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Resumen

El manejo adecuado de los residuos sélidos urbanos (RSU) es de interés
energético por la produccion de biogas y ecoldgico por el riesgo de contaminar el
ambiente con los lixiviados (LXS). El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de
diferentes regimenes de humidificacion via recirculacion de LXS sobre la densidad
bacteriana de poblaciones celuloliticas (PC) y hemiceluloliticas (PHe) en la
descomposicion bacteriana anaerdbica (DBA) de la fraccion orgénica (FO) de RSU.

Para ello se utilizaron reactores escala laboratorio (LBX) que simularon la
composicion y propiedades de un relleno sanitario (RESA), la cuantificacion de las PC
y PHe se baso en el método del nimero mas probable (NMP) con medios de cultivo
estdndar y LXS enriquecidos. Las variables respuesta para la PC fueron: la turbidez y
liberacion de azucares reductores, para la PHe: la turbidez y cambio de pH.

Los resultados mostraron una disminucién en la densidad de PC y PHe
independiente del régimen de humificacion empleado conforme el tiempo. El
decremento en la densidad bacteriana de ambas poblaciones, fue consecuencia del
consumo de celulosa (CE) y hemicelulosas (HE) usadas como fuente de carbono y
energia; que causO la liberacion de acidos organicos (AO) con la aparicion de

azucares reductores, aumento en la turbidez y la acidificacion del medio de cultivo.

Palabras clave: polimero de azucares vegetales, actividad bacteriana

anaerobica, lixiviados
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1. INTRODUCCION

1.1. Generacion de los residuos solidos urbanos

Las diferentes actividades humanas en la sociedad generan desechos solidos,
liqguidos y gaseosos con efecto negativo sobre el ambiente y la calidad de vida de
personas y animales.

Los RSU se producen en casas habitacion, por cualquier actividad en
establecimientos, via publica debido a la limpieza, consumo de bienes y servicios segun
la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR).

La generacion total de RSU en México se incrementd un 19.24% de 1999 al 2009,
en este afo se obtuvieron de 38, 325, 000 Ton con una produccidn diaria de 0.98 RSU
kg/hab/dia, en la Figura 1 se muestra la distribucion de la generacion de RSU
(SEMARNAT, 2010).

6 401 370 (16.70%)

781 500 (12.48%)

[

4 008 430 (10.46%)

- Sur

- Centro

[j Distrito Federal
B vore

- Erontéra Noie 19 268 350 (50.27%)

3 865 350 (10.09%)

Figura 1. Generacidn de residuos sdlidos urbanos en México en 2009
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1.2. Composicion de los residuos solidos urbanos

Paralelamente al aumento, la generacién y composicion de los RSU ha cambiado
mientras que en la década de los afios cincuenta el porcentaje de FO oscilaba entre 65 y
70% para 2008 se habia reducido al 52%. En la Figura 2 se muestra la composicion de
los RSU en México (SEMARNAT, 2010).

La FO esta constituida por: CE 40-50%, HE 10-12%, lignina 10-15%, proteinas 5-
11%, grasas, aceites y ceras 4-7% ademas de constituyentes solubles: azlcares
simples, aminoacidos y acidos organicos 3-5% (Palmisano et al, 1993; Wang et al.,
1994) es razonable que en la DBA de CE y HE se estime una produccién potencial de
metano (CH4) superior al 85% (Barlaz et al., 1989).

Papel, carton, o
Vidrios 6%
productos de papel 14%

Plasticos 11%

Metales 4%
Textiles 1%

Otro tipo de RSU
(residuos finos,

painal desechable, etc.) 12%

Figura 2. Composicion de los residuos solidos urbanos en México en el 2008
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1.3. Disposicion de los residuos solidos urbanos

La adecuada disposicién de los RSU es de importancia para minimizar los
problemas ambientales que afectan las zonas urbanas, para lo que se requieren elevada
cantidad de recursos econdmicos tecnoldgicos para su gestion en recolectarlos y
evacuarlos a un RESA; que se define como una instalacion de ingenieria planeada,
construida y operada para evitar los riesgos de salud publica y del ambiente. En el RESA
los RSU se clasifican, reciclan y/o se confina la fraccion no reciclable (Tchobanoglous et
al, 1993; Jokela et al., 2002; Davis & Masten, 2005).

El estado de Michoacan pertenece a la region centro del pais que contribuye con
el 50% de la generacion nacional de RSU, tiene 2 RESA y un relleno de tierra
controlado, aunque se estima que existen 321 sitios no controlados o tiraderos a cielo
abierto, con riesgos de contaminacién ambiental por tdxicos y transmisién de
infecciones derivadas de esa deficiente gestion de RSU (SEMARNAT, 2006) en
consecuencia en el 2008 la Secretaria de Urbanismo y Medio Ambiente en el estado
reportd una generacion de 2,522 Ton/dia de RSU (SUMA, 2010).

1.4. Descomposicion bacteriana anaerobica de los residuos solidos

urbanos

El modelo convencional de la DBA divide las reacciones bioquimicas de la FO en

fases realizadas por distintos grupos bacterianos, como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Dinamica de la descomposicion bacteriana anaerdbica en un RESA

(Siegrist et al., 1993). Los numeros indican el grupo especifico bacteriano responsable: 1: fermentativas; 2:
acetogénicas productoras de hidrégeno (H,); 3: homoacetogénicas; 4: metanogénicas hidrogenotrdficas; 5:

metanogénicas acetoclasticas.

1.4.1. Hidrdlisis

La materia organica vegetal esta constituida en un alto porcentaje por CE y HE,
estos son los compuestos organicos mas abundantes en la naturaleza y su
descomposicion tiene importancia en el ciclo del carbono. La hidrdlisis de la CE y HE
durante la DBA se realiza por grupos bacterianos especificos, cuya velocidad depende
de factores ambientales como: pH, temperatura, concentracion de biomasa y tamafo de
particula de los RSU (Pavlostathis & Giraldo-Gomez, 1991; Hills & Nakano, 1984).

Algunos de los principales componentes de la FO de los RSU son los materiales
lignoceluldsicos una mezcla de: lignina, CE y HE. La primera es recalcitrante a la DBA y
afecta la hidrdlisis de CE y HE por un efecto fisico derivado de los enlaces estructurales
entre ellos en la pared celular vegetal (Alexander, 1980; Sleat & Mah, 1987; Pavlostathis
& Giraldo-Gomez, 1991; Veeken & Hamelers, 1999).
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Las bacterias aerobias generalmente convierten la CE en dos productos
principales: biomasa y didxido de carbono (CO,). No existe acumulacidn significativa de
intermediarios carbonados y la concentracion de AO raramente alcanza un nivel
apreciable. En condiciones anaerdbicas las bacterias son incapaces de metabolizar
completamente estos sustratos, siendo los principales productos de acumulacion: CHs,
H,, etanol y acidos: acético, formico, succinico, butirico y lactico como se muestra en la
Tabla 1. Los primeros microbidlogos reportaron el descubrimiento de un tercer gas
durante la fermentaciéon bacteriana, CH4, pero en investigaciones con cultivos puros se
determin6 que ninguno de los anaerobios celuloliticos produce este gas, sin embargo en
cultivos enriquecidos como el suelo y los RSU, la ruptura anaerdbica de los

carbohidratos esta acompafnada por CH4 formado por la microbiota secundaria.

Tabla 1. Productos de la descomposicidén anaerdbica de la celulosa

Bacterias Productos
Clostridium cellobioparum Mesofila: etanol, acidos: acético, lactico y
férmico. CO, y H,.
Cl. thermocellum Termdfila: etanol, acidos: lactico, férmico y

succinico. CO, y H,.

El paso inicial en la destruccidon de la CE es su hidrdlisis enzimatica. A este grupo
de diferentes enzimas se le ha dado el nombre de celu/asa, que cataliza su conversion
de polimero insoluble a mono y disacaridos sencillos solubles en agua, una reaccion
caracteristica de la microbiota celulolitica, los pasos que siguen a la hidrolisis inicial
varian con los microorganismos responsables.

La célula microbiana es impermeable a la molécula de CE de manera que debe
excretar enzimas extracelulares para aprovecharla como fuente de carbono, estos
catalizadores convierten el material insoluble en azlcares solubles que penetran la

membrana celular y proveen de energia a las reacciones biosintéticas.
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La glucosa esta unidad entre el carbono y 1 de un azucar y el 4 del adyacente,
esta unién es conocida como f-1,4. La CE se une por puentes de H, de estos dos tipos y

dan lugar a una estructura polimoérfica como se muestra en la Figura 4.

CH,OH LH, OH OH
H O, oH H Y a H
H OH H
oy H B -0 OH H H
OH H H H o
H oM OH CH, OH

Figura 4. Estructura de la celulosa con enlaces £-1,4

El grupo incluye: celobiosa, celotriosa, celotetrosa, moléculas que contienen dos,
tres y cuatro unidades de glucosa. Estos oligdmeros son importantes por ser
intermediarios en la conversion de la CE a glucosa.

El sistema catalitico que requiere un microorganismo para convertir CE a glucosa

esta constituido por 3 tipos de enzimas:

a) Endoglucanasa (C;, C;), rompe los enlaces transversales entre cadenas.
b) 1,4 B-glucano celobiohidrolasa (Cy), degrada CE a celobiosa.

c) f-glucosidasa, degrada celobiosa a glucosa.

La mayoria de las HE estan fisicamente asociadas con la CE en la pared de las
plantas, pero aunque estos polisacaridos estén relacionados estructuralmente, el
termino  hemicelulosa estd mal empleado pues esta molécula no tiene relacion
estructural con la CE. A los polisacaridos en la pared celular de las plantas superiores
con excepcidn de la CE y la pectina, se les conoce como HE. Estas se dividen en dos
categorias: homoglicanos con un solo tipo de monosacaridos como: xilano, manano o
galactano y los heteroglicanos con mas de una clase de monosacarido o acido urdnico
representados por: glucomananos, arabinoxilanos, arabinogalacanos (o]

arabinoglucoronoxilanos. En estos polimeros los monosacaridos o los acidos urdnicos
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estan unidos en una molécula de estructura compleja, algunos pueden tener de 50 a

200 unidades de diversos azucares de la pared celular vegetal. Los constituyentes de las

HE estan representados en la Figura 5.
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H
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H0R Cil,CH (‘ZII,.OH
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1% \| 2 \(:: 1/ \({:
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Figura 5. Estructura de los constituyentes de las hemicelulosas

Al igual que con la CE, las HE tienen alto peso molecular y no pasan a través de la

membrana celular microbiana, deben ser convertidas en compuestos simples para

usarse como fuente de carbono y energia. La microbiota activa debe hidrolizar el

polisacarido con enzimas extracelulares para que la célula los asimile. Las PHe catalizan

la hidrdlisis inicial de HE. Después de la ruptura aparecen poblaciones sobre los

intermediarios metabdlicos, el Ultimo grupo de microbios responde a los compuestos

liberados de los polimeros de alto peso molecular por las PHe; como regla general estan

involucradas tres tipos de enzimas en la degradacién de las HE:
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a) Endoenzimas, rompen al azar los enlaces entre las partes constitutivas del
polimero.

b) Exoenzimas, extraen un solo dimero o mondmero del extremo de la cadena
del polisacarido.

¢) Glicosidasas, hidrolizan los oligdmeros o disacaridos y generan pentosas,

hexosas o acidos uronicos.

Ademas de los polimeros vegetales de la FO de RSU, existen proteinas que son
hidrolizadas por proteasas en proteosas, peptonas, péptidos y aminoacidos,
posteriormente estos son transformados en acidos grasos volatiles (AGV), CO,, H,,
amonio (NH4) y H,S, la rapidez de hidrdlisis de proteinas es menor que la de
carbohidratos.

En anaerobiosis durante la degradacion de lipidos intervienen lipasas que rompen
las grasas en acidos grasos de cadena larga y glicerol para generar glucosa. Asi una
molécula de fosfolipidos origina una molécula de acido fosférico, una de glicerol y dos

de acidos grasos (Pavlostathis & Giraldo-Gomez, 1991).

1.4.2. Fase fermentativa o acidogénica

Varios grupos bacterianos fermentan la glucosa y producen acidos grasos como:
acetato, butirato, formato, lactato, propianato, valeriato, etanol e H,. Las proporciones
entre estos productos de la fermentacién dependen del consumo de H,. Cuando se usan
por grupos de fermentativas no generan compuestos reducidos como el etanol, se
favorece la liberacion de ATP (Pavlostathis & Giraldo-Gémez, 1991).

Algunas vias metabolicas sdlo son posibles a baja presion de H,, con una
concentracion de entre 5-50 ppm se forma acetato y CO,, en alta presion de H, se
sintetiza propionato y butirato (Mosey, 1986).

En la hidrdlisis y acidogénesis de los RSU se genera una elevada concentracion de
H, y se alcanza una proporcion de entre 20-25% respecto al volumen del biogas liberado

La excesiva acumulacién de H; inhibe la DBA (Sparling, 1997).
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1.4.3. Fase acetogénica

Algunos productos de la fermentacion son metabolizados por grupos de
metanogenos a H, u acetato, mientras que otros como: valeriato, butirato, propionato y
algunos aromaticos, son transformados en acetato e H, por los acetogenos segun se
indica en la Tabla 2 cuyos principales representantes son: Syntrophomonas wolfei y
Syntrophobacter wolini ~ (Boone & Bryant, 1980). El proceso cetogénico es
energéticamente dificil, se necesita la accién de los metanogenos y otros consumidores
de H,, la energia libre de esta reaccién depende de la presion parcial de H, (Stams,
1994).

Los productos de la acidogénesis se transforman en acetato por dos rutas:
deshidrogenacion acetogénica (DHA) e hidrogenacidon acetogénica (HA). En la DHA se
genera acetato apartir de acidos grasos y algunos alcoholes, la formacion de acetato
depende de la concentracion de H,. La degradacién del propionato a acetato se inhibe
con una cantidad de H, del orden de 500-50.000 ppm en el biogas. Boone et al., en
1987 describieron dos tipos de grupos de bacterias que realizan la DHA: acetogénicas
reductoras obligadas (ARO) y fermentativas acidogénicas, ambas generan H,, CO, y
acetato, la diferencia se da en que el grupo fermentativo crece independientemente del
efecto del H,, mientras que los grupos de ARO solo crecen a bajo concentracion de H,.

En la HA los homoacetogénicos sintetizan acetato de H, y CO,, estos realizan la
funcion de los metanogénicos que utilizan H,, cuando son inhibidas a pH acido (Schink,
1997; Chynoweth, 1987).
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Tabla 2. Reacciones acetogénicas en la descomposicion bacteriana anaerdbica de

la fraccidn organica de los residuos solidos urbanos

AGOI
| .Re.fJ'L'r.’?IF)Hﬂ..T f{ri’fﬂc.q?"ﬁflrﬂ_f (KT)
Eranol y Lictico
Etanol + I 0 — Acetato + T + 211, 26
-1 S - +2
Laciate " + ZHZO = Acetaro "Il +20_+ HCO3
Acidos Grasos
Acetato™) + 4H,0 — HT ~4H, + 2HCO] 1046
Pr opionai‘o_l +3H,0— Acetato ' + HC().: +H + 3H, 70
. - - +48,
Burivaro™ ! + 2H,0 — 2Acetato omt- 2H, 4
-1 -1 + +95.2
Valerate ™+ 3H,0 — 3Acetate " 1-2H -|-4H2
Aminoidcidos
Alanina+31,0 - » Acetato ' +HICO, + NI\ + 1T +211, b3
Aspartato =\ + 41,0 — Acetato™ +2HCO3 = NI T + [+ +2i1, 149
- - 7
Lewcina + 3H20 — isovalerate 1 + HC'O3 - NHI +H Y+ ZH2 4.2
Glutamato™\ + 4110 > propionato™! +21ICOT ~ NUF ~ [IF + 2103 3.8
Glutamato ! +7H 20 — acetato I + 3HC'O3 +NH 4' +3H" 458 5 0.3

(Stams, 1994)

1.4.4. Fase metanogénica

Los grupos metanogénicos completan la DBA con la formacion de CH4 a partir de
acetato, H,/CO,, formato, metanol y algunas metilaminas; los metanogenos se clasifican
en el dominio Archaea tienen propiedades genéticas y bioquimicas distintas de otros
procariotas, un ejemplo son sus coenzimas M que participan en la sintesis de CHa.

Las principales reacciones de las metanogénicas se muestran en la Tabla 3, estos
grupos emplean H, como aceptor de electrones, mientras que sélo dos grupos utilizan
acetato. En reactores anaerdbicos el acetato es el compuesto precursor del CH4 con el
70% producido (Ferguson & Mah, 1983). Los géneros y especies mas conocidos son:
Methanosarcina barkeriy Methanosaeta thermophila, estos crecen con H,, CO,, acetato,

metanol, metilaminas y CO (Caird & Paris, 1988).
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Tabla 3. Reacciones metanogénicas en la descomposicién bacteriana anaerdbica

de la fraccidn organica de los residuos solidos urbanos

Reacciones hidrogenotréficas AGHE])
4Hp + H+ +2HCOT — Acetato+4H O 1046
4H 7 +45° > 4HS~ +4H T -2
4Hy +2HCOF + H+ = CHy +3H,0 1356

4H +4803~ + H+ — HS— +4H 0 1518

4H » + 4 fumarate — dsuccinaito 3446
4Hy + NOT +2H* — NH 4% £ 3H0 599.6
Interconversion formato-hidrégeno
Hy + HCOy — formato+ H30
Metanogdnesis acetocldstica
Acem!a+H20—>HC03‘ +CH 4 -31.0
Meranogdénesis a partir de orros substratos
Farrrico
AHCOOH — CH4 +3C05 +2H0
Metano!
ACH3O0H - 3CH4 +C02 +2HH 0
Triwmetit-aming
4(CH3 )3 N +6H 20 - 9CH 4 +3C03 +4NH 3

Dinztif-arrina

2lcH, ), NH +2H,0 - 3CH , +CO, +2NH,

-7

Monometil-amina
4{CH 3 NH» +2H 20 — 3CH 4 +COy +4NH 3

(Adaptada de Stams, 1994 y Ferguson & Mah, 1983)

El resultado de la DBA de RSU en RESA es una mezcla fisico-quimica-bioldgica
conocida como LXS. Estos perfunden por la matriz de los RSU por gravedad desde la

parte superior hasta la inferior del reactor.
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1.5. Justificacion

Existe investigaciéon sobre la actividad microbiana anaerdbica hidrolitica y
fermentativa de acuerdo con los productos de su metabolismo en la DBA de FO en RSU.
Sin embargo minima informacién se ha publicado en relacién a la dindmica de PC y PHe
durante este proceso, ademas no se habian usado LXS enriquecidos como medio de
cultivo a diferentes regimenes de humedad simulando las condiciones en RESA. Las
variables respuesta convencionales para la actividad celulolitica no son muy precisas,
por lo tanto se propuso cuantificar la desaparicion de los polisacaridos y formacién de
monosacaridos como prueba de la PC por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (3,5-

DNS). Para las PHe se implementd la variacion en pH como evidencia de su actividad.
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1.6. Hipotesis

En un bioreactor a escala de un relleno sanitario, el volumen de lixiviados

recirculados influye en la densidad de poblaciones celuloliticas y hemiceluloliticas.

1.7. Objetivo general
Analizar los cambios de densidad bacteriana celulolitica y hemicelulolitica en la

descomposicion de la fraccion organica de los residuos solidos urbanos a diferentes

regimenes de recirculacion de lixiviados.

1.8. Objetivos especificos

Estudiar cambios en las poblaciones bacterianas dominantes en funcion del

régimen de recirculacién de lixiviados.

Evaluar la liberacién de azucares reductores como variable respuesta para la

cuantificacion de poblaciones celuloliticas y el uso del pH para las hemiceluloliticas.
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2. ANTECEDENTES

La identificacion y enumeracidén de bacterias hidroliticas y fermentativas es un
tdpico que se ha investigado usando distintas estrategias, entre ellas métodos:
enzimaticos, genéticos, bioquimicos, consumo de sustrato o produccion de metabolitos y

medios de cultivo.

Se han investigado géneros de PC implicadas en la hidrdlisis de la FO de RSU en
RESA. Westlake et al. (1995) analizaron esta fase con la finalidad de los autores fue
establecer las mejores condiciones para la degradacion de la CE en la DBA. Los
productos derivados de la CE fueron identificados por el método de Hungate con
monitoreo de temperatura y pH. Reportaron que un Clostridium sp celulolitico y tres
especies de Eubacterium anaerobio estricto crecen mejor a temperatura termdfila entre
37-50°C y pH entre 6.8-7.7. Se concluyé que las propiedades bioldgico-fisico-quimicas
en la DBA de la FO de RSU favorecen una mayor diversidad de PC que acelera la DBA
de los RSU

La actividad enzimatica ha sido un método recurrido para la determinar rapida y
fiablemente la concentracion de CE y HE en RESA ademas de evidenciar su desaparicion
como sustrato. Rodriguez et al. (2004) evaluaron la actividad de la endoglucanasa y B-
glucosidasa en la DBA de la CE y HE. Realizaron la cuantificacién de monosacaridos y
biogds por medio de cromatografia liquida y gaseosa. La actividad enzimatica fue
analizada por el método de Novo Nordisk. Los resultados sefalaron que la actividad
enzimatica fue efectiva para determinar la disponibilidad de CE y HE en RSU en RESA.
Encontraron que la concentracion de monosacaridos fue directamente proporcional a la
de CHs,

Cabe senalar que la produccién de metabolitos de las PC también ha sido
estudiada y ha tenido importancia debido a la alternativa que proporciona a otros

métodos para la medicidén de estos productos. Lai et a/. 2001 analizaron la degradacion
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de RSU con recirculacién de LXS en condiciones mesofilicas por medio de la actividad
celulolitica. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del intercambio entre LXS
de RSU frescos y estabilizados. La actividad celulolitica fue medida por el método de la
CE azul. Los productos de la hidrolisis de la CE fueron determinados por medio de la
DQO. Los resultados mostraron que cuando los LXS se encuentran estabilizados la DQO
no cambia. Ademas, la adicion de LXS frescos mantiene la PC en densidades altas, esto
posteriormente favorece la metanogénesis acelerada. Los analisis demostraron que la

actividad celulolitica de las muestras de LXS tiene una relacién directa con la DQO.

Los métodos genéticos son variados, permitiendo desde el estudio de los
cromosomas hasta el analisis de una base nucleotidica y son requeridos con la finalidad
de: aislar e identificar bacterias anaerobias termdfilas que hidrolizan rapidamente la CE
y analizar los productos de su descomposicion. Lv et al/ (2008) analizaron la
degradaciéon de CE en abono utilizando como fuente de carbono papel filtro. El
aislamiento se realizé6 mediante la técnica de superposicion de placa. La identificacion se
llevd a cabo por medio de secuenciacion de ARDr 16S. Los productos de la degradacion
de la CE fueron analizados por cromatografia de gases. Los resultados mostraron que la
técnica de superposicion de placa es confiable para aislar géneros celuloliticos. Ademas,
los géneros Clostridiaceae y Acetivibrio spp podrian poseer caracteristicas genéticas,
fisicas y bioquimicas para degradar mas rapidamente la CE. Encontraron que la
produccidn de estas poblaciones bacterianas da lugar principalmente a acetato,

propianato y butirato.

Pourcher et al. (2000) cuantificaron y caracterizaron la PC de los RSU de un RESA
francés. Se analizaron 2 muestras frescas, 19 de un afo y 8 de cinco anos de haber
sido recolectadas. La cuantificacion de la PC se realizd por cuenta en placa utilizando
celobiosa como Unica fuente de carbono, cuyo consumo se detectd por fluorescencia
bajo luz UV; las placas donde detectd fluorescencia se transfirieron a un medio que

contenia tiras de papel para cigarrillo y la degradacion de la CE se detectd por
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desaparicion del papel. La identificacién de las poblaciones se realizd por secuenciacion
de ADNr 16s. Los resultados mostraron cinco grupos celuloliticos predominantes,
correspondientes a la familia Bacillaceae y los géneros Cellulomonas, Microbacterium y
Lactobacillus. El nimero de PC vari6 de 1.1x10° a 2.3x10® UFC/g peso seco, siendo més
bajas en las muestras de cinco afos, donde basicamente habia bacterias de la familia

Bacillaceae.

Barlaz et al. (1997) caracterizaron la DBA de la fraccion organica de los RSU
empleando reactores anaerdbicos de 2 L. Las variables-respuesta fueron el consumo de
la FO de los RSU, produccién de CH4 y la identificacion de los componentes organicos
con una mayor carga microbiana mineralizadora de dicha FO por NMP. Los autores
reportaron una tendencia al incremento en la produccion de CH4 al aumentar el
contenido de CE y HE, donde las PHe estuvieron presentes en todos los sustratos
probados y la PC principalmente en pasto, hojas y tallos. En los desechos de comida no

hubo PC ni metanogénicas.

El antecedente directo de este trabajo planteo el analisis en LBX del crecimiento
de los grupos bacterianos: hemiceluloliticos, celuloliticos, acetogenos productores de H,,
acetato y metanogenos de H, + CO,, implicados en la conversidon de los RSU en CH4
Barlaz et al (1989) el objetivo de su estudio fue caracterizar y hacer una nueva
descripcion de las fases de la DBA. Los estudios microbianos se hicieron por nimero
mas probable (NMP). Los metabolitos del proceso fueron analizados por cromatografia
de gases y liquido. Los resultados mostraron que se consumid el 72% de la FO de los
RSU con una correlacidn directa entre la densidad de PC y PHe con las fases de la DBA
de RSU en LBX. La disminucién inicial del pH de 7.5 a 5.7 fue derivada de la hidrolisis de
la CE y HE que generan AO. El analisis microbioldgico de las PC y PHe mostrd una
densidad de poblaciones de 5 y 7.5 NMP/mL respectivamente. Ademads, estas
poblaciones aumentan después del establecimiento de las acetogénicas vy

metanogénicas cuando se redujo la concentracién de AO.
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Sin embargo, el reporte no responde que efecto causa las recirculacion de
lixiviados sobre las PC y PHe ademas de las que variables respuestas comunmente
utilizadas podrian estar arrojando resultados no muy certeros de la densidad de estas
poblaciones, en esta investigacion se pretende abordar estos puntos para intentar llenar

los espacios vacios en este tipo de estudios.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion y preparacion del material de estudio

3.1.1. Toma de muestras de RESA de Patzcuaro, Michoacan

Para la obtencién de una muestra representativa de RSU de RESA de Patzcuaro,
se utilizd el método de cuarteo descrito en la NMX-AA-015-1985 (SEMARNAT, 2008) se
obtuvieron 50 kg de RSU de la capa superficial del RESA, este material se coloco en
bolsas de plastico negras selladas herméticamente y llevadas al laboratorio, cada bolsa

se peso, identificd y conservo a 4°C hasta su utilizacion.

3.1.2. Caracterizacion de la muestra y reduccién de tamaiio de subproductos

Para la caracterizacion los RSU se separaron en 27 subproductos con base en la
NMX-AA-022-1985 (SEMARNAT, 2008) se homologd a lo realizado por el personal del
Centro Integral de Tratamiento de Residuos (CITIRS). Pesada la muestra se obtuvo el
porcentaje de cada subproducto y se reagruparon de acuerdo a sus propiedades
quimicas en los 15 rubros mas representativos. Después de la caracterizaciéon vy
separacion de los subproductos se les redujo el tamano; papel, carton, trapo, plastico,
metales y pafal desechable se cortaron de manualmente hasta tener un tamafio menor
a 1 cm, los materiales de construccion y vidrio se trituraron a un tamafio < 0.5 cm, por
ultimo los residuos de jardineria y alimenticios se redujeron en un molino de cuchillas a
un tamano de < 0.1 cm, de cada subproducto se pesé 28 veces la cantidad
correspondiente al porcentaje de la caracterizacion y se almacenaron en bolsas de
plastico independientes a 4 °C hasta el montado de los LBX. La Tabla 4 muestra los

pesos y porcentaje de la mezcla de subproductos con los que se empacaron los LBX.
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Tabla 4. Principales subproductos y concentracion utilizada para la mezcla inicial
de residuos solidos urbanos en reactores escala laboratorio para la deteccion de

poblaciones celuloliticas y hemiceluloliticas

RSU
SUBPRODUCTOS % p/p g
Residuos alimenticios 34.25 73.71
Residuos de jardineria 31.86 68.56
Papel 5.97 12.84
Plastico de pelicula 4.74 10.20
Polietileno de alta densidad 3.81 8.21
Vidrio 3.48 7.49
Trapo 3.31 7.12
PET 2.67 5.75
Material de construccion 1.91 4.10
Panal desechable 1.89 4.06
Material ferroso 1.76 3.78
Material no ferroso 1.31 2.83
Envase de cartdn encerado 1.21 2.60
Carton 1.07 2.30
Unicel 0.76 1.64
Total 100.00 215.19

% p/p, porciento peso base hiimeda

3.1.3. Determinacion de humedad de residuos solidos urbanos

El porcentaje de humedad en RSU se realizd conforme a la técnica 2540 G del
Standard Methods de APHA, AWWA and WEF, 1998. Se requirié del siguiente equipo y
material: balanza analitica (Explorer® Pro), capsulas de aluminio de 300 ml a peso
constante, horno de secado circulacion forzada (RIOSSA HCF-41) y desecador. Cada
determinacion se realizd por duplicado con 10 g de la muestra preparada de los 15

subproductos de RSU seleccionados; para el pesado se consideraron los cuatro digitos
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de la balanza analitica, las muestras se secaron en la estufa a 105°C/12 h, transcurrido
el tiempo se colocaron en un desecador 30 min.
El porcentaje de humedad se determind mediante el uso de la siguiente férmula

(Ecuacion 1); para obtener G y G; se restd el peso de la capsula de aluminio:

Ecuacion 1.

Doénde:
H= Humedad en %
G= Peso de la muestra en g

Gi= Peso de la muestra seca en g

3.1.4. Determinacién de pH de los residuos sélidos urbanos

El pH de la muestra de los RSU se realizd segin la NMX-AA-25-1984 (SEMARNAT,
2008) con el siguiente equipo y material: potenciometro (Conductronic PC18), balanza
granataria (Socouth), agitadores magnéticos (HANNA Instrument), barras magnéticas
octagonales recubiertas de tefldn (Cienceware), vasos de precipitados de 250 ml, papel
absorbente, solucion amortiguadora pH 4.0 y 7.0 y agua destilada. El andlisis se efectud
por duplicado después de calibrar el potencidmetro con las soluciones amortiguadoras,
se emplearon 10 g de la preparacion de RSU, las muestras se colocaron en vaso de
precipitados, se pesaron en la balanza granataria, se les agregé 90 ml de agua destilada

y se agitaron 10 minutos (min), se dejaron reposar 30 min y se midié el pH.
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3.2. Montado de LBX anaerodbicos escala laboratorio

3.2.1. Definicién del disefo experimental

Para la fase experimental se considerd un disefio aleatorio con un nimero de
repeticiones igual al niUmero de tratamientos (Mongomery et a/,, 2003). Para ello se
prepararon 28 LBX; 7 como control y 21 con recirculacion de LXS 2 veces por semana
con bombas peristalticas de doble flujo (MASTERFLEX C/L 77120-62) o manualmente,
para mantener la humedad en los RSU al 40, 60 y 80% (v/v de reactor) de acuerdo a la
Tabla 5. El disefio experimental para el andlisis de las PC y PHe se muestra en la Tabla
6.

Nota: Estas humedades se refieren a una humedad operacional. Los RSU
inicialmente cargados contaban con un 50% de humedad (base humeda) por lo que la

recirculacion de LXS significd para ellos un aumento en la humedad del sistema

Tabla 5. Tasas de recirculacion de lixiviados

Tasa de recirculacion Volumen utilizado Contenido de
(%V) (2 mL/min) humedad tedrica
inicial (%Hbh)
40 165 88.34
60 248 107.62
80 330 126.68
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Tabla 6. Disefo experimental para analizar la densidad de poblacion bacteriana
celulolitica y hemicelulolitica durante la descomposicion anaerdbica de residuos

sdlidos urbanos a diferentes regimenes de recirculacion de lixiviados

Periodos Niveles de recirculacion de lixiviados (% volumen) Dias de desmontado

Control a0 60 80
1 15 dias
2 45 dias
3 75 dias
4 105 dias
5 135 dias
6 165 dias
7 195 dias

Los LBX fueron construidos en PVC cédula 40 de 5 cm de didmetro por 18 cm de
altura, cada uno cont6 con: domo, cuerpo, fondo, dos distribuidores con perforaciones

de 3/8, 4 juntas de neopreno y 12 tornillos de Vs con tuercas y arandelas.
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3.2.2. Preparacion de mezcla y llenado de LBX

Se tomo una bolsa de cada uno de los 15 subproductos pesados, se vertieron en
un vaso de precipitados de 2 L y se mezclaron, esto se realizd 1 vez por reactor. Cada
LBX se empacd con la mezcla de RSU previamente descrita, se colocdé una capa
superficial de 32.15 g del mismo suelo usado en el CITIRS como material de cobertura y
se compact6 a 600 kg/m>. Los LBX se cerraron herméticamente sometidos a inyeccién

con N; para desplazamiento del aire.

3.2.3. Montaje de biorreactores

Los 28 LBX se colocaron sobre una estructura metdlica de cuadrado de 2.20 x
2.20 m mediante tensores de acero, cada LBX se conectd a un sistema de medicion de
biogas por desplazamiento de salmuera que consistié en dos frascos de vidrio; uno con
120 mL de salmuera saturada a pH 4.0 y otro vacio graduado de 10 en 10 hasta 120
mL, se les colocd tapones de hule con 2 varillas de vidrio y se conectaron entre si.

Los LBX en la parte inferior tenian un frasco de vidrio graduado para medir la
cantidad de LXS drenado, para la recirculacién de LXS se unié el conector central de
cada LBX con mangueras de latex y taygdn a una bomba peristaltica de doble flujo
como se muestra en la Figura 6 que esquematiza el sistema de recirculacién de LXS y

medicién de biogas.
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Biorreactor Sistema de captacién

de biogas

¥ Puerto de muestreo de LXS

Bomba

. Receptor de LXS

Figura 6. Sistema de recirculacién de LXS para la determinacion de la densidad
de las PC y PHe en RSU

3.3. Puesta en marcha y seguimiento de operacion

3.3.1. Recirculacién de lixiviados y muestreo

La recirculacion de LXS inicié con adicién de agua potable a cada LBx al 65, 70 y
75% Hbh con una velocidad de 2 mL/min, los LXS producidos se captaron en los frascos
conectados en el fondo de cada LBX, de estos se tomaron respectivas muestras para
c/andlisis y el resto se vertid en el vitrolero de cada LBX donde inicialmente se habian
depositado 4.12 L de H,0, volumen equivalente a 10 veces el interno del cuerpo de un
LBX, los primeros mL de agua adicionada a los LBX se tomaron de sus garrafas de vidrio

previamente dispuestas. La recirculacién de LXS se realizd c/lunes y jueves por 23
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semanas, para ello los frascos con LXS colectados se desconectaron del fondo de los
LBX, se tomod la muestra para analisis y se vertid lo restante en sus garrafas de vidrio.
Cada recipiente se agitd para mezclar los LXS y se midid con una probeta los mL de
recirculacion, cada dia de muestreo se desmonté 1 LBX de cada diferente régimen de

humedad + 1 control, la toma se realizd hizo como se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7. Arreglo de identificacion de muestras y dias de desmonte para la

determinacion de poblaciones celuloliticas y hemiceluloliticas en los RSU

Identificacion de muestra  Muestreo-desmonte (dia) No. de LBX
TO cobertura>'< 0 28
To 3 (Sin desmonte) 28
T1 15 24
T, 45 20
T 75 16
Ta 105 12
Ts 135 8
Te 165 4
Ty 195 0

*Suelo de cobertura del RESA.

3.3.2. Obtencién de muestra para la cuantificacion de las poblaciones bacterianas

Las muestras se obtuvieron el dia del desmonte de LBX. Se tomaron los frascos
recibidores de LXS, se midi6 el volumen de liquido y se mezclaron los LXS del mismo
régimen de humidificacion en un vaso de precipitados de 1 L, se recibieron 80 mL de la
mezcla de LXS en frascos Schott-Duran de 250 mL con tapa roscada de plastico estériles

y etiquetados para almacenarse a 4°C hasta su uso.

3.3.3. Métodos microbioldgicos para la determinacion de poblaciones celuloliticas

y hemiceluloliticas
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Para el analisis de las PC y PHe se emplearon medios de cultivo estandar y LXS
enriquecidos. Los LXS de cada muestreo y el material de cobertura de RESA se usaron
como inoculo. El conteo de las PC y PHe se realizd por NMP con 3 viales de 2ml por

dilucion, la repeticion y cantidad de indculo se efectud segun la Tabla 8.

Tabla 8. Cantidad de inoculo y concentracién del medio de cultivo para la
cuantificacion de las poblaciones celuloliticas y hemiceluloliticas a diferentes

niveles de humidificacion via recirculacion de lixiviados

Concentracion del medio de cultivo (0.9 mL)/cantidad de inoculo

Deoblef1.0 mL Normal /0.1 mL Normal/0.01 mL
Humedad Replica Replica Replica
1 2 3 1 2 3 1 2 3
65%
70%
75%
3331 Variables respuesta consideradas

Para la cuantificacion de PC se determiné la concentracidon de azucares reductores
por el método del acido 3,5-DNS, que se basa en la capacidad de la glucosa para reducir
el acido 3,5-DNS bajo determinadas condiciones y que genera una coloracién que se
intensifica con la concentracion de glucosa, la lectura de absorbancia se realizd en
espectrofotdmetro HACH DR2500 a 540 nm (Anexo I). También se tomaron como
variables respuesta la desaparicion o cambios en la celulosa y turbidez —nefelometria-en
el medio de cultivo, en el caso de las PHe las variables respuesta fueron: el cambio en el

pH vy la turbidez.
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3.3.3.2 Preparacion del lixiviado como medio de cultivo anaerobico.

Para el uso de LXS como medio de cultivo, este se esterilizd con filtros Millipore

de 0.2 um estéril. El LXS se guardd en un frasco Schott-Duran de 100mL estéril para su
uso posterior con los viales.

3.3.3.3. Preparacion del medio de cultivo anaerobico para PC y PHe.

El medio de cultivo para las PC y PHe se prepar6 con base a Barlaz et. al., en
1989 y se presenta en la Tabla 9.

M. en C. en Ingenieria Ambiental Pagina 27



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Tabla 9. Medio de cultivo para determinacién poblaciones celuloliticas vy

hemiceluloliticas en RSU

Solucién Mineral (g/L) Acido Nitrilotriacético, 15;
FeSOz'7H20, 0.1; MnCI2'4H20, 0.1;
CoCly"6H0, 0.17; CaCly"2H,0, 0.1;
ZnCly, 0.1; NiSO4.6H,0, 0.026; CuCl,,
0.02; H3B03, 0.01; NaMo0O4'2H,0,
0.01; NaCl, 1.0; y Na,Se0s, 0.016.

Solucion de Vitaminas (mg/L) Biotina, 2; Acido Fdlico, 2;
Hidrocloruro de Piridoxina, 10;
Riboflavina, 5; Tiamina, 5; Acido
Nicotinico 5; Acido Pantoténico, 5;
Vitamina By, 0.1; Acido p-
aminobenzoico, 5; y Acido Tiotico, 5.
(Puede ser sustituida por 1gr/L de
extracto de levadura).

Solucion de fosfatos (g/L) KH,PO4, 16.1 y K;HPOQ4, 20.7.
Almacenar bajo N, el agua destilada
usada debe estar libre de CO..

Solucion M3 (g/L) NH4Cl, 10; NaCl, 9; MgCl,*6H,0, 2 g;
y CaCl,2H,0, 1. Sera almacenada

] bajo N

Acidos grasos volatiles Acido acético, 17ml; acido

(En 100 ml) fenilacético, 0.0068g; acido 3-

fenilpropionico, 0.0075g; acido
propidnico, 6ml; acido butirico, 4ml;
acido isobutirico, 1ml; acido n-
valérico, 1ml; acido iso-valérico, 1ml.
El pH de la solucion debe ser
ajustado a 7.5 con NaOH.

Resazurin Solucion al 0.1% (w/v)
Hidroclururo de Cisteina Solucion al 5% (w/v)
Na,CO; Solucién al 8% (w/v)
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3.3.34. Medio  de cultivo para la cuantificacion de /las poblaciones

celuloliticas

La preparacion se realizd de acuerdo a lo descrito en la Tabla 10, el pH se ajustd
a 7.2 con NaOH al 6.5%. El medio de cultivo se hirvi6 20 min con una corriente de N,
en la parte superior hasta que el resazurin cambid de azul a rosa brillante. Una vez frio
se agregd el Na,CO; e hidrocloruro de cisteina, se ajustd el pH a 6.6 con de HCl al
13.5%. Se vacio en los viales y esterilizd en autoclave a 121°C/20 min. Se realizd una
prueba de esterilidad a 41°C/24 h.

3.3.3.5. Medio de cultivo para la cuantificacion de poblaciones

hemiceluloliticas

Se utilizd el método de xilano basado en lo que reportaron Barlaz et a/., 1989 la
preparacion del medio de cultivo se describe en la Tabla 10. En la cuantificacion de las
PHe se empled xilano como fuente de carbono y energia, su composicion quimica fue la
siguiente: glucosa 5.3%, xilosa 70.5%, arabinosa 8.6%, galactosa 2.2%. El pH se ajusto
a 7.2 con NaOH al 6.5%, el medio de cultivo se hirvid 20 min con una corriente de N,
en la parte superior hasta que el resazurin cambid de azul-violeta a rosa brillante. Una
vez frio se agregd el Na,COs e hidrocloruro de cisteina, se ajusté el pH a 6.6 con HCI al
13.5%. Se dispensd en los viales y se esterilizd en autoclave a 121°C/20 min. Se realizd
una prueba de esterilidad a 41°C/24 h.
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3.3.3.6. Enriguecimiento del lixiviado usado como medio anaerdbico para

bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas

Para la cuantificacion, se ajustaron las necesidades nutricionales de las PC y PHe
en los LXS como medio de cultivo. Esto se hizo formulando el medio de la siguiente

manera: 50% volumen de lixiviado y 50% de medio de cultivo estandar.

Tabla 10. Formulacion de medios de cultivo para cuantificacion de la poblacién

celulolitica y hemicelulolitica

Solucién Medio de cultivo
(ml/L de medio) Celulolitico Hemicelulolitico
Fosfatos 100 100
M3 100 100
Mineral 10 10
Vitaminas 10 10
Resazurin 2 2
AGV 10 10
Celulosa/Xilano (g) 5 8
N32CO3 50 50
HC-Cisteina 10 10
3.3.3.7. Inoculacion de poblaciones celuloliticas y hemiceluloliticas

Esta maniobra se llevd a cabo en una campana estéril con flujo de aire laminar,
luz ultravioleta y presencia de mechero de Bunsen. En los cultivos de PC y PHe los LXS
se usaron como inoculo a excepcidon de la muestra Ty en la que se empled material de
cobertura del RESA con medio de cultivo artificial. En la inoculacion el LXS se trabajd a
temperatura ambiente, se tomo6 el vial con medio de cultivo identificado recién
esterilizado y se anadidé el volumen correspondiente de LXS, se utilizd una capa de

aceite mineral para asegurar la ausencia de O,. Se incubo a 41°C/30 dias.
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4. Resultados y discusion

4.1. Dinamica de pH derivado de la descomposicion bacteriana
anaerobica de RSU en matriz y LXS de LBX

El movimiento del pH determina el tipo de poblacién involucrada a lo largo de las
distintas etapas del proceso de descomposicion bacteriana anaerdbica. El pH es un
factor que establece la tasa de DBA, cada grupo bacteriano involucrado tiene un valor
optimo para su crecimiento y un intervalo fuera del cual la proliferacién celular no se
efectla. En particular muchos microorganismos son capaces de crecer y liberar las
enzimas apropiadas para la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosas cuando el pH se
encuentra entre neutro y alcalino (Jiunn-Jyi Lay et al, 1996), esta fase hidrolitica es
fundamental para el proceso de DBA.

Por otro lado, los grupos bacterianos que participan en la DBA se desarrollan
favorablemente dependiendo del contenido de humedad, por lo que esta es una variable
critica en este proceso. El contenido de agua beneficia el movimiento de biomasa y
nutrientes a través de la matriz de RSU (Ghosh, 1985), diluye la concentracién de acidos
organicos y reduce la inhibicidn provocada por el descenso del pH (Barlaz, 1988). La
presencia de agua en un RESA viene de diferentes fuentes: de manera intrinseca por la
participacion de los diferentes grupos bacterianos, descargas pluviales y la recirculacion
de LXS (Wreford, 2000).

La Figura 7 muestra la dinamica de pH de los LXS producidos por reactores bajo
diferentes regimenes de recirculacién. Los resultados corresponden con los valores
tipicos de pH donde valores acidos iniciales se recuperan para permitir el
establecimiento de la fase metanogénica. Es importante sefalar que esta dinamica es

semejante para todos los regimenes de humedad.
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Figura 7. Dinamica del pH derivado de la descomposicién anaerdbica de la

fraccidén organica en RSU en lixiviados de LBX a diferentes regimenes de humedad

4.2, Analisis de poblaciones celuliticas en DBA de RSU a diferentes

regimenes de humedad via recirculacion de LXS

La DBA de RSU se efectua en varias fases —dependiendo del autor- pueden ser 4
6 5 e incluyen la fase de hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis
(Pohland, 1992; Barlaz, 1989). En este trabajo en particular se considera la primera fase
o de hidrdlisis que es donde se lleva la lisis de polimeros organicos convirtiéndose estos
a dimeros y mondmeros: azucares, acidos organicos, aminodacidos, etc. Las bacterias
involucradas en esta fase se clasifican segin el complejo multienzimatico que generan.

Durante la hidrolisis participan los grupos bacterianos encargados de la

descomposicion de la CE, estos rompen los enlaces transversales entre cadenas para
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dar paso a la celobiosa y posteriormente a la glucosa que terminara formando acidos
organicos. En el caso de las hemicelulosas se fragmentan los polimeros al azar para
posteriormente extraer un solo dimero o mondmero del extremo de la cadena del
polisacarido y generar pentosas, hexosas y acidos urdnicos (Alexander, 1980). La FO de
los RSU esta constituida por CE 40-50%, HE 10-12%, entre otros compuestos, de ahi el

interés de este estudio.

4.3. Comparacion de cuantificacion por distintos medios de cultivo

4.3.1. Uso de medios de cultivo estandar y lixiviados enriquecidos para

cuantificacién de poblaciones celuloliticas

Los medios de cultivo estandar son ambientes artificiales disefiados por el hombre
para proporcionar todas las sustancias necesarias para el crecimiento microbiano, este
apartado refiere al medio descrito en la seccion 3.3.3.3.

En la Figura 8 se muestra la dinamica de acumulado de densidades de PC a
diferentes porcentajes de humedad utilizando medios de cultivo estandar y LXS
enriquecidos para el cultivo. En 8a se indica que independientemente del régimen de
humedad las poblaciones crecen en menor proporcidn conforme transcurre el
experimento. Esto se relaciona con las fases de la DBA esquematizadas por la dinamica
de pH (Figura 7) donde se muestra que el proceso de digestién incluyd al menos la fase
de hidrdlisis, acidogénesis y metanogénesis acelerada y estable. Por su naturaleza la
fase de hidrdlisis se relaciona con los valores mas elevados de poblaciones celuloliticas,
por ejemplo la densidad al 40% de humedad fue de 21 NMP/mL. Ademas, el NMP/g
para el suelo de cobertura fue de 460 lo que indica que el suelo interviene como fuente
de bacterias celuloliticas, como lo reportan diversos autores (Tabla 11). Es importante
sefalar que en la Figura 8b en donde se muestran las densidades de PC con medio de

cultivos LXS enriquecidos, se observa que las poblaciones crecen constantemente
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conforme transcurre el experimento en todos los regimenes de humedad; y aunque las
tendencias también muestran que las mayores poblaciones se encuentran en el régimen
del 40%, todas las cuantificaciones son menores cuando se usa el medio de cultivo con
lixiviado enriquecido (Figura 8b). Estos resultados fueron inesperados dado que la
presencia del LXS en el medio de cultivo aceleran el proceso de adaptacion a los
diferentes porcentajes de humedad de las PC ademas de reducir del choque inicial

ocasionado por la recirculacién de LXS y el ajuste del pH entre el medio estandar y los

LXS (Barlaz, 1989).

NMP/ml

—O— 40 % humedad

1 ---l--- 60% Humedad
—&— 80 % Humedad

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
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Figura 8. Comparacion de acumulados de poblaciones celuloliticas a diferentes

porcentajes de humedad: (a) Medio de cultivo estandar (b) Medio de cultivo lixiviado

enriquecido
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Tabla 11. Poblaciones celuloliticas anaerdbicas en suelos usando NMP

Densidad de poblaciones

Material (g suelo seco) Método Referencia
Material de cobertura
RESA 460 NMP NMP Este trabajo
Material de cobertura
RESA 3.6x10% UFC NMP Qian & Barlaz, 1996
Suelo cultivado con trigo 409x10° UFC NMP Carillo, 2003
Suelo cultivado con trigo 10x10° NMP NMP Dioma & Ballati, 1998

Con el medio de cultivo estandar, la PC del régimen de humedad al 40%
crecieron en mayor cantidad durante los primeros 15 dias. Sin embargo, este aumento
en las poblaciones a partir de este punto y hasta el dia 135 solo fue de 30 a 34
NMP/mL. En los regimenes de humedad del 60 y 80% el crecimiento de las poblaciones
fue constante desde el dia 3 al 135 aunque con un incremento de tan solo 15 a 20
NMP/mL en el régimen del 60% y de 15 a 22 NMP/mL en régimen del 80% (Tabla 12).
Independiente al medio de cultivo, la cuantificacion de PC fue menor que en su
contraparte del 40%, es posible que esto se deba a que en el régimen de 40% de
humedad -en las condiciones de este experimento-, la humedad proporcionada al
sistema significa que la matriz de RSU tiene una humedad de 90% (Hbh) suficiente para
permitir un crecimiento de PC mayor que en los biorreactores en que las humedades
rebasaban el 100% (Jiunn-Jyi Lay et al, 1996) como se muestra en la Tabla 5.
Adicionalmente la Tabla 12 muestra las diferencias significativas que existen entre los

distintos regimenes de humedad y medios de cultivo.
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Tabla 12. Densidad de poblaciones celuloliticas en lixiviados producidos por la
descomposicion anaerdbica de FO de RSU en LBX a diferentes porcentajes de humedad

con medio de cultivo estandar y medio de cultivo lixiviados enriquecidos.

Medio de cultivo estandar Medio de cullivo lixiviado enriqueddo
Dia de 40% 0% 30% 40% 0% S0%
muestrec  {(NMP/mL} {NMP/mL} {NMP/mL} (NMP/mL} {NMPfmL} (NMP/mL})
Hidrolisis
3 212 15" 158 75 249 2.7
15 4.3 1.5k 2.3 3.5 4.3k 7.5°
Adidogénosis
45 2.3 1.5° 1.1~ 36 2.8" 2.8%
Melanogénesis
75 0.367 1362 092t 1.52 1.1® 1.1%
145 ¢.74° 1.1k 21 212 2.8° 3.5¢
135 ¢.36° .74+ 0.92- 4.92° g.72¢ .74%

*Tideey (.05 leiras iguales = no existe diferendas significalivas enire regimenes. 13 division por fases de
PBA se hizo de acrerdo a lo reporfade por HerndnderBerried. 2010

4.4. Asignacion de positivo con nueva variable respuesta para la
prueba NMP

El método de NMP es una estrategia eficiente de estimacion de densidades
bacterianas cuando una evaluacién cuantitativa de células no es factible. La técnica se
basa en la determinacion de presencia o ausencia (+/-) en réplicas de diluciones
consecutivas de microorganismos. En esta investigacion el inoculo y los LXS presentan
interferencias visuales que enmascaran o entorpecen las lecturas de los positivos
comunmente usados, ademas, estas consideraciones visuales pueden ser subjetivas o
parcializadas de acuerdo al criterio del analista, al igual que cuando se determina de
manera visual la desaparicion fisica de la CE y la turbidez en los tubos. De aqui la
necesidad de implementar nuevas variables respuestas, en el caso de las PC se propuso
utilizar (i) la formacion de azucares reductores derivados de la degradacién de la CE por

el método del 3,5-DNS vy (ii) el cambio de pH producto de la descomposicion de las HE.
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El método de 3,5-DNS se basa en la reduccién del DNS (amarillo) por la glucosa
al acido 3-amino-5-nitrosalicilico (rojo ladrillo), cuya presencia puede detectarse por
lectura de absorbancia en la zona de 540-570 nm (Casablanca-Alarcén et a/. 2009). Al
mejor conocimiento del autor este método no se ha utilizado para proveer una

respuesta al usar NMP.

En la Figura 9 se muestra la dinamica de densidades de PC a diferentes
porcentajes de humedad utilizando medios de cultivo estandar y lixiviados enriquecidos
para el cultivo con variable respuesta 3,5-DNS. Las enumeraciones revelan valores
mayores en comparacion con los obtenidos con la variable respuesta anterior en todos
los regimenes de humedad con los dos medios de cultivo. Es evidente que el método de
NMP puede usarse con una mayor sensibilidad usando el método 3,5-DNS como variable
respuesta, en comparaciéon con lo obtenido de forma visual. Ademas, las PC se

detectaron en mayor cantidad en el medio de cultivo estandar.

En la Figura 9a se observa que las mayores poblaciones se encuentran en el
régimen del 40% seguidas del 60 y 80%, es decir, mientras menor sea el volumen de
recirculado, mayor son las PC detectadas. El analisis estadistico (Tabla 14) muestra que
solo en el dia 3 y 45 las PC de los regimenes de humedad del 60 y 80% no tienen
diferencias significativas. La Figura 9b sefiala lo inverso a 9a; lo cual indica que cuando
el método se vuelve mas preciso es posible identificar el efecto real de la inclusién de
lixiviados en el medio de cultivo. Mas aun, a pesar de que las enumeraciones en medio
con lixiviado son menores, el régimen del 60% mantiene un resultado similar a aquel
identificado usando el medio de cultivo estandar y las diferencias entre los regimenes de
humedad son menores. En 9b también se observan menores diferencias entre
regimenes de humedad durante la fase hidrolitica, posiblemente debido a que los LXS
del medio de cultivo aceleraron el proceso de adaptacién de la PC a los diferentes
porcentajes de humedad ademas de reducir del choque inicial ocasionado por la

recirculacion de LXS vy el ajuste del pH entre el medio estandar y los LXS (Gildardo,
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2001; Flotats et al,, 1997). Se observa que en los regimenes de humedad del 40 y 80%
no existe diferencia estadistica significativa en los dias 3 y 105. Esto mismo ocurre con
los valores del 60 y 80% de humedad los dias 15, 75 y 135 (Tabla 13).

La Tabla 13 muestra algunos valores de PC reportados en diversos ambientes
anaerobios. Es importante sefalar que (al mejor conocimiento del autor), existen muy
pocos reportes donde se enumere PC en RSU y son virtualmente inexistentes en
lixiviados, los reportes son mas abundantes se refieren a PC en rumiantes, suelos,
intestinos de cerdos y aguas residuales. Ademas, existe una amplia heterogeneidad en
las unidades reportada, lo que dificulta la comparacion. De cualquier manera, las
poblaciones enumeradas a partir de RSU son sensiblemente menores que en las
contrapartes mencionadas. Las enumeraciones reportadas en este trabajo se llevaron a
cabo en lixiviados y debe sefialarse que se incluye la fase hidrolitica de la DBA, mientras

que otros trabajos estudian mayoritariamente RSU frescos.
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Figura 9. Comparacion de acumulados de poblaciones celuloliticas a diferentes
porcentajes de humedad: (a) Medio de cultivo estandar (b) Medio de cultivo lixiviado

enriquecido. Variable respuesta utilizada: 3,5-DNS.
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Tabla 13. Poblaciones celuloliticas en ambientes sujetos a digestion anaerobia

Densidad de

Material poblaciones Método Referencia
Lixiviados de RSU - 40% humedad 41 NMP/mL NMP Este trabajo
Lixiviados de RSU - 60% humedad 31 NMP/mL NMP Este trabajo
Lixiviados de RSU - 80% humedad 30 NMP/mL NMP Este trabajo
Rumen 9.5 log células/mL Tubos de Hungate  Frédérique et a/., 2001
Desechos de ingenios 7.5x10° NMP/g seco NMP Sanchez-Goémez, 2009
Rumen 3.4x10” UFC/g Tubos de rollo Varel et al., 1989
Intestino de cerdos 5.2x10° bacteria/g seco Platos de agar Tala et al., 1989
Suelo 409x10° UFC/ g seco NMP Carrillo, 2003
RSU 1.83 log células/g seco NMP Marquez-Benavides, 2004
RSU de vehiculo/recoleccion 3 log células/g seco NMP Jones et al., 1983
RSU de vehiculo/recoleccion < 0.6 log células/g seco NMP Qian & Barlaz, 1996
RSU de RESA 2.4 log células/g seco NMP Qian & Barlaz, 1997
RSU de RESA 5 log células/g seco NMP Barlaz et al., 1989
RSU de RESA No detectado Tubos de Hungate Suflita et al., 1992

RSU de matriz de RESA
RSU frescos de RESA
RSU 5 afios de RESA

No detectado
4.4x10” UFC/g seco
0.56x10” UFC/g seco

Tubos de rollo
Platos de agar
Platos de agar

Palmisano et al., 1993
Pourcher et al. 2001
Pourcher et a/. 2001
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Tabla 14. Densidad de poblaciones celuloliticas en lixiviados producidos por la
descomposicion anaerdbica de FO de RSU en LBX a diferentes porcentajes de
humedad con medio de cultivo estandar y medio de cultivo lixiviados

enriquecidos. Variable respuesta 3,5 DNS.

Medio de cultivo estandar Medio de cultivo lixiviado enriqueddo
Dia de 40% 0% 80% 40% 0% 20%
moestree {NMP/mL} {NMP/mL} {NMP/mL} {(NMP/mL} {NMP/mL} {NMP/mL}
Hidrdlisiz
3 21° 15® 15" 12 9.3k 1=
15 152 g3k 4.3° 4.3 7.5% 7.5"
Addogénasis
45 4.3 2.1% 2.18 KR 430 7.5
Melanagenesis
75 15 2 4.3 2.8 360 350
105 15 2.1¢ 2.8 3.5 430 360
135 4.92° 1.1¢ 1.5° 1.5 2.1% 2t

*Tidey .05 lofras iquales = no existe diferendas significaltivas enfre reqimencs. [a divisidn por 135es de
DPRA se hiza de aaserda a lo repartade por Herndnder-Berriel. 2010

4.5. Anadlisis de poblaciones hemiceluloliticas en DBA de RSU a

diferentes regimenes de humedad via recirculacion de LXS.

Las hemicelulosas consisten de polimeros de pentosas (xilosa, arabinosa),
hexosas (glucosa, manosa, galactosa) o acidos urdnicos (glucuronico, galacturonico).
Son representadas principalmente por el xilano y este es el polisacarido mas abundante
después de la celulosa. La estructura del xilano no es homogénea y dependiendo de la
fuente natural su estructura varia desde una cadena lineal hasta polisacaridos altamente
ramificados (Casablanca et al, 2009; Mayorga et al, 2005). La degradacion del xilano
requiere de un complejo de enzimas que actlan de una manera cooperativa para
convertirlo en constituyentes mas simples. La corteza de los arboles y la paja contienen

hasta 30% de xilano, la madera de coniferas 7-12%, la de arboles de hojas caducas 20-
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25% y representa hasta el 12% de la FO de RSU de RESA (Carillo, 2003). Derivado de

esto es la importancia de su estudio.

4.5.1. Dinamica de la densidad de PHe a diferentes porcentajes de humedad via

recirculacion de lixiviados en medios de cultivo estandar.

La Figura 10 muestra la dinamica de densidades de PHe a diferentes porcentajes
de humedad utilizando medios de cultivo estandar vy lixiviados enriquecidos para el
cultivo. EI NMP/g para el suelo de cobertura fue de 210 (Tabla 15). Pero podria ser que
una alta densidad de PHe en el suelo de cobertura no participe como fuente de
bacterias hemiceluloliticas, contrario a lo encontrado con las PC.

Durante la hidrdlisis de los RSU las PHe presentan valores de 1 — 8 NMP/mL, con
valores maximos en la fase metanogénica de 13 NMP/mL, menores a lo encontrado con
las PC.

En la Figura 10a las PHe tienen una relacién inversamente proporcional al
volumen usado para recircular. De acuerdo a la Tabla 17, no existe diferencia
significativa entre los regimenes del 40 y 60% de humedad en la primera y Ultima
medicion. En el medio de cultivo estandar al 80% de humedad las PHe detectadas
fueron las mas bajas con tan solo 5 NMP/mL. De igual manera, la Figura 10b muestra
los resultados obtenidos al usar medio de cultivo de LXS enriquecido, de donde se
observa una mayor deteccién que al usar solo el medio estandar. En este caso, las
mayores poblaciones detectadas pertenecian al régimen de 60%. En la fase hidrolitica
las poblaciones del 60 y 80% no muestran diferencia estadisticas significativas (Tabla
17).

En 10b se encuentra que las poblaciones que estan en mayor cantidad son las del
régimen de humedad del 60% seguida del 80 y 40%. Es interesante observar que estas
dos Ultimas alcanzan valores similares para el dia 135. La Tabla 16 muestra algunos

valores de PHe reportados en diversos ambientes anaerobios.
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Figura 10. Comparacion de acumulados de poblaciones hemiceluloliticas a
diferentes porcentajes de humedad: (a) Medio de cultivo estandar (b) Medio de
cultivo lixiviado enriquecido
Tabla 15. Poblaciones hemiceluloliticas anaerdbicas en suelos usando NMP
Densidad de poblaciones
Material (g suelo seco) Método Referencia
Suelo de cobertura RESA 210 NMP NMP Este trabajo
Suelo de cobertura RESA 160 células NMP Qian & Barlaz, 1996
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Tabla 16. Poblaciones hemiceluloliticas en ambientes sujetos a digestién

anaerobia
Densidad de
Material poblaciones Método Referencia
Lixiviados de RSU - 40% humedad 10.88 NMP/mL NMP Este trabajo
Lixiviados de RSU - 60% humedad 9.56 NMP/mL NMP Este trabajo
Lixiviados de RSU - 80% humedad 5.8 NMP/mL NMP Este trabajo
RSU de RESA 7.5 log células/g seco NMP Barlaz et al., 1989
Rumen 2.7x10° células/mL Platos de agar Leedle et al., 1982
Heces fecales humanas 10.3 NMP/mL NMP Wedekind et a/., 1988
Residuos de jardin 1x10° celulas/g seco NMP Qian & Barlaz, 1996

Tabla 17. Densidad de poblaciones hemiceluloliticas en lixiviados involucradas en

la descomposicion anaerdbica de FO de RSU en LBX a diferentes porcentajes de

humedad con medio de cultivo estandar y lixiviados enriquecidos

Medio de cultivo estandar

Medio de cultivo

lixiviado enriquecido

Dia de 40% 60% 80% 40% 60% 80%
muestreo (NMP/ml)  (NMP/mL) (NMP/mL) (NMP/ml) (NMP/mL)  (NMP/mL)
Hidrdlisis

3 4.3 4.3 1.5° 2® 2.8° 2.8°
15 1.5° 2.3° 2.3° 2.12 4.3b 4.3k
Acidogénesis
45 1.52 0.74° 0.36° 1.5° 3.5 1.5
Metanogénesis
75 2.3 1.5° 0.92¢ 2.8° 1.5° 0.92¢
105 0.92= 0.36° 0.36° 1.4# 0.92° 0.74°
135 0.36° 0.36° 0.362 0.722 0.36° 0.36°

*Tukey 0.05 letras iguales = no existe diferendias significativas entre regimenes. La divisidn por fases de
DBA se hizo de acuerdo a lo reportado por Herndndez-Berriel, 2010
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Figura 11. Comparacion de densidades acumuladas de poblaciones
hemiceluloliticas a diferentes porcentajes de humedad: (a) Medio de cultivo

estandar (b) Medio de cultivo lixiviado enriquecido con variable pH

La Figura 11 muestra las enumeraciones de PHe usando el pH como variable
respuesta para el método NMP. Esta variable permitid obtener enumeraciones > que las
obtenidas por el método visual. En general, tras analizar y comparar las PHe usando
ambos medios y ambos métodos de variable respuesta, las PHe del régimen del 60% se
presentan en mayor cantidad, a excepcion del resultado en el medio de cultivo estandar
y método visual; aunque la sensibilidad de usar pH como variable respuesta respalda de
manera consistente el resultado. La Tabla 18 muestra que al inicio de la
experimentacién todas las poblaciones detectadas tienen diferencias significativas, y de

igual manera lo son al cambiar a la fase acidogénica (dia 45).
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Tabla 18. Densidad de poblaciones hemiceluloliticas en lixiviados involucradas en
la descomposicién anaerobica de FO de RSU en LBX a diferentes porcentajes de
humedad con medio de cultivo estandar y lixiviado enriquecido con variable

respuesta pH

Medio de cultivo estandar Medio de cultivo lixiviado enriqueddo
Dia de 40% 0% S0% 40% 0% S0%
muestreoc  {(NMP/mL} {(NMP/mL} {NMP/mL} {NMP/mL} (NMP/mL} {NMP/mL}
Hidrlisis
3 g3 12 7.5b g3 15® 12
15 4.3 7.5" 7.5% 7.5 12t 128
Addogénasis
45 4.3 3.6 2.9 4.3 g3t 7.o°
Melanogenesis
73 4.3 4.3 3.6° 75 7.5 7.5
105 1.5° .92+ 1.5 4.3 4.3 3.6°
135 1.5° 15 092+ 21 2.8° 22

*Tideey 0.015 Jelras iquales = no existe diforendas significativas enire regimenos. [a divisidn por iases de
PBA se hizo de acverde a8 lo reportade por Herndnder-Berriel, 2011

M. en C. en Ingenieria Ambiental Pagina 45



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

5. Conclusiones

El material de cobertura es importante en el proceso de degradacion de materia
organica en LBX en términos de aporte de PC. y es posible que sea que sea un factor

para el establecimiento de la fase hidrolitica de la DBA.

La distribucion no homogénea de la celulosa y hemicelulosas en la matriz de los
LBX y su interaccion fisica con la lignina hacen que diferentes regimenes de

recirculacion de lixiviados influyan la densidad de PC y PHe durante la DBA.

Las evidencias sugieren que la utilizacion de un método subjetivo (visual)
enmascara los resultados de las tendencias de densidades de PC y PHe genera un
enumeracion inexacta; mientras que métodos cuantificables para la medicion de las

variables respuesta permiten una enumeracion precisa de las poblaciones en estudio.

En un bioreactor escala laboratorio de residuos soélidos urbanos utilizado para el
conteo de variables respuestas visuales, la recirculacién de lixiviados del régimen del
40% de humedad permiti6 la mayor enumeracion de poblaciones celuloliticas

independientemente del medio de cultivo (estandar vy lixiviado enriquecido).

Al utilizar el método del 3,5-DNS para la variable respuesta de la actividad PC con
el medio de cultivo estandar, la recirculacion de lixiviados del 40% permitié detectar la
mayor PC. Al usar el medio de cultivo lixiviado enriquecido, la mayor cuantificacién sé

reflejo con el régimen del 80% de recirculacion de lixiviados.

Al comparar las PHe de los diferentes regimenes de recirculacién de lixiviados, se
demostrd que las del régimen de humedad del 60% eran mayores al enumerarse con

las variables respuesta pH y deteccion visual del crecimiento.
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6. Validacion de objetivos

Objetivo general

Analizar los cambios de densidad bacteriana celulolitica y hemicelulolitica en la
descomposicion de la fraccion organica de los residuos sdélidos urbanos a diferentes

regimenes de recirculacion de lixiviados.

Objetivos especificos

Estudiar cambios en las poblaciones bacterianas dominantes en funcion del
régimen de recirculacién de lixiviados.
v OBJETIVO CUMPLIDO a través de la técnica del NMP.

Evaluar la liberacién de azucares reductores como variable respuesta para la
cuantificacion de poblaciones celuloliticas y el uso del pH para las hemiceluloliticas.
v' OBJETIVO CUMPLIDO a través del método del acido 3,5-DNS y pH

potenciométrico.
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7 Validacion de hipoétesis

Hipotesis

En un biorreactor a escala de un relleno sanitario, el volumen de lixiviados
recirculados influye en la densidad de poblaciones celuloliticas y hemiceluloliticas.
v HIPOTESIS VALIDADA para las poblaciones celuloliticas vy

hemiceluloliticas.
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Recomendaciones

Estandarizacion del método del 3,5-DNS como variable respuesta para la
determinacién de PC.

Implementar el método de 3,5-DNS para la determinacion de las PHe.
Contabilizar el consumo de los sustratos a lo largo de la DBA para encontrar una
relacion con la densidad de poblaciones.

Relacionar las densidades bacterianas con la produccion de biogas y otros
parametros fisicoquimicos de la DBA.

Acortar los tiempos de muestreo para la determinacion de PC y PHe.

Utilizar lixiviados frescos y maduros provenientes de un RESA para las
recirculaciones.

Evaluar el impacto de la carga organica en las poblaciones bacterianas
involucradas en la DBA de RSU.

Utilizar métodos enzimaticos para medir la actividad de las poblaciones
involucradas en la DBA de la FO de RSU.
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10 Anexos

Método de acido 3,5-DNS para azucares reductores

Preparacion del reactivo dcido 3,5-DNS

Solucion A: Diluir por calor y agitacion 150g de Tartrato de Sodio y Potasio en
250mL de agua destilada.

Solucién B: Preparar 100 mL de una solucién de NaOH al 8% y agregar 5g de
acido 3,5-DNS, diluir por calor y mezclar las dos soluciones aforando a 500 mL con agua

destilada.

Preparacion de la curva estandar de glucosa para método del 3,5-DNS.
a) De una solucion estandar de glucosa al 0.001M (0.180g en 100 ml de agua
destilada = 0.00001M de glucosa/ml), preparar en tubos de 18x150 mm, de acuerdo al
Tabla a.

Tabla a. Preparacion de la curva estandar de glucosa para el método del acido

3,5-DNS, para la determinacion de poblaciones celuloliticas en RSU.

mL. de solucidn de mL. de agua Concentraci
glucosa destilada 6n (M)
1 9 1
2 8 2
3 7 3
4 6 4
5 5 5
6 4 6
7 3 7
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8 2 8
1 9

10 - 1
- 10 Blanco

b) Tomar 1 ml de cada concentracion y pasar a un tubo de 13x100 mm,
afadir 1 mL/tubo de acido 3,5-DNS, calentar a ebullicion por 30-50 seg e
inmediatamente colocar en bafio de hielo, afadir 6 ml de agua destilada fria y agitar.
Leer en espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

c) Realizar una grafica con los datos para elaborar la curva estandar;

absorbancia vs concentracion (M/ml).

Preparacion de la muestra.

Retirar de cada vial la capa de aceite que recubre al medio de cultivo, tomar con
una pipeta Pasteur el sobrenadante de cada vial y colocarlo en un tubo de 13x100 mm,
enseguida anadir 1 mL/tubo de acido 3,5-DNS y continuar como lo indica el punto b)

3) Interpolar los datos de absorbancia de cada muestra en la curva estandar y
obtener dato en M/ml

Multiplicar por la dilucién de la muestra y transformar las molaridades de gramos

a miligramos.
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