una de las principales herramientas empleadas para monitorear el
comportamiento de dicho proceso en cada uno de los DASS.
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Figura 9. Valores de pH en DASS a temperatura mesofilica y termofilica a través del tiempo.

a) 35°C, b) 55°C
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Si comparamos el pH registrado en cada uno de los DASS para ambas temperaturas tenemos que para los
DASS-!M, DASS-2M, DASS-3T y DASS-4T el pH se mantuvo constante dentro de intervalos neutros
(7.0-7.5) a lo largo del periodo de experimentacién, sin embargo este patrén no se presento en todos los
digestores como fue el caso de los DASS-3M, DASS-4M, DASS-IT y DASS-2T a los cuales en algn
momento del proceso hubo que agregar amortiguador (CaCO3) a causa de decrementos de pH (inferiores
a 7.0). Purcell, er al., 1997 y Poggi, 1999 (conversacién personal) mencionan que la adicién de estos
amortiguadores (CaCO3) la mayoria de las veces ayudan a evitar mas la cafda de pH en procesos de
digestién anaerobia a causa de posible acumulacién de AQOV. Cabe mencionar que la adicién de este tipo
de amortiguadorres a los digestores afectados -en algunos casos- como el de los DASS-1T y DASS-2T
si favorecio el incremento de pH y el funcionamiento de los digestores durante cierto tiempo, sin embargo
las caidas de pH en estos digestores continuaron decayendo hasta pH de 6.8 que entre otras cosas
(acumnulacién de AOV, nula produccioén de biogés y nulo % CH4 -como consecuencias biolégicas-)
impidieron ¢l funcionamiento de estos alrededor de los 250 dias después del arranque. A los DASS-3M y
DASS-4M también se les realizo neutralizaciones con amortiguadores CaCO3, sin embargo a estos
digestores no se les pudo controlar la cafda constante de pH de hasta 6.5 lo que desde un principio
impidid la estabilizacién de los mismos.

Algunas de las posibles causas de los constantes decrementos de pH en ambientes de reileno sanitario
pueden ser causadas segln Penaud, ef a/., 1997 por acumulacion de AOV dentro del sistema a lo que
Barlaz, ef al., 1990 denomina un desequilibrio entre las fases fermentativa acidogénica y metanogénica
del sistema. Nopharatana, et al., 1998 describe estd inestabilidad en la digestién anaerobia como un
desbalance en la velocidad o fase de crecimiento de bacterias acidogénicas acompafiado de un bajo
crecimiento en las bacterias acetogénicas y metanogénicas aceticldsticas provocando que se produzcan
mas AOV de los que en un determinado momento pueden ser consumidos, lo que ocasiona su
acumulacidn dentro del sistema provocando la consecuente caida de pH. Lo anterior se refuerza con lo
dicho por Purcell, ef al., 1997 quien encuentra que puede ocurrir inhibicién microbiana en presencia de
altas concentraciones de #cidos carboxflicos, Aunque en ofras investigaciones haya side posible la
produccién de CH4 en condiciones acidas de pH (5.5) (Purcell, ef al., 1997) en estd investigacién esto no
fue posible, pues la produccion de CH4 se inhibid totalmente a pH de 6.5. Esto nos podria estar indicando
que para el tipo de inoculo manejado en los DASS es muy dificil que se pueda dar produccién de CH4
por debajo de pH de 7.0. Poggi, 1999 (conversaciéon personal) recomendé la no manipulacién de
digestores acidificados hasta que el propio sistema consumiera la acumulacién de AOV producidos, sin
embargo tanto para el DASS-3M y DASS-4M como para los DASS-1T y DASS-2T esto no ocurri6 aun
después de terminada la fase de experimentacién. Los resultados presentados nos permiten evaluar que el
comportamiento del proceso anaerobio se presento similar a temperaturas mesofilicas como termofilicas,
lo que puede indicar que a ambas temperaturas existe la misma probabilidad de funcionamiento adecuade
o acidificacion del proceso anaerobio al menos en término del tipo de DASS aqui manejado.

6.1.3  Biogis

Por definicién los residuos putrecibles contienen una gran proporcién de carboén degradable. En el caso de
RSM la masa degradable y el carbén utilizable han sido estimados en experimentos a escala laboratorio y
se calcula que la produccién méaxima teérica de biogds de estos residuos oscila entre los 200-300 m3/ton
RSM asumiendo que este gas contiene predominantemente CH4 y CO2 y donde segin Walker, e/ al,
1997 la produccién de biogds via metanogénica es requerida para reutilizar la mayor parte del carbén
orgénico degradable de los RSM. Des est4 forma si digestores como los DASS contienen parte importante
de RSM es factible que se registre una produccién alta de biogas.

Las Figuras 10 y 11 muestran la productividad de biogds en DASS mesofilicos y termofilicos
registrados. En ellas se puede notar una marcada fluctuacion del biogas producido desde el arranque de
los digestores y a lo largo de los dias de experimentacién. En un principio la produccién de biogds en
ambos DASS y para ambos rangos de temperatura tendié a incrementarse paulatinamente durante los
primeros 3 meses dé estabilizacion después de los cuales se incrementaron notablemente las fluctuaciones
en la produccién de biogés. Estd variabilidad en la produccién de biogas se presento similar para ambos
rangos de temperatura.

En digestores mesofilicos como DASS-1M y DASS-2M y en termofilicos DASS-1T, DASS-2T, DASS-
3T y DASS-4T la produccién de biogds fue constante mientras que en los digestores mesofilicos DASS-
3M y DASS-4M no fue posible lograr su estabilizacién desde el arranque a causa de acumulacién de
AOV y decremento de pH de hasta 6.8 y 7.02 6respectiva.mente lo que de entrada impidié la
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Dentro de los principales factores que pudieron haber afectado la produccion de biogds en los digestores
estd el contenido de humedad, pues segiin Purcell, er a/.,1997 es uno de los factores més importantes que
afectan tanto la produccién de biogds como la degradacién de los residuos en ambientes de rellenos
sanitarios. El menciona que la humedad es necesaria para el establecimiento de la poblacién microbial
anaerobia y que provee el transporte de substratos orgénicos y nutrimentos requeridos para el desarrollo
de las condiciones metanogénicas. Lo cual nos indica que posiblemente la perdida constante de humedad
en los digestores a causa de temperaturas elevadas - mayor aun en condiciones termofilicas - pudo haber
s1do una de las causas de la variabilidad registrada en los digestores a ambas temperaturas.

Cabe resaltar que se procurd que todos los digestores aqui manejados se les mantuviera a un 65 % de
humedad (aunque la Figura 16 muestra que efectivamente se registro variabilidad en el % de humedad
manejada en los digestores), sin embargo Purcell, ef af., 1997 menciona que con un incremento del 75 %
de humedad resulta en un aumento de hasta el doble en cuanto a la conversién de materia orgénica en
CH4, sin embargo recordemos que el inoculo aqui manejado debié mantener una consistencia s6lida y es
por ello que un incremento en el contenido de humedad variaria su consistencia y este ya no podria ser
considerado inoculo DASS. Otros factores que pudieron haber afectado momentdneamente la produccion
de biogds son la acumulacién de AOV acompafiados de la caida de pH, las caracteristicas propias de los
residuos empleados (Purcell, et al., 1997), mayores TRM manejados y a la disolucién de CO2 dentro del
agua suspendida en la base de los digestores (Kuibler y Nimmrichter, 1999 ).

Realizando comparaciones entre ambos rangos de temperatura Kibler y Nimmrichter, 1999
mencionan que la actividad microbiologica es més alta en rangos termofilicos que mesofilicos, sin
embargo ambos digestores en escala técnica pueden ser designados para una operacién estable
considerando fluctuaciones temporales ¢n la generacién y composicion de RSM. La influencia del TRM
sobre la produccién de biogds a ambas temperaturas fue similar. A temperaturas mesofilicas se manejo un
TRM promedio de 62 dias, mientras que a temperatura termofilicas se manejo un TRM de 63 dias.
Comparando con otras investigaciones el TRM manejado en estd investigacién fue muy alto y considero
que esta es una de las principales causas de variabilidad en la produccién de biogas de los digestores. Lo
anterior es apoyado por Kiibler y Nimmrichter, 1999 que mencionan que conforme se incrementa el
tiempo de TR la velocidad de incremento de la produccién de CH4 es menor y que puede ser confirmada
por la acumulacién de AOV dentro del digestor.

6.1.4  Porcentaje de metano (% CH4) en biogés.

Con la consecuente medicién de la produccién de biogds, se efectuaron mediciones periddicas del % CH4
contenido en el mismo en cada uno de los digestores, Las Figuras 12 y 13 muestran el % de CH4 para
cada DASS a ambos rangos de temperatura. En ellas se observa que desde el arranque de los digestores
los % de CH4 se presentaron bajos de acuerdo con lo reportado por Poggi, et al., 1997' y Purcell, erf al.,
1997 quienes mencionan que generalmente el % de CH4 en biogés oscila entre un 50 - 60 %. La baja
concentracién de CH4 en el biogds en los primeros meses después del arranque de los DASS puede ser
atribuida a la fase de estabilizacién de los digestores, ¢tapa en la cudl por aclimatacién del consorcio
bacteriano a las condiciones establecidas puede causar una baja produccién tanto del biogas como de sus
componentes, aunque Poggi, 1998 (conversacidn personal) menciona que generalmente para sistemas de
tipo DASS se requieren alrededor de 3 meses después del arranque para lograr una estabilizacion que
permita el adecuado desarrollo de los procesos inherentes a la digestién anaercbia en cada digestor, lo que
para efecto de estd investigacién solo justifica el bajo % de CH4 registrado en los DASS a ambas
temperaturas durante los primeros meses pero no el de los meses subsecuentes, donde hasta alrededor de
los 10 meses despuds del arranque se obtuvieron registros que van desde 0 — 40 % de CH4 en el biogés de
los diferentes digestores.

Este patrén de bajo % de CH4 se presenta de forma similar para digestores mesofilicos como
termofilicos. Sin embargo hay que mencionar que tanto en condiciones mesofilicas como termofilicas se
logré registrar los porcentajes 6ptimos de CH4 (50 —~ 60 %) reportados para este tipo de sistemas solo que
estas concentraciones de CH4 se registraron alrededor de los 300 dias después del arranque. También se
encontré que de acuerdo con pardmetros como produccién de biogés, % de CH4, pH, ST (STF y STV) y
AOV los digestores que presentaron un desarrollo mas estable fueron los digestores mantenidos en
condiciones mesofilicas DASS-IM y DASS-2M, mientras que los digestores termofilicos tendieron a
registrar decrementos en el % de CH4 en biogas después de los 350 dias de uso, incluse digestores como
el DASS-1T y el DASS-2T registraron decrementos constantes de biogds y CH4 hasta volverse nulos
después de los 300 dfas de actividad. Los digestores mesofilicos DASS-3M y  DASS 4M desde su
arranque registraron acumulacion de AQV yzgdecremento de pH lo que pudo haber sido la causa
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de la no produccién de CH4 desde su arranque. Los DASS-3T
también una variabilidad desde su arranque con respecto a los %

produccién constante de biogas y CH4 durante todo ¢l tiempo que d
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Como sabemos el % de CH4 es el primer producto terminal de una serie de reacciones mediadas
biolégicamente que involucra la descomposicién de residuos en ambientes de relleno sanitario (Barlaz, et
al., 1990), sin embargo durante el desarrollo de dichas reacciones varios factores pueden provocar
desbalances que afecten directa e indirectamente la estabilidad de dichos procesos y por consecuencia a
sus productos. Barlaz,et al.,1990 menciona que la produccién de CH4 en ambientes de relleno sanitario se
puede ver inhibida por la acumulacion de 4cidos aunada a una baja poblacién de bacterias metanogénicas
en los residuos frescos, los cuales no son capaces de metabolizar dichos 4cidos a la velocidad con que son
producidos provocando acumulacién de AOV y decrementos de pH. Al parecer esta pudo haber sido una
de las principales causas de la no estabilizacién de digestores como el DASS-3M y DASS-4M quienes
desde el arranque registran acumulacién de AOV (Ver Figuras 14, 15 y 16). Otro factor que pudo haber
afectado la baja y variada produccién de CH4 en digestores mesofilicos y termofilicos es el TRM que
como se menciono con anterioridad fue de 61 y 63 dias respectivamente, lo que de entrada hasta el
momento no se han reportade como TR utilizados en procesos de digestién anaerobia y los cuales son
producto del largo periodo de estabilizacién de los digestores al menos en términos del % de CH4 en
biogas, incluso Kfibler y Nimmricter, 1999 mencionan que entre mas corto sea el TR se puede favorecer
¢l % CH4 en biogas.

Trabajos como los de Purcell, er al., 1997 y Pohland y Kim, 1999 mencionan que tanto la produccion de
CH4 como la estabilidad de dicho proceso puede ser afectado por otros factores como son los
decrementos de pH a causa de acumulacién de 4cidos carboxilicos, cambios en la concentracién de
nutrimentos esenciales para el metabolismo bacterial , a la homogeneidad y composicién de los residuos y
a la interaccién entre €l inoculo y la temperatura los cuales segun Poggi, er @/., 1997' resultan ser muy
significantes e incluso determinantes en la evolucién de procesos con digestién anaerobia.

6.1.5  Acidos Orgdnicos Volitiles (AQV).

La digestién anaerobia es un reconocido proceso que puede ser usado para el tratamiento de altas
concentraciones de residucs orgdnicos de forma efectiva y simultdneamente recuperar energia en forma
de biogds, sin embargo se pueden presentar problemas durante el arranque y/o la operacion del proceso
anaerobio (Gijzen, et al., 1983; Huysman, ef @/., 1983). Esto depende la mayoria de las veces de la baja
velocidad de crecimiento y la sensibilidad a variaciones en el pH de bacterias metanogénicas (Rozzi,
1991). Uno de los indicadores frecuentemente investigados para monitorear el proceso de digestién
anaerobia es la cantidad de é4cidos orgéanicos volatiles (AOV) pues en la mayoria de las veces de su
concentracion en el sistema depende la estabilidad del proceso anaerobio (Bjbrnsson, et al., 1997),

Las concentraciones de AOV para cada uno de los digestores a ambos rangos de temperatura se muestran
en la Tabla 7. Estos mismos valores se representan graficamente para cada DASS mesofilicos en la
Figuras 14 y para DASS termofilicos en la Figura 15. Cabe mencionar que el 4cido acético no se
menciona a causa que en las diferentes determinaciones efectuadas en cada DASS su concentracion se
enconird por debajo del umbral de deteccién de la técnica empleada. Bjtrnsson, ef al., 1997 menciona
que los AOV son importantes intermediarios del proceso de degradacién anaerobia, por lo tanto su
presencia en este tipo de sistemas no puede dejar de ser evaluada, en especial los 4cidos acético,
propi6nico y butfrico a los cuales se les considera como parimetros de control optimo debido a que
pueden ser indicadores del estado metabélico de los grupos microbiales mds delicados del proceso
anaerobio como lo son las bacterias acetogénicas obligadas productoras de hidrogeno y las metanogénicas
acetocldsticas. Lo anterior podria indicar que para el caso de estd investigacién el hecho de no registrar
uno de los AOV més comunes en procesos anaerobios como lo es el dcido acético haya sido una de las
principales causas del desbalance del proceso metanogénico tanto a temperaturas mesofilicas como
termofilicas a causa de posibles dafios metabolicos de los consorcios bacteriales involucrados. Cechi y
Mata-Alvarez 1991 menciona que la bacteria acetaclastica se puede ver inhibida por la presencia de
ciertas concentraciones de AOV, al igual que la produccién de é4cido isobutirico durante la fases
fermentativas y metanogénicas del sistema.

Como se ha venido viendo anteriormente la concentracién de AOV en sistemas con ambientes de relleno
sanitario afectan agudamente el desarrollo del proceso y més aun cuando su concentracién tiende a
incrementarse (Angelidaki y Ahring, 1999; Kubler y Nimmrichter, 1999; Bjtrsson, et al., 1997, Poggi,
etal,, 1997%). Realizando el andlisis de los resultados obtenidos encontramos que efectivamente altas
concentraciones de AOV pueden inhibir los procesos de digestibn anaerobia en las ultimas fases
(metanogénica aceticlastica y metanogénica). Est0325e deduce de las comparaciones realizadas entre el
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pH (Figura 9) , la produccién de biogas (Figuras 10 y 11), el % de CH4 (Figuras 12 y 13) y la produccién

de AOV (Figuras 14 y 15), donde se enconird que efectivamente digestores como los DASS-3M y
DASS-4M no alcanzaron una estabilidad aceptable durante la fase de experimentacién a causa de que
presentan una mayor concentracién de AOV como el 4cido butfrico y el propiénico en comparacién con
los otros digestores, los cuales alcanzaron concentraciones de hasta 130 mg/kg inoculo (wb) y 414 mg/kg
inoculo (wb) respectivamente. Dichas concentraciones equivalen a un incremento en la concentracién de
AOV de hasta un 68 % para 4cido butirico y un 73 % para é4cido propiénico con respecto a los otros
DASS manejados bajo las mismas condiciones (DASS-1M y DASS-2M) (Ver Tabla 7). Cabe que tanto el
acido butfrico como el 4cido propiénico se registraron con mayor concentracién en el DASS-3M. Para el
caso de los digestores termofilicos DASS-1T y DASS-2T donde al igual que fos DASS anteriores se
registro una inhibicién del proceso metanogenico solo que después de aproximadamente los 250 dias de
iniciado el arranque, también se registraron altas concentraciones de AOV comparadas con las
encontradas en los DASS-3T y DASS-4T manejados en las mismas condiciones. Las concentraciones de
AOV registradas para los DASS-1T y DASS-2T fueron de hasta 97 mg/g inoculo (wb) en el caso de 4cido
butirico y de hasta 210 mg/g inoculo para el 4cido propidnico lo que representa un incremento en la
concentracién de AOV de hasta el 35 % para el 4cido butirico y un 36.5 % para el 4cido propidnico si los
comparamos con los DASS-3T y DASS-4T (Ver Tabla 7). Ademds solo en estos digestores fue posible
registrar otros AOV como el dcido isobutirico el cual se presento en concentraciones de 0.018 mg/ g
inoculo (wb) en el DASS-IT y el acido valérico presente en el DASS-2T en una concentracién de
0.9 mg/g inoculo (wb) (Ver Figura 15). Cabe mencionar que de acuerdo con lo anterior los digestores
que presentaron mayor cantidad de AOV registrados son los DASS-IT y DASS-2T(Ver Tabla 7). Poels,
et al.,1984 menciona que se han reportado casos donde por acumulacion de ac. propiénico decrece la
produccion de biogas en procesos de digestion anaerobia.

Para el caso de digestores con preduccién constante de biogas como las DASS-1M, DASS-2M, DASS-3T
y DASS-4T también se registraron ciertas concentraciones de AOV como el acido butirico y el 4cido
propiénico , solo que estas se presentaron en concentraciones menores a los demés digestores (Ver
Figuras 14 y 15), lo que de algin modo refleja que quiza en estos DASS si se mantuve un balance mds
adecuado entre las diferentes fases del proceso anaerobio.

La evaluacion de la concentracién de AOV mostré el mismo pairén inhibitorio tanto en temperaturas
mesofilicas como termofilicas , aunque en general la mayor concentracién de AQV fueron registradas a
temperaturas mesofilicas y a lo gue Kitbler y Nimmrichter, 1999 atribuyen a posibles sobrecargas de
residuos orgénicos, aunque quiza también este desbalance pudo haber sido ocasionado por un crecimiento
desequilibrado de bacterias hidroliticas y fermentativas durante las primeras fases del proceso anaercbio
(Angelidaki y Ahring, 1999). También Penaud, et af.,, 1997 atribuye fa concentracién de AOV a la
concentraci6n del sustrato, incluso menciona que estos pueden llegar a ser proporcionales.

Otro de los factores que pudo provocar el desbalance del consorcio metanogenico a temperaturas
mesofilicas y termofilicas pudo ser el alta TRM manejado, pues segin autores como Kubler y
Nimmrichter, 1999 repartan que alrededor de los 12 dias de TR promedio €] contenido de AOV durante
la digestién termofilica y mesofilica puede mostrar una estabilizacién anaerobia extensa de las
substancias organicas, lo que nos indica que quizé al manejar TRM mds cortos favorezcan el desarrollo
metanogenico de los consercios involucrados en sistemas DASS, aunque cabe resaltar que en este trabajo
¢l TRM manejado estuvo condicionado por otros factores como el contenido de CH4 en el biogés debido
a que se espero a que se registrara alrededor de un 60 % de este compuesto.
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Tabla 7. Contenido de dcidos orgdnicos voldtiles (A0V) en DASS a temperatura mesofifica y termofilica.

DASS Tc(r;lp DIAS AC, BUTIRICO \ AC, ISOBUTIRICO AC.PROPIONICO AC.VALERICO
9, Q,
{mg/kg inoculo wh) % (mg/kg inoculo wb) (mg/kg inoculo wh) % mp/kg inoculo wh
M 35 204 21.6 2 ND 7.74 1.86 ND
216 1.8 i ND 10.8 2.60 ND
231 0.018 0.01 ND 0.018 0.0043 ND
262 57.6 32 ND 104.4 25.21 ND
268 1.8 1 ND 72 17.39 ND
282 0 ND 0.018 0.0043 ND
2M a5 204 19.8 Il ND 6.66 1.60 ND
216 16.2 9 ND 86.4 20.86 ND
262 57.6 32 ND 108.8 26,52 ND
268 36 2 ND 79.2 15.13 ND
272 1.062 0.59 ND 2.16 0.52 ND
282 0 ND 0.018 0.0043 ND
M 35 204 0.018 0.01 ND 0.018 0.0043 ND
262 48.6 27 NI 1026 24.78 ND
268 180 160 ND 324 78.26 ND
4M 35 268 28.8 16 ND 414 100 ND
T 55 26 16.2 9 "ND 846 2043 ND
231 0.018 0.01 0.018 0.018 0.0043 ND
272 45 25 ND 64.8 15.65 ND
282 3.24 1.8 ND 6.48 1.56 ND
2T 55 44 0.018 0.0l ND 0.018 0.0043 ND
204 43.2 24 ND 23.4 5.65 ND
216 97.2 54 ND 43.2 10.43 ND
231 306 17 ND 2106 50.86 0.9
272 61.2 34 ND 97.2 23.47 ND
3T 55 262 59.4 33 ND 109.8 26.52 ND
272 3.08 1.7 ND 4.5 1.08 ND
4T 55 262 63 35 ND 135 32.60 ND
268 0.018 0.01 ND 0.018 0.0043 ND
272 15.66 87 ND 1.26 0.30 ND

ND= No se Detecta
Wb= Bas¢ humeda
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6.1.6  Contenido de Sélidos Totales (ST).

Simultdneamente a las mediciones de pH, AQV, etc., el contenido de ST fue determinado. De este
pardmetro se evaluaron tanto los STV como los STF y el contenido de humedad en cada una de las
muestras. Los valores netos de la determinacién de ST y humedad se expresan en las Tabla 8, mientras
que los valores de STF y STV se muestran en la Tabla 9. Los valores promedio del contenido de ST,
STF, STV y humedad se muestran en la Figura 16. Estos mismos valores se representan graficamente en
la Figura 17 para DASS mesofilicos y en la Figura 18 para DASS termofilicos. De acuerdo con los
valores obtenidos el contenido de ST para ambos rangos de temperatura tanto mesofilica como
termofilica registré una tendencia a reducir su contenido durante el periodo de experimentacién (Ver
Figura 16) lo cual puede ser a causa de que si hubo una degradacién biolégica de los residuos orgénicos
dentro de los diferentes IDASS a lo largo del! tiempo. Los STF también registraron una constante
reduccién conforme transcurrié el tiempo mientras que el contenido de STV tendié a incrementarse de
manera proporcional a la perdida de STF. Con respecto al contenido de humedad este se mantuvo

constante tanto en condiciones mesofilicas como termofilicas y en cada uno de los digestores (Ver
Tabla 8).

Una de las principales causas a las que se les puede atribuir la variabilidad constante en el contenido de
STF y STV segin Kubler y Nimrichter, 1999 es por cambios en la composicién del substrato de
alimentacion agregado a los digestores y aunque en este trabajo se procuro alimentar con el mismo tipo de
substrato posibles errores en el manejo de la mezcla o cambios en la concentracién de materia orgéanica,
papel y/o lodos bioldgicos pudieron ser una de las principales causas de los cambios registrados.

Tabla 8. Porcentaje de sdlidos totales (ST) y humedad para cada DASS
a temperatura mesofilica y termofilica

%ST %HUMEDAD
Temp °C 35 55 Temp°C 35 55
DASS | IM 2M A3M | IT 2T 3T 4T | DASS | IM 2M 3M | IT 2T 3T 4T
DIAS DIAS
3 317 314 310 314 3 683 68.6 69.0 68.6
15 [305 305 104 34.4 15 1695 69.5 B%.6 65.6
27 | 299 293 293 327 27 (700 70.7 70.8 673
36 | 240 245 218 235 36 | 760 755 782 76.6
41  |[303 305 289 321 41 | 697 695 711 679
44 | 309 275 289 310 4 |691 725 711 69.0
49 |282 295 26.7 304 49 |718 705 733 696
55 |285 280 262 283 55 | 715 720 73.8 717
58 |287 271 319 288 58 1713 729 681 712
273|220 203 23.7 214 225 274 273 | 780 797 763 186 77 726
' 5
371 | 240 249 237|205 192 216 2511 371 | 760 751 763]795 B80.8 7B. 749
4
Prom. 281 276 23.7|254 285 221 262 Prom. | 719 724 763746 715 71 738
9
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Tabla 9. Porcentaje de sélidos totales fijos (STF) y sélidos totales volstiles {(STV)
para cada DASS a temperatura mesofilica y termofilica

%STF % STV
Temp®C 35 55 Temp°C 35 35
DASS | iM 2M 3M]IT 2T 3T 4T | DASS | IM 2M 3M ] 1T 2T 3T 4T
DIAS DIAS
3 3
15 |763 167 785 15 [237 234 215
21 | 767 56 786 793 27 | 233 244 214 207
36 |68z 705 21 726 36 [318 295 279 274
4l |681 658 718 123 41 319 342 282 277
a1 |692 667 704 686 44 308 333 296 314
49 |684 564 648 69.4 4 [316 436 352 306
55 |702 706 709 683 55 |298 294 2.1 312
58 |68 683.  |684 625 8 [322 317 36 375
213|266 316 583 765 562 635| 273|734 684 41.7 235 438 365
370|201 283 242|280 279 329 338| 371|789 717 758|720 721 611 662
Prom.  [613 61.1 242|648 67.6 44.5 487 [Prom. | 387 389 758|352 324 555 513
a) g st C%HUVEDAD ] b} |_._ _O%SF 0%sSv |

Figura 16. Contenido promedio de a) ST, humedad, b)STF y STV
tanto para DASS mesofilicos como termofilicos
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6.2 Evaluacién de la Actividad Metanogénica Especifica (AME).

La evaluacién de la AME desde diferentes substratos con inoculo DASS ¥y ciertas concentraciones de una
MFC a varios tiempos de incubacion fueron determinadas. En este estudio la velocidad de produccién de
FZH4 para un cierto sustrato en presencia de una MFC se definié como la AME del substrato capaz de
inhibirse o interaccionar con la MFC bajo dos regimenes de temperatura (mesofilico y termofilico). La
velocidad inicial de la acumulacién de CH4 es una estimacion optima del desarrollo de la biomasa
{Sorensen, 1993).

Se efectuaron un total de 12 pruebas de AME (4 por substrato, dos por cada rango de temperatura) cada
una de las cuales se muestran en el Anexo Il de acuerdo con el tipo de substrato, temperatura y
concentracién de MFC. Los valores individuales de CH4 considerados para cada una de las pruebas de
AME por botella durante el periodo de incubaci6n se muestran en el Anexo III.

6.2.1 Valores netos de AME obtenidos desde los diferentes sustratos, temperaturas y concentracion
de MFC.

Las Tablas 10 y 11 compilan las diferentes evaluaciones de AME’s. En ellas se muestra e CH4
producido desde cada una de las pruebas tanto por tipo de substrate como por régimen de temperatura y
concentracién de MFC. En la Tabla 10 los valores de CH4 se expresan en pmol de CH4 por gramo de
inoculo, mientras que en la Tabla 11 el CH4 producido se expresa en umol de CH4 por gramo de SV por
hora. El perque de expresar la AME en ambos términos se debit a que en estudios de este tipo se puede
encontrar dicha actividad expresada en uno u otro término. En ambas tablas se reportan ademds los % de
CH4 referidos de acuerdo con la prueba de mayor AME registrada, que para nuestro caso correspondi6 a
fa prueba donde se uso glucosa como substrato a 35°C y con una concentracién de MFC de 2000 mg/kg
inoculo donde se alcanzo valores de hasta 5.69 (Tabla 10) y 14.65 (Tabla 11) umol de CH4.

El analisis de las Tablas 10 y 11 muestra que la mayor cantidad de CH4 producido se logro usando como
substrato glucosa a 35°C quien alcanza los niveles mas altas en cuanto al % de CH4 en comparacién con
las pruebas donde su uso celulosa quien presento la actividad mas baja a ambas temperaturas. En casi
todas las pruebas se pudo apreciar cierta influencia del substrato en cuanto a la produccién de CH4,
puesto que se registro actividad mayor a través del tiempo en comparacién con los grupos control (sin
substrato, ni MFC).

En lo que respecta al efecto que presentan las diferentes concentraciones de la MFC sobre la produccién
de CH4 a través del tiempo encontramos que no se dan grandes diferencias entre si al usar una u otra
cantidad de la MFC (0, 300, 800, 1400 y 2000 mg MFC/kg inoculo) como se vera més adelante, sin
embargo, la AME registrada tanto en los CA como en las diferentes concentraciones {C1, C2, C3 y C4)
superan a la del CP en la mayoria de los casos.

En la Figura 19 y 20 se puede apreciar esquematicamente los valores de produccién de CH4 compilados
en la Tabla 9 y 10 que se obtuvieron en cada prueba de AME de acuerdo al tipe de substrato y rango de
temperatura. En ellas se puede observar de mejor manera las diferencias resultantes en la produccién de
CH4 obtenidos durante la fase de experimentacion. Estas diferencias se plasman en pmol CH4/g Inoc . h
(Fig. 19) y en umol CH4/g SV . h (Fig.20). Ambas figuras confirman que la AME que se registro mas alta
es aquella donde se uso glucosa como substrato en régimen mesofilico, mientras que la menor actividad
se registro al usar celulosa como substrato sin diferencias significativas entre 35°C y 55°C.

De acuerdo con lo expuesto en las Tablas 9, 10 y Figuras 19 y 20 los valores en la produccién de CH4 se
observan notablemente incrementados al expresar los mismos en pmol CH4/g SV . h en comparacién con
los expresados en pmol CH4/g Inoc . h, esta diferencia esta dada a causa del cambio de base de referencia

entre uno y otro autor.

Los porcentajes relativos en cada una de las pruebas de AME para cada substrato y rango de temperatura
calculados a partir de la prueba de mayor produccién de CH4 (en este caso la AME-glucosa a 35°C,
considerada como el 100%}) se muestran en la Figura 21a de forma esquemadtica. Las pruebas de AME
que siguieron en cuanto a los porcentajes relativos fueron aquellas en donde se uso ac. butirico y glucosa
en régimen termofilico, aunque ambas pruebas solo reflejen la mitad de la eficiencia mostrada por el
substrato glucosa en régimen mesofilico, quien alcanza una actividad de hasta el doble si 1a
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comparamos con estos substratos. Cabe resaltar que tanto el ac. butirico como la glucosa a 55°C
presentaron un comportamiento similar en cuanto a la produccién de CH4 registrado (Ver Figura 21b).
Para el caso de la celulosa la actividad se presenta notablemente disminuida en ambos regimenes de
temperatura (Ver Figura 21 ay b). Analizando la Figura 22, se encontré que en régimen mesofilico el ac.
butirico registra menor actividad comparada con aquellas pruebas evaluadas en régimen termofilico,
mientras que para el caso de la giucosa se presento lo contrario, pues aquf la mayor actividad se logra en
?;‘nbieme mesofilico y esta se ve drasticamente disminuida en régimen termofilico (hasta en un 50%)
igura 23),

En lo que respecta al posible efecto de la MFC sobre la AME en las diferentes pruebas, las Figuras i9, 20
y 21 muestran un analisis preliminar donde no se aprecia un efecto drastico sobre la actividad normal de
las bacterias y donde no se aprecian diferencias en el aumento o disminucién de la actividad en las
diferentes concentraciones de MFC empleadas. Este mismo patrén se presento en los diferentes sustratos
y en ambas temperaturas. Esto se refuerza con lo expuesto en la Figuras 22 donde los valores globales de
AME en las diferentes temperaturas y tanto en pmol CH4/g Inoc . h como en umol CH4/g SV | h se
muestran similares entre una y otra concentracién de la MFC,

6.2.2 AME frente al disefio estadistico (Andlisis de varianza y pruebas de intervalos multiples
de DUNCAN)

6.2.2.1 AME frente a temperatura — sustrato.

Los valores netos de cada prueba de AME fueron sometidos tanto a un andlisis de varianza como a una
comparacion de intervalos multiples de DUNCAN (procedimiento usado para comparar todas las parejas
de medias). De acuerdo con la Tabla 12, desde el andlisis de varianza se comparo ¢l efecto de la
temperatura y los sustratos de acuerdo con la produccién de CH4, donde se encontré que para el factor
temperatura no se encontraron deferencias significativas entre 35°C y 55°C con respecto a la produccion
de CH4 (confirma lo expuesto en la Figura 22, al menos bajo estas condiciones de trabajo), mientras que
para el caso del factor substrato si resultaron diferencias significativas entre uno y otro. En lo que respecta
a la interaccion que resulto entre ambos factores resulto que ambos pardmetros de forma conjunta
influyeron significativamente en la AME evaluada. Lo anterior refuerza los valores netos mostrados en
tas Tablas 9 y 10 y los de las Figuras 19, 20 y 23 mostradas con anterioridad.

Este mismo andlisis pero frente a las pruebas de intervalos maltiplos de DUNCAN mostrado en la Tabla
I3 confirma una vez mas lo obtenido en el andlisis de varianza. En el se muestra un efecto significativo
sobre la AME tanto de la temperatura como de los sustratos. De acuerdo con el se concluye que la AME
desde glucosa fue significativamente mayor que la AME desde ac. butfrico y celulosa, tanto a 35° C como
a 55° C. También se pudo corroborar que la menor AME resulto desde aquellas pruebas donde se uso
celulosa como sustrato. Las diferencias significativas expuestas en relacion a el efecto de la temperatura y
¢l sustrato sobre la AME en consorcios DASS de manera global de acuerdo con el anélisis de varianza y
la comparacion de medias de DUNCAN se muestran en la Figura 24 a, donde es claro que el sustrato de
mayor produccién de CH4 es la glucosa, seguida del ac. butirico v la celulosa. Las diferencias no
significativas del efecto de la temperatura sobre la AME global se muestran en la Figura 24 b, donde se
aprecia que la produccidn de CH4 es muy similar en ambos regimenes de temperatura, La interaccién de
los factores temperatura — sustrato de forma grafica se muestra en la Figura 25.

6.2.2.2 AME frente a temperatura - sustrato — MFC.

En la Tabla 14 se compilan los resultados obtenidos desde al andlisis de varianza en cuanto al efecto tanto
de la temperatura, el sustrato y las cinco diferentes concentraciones de MFC. De este tipo de andlisis se
obtuvo que de acuerdo con la MFC no se encontraron diferencias significativas entre una y otra de las
diferentes concentraciones manejadas (0, 300, 800, 1400 y 2000 mg MFC/kg Inoc . h) en relacion a la
produccion de CH4. Esto apoya lo expuesto en las Figuras 24 b y 26 y las Tablas 9 y 10 donde los valqres
de AME se mantienen similares al menos frente al factor temperatura. En cuanto a la temperatura si se
registro una deferencia que aunque resulto significativa se considero como no significativa puesto que
esta diferencia resulto ser minima (se consideraron como del mismo orden tanto ia Fc como ia Fo).
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Para el caso del sustrato una vez mas se registraron diferencias significativas en lo referente a la AME en
las diferentes pruebas. De las interacciones resultantes en la Tabla 14 la relacién MFC — temperatura no
registraron una vez mas diferencias significativas (Figura 22), es decir, no se registro efecto alguno de
ambos factores en cuanto a la produccién de CH4. Sin embargo la interaccién MFC ~ sustrato si presento
diferencias significativas viéndose modificada la AME en presencia de ambos factores (apoya lo expuesto
en la Figura 23). La interaccién temperatura — sustrato fue quien registra la mas alta diferencia
significativa sobre las pruebas de AME, corroborando lo expuesto en las Tablas 12 y 13 y Figura 24, Por
ultimo la interaccién MFC — temperatura — sustrato si muestran diferencias significativas, lo que nos
permite visualizar que ambos factores si presentaron un cierto efecto sobre la AME en las diferentes
pruebas (Ver Figura 26).

Esto es apoyado doblemente por lo obtenido desde la comparacién de medias de DUNCAN para estos
tres factores expuesta en la Tabla 15, donde no se registran diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones de MFC en cuanto a la produccién de CH4. De la Tabla 16 se concluye lo mismo que en
la Tabla 13 donde si se registran diferencias en cuanto al tipo de sustrato manejado (Ver Figura 26},

Contrariamente a lo que esperdbamos y segin los resultados provenientes de los diferentes analisis
estadisticos a partir de los valores netos de las pruebas de AME se encontré que ninguna de las diferentes
concentraciones de MFC presento un efecto inhibitorio (al menos bajo estas condiciones de trabajo y en
pruebas a corto plazo) sobre ia actividad de consorcios metanogénicos provenientes de inoculo DASS a
35°Cy 55° C de temperatura en presencia de ac. butirico, glucosa y celulosa (Ver Figura 26 a).

6.2.2.3 AME frente a los porcentajes de inhibicién (PI).

Los porcentajes de inhibicién (P} obtenidos desde las pruebas de AME se muestran en la Tabla 17. En
ella podemos apreciar que resulto una cierta inhibicion de la actividad al usar substrato glucosa en
régimen termofilico y celulosa en régimen melificé, aunque dado que este PI se registro muy pequefio se
considero como no significative (Figura 27 a). Esto es apoyado por el andlisis de varianza mostrado en la
Tabla 18 donde los PI resultantes de los factores temperatura — substrato resulto ser no significativa. Sin
embargo, aunque pequefio si se registro un efecto estimulatorio global de la AME tanto en rango
mesofilico como termofilico (Figura 27 b). La interaccitn de los diferentes substratos en los P1 en ambas
temperaturas se muestra en la Figura 28, donde resulto que el ac. butirico es el Gnico substrato que no
mostré ningin tipo de inhibicién, mientras que la glucosa a 55 C y la celulosa a 35 C presentaron cierto
Pl aunque no es considerado como significativo.

6.2.3 Comparacion de AME en DASS frente a otros sistemas,

La biodegradaci6n de los residuos en sistemas a escala laboratorio puede proceder mas rdpidamente que
la esperada en rellenos sanitarios convencionales a causa de que las condiciones pueden ser optimizadas
para acelerar su descomposicion (Ress, et al., 1998). La efectividad de DASS frente a otros sistemas se
dio de acuerdo a la produccion de CH4, productividad de biogds, eficiencia de remocion de SV, tipo de
substrato, régimen de temperatura y en ausencia o presencia de algin tipo de farmaco.

La Tabla 19 compila diferentes valores de AME reportados en presencia de los mismos sustratos que se
manejaron (ac. butirico, glucosa y celulosa) bajo diferentes temperaturas y sistema de tratamiento de
residuos. En lo que respecta a la AME obtenida desde el tipo de substrato encontramos que la produccion
de CH4 obtenida desde DASS bajo nuestras condiciones de trabajo se presento disminuida en
comparacién con la obtenida por otros autores. Lo anterior pudo deberse quizé a que la produccién de
CH4 desde los RSM depende de su calidad (Cechi y Mata-Alvarez, 1991) y tal vez el inoculo manejado
en este trabajo no haya sido del todo adecuado, ademés no hay que olvidar que no solo se trataron RSM
también se manejaron LB, papel de oficina, tres substratos diferentes y una MFC. Sorensen er al., 1993
menciona que una concentracién inadecuada de sustrato puede ocasionar cambios en el crecimiento y
adaptacién de los consorcios microbianos invelucrados en este tipo de pruebas, aunque cabe mencionar
que la concentracién de ac. butirico manejada en este trabaje es la misma que aplico el pero en sistema
tipo UASB reactor registrando una AME mayor a la que obtuvimos en DASS, sin embarge, no olvidemos
que la condicién de disolucion del substrato es diferente.
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Este mismo autor menciona que el periodo de incubacién es otro factor importante, pues el consumeo de

sustrato  durante la  fase de adaptacion (primeras 6 horas) puede no ocurrir y por lo tanto no
registrar una produccién de CH4 significativa, inclusive recomienda de 10 a 25 dias como periodo de
evaluacién de AME, aunque no menciona si esto depende del tipo de substrato que se maneje, De acuerdo
con lo anterior el factor tiempo pudo haber influido significativamente en la produccidn de CH4 que
registramos pues solo consideramos 6 v 48 horas como periodo de incubacién para el ac. butirico y la
glucosa y durante el cual se obtuvieron las diferentes mediciones de CH4. Sin embargo en el caso de la
celulosa se midid la cantidad de CH4 durante un periodo de 30 dias sin un incremento significativo en la
AME, inclusive fueron las pruebas de menor actividad.

Considero importante mencionar que tanto la glucosa como la celulosa son considerados como sustratos
complejos en comparacién con el ac. butirico de acuerdo con su estructura quimica, donde dada la
sencillez de la molécula del ac. butirico se considero de mas répida degradacién en comparacién con la
glucosa y la celulosa, de aqui que los periodos de incubacién manejados no fueran los mismos entre estos
sustratos (Ver Figura 29). Nopharatana, et a/, 1998 mencionan que la produccién de CH4 desde sustratos
complejos como la celulosa requieren de fa actividad de un grupo de microorganismos y que la
conversion de este sustrato en biogds no puede ser identificada mediante la produccion de CH4 libre, sino
que debe incluir evaluaciones de los intermediarios en estos procesos de conversion, ademas menciona
que la pequefia respuesta que presente la celulosa es a causa de que es poco soluble para los
microorganismos o a que el periodo de incubacién pudo ser no suficiente para solubilizarla y luego usarla
en el proceso metanogenico.

Voet, 1992 y Lenhinger, 1994 refieren ala celulosa como una molécula con estructura muy cohesionada,
unida mediante puentes de hidrégeno que le confiere a las fibras de celulosa una fuerza excepcional, lo
que las hace insolubles en agua a pesar de su elevada hidrofilicidad. Estos mismos autores refieren a la
degradacién de la celulosa como un proceso muy lento debido a que se halla muy empaquetada y las
moléculas de glucano unidas mediante los puentes de hidrégeno no son facilmente accesibles a las enzima
que rompen estos enlaces (celulasas) y no se separan deprisa aun después de que se hallan hidrolizado
muchos de sus enlaces glucosidicos. A diferencia de la celulosa y en orden de complejidad la molécula de
glucosa resulta ser un monosacérido sencillo muy soluble en agua (Lenhinger, 1994), lo que quizi
favorecié su aprovechamiento por los consorcios bacterianos presentes en DASS, lo que resulto en una
mayor AME en comparacion con el sustrato celulosa.

Los valores de AME en DASS frente a otros sistemas en cuanto a productividad, eficiencia y TR se
muestran en la Tabla 20. A partir de ella tenemos que en cuanto a la productividad (Ig) los DASS
mangjados en este trabajo presentaron un comportamiento similar al reportado por autores como
Marquez, 2000, Poggi-Varaldo, e af., 1990 y Chynoweth, et al, 1991, aunque los valores de Ig se
reportaron mayores en régimen mesofilico que termofilico. En el caso de la eficiencia de remocién de SV

(It sv) registramos porcentajes superiores a los reportados por los autores citados en la Tabla 20. Con
respecto al TR encontramos que el manejado en este trabajo es similar al manejado por Marquéz, 2000 y
Vaildez, 1997 obteniendo resultados semejantes de productividad y eficiencia. Sin embargo comparando
con Mata, et al.,, 1993, Poggi-Varaldo, et al., 1990; Six y de Baere, 1992 y Cechi y Mata-Alvarez., 1991,
los TR manejados en este trabajo fueron muy elevados vy con una productividad y eficiencia menor a la
reportada por los autores anteriores, aunque las diferencias registradas pueden estar dadas a causa de que
los sistemas empleados no son los mismos ni tampoco las condiciones de trabajo.

6.2.3.1 AME en presencia de algin tipo de farmaco.

Las aplicaciones de los tratamientos anaerobios para residuos farmacéuticos se han efectuado con el fin
de conocer su posible biodegradabilidad y/o la potencial toxicidad de sus constituyentes. Partiendo de tal
finalidad, en este trabajo se encontré gue de acuerde con los resultados obtenidos desde inoculo DASS
mediante pruebas de AME es posible la codisposicién de la MFC en combinacidn con RSM puesto que
no se detecto inhibicién de la actividad de los consorcios microbianos involucrados en los procesos
anaerobios hasta la produccién de CH4 (al menos bajo estas condiciones de trabajo y en pruebas a corto
plazo). Sin embargo, los residuos farmacéuticos resultan ser substratos de dificil degradacion para los
tratamientos bioldgicos, dado los contenidos variantes de quimicos organicos (naturales y xenobidticos)
que pueden ser no ficilmente metabolizados por las asociaciones microbianas presentes en los
bioreactores (Henry, et al., 1996).
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Aungue fue posible evaluar la AME desde inoculo DASS en presencia de una MFC esta actividad se
presento baja (Tabla 19). Una AME en presencia de agua residual con farmacos sintéticos es reportada
también por Henry, eral, 1996 quien intento probar la biodegradabilidad, toxicidad y tratabilidad de
solventes de 3 y 4 carbonos. Esto implica quiza que aunque es posible evaluar la AME en presencia de
ciertos firmacos esta puede verse notablemente disminuida. Poels, er a/, 1984 realiza un estudic del
efecto de ciertos desinfectantes y antibidticos en la digestién anaerobia de RSM encontrando que la
misma no era disturbada en presencia de antibiéticos como el chlortetraciclin, tylosin, erythromycin y
chloranphenicol. Mientras que Purser, ef al., 1965; O’cconor, ef al., 1970; Fuller y Jonson, 1981; Varel y
Hashimoto, 1981 y Hilpert, er al., 1982 reportan acumulacién de ac. propionico y decremento en la
produccién de biogas bajo la aplicacion de antibidticos en digestién metanogenica.

Por otro lado Sanz, et al., 1996 encuentra que los antibiticos pueden actuar con diferente especificidad y
modos de accién causando inhibicién parcial de la digestién anaerobia y decremento de la produccién de
CH4 por interferencia con la actividad de la bacteria degradadora de ac. butirico y ac. propionico (el
antibidtico interfiere con la sintesis de la pared celular, actividad de la RNA polimerasa y la sintesis de
proteinas, especialmente los aminoglucosidos), aunque la mayoria de los antibiéticos presentan actividad
contra las metanogenas aceticlasticas (chloranphenicol y chlortetracyclin). Otros antibibticos que pueden
actuar como inhibidores de la pared celular son los B-lactamicos causando disminucién en la produccién
de biogas de un 30-40 % y el hecho de no observar acumulacién de ac. acetico nos indica que la presencia
de estos compuestos causan el decremento de {a actividad de la bacteria acetogénica en alrededor de un
55 % {(Sanz, et al., 1996). Zabranska , 1994 pudo evaluar el 85% de biodegradabilidad en algunas
concentraciones de residuos farmacéuticos mediante evaluaciones de AME al igual que en este trabajo.

El efecto especifico de los antibioticos puede ser el resultado de las diferentes sensibilidades de estos
organismos. En cultivos puros las Methanobacteriales son solo débilmente afectadas, pero las
Methanococcales 'y especialmente Methanosarcina barkeri muestra alta sensibilidad a neomycin e
hygromycin. Ambos géneros Methanosarcina 'y Methanosaeta son consideradas poblaciones
predominantes en este tipo de sistemas.(Sanz, et al.,, 1996). Hilpert, er al., 1984 reporta inhibicidn de la
actividad de Methanobrevibacterium smithii en cultivos puros con la adicion de monensis,
Methanococcus vanielii 'y otros miembros mesofilicos del genero AMethanobacterium presentan
sensibilidad a virginiamicin.

Seglin Hashimoto, et al., 1981 tres posibles mecanismos pueden explicar la aparente adaptacion de la
microflora a ciertos antibiGticos (monensis), 1) el desarrollo de resistencia al antibiGtico por fuertes
mutantes, 2) cambios en la poblacién bacteriana causada por la inhibicién de algunas bacterias y un
incremento en otras y 3) por desactivacién del antibiético en las primeras etapas del proceso.
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6.2.3.2 AME frente a la MFC en bacterias sintroficas, fermentativas y metanogénicas.

En la Tabla 21 se representan las fases lag que se registraron durante las pruebas de AME a partir de
diferentes sustratos desde los consorcios microbianos involucrados en procesos de digestion anaerobia tipo
DASS. En ella podemos observar que el primer grupo de microorganismos involucrados en la degradacién
bioldgica de los residucs como lo son las bacterias sintréficas que son capaces de convertir sustratos
complejos como la celulosa y la glucosa en moléculas mas simples como algunos AOV, registran una
actividad desde los primeros minutos después de haber sido iniciada la prueba tanto en condiciones
mesofilicas como termofilicas. En lo que respecta al grupo de bacterias fermentativas y metanogenicas
algunas de las cuales usan AQV (ac. Butirico, ac. Acético, ac. Propionico} como suslrato principal registraron
una fase lag superior a el registrado en bacterias sintréficas y esto puede ser a causa de que su actividad
empieza a ser mayor cuando el grupo de bacterias sintréficas a preducido ya algunos de estos AQV, que el
grupo de bacterias fermentativas y metanogenicas pueden usar como sustrato de degradacion en la
transformacion ultima de los residuos hasta CH4 y CO2. Ademas el grupo de bacterias fermentativas y
metanogenicas pudo presentar un inicio de su actividad horas después debido a una posible aclimatacion de
esta flora bacteriana a las condiciones de trabajo manejadas.
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Tabla 10. AME en pmol de CH4 /g inoc wb* . h y porcentaje relativo para cada tipo de sustrato
y régimen de temperatura.

—

BUTIRICO

GLUCOSA

CELULOSA

{umol CH4/g inoc.h)

(umol CH4/g inoc.h)

{umol CH4/g inoc.h)

MFC

35°C

%

!

55°C

% L

35°C

%

55°C

%

35°C

%

55°C

1 0D

0.58 (0.01)

10.2

2.41(0.08)

42.4

2.83 (0.05)

49.7

2.14 {0.08)

37.6

0.27 (0.00)

4.7

0.46 {0.00)

0@

1.01 (0.01)

17.8

3.28 (0.21)

57.6

5.30(0.15)

93.1

2.88 (0.04)

50.6

0.48 (0.01

8.4

0.33 (0.00)

300

0.88 (0.04)

15.5

2.86 (0.04)

50.3

5.44 (0.01)

§85.6

3.21 (0.04)

56.4

0.45 (0.00)

7.9

0.51 (0.00)

;. 800 11.16 (0.00)

204

2,63 (0.13)

46.2

5.26 (0.16

92.4

3.38 (0.07).

59.4

0.34 (0.02

6.0

0.40 (0.00)

11400 11.15 (0.11)

20.2

3.14 (0.13)

55.2

5.17 (0.08)

90.9

2.85 (0.13)

50.1

0.35 (0.03)

6.2

0.49 (0.0

6.8

2000 _ 1.06 (0.06)
- El valor entre paréniesis representa |a desviacion estdndar respectiva.
- El porcentaje {%o) estd dado de acuerdo al valor mas alto obtenido en las pruebas de AME en pmol CH4 /g inoc.h.
-wb*= base himeda
D=CP, @=CA

18.6

3.45 (0.00)

60.6

5.69 (0.04)

100

2.75 (0.02)

48.3

10.38 (0.00)

6.7

. 0.38 {0.00)
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Tabla 11. AME en umol de CH4 /g SV . h y porcentaje relativo para cada tipo de sustrato
y régimen de temperatura.

s
|

|

BUTIRICO

GLUCOSA

CELULOSA

l (umol CH4/g SV .h)

{(smol CH4/g SV.h)

(umoel CH4/g SV .h)

t
|

| MFC |  35°C

%

55*C

%

35°C

%

55°C

%

3I5°C

%%

55°C

T o

"o
0@ | 2.60 (0.01)

1.50 (0.01)

10.2

5.54 (0.08)

42.4

7.29 {0.05)

49.7

4.91 (0.08} | 376 W}.S& (0.00}

4.7

. 1.06 (0.00) ' 8.1

17.8

7.52 (0.21)

57.6

13.66 (0.15)

93.1

6.60 (0.04)

506! 1.24 (0.01)

8.4

T

0.76 (0.00)

5.8

i 300

2.27 (0.04)

15.5

6.57 (0.04)

50.3

14.02 (0.01)

85.6

7.36 (0.04)

56.4

1.15 (0.00)

79

1.17 (0.00)

9.0

8c0

2.98 {0.00}

20.4

6.04 (0.13)

46.2

13.56 (0.16)

92.4

7.75 (0.07)

59.4

0.87 (0.02)

6.0

0.92 (0.00)

7.0

1400

2.95(0.11)

20.2

7.19(013)

55.2

13.30 (0.08)

90.9

6.53 (0.13)

50.1

0.91 (0.03})

6.2

1.12 {0.00)

6.8

120001 2.73 (0.06)

18.6

7.92 (0.00)

60.6

14.65 (0.04)

100

8.31(0.02}

483

0.98 (0.00)

6.7

0.88 (0.00)

6.7

- El valor entre paréntesis representa la desviacion estandar respectiva.
El porcentaje (%) estd dado de acuerdo al valor mas alto obtenido en las pruebas de AME en pmot CH4 /g SV.h,

@=CP, @=CA
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Figura 19. ARE en ymol CH4/g inoc.h para cada tipo de sustrato y rango de temperatura.
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Figura 21. AME en porcentajes relativos con respecto a la prueba de mayor produccién de metano
para cada tipo de sustrato y rango de temperatura. a) 35°C, b} 55°C
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Capitulo 6

Tabla 12. Anélisis de varianza de valores de AME para el experimento
de 2 temperaturas por tres sustratos.

Suma de

Grados de

Media de

Fuente de Fed

variacién cuadrados libertad cuadrados Fo
Temperatura 0.05 1 0.048 1409 18.63
Sustrato 28.91 2 14.454 4230.54 14.54
Interaccion 9.62 2 4,812 140841 14.54
Error 0.02 6 0.003
Total 38.60 11
* = 0.05%, Montgomery, 1976.
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Tabla 13. Prueba de DUNCAN para medias de valores de AME para
los tres sustratos y las dos temperaturas.

1) W celulosa = media 1 = 0.41 pmol CH4 /g *h
2) @ butirico = media 2 = 2.06 umol CH4 /g *h

3) glucosa = media 3 = 4.19 ymol CH4 /g * h

El error estandar definido como (Montgomery, 1986):

Sw= | MSE
N

De la Tabla VI, anexo | de Montgomery, 1982.

RE@ r@0EE (2,6)=0.131

RE r@EEE (3,6)=0.136

Comparacion de la prueba de DUNCAN

Media Comparacion Conclusién

3vsi 3.783>R3 La AME glucosa es significativamente mayor que la AME
celulosa.

3vs2 2131 >R2 La AME glucosa es significativamente mayor que AME
butirica

2 vs1 1.652 > R2 La AME butirica es significativamente mayor que ia AME
celulosa
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Figura 24. Valores globales de AME: aj por tipo de sustrato y b} respecto a la temperatura.
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Capitulo 6

Tabla 14. Analisis de varianza del valor de las pruebas de AME por medio del factorial de
5 concentraciones x 3 sustratos x 2 temperaturas.

Fuente de Suma de Grados de Media de
Variacion cuadrados libertad cuadrades Fo Fea
Conc (A) 0.07 4 0.02 0.7 2.69
Temp (B) . 017 1 0.17 6.8 417
Sustr (C) 143.69 2 71.84 2872.18 3.32
AB 0.03 4 0.01 0.3 2.69
AC 0.73 8 0.09 3.77 2.27
BC 48.19 2 2410 996.86 3.32
ABC 1.10 8 0.14 5.69 2.27
Error 0.73 30 0.02
Total 194.70 59

a= Valor de F a 0.05 % de confianza

Montgomery, 1976.
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Tabla 15. Prueba de DUNCAN para medias de los valores de AME en relacién a la concentracién
(MFC),del factorial de 5 concentraciones x 3 sustratos x 2 temperaturas.

1) yraco = 2.192 ‘ Concentracion 1400 mg MFC/kg inoculo
2)  yaoo =2.195 Concentracién 1400 mg MFC/kg inoculo

3)  yo=2.21 Concentracién 0 = Control
Concentracion 1400 rng MFC/kg inoculo
4)  yz0=222

S} ya000 = 2.28 Concentracién 1400 mg MFC/kg inoculo

El error estdndar es Sy raiz (0.02/2) = 0.1

De Tabla Vil, apéndice de Montgomery (1986), se obtienen los valores de (p,f):

ro-os = 3,12
re-os = 3.2
ro-os = 3.25
ro-os = 3.29

Se calculan los valores de R

Rz=0.312

Rz = 0.32

R4 =0.325

Rs = 0.329

La comparacidn de medias de DUNCAN arroja las siguientes conclusiones:

Media Comparacién Conclusion
S5vs4 0.06 <Rs  No difieren significativamente las medias
5vs3 0.07 <R4  No difieren significativamente las medias
Svs2 0.085<R3 No difieren significativamente las medias
S5vs 0.088 <R2 No difieren significativamente las medias
4vs3 0.0'<RY  No difieren significativamente las medias
4vs2 0.025 <R3  No difieren significativamente las medias
4vs ] 0.028 <R2 No difieren significativamente las medias
3wvs2 0.015<R3 Nodifieren significativamente las medias
Jvs| 0.018 <R2 No difteren significativamente las medias
2vs ! 0.003 <R2 No difieren significativamente las medias
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Tabla 16. Prueba de DUNCAN para medias de valores de AME en relacién a los sustratos del factorial
de 5 concentraciones x 3 sustratos x 2 temperaturas.

I ) M cetuiosa = 0.39 umol CH4 /g *.h
2) W butiico= 1.96 umol CH4/g *h

3) Y glucosa= 3.90 umoi CH4/g *h

El error estandar es Sy = raiz de 0.02/20 = 0.032
De Tabla Vil , apéndice de Montgomery, 1986, se obtienen los valores de (R3]
r ]G (2,30) = 2.88

rieICIEE (3,30) = 3.04

Se calculan los valores de R

RE = 0.092
RGE = 0.097
Comparacién de la prueba de DUNCAN
Media Comparacién Conclusién
Jvsi 3.51>R3 La AME glucosa es significativamente mayor que la AME
celulosa.
Jvs2 1.94 > R2 La AME glucosa es significativamente mayor que AME
butirica.
2 vs1 1.57 > R2 La AME butirica es significativamente mayor que la AME
celulosa.
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Figura 26 . Efectos principales en el andlisis de varianza de 5x3x2.
a) por concentracion, b) por tipo de sustrato, ¢) por temperatura
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Tabla 17 . Valores comparativos entre AME{umol CH4/g SV*h) y porcentajes de inhibicién (Pl)

AME(umol CH4/g SV .h) % Inhibicion
SUSTRATO MESO TERMO 35°C 35°C
BUTIRICO 1.05 (0.04) 3.07(0.10) -0.05(0.10) -0.18 (0.42)
GLUCOSA 5.37(0.08) 3.01 (0.08) -0.39 (0.23) 0.13 (0.01)
CELULOSA 0.40 (0.01) 0.42 (0.00) 0.11¢0.01) -0.05 (0.00)

El porcentaje de inhibicion se define como Pl = {(X1-X2)/X1*100
donde:

Pl = porcentaje de inhibicion (%)

X1 = AME del control activo (CA)

X2 = AME de la concentracion 4 (C4) para el mismo sustrato (2000 mg MFC/kg inoculo)
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Resultados y discusién

Tabla 18. Andlisis de varianza (3x2} de los porcentajes de inhibicién (Pi} de las pruebas de AME.

Fuente de Suma de Grados de Media de Fy Fc

variacién cuadrados libertad cuadrados
Temperatura 0.02 1 0.019 0.46 18.63
Sustrato 0.06 2 0.030 0.71 14.54
Interaccién 0.29 2 0.145 3.47 14,54
Error 0.25 6 0.042
Total 0.62 11
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a) Portipo de sustrato y b) por temperatura.
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——35°C
— ~={—55°C

inhibicién %

-20

Figura 28 . Interaccion de la temperatura y el sustrato en los porcentajes de inhibicién de las pruebas AME
( B: ac. butirico, G: glucosa, C: celulosa)
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Tabla 19. Valores comparativos de AMEs reportadas con diferentes sustratos.

SUSTRATO DIGESTOR TEMPEGRATURA AME REFERENCIA

Ac. butirico UASB reactors 5530 0.0688 Sorensen et al. 1993

Ac. butirico DASS - 55°C 2.96% Este trabajo

Ac. butirico DASS 55°C 6.793 Este trabajo

Ac. butirico LFBR-Landfill reactor 41°C 7.24 Lay et al. 1998

Ac. butirico LFBR-Landfill reactor 41°C 28.84 Lay et al, 1998

Ac. butirico FB reactors 37°c 6.15 Gorris et al. 1988

(fluidized bed)
Ac. butirico FB reactors 37°C 13.93 Gorris et al. 1988
(fluidized bed)
Ac. butirico AHRs (Anaerobic 35°C 1029 Henry et af. 1996
hibrid reactor)

Ac. butirico DASS 35°C 0972 Este trabajo

Ac. Butirico DASS 3a5°C 2503 Este trabajo
Glucosa DASS 85°C 2.86% Este trabajo
Glucosa DASS 55°C 6573 Este trabajo
Glucosa LFBR-Landfill reactor 41°C 244 Lay et al. 1998
Glucosa LFBR-Landfill reactor 41°C 28,84 Lay et al. 1998
Glucosa DASS 35°C 4942 Este trabajo
Glucosa DASS 35°C 12.743 Este trabajo
Celulosa DASS 55°C 0422 Este trabajo
Celulosa DASS 55°C 0983 Este trabajo
Ceiulosa UASB reactors 39°C 16° Nakashimada et al. 2000
Celulosa UASB reactors 39°C 12‘S Nakashimada et al. 2000
Celulosa LUASB reactors 38°C 84é Nakashimada &t at. 2000
Celulosa UASB reactors 39°C 1788 Nakashimada et al, 2000
Celulosa 2 L reactors 38°C 78.1% Ress et al. 1998
Celulosa 1 OLD reactors arc 0.44® Nopharatana et al. 1998
Ceiulosa 2 OLD reactors 3rec 0.528 Nopharatana et al. 1998
Celulosa | NEW reactors arec 13® Nopharatana ef al. 1998
Celulosa 2 NEW reactors 3r°c 5.6% Nopharatana et al. 1998
Celulosa DASS 35°C 0372 Este trabajo
Celulosa DASS 35°C 0952 Este Trabajo

1 mMol CH4/g SV*h, 2 = uMol CH4/g inocule wb*h, 3 <- uMol CH4/g SV*h, 4 = m] CH4/g SV+' d¥, 5 = uMol CH4/g SV*min,6=,mMol CH4,
7+ ml CH4/g inoc wh*d, 8 = pMol CH4/ml Lixiviado* h, 9 = cm?® CH4 gvSv*d
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Tabla 20. Valores comparativos de productividad (lg), eficiencia 1 sv y tiempos de retencién (TR)
en sistemas DASS a diferente temperatura.
BIGESTOR TEMPERATURA TR - Ig n REFERENCIA
oC (Litros*/kg.dia) SV
(%)

DASS IM 33 70.27 1.103 70.40 Marquéz, 2000

DASS 2M 35 77149 0.975 75.19 Marquéz, 2000
DASSIT 55 67.19 1.095 73.36 Marquéz, 2000

DASS 2T 55 59.88 1.051 72.6 Marquéz, 2000

DASS 1 dig 3 35 81 1.9t 453 Valdez, 1997

DASS 2 dig 2 35 66 2.10 53.23 Valdez, 1997

DASS 3 dig2 35 33 3.77 48.4 Valdez, 1997

DASS 56.2 117 31 ‘ 37.3 Mata et al., 1993

DASS 55 0.87 21.1 Chynowth et al., 1991
DASS 39 21 1.54 38 Poggi-Varaldo et al., 1990
DASS 55 18-21 5-8 55 Six y de Baere, 1992
DASS 35 7.8 4.1 37 Cechietal, 1992
DASS 5-1 39 30 .- 74.18 Poggi, 1996

DASS 5.2 39 30 - 42.26 Poggi, 1996

DASS 6-1 39 40 70.93 Poggi, 1996

DASS 6-2 39 40 60.13 Poggi, 1996

DASS 1M 35 62 1.53 81 Este trabajo

DASS 2M 35 62 1.35 83 Este trabajo

DASS IT 55 63 0.96 84 Este trabajo

DASS 2T 55 63 0.78 80 Este trabajo
* Ig = litros normalizados de biogas / Kg. Dia
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a)
CH3 - CH2 -~ CH2- COOH
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CH2 OH .
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Figura 29, Estructura primaria: a) ac. butirico (Mc Carty y Mosey, 1991) ,
b) glucosa ( Voet, 1990) y ¢) celulosa (Voet, 1990).
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Tabla 21. Fase lag en bacterias involucradas en procesos de digestién anaerobia
desde diferentes sustratos.

Temperatura —+

Sustrato ;7 35°C 557 C
CELULOSA * 0.0 0.0
GLUCOSA * 0.1 02
BUTIRICO * 25 1.2

AC.ACETICO*® 56 35
HIDROGENQ ® 4.2 50
AC. PROPIONICO @ 3.5 4.0

Fuente: * = Mdrquez, 2000, * = Este trabajo.
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CONCLUSIONES

Se disefio, arrancd y operd bioreactores tipo DASS tanto a temperatura mesofilica (35°C)
como termofilica (55°C) con una productividad de hasta 1.53 litros de biocgas / kg fnoc * dia y
una eficiencia de remocion de SV de hasta el 84 %.

Se implementé una técnica especializada en la actividad metanogénica especifica (AME) en
digestores anaerobios de sustrato sélido (DASS).

Se evallo la AME de consorcios DASS en presencia de ac. butirico, glucosa y celulosa como
sustratos a 35°C y 55°C de temperatura registrandose la mayor actividad con el sustrato
glucosa en régimen mesofilico con una produccién de hasta 14.65 pmol CH4 / kg SV * h.

Las pruebas de menor actividad metanogénica resultaron al usar celulosa como sustrato en
ambos regimenes de temperatura.

La AME en condiciones mesofilicas usando glucosa como sustrato fueron hasta 40 % mas
activas que las pruebas termofilicas.

Se registro un efecto inhibitorio minimo gfobal de la MFC de 0.028 % en las pruebas AME al
usar celulosa como sustrato, sin embargo, resulto ser no significativo.

Resulto un efecto global estimulatorio de la MFC de 0.112 % y 0.032% tanto en condiciones
mesofilicas como termofilicas.

No se encontraron diferencias significativas en la produccién de CH4 entre las diferentes
concentraciones de la MFC (0, 300, 800, 1400 y 2000 mg / kg Inoc) en ambos regimenes de
temperatura y para ninguno de los sustratos manejados.

La inclusién de la MFC parece no tener un efecto inhibitorio de la AME en consorcios DASS
usando como sustratos ac. butirico, glucosa y celulosa a 35°C y 55°C de temperatura.
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Conclusiones

2 La MFC empleada parece no inhibir la actividad de bacterias sintroficas, fermentativas y
metanogénicas involucradas en el proceso de digestion anaerobia bajo estas condiciones de
trabajo.

2 De acuerdo con lo anterior Y segun la hipétesis planteada se encontrs lo siguiente:

HIPOTESIS :

La inclusi6n de alias concentraciones de la mezcla de farmacos caducos afectar en forma aguda la actividad
metanogeénica especifica (AME) de consorcios metanogénicos involucrados en el proceso terminal de la
digestion anaerobia de residuos sélidos.

NO VALIDA (De acuerdo con la técnica aqui planteada para ninguna concentracién de MFC, sustrato 6
régimen de temperatura),
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ANEXO |

Técnica de actividad metanogénica especifica (AME)
en digestores anaerobios de sustrato solido (DASS).

INTRODUCCION

La factibilidad de conocer la Actividad Metanogénica Especifica (AME) llevada a cabo por los diversos
consorcios microbianos involucrados en el proceso terminal de la digestién anaerobia consiste en someter a la
biomasa activa a pruebas en lote al proceso de degradacién de materia organica compleja bajo condiciones
anaerobias suministrando alglin substrato especifico para la produccion de metano. De esta manera mediante
las mediciones de los cambios en concentracién de productos intermediarios y/o la produccion de gas es
posible interpretar de manera indirecta la actividad de los diferentes grupos bacterianos involucrados en todas
las conversiones registradas.

A la fecha se sabe que muchas de las diversas actividades que realizan los microorganismos se pueden ver
afectadas por diversos factores come la temperatura, el pH, etc., sin embargo, hoy dia se ha visto que varios
de los compuestos contenidos en los ciertos residuos pueden afectar de alguna manera la actividad normal de
la mayoria de los consorcios involucrados en un determinado proceso al ser adicionados intencional o
inintencionalmente en su ambiente. (Mata- Alvarez y Cecchi, 1992; Willumsen er of 1988, Lawitz, 1990,
Pohland 1991; Ejlertson, et. al.,1996; Sanz, er al., 1996; Zabranska, er al., 1994; Penaud, et al., 1997,
Maérquez, 1997). Uno de los puntos a avaluar en este trabajo es el de ver en que grado es afectado el proceso
de AME por la adicion de diferentes Concentraciones de una MFC, proveniente de los residuos que genera la
Industria Farmacéutica v los que se sabe forman parte importante de las porcentajes de Residuos que se
generan diariamente en nuestro pais (Marquez, 1997} y que ademas suelen presentar algin grado de riesgo
para el ambiente si no se manejan adecuadamente. (NOM-052-ECOL-1993 )

MATERIAL

© 12 botellas de vidrio con capacidad de 260 mi (aprox.240 m! ya tapado) para cada sustrato.
@ Tapones de goma

© Ames de reja

© Espéatulas

© Jeringas (lml)y agujas

EQUIPO

Cromatégrafo de gas (GOW MAC Serie 350 Thermal Conductivity Detector)
Graficador
Potenciémetro para medir pH
Bascula granataria electrénica digital
Incubadora
Tanque de gas: mezcla de Nitrégeno/ CO2 (80:20) 2 ATM.
Cabina anaerobia
Cabezal multiple de gases
Jeringa cromatogréfica con aguja (1ml)
Cépsula para gases

IV TVOD
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Técnica AME

SUSTRATOS

Cada uno de los sustratos usados se agregaron por inyeccién a excepcién de la Celulosa debido a su
consistencia. De los sustratos inyectables se agrego 1 ml del sustrato correspondiente en cada una de las
botellas de AME excepto en los controles pasivos (CP). La celulosa previamente pesada fue agregada a las
botellas de forma manual dentro de la cabina anaerobia. Las concentraciones empleadas para cada sustrato se
muestran a continuacién:

9  Ac. butirico [10 mM / botella] (Ver stock de ac. butirico)
© Glucosa [ 0.5 mM/botella] (Ver stock de glucosa)
& Celulosa [ 90 mg/botella] (Ver preparacién de celulosa)

Stock de ac. butlrico:

Para preparar ¢l stock se uso ac butirico (Pureza 99%, Densidad = 0.9534 y Peso Molecular = 88.10) del
cual se tomaron 27. 72 mi y se aforaron a | litro con agua destilada agitando constantemente para su mejor
dilucién.

Stock de glucosa:

Para poder adicionar la glucosa a las botellas de AME sin necesidad de abrirlas y manteniendo el ambiente
interno anaerobio, se decido preparar un stock de glucosa donde su consistencia s6lida pasara a ser liquida e
inyectable. Para preparar el stock se diluyeron 90 g de glucosa por cada litro de agua destilada.

Preparacion de celulosa:

Se tomo como fuente de celulosa al papel! filtro, el cual se molié en un molino manual hasta lograr una
consistencia granulosa fina,

CONCENTRACION DE LAMFC

La mezcla de farmacos caducos se aplico en varias concentraciones previamente establecidas para las
pruebas de AME, seguin los porcentajes de residuos que genera la industria farmacéutica en México.

Las concentraciones que se emplearon en fas pruebas de AME fueron las siguientes :

Concentracion @ (C1) = 300 mg/kg
Concentracién @ (C2) = 800 mghkg
Concentracién @ (C3) = 1400 mg/kg
Concentracion @ (C4) = 2000 mg/kg

PROCEDIMIENTO®
Antes de iniciar la técnica, preparar la lista de material, equipo, sustrato y todo lo necesario.

A)  Preparar la cabina anacrobia colocando dentro de ella todo con el material y equipo que se valla a usar
(botellas, bdscula, DASS, espatulas, la MFC, etc.), cerrarla y después ventearla con gases inertes como
Nitrégeno o Nitrégeno/CO2 (80:20). Esperar por 10 min. aprox., o mds hasta eliminar todo el Oxigeno
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B)

O

D)

E}

F)

G)

H)

posible, después se debe mantener la recirculacion del gas inerte hasta que se termine la Prueba de AME
con el fin de mantener la condicién anaerobia dentro de la cabina. Las botellas que se usen deben estar
previamente marcadas y pesadas cada una con su respective arnes y tapén.

Las 12 botellas a emplear en cada prueba se distribuiran de la siguiente manera por duplicado:2
controles pasivos {CP) sin sustrato, 2 controles activos (CP) con sustrato, 4 tratamientos con las 4
diferentes concentraciones de la MFC(C1, C2, C3 y C4 respectivamente).

Una vez transcurrido el tiempo de recirculacion del gas inerte en la Cabina abrir el DASS respectivo y
distribuir 30 g de inoculo en cada uno de las botellas para cada prueba de AME. Afiadir la concentracion
de la MFC correspondiente a cada botella y cerrarlas bien. Como el sustrato en la mayoria de los casos s
liquido o gaseoso, puede agregarse por inyeccidn fuera de la cabina antes de poner a incubar las botellas
(a excepcibn de la celulosa, la cual por ser sélida deberd anadirse dentro de la cabina). La cantidad de
sustrato que se agrego para los fines de estd investigacion fue de iml de ac. butirico 10 mM y iml de
stock de glucosa 0.5 mM, mieniras que la concentracién de celulosa fue de 90 mg en cada botella a
excepcion de los CP.

En paralelo a la distribucién de Inoculo se toma muestra para la determinacién de pH, ST, STV,STF y
AOQV,

Una vez fuera de la cabina anaerobia cada una de las botellas deberd ser pasada por el cabezal
miltiple de gases para realizarles un barrido de vacfo y un barrido de nitrégeno varias veces con la
finalidad de mantener las botelias libres del metano propio de la actividad microbiana en el DASS.

Después del cabezal miltiple, cada una de las botellas debera ser puesta a presién constante extrayendo
el gas de los barridos que se encuentre excedente a través de un sistema de eliminacidn de presién que
consiste en la inyeccidn de una aguja a cada botelia la cual esta previamente conectada a una manguera
sumergida en agua que liberara el gas a presion en las botellas de AME {mantener este sistema en cada
botella hasta que ya no salgan burbujas por la manguera}.

Una vez que todas las botellas hayan pasado por estos procedimientos se incubaran a la temperatura
correspondiente (35°C o 55°C) por aprox.24 hr o mas segln se establezca. Las botellas se mantendrén en
incubacién durante todo €l tiempo que dure la prueba.

A partir de la primera hora de Incubacién se podra determinar el metano producido via cromatoigrafia
de gas, tomando con la jeringa cromdtogrifica una muestra del biogds de cada una de las botelias y
analizandolo inmediatamente en el cromatografc de gases.

Para los fines de estd investigacidn las pruebas de actividad metanogénica especifica (AME) se
determinardn por medio de la inyeccién de 0.5 ml de biogas de cada una de las botellas en ei
cromatografo de gas. Dichas muestras fueron extraidas a partir de la 1 hora de incubacién o dependiendo
del sustrato empleado. Para sustratos como el ac. butirico se muestreo en un intervalo de 1-7 hr. mientras
que para la glucosa y celulosa fueron de hasta 12 hr. y 30 dias respectivamente.

Se Calculo 1a Actividad Metanogénica Especifica (AME) como sigue:

CALCULCS

Determinar €l CH4 producido vs tiempo y convertirlo a pmol CH4 botella vs tiempo

Efectuar una Regresion Lineal a partir de los puntos que se juzguen mejor alineades (no se consideraron
los lags).

Tomar la Pendiente de la Regresion { “o” )

BSTA TESIS NO SALY
D LA BIBLICTECA
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Técnica AME

Asi, pues, la actividad metanogénica especifica (AME) se define como:

a umol CH4
AME= e en unidades de =~ —emeeemmea -
Minoculo h. ginoculo
0
a umol CH4
AME = e en unidades de = seeceemeremeees
Minoculo h. g SV inoculo
donde :
€ = pendiente

Minoculo = Masa de inoculo en 1a botella (g )

- Graficar la masa de metano (CH4) vs tiempo en umol de CH4 /g . h o umol de CH4 /g SV. h de inoculo.
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Ancxo [

CONTROLES

Ccp CaA

TRATAMIENTOS

BOTELLAS DE VIDRIO

INOCULO DE DASS

0C0

SUSTRATO “X" (Ac. Butirico, Glucosa, Celulosa)

<
<4~ - MEDICAMENTO CADUCO (=[ 1)

NOTA : Tanto los Controles como los Tratamientos deben cfectuarse por duplicado

Figura 30. Experimento tipo de la técnica de actividad metanogenica especifica (AME).
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Técnica AME

Figura 31.

CABINA ANAEROBIA

(DASS“Xasogde INOCULOLZ3 | #[]MFC +
Sustrato ™~ )
@
h{j .....
>
BOTELLAS

AQV, p H, efc.

Tomar muestra: ST, STV, STF

1

CABEZAL MULTIPLE DE GASES
( BARRIDO CON VACIO Y N2)

@

SISTEMA DE AJUSTE A PRESION CONSTANTE

-

T
{8
L8k

INCUBACION (35°C o 55°C)

<0

CROMATOGRAFIA DE GAS

P

CALCULOS Y GRAFICA DE AME

Procedimiento de la técnica de actividad metanogénica especifica (AME).
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ANEXO Il

Pruebas AME (con repeticién para cada substrato y régimen de temperatura).

AME BUTIRICA MESOFILICA

AME BUTIRICA MESOFILICA (Repeticién}

Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedioc D.E IBotella [MFC] umol CHa/g.h Promedio D.E
CP1 0 0,62 0.66 0,02 |CP1 ¢ 0,52 0,50 0.0
CP2 0,71 CP2 0,48
CA1 0 1,40 1,27 0,07 |CA1 0 0.86 0,75 0,06
CAZ2 1,13 CA2 0.64
c1 300 1,37 1.21 0,08 |C1 300 0.59 0,55 0,02
C1’ 1,06 c1’ 0,51
c2 800 1,67 1,69 0,01 |C2 800 0,65 0,62 0.01
c2’ 1,71 c2’ 0,60
C3 1400 1,07 1,43 0,18 |C3 1400 0,91 0,86 0,03
C3’ 1,79 C3 0,81
C4 2000 1,07 1,24 0,09 1C4 2000 0,85 0,83 0,01
Cd- 1,42 Ca’ 0,89

AME BUTIRICA TERMOFILICA

AME BUTIRICA TERMOFILICA (Repeticion)

Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedio D.E |Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedio D.E
CP1 0 1,20 0,83 0,19 |CP1 0 4,60 4,00 0,30
cp2 0,45 CP2 341

CA1 0 1,57 1,51 0,03 ICA" 0 5,71 5,05 0,33
CAZ2 144 CA2 4,39

c1 300 1,47 1.05 0,21 |C1 300 5.21 4 67 027
Cct’ 0,64 C1’ 414

cz2 800 037 0,42 0,02 |C2 800 5,26 4,85 0,21
c2 0,46 c2’ 4,43

c3 1400 1,16 1,683 0,19 |C3 1400 473 4,74 0,01
c3’ 1,90 C3 4,75

Cc4 2000 1,24 1,52 0,14 |C4 2000 5,68 5,38 0,15
c4’ 1,81 C4’ 5,08

AME GLUCOSA MESOQFILICA

AME GLUCOSA MESOFILICA {Repeticidn}

Botella [MFC] umo!l CH4/g.h Promedio D.E | Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedio D.E
CP1 Q 3,06 3,33 013 CP1 o 245 2,34 0,06
CP2 3,60 cP2 2,22
CA1 0 5,79 518 030 1 CA1 0 5,61 5,42 0,09
CAZ2 4,58 CA2 524
Cc1 300 6,13 5,63 0,25 C1 300 4,78 5,26 0,24
ct1 512 Cc1 574
c? 800 4,62 4,56 0,03 Cc2 800 5,45 5,96 0,26
cz 4,51 Cz 6,48
C3 1400 5,10 4,54 0281 €3 1400 6,14 5,80 0,17
cy 3,97 c3 545
C4 2000 5,95 5,62 0,18 Cc4 2000 5,97 575 0,11
C4’ 5,30 C4 553

AME GLUCQOSA TERMOFILICA

AME GLUCOSA TERMOFILICA (Repeticién)

Botella [MFC] umo! CH4/g.h Promedio D.E |Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedic D.E
CcP1 C © 0,97 0,97 0,00 | CP1 o 3,54 3,31 0,12
CP2 0,96 CcP2 3,08
CA1 0 1,97 1,91 0,03 | CAl 0 367 385 0,09
CA2 1,85 CA2 4,03
c1 300 1,63 1,83 0151 C1 300 4,66 4,49 0,08
c1’ 2,22 c1 4,32
c2 800 261 2,24 0,19 Gz 800 4,69 4,51 0,09
c2 187 cz 4,33
C3 1400 1,89 1,99 005 C3 1400 4,16 370 023
c3 2,09 ok} 3,24
C4 2000 1,95 1,83 006 C4 2000 3,61 367 0,03
c4’ 1,71 C4” 3,73

[MFC]=concentracién de la mezcla de fArmacos caducos
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AME CELULOSA

AME CELULOSA (Repeticion)

Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedio D.E

Botella [MFC] umot CH4/g.h Promedio D.E

[MFCj=concentracion de la mezcla de farmacos caducos

D.E = desviacién estandar
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CP1  © 0,21 023 001|] CP1 O 0,30 0,30 0,00
cP2 0,25 cP2 0,30

CAl 0 0,60 058 001 CA1 0 0,42 0,39 0,01
CA2 0,56 CA2 0,35

C1 300 0,54 053 000( C1 300 0,35 0,36 0,00
c1 0,52 c1’ 0,37

C2 800 0,51 038 004| C2 800 0,38 030 003
cy 0.25 c2’ 0,22

C3 1400 0,41 033 003 C3 1400 0,22 0,37 0,06
c3 0.25 c3 0,53

C4 2000 0,23 024 000 C4 2000 0,51 0,52 0,01
c4 0,25 c4’ 0,54

AME CELULOSA TERMOFILICA H

Botella [MFC] umol CH4/g.h Promedic D.E

CP1 0 0,38 046 0,03

CP2 0.55

CAl 0 0,20 0,33 004

CA2 0,48

c1 300 0,45 051 0,02

c1 0.57

cz 800 0,46 0,40 0,02

ce’ 0,35

C3 1400 0,48 049 0,00

c3’ 0,50

Cc4 2000 0,58 0,38 0,06

c4 0,21




AME BUTIRICO MESOFILICA (35°C)
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AME BUTIRICO MESOFILICA (35°C ) - REPETICION
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AME BUTIRICO TERMOFILICA (55° C)
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AME BUTIRICO TERMOFILICA (65°C) - REPETICION
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AME GLUCOSA MESOFILICA (35°C)
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AME GEUEO_SA MESOFILICA (35°C) - REPETICION
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AME GLUCOSA TERMOFILICA ( 55°C)
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AM GLUCOSA TERMOFILICA (55°C) - REPETICION
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AME CELULOSA MESOFILICA (35°C)
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AME CELULOSA TERMOFILICA
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ANEXO Iv

Generalidades de la MFC

Tabla 22. Composicién porcentual de los constituyentes de la mezcla de farmacos caducos {(EFC)

Medicamento Porcentaje

%
Antigripales: Bronfeniramina, Pseudoefedrina 30
Antihtstaminico/descongestivo: Loratidina, Pseudoefedrina 15
Antiinflamatorio esteroideo: Betametasona 10
Antiacido: Hidréxido de aluminio, de Mg, Carbonato de Mg 15
Antimicética: Clotrimazol, Miconazol 3
Laxante: Ispaghula husk 2
Antibiético {no penicilinico): Gentamicina 15
Suplemento de Potasio: Cloruro de potasio 5
Antianginoso: Trinitrato de glicerilo 5

Solidos: 152,496 kg/afio
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Tabla 23. Gama de solubilidades individuales de la mezcla de firmacos caducos (MFC).
{Segtn Médrquez, 2000)
SOLUBILIDADES DE LA MFC,
COMPUESTO SOLUBILIDAD
Bronfeniramina Liquide aceitoso soluble en Acidos diluidos con Maleato: cristales solubles en H20, pH=5
Pseudosfedring Es poco soluble en H20: soluble en alcohol y eter.
Betanetasona Casi insoluble en H20: poco soluble en etanoi

absoluto.

Hidroxido de Aluminio {Insoluble en H20: soluble en soluciones acuosas alcalinas ¢ en HCI, H2504 con un poco de

H20:forma geles y absorbe acidos.

Hidroxido de Magnesio|Casi insoluble en H20, solo en Acidos diluidos; pH=9.5 - 10.5.

Clotrimazol
Miconazol
Gentamicina

Cloruro de Potasio

Cristales, base debil, ligeramente saluble en H20, Benzeno vy Tolueno. Soluble en Acetona,
Muy poco soluble en H20 y Etanol.

Facilmente soluble en agua.

Soluble en H2, alcohol:
pH=7,

Trinitrato de Glicerilo. |Soluble en H20.

TERMINOS

Muy Soluble
Faciimente Soluble
Soluble

Poco Soluble
Ligeramente Soluble

Muy Ligeramente
Soluble
Casi Insoluble

Cantidades relativas de Disolventes por 1 parte de sustancia.
* Menos de 1 parte
" Det a 10 partes
* De 10 a 30 partes
* De 30 a 100 partes
" De 100 a 1000 partes
* De 1000 a 10000

* Mas de 10000

97




Tabla 24. Andlisis fisicos de la mezcla de firmacos caducos.

Pardmefro Valor
Solubilidad (%) 2.03 (0.015)
A 25% en agua
pH 9.13 (0.01)
DQO (mg 02/g) 310 (3.9)
Alcalinidad 495 (8.5)
Humedad 16.51
ST 83.49

El valor entre paréntesis representa la desviacion estandar

Tabla 25. Andlisis fisicos de la alimentacién.

Pardmetro Valor(%)
Humedad 81.51
ST 18.48
STF 7.36
STV 92.63
pH 6.26

Tabla 26. Andlisis fisicos de los lodos biolégicos.

Pardmetro Valor(%)
Humedad 99.51
ST 0.48
STF 33.79
STV 66.2
pH *

- *=No se determino
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