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RESUMEN

La generacion de residuos sélidos urbanos (RSU) es una de las consecuencias de
las actividades antropogénicas, las cuales van en aumento proporcionalmente con el
crecimiento demografico a nivel mundial, por lo que su disposicion y tratamiento
requiere de tecnologias para reducir los problemas de contaminaciéon ambiental. El
74% de los RSU generados en México se dispone en rellenos sanitarios (RESA) y/o
sitios controlados que cumplen con la NOM-083-SEMARNAT-2003, los cuales
generan biogas y lixiviados como resultado de la biodegradacion realizada por los

microorganismos presentes en la matriz de RSU.

Los estudios sobre estos microorganismos son escaso, por lo que el objetivo de este
trabajo fue caracterizar los microorganismos aerobicos (Mesdfilos y Hongos y
levaduras) 'y anaerbébicos (Celuloliticas, @ Fermentativas, Acetoclasticas
Metanogénicas y Sulfato-reductoras), durante el proceso de degradacion acelerada
de los RSU con recirculacion de lixiviados a 40 %V/semana en biorreactores escala
laboratorio aerébicos (BLAB-A) y anaerobicos (BLAB-AN); para ello se utilizaron
técnicas analiticas de cuantificacibn como Cuenta en Placa y Niumero Mas Probable
(NMP). Adicionalmente, se implementé el método Filtracibn de Membrana (FM) para

la cuantificacion de microorganismos anaerdbicos.

En los BLAB-A se obtuvieron las mayores remociones de carga organica en
lixiviados, asi como de soélidos volatiles totales, materia organica y compuestos
lignoceluldsicos en los RSU. La mayor generacion de biogas fue en los BLAB-AN.
Las técnicas FM y NMP presentaron una correlacion de 65.6%. Se caracterizaron
microorganismos aerobios, facultativos y anaerobios en RSU vy lixiviados, en las
diferentes fases de la biodegradacién, encontrando como predominantes bacilos
Gram (-), levaduras Gram (+), Clostridium, Plectridium, Methanosaetas vy

Methanobacterium.



ABSTRACT

The Municipal Solid Wastes (MSW) generation is one consequence of the
anthropogenic activities which are increasing proportionally with the global population
rate, so their treatment and disposal require technologies to reduce pollution
problems. The 74% of the MWS generated in Mexico are disposed on landfills or
controlled sites that comply with the NOM-083-SEMARNAT-2003. These MSW
generate biogas and leachate as result of biodegradation made by the

microorganisms.

The objective of this work was characterize the aerobic microorganism (Mesophilic
and Fungi and Yeast) and anaerobic (Cellulolytics, Fermentatives, Acetoclastics
Methanogenics and Sulfate reducers). This during the accelerated degradation of the
MSW with leachate recirculation to 40%YV once a week in laboratory scale bioreactors
aerobic (LSB-A) and anaerobic (LSB-AN). Above mentioned by the use of
quantification analytic technics as Count Direct and Most Probable Number (MPN).
Additionally, the Membrane Filtration Method (MFM) for quantification of the

anaerobic microorganisms is implemented.

In LBS-A the highest removal of organic load in leachate, as in total volatile solids,
organic matter and lignocellulosic compounds in the MSW treated were obtained. The
largest generation of biogas was in the LSB-AN. The techniqgues NMP and MFM
presented 65.6 % of correlation. Aerobes, Facultative and Anaerobes microorganisms
were characterized at different stages of biodegradation of MSW, finding as
predominant to bacilli Gram (-), yeasts Gram (+), Clostridium, Plectridium,

Methanobacterium and Methanosaetas.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Como resultado de las actividades que desarrolla el hombre, diariamente se generan
en promedio 1.45 kg de residuos solidos urbanos (RSU) por habitante en el mundo
(OCDE, 2014), procedentes de casas habitacion, establecimientos o de la via publica
(LGPGIR, 2015), los cuales aumentan proporcionalmente con la tasa de urbanizacion
y los patrones de consumo (EPA, 2014). En México el 74% de los RSU son
depositados en rellenos sanitarios (RESA) o sitios controlados que cumplen total o
parcialmente con la NOM-083-SEMARNAT-2003 (SEMARNAT, 2014a).

Dentro de las celdas de los RESA diferentes consorcios de microorganismos
degradan los RSU produciendo lixiviados y biogas (Tchobanoglous et al., 1994) y
esta degradacién puede continuar por mas de 20 afios hasta que se estabiliza
(Reinhart et al., 2002), por lo que se han realizado diversas investigaciones para
acelerar el proceso de degradacion como la recirculacion de lixiviados (Chugh et al.,
1998; Sponza & Agdag, 2004) en combinacion con la aireacion (Erses et al., 2008;
Sinan et al., 2006), sin embargo el estudio microbiolégico de los RSU auln es limitado
(Barlaz et al., 1989; Sang et al., 2012).

Debido a lo anterior el objetivo de este trabajo fue caracterizar los microorganismos
aerdbicos (Mesdfilos y Hongos y levaduras) y anaerdbicos (Celuloliticas,
Fermentativas, Acetoclasticas Metanogénicas y Sulfato-reductoras) (Barlaz et al.,
1989; Marquez-Benavides, 2004), durante el proceso de degradacion acelerada de
los RSU con recirculaciéon de lixiviados a 40 porciento el volumen de los RSU (%V)
una vez a la semana en biorreactores escala laboratorio aerébicos (BLAB-A) y
anaerobicos (BLAB-AN) (Hernandez-Berriel, 2010; Olay-Romero, 2014). Para la
caracterizacion se cuantificaron e identificaron macro y microscopicamente dichos

microorganismos. En la cuantificaciéon se utilizaron las técnicas de Cuenta en Placa y

1



INTRODUCCION

NUumero M&s Probable (NMP) por ser econdmicos y los mas empleados; y ademas
se propuso el uso del método de Filtracion por Membrana (FM) como una técnica
alterna para los microorganismos anaerébicos, debido a que no existe estudio alguno
gue haya realizado cuantificaciones en RSU vy lixiviados. Esta investigacion pretende
contribuir con informacién de lo que ocurre internamente en el RESA a nivel
microscépico y coadyuvar a la toma de decisiones en la implementacion del

tratamiento con recirculacion de lixiviados en ambientes anaerobico y aerdbico.

El presente trabajo consta de tres apartados, el primero proporciona informacién de
los RSU como datos de generaciéon en el mundo y en México, asi como su
composicién, gestion y fases de degradacion de los RSU, el estudio del arte en
materia de degradacion acelerada con recirculacion de lixiviados, aireacion y analisis

microorganismos en los RESA.

El segundo apartado describe cada una de las actividades realizadas en la parte
experimental de la investigacion, incluyendo la adecuacién de equipos, preparacion
de medios, técnicas, pruebas preliminares y consideraciones a guardar durante las
mismas. Posteriormente como apartado tres, se presentan los resultados obtenidos
en cuanto a muestreo y caracterizacion de los RSU vy lixiviados, asi como el
seguimiento a la operacion de los BLAB y caracterizacién fisicoquimica y/o
microbiolégica de lixiviados, biogds y RSU degradados. Por ultimo se presentan

conclusiones, recomendaciones y anexos.



FUNDAMENTOS

1. FUNDAMENTOS

Calentamiento global, cambio climatico, gases efecto invernadero (GEIl), alteracion
del equilibrio ecoldgico, contaminacion de los recursos, escases de agua, entre otros;
son problemas que se hacen cada vez mas constantes, siendo de interés para los
gobiernos de los paises y de la sociedad, los cuales han ido aumentando a través del
tiempo, debido principalmente al crecimiento de la poblacion a nivel mundial ya que
sus actividades modifican poco a poco el entorno en el que se desarrollan, asi como
al crecimiento tecnolégico el cual ha generado materia que al incorporarse a los
ecosistemas, modifican su composicidn y funcionamiento. La Ley General de
Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA) denomina a esta materia
como contaminante (LGEEPA, 2015).

1.1 LOS RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

Los contaminantes del tipo residuos sélidos son definidos por la LGEEPA como
material generado en los procesos de extraccion, beneficio, transformacion,
produccién, consumo, utilizacién, control o tratamiento cuya calidad no permita usarlo
nuevamente en el proceso que lo generd. Existen diferentes tipos de residuos solidos
y en funcidén de sus caracteristicas y origen, se clasifican en tres grandes grupos:
Residuos Peligrosos (RP), Residuos de Manejo Especial (RME) y Residuos Soélidos
Urbanos (RSU) (LGEEPA, 2015; LGPGIR, 2015).

Cada tipo de residuos requiere estrategias y metodologias especificas para su uso y
desuso, sin embargo los del tipo RSU han ido en aumento, desde la aparicion del
hombre en la tierra hasta la actualidad, por lo que se consideraran objeto de estudio
del presente trabajo, ya que diariamente cada habitante del mundo de manera

intrinseca, directa o indirectamente los genera, en sus casas habitacion, que resultan
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de la eliminacién de los materiales que utilizan en sus actividades domésticas, de los
productos que consumen y de sus envases, embalajes o0 empaques; los residuos que
provienen de cualquier otra actividad dentro de establecimientos o en via publica que
genera residuos con caracteristicas domiciliarias, y los resultantes de la limpieza de
las vias y lugares publicos, siempre que no sean considerados por la Ley como
residuos de otra indole (LGPGIR, 2015).

Fuente: National Geographic, 2015
Figura 1.1 Oleo representativo de la plaga bubénica en Europa

Dichos RSU antes de la revolucién industrial no eran un problema significativo, ya
que la poblacion que los generaba era pequefa y la composicién era mayormente
organica por lo que se reincorporaba facilmente a la biosfera, éstos comenzaron a
ser un problema a mediados del siglo XIV en la edad media, debido a que se
arrojaban a las calles y a terrenos vacios sin control, lo que provocé la proliferacion
de moscas, ratas y sus insectos asociados, agentes transmisores de una zoonosis
(enfermedad que pasa de los animales a los seres humanos) conocida como plaga
bubdnica y/o la muerte negra (Figura 1.1), dicha plaga maté a la mitad de la
poblacion de europeos por ello se le considera como la epidemia mas mortifera
(National Geographic, 2015; Tchobanoglous et al., 1994).
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En la actualidad el problema no solo radica en las grandes cantidades de residuos
que se generan, sino también en el cambio en su composicion ya que los elementos
son de lenta degradacion, lo cual ha superado la capacidad de la biosfera para
reintegrarlos nuevamente, aunado a que si el tratamiento y/o la disposicidon son
inadecuados, se puede provocar un impacto ambiental negativo y econémico como

los que a continuacién se describen (OCDE, 2014; Robles-Martinez, 2008):

a) La calidad del agua y del suelo, ya que los lixiviados provenientes de la
descomposicion de los RSU, llegan a infiltrarse en el suelo y/o subsuelo, o logran
alcanzar fuentes superficiales y subterraneas de agua susceptible a ser utilizada

por el hombre para su consumo.

b) La calidad del aire, principalmente por la produccion de biogas que esta
compuesto basicamente por diéxido de carbono (CO,) y metano (CH,), los cuales
son GEI, o cuando son incinerados con la produccion de humos y cenizas, asi

como la deteccién de olores putrefactos.

c) La calidad del paisaje, cuando éstos son desechados en la via publica, asi como
en los terrenos aledafios a un sitio de disposicién, generando fauna nociva, que

ocasiona problemas de salud y seguridad.

d) Y econdmica, ya que su gestion y tratamiento a menudo absorbe mas de un
tercio de los recursos financieros del sector publico para reducir y controlar la

contaminacion.
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1.1.1 Generacién de los RSU

La cantidad de RSU generados en un pais se relaciona con la tasa de urbanizacion,
los tipos y los patrones de consumo, los ingresos de los hogares y estilos de vida,
por lo que las autoridades competentes han establecido estrategias de prevencion,
control y/o remediacion, sin embargo éstas no han sido del todo suficientes, debido a
que la cantidad y las caracteristicas de los RSU generado es cada vez mas diverso,

por lo que el problema ambiental persiste.

La Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econémico (OCDE) indica que
en el 2011, la generacién mundial de RSU promedio correspondié a 530 kg/hab*afio,
19% mas que en 1990, pero 7% menos que en el 2002, ya que a nivel mundial los
paises de la OCDE han implementado mecanismos para separar RSU antes de ser
depositados en los sitios de disposicion final, reintegrandolos a la economia
mediante el reciclaje y/o compostaje. Las estimaciones indican que la generacién de
estos residuos varia mucho entre paises y que los mayores generadores son:
Estados Unidos, Dinamarca, Luxemburgo y Suiza como se observa en la figura 1.2
(OCDE, 2014).

La Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), indica que la
generacion de RSU en México para el afio 2012, fue de 42.103 millones de toneladas
(Mt) y 361.4 kg/hab*afio es decir 0.99 kg/hab*dia, generacion 32% menor al
promedio de la OCDE (530 kg/hab*afo). En la figura 1.3 se muestra datos desde el
2003, donde se observa un aumento del 35% en la generacibn de RSU en un
periodo de 10 afos. El estado de México es la entidad que mas contribuyo en el
volumen de RSU con 6.8 Mt (16% del total nacional), seguido del Distrito Federal con
4.9 Mt (12%).
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Fuente: Adaptado de OCDE, 2014
Figura 1.2 Generacion mundial de RSU en kg /hab*afio, en el 2011
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Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2014a
Figura 1.3 Generacion de RSU Total y per cépita en México del 2003 al 2012

2007
2010
2011
2012

La generacion de RSU esta relacionada con los factores demograficos, los patrones
de consumo y los econdémicos (estilos de vida) que se mencionan a continuacion
(SEMARNAT, 2014a):

a) Demogréfico. EI aumento en el nUmero de habitantes propicia que la generacion
de RSU se incremente, como se puede observar en la tabla 1.1 donde en el 2010,
112 millones de habitantes generaron 39 Mt, dichas cifras a la fecha han
ascendido proporcionalmente, por lo que se proyecta que para el 2020 la
generacion de RSU aumente un 7.7%.
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Tabla 1.1 Proyeccion de la generacion de RSU (2010-2020)

AR Millqnes de Qeneracién qe RSU )
habitantes kg/hab*dia mt/dia Mt/afo
2010 112 0.96 107 39
2015 116 1.01 118 42
2020 120 1.06 128 47

mt (miles de toneladas) y Mt (Millones de toneladas)
Fuente: SEMARNAT-INE, 2006

b) Zona geografica y econdmica. La urbanizacion es un proceso que se deriva del
desarrollo tecnoldgico y econdémico, es por ello exista una diferencia en la
generacion de RSU entre la poblacién que vive en ciudades urbanas y en zonas
rurales. Lo anterior es claramente identificable en la figura 1.4, donde la regién
Centro contribuyé con el 51%, seguido por la region Frontera Norte (16%) y
Distrito Federal (12%).
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Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2014a
Figura 1.4 Generacion de RSU por zonas geograficas

c) Cultural. Este se deriva de los habitos de consumo segun tradiciones y de la

conciencia social de cada individuo, respecto al ambiente.
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1.1.2 Composicién y caracteristicas de los RSU

Los RSU son diferentes entre; paises, estados, municipios, localidades, afios y
épocas de afio, por lo que resulta complejo homologar los elementos que los
componen, debido a la diversidad de los subproductos y a los factores que se
mencionaron anteriormente. Lo anterior se puede observar en la tabla 1.2 que
muestra la generaciéon en México de RSU y sus subproductos en los afios 2004 y
2012, donde por ejemplo el subproducto de plastico cambi6 considerablemente en su
composicion aumentando un 84% del afio 2007 al 2008. En la figura 1.5 se muestra
la composicion porcentual de los RSU en el afio 2012, donde los residuos organicos
(Residuos de comida, de jardines y materiales organicos similares) representan el
mayor porcentaje (52.4%) en promedio nacional, seguidos del papel y carton
(13.8%).

Tabla 1.2 Generacion en México de RSU por subproducto

F&ﬁg 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Cartén, papel, 5160 5275 5338 5489 5199 5300 5401 5679 5823
productos de

papel

Textiles 520 530 542 552 538 548 558 587 602
Plasticos 2116 2162 2208 2223 4094 4173 4 253 4472 4 585
Vidrios 2210 2262 2 309 2341 2211 2253 2296 2415 2476
Metales 1160 1186 1210 1298 1293 1318 1377 1413 1448
Comida, 17441 17968 18335 18576 19707 20090 20472 21595 22070

jardines y

organicos

similares
Otro tipo 5996 6 022 6 143 6 386 4 553 4641 4729 4973 5099

(Finos,
pafales, etc.)

Total 34603 35405 36135 36865 37595 38325 39055 41063 42103

mt (miles de toneladas)
Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2014a
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Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2014a

Figura 1.5 Composicion porcentual de los subproductos de los RSU en el 2012

Los RSU poseen caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas tales como; si son

inertes, fermentables, solubles, volatiles, flamables, compostables, etc., las cuales

son importantes para efectuar un planteamiento, disefio y desarrollo de un sistema

de gestion, asi

como establecer metodologias

para su tratamiento. Estas

propiedades se describen en las tablas 1.3, 1.4 y 1.5 (Orta de Vazquez et al., 2003;
SEMARNAT, 2014b; Tchobanoglous et al., 1994):

Tabla 1.3 Propiedades fisicas de los RSU

PROPIEDAD

DESCRIPCION

FORMULA

Temperatura”

Potencial de
Hidrégeno °
(pH)

Es la medida del grado calorifico en los
RSU vy tiene que ver con la velocidad de
la degradacion. Esta propiedad carece de
norma en RSU para su medicion por lo
que usa la NMX-AA-007-SCFI- 2013, con
medicién directa (Ec. 1.1).

Se basa en la NMX-AA-013-SCFI-2006,
es la actividad de los iones hidrégeno
presentes en una solucién acuosa. Indica
si un RSU es acido o basico. El pH es
alterado por procesos de formaciéon de
amonio y CO,.

— T14T2473
- 3

T (Ec. 1.1)

T =Temperatua
T1,T2 y T3 =Temperatura
replicas 1,2y 3.

_ PH1+pH2+pH3

pH 3

(Ec. 1.2)

pH =Potencial de Hidrogeno

pH1,pH2 y pH3 = replicas 1,2
y 3.

Fuente: °Orta de Vazquez et al., 2003; "SEMARNAT, 2014b; “Tchobanoglous et al., 1994.
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Tabla 1.3 Propiedades fisicas de los RSU (continuacién)

PROPIEDAD DESCRIPCION FORMULA
Peso La MNX-AA-019-1985 indica que es el Pv =§ (Ec. 1.3)
vo_Ium_etrLco peso de los RSU por unidad de volumen
In situ (Ec. 1.3). Valor que se ocupa para py =Peso volumétrico del RSU
dimensionar los recipientes y equipos de (kg/ms)
almacenamiento, recoleccion y capacidad p —peso del RSU (kg)
de los Rellenos Sanitarios (RESA). V =Volumen (m°®)
Tamafio de Esta propiedad se considera para la S, = (l—W)l/Z (Ec. 1.4)
particulay recuperacion de materiales Sc=(-w -h)1/3(Ec 1.5)
distribucion de especialmente con medios mecanicos T
tamarfio ° como cribas, tromel y separadores

Capacidad de
campo *°¢

Contenido de
humedad °

Permeabilidad
de los residuos
compactados °

magnéticos, bidimensionales (Ec. 1.4) y
tridimensionales (Ec. 1.5).

Es la cantidad total de humedad que
puede ser retenida por una muestra de
RSU (Ec. 1.6) sometida a la accion de la
gravedad, Dato necesario para
determinar la formacion de lixiviados.

La NMX-AA-16-1984 que determina el %
de humedad, de los RSU es la pérdida de
peso a 60°C por 2h. (Ec. 1.7). Algunos
autores reportan 50°C durante 12 h.
Aporta datos para la cantidad de
lixiviados, y biogas.

Esta propiedad gobierna el movimiento de
liquidos y gases dentro de un relleno (Ec.
1.8 y 1.9). Los valores tipicos de k de los
RSU compactados en un RESA se
encuentran dentro de la gama 10y 10"
m? en la direccion vertical y unos 10™° m?
en la direccién horizontal.

El término cd? se conoce como k, la cual
depende solamente de las propiedades
del material sélido, incluyendo Ila
distribucion de los tamafios de poro, la
complejidad, la superficie especifica y la
porosidad.

S. =Tamafio del componente
(mm)

[ =Largo (mm)

w =Ancho (mm)

h =Altura (mm)

(E22)+ (si-Di)+d

[Prevs(1—0)

Cc = (Ec. 1.6)

Cc =Capacidad de campo
H =% de humedad

Si =Agua introducida (L)

Di =Agua drenada (L)

d =Densidad de agua (kg/L)
PvyVdelaEc. 1.3

H=(£2)+100 (Ec.1.7)

H =Humedad en %

G =Peso inicial de muestra
hameda (g)

G1 =Peso de muestra seca (Q)

(Ec. 1.8)
(Ec. 1.9)

K = cad?t
I
K=k
u

K =Coeficiente de
permeabilidad.

C =Constante adimensional

d =Tamafo medio de los
poros.

y = Peso especifico del agua.

u = Viscosidad dinamica del
agua.

k = impermeabilidad intrinseca

Fuente: °Orta de Vazquez et al., 2003; "SEMARNAT, 2014b; “Tchobanoglous et al., 1994.
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Tabla 1.4 Propiedades quimicas de los RSU

PROPIEDAD

DESCRIPCION

FORMULA

Sélidos volatiles
totales (SVT)?

Andlisis
elemental de los
componentes de

los RSU "

Nutrientes
esénciales y

otros elementos ”

Contenido
energético de los
componentes de

los RSU "

Se establece con la NMX-AA-018-
1984 Este andlisis determina el
contenido de ceniza y SVT que
resulta de la incineraciéon de la
muestra a 800°C por una hora en
un crisol (Ec.1.9). Los SVT
frecuentemente se utilizan como
una medida de biodegradabilidad
de la FO de los RSU.

Este andlisis implica la
determinacion de % de carbono
(C), Hidrogeno (H,), Oxigeno (O,),
Nitrégeno (N,) y Azufre (S). Este
analisis se utiliza para caracterizar
la composicion quimica de la
materia organica en los RSU,
ademas para conseguir la relacion
C/N para los procesos de
conversion bioldgica.

Esta determinacion permite tener
informacion  respecto a los
sustratos presentes en los RSU,
ya que son esenciales para la
actividad microbiolégica. A fin de
conocer los productos que se
pueden obtener como el CHy,
compost, Acidos grasos volatiles
(AGV), entre otros.

Es decir el potencial calorifico que
es la cantidad de calor que puede
entregar un cuerpo. Propiedad
importante  para  evaluar la
viabilidad de la incineracién y el
aprovechamiento energético. Se
calcula con Calorimetro (caldera o
bomba) (Ec. 1.11) o con formula
de Dulong (Ec. 1.12), si se conoce
el andlisis elemental.

C= (ﬁz:‘;) 100 (Ec. 1.10)

C =% de ceniza en base seca.

G1 = Peso del crisol

G2 =Peso del crisol mas muestra
seca

G3 =Peso del crisol mas muestra
calcinada

No Aplica

No Aplica

100
100—-H

Cp = resd *( ) (Ec. 1.11)
1
Cp = [145C + 610 (HZ - 502> +
+ 405 + 10N] * 2.3261 (Ec. 1.12)
Cr; =Contenido Energético (KJ/kg)

resd =Residuos desechados
H =% Humedad

Fuente: *SEMARNAT, 2014b; *Tchobanoglous et al., 1994.
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Tabla 1.5 Propiedades biolégicas de los RSU

PROPIEDAD DESCRIPCION FORMULA
Fraccion Casi todos los componentes organicos FO=a+b+c+d+e (Ec. 1.13)
orgénica excepto el plastico, goma y cuero puede

(FO) convertirse en gases Yy soélidos organicos a = Residuos de comida

e inorganicos relativamente inertes, b = Papel
compuestos de azucares, aminoacidos, ¢ = Carton

AGV, hemicelulosa, celulosa, lipidos, d = Residuos de jardin
alcoholes, lignina, lignocelulosa y e = Madera

proteinas. (Ec. 1.13).

Biodegra- Algunos de los constituyentes organicos  BF = 0.83 — 0.028LC (Ec. 1.14)
dabilidad son altamente volatiles pero bajos en
biodegradabilidad, por lo que el uso de  BF =Fraccién biodegradable
SV como factor de biodegradabilidad es expresada en base a los
erroneo, debido a lo anterior se usa el SV.
contenido de lignina de un residuo para LC =Contenido de lignina de los
estimar la fraccion biodegradable (Ec. SV expresado como un %
1.14) de peso seco.

Fuente: Tchobanoglous et al., 1994.

1.1.3 Gestion de los RSU

La gestion integral de los residuos (GIRS) se define como un conjunto articulado e
interrelacionado de acciones normativas, operativas, financieras, de planeacion,
administrativas, sociales, educativas, de monitoreo, supervision y evaluacion, para el
manejo de los residuos, desde su generacién hasta la disposicion final, a fin de lograr
beneficios ambientales, la optimizacion econémica de su manejo y aceptacion social,
respondiendo a las necesidades y circunstancias de cada localidad o region
(LGPGIR, 2015). La GIRS esta integrada por una parte técnica denominada manejo
integral de los RSU (MIRSU) que comprende barrido, recoleccion, almacenamiento,
transferencia, transporte, tratamiento, hasta la disposicion final de los RSU y otra
parte no técnica que contempla las cuestiones de planeacion y programacion,
financieras, sociales, legales, administrativas, politicas y de educaciéon ambiental
(SEMARNAT-INECC, 2012; Tchobanoglous et al., 1994).
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Cada pais ha implementado diferentes acciones en su GIRS para hacer frente a la
problemética de generacion, asi como a la disposicion final o eliminacion de RSU,
dando como resultado lo que se muestra en la figura 1.6, donde en promedio mundial
el 48% de los RSU se dispone en RESA, el 33% se recicla y compostea y el 19% se
incinera. No obstante paises como Alemania, Austria, Corea y los Paises bajos
reciclan y hacen compost de mas del 60% de sus RSU, mientras que en Japoén el
71% son incinerados y la generacion de calor y vapor es aprovechada como fuente
de energia alternativa, el 19% es reciclado, el 9% es incinerado sin aprovechamiento
y solo el 1% es dispuesto en RESA. Por otro lado en México el método mas utilizado
para el tratamientos de los RSU es la disposicion en RESA siendo del 95% (OCDE,
2014).
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Figura 1.6 Disposicion final o eliminacion de RSU en el mundo

Las anteriores diferencias son debidas principalmente a las acciones que se
establecen en la GIRS de cada pais, ya que por ejemplo, Espafia divide su gestion
en cuatro subsistemas: Recogida y transporte, Recuperacién y reciclaje de
materiales, Valorizacién energética y Eliminacion (RESA, incineracién y compostaje).
Realiza una recogida selectiva para la recuperacion y reciclaje, asi como la
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valorizacion de los RSU para la incineracion o compostaje como aprovechamiento de
energia (Munizaga J. & Lobo A., 2013). Mientras que en México la SEMARNAT en
conjunto con el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC) muestra
un esquema general de la GIRS en la figura 1.7, donde del 100% de los RSU
generados el 93% es recogido por el sistema municipal, de los cuales el 11% es
recogida selectiva provenientes mayormente de los estados de Querétaro, Jalisco y
Nuevo Leodn. El 95% de los RSU recolectados son dispuestos en RESA, sitios
controlados y en tiraderos a cielo abierto y solo el 5% es separado principalmente por
segregadores primarios (pepenadores) en la recoleccion y en los sitios de disposicién
final (SEMARNAT-INECC, 2012).

_ Acopic
I Industrial i
: i
R Disposicion final
Recoleccion Pepena en 95%
93% recolsccion :
| Reli=no
=anitano y sitio
| | ColecTiol [ controlado:
Generacion Reke Plantss de | S
100% - - Separacion 5
i ; Estaciones de, ' T g Tiradero 2
Recolacsidn transferencia cielo ;::;_no
mixta |
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Plantas de de disposicion final |
! | tratami=nto : !
Desconocido ! I J
7%

Fuente: Adaptado de SEMARNAT-INECC, 2012
Figura 1.7 Esquema general del MIRSU en México

La disposicién final de los RSU, en términos de la Ley se define como la accion de
depositar o confinar permanentemente residuos en sitios (habilitados total o
parcialmente) e instalaciones cuyas caracteristicas permitan prevenir su liberacion al
ambiente y las consecuentes afectaciones a la salud de la poblacion y a los
ecosistemas y sus elementos. A continuacién se describen los sitios de disposicion
final que se utilizan (EPA, 2014, LGPGIR, 2015; Robles-Martinez, 2008; SEGEM-
GTZ, 2002; SEMARNAT, 2014c):
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a) Relleno sanitario o RESA-Biorreactor: La norma NOM-083-SEMARNAT-2003 lo
define como una obra de infraestructura que involucra métodos y obras de
ingenieria, con el fin de controlar los impactos ambientales y proteger la salud
publica en general desde la seleccion del sitio, disefio, construccién, operacion,
monitoreo, clausura, hasta la posclausura y obras complementarias. La Agencia
para la Proteccion Ambiental le da el nombre de RESA-biorreactor debido a que
mediante la adicién de liquido y/o aire se pueden crear las condiciones Optimas
para el desarrollo de microorganismos, propiciando que la FO se transforme y
degrade rapidamente a fin de lograr la pronta estabilizacion del sitio. Dependiendo
de la operacion y disefio del RESA se tienen diferentes tipos de sitios, en la tabla

1.6 se describe cada uno.

Tabla 1.6 Tipos de RESA segun operacion y disefio

TIPO DE <

RESA DESCRIPCION

RESA- Antes de ser llenado de RSU este sitio, se prepara el suelo para evitar la

tradicional infiltracion utilizando plastico de alta densidad, asi como la construccion de los

0 Humedo pozos de venteo e instalaciones para la recoleccion de lixiviados. Los residuos
se colocan en capas compactadas cubriendo con suelo propio del terreno,
utilizando maquinaria pesada, se debe realizar un monitoreo constante de
asentamiento, lixiviados y biogas estos se mantienen hasta por 25 afios o mas.

RESA-seco El principal objetivo es la alta compactacion los RSU en pacas (850 a 950

o Tumba seca kg/mS) para deducir el volumen y aumentar la capacidad del sitio, lo anterior
aumenta la vida Gtil de un RESA hasta 50%, sin embargo prolonga el tiempo
de descomposicién de la FO hasta por 100 afios.

RESA- Los lixiviado se drenan, almacenan y posteriormente se recirculan en el RESA
Biorreactor de manera controlada, adicional se inyecta aire directamente en la matriz de
Aerdbico RSU por medio de pozos verticales u horizontales, a fin de promover la

actividad aerébica y acelerar la estabilizacion.

RESA- Se mantiene una humedad Optima para los microorganismos en la matriz de
Biorreactor RSU por medio de la recirculacion de lixiviados u otras fuentes, se procura la
Anaerbbico ausencia de O, que favorece a la biodegradacion anaerébica, dando inicio a la

pronta aparicion de biogas principalmente CH, que puede ser capturado para
minimizar las emisiones de GEI asi como para su aprovechamiento como
energia alternativa.

RESA- Se acelera la degradacién de los RSU mediante un tratamiento aerdbico-
Biorreactor anaerébico secuencial para degradar rapidamente la FO en los niveles
Hibrido superiores del RESA y recoger el biogés de los niveles inferiores.

Fuente: Robles-Martinez, 2008; SEGEM-GTZ, 2002; SEMARNAT, 2014c
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b) Relleno controlado: Sitio que cuenta con vigilancia y aplicacion de las medidas
necesarias para el cumplimiento parcial de la NOM-083-SEMARNAT-2003 y las

disposiciones establecidas.

c) Tiradero a cielo abierto: Comunmente son sitios donde ilegalmente se depositan y
acumulan los RSU, sin ningun control técnico y/o infraestructura basica para su

operacion, gue evidentemente afecta al ambiente.

El uso de los RESA como método para el tratamiento de RSU un RESA es
econémicamente sustentable y tiene como ventajas: prevenir problemas de
contaminacion de los mantos acuiferos debida a la percolacion de los lixiviados por el
subsuelo, captar el biogads generado por la degradacion para el aprovechamiento
como fuente de energia alternativa, evitar la proliferacion de fauna nociva capaz de
transmitir enfermedades infecciosas, proporcionar una disposicién definitiva de los

RSU buscando su reintegracion en el ambiente.

La norma oficial mexicana NOM-083-SEMARNAT-2003, publicada en el Diario oficial
de la federacion el 20 de octubre de 2004, establece las especificaciones de
seleccion del sitio, disefio, construccion, operacion, monitoreo, clausura y obras
complementarias, de manera general establece las actividades que se deben realizar
en el RESA desde la planificacién (seleccion del sitio, el disefio y construccion), en la
operacion (compactacion para reducir su volumen, recirculacion de lixiviados,
recubrimiento de suelo al finalizar la jornada diaria) y en la clausura (mantenimiento,
clausura y posclausura) (SEMARNAT, 2014c).
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La evolucion de la disposicion final de los RSU en México, se muestra en la figura
1.8, donde para el afio 2012 el 66% se deposita en RESA, 8% en sitios controlados y
un 21% aun en tiraderos a cielo abierto, lo anterior representa un incremento con
respecto a las cifras del afio 2003, segun las cuales la disposicion de RSU en sitios
no controlados era del 33%. El estado de México cuenta con 28 RESA, 18 sitios
controlados y 42 tiraderos a cielo abierto, y segun datos de la SEMARNAT, la
disposicion de los RSU correspondio a 68% en RESA, 29% en sitios controlados y
3% en tiraderos a cielo abierto. Los RESA con mayor disposicion de RSU del estado
son: Nezahualcéyotl, Tecamac y San Antonio la Isla, siendo de 1 782, 1 578 y 1 045
toneladas diarias (t/dia) respectivamente. (GEM-SCS, 2013; SEMARNAT, 2014a).

10
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Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2014a
Figura 1.8 Evolucion de la disposicién final en México de 2003 a 2012
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1.2 DEGRADACION DE LOS RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

Desde el momento que son generados en la fuente, la FO de la que estan
compuestos los RSU comienza a degradarse primero en una etapa aerébica, dicha
degradacion continua y se intensifica al ser depositados en el RESA, debido a que
cuando son cubiertos con capas de suelo propio del terreno se limita el acceso al O,

y éste se consume debido a la actividad microbiologica, dando inicio a una segunda
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etapa la anaerdbica (Gerardi, 2003; Marquez-Benavides, 2004). Durante este
proceso se llevan a cabo una serie de reacciones biofisicoquimicas y su duracion
esta en funcion de las velocidades de biodegradacion y de los sustratos contenidos
en los RSU, dando como resultado la produccién de lixiviados y biogas y un
remanente de residuos no biodegradables. La FO que se degrada de los RSU se

puede clasificar de la forma siguiente (Tchobanoglous et al., 1994):

= Constituyentes solubles en agua, tales como polisacéaridos, féculas, aminoéacidos,
y diversos &cidos organicos,

» Hemicelulosa, un producto de condensacion de azlcares con cinco y seis atomos
de carbono,

= Celulosa, un producto de condensacion de glucosa de azucar con seis atomos de
Carbono.

» Grasas, Aceites y Ceras, que son ésteres de alcoholes y acidos grasos de cadena
larga,

= Lignina (Lig), un material polimero que contiene afillos aromaticos y esta presente
principalmente en las paredes celulares del reino plantae,

» Lignocelulosa, una combinacién de lignina y celulosa,

» Proteinas, que estan formadas por cadenas de aminoacidos v,

» Holocelulosa (Hol), que es la suma de la celulosa y la hemicelulosa.

1.2.1 Productos de la degradacién de los RSU

Cambio simultaneos fisicos, quimicos y biolégicos se llevan a cabo en la FO de los
RSU, principalmente debida a la actividad de poblaciones mixtas de
microorganismos, que los degradan en lixiviados y biogas como productos finales.
Estos productos deben ser controlados y monitoreados pues contienen compuestos

altamente contaminantes, a continuacion se detallan sus caracteristicas:
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a) Lixiviado. Es el liquido que se forma por la reaccion, arrastre o filtrado de los
materiales que constituyen los residuos y que contiene en forma disuelta o en
suspension, sustancias que pueden infiltrarse en los suelos o escurrirse fuera de
los sitios en los que se depositan los residuos y que puede dar lugar a la
contaminacion del suelo y de cuerpos de agua, provocando su deterioro y
representar un riesgo potencial a la salud humana y de los deméas organismos
vivos (LGPGIR, 2015; SEMARNAT, 2014c).

La cantidad de lixiviado generado depende de las caracteristicas propias de los
RSU depositados como: composicion, densidad, contenido de humedad,
capacidad de campo, grado de compactacion y de las caracteristicas ambientales
del sitio como: precipitacion pluvial, humedad atmosférica, temperatura, la
evapotranspiracion, tipo de suelo, etc. En la tabla 1.7 se presenta la composicion
quimica del lixiviado de acuerdo a la edad del RESA (Davis & Masten, 2005;
Tchobanoglous et al., 1994).

Como puede observase en la tabla 1.7 los lixiviado de los RESA jovenes tienen
concentraciones altas en comparacion con los RESA antiguos, pudiéndose
considerar que son mas contaminantes, sin embargo con el tiempo el potencial de
hidrogeno (pH) cambia de acido a neutro y la demanda quimica de oxigeno (DQO)
y la demanda biolégica de oxigeno (DBO) disminuyen considerablemente. La
norma establece que se debe garantizar su captacion y extraccion y que el
lixiviado debe ser recirculado en las celdas en funcién de los requerimientos de
humedad para la descomposicion de los RSU o bien ser tratados o una
combinacion de ambas (SEMARNAT, 1014c), por lo que su monitoreo y control es
un factor importante, para controlar la potencial contaminacion de aguas

subterraneas y por afiadidura los dafios a la salud animal, vegetal y al ambiente.
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Tabla 1.7 Composicion quimica del lixiviado

RESA NUEVO RESA MADURO
PARAMETROS (menos de 2 afios) mg/L @ (més de 10 afios)
RANGO " TIPICO °

pH? 45-75 6 6.6-75

DBOs 2000 - 30 000 10 000 100 - 200

Carbono Organico Total 1500 - 20 000 6 000 80 - 160

DQO 3000 - 60 000 18 000 100 - 500

Solidos Suspendidos Totales 200 - 2 000 500 100 - 400

Nitrogeno Organico 10 - 800 200 80 - 120
Amoniaco 10 - 800 200 20-40
Nitratos 5-40 25 5-10
Fésforo Total 5-100 30 5-10

Ortofosfatos 4-80 20 4-8
Alcalinidad como CaCOs; 1000 - 10 000 3000 200 - 1 000

Dureza Total como CaCOs; 300 - 10 000 3500 200 - 500

Calcio 200 - 3 000 1000 100 - 400

Magnesio 50 - 1 500 250 50 - 200

Potasio 200 - 1 000 300 50 - 400

Sodio 200 - 2500 500 100 - 200

Cloruros 200 - 3000 500 100 - 400
Sulfatos 50 - 1 000 300 20 -50

Hierro Total 50- 1200 60 20 - 200

®Excepto pH porque no tiene unidades, > Rango representativo de valores, ° Los valores tipicos
para RESA nuevos varian con el estado metabolico en el que se encuentra.
Fuente: Tchobanoglous et al, 1994.

b) Biogas. Se define por la norma como una mezcla gaseosa resultado del proceso
de descomposicion anaerdbica de la FO de los RSU constituida principalmente por
CH,; y CO;, (SEMARNAT, 2014c), asi como de otros elementos traza (Tabla 1.18),
y algunos compuestos organicos volatiles (COVs) como acetona, benceno,

tolueno, alcoholes, entre otros.

La generaciéon de biogas depende de las caracteristicas de los RSU, de las
condiciones ambientales del sitio y entre otros de la disponibilidad de nutrientes
para la actividad microbioldgica que propician las reacciones biofisicoquimicas. La

concentracion de CH,4 es un indicador que aporta informacion acerca de la fase de
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degradacion en la que se encuentran los RSU, ademas de tener olor es fétido
(causado por los mercaptanos), toxico y explosivo. La emisién de biogas a la
atmosfera en México contribuye con el 2.06% de los GEI causantes del cambio
climatico (INE, 2012). Por lo anterior es otro factor importante para el control,
captacion, almacenamiento y monitoreo, la norma establece garantizar la
extraccion, captacion, conduccién y control del biogas generado y una vez que los
volimenes y la edad de los RSU lo permitan y en caso de no disponer de sistemas
para su aprovechamiento, se debe quemar a través de pozos individuales o
mediante una red de quemadores centrales (SEMARNAT, 2014c), con la finalidad
de emitir CO; en lugar de CH, debido a que es facil para la naturaleza reintegrarlo
al ciclo del carbono a diferencia del CH4 aunado a que éste tiene un potencial de
contribucion al calentamiento global (propiedad de atrapar el calor en la atmosfera)
25 veces mayor al CO, (EPA, 2011).

Tabla 1.8 Composicion y caracteristicas del biogas

% DEL
COMPONENTES COMPONENTE
(volumen, base seca)

Metano (CH,) 45 - 60
Bioxido de Carbono (CO,) 40 - 60
Nitrogeno (N,) 2-5
Oxigeno (Oy) 0.1-1.0
Hidrogeno (H,) 0-0.2
Sulfuros, bisulfuros, mercaptanos 0-1.0
Monéxido de Carbono (CO) 0-0.2
Amoniaco 0.1-1.0
Compuestos traza 0.01-0.6

CARACTERISTICA VALOR
Capacidad Calorifica kcal/m® 890 - 1 233
Gravedad Especifica 1.02 - 1.06
Contenido de Humedad saturado
Temperatura en la Fuente 37 -67°C

Fuente: Tchobanoglous et al, 1994.
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1.2.2 Fases de la degradacién de los RSU

En un RESA se pueden tener las condiciones para que se desarrollen los
microorganismos y éstos biodegraden la FO, sin embargo debido a Ia
heterogeneidad de los RSU (composicion, humedad, nutrientes, acidez o alcalinidad)
y a una serie de factores abioticos del sitio de disposicion (temperatura ambiental,
precipitacion pluvial, radiacion solar), los microorganismos responsables de la
biodegradacion estan expuestos a un entorno muy diverso que puede intervenir en la
velocidad de degradacion de los RSU (EPA, 2014; Marquez-Benavides, 2004). Los
trabajos realizados al respecto han establecido una secuencia teérica de fases de
degradacion y cambios en la composicion del biogas y de los lixiviados. La figura 1.9
ilustra dicha secuencia de cinco fases, las cuales se describen enseguida
(Hernandez-Berriel et al., 2014; Marquez-Benavides, 2004; Tchobanoglous et al.,
1994):

Fasa |

100

CH,

Compasicion det gas, % en volumen

Caracteristicas del lixiviado

TRmpn —=

Fuente: Adaptado de Tchobanoglous et al., 1994.
Figura 1.9 Fases generales de la generacion de biogas y lixiviados de RSU

23



FUNDAMENTOS

a) Fase | o ajuste inicial. Es una fase aerdbica de corto plazo. Se lleva a cabo
inmediatamente después de ser generados en la fuente y al ser colocados en el
RESA. En ella la FO rapidamente biodegradable se descompone aerobicamente y
los microorganismos aerobicos llevan a cabo sus actividades metabdlicas usando
el O, atrapado en los intersticios de los RSU, degradando la FO en compuestos
organicos residuales parcialmente degradados, CO, nitritos (NO3), nitratos (NO3)
y agua (H20), se generan calor que es retenido dentro del sitio (60 a 80°C) debido
a las propiedades aislantes de las capas de RSU, la generacion del lixiviado es
minima y el pH de éste es tendientemente &cido debido a que la FO se degrada a
acidos carbonicos, su composicion son sales solubles y materia orgénica

solubilizada.

b) Fase Il o 4cida de transicién. En esta fase empieza a descender el O, y comienza
la anaerobiosis, los productos de la fase de ajuste inicial comienzan a ser
convertidos en acidos carboxilicos, amonio, CO,, H,, alcoholes (etanol, propanol y
butanol) y acidos organicos volatiles (AOV) de cadena corta (férmico, acetato,
propionato, n-e isobutirato, y n- e valérico), los nitritos (NO;), nitratos (NO3") son
degradados a N, y los sulfatos (SO4%) en sulfuro de hidrogeno (H.S). El pH de
lixiviado comienza a descender hasta por debajo de 6.0 debido a la presencia de

los AQOV y la fermentacion de los azucares.

c) Fase lll o &cida. Se intensifica la actividad microbiana iniciada en la fase Il, se
tienen los valores mas altos de CO; e Hy, asi como trazas de CH,. En el lixiviado,
la DQO, DBOs, AOV y conductividad es alta, mientras que el pH mas bajo
(menores de 5.0), debido altas concentraciones de AOV, ésta condicion 4cida
puede precipitar metales que se disolvieron en la fase de transicién, debido a que
puede contener altas concentraciones de acidos grasos, calcio, hierro, metales

pesados y el amoniaco. El sulfuro puede precipitar en hierro, manganeso.
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d) Fase IV o produccion acelerada de CH,. En esta fase los microorganismos
convierten el acido acético y el H, producidos en la fase acida, por lo que hay un
rapido aumento en la tasa de produccion de CH, alcanzando concentraciones
entre 50 y 70 % volumen, en equilibrio con el gas CO,, asi como la consecuente
disminucién de AQOV, se consumen mas rapido los acidos carboxilicos a medida
que aumenta la tasa de produccion de CH,. También existe la produccion de
sulfato que consumen el H, y que podrian estar en competencia con las bacterias
gue forman CH, e inhibir la produccién. EI consumo de acetato y de AOV permite
que el pH en los lixiviados aumente a mas de 7.0 y las concentraciones de DQO,
DBOs y la conductividad disminuye.

e) Fase V o de maduracion. Una vez el material facilmente biodegradable ha sido
convertido en CH; y CO,, queda el remanente de materia dificilmente
biodegradable y las tasas de generacion de biogas disminuyen, porque la mayoria
de los nutrientes disponibles se han agotado en las fases anteriores. Sin embargo
la humedad continda en la matriz de RSU por lo que se contindan teniendo
porciones de material biodegradable que anteriormente no estaba disponible para
los microorganismos. El lixiviado contiene acidos humicos y fllvicos que son

dificiles de degradar biol6gicamente.

El tiempo de duracién de cada una de las fases es variable en cada RESA ya que
depende de la distribucidbn de los componentes organicos, la disponibilidad de
nutrientes, la humedad, el grado de compactacién y los factores abiéticos asi como la
localizacion del sitio, que interfieren en la velocidad de la bioconversion y la
produccion del biogas e RESA. Se puede estimar que la fase aerobica inicial tiene
una duracién de dias, para las subsecuentes fases podrian ser de meses, afios y

décadas, pudiendo tener una duracion de hasta 25 afios 0 mas.
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1.3 MICROBIOLOGIA DE LOS RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

La secuencia de fases descrita en el apartado anterior, es efectuada por una
poblacion mixta de microorganismos intrinsecos de los RSU, los cuales con la
actividad metabdlica y enzimética convierten la FO de los RSU y en ausencia de
éstos las formas superiores de vida nunca habrian surgido, ya que los hombres, las
plantas y los animales estan intimamente ligados a los microorganismos y en cuanto
a la degradacion de los RSU sin duda seria completamente diferente a lo que se

conoce en la actualidad (Madigan et al., 2009; Stainer et al., 1992).

Los organismos microscopicos son un grupo amplio y diverso, que existen como
células aisladas o agrupadas, capaces de realizar sus propios procesos vitales de
crecimiento, generacion de energia, reproduccion, para lo cual, requieren
condiciones nutrimentales y ambientales. La evolucion en la composicion de los
RSU, la heterogeneidad, el ambiente en que se desarrollan entre otros, causa que
los microorganismos degradadores sean muy diversos, por lo que es necesario
conocer los diferentes tipos de microorganismos que estan involucrados en la
degradacion de los RSU en el RESA (Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009; Stainer et
al., 1992),

1.3.1 Tipos de microorganismos biodegradadores de RSU

La amplia diversidad de organismos ha propiciado que se hayan establecido a lo
largo de la historia distintas formas para clasificarlos como: Filogenia aquella que los
clasifica por la evolucion en su estructura celular (procariotas y eucariotas), sin
embargo la clasificacion aceptada a la fecha es la establecida por Whittaker en 1969
el cual nombra cinco reinos: Monera, organismos procariotes que carecen de modo

ingestivo, Protista, organismos eucariotes unicelulares con nutricién continua, Fungi,
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Animalia y Plantae, organismos eucariotes multicelulares y multinucleados. Los
microorganismos se encuentran en tres de los cinco reinos en: Monera (bacterias,
arquea y algas-azul-verdosas), Protista (microalgas y protozoos) y Fungi (Hongos o
mohos y levaduras) (Pelczar et al., 1985). A continuacion de describen brevemente
algunos tipos de microorganismos responsables de la degradacion de los RSU
(Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009; Manahan, 2007; Pelczar et al., 1985, Stainer et
al., 1992):

a) Bacterias: Tiene estructura unicelular procariota, crecen individualmente o en
grupo, su tamafio es menor a un micrometro (um), aqui se encuentran las
patbgenas como la Rickettsia, existen millones de especies diferentes y segun su
especie tienen diferencias en: morfologia (cocos, bacilos, espirilos, etc),
mecanismos metabolicos (autétrofos, heterétrofos, quimioorganotrofos, etc),
movilidad (flagelos, ciliados, vibratorios), reproduccion (mayormente por fisién
binaria), entre otras). El desarrollo de las bacterias se puede ver afectado por las
condiciones fisicas del medio, por ejemplo, la disponibilidad de O, (Tabla 1.9) y la
temperatura (Tabla 1.10) (Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009; Pelczar et al., 1985;
Stainer et al.,1992; Tchobanoglous et al., 1994):

Tabla 1.9 Clase de bacteria segun el requerimiento de O».

BACTERIAS DESCRIPCION

Aerobicas Conocidas como bacterias Oxicas. Son bacterias que solo pueden
obtener energia de los compuestos en presencia de O, por que
requieren de éste como receptor de electrones como se describe en la
ecuacion 1.15 a la cual se le conoce como respiracion. El resultado de
su actividad metabolica por consumo de carbono es CO,, H,0 y energia.

CoHy,06 + 60, > 6CO, + 6 Hy0 + A (Ec. 1.15)

Los aerobios son capaces de crecer a condiciones de O, normales (21%
es aire) y muchos toleran concentraciones mas elevadas de O, (oxigeno
hiperbérico), por el contrario existen aquellas que pueden usar el O,
cuando estd presente a niveles mas bajos que el aire, normalmente
causada por su limitada capacidad para respirar o porque contienen
alguna molécula sensible al O, se denominan microaerdfilas.

Fuente: Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009; Stainer et al., 1992; Tchobanoglous et al., 1994.
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Tabla 1.9 Clase de bacteria segun el requerimiento de O, (continuacion)

BACTERIAS

DESCRIPCION

Anaerobicas

Facultativas

Conocidas como anéxicas. Son aquellas que obtienen su energia de
una molécula inorganica distinta al O, en la Ec. 1.16 se muestra la
reaccion general. Son metabdlicamente lentas, algunas tienen un tiempo
de generacion que permite obtener crecimiento visible en 24 6 48 horas
y otras necesitan varios dias para crecer o para observar algunas
propiedades, esto obliga a prolongar la incubacién. Debido a su aversién
por el O,, condicionan su actividad metabdlica y requieren medios
adecuados que proporcionen un ambiente con un bajo poder de 6xido-
reduccion. Los medios de cultivo, aparte de ser frescos, deben estar
libres de O, e incubarse en una atmoésfera anaerobia. Esta se puede
conseguir bien por procedimientos cataliticos, en los que el O, es
eliminado combinandolo con hidrégeno en presencia de un catalizador,
0 por sustitucion de la atmésfera normal con una mezcla de gases sin
O,, como ocurre en las camaras de anaerobiosis.

FO + H,0 + nutrientes — nuevas celulas + FO resistente + CO, +
CH, + NH; + H,S+A (Ec. 1.16)

Pueden crecer tanto en condiciones aerébicas o anaerobicas si tienen
condiciones apropiadas de nutrientes en el medio. Utilizan O, libre
cuando estad disponible y usa otras sustancias como receptores de
electrones (oxidantes) cuando el O, no esta disponible. Los compuestos
comunes que sustituyen al O, en el agua son el ion nitrato y el ion
sulfato

Fuente: Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009; Stainer et al., 1992; Tchobanoglous et al., 1994.

Tabla 1.10 Clase de bacteria segun el requerimiento de temperatura.

DESCRIPCION
BACTERIAS La temperatura optima de desarrollo
es37+1°C
Psicréfilas Capaces de desarrollarse a menos de 0

°C, aunque creen mejor a temperaturas
superiores, cercanas a 15 0 25 °C

Mesofilas Crecen en los limites de temperatura de
20 a 45°C
Termofilas Crecen mejor entre 45 y 65°C. Los limites

de algunas bacterias termdfilas se
extienden a la region mesdfila.

Hiperterméfilo Crecen en los limites de temperatura de
65 a 110°C

Esporuladas  Crecen en los limites de temperatura de
110 a 120°C

Fuente: Madigan et al., 2009; Pelczar et al., 1985; Tchobanoglous et al., 1994.
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b) Arquea: Las bacterias y las arqueas comparten muchas propiedades relacionadas
con su estructura celular, son unicelulares procariotes, su reproduccion es por
fision binaria mayormente pero también por gemacion, se diferencian porque
genéticamente son un organismo mas evolucionado y en su pared celular carecen
de peptidoglicano en su lugar tienen pseudomureina, frecuentemente se
desarrollan como hipertermdfilas, aqui se encuentran las arqueas productoras de

CH, y son anaerobicas estrictas.

c) Hongos. Son protistas multicelulares, no poseen raices, tallos, ni hojas y su
tamafio y forma varian desde lo microscépico hasta lo macroscoépico, estan
desprovistos de clorofila por lo que no son fotosintéticos, son quimiorganétrofos ya
que utilizan la celulosa y lignina como fuente de carbono y energia, la mayoria
tiene la capacidad de crecer en condiciones de baja humedad, ademas de tolerar
valores de pH relativamente bajos. Su metabolismo es esencialmente aerobio y
crecen con largos filamentos llamados hifas, su reproduccion es por fision binaria,

gemacioén y esporulada principalmente.

d) Levaduras: Son hongos pero se distinguen por que son unicelulares, tienen formas
esférica y elipticas, son industrialmente utilizadas para fermentar azucares en
alcohol y CO,. Se reproducen por gemacion y su velocidad de crecimiento es mas
rapida que los hongos y en proporcion a su peso son mas aptas para realizar

cambios quimicos porgue tienen mayor area superficial.

1.3.2 Caracterizacion de microorganismos degradadores de RSU

Los microorganismos han sido un instrumento clave para aclarar numerosos

procesos bioquimicos, para tal efecto la identificacion y determinaciéon de los
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atributos especificos de éstos en la degradacion de los RSU es relevante de modo
gue claramente se distingan en cada una de las fases. Para identificar debidamente

a un microorganismo es necesario realizar lo que a continuacién se describe:

a) Necesidades nutrimentales: Es decir el sustrato o el alimento que requieren los
microorganismos para llevar a cabo el metabolismo donde las moléculas son
transformadas con reacciones quimicas y bioldgicas catabolicas (liberan energia
para degradar las moléculas) y anabdlicas (requiere de energia para sintetizar las
moléculas), sin embargo dichas reacciones no se podrian llevar a cabo sin la
intervencién de moléculas proteinicas llamadas enzima (catalizadores) las cuales
aceleran la velocidad de las reacciones (10® a 10%°). Las enzimas son selectivas,
ya que catalizan solo un tipo de sustrato sin modificar su estructura proteinica
dando como resultado una molécula degradada a un mondémero de facil acceso
para los microorganismos, para que éste sea consumido como fuente de energia

para su desarrollo y reproduccion. (Madigan et al., 2009, Stainer et al., 1992).

Tabla 1.11 Nutrientes requeridos por los microorganismos

NUTRIENTES

Macronutrientes Carbono (C), Fosforo (P), Hidrégeno (H,),
Oxigeno (O,), Nitrégeno (N,), Azufre (S), Potasio
(K), Magnesio (Mg), Calcio (Ca) y Sodio (Na)

Micronutrientes Cromo (Cr), Cobalto (Co), Manganeso (Mn),
(elementos traza)  Molibdeno (Mo) y Niquel (Ni).

Elementos Cobre (Cu), Zinc (Zn) y Hierro (Fe).

Minerales

Fuentes de Carbono (C) y Dioxido de Carbono (CO,).
Carbono

Fuente de Luz solar, Compuestos organicos e inorganicos
Energia

Vitaminas Acido p-aminobenzoico, acido Fdlico, Biotina,

Cobalamina, &cido Nicotinico, acido lipoico,
Acido  Pantoténico, Rivoflavina,  Tiamina,
Piridoxina.

Fuente: Madigan et al., 2009; Tchobanoglous et al., 1994
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La adiciébn de ciertas sustancias quimicas en la preparacion de los medios de
cultivo, permiten el desarrollo de un grupo de bacterias y no permitira el desarrollo
de otros grupos, por lo que se les denomina medios de cultivo selectivos, en la
tabla 1.11 se enlista los nutrientes esenciales usados en los medios del cultivo
para el desarrollo de los microorganismos (Madigan et al.,, 2009, Pelczar et al.,
1985; Tchobanoglous et al., 1994).

b) Crecimiento de las poblaciones: Después de la siembra ocurre un incremento en
el numero de células, en algunas especies se alcanza la poblacién maxima a las
24 h (densidad microbiana) pero otras necesitan un periodo mas prolongado pues
su metabolismo es mas lento como las anaerdbicas (Hernandez-Contreras et al.,
2014). La cuantificacion se puede realizar por muchas técnicas: microscopicas o
directos; quimicos que permiten relacionar el aumento de la masa celular o
constituyentes celulares, lecturas turbidimétricas; de cuenta en placa; de unidades
formadoras de colonias (UFC), etc. Las técnicas analiticas que se han usado para
el monitoreo de los microorganismos en los RESA se citan en la tabla 1.12
(Madigan et al., 2009; Sang et al., 2012; Stainer et al., 1992).

Tabla 1.12 Técnicas analiticas aplicadas al monitoreo de microorganismos en
RESA para el tratamiento de RSU

Tecn,lc_:as Método Microorganismo
Analiticas
Cuantificacion de células de diferentes  Diferentes bacterias.
Ensayo de . . i
S bacterias usando un sistema de luciferasa
Adenosintrifosfato a 1nmol de ATP por 200 células
(ATP). n P '
Cuenta en placa. Cuantificacion en UFC formadas en cada Heterotrofas,
placa metanogénas,
actinimicetos y
hongos.
Inmunoensayo Cuantificacion de células, basado en la Oxidantes del
luminicente. especificidad de la reaccion antigeno- amoniaco.
anticuerpo.

Fuente: Sang et al., 2012.
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Tabla 1.12 Técnicas analiticas aplicadas al monitoreo de microorganismos en RESA
para el tratamiento de RSU (continuacién)

Técnicas
Analiticas

Método

Microorganismo

NUumero Mas
Probable (NMP).

NMP-PCR

Hibridacién
Fluorescente in
situ (FISH).

PCR en tiempo
real.

Restriccion
terminal de
polimorfismo de
fragmento de
longitud (T-RFLP)

Electroforesis en
gel del gradiente
de desnatura-

lizacién (DGGE).

Microarray
Clonaciény

secuenciaciéon de
DNA

Cuantificacién de células basada en el
principio del NMP estadistico.

La cuantificacion de los productos de PCR
y de ADN mediante la combinacion de los
principios de la estadistica de la MPN vy
técnica de PCR

Visualizacién y cuantificacion de genes en
los microorganismos

Amplificacién y cuantificaciéon simultanea
de ADN molecular

La cuantificacién de la abundancia relativa
de los fragmentos de ADN de diferentes
secuencias de los productos de PCR.

Separacion de los productos PCR
utilizando  electroforesis basado en
diferencias en las secuencias de ADN o
mutaciones.

Identificacion de ADN por hibridacion en
una superficie sélida

Identificacion taxondémica de los genes
rRNA

Hemiceluloliticas,
celuloliticas,
acetoclasticas e
hidrogenofilicas
metanogénicas.

Eubacterias, oxidantes
del amoniaco,
denitricantes, hongos y
metanogénos

Eubacterias y archeas
Methanosetaceae,
Methanosarcinaceae,
Methanococcales,
Methanomicrobiales

Eubacterias y archeas

Eubacterias y archeas

Eubacterias, archeas y
metanotrofos.

Metanotrofos.

Eubacterias, archeas,
hongos, clostridium,
oxidantes de
amoniaco,
metanogénas.

Fuente: Sang et al., 2012.

El estudio acerca de la densidad bacteriana en el proceso de degradacion de los
RSU ha recurrido frecuentemente al método de cuenta en placa para medios de
cultivo sélidos (Hassen et al., 2002; Hirata et al., 2011) y Niumero Mas Probable

(NMP) para medios de cultivo liquido (Barlaz et al., 1989; Marquez-Benavides,
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2004; Martinez-Camara, 2011) por ser métodos econdmica y practicamente
sencillos, sin embargo éstos métodos no son del todo satisfactorios, por lo que se
han propuesto técnicas moleculares (Calli et al., 2006; Fei et al., 2014; Sang et al.,
2008; Sang et al., 2009; Staley et al., 2011) que han sido usadas para superar las
técnicas analiticas. Las técnicas moleculares encarecen el estudio y el
conocimiento no estd facilmente al alcance, por lo anterior se ha propuesto el
método de Filtracion por Membrana (FM) que es menos exacto que las

moleculares pero mas preciso que NMP (Hernandez-Contreras, 2013).

En México se han elaborado normas con la descripcion de las técnicas para la
cuantificacion de microorganismos como las siguientes: Cuenta en placa (NOM-
092-SSA1-1994), NMP (NMX-AA-42-1987) que utiliza la ecuacion 1.17 y FM
(NMX-AA-102-SCFI-2006) por medio de la ecuacion 1.18 (CONAGUA, 2014a;
CONAGUA, 2014b; SSA, 2014).

NMP No.de tubos positivos X100 (EC 1 17)
100ml \/ml de muestra en tubos negativos Xml de muestra en tubos totales o
UFC __ UFC contadas xVolumen de referencia (EC 1 18)
Volumen de referencia - Volumen filtrado de muestra T

c) Morfologia: La morfologia celular, hace referencia a la forme de la célula, por lo
gue después de la siembra, la incubacién y la cuantificacion, se pueden
determinar las caracteristicas morfologicas generales de la UFC o NMP cultivadas,
pueden ser visibles sin amplificaciéon (observacidon macroscépica) como: el color
(cromatogénesis), el tamafio de las células, la forma, la elevacion, el borde
(Stainer et al., 1992), y la observacion de cada una de las células que requiere del
uso de un microscopio: 6ptico para células intactas con frotis (fijar la UFC en un

portaobjetos) y con tincidon (la ampliamente usada es la Gram) con ésta se pueden
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observar aspectos peculiares como las formas celulares y su agrupacién asi como
la tincibn como las mostradas en la figura 1.10. Con el microscopio electrénico se
observan estructuras internas o detalles de las superficies celulares y una tercera

la microscopia tridimensional (Madigan et al., 2009).

esporos bacterianos
0Cos 00 Q e
0 09
diplococos o
estreptococos bactéria flagelada
Q0200 09 o9
it Oo
vibrides
estafilococos
05000,
A et
espirilos e

bacilos

Fuente: Madigan et al., 2009.
Figura 1.10 Formas celulares representativas

d) Taxonomia: Es la clasificacion o agrupamiento sistematico de los organismos. Se
divide en tres partes: 1) Clasificacion, el agrupamiento ordenado de unidades o
grupos dentro de unidades mayores, 2) Nomenclatura, la denominacion de las
unidades definidas (caracterizadas) y 3) haciendo uso del criterio establecido por
los dos anteriores, se identifican comparando las caracteristicas de las unidades

con las descripciones publicadas de los microorganismos (Pelczar et al., 1985).

1.3.3 Degradacion biologica de los RSU

La degradacion de los RSU es un proceso que puede tomar dos vias: la digestion
aerobia y la anaerobia. En los RESA los RSU frescos (recientemente depositados)
experimentan una digestion aerdbica y conforme se continban depositando van
guedando en la parte interna donde se efectia una digestion anaerdbica (Robles-
Martinez, 2008). Cualquiera que sea la via, los microorganismos de los RSU y del
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suelo del sitio llevan a cabo la degradacion, por lo que se le denomina degradacion
biologica o biodegradacion. En la figura 1.11 se ilustra sisteméaticamente los
principales procesos de la biodegradacion anaerdbica en un RESA: Hidrdlisis,
Acidogénesis, Acetogénesis y Metanogénesis y en el proceso aerobico:
Amonificacion, Nitrificacion y Desnitrificacion, asi como las interacciones entre los
grupos de bacterias, los sustratos y los productos intermedios relevantes (Madigan et
al., 2009; Sang et al., 2012):

o e e e o ot e e e i

Hidrolisis | Acidogénesis = | Acetogénesis : Metanogénesis : Estabilizacion

! ! (metilotrofos) ! ~ ]

-4 . - |

Dacteriay AZUCHTES, > €0: !

Frdro- | amino- | oo (acetogenas, {Aceraro-uriiizanda ]

litcay) | €idos, | gopas) | Acidos =| Acctato FERTIoT) L i
>| Acidos OFRANICOS, > s
508 O, (bacterias oxidanies-acetale) i
a8 €O H: ! (Hidrégenoatilizando C““ Sy e %
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- MEIARGYenNos) T de residuos : g
L Eeme el sl e i Gl S e S e AL 1
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ARSI i Bacterias sulfato-reduct J N L2
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{C H, O, N, : Desnitrificacién
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= - - - >! NH; IL:— ——— NO» —-—— x| NOj Estabilizacion : &
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Oxidacion de sulfatosrbacrerias sulfaroveduciovas = =
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 Fuente: Adaptado de Sang etal., 2012.
Figura 1. 11 Diagrama sistematico de la biodegradacion aerdbica y anaerdbica
de los RSU en un RESA.

Estos procesos tienen un orden de dependencia (producto-sustrato), sin embargo no
necesariamente debe concluirse un proceso para que inicie el siguiente, lo que si es
necesario, como se mencion0 anteriormente, es que deben predominar bacterias con
actividad enzimatica especifica para degradar el sustrato de la etapa anterior. A
continuacion se describen estas etapas (Barlaz et al., 1990; Gerardi, 2003; Madigan
et al., 2009; Marquez-Benavidez, 2004; Sang et al., 2012; Warounsak, 2007):
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a) Hidrdlisis. Es la primera etapa de la biodegradacién de los RSU en el RESAy es la
division con agua de un polimero a un monémero. Los RSU frescos contienen
residuos organicos complejos como: polisacaridos, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, los cuales son hidrolizados con ayuda de las enzimas como: celulasa
(celulosa), amilasa (almidones), proteasas (proteinas-aminoacidos), lipasa (lipidos,
glicerol y &cidos grasos) y son degradados por las bacterias celuloliticas y otras
bacterias hidroliticas en sus respectivos monémeros: monosacaridos,
aminoécidos, polipéptidos, bases puricas, compuestos aromaticos, glicerol, acidos
grasos y carboxilicos y alcoholes. Las bacteria hidroliticas representativas de esta
etapa se pueden clasificar en cuatro tipos: Amiloliticas, Celuloliticas,
Hemiceluloliticas y Proteolitica, algunas de ellas provienen de varias familias y
géneros como: Bacillaceace, Cellulomonas, Microbacterium, Cytophagaceae,

Enterobacter, Lactobacillus y Enterococcus.

b) Acidogénesis. También se le conoce como etapa fermentativa, donde los
productos fragmentados por las bacterias hidroliticas ya solubles, son
transformados por bacterias fermentativas primarias en: amonio, CO,, Hy,
alcoholes (etanol, propanol y butanol), &cidos carboxilicos de cadena corta
también conocidos como &cidos grasos volatiles (AGV) o AOV (acido férmico,
butirato, acetato, propionato, n-e isobutirato, y n-e isovalérico). También es posible
que se produzca: acetona, butanona, formaldehido, acetaldehido, butiraldehido,
entre otros acidos. El acetato, H, y CO, puede ser utilizado directamente por los
metanogénos, mientras que la mayor parte del carbono permanece en forma de
AGV y alcoholes. Es comun que algunos autores aborden este proceso junto con
el de Hidrdlisis, sin embargo, se mencionan por separado, con el propdsito de
aclarar que la Hidrolisis solo solubiliza las moléculas, “corta” los polimeros en
dimeros o mondmeros y, que estos productos seran los sustratos de procesos
posteriores, en los que en un momento determinado, predominaré la fermentacion.

En las reacciones mostradas por las ecuaciones 1.19 al 1.21 se describen de
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manera general el proceso bioquimico acidogénico con fermentacion alcohdlica.
Los fermentadores son un grupo grande y heterogéneo de bacterias anaerobias y
anaerobias facultativas. Clostridium y pseudomonas son el género mas
representativo de entre las principales como: Bacillumm, Cetovibrio, Zymomonas,
Propionobacterium, Escherichia y Streptococcus. También las levaduras son

microorganismos representativos en la fermentacion.

CoHy206 + 2 H,0 > 2 CH;COOH + 4 H, + 2 CO, (Ec. 1.19)
CoHy,04 » CH5CH,CH,COOH + 2 Hy + 2 CO, (Ec. 1.20)
CoHy204 » 2 CH;CH,0H + 2 CO, (Ec. 1.21)

c) Acetogénesis. Durante esta etapa se realiza una fermentacion secundaria de los
AGV y los alcoholes formados en la fermentacion primaria para ser convertidos en
CO,, H;, y acetato , sin embargo el desarrollo de las bacterias acetogénicas es
relativamente lento y forman poblaciones distintas, por ejemplo: El consorcio
denominado bacterias homoacetogénicas son aquellas que solo producen acetato
y otra poblacion denomina acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno
OHPA (siglas en ingles Obligate Hydrogen Producing Acetogen), las cuales oxidan
los productos de la fermentacion primaria como etanol, propionato y butirato en
acetato, CO; e H,, a concentraciones muy bajas de Hj, por lo que establecen una
asociacion sintréfica con bacterias consumidoras de H; (hidrogenofilicas) como las
sulfato-reductoras y las metanogénas. En las ecuaciones 1.22 a 1.24 se muestran
algunas de las reacciones que se llevan a cabo en la Acetogénesis. Entre las
baterias homoacetogénicas se encuentran: Clostridium, formicoaceticum,
Acetobacter, Gluconobacter, Syntrophomona y Sporomusa sp; y de entre las

segundas fermentadoras se tiene las Selenomonas, Clostridium, Ruminococus.

CoHy206 — 3 CH;COOH (Ec. 1.22)
4 CH;0H + 2 CO, - 3 CH;COOH + 2 H,0 (Ec. 1.23)
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20, + 4 H, - CH;COOH + 2 H,0 (Ec. 1.24)

d) Sulfato-reduccion. Si hay acumulacion de sulfuros en el medio habra competencia
por el H, producido para formar H,S (Ec. 1.25) a esto se le conoce como sulfato-
reduccion. La energia de reduccion del SO4 con el H, es mas favorable que la
energia de reduccion del CO; con el H, a CH,4 0 acetato, solo cuando hay minoria
en nitratos o sulfatos, se tienen las condiciones para que la siguiente etapa se
efectué correctamente. Los microorganismos participantes pertenecen a la familia
de quimioorganotrofos conocidos bajo el nombre de bacterias sulfato-reductoras
pertenecientes a los géneros: Desulfovibrio y Desulfotomaculum, Desulfobacter y

Desulforomonas.

SO, + 4 H, > H,S + 4 H,0 (Ec. 1.25)

e) Metanogénesis. Esta es la Ultima etapa de la degradacion anaerobica y es donde
se lleva a cabo la produccién biolégica del CH,4, debido a un grupo de arqueas
anaerobias estrictas (metanogénas), mediante la conversién del CO, y H, como la
via principal (Ec. 1.26) alrededor de un tercio, también se forma a partir de algunos
compuestos organicos como: acetato (Ec. 1.27) unas dos terceras partes, formiato
(Ec. 1.28), metanol (Ec. 1.29), aminas metiladas y sulfuros metilados. Esta etapa
en los RESA es la que méas puede durar, debido al que el metabolismo de las
metanogénas para la mineralizacion son lentos en comparacion con las anteriores.
Las metandgenas son archeas y se pueden dividir en dos subgrupos tréficos:
Acetoclasticas Metanogénicas, son aquellas que metabolizan el acetato, el
metanol, las metilaminas y la mezcla de H, y CO,; Y las Hidrogenotroficas
Metanogénicas las que utilizan la mezcla de H, y CO; y el formiato, entre ellas
destacan: Methanobacterium, Methanosarcina, Methanosphaera, Methanosaeta y

Methanothermobacter.

CO, +4H, » CH, + 2 H,0 (Ec. 1.26)
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CH;COOH - CH, + CO, (Ec. 1.27)
2 HCOOH - CH, + CO, (Ec. 1.28)
CH,0H + H, » CH,+ H,0 (Ec. 1.29)

f) Amonificacion. En la fase aerdbica los residuos organicos complejos son
rapidamente transformados a compuestos de menor peso molecular como
amoniaco (NH4), CO, y H,O y en sustancias humicas estabilizadas en lugar de
CH,4. EIl proceso aerdbico contiene altos niveles de energia debido a que se

genera un crecimiento y reproduccion acelerada de microorganismos.

g) Nitrificacion. EI NH; es convertido en nitrito (NO;) por las bacterias amino-

oxidantes y posteriormente en nitrato (NO3) por bacterias nitrito-oxidantes.

h) Desnitrificacién. En condiciones de anoxia, las bacterias desnitrificantes convierten
NO, y NO3 en N, a través del 6xido de nitrégeno (N2O). Sin la combinacion de
estas reacciones aerobias y anodxicas, el N, no se puede quitar eficientemente de
la matriz de RSU. Se pueden encontrar bacterias fijadoras de nitrgeno como:

Azotobacter y Azomonas.

1.4 DEGRADACION ACELERADA DE RESIDUOS Y CASOS DE ESTUDIO

Como se ha comentado anteriormente, el RESA es el método mas utilizado para el
tratamiento de los RSU en el mundo (OCDE, 2014) y los microorganismos son los
principales responsable de la degradacién de los RSU en biogas, lixiviados y
residuos no biodegradables (Barlaz et al., 1990; Marquez-Benavides, 2004). Esta
degradacion es variable en cada RESA debido a que factores como: la forma de

explotar y operar el relleno, la cantidad de RSU retenidos, la compactacion (tamafio
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de particula y densidad), la composicion (rdpidamente y lentamente biodegradable e
inorganico), la disponibilidad de nutrientes, la humedad (contenida inicialmente y
adicionada), el material de cobertura (caracteristicas del suelo y altura), el clima
(temperatura, lluvia y radiacion solar), entre otros (Tchobanoglous et al., 1994),
provocan que el control se complique y que su degradaciéon se prolongue hasta 30
afos 0 mas para su estabilizacion, incluso después del cierre y clausura del sitio
(Hernandez-Berriel et al., 2014; Reinhart et al., 2002).

Por lo anterior se han realizado un sinnimero de investigaciones para proponer e
implementar las mejores técnicas de recirculacion que aceleren la degradacion y por
lo tanto disminuyan el tiempo de estabilizacién de los RESA, asi como los riesgos
latentes de contaminacion. Hace mas de 30 afios Pohland F. D., propuso adicionar
agua Yy/o recircular lixiviados a los RSU y esta técnica es en la actualidad las mas
usada para estimular la actividad microbiana, proporcionando un mejor contacto
entre los sustratos y los microorganismos a fin de crear mejores condiciones para su
desarrollo y asi acelerar la descomposicion de los RSU, a estos sitios se les
denomina como RESA-biorreactor (EPA. 2014; Reinhart et al., 2002).

Las ventajas de su implementacion son las siguientes: acelera el proceso de
degradacion, disminuye el tiempo para su estabilizacion hasta un 50%, reduce el
costos del tratamiento y eliminacion de lixiviados, prevé la contaminacion de las
aguas subterraneas, propicia la pronta aparicion del biogas, acorta el periodo de
produccion de biogas, aumenta la tasa de produccion del CHg, reduce el potencial en
el periodo de atencion después del cierre y los costos de mantenimiento (Haydar &
Khire, 2007; Jones-Lee & Lee, 2000), por tal motivo se han realizado estudios para
determinar la mejor forma de operar un RESA mediante la recirculaciéon de lixiviados,

investigaciones como las que a continuacion se describen:
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Sponza & Agdag (2004) en Turquia, realizaron un estudio a escala en tres
biorreactores anaerobicos de 70 L. Los cuales simularon la degradacion de un
RESA-biorreactor con el objetivo de determinar los efectos de la recirculacion y el %
en volumen de recirculacion. La operacidn consistio en: uno de ellos con
recirculacion de 9 L/dia (13% Volumen del biorreactor) (Rg), al segundo 21 L/dia
(30% V) (R21) y al tercero sin recirculacion como control (R¢) por un periodo de 220
dias, obteniendo como resultado que la recirculacion redujo el tiempo de
estabilizacion de los RSU mejoro la aparicion del CH4 siendo de 40y 60% en los Rg y
R21 en comparacion con 10-25% en el R.. El Rg fue el mejor reactor en términos de
decrecimiento de la materia organica, carbono, eficiencia de remocién y cantidad de

volumen de residuos.

Benbelkacem et al. (2010) en Francia, operaron tres biorreactores escala de piloto de
1.2 m?, investigaron el efecto de los modos de inyeccion de lixiviados y la produccion
de biogas a partir de 412 kg peso humedo de RSU cargados en cada biorreactor.
Consistié de un biorreactor A1 con una sola recirculacion saturada con 390 L de
lixiviados, un A2 al cual se le recirculé 8 L/dia y un tercero A3 que le correspondieron
2 L/dia por un periodo de 200 dias. Dando como resultado que el A2 fue el primero
gue produjo biogas, asi como el de mayor generacién, confirmado que, el aumentar
el contenido de humedad, es un parametro clave para impulsar las reacciones
biologicas y que la recirculacion paulatina de lixiviados provee mejores resultados en

términos de biogas que la saturacién de lixiviado.

Cuartas-Hernandez (2012) en Espafa, realizO una reingenieria a un sistema de
simulacion de RESA denominado MODUELO V4 considerando tres subsistemas:
hidrolégico, biodegradacion y asentamiento. En dicho simulador fue posible
modelizar distintas estrategias de recirculacion de lixiviados por lo que planteé tres

casos: sin recirculacién, con recirculacion mediante riego superficial, que solo se
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llevaria a cabo durante la explotacion, y con recirculacion por pozos, que se
prolongaria en el periodo de posclausura. Obteniendo como resultado de las
simulaciones prueba, que la recirculacion de lixiviados por riego superficial y por
pozos, favorecié la generacion de biogas, aumenté la humedad maxima alcanzada y

los asentamientos de los RSU en los RESA.

Hernandez-Berriel (2010) en Michoacan, Meéxico, disefid biorreactores escala
laboratorio (BLAB) de 412.3 cm?, y en ellos realizé una investigacién para determinar
la tasa de recirculacion de lixiviados que provea las mejores condiciones para la
degradacion anaerébica (DA) para obtener la mayor generacion de CH,. El intervalo
estudiado correspondié de 15 a 120%V, los primeros diez BLAB fueron a nivel
exploratorio para: un control (sin recirculacién), 15, 30, 60 y 120%V de recirculacion
por duplicado. Los datos de remocion SVT, asi como Holocelulosa/Lignina y C/N de
los RSU mostraron que la tasa mas alta de DA se produjo con la recirculacién del
60%V. Por lo anterior se montaron 28 BLAB mas, para obtener un estudio acotado
de 40, 60 y 80%V mas un control formando cinco grupos con siete réplicas, éstos se
desmontaron periddicamente (uno de cada %V recirculado) por 201 dias. Finalmente
los resultados indican que la recirculacion mayor al 80%V no son adecuadas para la
biometanizacién de los RSU y el intervalo de 15 a 80%V, tienen una correlacion
directa de biodegradacion de RSU con respecto de la generacion de CH,4. En cuanto

a la mayor generacion CH, la tasa recomendada es 30 a 40% V.

Olay-Romero (2014) en Metepec, México, operé 30 BLAB anaerdbicos a dos tasas
de recirculacion (30% y 40%) y a dos frecuencias de recirculacion de lixiviados (1 y 2
veces a la semana) con la finalidad de determinar el efecto en la degradacion con
estos tipos de operaciéon. Obtuvo como resultado que el lixiviado inicialmente
utilizado para la recirculacién con valor de DQO menor a 5 500 mg/L retard6 la

aparicion de la fase metanogénica, realizando un cambio de lixiviado por uno con
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DQO de 44 000 mg/L, lo que favorecio considerablemente la generacion de CH,4 en
el biogas y que los BLAB con mayor tasa y menor frecuencia resultaron con mejor

produccion de biogas en cuanto al mayor contenido de CHa.

Aunque en los ultimos 15 afios se han implementado técnicas para degradar los RSU
de manera acelerada, el CH, sigue siendo emitido por los RESA y depdsitos viejos
de RSU en todo el mundo, representado el 11-12% mundial de las emisiones de CHy,
por lo que paralelamente a los estudios de aceleracion de la degradacion por medio
de recirculacién de lixiviados, se han efectuado investigaciones para establecer
estrategias de operacion en los RESA que contribuyan con la disminucién de
emisiones de biogéas, asi como la mejora continua en los procesos de tratamiento de
los RSU (Ritzkowski & Stegmann, 2007). El desarrollo de RESA con aireacion, se ha
estudiado no solo porque disminuye de CH,4 emitido, sino porque el metabolismo
aerobico es energéticamente mejor en comparacion con el anaerébico, propiciando

una tasa de degradaciéon mas alta (Erses et al., 2008; Lee et al., 2005).

En la cuidad de Fukuoka en Japdn, el profesor Hanashima introdujo la operacién de
los RESA semi-aerdbico, los cuales se basan en el mecanismo de conveccion de
calor (diferencia entre las temperaturas exterior e interior). Disefi6 el RESA de tal
manera que el aire ambiente ingresa naturalmente en la matriz de RSU a través de la
tuberia de recoleccién de lixiviados y por los pozos de venteo de biogas (Figura
1.12), reduciendo el proceso de estabilizaciéon hasta por 5 afios. Dicha metodologia
adopt6 el nombre de método Fukuoka (Shimaoka et al., 2000). Por lo anterior se han
llevado a cabo investigaciones haciendo uso de esta técnica en conjunto con la

recirculacion de lixiviados como las que enseguida se describen:
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Fuente: Adaptado de Lee et al., 2005
Figura 1.12 Sistema semi-aerébico (Método Fukuoka).

Sinan et al. (2006) en Turquia, estudiaron el efecto de la recirculacion de lixiviados
en la degradacion aerdbica y anaerébica de RSU, utilizando cuatro reactores (50 cm
de diametro y 200 cm de altura) cargados con 176 + 3 kg de residuos frescos. La
operacion consistid en un reactor aerdbico sin recirculacion de lixiviados (A2) con un
flujo de aire de 0.084 L/min*kg, otro aerébico con recirculacién (Al) con flujo de aire
de 0.086 L/min*kg, ambos operados por 250 dias, un tercer reactor anaerébico sin
recirculacion (AN2) y un reactor anaerobico con recirculacion (AN1) por un periodo
de 500 dias. Se tiene como resultado que se recirculé el 53.3% de los lixiviados
generados por el reactor A1 y el 49.5% del reactor AN1, por lo que la aireacion
disminuyo la humedad de los RSU aerdbicos, por lo tanto la generacion de lixiviado
de 29 L en el Al fue menor en comparaciéon con los 35 L del AN1l. Las
concentraciones mas bajas de Demanda quimica de oxigeno (DQO), Amoniaco y
Nitrégeno total Kjeldahl se obtuvieron en los A1 y A2. Es importante mencionar que
este trabajo no presenta datos concretos de los parametros indicados, solo presenta

graficos donde se pueden estimar dichas aseveraciones.
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Erses et al. (2008) en Turquia, realizaron una comparacion en la operacion de dos
biorreactores (aerébico y anaerébico) de 96 L, operados a una temperatura
controlada de 32 °C. Los biorreactores se cargaron con 19.5 kg de RSU fraccionados
con recirculacion de lixiviados y las condiciones aerObicas para el biorreactor
aerdbico se efectué mediante el uso de un compresor de aire a 2.2 L/min x cinco
horas. El resultado de la experimentacion indicé que el biorreactor aerébico tuvo
mayores eficiencias de remocion de organicos, nitrégeno, fosforo y metales que el
biorreactor anaerdbico. ElI 90% de la DQO fue removida al dia 70 por el biorreactor
aerdbico en contraste con los 462 dias del biorreactor anaerébico. El tiempo de
estabilizacion disminuye considerablemente cuando se utilizan procesos aerébicos
con recirculacion de lixiviados en comparacion con procesos anaerdbico con el

mismo esquema de recirculacion.

Aziz et al. (2010) en Malasia, hicieron una comparacion en las caracteristicas del
lixiviado generado de dos RESA (20 parametros): Uno de ellos basado en el método
Fukuoka es un RESA semi-aerébico (estanque aireado y estanque intermitente
gaseoso0) con recirculacion de lixiviados que recibe 2 200 t/dia, el segundo es un
RESA-anaerdbico que recibe 240 t/dia ambos con mas de 10 afios de operacién y a
las mismas condiciones de recirculacion de lixiviados. Entre los resultados que se
obtuvieron son: Fenol (1.2, 6.7, y 2.6 mg/L), Nitrégeno total (448, 1200 y 300 mg/L de
N-TN), Amoniaco-N (542, 1 568 y 538 mg/L de NH3-N), Nitrito (91, 49 y 52 mg/l NO; -
N), Fésforo total (21, 17 y 19 mg/L), DBOs (83, 243y 326 mg / L), DQO (935, 2 345, y
1 892 mg/L), DBOs/DQO (0.096, 0.1124 y 0.205 %), SS (906-374, 232-2220 y 1372-
1374), pH (8.20, 8.28, y 7.76), entre otros, mostrando que los valores de los
contaminantes del RESA-anaerdbico son ligeramente superiores a los del RESA
semi-aerobico (alto pH, baja DBOs, y baja relacion DBOs/DQO) caracteristicos de la

fase metanogénica como RESA estabilizado.
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Sun et al. (2011) en China, estudiaron los diferentes efectos del proceso recirculacion
de lixiviados (semi-aerdbico y anaerébico). Con cuatro biorreactores de 91.9 L, dos
de ellos con RSU frescos (F1 y F2) que operaron en condiciones semi-aerdbicas y
anaerobicas respectivamente, de los cuales su lixiviado se recirculd a dos
biorreactores con RSU con 10 afios haber sido dispuestos (Al y A2) y sus lixiviados
fueron inyectados en los F1 y F2. El proceso de recirculacion aerdbica permite la
reduccion de la cantidad de lixiviado por evaporacion y los resultados en sus
pardmetros de contaminacion (DQO, AGV, carbono, amoniaco, fosforo vy
conductividad eléctrica) presenta valores bajos y el asentamiento de los RSU fue
mayor, en comparacion con el proceso de recirculacion anaerébico. Al final de
experimento el asentamiento de los RSU en F1 y F2 fue de 35.5% y 18%

respectivamente.

Las investigaciones anteriores han demostrado, que operar un RESA con
recirculacion de lixiviados y la variante “aire” puede proporcionar: una biodegradacion
de la FO de los RSU mas rapida, minimizar los riesgos sanitarios y ambientales,
permitir una mayor disponibilidad de espacio libre, asi como extender la vida util del
RESA y reducir costos de gestion (Heyer et al., 2005; Sang et al., 2012). Con dichas
técnicas implementadas se crean las condiciones propicias para que las poblaciones
de microorganismos se desarrollen y degraden los RSU, incluso son indicadores del
grado de estabilizacion de los RESA. Por lo anterior monitorear y caracterizar a los
microorganismos aerdbicos y anaerébicos de los RESA ha sido motivo para que
paralelamente se lleven a cabo estudios a nivel microscopico. El estudio de la
microbiologia en los RESA comenzé en 1967 por Cook H., que concentrd y aislé
bacterias aerbbicas (Barlaz et al.,, 1989), subsecuentemente se han realizado
investigacién donde se enumeran las bacterias fermentativas (Palmisano et al., 1993;
Pourcher et al., 2001) o donde el lixiviado recirculado se inocula con
microorganismos eficientes para propiciar la metalogénesis de los RSU (He et al.,

2005). A continuacion se describen investigaciones que han abordado este tema:
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Barlaz et al. (1989) en Estados Unidos de América (EUA), realizaron un estudio con
37 BLAB anaerobicos con recirculacion diaria de lixiviados, desmontando uno de
ellos semanalmente para analisis microbiologicos (utilizando la técnica NMP para la
enumeracion de los microorganismos anaerdbicos, con la elaboracion de medios
especificos de cultivo) y quimicos, por un periodo de 111 dias. El objetivo fue
caracterizar los microorganismos y los cambios quimicos que ocurren en los RSU,
durante la conversion anaerobica en CH,4. Los resultados mostraron que en general
las bacterias incrementaron, sin embargo los grupos celuloliticos y acetogénicos
incrementaron lentamente en comparacién con las metanogénicas después de la
aparicién del CH4. La combinacion de los resultados de la composicion del biogas,
los pardmetros fisicoquimicos y el desarrollo microbiano formularon una descripcion
actualizada de la descomposicion de los RSU en cuatro fases: aerdbica, acida

anaerobica, produccién acelerada de CH, y produccion desaceleracion de CH,.

Palmisano et al. (1993) en EUA, muestrearon RSU de tres RESA para cultivar y
enumerar las bacterias fermentativas (anaerébicas y aerdbicas), asi como estimar la
poblacion de microorganismos degradadores de polimeros (amilolitica y proteolitica)
en los RSU, usando recuento microscopico directo. La densidad de bacterias
anaeroébicas oscilé en el rango de 10° y 10® UFC por gramo de peso seco de la
muestra de RSU (UFC/g de RSUs) y las aerébicas en el rango de 10* y 10” UFC/g de
RSUs. Del total de las bacterias anaerdbicas encontradas en los RSU las bacterias
que hidrolizan el almidon correspondieron a 0.2-14% y a las proteinas representa de
un 0.6 -15%, lo anterior indicé que a pesar de las cantidades de microorganismos en
el RESA, las bacterias que hidrolizan los polimeros representan un pequefio

porcentaje de la poblacion fermentativa.

Marquez-Benavides (2004) en Reino Unido, realizdé un estudio acerca del efecto de la

inclusion de diferentes tipos de suelos (turba de jardin, arenoso, calizo y franco
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arenoso) como capas intermedias o las cubiertas en la degradacion anaerébica de un
RESA, con el objetivo de comprobar que la inclusion de ellos permite el desarrollo de
una DA de RSU y produccién del CH4 mas vigorosa. Opero cinco pares de BLAB de
1L, cuatro pares de BLAB contenian los RSU fraccionados y el suelo y otro par solo
con RSU como referencia. La recirculacion de lixiviados fue por 180 dias. Realizd
cuantificaciones de los consorcios microbianos: totales fermentativas, celuloliticas,
hidrogenotroficas metanogénicas, acetoclasticas metanogénicas y sulfato-
reductoreas con el método NMP. Los resultados mostraron que el suelo turba de
jardin y el arenoso, influyé en el tiempo de estabilizacion especialmente en la fase
acidogénica y el asentamiento de la Metanogénesis y que el suelo calizo deprimio las
tasas de generacion del CH,4. Respecto a las cuantificaciones de microorganismos en
los RSU se obtuvo de 8.93, 1.83, 0.82, 1.79 y 1.23 Log células /g de RSUs, en la
densidad de las bacterias fermentativas, celuloliticas, acetogénicas, hidrogeénitroficas
y Sulfato reductoras respectivamente.

Calli et al. (2006) en Turquia, estudiaron poblaciones microbianas que existen en los
lixiviados de un RESA, provenientes de RSU de cinco afios (K1), tres afios (K2),
cuatro meses (K3) y RSU frescos (K4) de disposicion, para comparar los
microorganismos que prevalecen en las diferentes fases de estabilizacion, asi como
su analisis quimico. Uso las técnicas de identificacién de fluorescencia de hibridacion
in situ (FISH), reaccién en cadena de la polimerasa selectiva (PCR) y electroforesis
en gel del gradiente desnaturalizante (DGGE). FISH revel6 que habia una correlacion
entre la abundancia de los metandgenos que utilizan acetato con la estabilidad de los
RESA. Identificaron Methanosarcina y Methanosaeta consumidoras de acetato
predominando en lixiviados jévenes y maduros, y cantidades pequeias de
metanogénas consumidoras de H, (Methanobacteriales y Methanomicrobiales con
DGGE). Existieron diferencias significativas de diversidad microbiana entre las

diferentes secciones de un RESA en los diferentes tiempos de disposicion.
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Hirata et al. (2011) en Japon, compararon el mecanismo de estabilizacion de RSU
con recirculacion en un relleno semi-aerébico con un sistema de aireacion con
parametros fisicoquimicos y bioldgicos (bacterias aerdbicas y anaerobicas totales). El
estudio se realiz6 en biorreactores de 47.25 L por 1 100 dias. Los mecanismos
analizados fueron: aerdbicos (Ae), anaerbébico (An), semi-aerdbico (Se), semi-
aerdbico con recirculacion (SeR) y semi-aerdbico con recirculacién con sistema de
aireacion (SeRA). Las enumeracion de microorganismos ser realizaron en tres
profundidades del biorreactor (superficie, medio y fondo). Se comprob6 con los
resultados de C y N, del lixiviado, que el sistema SeRA fue un mejor tratamiento que
el sistema Ae. En cuanto a eliminacion de N, los sistemas SeR y SeRA mostraron la
eficacia de estabilizacidén de los RSU superior que los otros sistemas. Por otra parte,
el sistemar An mostré6 menor densidad no solo de bacterias aerébicas (10° a 10°
UFC/g de RSUSs) sino también de anaerébicas (10° UFC/ g de RSUSs). Los sistemas
SeR y SeRA mostraron mayor densidad de bacterias aerdbicas (10’ a 10® UFC/ g de
RSUs) que anaerdbicas (10° a 10’ UFC/ g de RSUs).

Martinez-Camara, (2011) en Morelia, México, analizd6 el efecto de diferentes
regimenes de humidificacion via recirculacion de lixiviados sobre la densidad
bacteriana de poblaciones celuloliticas (PC) y hemiceluloliticas (PHe), durante la DA
de la FO de RSU, mediante la operacién de 28 BLAB anaerdbicos de 412.3 cm?,
divididos en cuatro grupos de siete BLAB cada uno: un grupo como control sin
recirculacion y los restantes tres grupos con recirculaciéon de 40, 60 y 80 % V dos
veces a la semana, desmontandose uno de cada grupo gradualmente. EI método de
cuantificacion para las PC y PHe fue por NMP y para las PC se usé como variante de
analisis de tubos positivos la 3,5-DNS (concentracion de azucares reductores).
Obtuvo como resultado entre otros que las PC y PHe crecieron constantemente
independientes del régimen de humificacion empleado, y las mayores poblaciones de
PC se encuentran en el régimen del 40%V (22 a 32 NMP/mL de PC) mientras que
para las PHe las mayores se encuentran en el réegimen 60% (16 a 51 NMP/mL).
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Sang et al. (2012) en Japodn, realizaron una revision de los microorganismos de

RESA-biorreactores para la estabilizacion acelerada de los RSU, donde los

microorganismos en los RESA provocan diversas reacciones con las FO, las cuales

estan relacionadas con la recirculacion de lixiviados con o sin aireacion. Los estudios

de enumeracion y caracterizacion, han identificado parcialmente las especies

dominantes de bacterias presentes en los RESA (Tabla 1.13). Sin embargo los datos

obtenidos permanecen limitados a causa de las caracteristicas heterogéneas de los
RSU en cada RESA.

Tabla 1.13 Microorganismos en una muestra de RSU de RESA-biorreactor.

RESA- Residuos . . .
. Microorganismos dominantes
biorreactor tratados
Anaerobico Residuos Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Escherichia,
organicos Empedobacter, Flavobacterium, Klebsiella,
sintéticos (ROS) Lactobacillus, Leuconostoc, Providentia, Schineria,
Sporanaerobacter, Thermacetogenium
Methanoculleus bourgensis, Methanofolli,
formosanus, Methanosphaera stadtmanae.
Semi- RSU sin Clostridium  ghoni, C. cluyveri, Shigella,
aerdbico recirculaciéon Thermodesulfovibrio yellowstonii, Yersinia Pestis.
RSU con Listonella anguillarum, Pseudomonas.
recirculacion
Residuos sdlidos Clostridium  ghoni, Collinsella  aeofaciens,
industriales (RSI) Hydrogenobacter acidophilus,
sin recirculacién Rhodopseudomonas,  Thrmotoga  thermarum,
Yersinia pestis.
Hibrido RSI con Clostridium josui, Pseudomonas stutzeri,
recirculaciéon Rhodospirillum rubrum, Thiomicrospira.
ROS con aireacion  Arthrobacter, Bacteroidetes, Cycloclasticus,
intermintente y Clostridium  cellulovorans, C. estertheticum,
recirculacion Desulfovibrio  giganteus, = Thermoactinomyces
dichotomicus, Methanoculleus palmolei,
Methanosarcina, Symbiont of Trimyema compress.
Aerdbico RSO con aireacion  Azospirillum lipoferum, Bacteroidetes,
continua y Chlorobiaceae, bacterium, Desulforhopalus,
recirculacion vacuolatus, Natronoanaerobium  salstagnum,
Thermoactinomyces dichotomicus,
Methanosarcina, Methanosphaera,

Methanoculleus palmolei.

Fuente: Sang et al., 2012
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Fei et al. (2014) en EUA, duplicaron y caracterizaron los RSU obtenidos al excavar
un RESA. Se reconstruyo la composicion en dos simuladores de 37.1 L (simulador A)
y 36.6 L (simulador B), con recirculacion de lixiviados, por un periodo de 1 afio.
Utilizaron la técnica de identificacion molecular de ADN-PCR. La concentracion de
ADN en el lixiviado se correlacion6 con tasa de generacion de metano (rcus) y tasa
de reduccién de volumen de muestra (rvw). El rcys estaba relacionado con demanda
quimica de oxigeno soluble en el lixiviado (rspgo) Y rvi cuando la biodegradacion de
residuos fue intensiva. Las estructuras de las comunidades arqueas en los lixiviados
y RSU en ambos simuladores fueron similares y la Methanobacteriaceae fue la

familia arquea dominante.

Las investigaciones anteriores han aportado un amplio conocimiento acerca de la
estabilizacion acelerada de los sitios donde se disponen los RSU para su eliminacion
y han favorecido la toma de decisiones, respecto a la forma de operar un RESA a
escala real, debido a que el objetivo comun de dichos trabajos ha sido proporcionar
herramientas (experimentadas y comprobadas) que contribuyan positivamente con la
aceleracion del proceso de degradacién de los RSU. Sin embargo, como lo han
expresado algunos autores, el estudio microbiologico de los RSU aun es limitado
(Barlaz et al., 1989; Sang et al., 2012), por lo que continua siendo necesario ampliar
el conocimiento de lo que ocurre internamente en el RESA desde el punto de vista
microbiologico. El profundizar en dicho conocimiento ayudara a establecer
estrategias que mejoren la operacion de los sitios, acelerando la biodegradacién en
la matriz de los RSU y por ende, acorten los periodos de estabilizacién en los RESA,

y disminuyan el riesgo ambiental y los costos posclausura.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

En la figura 2.1 se muestra el diagrama de flujo con las actividades realizada en la
experimentacion para caracterizar los microorganismos durante el proceso de
degradacion acelerada de los RSU con recirculacion de lixiviados. Las actividades

detalladas se describen en los apartados siguientes:

Puesta a Muestreo y caracterizacion
punto de de muestras
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Figura 2.1 Diagrama de flujo del experimento
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2.1. MUESTREO Y CARACTERIZACION

Para la toma de muestra de RSU vy Lixiviado, se seleccion6 el RESA ubicado en el

municipio de Zinacantepec, del Estado de México.

2.1.1 Residuos Soélidos Urbanos

Una vez seleccionado el sitio, se tom6 la muestra de los RSU, realizando las
actividades siguientes (SEMARNAT, 2014b):

a)

b)

Método de cuarteo. Los RSU frescos se tomaron del frente de trabajo de la celda
tres. Conforme a la NMX-AA-015-1985 se form6 un monticulo de RSU mezclando
hasta homogenizar, se dividi6 en cuatro partes aproximadamente iguales, se
eliminaron las partes opuestas, se repitio hasta dejar un aproximado de 50 kg de

RSU y se requisité el formato de campo de dicha norma (Anexo A.1).

Peso volumétrico. Basado en la NMX-AA-019-1985, los RSU homogenizados y
eliminados del primer cuarteo, se depositaron hasta tope en un recipiente de
polietileno de 200 L (previamente pesado), golpeandolo contra el suelo tres veces,
dejandolo caer a una altura de 10 cm, nuevamente se llend hasta tope sin ejercer
presion, se pesé y se restd el valor del recipiente para obtener el peso neto (Ec.

1.3). Finalmente se llend el formato indicado en la norma (Anexo A.2).

Seleccion y cuantificacion de subproductos. En el area de compostaje del Instituto
Tecnologico de Toluca (ITT), los RSU se separaron en 27 subproductos como lo
establece la NMX-AA-022-1985, colocandolos en bolsas previamente etiquetadas.
Posteriormente se pesaron en una balanza granataria de capacidad de 10 kg con
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d)

sensibilidad de 1 gramo y el resultado se registré en la hoja de campo del anexo
A.3, para obtener la composicion porcentual de cada subproducto.

Preparacion y caracterizacion fisicoquimica de los RSU. Los subproductos de los
RSU se fraccionaron hasta un tamafio de particula aproximado de un cm?,
utilizando un mazdé o martillo y cinsel para el material resistente (ceramica,
material de construccion y vidro), tijeras y pinzas para el metal y madera, un
molino de cuchillas para los residuos alimenticios y tijeras para los subproductos
restantes. Una vez establecida la composicién de los RSU a utilizar se prepar6
una mezcla para su caracterizacion fisicoquimica mediante las pruebas de
laboratorio enlistadas en la tabla 2.1. Los subproductos fraccionados se pesaron
en paquetes individuales, conforme a la densidad de compactacion para este
estudio (650 kg/m®) y se mantuvieron a 4 °C (NMX-052-1985), hasta que fueron

mezclados y cargados los BLAB.

Tabla 2.1 Pardmetros para muestras de RSU.

PARAMETROS NORMAS/METODOS
Temperatura (°C) *NMX-AA-007-SCFI- 2013°
pH NMX-AA-013-SCFI-2006°
Humedad, base himeda (%Hbh) NMX-AA-16-1984°

SVT (%) Método 2540G?

Lignina (Lig) (%) ASTM D1106-56 modificado "
Holocelulosa (Hol) (%) Método de Clorito®

Materia Organica (MO) (%) *NMX-AA-021-1985°

N (%) NMX-AA-024-1984 ¢

C/N NMX-AA-067-1985°

*Se utiliza la norma de agua, porque carece de norma para residuos.

**Adaptada con base a capacitacion de ICAMEX (Instituto de

Investigacion y Capacitacion, Agropecuaria, Acuicola y Forestal del

estado de México)

Fuente: APHA, 2005; "Colin-Urrieta et al., 2011; °Semarnat, 2014b;
‘wise et al., 1946
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2.1.2 Lixiviados

Considerando que los lixiviados son aguas residuales del proceso de degradacion de
los RSU, se tom6 una muestra de la fosa 2 con base a la NMX-AA-003-1980
(SEMARNAT, 2014b). Se utilizd un recipiente de polietileno de capacidad de 200 L
(tanque), el cual se enjuag6 con los mismos lixiviados, posteriormente con un bote de
20 L se tomaron lixiviados de dos puntos de la fosa y se vertieron aproximadamente
150 L en el tanque, éste se cerrd con una tapa hermética y se trasladé al Laboratorio
de Investigacion de Ingenieria Ambiental (LIIA) del ITT, en donde se homogenizé los
lixiviados y se tomd una muestra, a la cual se le hicieron las determinaciones
indicadas en la tabla 2.2 para su caracterizacion. Cabe mencionar que las técnicas y
meétodos analiticos son para aguas residuales, por lo que se realizaron las diluciones

necesarias para su aplicacion.

Tabla 2.2 Pardmetros fisicoquimicos para lixiviados

PARAMETROS NORMAS/METODOS
*pH NMX-AA-008-SCFI- 2011°
*Temperatura (°C) NMX-AA-007-SCFI- 2013°
*Conductividad Electrolitica (CE) (mS/cm) NMX-AA-93-SCFI-2000"
DQO (mg/L) Método Dicromato, USEPA?
Solidos Totales (ST) y SVT (mg/L) NMX-AA-034-SCFI- 2001°

*Realizadas in situ en la toma de muestra
Fuente: ®HACH, 1997; "SEMARNAT, 2014b.

2.2. PUESTA A PUNTO DE EQUIPOS

Previo6 al inicié de la experimentacion se aseguré que el equipo utilizado estuviera en
condiciones de operacion, por lo que se realizaron las actividades que se describen a

continuacion:

55



PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1 Biorreactores escala laboratorio

Los BLAB estan construidos de PVC con tuberia y tapas de 2” cédula 40 (C-40). El
cuerpo de cada BLAB tiene un diametro interno de 5.4 cm y una altura de 18 cm,
dando como resultado un volumen total de 412.24 cm?® (Hernandez-Berriel, 2010). La
puesta a punto de los BLAB se describe a continuacion:

a) Acondicionamiento de componentes. Los BLAB han sido utilizados en otras
investigaciones (Hernandez-Berriel, 2010; Martinez-Camara, 2011; Olay-Romero,
2014), por lo que cada uno de sus componentes se limpiaron, revisaron y

repararon con pegamento para PVC (si fue necesario).

b) Ensamblado de BLAB y pruebas de hermeticidad. Se armaron 18 BLAB y debido a
las necesidades de la investigacion se dividieron en 12 BLAB de tipo anaerdbico
(BLAB-AN) y seis BLAB de tipo aerdbico (BLAB-A). En la figura 2.2 se muestra un

esquema general de un BLAB-AN y sus componentes.

Para los BLAB-A se realiz6 una adecuacion al disefio original basado en el método
Fukuoka, que consistid en la insercién de un sistema de aireacion, mediante un
tubo de poliuretano de 4 mm de diametro interno, al cual se le hicieron
perforaciones solo en la parte en contacto con los RSU con una broca de 0.15
mm, alternados en forma de cruz cada cm y en el extremo final se sellé con flama
(Figura 2.3). Los procedimientos para el ensamblado correcto de los BLAB-AN y
BLAB-A se presentan en el anexo B.1. Posteriormente se realizaron pruebas de
hermeticidad con la finalidad de prevenir fugas en la experimentacion. Los pasos

para realizar las pruebas se describen en la tabla B.3.
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Figura 2.3 Esquema y adecuacion del BLAB-A
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c) Cargado de RSU en los BLAB. Los subproductos empaquetados de los RSU que
se almacenaron a 4 °C se mezclaron, para reconstruir la composicion de la
muestra obtenida del RESA. A cada BLAB se le cargaron 267.93 g de RSU con el
fin de tener una densidad de compactacién para este estudio de 650 kg/m?. Los
BLAB-AN se cargaron quitando el domo y a los BLAB-A desmontando el fondo.
Una vez que los RSU estuvieron dentro de los BLAB, se ensamblaron las partes
correspondientes y se realizaron pruebas de hermeticidad con nitrégeno a los
BLAB-AN y con aire a los BLAB-A.

0=

o

Sistema de desplazamiento
de biogés

BLAB

Sistema de captacion de
lixiviados

Figura 2.4 Instalado de BLAB con sistemas de biogas vy lixiviado.

d) Instalacion de BLAB con sistemas de biogas vy lixiviado. A cada BLAB se le instald
un sistema de monitoreo de biogas en el inyector 2, que consistio en dos frascos
de vidrio de 150 mL de capacidad, uno graduado (vacio) y otro con 120 mL de
salmuera saturada de cloruro de sodio (NaCl) a un pH de 4.0. Cada frasco cuenta
con tapones de hule que tiene insertadas dos varillas de vidrio y mantiene
interconectados los frascos con mangera latex (Figura 2.4). En el fondo de cada

BLAB se instaldé un sistema de captacion de lixiviados, conformado por un
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recipiente graduado de vidrio de 410 mL, con un tapon de hule al que se le
incrustaron dos varillas de vidrio con manguera de latex, una estuvo conectada al
drenado del BLAB (Figura 2.4) y a la otra se tap6 con un subaseal (tapon de hule

para cierre hermético) (Hernandez-Berriel, 2010).

2.2.2 Cromatografo de Gases

El equipo utilizado para la caracterizacion del biogas fue un cromatografo de gases
(CG) Trace GC Ultra marca Thermo Electron Corporation (Figura 2.5), el cual opera
con un detector de conductividad térmica (TCD). Se le instalé6 una columna capilar
TG-BOND Q (marca Thermo Scientific), de 30 m x 0.32 mm x 10 um. El gas de
arrastre utilizado fue Helio con un flujo de 70.6 mL/min. En dicho CG se programo el
método denominado “CH4 _CO2_P6_AeAn”, donde las temperaturas fueron: 200 °C
en Inyector, 180°C en Block temp, 160 °C en Trans temp, 33°C en Horno, y 270°C en
el filamento. Se introdujeron curvas de calibracién (Anexo B.2) inyectando muestras
de gas estandar (50% v/v CH; y 50% v/v CO,) a diferentes volumenes, de manera
que las lecturas se pudieran obtener tanto en area como en %(v/v) en un lapso de 3
minutos. La curva para CH, tuvo un R? de 0.9980 (Figura B.17) y la de CO, de
0.9975 (Figura B.18). Los tiempos de retencion se observaron en el cromatograma
(Figura B.19) de 1.6 min en CH4 y 2.07 min en CO,. (Mufiz-De la Mora, 2002).

Figura 2.5 Cromatdgrafo de gases TRACE GC Ultra
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2.2.3 Céamara Anaerdbica

Para realizar la caracterizacion de los microorganismos anaerobicos se utilizé6 una
camara anerdbica (propiedad de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo), construida de acrilico transparente de 5mm de espesor (Baltierra-Trejo,
2007). Se revis6 minuciosamente cada una de sus partes, asi como en sus
endiduras, posteriormente se realizé una prueba de hermeticidad y se corrigieron las
fugas (Hernandez-Contreras, 2013). Las dimensiones, los elementos que la
conforman y el procedimiento para las pruebas de hermeticidad se muestran en el

anexo B.3.

2.3. MONTADO DE BIORREACTORES Y PUESTA EN MARCHA

Los BLAB cargados con RSU y sellados herméticamente se colocaron en una area
del LIIA con temperatura ambiente controlada de 26 + 1 °C, en la cual se acondicioné
una estructura metalica a la pared para sostener los 18 BLAB y sus respectivos
sistemas de biogas y lixiviado (Figura 2.4). Se dividierén en tres grupos de seis BLAB
gue operaron a diferentes condiciones. Un grupo de BLAB oper6é anaerobicamente,
sin recirculacion de lixiviados y sin aireacion, funcionando como controles o blancos
(BLAB-B). El grupo de los BLAB-AN operaron con recirculacion de lixiviados y el de
los BLAB-A operd con recirculacion de lixiviados e inyeccién de aire.

Tomando como antecedente los estudios de Hernandez-Berriel (2010) y Olay-
Romero (2014), la puesta en marcha de los BLAB-AN y BLAB-A consistié en inyectar
a cada uno por la mafana 164.88 mL de los lixiviados muestreados en la fosa dos a
un flujo de 2 mL/min. La inyeccién se realiz6 con una jeringa de 20 mL en el inyector
1 a los BLAB-AN y en el inyector 2 a los BLAB-A, a éstos ultimos se les desconecto
el sistema de medicion de biogas durante la inyeccion. Adicionalmente por la tarde a

60



PARTE EXPERIMENTAL

cada BLAB-A se le inyectd 27.5 mL/min de aire durante 15 min, tomando como base
el flujo reportado por Sinan et al. (2006) y Sang et al. (2012) de 0.94 L/min-kg y con

el fin de cubrir un volumen préximo al del cuerpo de un BLAB (412.23 mL).

2.4, SEGUIMIENTO DE LA OPERACION Y DESMONTADO PERIODICO

Para este trabajo se considerd una tasa de recirculacion de lixiviados de 40 %V y la
frecuencia de una vez por semana (Hernandez-Berriel, 2010; Olay-Romero, 2014).
Las actividades para el seguimiento de la operacion fueron las siguientes:

a) Recirculacion de lixiviados. Los primeros lixiviados drenados (LD) de los BLAB-AN
y BLAB-A se cuantificaron (medicion y registro) a la semana de inicio de su
operacion. De cada BLAB se retir6 del sistema de captacion de lixiviados,
colocando una pinza en la manguera de latex del fondo para evitar romper la
anaerobiosis en el interior de los BLAB-AN. Los LD de cada grupo se mezclaron y
una vez tomada la muestra para su caracterizacion fisicoquimica, se vertieron en
el tanque de 200 L, que simul6 la fosa del RESA. De este tanque fueron tomados
los lixiviados para su recirculacion a una tasa de 40%V (~165 mL), con una jeringa
de 20 mL a un flujo de 2 mL/min. Los lixiviados recirculados (LR) se adicionaron a
cada BLAB repitiendo semanalmente las actividades descritas desde la
cuantificacion de los LD. Para el caso de los BLAB-AN que se taponearon al
recircular lixiviado, se coloc6 un globé con N, en el inyector 1 y se esperard su
drenado, mientras que en los BLAB-A se succionaba aire con una jeringa del
contenedor de lixiviados, se espero a que drenara para recircular el lixiviado

restante.

b) Aireacion. La aireacion se realiz0 diariamente de lunes a viernes con una jeringa

de 20 mL, inyectando 27.5 mL/min de aire ambiente durante 7.5 min por la
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mafiana y 7.5 min por la tarde. Lo anterior fue con el fin de mantener aireados el
mayor tiempo posible los RSU en los BLAB-A, sin exceder 412.23 mL y 0.94
L/min-kg (Sang et al., 2012; Sinan et al., 2006).

c) Desmontado de BLAB. Esta actividad se realizé periodicamente de acuerdo a los
tiempo presentados en la tabla 2.3, con el fin de determinar el grado de
degradacion de los residuos y los microorganismos en las diferentes condiciones
de operacién. Los BLAB-A se desmontaron en una area en condiciones de
asepsia, mientras que los BLAB-B y BLAB-AN dentro de la cAmara anaerdbica.

Tabla 2.3 Programa de operacion y desmontado de BLAB

DIAS
GRUPO 17 38 66 101 143 223

== == == = [=r=] =
BLAB-B |t I Rt I A A
= B == =i 2 ==
|=g=| == |=E=| == == ==
BLAB-AN | | | | | |
== == = = = ==
|—| = |—| = '|—| = |—| = |—| = |—| =
BLAB-A J].= J].“= jj-—- J].= J].= J].=

Lo primero que se determiné al abrir cada BLAB (aerébico o anaerdbico) fue el
asentamiento de los RSU, para lo cual se midid con un vernier la diferencia de
altura del filo del cuerpo del BLAB a los residuos y se estimo en porcentaje (%).
Posteriormente se tomaron muestras de los residuos degradados Y lixiviados para

su caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica.
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d) Caracterizacion fisicoquimica. A los LD y LR se les determinaron pH, temperatura
y DQO en las semana 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 25y 32, asi como
CE, ST y SVT a los LD de los BLAB desmontados (Tabla 2.2). La generacion de
biogas de cada BLAB fue monitoreada diariamente mediante el sistema de
desplazamiento de biogas y su caracterizacion se realizé semanalmente tomando
una muestra de 5 mL con una jeringa en el inyector 1, la cual se transfirié
inmediatamente a un vial de plastico con 10 mL de salmuera (pH 4) y tapado con
un subaseal No. 33. El vial se invirtié para perdurar la muestra (Hernandez-Berriel,
2010) y en un periodo no mayor a 2 h se realiz6 la lectura de la composicion de
CH4 y CO; en el biogas en un CG (Figura 2.5). Los calculos de la produccién de
estos gases se realizaron multiplicando su composicion (%v/v) con el volumen de
biogas normalizado. A los residuos descargados de los BLAB desmontados
peribdicamente se les analizaron los pardmetros listados en la tabla 2.1, para
determinar su grado de biodegradacion y se estimé la capacidad de campo

mediante la ecuacion 1.6.

e) Andlisis de resultados. Los resultados se conjuntaron en una hoja de calculo y se
analizaron estadisticamente mediante el software Minitab V.16 con pruebas de
ANOVA y con Tukey (95% de significancia) para aquellos que fueron

significativamente diferentes (Montgomery, 2004).

2.5. CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS

Como se mencion6 en el desmontado periddico, los BLAB-A se descargaron en un
area aséptica y los BLAB-AN dentro de la camara anaerObica, donde
aproximadamente 30 g de los RSU descargados, se colocaron en un vaso de
licuadora desinfectado con cloro y enguajado con agua desionizada esteril a la que
se le adicionaron 300 mL de solucion buffer de pH 7.0, se licuaron por un minuto y se
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filtraron en un embudo con algodon (previamente estériles); de la fase liquida
resultante se tomd un mililitro para realizar pruebas microbiol6gicas. Por otro lado,
para los LD se tomé un mililitro directamente del sistema de captacion de lixiviados y
para los LR se tomé un mililitro obtenido del grifo inferior del tanque de lixiviados,

también para pruebas microbiolégicas.

Para los BLAB-A se seleccionaron las bacterias mesdfilas totales (Hassen et al.,
2002), asi como hongos y levaduras y para los BLAB-B y BLAB-AN se eligieron los
consorcios Celuloliticos, Fermentativos, Acetoclasticos Metanogénicos y Sulfato-
reductoras (Barlaz et al., 1989; Marquez Benavidez, 2004; Martinez-Camara, 2011),

para determinar el grado de biodegradacion de la FO de los lixiviados y RSU.

2.5.1 Preparaciéon de medios de cultivo

Para la caracterizacién de los microorganismos se us6 un medio de cultivo especifico
que permitié el desarrollo de los consorcios seleccionados, por lo anterior para los
BLAB-A se usaron medios de cultivo comerciales como el Agar nutritivo Triptona
(TSA) para mesofilos y Agar Sabouraud (SAB) para hongos y levaduras. Para los
BLAB-B y BLAB-AN fue necesario elaborar los medios de cultivo selectivos con

sustratos especificos (celulosa, carbohidratos, acetato y sulfatos).

Dichos medios de cultivo se prepararon usando los equipos y el material indicado en
el Anexo C.1, las soluciones base y reactivos que se indican en la tabla 2.4 y la
preparacion con las cantidades que se muestran en la tabla 2.5. Los procedimientos
para la elaboracion de cada uno de los medios de cultivo se adjuntan en el anexo
C.1, los cuales se desarrollaron tomando como referencia los estudios de Barlaz et
al. (1989) y Marquez-Benavides (2004)
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Tabla 2.4 Soluciones base para medios de cultivo anaerdbico

SOLUCION

REACTIVOS Y CANTIDAD

Solucién de
fosfatos (g/L)

Solucién
concentrada de
fosfatos (g/100mL)

Solucién de
vitaminas
(mg/L)

Solucion M3
(g/L)

Soluciéon mineral
(g/L)

Acidos grasos
volatiles (AGV)
(en 100 mL)

Carbonhidratos
(g/L)

Resazurina

Hidroclururo de
Cisteina

Na,COs;

Solucién de
dilucion (L)

Solucién de
dispersion (g/L)

KH,PO,, 16.1 y K;HPO,, 20.7

KH,;POy,, 15y K;HPO,, 22.14

Biotina, 2; Acido Fdlico, 2; Hidrocloruro de
Piridoxina, 20; Riboflavina, 30; Tiamina, 20; Acido
Nicotinico 50; Acido Pantoténico, 30; Vitamina
B12, 20; Acido p-aminobenzoico, 19; y Acido
a-lipéico, 20.

NH4CI, 10; NacCl, 9; MgCl,-6H,0, 2; y CaCl,-2H,0,
1

Acido Nitrilotriacético (EDTA), 15; FeSO,-7H,0,
0.1; MnCl,-4H,0, 0.1; CoCl,-6H,0, 0.17;
CaCl,-2H,0, 0.1; ZnSO,, 7H,0 0.1; NiCl,.6H0,
0.026; CuCl,, 0.02; H3B03;, 0.01; NaMoQO,-2H,0,
0.01; NacCl, 1.0; y Na,SeO3, 0.016.

Acido Acético, 17 mL; Acido Fenilacético, 0.0068
g; Acido 3-Fenilpropionico, 0.0075 g; Acido
Propionico, 6 mL; Acido Butirico, 4 mL; Acido
Isobutirico, 1 mL; Acido n-valérico, 1 mL; Acido
Iso-valérico, 1 mL. El pH de la solucion debe ser
ajustado a 7.5 con NaOH.

Celobiosa, 9.01; Glucosa, 4.51; Maltosa, 9.01;

Xilosa, 3.75; Ga[actosa, 4.51; Arabionosa, 3.75;
Manosa, 4.51 y Acido Galacturénico 5.3.

Solucion al 0.1% (w/v)

Solucion al 5% (w/v)

Solucién al 8% (w/v)

KH,POy4, 16.1 g; KyHPO,, 20.7 g; resarzurina al
0.1%, 2 mL y HCI Cisteina al 5%, 10 mL.

KH,PO,, 3.85; K,HPO,, 6.15;
Solucion 0.01M

Fuente: Barlaz et al., 1989; Marquez Benavidez, 2004.
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Tabla 2.5 Cantidad de soluciones y reactivos para medios de cultivo

SOLUCION\REACTIVO MEDIOS DE CULTIVO
(L de medio) Celulitico Fermentativo Acetoclastico  Sulfato-
Metanogénico reductor
Fosfatos (mL) 100 100 - -
Fosfatos conc. (mL) - - 0.1 -
M3 (mL) 100 100 100 -
Mineral (mL) 10 10 10 -
Vitaminas (mL) 10 10 10 -
Resazurina al 1% (mL) 2 2 2 -
AGV (mL) 10 10 -
Extracto de levadura (g) 1 1 2 1
Peptona tripticaseina (g) 2 2 2 -
Bicarbonato de sodio (g) - - 0.5 -
*Carbohidratos (mL) - 100 - -
*Acetato de sodio (g) - - 6.56 -
*Celulosa (g) 4 - - -
Almiddn (g) - 0.41 - -
Glicerol 1.8% (mL) - 10 - -
Na,COj3 al 8%(mL) 50 50 - -
HCI Cisteina al 5% (mL) 10 10 10 -
*(NH,4).S0, (9) - - - 7
Lactato de Na (mL) - - - 6
NH,CI (g) - - - 1
KH,PO, (9) - - - 0.5
Citrato de Na.2H,0 (g) - - - 0.3
*FeS0,.7H,0 () - - - 0.1
CaCl,.H,0 (9) - - - 0.06
*MgS0,4.7H,0 (g) - - - 0.06
Triglicolato de Na (g) - - - 0.1

* Sustrato especifico
Fuente: Barlaz et al., 1989; Marquez Benavidez, 2004.

2.5.2 Cuantificacion de Microorganismos

Para la cuantificacion de los microorganismos se considero la densidad de poblacion
de las bacterias, usando el método de Cuenta en placa para la enumeracion de
microorganismos aerobicos (Hassen et al., 2002; Hirata et al., 2011), mientras que
para los anaerobios se utiliz6 el método NMP (Barlaz et al., 1989; Marquez-
Benavides, 2004; Martinez-Camara, 2011). Como innovacion, en este trabajo se

propuso el uso del método de FM para anaerobios, debido a que no existe estudio
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alguno que haya realizado cuantificaciones en RSU vy lixiviados con este método,

aunado a que es mas preciso que NMP (Hernandez-Contreras, 2013).

Estos métodos cuentan con normativa en México para su uso, siendo la NOM-092-

SSA1-1994 para cuenta de bacterias aerobias en placa, la NMX-AA-42-1987 para
NMP y NMX-AA-102-SCFI-2006 para FM. La técnica FM fue establecida para

cuantificar microorganismos aerobios o facultativos, por lo anterior se realizaron

adecuaciones a lo indicado en la NMX-AA-102-SCFI-2006 para la incubacion de

microorganismos anaerobios en RSU y en lixiviados. En el anexo C.2 se detallan los

procedimientos para los métodos NMP y FM, y en la tabla 2.6 se listan los equipos y
materiales utilizados (CONAGUA, 2014a; CONAGUA, 2014b).

Tabla 2.6 Materiales y equipo de seguridad para cultivos anaerobios

METODO EQUIPOS MATERIALES
NMP? SEGURIDAD = Pipetas 0 micropipetas de 1mL
= Bata de algodon = Perilla de 3 vias
= Guantes de neopreno o = Gradilla
latex = Tubos de dilucion (9mL de DlI)
= Lentes de seguridad » Tubos con medio de cultivo
= Cubrebocas o mascarilla » Puntas para micropipeta
= Algodén
EQUIPOS LABORATORIO = Encendedor
= Camara anaerébica = Gas N,
= Incubadora
FM°® SEGURIDAD = Cajas Petri 47mm (cP)

= Bata de algodon

= Guantes de neopreno o
latex

= Lentes de seguridad

= Cubrebocas o mascarilla

EQUIPOS LABORATORIO
= Bomba de vacio
= Camara anaerdbica
= I[ncubadora

= Dosificador de PADs

= Gas N,

» Matraz Kitazato

» Medio de Cultivo

= Membranas 0.45uM 47mm

= PADs

» Pinzas para membrana

= Perilla de 3 vias

= Pipetas de 1, 2y 10 mL

» Solucidn dispersante

» Soporte magnético para Filtros
» Tubos de dilucion (9mL de DI)

Fuente: “"CONAGUA, 2014a; ° CONAGUA, 2014b.
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Debido a que el método FM para la cuantificacion de microorganismos anaerébicos
es introductorio, previo a este experimento se realiz6 una prueba comparativa, donde
se tomaron muestras de RSU degradados y de LD de cuatro BLAB, que operaron
anaerobicamente a una tasa de recirculacion 40% V dos veces por semana (Olay-
Romero, 2014), se cuantificaron con ambos métodos (NMP y FM) y se compararon
los resultados por medio de gréficas (Anexo C.3).

Después del desmontado de cada BLAB y obtenidas las muestra de RSU vy
Lixiviados, éstas se diluyeron sucesivamente hasta una concentracién de 1x107,
para sembrar por triplicado en los tubos para NMP y por duplicado en las cP para
Cuenta en placa y para FM, incubandose como se indica en anexo C.2. Una vez
transcurrido el periodo de incubacion respectivo a cada tipo de microorganismo, se
cuantificaron con base a las normas. Sin embargo la técnica NMP tiene como
peculiaridad ser un método cualitativo, a diferencia de las técnicas de Cuenta en
placa y FM que son cuantitativas, por lo que para homologar el criterios en todo el
proceso, se elaboré la tabla 2.7 para determinar en la observacion si un tubo se iba a
considerar positivo (+) o negativo (-), comparandolo con el tubo sin inocular (control)
(CONAGUA, 2014a; CONAGUA, 2014b; Hernandez-Contreras, 2013; Marquez-
Benavidez, 2004).

Los resultados de cuantificacion de los microorganismos se concentraron en una
hoja de calculo organizada por tipo de: Operacion del BLAB, Consorcio de
microorganismos, Muestra y Método utilizado. Posteriormente se graficaron para
mostrar las dinamicas de crecimientos, que describieron el desarrollando los
microorganismos durante el proceso de la biodegradacion acelerada de RSU con
recirculacion de lixiviados. Finalmente se llevaron a cabo los analisis estadisticos con
Minitab V.16 y SPSS, determinandose mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson (p), que entre mas cercano a 1 positivo fue su valor, mejor fue el grado de

relacion entre los métodos NMP y FM (Montgomery, 2004).
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Tabla 2.7 Criterios de seleccién de tubos (+) para NMP

Microorganismo CRITERIO 1 CRITERIO 2
Sustrato Turbidez y Gas
Celulolitico Si hubo una visual Si el medio liquido del tubo
desaparicién de celulosa en el presento turbidez evidente”
tubo * ¢
Fermentativo NA Si el medio liquido del tubo
presentd turbidez” y si por
espectrofotémetro se obtiene
una densidad optica > a 0.1 a
640 nm de longitud de onda * ¢
Metanogénico Si dentro del tubo Durham Si el medio liquido del tubo

hubo gas derivado de Ila
conversion  del acetato de
sodio en CH, y CO,*°¢

presenté turbidez evidente y se
formo6 gas dentro de los tubos
Durham.”

Sulfato-reductor  Si el tubo present6 precipitado
color negro como resultado de
la conversion de sulfatos * ©

Si el medio liquido del tubo
presenté turbidez evidente”

NA: No aplica
Fuente: *Barlaz et al., 1989, "CONAGUA, 2014; © Marquez-Benavides, 2004.

2.5.3 Caracterizacién e identificacion de microorganismos

Después de haber cuantificado los microorganismos, se seleccion6 un tubo (NMP) o
una UFC de una cP (FM). Inicialmente se observaron y registraron en una hoja de
calculo sus caracteristicas morfolégicas a simple vista (macroscopica) como: color,
forma, elevacion, borde, etc., posteriormente se realizd un frotis, se tiid con Gram y
se observd en un microscopio 6ptico de luz visible (microscopia), para identificar su
clasificacion Gram, la forma celular y agrupacion. La informacion se concentré en
una hoja de célculo dinamica para determinar los microorganismos predominantes y
finalmente se compararon con reportes referenciados que contienen las
descripciones de las especies, con el fin de identificar tentativamente cada

microorganismo
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se encuentran los resultados obtenidos en el proceso de
biodegradacion acelerada de RSU con recirculacion de lixiviados a una tasa del 40
%V una vez a la semana, por un periodo de 223 dias.

3.1 MUESTREO Y CARACTERIZACION

Los RSU vy lixiviados muestreados se tomaron del RESA ubicado en el kilbmetro 11.5
de la carretera Toluca-Zitacuaro, Ejido de San Luis Mextepec, Municipio de
Zinacantepec, al sureste del Estado de México (Figura 3.1), cuyas coordenadas son
19°19°43 de latitud norte y a los 99°46°20"" de longitud oeste del meridiano de
Wreenwich. Tiene una superficie de 6.7 ha aproximadamente. El clima del sitio es
templado subhimedo con temperaturas que oscilan entre 20°C en verano y 5°C bajo
cero en invierno (INEGI, 2010). Actualmente recibe alrededor de 650 t/dia,
provenientes de los municipios de: Almoloya de Alquisiras, Almoloya de Juarez,
Donato Guerra, San José del Rincon, Toluca, Villa de Allende, y Zinacantepec
(MASERA, 2007; Mendoza, 2015).

ESTADOS UNIDOS MEXICANOS W\ ESTADO DE MEXICO
"\ \\ - / ) teage
W\ ‘?, \ AN, r‘—f’ »
b T 3 5. (%1
\\ Y /w'l, < M,
‘\3.. \S h Py

® RESA de ZINACANTEPEC
I Municipios que depositan en el RESA

Fuente: Adaptado de INEGI, 2010; MASERA, 2007; Mendoza, 2015
Figura 3.1 Ubicacion y municipios que disponen en el RESA de Zinacantepec
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3.1.1 Residuos so6lidos urbanos

Los RSU son depositados en el RESA directamente del camion recolector a la celda
en operacion, donde los segregadores primarios (pepenadores) seleccionan el
material con valor econdmico para su venta (carton, latas, vidrio, PET y HDPE). Con
una retroexcavadora (Figura 3.2), del frente de trabajo se tom6 una muestra de
aproximadamente 250 kg de RSU antes de que fueran compactados y se obtuvo
55.11 kg (Figura 3.3) mediante el método de cuarteo (Anexo A.l). El peso
volumétrico in situ (Figura 3.4) fue de 382.5 kg/m*® (Anexo A.2), valor menor al de 1
191 kg/m?® reportado por Delgado-Hernandez (2013) debido a que estos RSU ya
habian sido compactados. La muestra de RSU se separaré manualmente (Figura
3.5) y se pesO cada subproducto (Figura 3.6 y Anexo A.3), se fraccion6 y se

almacenaron en paquetes individuales (Figura 3.7).

> )\
{ iz A BY & v - " » - . . §
Figura 3.2 Toma de Figura 3.3 Monticulo de  Figura 3.4 Peso
muestra RSU para cuarteo volumétrico

Figura 3.5 Separacion  Figura 3.6 Pesado de Figura 3.7 Paquetes
manual subproductos individuales
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Cabe mencionar que algunos tipos de RSU por sus caracteristicas no se pudieron
clasificar dentro de los 27 subproductos que lista la NMX-AA-022-1985, por lo que se
adicionaron; éstos fueron: Electronicos (cables, circuitos electronicos, focos y
lamparas ahorradoras), Medicamentos (sonda de hospital, blisters y frascos con y sin
medicamento) y Varios (retenidos en la criba y que por su grado de descomposicion
no se pudieron identificar). La composicion porcentual se presenta en la tabla 3.1,
junto con las caracterizaciones obtenidas en el mismo RESA por Delgado-Hernandez
(2013) y Olay-Romero (2014) en 2012 y 2013, respectivamente.

Tabla 3.8 Composicion de RSU en el RESA de 2012-2014
COMPOSICION (%)

No. SUBPRODUCTO 20128 2013°  2014%*
1 Algodén 0.00 0.00 0.004
2 Cartdn 3.21 268 11.52
3 Cuero 0.00 1.61 0.05
4 Residuo fino 21.94 1290 13.29
5 Envase de cartdn encerado 1.60 2.26 1.25
6 Fibra dura vegetal 1.77 1.05 1.01
7 Fibras sintéticas 0.00 0.00 3.22
8 Hueso 0.34 0.71 0.55
9 Hule 1.27 1.37 0.05
10 Lata 0.00 0.00 0.07
11 Lozay cerdmica 0.84 0.96 0.62
12 Madera 0.68 0.66 0.22
13 Material de construccion 4.39 5.31 2.95
14 Material ferroso 1.35 0.79 1.81
15 Material no ferroso 0.25 0.23 0.17
16 Papel 473 494 4.61
17 Pafal desechable 7.85 8.48 3.88
18 Plastico de pelicula 8.52 14.03 14.76
19 Plastico rigido 4.73 5.48 5.96
20 Poliuretano 0.00 0.00 0.83
21 Poliestireno expandido 0.51 0.44 0.06
22 Residuos alimenticios 3.71 9.56 5.86
23 Residuos de jardineria 1.86 0.35 4.46
24 Trapo 2.78 3.62 5.47
25 Vidrio de color 3.88 1.28 0.33
26 Vidrio transparente 0.00 0.00 1.05
27 Otros 0.00 0.29 0.10
*28 Material de fundiciéon 1.69 1.47 0.00
*29 Electrénicos 0.08 0.18 0.10
*30 Medicamentos 0.51 0.09 0.15
*31 Varios 21.52 19.27 15.60

*Adicionales a la norma; **Este trabajo
Fuente: °Delgado-Hernandez, 2013; "Olay-Romero, 2014
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Su puede observar en la tabla 3.1 que por tercer afio consecutivo los: Varios,
Residuos finos y Plastico de pelicula representaron el mayor porcentaje. Este ultimo
aunque no es representativo en peso, si lo es en volumen, pudiendo causar
interferencias en la degradacion de los RSU debido a sus caracteristicas de lenta
biodegradabilidad, por lo que se requiere plantear alternativas que disminuyan su
volumen en los RESA (Rabell-Contreras et al., 2013). Por otra parte los subproductos
como: Latas (0.07%), Vidrio (1.38%), Plastico rigido (5.96%) y Carton (11.51%); se
encuentran en menor porcentaje con respecto a la media nacional de 1.7%, 5.9%,
10.9% y 13.8% respectivamente, como resultado de la recuperacion por los
segregadores primarios en el RESA (SEMARNAT, 2014a). Con respecto a los
Residuos alimenticios, éstos se encontraron en un punto intermedio entre los
reportados por Delgado-Hernandez (2013) y Olay-Romero (2014), debido a que los
tres muestreos se realizaron en tiempo de estiaje La FO fue de 30.41%,
considerando ademés de los componentes incluidos en la Ec. 1.13 los de huesos,
fibra dura vegetal, algodon y un 50% de los pafales; la cual es menor a la media
nacional reportada por SEMARNAT(2014) y a los estudios de Erses et al. (2008),
Hernandez-Berriel et al. (2014) y Sponza & Addag§ (2004), de 52.4%, 45%, 73.15% y
75-95% respectivamente, lo que confirma que los héabitos de consumo, estratos
socioeconémicos, cultura social, entre otros, propician diferencias en la composicién
de los RSU dispuestos en cada RESA.

Para la preparacion de la muestra a ser cargada en los BLAB y con la finalidad de
dar continuidad y seguimiento a los estudios escala piloto del 2012 (Delgado-
Hernandez, 2013) y escala laboratorio del 2013 (Olay-Romero, 2014), en este trabajo
se replico la composicion del afio 2012 (Tabla 3.2), con el incremento en el
porcentaje de alimentos de 3.71% a 14.68% y disminucion de los residuos finos de
21.94% a 10.97% como se realiz6 en el 2013; la FO con esta composicién fue
31.03%, poco mayor a la obtenida en el muestreo de este estudio. Las cantidades de

Vidrio blanco y de color se sumaron, asi como el Material no ferroso y Latas, debido
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a las pequefas cantidades por pesar para realizar la mezcla de los componentes.
Las diferencias en peso se deben a que Olay-Romero (2014) utilizé una densidad de

compactacion de 800 kg/m?y en este trabajo fue de 650 kg/m?®.

Tabla 3.9 Subproductos de los RSU cargados en cada BLAB
PESO (g)

No. RESIDUO COMP(%S)|CION 2013° **20143
800 650 kg/m
1 Cartén 3.21 10.59 8.60
*2 Residuo fino 10.97 36.17 29.39
3 Envase de cartén encerado 1.60 5.28 4.29
4  Fibra dura vegetal 1.77 5.84 4.74
5 Hueso 0.34 1.12 0.91
6 Hule 1.27 4.19 3.40
7 Lozay ceramica 0.84 2.77 2.25
8 Madera 0.68 2.24 1.82
9 Material de construccién 4.39 14.48 11.76
10 Material ferroso 1.35 4.45 3.62
11 Material no ferroso y latas 0.25 0.82 0.67
12 Papel 473 15.60 12.67
13 Pafal desechable 4.98 16.42 13.34
14 Pléstico de pelicula 8.52 28.10 22.83
15 Pléstico rigido 4.73 15.60 12.67
16 Poliestireno expandido 0.51 1.68 1.37
*17 Residuos alimenticios 14.68 48.41 39.33
18 Residuos de jardineria 1.86 6.13 4.98
19 Trapo 2.78 9.17 7.45
20 Vidrio (color y transparente) 3.88 12.79 10.40
21 Higiénicos 2.87 9.46 7.69
22 Material de fundicion 1.69 5.57 4.53
23 Electrénicos 0.08 0.26 0.21
24 Medicamentos 0.50 1.68 1.37
25 Varios 21.52 70.96 57.66
TOTAL 100.00 329.76 267.93

*Subproductos modificados en %; **Este trabajo
Fuente: *Olay-Romero, 2014

Posteriormente se hizO una mezcla compuesta de los subproductos para la
caracterizacion fisicoquimica (Tabla 2.1), cuyos resultados se presentan en la tabla
3.3, asi como los resultados de los trabajos del 2012 y 2013 (Delgado-Hernandez,

2013; Olay-Romero, 2014). Como puede observarse la caracterizacién obtenida fue
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similar a la reportada en el 2013, con excepcion de SVT y C/N, lo cual puede
atribuirse a los subproductos muestreados y a que el contenido de humedad en los
RSU de este trabajo fue mayor, mientras que la caracterizacion del 2012 es
visiblemente diferente debido a las consideraciones realizadas en cuanto a los

residuos alimenticios y finos.

Tabla 3.10 Caracterizacion fisicoquimica de los RSU iniciales

) VALORES

PARAMETROS 2012* 2013** 2014***

Temperatura (°C) NR NR 19.50 £ 0.43
pH 8.94+ 0.16 7.0£NR 7.25+0.31
Humedad (%Hbh) 25.29+14.6 23.5+0.01 26.38 +2.11
SVT (%) 46.18 + 29.36 57.35+ NR 64.77 + 4.25
Lig (%) NR NR 63.50 £ 1.67
Hol (%) NR NR 82.89 £ 0.23
MO (%) 19.56 £ NR 24.03 £ NR 24.89 £ 2.34
N (%) 0.72 £ NR 0.6 £NR 0.42 +0.04
CIN 14.52 23.22 31.69

NR (No reportado). *Delgado-Hernandez, 2013; **Olay-Romero, 2014; ***Este trabajo

3.1.2 Lixiviados

La cantidad de muestra de lixiviados de la Fosa 2 fue de 133 L (Figura 3.8). Su
caracterizacion fisicoquimica (Tabla 2.2) y los resultados de los dos afios anteriores
se presentan en la tabla 3.4. Se puede observar que los valores de los LJ del 2013 y
los del 2014 son similares debido que fueron tomados de la misma fosa 2 (Figura
3.9) y el que la DQO sea menor en 2014 se puede atribuir a la biodegradacion
durante el afo transcurrido. Los valores de los lixiviados muestreados en 2012 y los
LM del 2013 son parecidos pues fueron de la fosa 1. Conforme a los valores de
DQO, ST y SVT, los lixiviados de esta investigacion estadn en el rango de LJ
(Tchobanoglous et al., 1994), lo cual puede influir en una pronta aparicion de CH,
(Olay-Romero, 2014).
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Figu'ra 3.8 Tanque con

Figura 3.9 Fosa dbs

muestra de lixiviados lixiviados del RESA

Tabla 3.11 Caracterizacion fisicoquimica inicial del lixiviado

) RESULTADOS
PARAMETROS 2012~ 2013** 2014%***
(LM) (LJ)
pH 8.37+0.07 6.90+0.01 6.80 + NR 7.72 £ 0.00
Temperatura (°C) 18.00 £ NR 18.00 + NR 18.00+ 0.38 17.70 £ 0.05
CE (mS/cm) NR 17.95+0.11 3.58+0.11 13.70%0.10
DQO (mg/L) 5937+ 53 5323+NR 44766+NR 30333z% 404
ST (mg/L) 12 008 + 130 NR NR 24 337 + 353
SVT (mg/L) 3633+ 94 NR NR 9648+ 70

NR (No reportado); LM (Lixiviados Maduros); LJ (Lixiviados Jévenes)
*Delgado-Hernandez, 2013; **Olay-Romero, 2014; ***Este trabajo

3.2 SEGUIMIENTO DE LA OPERACION Y DESMONTADO PERIODICO

Una vez colocados los BLAB en el area de biorreactores del LIIA (Figura 3.10), se
consideré como inicié de la operacién el dia 8 de junio del 2014 segun lo indicado en
la parte experimental. La operacion se realizé durante 223 dias, similar a los tiempos
reportados por Benbelkacem et al. (2010), Hernandez-Berriel et al. (2014), Olay-
Romero (2014) y Sponza & Agdag (2004) de 200, 201, 253 y 220 dias

respectivamente.
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Figura 3.10 BLAB para inicio de operacion

3.2.1 Lixiviados recirculados y drenados

Los BLAB-B asignados como controles no produjeron lixiviados durante la operacion
(LD-B). A continuacion se muestran los resultados del seguimiento de parametros de

los lixiviados (Tabla 2.2) durante la operacion de los BLAB:

a) Dindmicas de lixiviados recirculados y drenados. Con base a lo programado en la
parte experimental se realizaron 32 recirculaciones, haciendo un total de 28.710 L
de LR, de los cuales a cada BLAB-AN y BLAB-A se le recirculé un total de 14.355
L. Respecto a los LD, se obtuvo que los BLAB-AN drenaron 13.422 L (LD-AN),
mientras que los BLAB-A drenaron 347 mL menos (13.075 L) (LD-A), esta
diferencia se atribuye a que con la aireacion se propicio un efecto de secado. En la
figura de 3.11 puede observarse que los LD-AN y los LD-A igualaron
practicamente a los LR en la segunda semana. Los LD-AN fueron mas variables
que los LD-A, debido a que la aireacion influyé en su lixiviacion. De acuerdo al
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andlisis estadistico ANOVA, no se encontr6 diferencia significativa entre los LD-A
y los LD-AN (Anexo D.1).
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Tiempo de operacién (d)

Figura 3.11 Lixiviados drenados

b) Dinamicas de pH. El seguimiento del pH se muestra en la figura 3.12, donde los
lixiviados de la Fosa 2 inyectados tuvieron un valor de 7.72 + 0.05 (Tabla 3.4), el
cual fue lijeramente alcalino y similar a los reportados por Aziz et al., (2010), Lee
et al. (2012) y Sun et al. (2011), de 7.76, 7.7-7.3 y 7.5 respectivamente al iniciar
sus experimentos. Los primeros LD mostraron un pH cercano a la neutralidad,
ésto puede atribuirse a que al pasar por la matriz de RSU algunos AOV se
incorporaron a los lixiviados inyectados (Sang et al.,, 2012; Sponza & Agdag,
2004). Con este descenso de pH se infirid el término de la etapa de Hidrdlisis e
inicié de las etapas Acido-Acetogénica. Se decidié denominar asi debido a que no
fue posible delimitar el término de Acidogénesis e inicio de la Acetogénesis,
puesto que los LD no presentaron valores menores de 7.0 y a que no se
determinaron AOV y/o acido acético como pardmetro para establecer la fase
acetogénica (Madigan et al., 2009; Sang et al., 2012; Tchobanoglous et al., 1994).
Posteriormente los valores de pH en los LD se incrementaron, dando inicio la fase

metanogénica el dia 38, el cual se establecio con respecto a la concentracion de
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40 %v/v de CH4 en el biogas producido (Hernandez-Berriel, 2010). Debido a que
los LR se mezclaron en el tanque con los lixiviados traidos del RESA, el pH se
mantuvo superior a 8.2. El analisis estadistico determind que el pH de los LR tuvo

diferencias significativas respecto al pH de los LD-A y los LD-AN (Anexo D.1).

Hidrélisis Acido-Acetogénesis Metanogénesis
9 1

|
|
8.6 !
|
I

- 82

o

7.8

7.4 —e—LR —#—LD-A —A—LD-AN
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Tiempo de Operacion (d)

Prueba | N| AN-A
Tukey D #LR
ND, No determinado por falta de datos
AN-A # LR, Diferencia significativa de los LR con los LD-AN y los LD-A.

Figura 3.12 Dinamicas de pH en lixiviados

AN=A#LR

c) Dinamicas de temperatura. En la figura 3.13, se puede observar la tendencia de
este parametro en los LR y LD, asi como la temperatura controlada en el area de
biorreactores del LIIA (T. amb.), la cual aument6 gradualmente hasta mantenerse
el dia 40 a 26.8 + 1.13°C. Al respecto, el lixiviado inyectado inicialmente tuvo una
temperatura de 17.7°C, la cual aumento en los primeros LD-A a 25.0°C y en los
LD-AN a 22.1°C, lo anterior pudo ser debido a que los lixiviados inyectados
proporcionaron humedad en la matriz de RSU, la cual aumentoé la actividad de los
microorganismos, aunado a que los microorganismos mesofilos se desarrollan a
esta temperatura, generando calor (Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009;
Tchobanoglous et al., 1994). Posteriormente los LD y LR descendieron lentamente

hasta mantenerse en temperaturas que oscilaron entre los 19 y 23°C. El andlisis
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estadistico determiné que respecto a la temperatura, los LR son significativamente
diferentes a las temperaturas de los LD-A y los LD-AN.

Hidrolisis Acido-Acetogénesis Metanogénesis
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Prueba | N| AN-A
Tukey D| #LR
ND, No determinado por falta de datos
AN-A # LR, Diferencia significativa de los LR con los LD-AN y los LD-A.

Figura 3.13 Dinamicas de temperatura en lixiviados

AN=A#LR

d) Dinamicas de la conductividad electrolitica. Esta prueba se realiz6 en los LD de los
BLAB desmontados, asi como sus LR correspondientes. El acotamiento de fases
de biodegradacién corresponde a lo establecido en las dinamicas de pH, ya que
con este parametro no fueron perceptibles. Como puede observarse en la figura
3.14 los lixiviados iniciales presentaron un valor de 13.7 mS/cm de CE, establecido
dentro del rango usado por Aziz et al. (2010) de 10-14 mS/cm y de Sinan et al.
(2006) de 10-20 mS/cm en sus lixiviados iniciales. Dicha CE, obtenida de los LD
del primer desmontando, decrecio menos de un mS/cm en los LD-AN y LD-A, a
diferencia de Hernandez-Berriel (2010) que aumentd de 13.54 al19.14 mS/cm en
los primeros LD, debido al uso agua en la primera inyeccion. El dia 66 se observo
un aumento en la CE hasta 155 y 14.9 mS/cm en los LD-AN y LD-A
respectivamente, lo cual se atribuyo a que los lixiviados de la octava recirculacion
diluyeron y arrastraron iones de la matriz de RSU. Posteriormente la CE decrecio

lentamente, de manera similar a las dinamicas de CE de Olay-Romero (2014) y
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Sinan et al. (2006). La prueba de ANOVA indic6 que no se tuvieron diferencias

significativas en la CE de los LD-AN, LD-Ay LR.
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Figura 3.14 Dindmicas de CE en lixiviados

e) Dinamicas de DQO. Este parametro se determind en los LD y LR en las semanas
indicadas en la metodologia, asi como en los LD de los BLAB desmontados
periodicamente. El lixiviado inicial (Tabla 3.4) presenté una DQO de 30 333 mg/L,
cercano a los valores de los lixiviados iniciales de 37 000, 38 000, 40 000 mg/L
reportados por Flores-Gonzélez (2011), Sponza & Agdag (2004) y Sinan et al.
(2006) respectivamente, por lo que se consider6 como un LJ (Tchobanoglous et
al., 1994). Los valores mayores de DQO se obtuvieron en los primeros LD (40 900
mg/L en los LD-AN y 34 866 mg/L en los LD-A), lo cual puede atribuirse a que el
paso de los lixiviados por la matriz de RSU, arrastr6 MO. Posteriormente se puede
observar en la figura 3.15 un descenso rapido en la fase Acido-Acetogénica, como
resultado de la biodegradacion acelerada (Chugh et al., 1998), seguido de un
descenso gradual en la fase Metanogénica. Al término del experimento se
alcanzaron concentraciones 7 616, 2 416 y 1 633 mg/L en los LR, LD-AN y LD-A,
respectivamente. En general la tendencia de DQO fue descendente como en los
trabajos de Marquez-Benavides (2004) y Hernandez Berriel, et al. (2014), lo cual
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corrobora que la recirculacién es un tratamiento in situ para la degradacion de la
carga orgénica en los lixiviados. La remocion de DQO en los BLAB-A (95.3%) fue
mayor que en los BLAB-AN (94.0%), coincidiendo con lo reportado por Aziz et al.
(2010), Erses et al. (2008), He et al. (2012), Lee et al. (2012) y Sinan et al. (2006);
sin embargo en este trabajo estadisticamente no se encontraron diferencias
significativas entre los LD-AN, LD-A y LR para este pardmetro.
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Figura 3.15 Dindmicas de DQO en lixiviados
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f) Dinamicas de ST y SVT. En la figura 3.16 se muestra la dinamica de ST en los
lixiviados. Los lixiviados iniciales tuvieron una concentracion de 24 337 mg/L y
como ocurrié en el parametro de DQO, los LD de la primera recirculacion tuvieron
un aumento en la concentracién (32 400 mg/L en los LD-AN y 30 433 mg/L en los
LD-A), debido a la disolucion y arrastre de componentes organicos e inorganicos
(Hernandez-Berriel et al.,, 2014; Sinan et al., 2006), los ST decrecieron
rapidamente en la fase de Acido-Acetogénesis establecida por pH y se
mantuvieron en constante descenso hasta 18 238 y 18 222 mg/L en los LD-AN y
LD-A respectivamente. El andlisis estadistico indico diferencias significativas de
los ST en la fase Acido-Acetogénica entre los LD-AN y los LR, mientras que los

LD-A no tuvieron diferencias con los LD-AN ni con los LR.
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Figura 3.16 Dinamicas de ST en lixiviados

Sin#

Respecto a los SVT, los lixiviados iniciales tuvieron un valor de 9 648 mg/L y sus
dindmicas (Figura 3.17) fueron similares a los ST. En los LD sus concentraciones
mas altas fueron de 13 500 y 12 150 mg/L en los LD-AN y LD-A respectivamente,
las cuales descendieron hasta lograr remociones de SVT del 50.54% en los LD-
AN y de 60.61% en los LD-A al final de la experimentacion. Con la disminucién en
la concentracion de ST y SVT se puede asumir que hubo biodegradacion de la MO
en los lixiviados y que la operacion aerdbica fue mejor (Aziz et al., 2010; Erses et
al., 2008), sin embargo, los valores obtenidos en este parametro no lo reflejaron.
Respecto la prueba estadistica de ANOVA no existen diferencias significativas en
los LD-AN y LD-A ni en los LR. Lo anterior explica que los diferentes tipos de
operacion de los BLAB no influyen significativamente en la degradacion de SVT de

los lixiviados.
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Figura 3.17 Dindmicas de SVT en lixiviados

3.2.2 Produccién de biogés

Se detect6 produccion de biogas al dia siguiente de la primera inyeccién de lixiviados
en los BLAB-AN al igual que en el experimento de Benbelkacem et al. (2010) en
biorreactores escala piloto, los BLAB-A registraron biogas hasta los siete dias,
mientras que los BLAB-B tuvieron su primer desplazamiento el dia 23; a diferencia de
Hernandez-Berriel (2010), donde el biogas se detectd hasta los 24 dias en BLAB con
recirculacion al 40 %V dos veces por semana y de Olay-Romero (2013), que reportd
generacion hasta el dia 26 para BLAB al 40 %V una y dos veces por semana. La
pronta aparicion de biogas en este estudio se puede atribuir a que se recircularon LJ
con 30 333 mg DQOIJL en los lixiviados iniciales, valor alto en comparacién con el
atilizado (5 323 mg DQOI/L) por Olay-Romero (2014) y Hernandez-Berriel (2010) que

inicié con agua potable.

La produccion acumulada de biogas se muestra en la figura 3.18, donde los BLAB-
AN produjeron un total de 41.8 L normalizados/kgSVT de biogas, produccién mayor a
la reportada por Olay-Romero (2014) de 7.42 y 5.1 L/kgSVT en BLAB de 40%V unay
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dos veces por semana respectivamente; la diferencia se debié a que se utiliz6 LJ
desde el principio de la operacién. Los BLAB-A produjeron 84.5% menos biogas (6.5
L/kgSVT) que los BLAB-AN, debido a que la aireacion redujo la produccion de biogas
(Ritzkowski & Stegmann, 2007). Por otro lado se pudd corroborar que operar
biorreactores con recirculacion de lixiviados propicia una mayor produccion de biogas
qgue en aquellos que operan como tumba seca, ya que los BLAB-B produjeron solo
0.5 L/kgSVT.
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Figura 3.18 Produccién de acumulada de Biogas.

AN#A #B

De acuerdo al andlisis estadistico de todo el experimento (223 dias, todas las fases)
y de la fase Acido-Acetogénica, la produccion de biogas de los BLAB-AN fue
significativamente diferente a los BLAB-A y los BLAB-B, sin embargo en la fase
Metanogénica, los tres tipos de operacion son significativamente diferentes (Figura
3.18). A continuacion se muestran los resultados del seguimiento de la

caracterizacion del biogas durante la operacién de los BLAB:
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a) Dindmicas de CH,. Los resultados de caracterizacion para el CH,4 producido por
los BLAB se muestran en la figura 3.19, donde el inicio de la fase Metanogénica se
establecio en el dia 38 con el alcance del 40 %v/v de CH,4 en el biogas producido
por los BLAB-AN (Herndndez-Berriel, et al., 2014). Es importante destacar la
correspondencia observada del dia 38, con el cambio del descenso en la dindmica
en la DQO de los LD-AN que ocurrio entre los dias 38 y 41 (Figura 3.15), en donde
el dia 41 se obtuvo el 50% v/v de CH4 en dichos BLAB, que coincide con lo
considerado por Benbelkacem et al. (2010) para el inicio de esta fase. Lo anterior
podria ser considerado para estandarizar el rango de 40-50 %v/v para delimitar el
inicio de la Metanogénesis. El mayor porcentaje obtenido de CH, fue de 80 £ 5
%vlv, lo cual fue similar a las concentraciones reportadas por Olay-Romero
(2014).

Respecto a los BLAB-A, la fase de Hidrolisis también se considerd del dia 0 al 8
con base a los resultados de pH (Figura 3.12) del LD y el periodo de la fase Acido-
Acetogénesis del dia 9 hasta el final de la operacién, sin embargo esta fase fue
interrumpida temporalmente el dia 78, debido a que en el biogas se detecté un
valor de 42.8% v/v de CH,4 (Figura 3.19), por lo que se aumentaron los dias de
aireacion a seis por semana con el mismo flujo, con el objetivo de disminuir las
zonas anaeroébicas que pudieran darse en la matriz de RSU, como resultado de
una aireacion insuficiente, consiguiendo con lo anterior, que el porcentaje de CH,4

descendiera gradualmente.

Por otro lado, los BLAB-B que no fueron sometidos a recirculacion ni a aireacion
se mantuvieron con concentraciones < 5% v/v de CH4 (Figura 3.19). El analisis
estadistico mostré que en la fase Acido-Acetogénica la concentracion de CH, fue

significativamente diferentente entre los BLAB-AN y el BLAB-B, mientras que los
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BLAB-A no tuvieron diferencias con los BLAB-AN ni con los BLAB-B. En la fase

Metanogénica los tres tipos de operacion fueron significativamente diferentes.
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Figura 3.19 Concentracion de CH,4 en biogas

AN#A#B

La produccién acumulada de CH, (Figura 3.20) fue de 23.61 L/kgSVT en los
BLAB-AN, valor menor al obtenido por Hernandez-Berriel (2010) y mayor a los
reportados por Flores-Gonzalez (2012) y Olay-Romero (2014); estas diferencias
pueden atribuirse a las condiciones particulares de operacion en cada uno de los
estudios (Tabla 3.5).

En los BLAB-A, pese a la aireacibn se obtuvo una produccion de 1.58
LCH4/kgSVT y en los BLAB-B se generaron 0.03 LCH4/kgSVT. El analisis
estadistico mostré que en todo el experimento (223 dias, todas las fases) y en la
fase Metanogénica el flujo de CH4 de los BLAB-AN es significativamente diferente
gue en los BLAB-A y los BLAB-B y en la fase Acido-Acetogénica, la produccién de
biogas de los BLAB-AN fue significativamente diferente a los BLAB-B, mientras
que los BLAB-A no tuvieron diferencias entre los BLAB-AN y los BLAB-B.
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tuvieron diferencias significativas con los BLAB-AN y los BLAB-B.
AN # A-B, Diferencia significativa de los BLAB-AN con los BLAB-A y con los BLAB-B

Figura 3.20 Produccién acumulada de CH4

Tabla 3.12 Reportes de produccion de CH4 en estudios anaerobios

TEMPERATURA PRODUCCION

AUTOR SUSTRATO RECIRCULACION DIAS oC LCH./kgSVT

Este trabajo RSU 40 %V/semanal de LJ 223 21+2 23.61

0.2679 kg,

FO 31.03%
Olay- RSU LM del dia 0 al 96 y 260 202 5.42
Romero 0.2679 kg, LJde 97 al 260
(2014) FO 31.03%
Flores- FO de RSU Lixiviados 8.5 veces 140 20y 30 3.6y16
Gonzalez 0.2472kg el volumen del
(2011) BLAB/tres veces por

semana

Hernandez- RSU Agua potable inical y 201 23+2 31.15
Berriel 0.21519 kg, lixiviados 40%/dos
(2010) FO 75.3%  veces por semana
Erses et al. RSU 1 L- lixiviado/semana 374 32 1.58
(2008) 0.1950Kg y 500 mL de

FO 59.5% Agua/semana

LM (Lixiviados Maduros); LJ (Lixiviados Jovenes)
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b) Dindmicas de CO,. Al inicio de la operacion los BLAB-B y BLAB-AN no tuvieron
CO;, (Figura 3.21), debido a que después de probarlos herméticamente se les
realizd un barrido con N, para que operaran como anaeodbicos. Mientras que los
BLAB-A al inicio tuvieron un 22.6 %v/v de CO, debido a que la degradacion
aerobica tiene velocidades de reaccion cortas (Hassen et al., 2002; Stainer et al.,
1992). Despues de la primera recirculacion de lixiviados aumentd su concentracion
y durante la fase Acido-Acetogénica fue donde obtuvieron los porcentajes mas
altos (86.6 %v/v CO,), debido a que se propiciaron condiciones de humedad y
nutrientes que intensificaron la actividad microbiana(Tchobanoglous et al., 1994),
corroborando lo establecido por Barlaz et al. (1989) ya que consideré un 90 %v/v
CO, como indicativo de actividad fermentativa. Posteriormente en la fase
Metanogénica, disminuyeron las concentraciones de CO,, alcanzando valores de
15.1, 21.8 y 19.21 % v/v en los BLAB-AN y BLAB-A y BLAB-B respectivamente.
De acuerdo al andlisis estadistico de todo el experimento (223 dias, todas las
fases) y en la fase Metanogénica los BLAB-A tuvieron diferencias significativas
con los BLAB-B, mientras que los BLAB-AN no mostraron diferencias significativas
con los BLAB-A y los BLAB-B. Y en la fase Acido-Acetogénica los tres tipos de
BLAB son significativamente diferentes.

Con respecto a la producciéon acumulada de CO,, los BLAB-AN (Figura 3.22)
fueron los de mayor generacion (13.7 L/kgSVT), lo anterior debido a que también
fueron los mayores productores de biogas, seguidos de los BLAB-A que tuvieron
una produccion de 2.46 LCO,/kgSVT y los BLAB-B que generaron solo 0.15
LCO./kgSVT. Los BLAB-A y BLAB-B tuvieron mas produccion de CO, que de CHy,
debido a que hubo mas actividad de microorganismos aerdbicos en estos tipos de
BLAB (Hirata et al., 2011). Cabe mencionar que en los trabajos donde se compara
la operacion de biorreactores aerdébicos con anaerdbicos, no se reportan
producciones de CO, (Aziz et al., 2010; Erses et al., 2008; He et al., 2005; Heyer
et al., 2005; Sinan et al., 2006; Sun et al., 2011). La produccion acumulada de CO,
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de todo el experimento (223 dias, todas las fases) y en la fase Metanogénica
mostrd que los tres tipos de BLAB son significativamente diferentes, sin embargo
en la fase Acido-Acetogénica solo el BLAB-AN tuvo diferencias significativas con
los BLAB-A 'y los BLAB-B.
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Figura 3.21 Concentracion de CO; en biogas
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Figura 3.22 Producciéon acumulada de CO,
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3.2.3 Degradacion de RSU

A continuacibn se muestran los resultados de la degradacion de los RSU
descargados (RSUd), determinados mediante el desmontado periddico establecido

en la tabla 2.3:

a) Asentamiento. ElI % de asentamiento calculado en los tres grupos de BLAB fue
menor al 1%, coincidiendo con lo reportado por Olay-Romero (2014) en BLAB con
las mismas condiciones de operacion. Dicho asentamiento es bajo en
comparacion con el 10% conseguido en los BLAB al 40 %V reportado por
Hernandez-Berriel (2010), lo anterior puede atribuirse a que su recirculacion fue de
dos veces de semana e iniciaron con una compactacion menor (600 kg/m®) a la de
este experimento (650 kg/m°). El estudio de Erses et al. (2008) afirma que los
BLAB aerobicos presentan mayor asentamiento (37%) que los BLAB anaerdbicos
(5%), lo cual en este trabajo no fue posible comprobar, debido a que en ambos

tipos de operaciones sus asentamientos fueron similares.

b) Dindmicas de pH. La muestra inicial de RSU tuvo un pH cercano a la neutralidad
(Tabla 3.3) y los RSUd el dia 17 de los BLAB-A (RSUd-A) y los RSUd de los
BLAB-AN (RSUd-AN) aumentaron su valor de pH a 8.31 y 8.0 respectivamente
(Figura 3.23), debido a que el pH de los lixiviados correspondientes a la segunda
recirculacion habian incrementado su valor a 8.29 (Figura 3.12). Durante la fase
Metanogénica el pH de ambos BLAB fue entre 8.34 y 9.25, lo que se puede
atribuir a que los LR se mantuvieron en pH de 8.29 a 8.63, estableciendose un
equilibrio con los RSUd, lo cual corrobora lo mencionado por Hernandez-Berriel
(2010) sobre que “la medicion de pH en lixiviados es una referencia efectiva para
conocer el pH de la matriz de residuos”. Por otro lado los RSUd de los BLAB-B
(RSUd-B) disminuyeron su pH hasta 6.42 el dia 66, debido a la probable formacién
de AOV, posteriormente aumentan hasta alcanzar un valor de 7.52 al final de la
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operacion. Con respecto al andlisis estadistico se obtuvo que tanto en la fase
Acido-Acetogénica como en la Metanogénica, no existieron diferencias
significativas entre los RSUd-AN y los RSUd-A, pero si con los RSUd-B.
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Figura 3.23 Dindmicas de pH en RSU

c) Dinamicas de humedad. Los RSU cargados presentaron una humedad del 26.4
%Hbh, la cual es semejante a las de Olay-Romero (2014) y Delgado-Hernandez
(2013) de 27.4 y 25.3 %Hbh respectivamente, debido a que los RSU se obtuvieron
también en epoca de estiaje y del mismo RESA; sin embargo algunos estudios
reportan valores cercanos al 40.0 %Hbh (Hernandez-Berriel, 2010; Flores-
Gonzalez, 2011), donde esta diferencia se atribuye a que sus RSU tuvieron un alto
contenido en la fraccion de alimentos (34.25y 75.21%, respectivamente). Después
de la segunda recirculacién de lixiviados (Figura 3.25), la humedad aumentd hasta
52.4%Hbh en los RSUd-AN y 47.9 %Hbh en los RSUd-A, manteniendose
posteriormente a 57.0 £ 3.0 y 49.0 + 3.3 %Hbh en los RSUd-AN y RSUd-A
respectivamente; donde el valor de los RSUd-AN es cercano al contenido de
humedad 6ptimo (60 %Hbh) para la DA en los RESA (Robles, 2008).
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En la figura 3.24 también se puede observar que los RSUd-A durante todo el
proceso presentaron menor contenido de humedad en comparaciébn con los
RSUd-AN, lo anterior puede ser un efecto de secado propiciado por la aireacion.
Los RSUd-B se mantuvieron en 31.0 + 3 %Hbh, lo cual no es suficiente para la
biodegradacion de los residuos (Benbelkacem et al., 2010). La prueba de Tukey

reveld que los RSUd-B fueron significativamente diferentes con respecto a los
RSUd-AN y RSUd-A.
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Figura 3.24 Dinamicas de %Humedad de los RSU

d) Dindmicas de SVT y MO. Estos dos parametros se discuten de manera conjunta
debido a que se relacionan (Tchobanoglous et al., 1994; Hernandez-Berriel et al.
2014). En las figuras 3.25 y 3.26 se muestran las dinamicas de %SVT y %MO
removidos en los RSUd, donde puede apreciarse que se obtuvieron mayores
remociones en los RSUd-A para ambos parametros (Tabla 3.6), lo cual pareciera
contradecirse con la produccion de biogas (Figura 3.18), sin embargo es posible
gue la medicion de éste en los BLAB-A no haya sido completa, debido a que al
realizarles la recirculacion de lixiviados se desconectd del sistema de
desplazamiento. El que la remocidén de SVT y MO sea aproximadamente el doble
en los RSUd-A que en los RSUd-AN al final de experimento, se debe a que la
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degradacion aerObica produce una oxidacion mas rapida de los compuestos
organicos, lo cual se aprecia mejor si se compara que la remocion del 27.2 %SVT
en los RSUd-AN del dia 223, fue alcanzada el dia 15 por los RSUd-A. Las
degradaciones obtenidas en este trabajo concuerdan con lo reportado por Erses et
al. (2008) y corroboran los resultados de las dinamicas de DQO en lixiviados
(Figura 3.15), donde fue mayor la remocion en los BLAB-A (Sun et al., 2011). En
relacion a la prueba de Tukey, se determind que existen diferencias significativas

en SVT y MO, entre los tres tipos de operacion de los BLAB.
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Con los datos de SVT vy los drenados de lixiviados se obtuvé la capacidad de
campo (Cc) de cada tipo de BLAB confome a la ecuacién 1.6, dando como
resultado 1.06 (L/kg) en el BLAB-A y 1.35 (L/kg) del BLAB-AN, lo anterior indica
qgue la Cc es diferente cuando alguna de las condiciones de operacion varia, entre
ellas la escala, la densidad de compactacion, la frecuencia de recirculacién y/o la
composicion de RSU (Delgado-Hernandez, 2013; Olay-Romero, 2014; Orta-
Velazquez et al., 2003).

e) Grado de biodegradacién de los RSUd. Se consideran como indicadores de
estabilizacion o grado de biodegradacion de los RSU los SVT (Benbelkacem et al.,
2010; Erses et al., 2008; Tchobanoglous et al., 1999), la MO (Sponza & Agdag,
2004), la composicion de Hol, Lig y Hol/Lig (Eleazer et al., 1997; Hernandez-
Berriel et al., 2014; Nila-Cuevas, 2013), el contenido de C, N y C/N (Hernandez-
Berriel et al., 2014; Sponza & Agdag, 2004). Los resultados de algunos de los
trabajos mencionados y los del presente estudio se muestran en la tabla 3.6,
donde se puede apreciar que en los parametros SVT, MO, Hol/Lig, C, Ny C/N, las
mayores biodegradaciones correspondieron a los RSUd de los BLAB-A,
corroborando que la recirculacién de lixiviados y la aireacion permitié una rapida
oxidacion de los compuestos organicos (Erses et al., 2008). Al término del
experimento los BLAB-AN tuvieron valores similares en SVT, MO, C y C/N a los
estudios reportados para BLAB anaerdbicos (Delgado-Hernandez, 2013;
Hernandez-Berriel, 2010; Olay-Romero, 2014), aunque menores que Erses et al.
(2008), lo cual puede explicarse en funcion a los SVT de los residuos cargados
(84%) y a que su experimento tuvo una duracion de 630 dias. Respecto a los
porcentajes obtenidos de Lig y Hol en los RSU cargados, estos son menores en
comparacion con los reportados por Hernandez-Berriel (2010), lo anterior puede
atribuirse a que su fraccién de compuestos lignoceluldsicos (Fibra dura vegetal,
Madera, Residuos de Jardineria, Papel y Carton) fue mayor (40.1%) que los

obtenidos en este trabajo (13.9%).
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Tabla 3.13 Pardmetros de biodegradacion de RSU con recirculacion de lixiviados

PARAMETRO Este Trabajo Olay-Romero Delgado- Flores- Hernéandez- Erses et Sponza &
(2014) Hernandez Gonzalez Berriel (2010) al. (2008) Agdag
(2013) (2011) (2004)
Condiciones BLAB-AN Biorreactor- BLAB-AN BLAB-AN BLAB-Ay Biorreactor-
de RSU* BLAB BLAB BLAB 40%V/semana, piloto-AN a20,30y 40%V dos BLAB-AN, piloto-AN
operacion -B -AN -A 253 dias 40%V/semana, 40°C, 140 veces/semana, 374y 630 0,13y
205 dias dias 201 dias dias 30%V, 215-
225 dias
SVT (%) 64.8 £ 535+ 472+ 30.7% 40.8 £ NR ND 69.0, 69.0 71.4-55.5 82.0enAy ND
4.3 0.8 25 1.7 y 67.0 84.0 en AN
SVT (%) NA 17.4 27.2 52.6 28.9 ND 11.4,11.8 22.2 46.0en Ay ND
Remocién y 13.6 35.0 en AN
MO (%) 249 £ 216+ 186+ 128+ 185+ NR 13.9+NR ND 27.0 ND 64.0,62.0y
2.6 3.8 2.7 2 71.0
MO (%) NA 13.1 25.18 51.5 23.1 28.8 ND 51.1 ND 15.8,27.1y
Remocion 26.0
Hol (%) 25.1+0.4 20.1+ 184+ 17.9+ ND ND ND 56.9-30.5 ND ND
0.1 0.4 0.1
Lig (%) 15.9+0.4 15.1+ 18.4+  18.9+ ND ND ND 16.9-30.3 ND ND
0.1 0.9 0.4
Hol / Lig 1.6 1.3 1.0 0.9 ND ND ND 3.4-1.01 ND ND
C (%) 133+ 116+ 100+ 65+ 9.89 £+ NR 75+ NR ND 32.25-14.43 ND 355,340y
2.6 3.8 2.7 2.0 39.0
N (%) 0.44 £ 042+ 038+ 0.39% 0.5+ NR ND ND 1.15-0.89 ND ND
0.04 0.04 0.04 0.04
C/N 30.3 275 26.2 16.6 20.72 ND ND 28-16.21 ND ND

*RSU cargados; NA, No aplica; NR, No reportado; ND, No determinado; Promedio + Desviacion estandar; Valor inicial — Valor final
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3.3 CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS

En este apartado se muestra los resultados de la cuantificacion de los
microorganismos; aerobicos (mesofilos, hongos y levaduras) en Cuenta en Placa y
anaerdbicos (celuloliticas, fermentativas, sulfato-reductoras y acetoclasticas
metanogénicas) en NMP y FM, la cual se realizé en los LR previos al desmontado
periodico de los BLAB (Tabla 2.3) y en los RSUd y LD de éstos.

3.3.1 Microorganismos aerobios

El cultivo de los microorganismos aerébicos se realizé en los LR, RSUd-A y LD-A de

los BLAB-A. A continuaciéon se muestran las dinamicas obtenidas:

a) Dinamicas de bacterias mesodfilas. En la figura 3.27 se muestra que los LR
iniciaron con una densidad de poblacibn de 8.4 Log UFC/100mL, que
posteriormente en la fase Acido-Acetogenica disminuyé hasta 6.2 Log UFC/100mL
el dia 66, manteniendo valores menores que los RSUd-A y los LD-A, lo anterior
puede ser debido a que una vez que los LR fueron introducidos en la matriz de
RSU, estos microorganismos encontraron nutrientes accesibles, por lo que el
consorcid aument6 en los RSUd-A, y una parte de ellos fue arrastrada en los LD-
A. Las dinamicas de las bacterias mesdfilas en los RSUd-A y los LD-A
descendieron hasta el dia 66, debido a que la aireacién de la matriz de residuos
no estaba siendo suficiente, corroborandose con la cuantificacion de CH,4 (dia 78)
en biogas, por lo que se aumento la frecuencia de aireacion, teniendo como
resultado el incremento de la poblacion mesofila, primero en los RSUd-A y
gradualmente en los LD-A y LR. Para el dia 223, en el Ultimo desmontado, se
detectdé que la poblacion mesdfila nuevamente disminuyd, lo cual fue atribuido a
que los nutrientes tanto en los residuos sdlidos como en los lixiviados se estaban

agotando.
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El rango de densidad de las bacterias mésofilas en los RSUd-A (6.7-9.1 Log
UFC/100mL = 8.7x10°-2.4x10° Log UFC/g de RSUs) fueron similares a los
reportados para bacterias aerdbicas totales por Hirata et al. (2011) en
biorreactores aerébicos (10°-10® UFC/g de RSUs) y Palmisano et al. (1993) en
RSU excavados de un RESA (10%10" UFC/g de RSUs), pero bajas en
comparacion con el rango de Hassen et al. (2002) (10%-10'°UFC/g de RSUs) para

degradacion de residuos por compostaje.
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Figura 3.27 Dindmicas de bacterias aerébicas mesofilas

b) Dinamicas de Hongos y Levaduras. Los LR iniciaron con una densidad de 6.3 Log
UFC/100mL (Figura 3.28) y mostraron tendencias similares a las obtenidas en las
bacterias mesofilas, donde después de las recirculaciones descendieron hasta 5.0
Log UFC/100mL. Las poblaciones en los RSU-A fueron mayores que en los LD-A,
lo que puede atribuirse a la accesibilidad de los nutrientes dentro de los BLAB, sin
embargo debido a la interrupcion de la fase Acido-Acetogénica por el insuficiente
suministro de O, sus densidades de poblacion descendieron. Posteriormente con
la aireacion se incrementaron en los RSUd-A y lentamente en los LD-A y LR
debido a que el O, estimul6 el metabolismo de los hongos y las levaduras (Sang et
al., 2012), hasta el ultimo BLAB-A desmonte se observo un segundo descenso,

como efecto de que los nutrientes comenzaban a ser limitados para su desarrollo.
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El rango de la densidad de los hongos y levaduras fue de 5.4-7.1 Log UFC/100mL
(4.8x10%-2.4x10° UFC/g de RSUs) en los RSUd-A, el cual es cercano a lo
resportado por Hassen et al. (2002) en residuos de compostaje (5.0x103-5.0x10°
UFC/g de RSUs) y bajo segun lo indicado por Sang et al. (2009) de 9.0 X10* -
5.0x10" NMP-DNA/g de RSUs y por Sang et al. (2012) de 10° y 10° NMP-DNA/g
de RSUs, cabe mencionar que estos ultimos trabajos se han efectuado con una
técnica molecular de ADN (18S-rRNA gene) combinada con el principio de NMP,

en residuos organicos sintéticos operados de un biorreactor aerodbico.

Los Hongos y Levaduras presentaron rangos bajos en comparacion con la
poblacién bacteriana mesdfila, debido probablemente a que las condiciones dentro
de los BLAB-A no fueron aptas para estos microorganismos, ya que regularmente
se desarrollan en altas concentraciones de O, y en condiciones bajas de humedad
(Madigan et al., 2009), caso contrario a lo determinado en los BLAB-A (Figura
3.24).
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Figura 3.28 Dinamicas de hongos y levaduras
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3.3.2 Microorganismos anaerobios.

Como resultado de la prueba previa de comparacion entre los métodos NMP y FM
(Anexo C.3) se obtuvieron tendencias similares en las dinamicas de las densidades
de poblacion, detectandose mayores cuantificaciones con FM (hasta con 2 érdenes
de magnitud) que con NMP, ésto puede atribuirse a que el NMP es una técnica
cualitativa (visual) y determina el numero de células probables, mientras que FM es
un método cuantitativo. Conforme a lo anterior y con la finalidad de obtener mayores
elementos para establecer una correlacion entre los métodos, se utilizaron las dos
técnicas en la cuantificacién de los microorganismos anaerdbicos en los LR, RSUd-
AN y LD-AN de los BLAB-AN, asi como en los RSUd-B de los BLAB-B. Los
resultados de las densidades de poblacion obtenidas con el método NMP se
expresan en unidades Log NMP/100mL y las del método FM en Log UFC/100mL, asi
como en sus equivalencias por gramo de residuo para poder realizar comparaciones
con trabajos previos. Los resultados de dichas cuantificaciones se describen a

continuacion:

a) Dinamicas de bacterias celuloliticas. En la figura 3.29 se muestran las dindmicas
de densidad de poblacién de las bacterias celuloliticas. Los LR tuvieron una
densidad inicial de 3.5 Log NMP/100mL (5.5 Log UFC/100mL), el cual despues de
las recirculaciones aumentd, debido al incremento de componentes en fase
soluble (Figuras 3.15, 3.16 y 3.17), reflejAndose en el primer valor de poblacién de
los LD-AN (4.7 Log NMP/100mL y 6.7 Log UFC/100mL). Posteriormente en la fase
Metanogénica las bacterias celulolitica de los LR y los LD-AN disminuyeron,
debido al descenso de componentes de facil biodegradacion para éstas (Gerardi,
2003; Tchobanoglous et al., 1994). Los LD-AN mostraron un descenso en la fase
Acido-Acetogénica y en la Metanogénesis se estabilizaron (4.1 — 4.4 Log
NMP/100mL), a diferencia de lo resportado por Martinez-Camara (2011), donde
sus poblaciones celuloliticas crecen, aunque en menor proporcion conforme

trascurrid su experimento; estas diferencias pueden atribuirse a que en este

100



RESULTADOS Y DISCUSION

experimento no se utilizd suelo, que es fuente de bacterias celuloliticas (Carrillo,

2003), ademas de que los LR no contribuyeron con poblacion de este tipo.

El barrido con N de los BLAB-An y los RSUd-AN al inicio de la operacion redujo la
concentracion de O,, con lo que se contribuy6é a que la fase de hidrdlisis fuera
corta, debido a que al ser facultativas el crecimiento de la poblacién celulolitica
continuo pero a un ritmo menor que en condiciones Oxicas (Gerardi, 2003). Los
RSUd-An presentaron el dia 17 una poblacion de 6.3 Log NMP/100mL (7.0 Log
UFC/100mL), mostrando posteriormente una tendencia decreciente como efecto
de la disminucion de componentes de facil degradacion (Madigan et al., 2009;
Sang et al.,, 2012). En los RSUd-B se observd un aumento de la poblacién
celulolitica el dia 38, que decreci6é rapidamente hasta valores menores que en los
RSUd-AN, debido a que su contenido de humedad estuvo en el rango de 28.2 a
35.3 %Hbh (Figura 3.24), lo anterior confirma la baja actividad metabdlica

detectada en la generacion de CO, para los BLAB-B (Figura 3.21).
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Figura 3.29 Dinamicas de bacterias celuloliticas

Si bien pareciera que las dinamicas de poblacion fueron similares, mediante el

coeficiente de Pearson se obtuvieron para RSUd-AN y LD-AN correlaciones altas
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(0.96 y 0.78 respectivamente) y moderada para los RSUd-B (p=0.40), sin embargo
para los LR no se encontro correlacion (Anexo D).

b) Dindmicas de bacterias fermentativas. La densidad de poblacion fermentativa en
los LR iniciales fue de 4.4 Log NMP/100mL (7.2 Log UFC/100mL) (Figura 3.30), la
cual con las recirculaciones aumento (4.9 Log NMP/100mL y 7.8 Log UFC/100mL)
debido a que durante la fase de hidrélisis se debieron producir sustratos como:
glucosa, aminoacidos, acidos carboxilicos, etc. (Gerardi, 2003; Madigan et al.,
2009; Sang et al., 2012). Posteriormente en la fase Metanogénica, estas bacterias
por el método NMP decrecieron gradualmente, lo cual se puede atribuir a que
durante el mezclado en el tanque de lixiviados estas bacterias estuvieron
expuestas a un ambiente aerdbico. La cuantificacion por FM tambien mostré una

tendencia decreciene pero con un incremento el dia 101.

Las bacterias fermentadoras detectadas el dia 17 en los LD-AN (3.8 Log
NMP/100mL y 7.0 Log UFC/100mL) fueron indicio de que la operacion anaerdbica
y las condiciones para este consorcio se habian establecié durante la fase de
Acido-Acetogénesis. Posteriormente durante la fase Metanogénica con NMP
ascendierén a 5.4 Log NMP/100mL el dia 143 y con FM a 7.8 Log UFC/100mL dia
101 esta ultima con altibajos hasta el termino del experimento, con lo que se
debieron producir AOV, acetato e H,, que posiblemente fueron el sustrato de las
bacterias metanogenicas y/o sulfato-reductoras y por otra mantuvieron los valores
de pH de los LD-AN entre 7.9y 8.2 (Figura 3.12).

En la fase Acido-Acetogénica las dinamicas de bacterias fermentativas de los
RSUd-AN y los RSUd-B fueron menores que en los LR con ambos metodos de

cuantificacion debido a que éstas requirieron un tiempo de adaptacion para
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comenzar a desarrollarse (Gerardi, 2003; Madigan et al., 2009). Posteriormente en
la fase Metanogénica su poblacion con NMP se incrementd especialmente en los
RSUd-B (6.5 Log NMP/100mL) lo cual se reflejé en el pH &cido (Figura 3.23). Con
FM para los RSUd-B se obtuvo un descenso el dia 66 en la densidad de poblacion
(5.9 Log UFC/100mL) que después mostré incrementos hasta alcanzar 8.9 Log
UFC/100mL. En los RSUd-AN la poblacion cuantificada con NMP presentd
incrementos hasta el dia 143 (4.9 Log NMP/100mL) obteniendo el dia 223 un
descenso, lo cual que fue atribuido a la disminucion de los sustratos. El aumento
de la poblacion de las bacterias fermentativas en esta fase puede atribuirse a que
se siguen teniendo sustratos provenientes de las bacterias celuloliticas, las cuales
continuan oxidando azucares, debido a que el barrido inicial de N, ocasion6 lo que
Barlaz et al. (1989) denominan una hidrolisis lenta. Contrario a lo obtenido con
NMP, la técnica FM mostr6 que las dindmicas de las fermentadoras fue
decreciente despues del dia 66, con valores incluso inferiores que en LR.

Para estas bacterias, las dinamicas obtenidas por los metodos NMP (Figura 3.30a)
y FM (Figura 3.30b) fueron diferentes, obteniendose con el analisis estadistico
valores de p de -0.81, 0.57 y 0.62 para los RSUd-AN, RSUd-B y LD-AN
respectivamente, que corroboran la baja correlaciéon entre los metodos. Por el
contrario para los LR se tuvo una Correlacion de Pearson de 0.81, la cual es
considerada como alta (Anexo D). Conforme a lo anterior se requiere realizar un
mayor numero de pruebas con ambos métodos para el consorcion de bacterias
fermentadoras, con el fin de poder determinar estadisticamente la equivalencia o

no equivalencia entre ellos.
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Figura 3.30 Dinamicas de bacterias fermentativas

c) Dinamicas de bacterias acetoclasticas metanogénicas. En la figura 3.31 se
presentan las densidades de poblacibn de las bacterias acetoclasticas
metanogénicas. Los primeros lixiviados inyectados presentaron una densidad de
poblacion de 3.7 Log NMP/100mL (6.2 Log UFC/100mL), debido a que fueron los
lixiviados originales colectados en la fosa del RESA, la cual en la parte inferior de
tiene zonas anaerdbicas que pueden generar CH, (Gerardi, 2003). Posteriormente
con las recirculaciones ésta aumentd en los LR durante la fase Acido-
Acetdgenicas (4.0 Log NMP/100mL y 6.5 Log UFC/100mL), lo que puede
atribuirse a la presencia de sustratos como acetato, H, y CO, (Gerardi, 2003;
Madigan et al., 2009). El dia 38, establecido como el incio de la fase metanogenica
(Figura 3.19), se observd para los LR la mayor poblacion de bacterias
metandgenas (5.1 Log NMP/100mL (6.7 Log UFC/100mL), las cuales por ser
anaerobias estrictas disminuyeron gradualmente hasta 3.5 Log NMP/100mL y 6.0
Log UFC/100mL en esta fase, debido a la incorporacion de aire durante la

preparacion de los LR.

Los primeros LD-AN tuvieron densidades de bacterias acetoclasticas
metanogénicas de 4.4 Log NMP/100mL (6.0 Log UFC/100mL), dichas densidades
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alcanzaron sus valores maximos durante la fase Metanogénica el dia 66 (4.5 Log
NMP/100mL (6.7 Log UFC/100mL) y decrecieron gradualmente hasta el final del
proceso. Por otro lado, los RSUd-AN el dia 17 tuvieron una densidad de 5.3 Log
NMP/100mL (6.5 Log UFC/100mL), alcanzando el dia 38 (inicio de la fase
metanogénica) su densidad maxima de bacterias acetoclasticas metanogénicas
con la técnica NMP (5.3 Log NMP/100mL) y el dia 66 con FM (7.5 Log
UFC/100mL), coincidiendo estos dias con produccién acelerada de CH,4 (Figura
3.19). Posteriormente la densidad de estas bacterias disminuyé al igual que en los
LD y los LR. Para los RSUd-B se tuvieron densidades de metan6genas menores
en comparacion con los LR, LD-AN y los RSUd-A, lo que corrobora que operaron

mas lentamente como lo muestra la produccion de CH, (Figura 3.19).

Comparando las dindmicas entre los metodos NMP (Figura 3.31a) y FM (Figura
3.31b) se obtuvieron valores de p relativamente altos para RSUd-AN (0.77),
RSUd-B (0.77) y LR (0.82), sin embargo para los LD-AN no hubo correlacién
estadistica (Anexo D).
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Figura 3.31 Dinamicas de bacterias acetoclasticas metanogénicas

Cabe mencionar que parte de los resultados obtenidos de la cuantificacion de

bacterias fermentativas y metanogénicas se presentaron en “The Thirtieth
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International Conference on Solid Waste Technology and Management” en la
Univesidad de Widener Filadelfia, USA, mediante el trabajo denominado
‘Dynamics of Fermentative and Methanogenic Bacteria in the Accelereted
Degradation of Municipal Solid Waste” (Anexo D), el cual obtuvo el “Student Paper

Award”.

d) Dinamicas de bacterias sultafo-reductoras. En la figura 3.32 se observa que los
primeros lixiviados inyectados tuvieron una densidad de bacterias sultafo-
reductoras de 4.6 Log NMP/100mL (5.0 Log UFC/100mL), los cuales aumentaron
a 5.6 Log NMP/100mL (6.4 Log UFC/100mL) en la fase Acido-Acetogénica debido
al contenido de H, (Figura 3.12). En la fase Metanogénica la densidad de estas
bacterias disminuye debido a la incorporacion de aire durante la preparacion de
los LR. En los LD-AN del dia 17 (face Acido-Acetogénica) se obtuvo una densidad
de poblacion de 6.2 Log NMP/100mL (6.8 Log UFC/100mL), mayor a la de los LR
debido al arrastre de los sulfatos contenidos en la matriz de RSU (Hernandez-
Berriel et al., 2015). Posteriormente en la fase Metanogénica su densidad

decrecen gradualmente hasta el final del experimento.

En los RSUd-AN se tuvo una densidad de 5.3 Log NMP/100mL (6.0 Log
UFC/100mL) el dia 17 (Figura 3.32), menor con respecto a los LD-AN, lo cual
puede ser atribuido a que éstos arrastraron las bacterias de la matriz de RSU. En
la fase Metanogénica la poblacion de las bacterias sulfato-reductoras disminuyé
gradualmente, debido posiblemente a la competencia por el H, con las
metanogénicas (Barlaz et al., 1989; Gerardi, 2003; Marquez Benavidez, 2004;
Warounsak, 2007), donde estas ultimas fueron favorecidas pues se cuantifico CH,4
en el biogas generado (Figura 3.19). Es importante mencionar que la densidad
determinada por NMP fue mayor para las bacterias sulfato-reductoras que para las

Metenogénicas, mientras que con el método de FM fue inverso. El que fuera

106



RESULTADOS Y DISCUSION

mayor la poblacion de metandgenas que sulfato-reductoras parece coincir con lo
mencionado por Gerardi (2003), sobre que cuando la relacién sustrato-sulfato es
>3, se favorece el crecimiento de las bacterias metanogénicas y, se encuentra
ademas apoyado por los valores de pH de la matriz de RSUd-An, que fueron

superiores a 8.3 (Figura 3.23).

Para los RSUd-B, en la densidad de bacterias sulfato-reductoras se observo una
tendencia ascendente, ya que en su primer desmontado tuvieron una densidad de
4.3 Log NMP/100mL (6.0 Log UFC/100mL), la cual se incrementd del dia 38 hasta
el final del experimento (6.5 Log NMP/100mL y 6.9 Log UFC/100mL). Lo anterior
concuerda con los valores de pH de 6.4-7.5 (Figura 3.23), la pobre generacion de
CH,4 y el que su poblacion fue mayor que la de las metanogénicas por ambos
técnicas de cuantificacion (Figura 3.32).
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Figura 3.32 Dinamica de bacterias sulfato-reductoras

Con el analisis de correlacién se obtuvieron para los RSUd-B, los LD-AN y los LR
valores de 0.89, 0.97 y 0.80 respectivamente, los cuales fueron relativamente
altos; mientras que los RSUd-AN se correlacionan moderadamente con una p=
0.68.
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3.4 CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS

En este apartado se muestran los resultados de la identificacion morfologica
(macroscopica y microscopica) de las poblaciones microbianas predominantes en los
RSUd vy lixiviados, durante el proceso de degradacion acelerada de los RSU con

recirculacion de lixiviados en los BLAB aerdbicos y anaeroébicos.

3.4.1 Caracterizacién Macroscopica.

Se seleccionaron 246 UFC (Figuras 3.33) para la identificacion de los
microorganismos, 88 en la fase Acido-Acetogénica, 154 en la fase Metanogénica y 4
en los lixiviados iniales, de cada una de ellas se registré6 su morfologia como la
forma, la altura, el borde y el color, anotandolas en una base de datos como la
mostrada en la tabla 3.7.

Figura 3.33 Identificacién macroscopica de UFC. a) Hongo (56);
b) Levadura (53); c) Mesdfila y d) Anaerdébica.
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Tabla 3.14 Caracterizacién macroscopica

NO. DIAS BLAB MUESTRA MEDIO FORMA ALTURA BORDE COLOR

1 0 Rec-0 LIX F circular puntiforme convexa entero
53 17 A-1 RSU H circular umbonada ondulado blanco
55 17 A-1 LIX H circular elevada entero amarillo claro
56 17 A-1 LIX H circular elevada entero blanco-gris
43 17 A-1 LIX Me circular convexa entero blanco
4 17 AN-6 LIX M amiboide plana ondulado beige-claro
10 38 B-3 RSU C amiboide convexa ondulado beige-blanco
6 223 AN-6 RSU R circular elevada entero roja-café

Rec (Lixiviado recirculado); A (Aerdbico); AN (Anaerébico); B (Blanco); LIX (Lixiviado); Me (Mesdfilo);
H (Hongo y Levadura); C (Celulolitico); F (Fermentativo); M (Metanogénico); R (Sulfato-reductor).

3.4.2 Caracterizacion Microscopica.

La morfologia celular proporciona una identificacion del microorganismos en estudio,
sin embargo en el microscopio puede observarse un bacilo de bacteria y ser un
bacilo de arquea pese a que pertenecen a dominios filogénicos distintos, en
consecuencia la caracterizacion de un microorganismo a través de su morfologia es
predictoria (Madigan et al. 2009). En este trabajo se observé por medio del
microscopio Optico de luz visible la morfologia celular de los microorganismos en los
RSU vy lixiviados. Donde el 88% de las UFC seleccionadas, proporciond una imagen
con la que se pudo estimar las caracteristicas microscépicas como Gram, forma
celular y agrupacion. En seguida se muestran los resultados de los microorganismos

predominantes obtenidos en cada fase:

a) Fase de hidrdlisis. Debido a que el término de la fase de hidrélisis se establecio el
dia 7 y a que el primer cultivo de microorganismos se efectuo el dia 17, no se

obtuvé muestra representativa para esta fase, sin embargo en la figura 3.34 se
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presenta la forma celular de los microorganismos cultivados del lixiviado inicial,
donde el 50% de los microorganismos aerobicos fueron hongos, como los
Phicomycetos. El 46% de las bacterias anaerodbicas correspondieron a bacilos
cortos Gram (+), cultivados en un medio rico en carbohidratos (medio
Fermentativo), por lo que se infiere que fueron microorganismos del generd
Bacillus (Madigan et al., 2009).

Figura 3.34 Microorganismos del Lixiviados inicial. a) Tallos de un Phicomyceto;
b) Bacillus Gram (-)

b) Fase Acido-Acetogénica. Los microorganismos aerobios indentificados en los
lixiviados en esta fase de degradacién se muestran en la figura 3.35, donde en un
medio mesofilo se obtuvo un 25% de bacterias del tipo Staphylococcus Gram (+),
microorganismos identificados en residuos de compost por Hassen et al. (2002);
Mientras que con el medio especifico para hongos y levaduras se tuvo un 29% de
levaduras Gram (+). Ambos microorganismos pueden ser aerobios y anaerobios
facultativos y son considerados como fermentativos ya que se desarrollan en

presencia de aminoacidos y vitaminas (Liébana, 1997).
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Flgura 35 Microorganismos aeroblcos en los lixiviados. a) Staphylococcus
Gram (+); b) Levadura Gram (+)

Por otro lado los microorganismos predominantes en los RSUd durante la fase
Acido-Acetogénica fueron en un 36% los del tipo bacilos Gram (+) que por su
forma y tincion podria tratarse de una bacteria del genero Lactobacillus y con un
26 % se tuvo a los Hongos donde en sus hifas se pueden observar las ascas
caracteristicas de éstos, los cuales se desarrollan en materia muerta y cumplen
con una importante funcion en la mineralizacién del carbono organico (Madigan et
al., 2009).

" .-

e —— )
Figura 3.36 Microorganismos aerobicos en los RSUd-A. a) ‘Lactobacillus
Gram (+); b) Hifa de un Hongo (con ascas)
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Los microorganismos anaerobicos predominantes identificados en los Lixiviados
con medios de cultivo celulolitico, fermentantivo, metanogénico y sulfato-reductor
se muestran en la figura 3.37 incisos a), b), ¢) y d) respectivamente. Donde en la
figura 3.37a) se obtuvo un 40% de bacilos cortos Gram (-), que pueden pertencer
al genero de las Microbacterium (Liébana, 1997); en la figura 3.37b) el 30% fueron
bacilos cortos Gram (+), que por su morfologia podria tratarse de Clostridium
(Madigan et al., 2009); en la figura 3.37c) se obtuvo un 69% de bacilos
esporulados Gram (+), donde de acuerdo a su morfologia se puede inferir que se

trata de Plectridium (Madigan et al.,, 2009); por ultimo en la figura 3.37d) se

encontré en un 50% Micrococus Gram (+), los cuales son anaerobio facultativo
(Liébana, 1997).
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Figuré 3.37 Micrborganismos anaerobicos en los Likiviédoé. a) Microbacterium Gram
(-); b) Clostridium Gram (+); c) Plectridium Gram (+); d) Micrococcus Gram (+)
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En los RSUd predominaron los microorganismos anaerobios mostrados en la
figura 3.38, donde en la figura 3.38a) se obtuvo un 40% de bacilos largos
filamentosos Gram (-); en la figura 3.38b) se desarrollaron un 40% Levaduras
Gram (+); en la figura 3.38c) se presentan bacilos esporulados Gram (+) en 63%,
que por su forma pueden ser Clostridium y Plectridium (Liébana, 1997); y en la

figura 3.38d) se encontraron en un 33% bacilos curvos Gram (+).
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Figura 3.38 Mlcroorgamsmos anaeroébicos en los RSUd. a) Bacterias fllamentosas
Gram (-); b) Levadura Gram (+); c¢) Clostridium (=) y Plectridium ( = Gram (+);
d) Clostridium y Bacilos curvos Gram (+).
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a) Fase Metanogénica. En esta ultima fase de degradacion, caracterizada por ser

anoxica, se obtuvieron en los lixiviados los microorga

se presentan en la figura 3.39. En la figura 3.39a) se

nismos predominantes que

muestran Bacilos Gram (+)

en un 60% que por su morfologia se infiere que pertenece al generd Bacillus; en la

figura 3.39b) se obtuvo un 70% de bacilos esporulados

Gram (+), que por su forma

y Gram pueden ser del tipo Clostridium y Plectridium (Liébana, 1997); la figura

3.39¢) muestra 67% de bacilos largos Gram (+), que de acuerdo a su morfologia

se puede inferir que se trata de una Methanobacterium
la figura 3.39d) se obtuvo un 33% de bacilos cortos

cuales pueden ser Plectridium (Liébana, 1997).

Figura 3.39 Microorganismos anaerdbicos en Lixiviado
b) Clostridium (=) y Plectridium (=) Gram (+); c) Methan

. o

(Madigan et al., 2009); y en

esporulados Gram (+), los

: : . d)
s. a) Bacillum Gram (+);
obacterium; d) Plectridium.
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Los microorganismos obtenidos en los RSUd se presentan en la figura 3.40,
donde se observo un 64% de Bacilos largos y esporas tipo Plectridium Gram (+)
(Figura 3.40a); en la figura 3.40b) se obtuvo un 40% de bacilos y espirilos Gram
(+); en la figura 3.40c) determind un 60% de Bacilos alargados Gram (+), que
segun se morfologia pueden ser Methanosaeta (Madigan et al., 2009); y en la
figura 3.40d) se encontré un 16% de Vibriones y Streptobacillium Gram (-), que

con base a su morfolégia se infiere son Desulfovibrios (Madigan et al., 2009).

#/ \\.\/\ - X ,, \
\ % C\.’i ¥ _3ab s d)
Figura 3.40 Mlcroorganlsmos anaerobicos en los RSUd. a) Bacilos largos y

Plectridium Gram (+); b) Bacilos y espirilos Gram (+); ¢) Methanosaeta; d)
Desulfovibrios y streptobacillium Gram (-)
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CONCLUSIONES

» La caracterizacion de RSU vy lixiviados del RESA de Zinacantepec mostro por
tercer afilo consecutivo que los subproductos de mayor porcentaje son: Varios,
Residuos finos y Plastico de pelicula y que la FO de éste sitio es menor a la media
nacional. Mientras que en los lixiviados se presentd una menor DQO que se

atribuy6 a la biodegradacion en el afio transcurrido.

= La recirculacion de lixiviados jovenes favorecio la biodegradacion acelerada y
propicio la pronta generacién de biogas y de CH,, las cuales fueron en menor
tiempo en comparacion con los estudios realizados en 2012 y 2013 con RSU del

mismo sitio de disposicion.

» Los valores obtenidos de pH y DQO en lixiviados, asi como los analisis
cromatograficos del biogas, permitieron establecer las fases de biodegradacion,
donde para los BLAB-AN se determiné del dia 0 al 8 la fase de Hidrolisis, del dia 9
al 38 la fase Acido-Acetogénica y del dia 39 en adelante la fase Metanogénica;
mientras que para los BLAB-A y los BLAB-B del dia 0 al 8 fue la fase de Hidrdlisis
y permanecieron en la fase de Acido-Acetogénesis después del dia 9.

= Los BLAB-AN tuvieron mayor produccion de biogas (41.8 L/kgSVT) y mayor
contenido de CH, acumulado (26.1 L/kg SVT) que los BLAB-A (1.58 LCH4/kgSVT)
y los BLAB-B (0.03 LCH4/kg SVT), corroborando que la recirculacion de lixiviados

propicia una mayor generacién de CH4 para su aprovechamiento.
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Los BLAB-A tuvieron mayores remociones de solidos voléatiles totales, materia
organica y compuestos lignoceluldsicos en los RSU tratados (52.6, 51.5 y 43.8%
respectivamente) que los BLAB-AN (27.2, 25.2 y 37.5% respectivamente) y los
BLAB-B (17.4, 13.2 y 18.75% respectivamente).

Los BLAB-A operaron de forma semiaerodbica, presentando concentraciones de
CH; cercanas al 40 %v/v y, el decremento de sus poblaciones de
microorganismos mesofilos y de hongos y levaduras, evidencié que el flujo de aire

inyectado fue insuficiente.

Las dinamicas de concentracibon de CH; y de densidad de bacterias
metanogénicas permitieron corroborar el establecimiento de la fase metanogénica
a partir del dia 38 en los BLAB-AN.

Se caracterizaron microorganismos aerobios, facultativos y anaerobios en las
diferentes fases de la biodegradacion de los RSU, encontrando como
predominantes bacilos Gram (-), levaduras Gram (+), Clostridium, Plectridium,
Methanosaetas y Methanobacterium

Considerando las dinamicas de LR, LD, RSUd-AN y RSUD-B para las cuatro
bacterias cuantificadas, el método FM proporcion6 un total de 65.6% de
correlacion respecto al método NMP, donde los resultados de los lixiviados se
correlacionaron un 68.8% y los de residuos sélidos un 62.5%, por lo que es
necesario realizar un nimero mayor de analisis para su implementacién como

método de cuantificacion de microorganismos anaerdbicos.
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RECOMENDACIONES

En las proximas investigaciones con estos BLAB para la biodegradacion acelerada
con recirculacion de lixiviados y la combinacion de la aireacion, se recomienda
realizar una modificacion al disefio del BLAB para la inyeccion de lixiviados con el
fin de no tener perdida de informacion al desconectar el sistema de medicion del

biogas.

En la elaboracion del medio celulolitico seria interesante modificar lo establecido
por Barlaz et al. (1998), eliminando la solucion de AOV, ya que para esta

poblacién de microorganismos no es un sustrato necesario.

Para la implementacion de la técnica FM es importante realizar un mayor nimero
de pruebas con ambos métodos, especialmente para el consorcio de bacterias
fermentadoras, con el fin de determinar estadisticamente su equivalencia o

correlacion.
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ANEXOS

ANEXO A. CARACTERIZACION DE RSU

A.1 METODO DE CUARTEO

CEDULA DE INFORME DE CAKPO PARA EL CUARTED DE
LOS RESIDUOS S0OLIDOS.

Mo de Iél-:nlin-

Localidad San Luis Mextepec  Municipio_Zinacantepec Estado _México

Fecha y hora del cuarteo 02 de febrero de 2014

: Celda 3 en operacién del relleno sanitario
Procedencia de la Muestra

Condiciones Climatologicas Imperantes Duranie ¢l Cuarteo {descnba):
Soleado con temperatura ambiente de T= 22 °C

Ventoso

Cantidad de Residuos S6hdos para el Cuarteo Aprox 200 kg

Cantidad de Residuos Sohdos para la Seleccion de Subproductos

Aprox. 60 kg ke

Cantidad de  Residuos Sohdos pars los  Analisis  Fisicos, Quimicos ¥
Bioldpicos Después de fraccionado se tomaran 500 g.

Responsable del Cuarteo:

Mombre: Grupo de trabajo de residuos Cargo No aplica

Dependencia o Institucion _Instituto Tecnolégico de Toluca

- Ninguna
Observaciones 9
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A.2 PESO VOLUMETRICO

CEDULA DE INFORME DE CAMPO PARA LA DETERMINACION DEL PESO
VOLUMETRICO-"IN SITU" DE LO5 RESIDUOS SOLIDOS MUNICIPALES

Localidad San Luis Mextepec - Zinacantepec Estado Meéxico

Municipio

5 05 de febrero de 2014
Fecha v hora de la determimacion:

- - rban mi-urban
Estrato socio-economice muesireado: Urbano y semi-urbano

Condiciones chmatologicas imperantes durante la dierminacion
Temperatura ambiente de 22 °C

Capacidad del recipiente 0.2 m’
. 12
Tara del recipiente kg
Capacidad del recipente, tomada para la determinacion m*
Peso bruto {peso del recipiente con residuos solidos) 8 y 92 ke
A - 73 y 80

Peso neto de los residues solidos (peso bruto tara)

kg
Peso volumetrico "in situ™, de los residuos sohdos: 365y 400 kg/m®
Responsable de la determinacion:
Nombre:  Grupo de trabajo de residuos Cargo No aplica

y Lo i ITT
Dependencia o Institucton

Se realizaron dos muestras para la determinacion del peso
Observaciones:
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A.3 SELECCION Y CUANTIFICACION DE SUBPRODUCTO

HOJA DE REGISTRO DE CAMPO

SELECCION Y CUANTIFICACION DE SUBPRODUCTOS

San Luis Mextepec Zinacantepec México
Localidad Municipio Estado
Fechas v hora de analisis 07 de febrero 2014 10:30hPeso de la Muestra 52.107 kg
Estrato socioecondmico Urbano y Semi-urbano Tar de las halsasG:0-025 M:0.015 S:0.005 Kg
Responsable del analisis Grupo de trabajo de residuos Dlependencia o [nstitucion ITT
No. | SUBPRODUCTOS PESOVEN kg | % EN PESD | OBSERVACIONES
I _.1[9.,;.d.;‘:.|-| 0.002 0.004 En todos en peso neto, ya sin
1 Carlon 6 000 11.51 bolsas
i {uero 0.025 0.05
4 Residuo fino que pase lacnba M 200 | 6 950 13.29
5 Envase en carion encerado 0.650 1.25
B Fibra dura vegetal {esclerenguima) 0.525 1.01
7 Fibras sinteticas 1675 3.21
4 Hueso 0.285 0.55
0 Hule 0.025 0.05
i | Lata 0.035 0.07
Il | Lozayceramica 0.325 0.62
12| Maders 0.115 0.22
13 | Matenal de construccion 1535 2.95
[4 Matenial terroso 0.945 1.81
15 | Matenal no-ferroso 0.090 0.17
6 | Papel 2 400 4.61
17 | Pafial desachable 2020 3.88
I8 | Plastico de peliculs 7690 14.76
19 | Plastico rigido 3105 5.96
M0 | Polworetano 0.435 0.06
21 | Poliestireno expandido 0.030 0.83
27 | Residuos Alimenticios 0.055 5.86
23 | Residuos de jardineria 2325 4.46
4 | Trapo 2855 5.48
25 Vidno de color 0.170 0.33 En otros se contempla: cabello,
4 Vidio 'IIE.'-'.FI-E!'L"I'JIIL' 0.545 1.05 medicamentos, electrdnicos, material
M Oiros 813 15.97 de fundicidn, cera, semi-finos y varios
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ANEXO B. PUESTA A PUNTO DE EQUIPOS

B.1 PUESTA A PUNTO DE LOS BLAB

Tabla B.1 Procedimiento de ensamblado de los BLAB-AN

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Colocar silicénal  Tomar el fondo como lo muestra la figura 2.2
1 fondo del BLAB. El silicon va en la parte superior donde esta el

soporte de PVC 4, que hace tope con la brida 4

2 Colocar empaque Es el empaque 4 y el silicén va en la parte
superior del empaque

3 Colocar el Es el de perforaciones de 1/16” y el silicon va a la
distribuidor orilla de la parte superior del distribuidor 2
4 Colocar empaque Es el empaque 3 y el silicén va en la parte

superior del empaque

5 Colocar el cuerpo Hacer coincidir las perforaciones de las bridas 4 y
3 de fondo y cuerpo (Figura B.1)

6 Colocar los tornillos  Colocar cada tornillo en las perforaciones con su
en las bridas del arandela y tuerca de manera encontrada, apretar
fondo y cuerpo con llaves cuidando no descentrar los empaques

7 Dejar secar por 24  Se debe dejar de manera vertical apoyandose en
hr el cuerpo
8 Colocar empaque Es el empaque 2 a la orilla del BLAB donde esta

el soporte de PVC 2 y en adelante el armado va
sin silicén, para el posterior cargado de RSU.

9 Colocar el Es el de perforaciones de 1/8” y el silicon va a la
distribuidor orilla de la parte superior del distribuidor 1

10 Colocar empaque  Es el empaque 1

11 Colocar el domo Colocar el domo, sobre el empaque 2 y hacer

coincidir las perforaciones de las bridas 2 y 1 del
cuerpo y domo

12 Colocar los tornillos  Colocar en las perforaciones los 6 tornillos con su

FIN en las bridas de arandelay tuerca de manera encontrada, apretar

cuerpo y domo con llaves cuidando no descentrar los empaques
(Figura B.5).
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Tabla B. 2 Procedimiento de ensamblado de BLAB-A

ANEXOS

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Tomar el domo e  El tubo del sistema de aireacion va incrustado en
1 instalar el sistema el inyector 1 (Figura B.3)
de aireacion
2 Colocarle silicon al  Tomar el domo invertido a la figura 2.3.
domo del BLAB. El silicon va en la parte superior donde esta el
soporte de PVC 1 que hace tope con la brida 1

3 Colocar empaque Es el empaque 1 y el silicén va en la parte
superior del empaque

4 Colocar el Es el de perforaciones de 1/8” y el silicon va a la

distribuidor y orilla de la parte superior del distribuidor 1
atravesarlo con el
sistema de
aireacion

5 Colocar empaque Es el empaque 2 y el silicén va en la parte
superior del empaque

6 Colocar el cuerpo  Hacer coincidir las perforaciones de las bridas 1y
2 de domo y cuerpo (Figura B.3)

7 Colocar los tornillos  Colocar cada tornillo en las perforaciones con su

en las bridas del arandela y tuerca de manera encontrada, apretar
fondo y cuerpo con llaves cuidando no descentrar los empaques

8 Dejar secar por 24  Se debe dejar de manera vertical apoyandose en

h el cuerpo (Figura B.4)

9 Colocar empaque Es el empaque 3, a la orilla del BLAB donde esta
el soporte de PVC 3 y en adelante el armado va
sin silicén, para el posterior cargado de RSU.

10 Colocar el Es el de perforaciones de 1/16” y el silicon va a la

distribuidor y orilla de la parte superior del distribuidor 2
atravesarlo con el
sistema de
aireacion
11 Sellar el sistema Hacer el selle con flama y unas pinzas.
aireacion NOTA Solo realizar este paso cuando el BLAB
este cargado con los RSU
12 Colocar empaque  Es el empaque 4
13 Colocar el fondo Colocar el fondo invertido, sobre el empaque 4 y

hacer coincidir las perforaciones de las bridas 3 y
4 del cuerpo y fondo
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Tabla B.2 Procedimiento de ensamblado de BLAB-A (Continuacion)

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
14 Colocar los tornillos  Colocar en cada perforacién un tornillo con su
FIN en las bridas del arandela y tuerca de manera encontrada, apretar

cuerpo y fondo

con llaves cuidando no descentrar los empaques

(Figura B.5).

Tabla B.3 Procedimiento de pruebas de hermeticidad de los BLAB

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
HIDROSTATICA
INICIO Llenar con agua el cuerpo del  Se realiza después del paso 7 de la
1 BLAB tabla B.1y 8 de la tabla B.
2 Dejarenreposode4a5h Se debe dejar de manera vertical
apoyandose en el cuerpo (Figura B.6)
3 Observar si el BLAB tiene fugas Si no tiene, quitar el agua y continuar
de agua con el paso 5
4 Realizar la accién necesaria Regresar al paso 1
para corregir la fuga
NEUMATICA
5 Conectar una manguera de Se requiere del uso de un compresor
latex en el inyector 1 del domoy
un compresor
6 Tapar Inyector 2 del domo Puede ser con un subaseal o con una
manguera de latex, apretada con una
pinza
7 Cubrir con jabonadura todo el ~ Desde los inyectores del domo hasta
BLAB el drenado del fondo
8 Hacer pasar el aire a presién del Tapar con los dedos el drenado a fin
compresor de presurizar el BLAB.
9 Cuando el BLAB esta Liberar en ocasionalmente el aire del
presurizado, revisar drenado. Observar  todas las
detalladamente la formacién de  conexiones (Figura B.7)
burbujas
10 ¢Hay fugas? Si no hay fuga ir al paso 12
11 En caso de detectar fuga Regresar al paso 5
efectuar las acciones necesarias
para subsanarlas
12 Desarmar para cargar con los El BLAB esta puesto a punto para ser
FIN RSU utilizado (Figura B.8)
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Figura B.1 Ensamblado Figura B.2 Tubo de Figl]ra B.3 Tubo de
de un BLAB-AN aireacion en inyector 1 aireacion en el cuerpo del
BLAB

Figura B.4 Ensamblado Figura B.5 Ensamble
de un BLAB-A de BLAB completo

Figura B.6 Prueba de Figura B.7 Pruel;a Figura B.8 BLAB-AN
hermeticidad hidrostatica de hermeticidad listos para cargado de
neumatica RSU
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El cargado de los BLAB con los RSU se muestra en las figuras B.9 a B.11,
posteriormente en las figuras B.12 y B.13 se observa el sellado con silicon de los
BLAB y en las figuras B.14 y B.15 los sistemas de monitoreo de biogas vy lixiviados,
para finalmente tener un ensamble completo de los BLAB como se puede observar
en la figura B.16.

.

S
] A, ‘
A .

s 1
Figura B.9 subproductos

empaquetados Subproductos de
mezcla en el BLAB

t

Figura B.10 Mezcla de Figura B.11 Cargado

(idey f:mi\ﬂ

Figura B.12 Sellado de Figura B.14 Sistema

tubo de aireacion del BLAB-AN de medicion de biogas
BLAB-A
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Figura B.15 Sistema de Figura B.16 Enmble
captacion de lixiviados completo de BLAB
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B.2 Calibracién de Cromatégrafo de Gases
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Figura B.17 Curva de calibraciéon del CH4
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Figura B.18 Curva de calibracion de CO;
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Figura B.19 Cromatégrama de calibracion
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B.3 Pruebas de hermeticidad de camara anaerébica

HO~S 1

VISTA ISOMETRICA

1. Resistencia

2 Lampara

3. Mezcladar

4. Puerta desmontable
5. Guantes de operacitn
& Cortrol

7. Entrada d= gas

. Salida de gas

B Comante elécirica

10. Wentilader

Undades &2 om

CLly 41
VISTA DE FRENTE VISTALATERAL DERECHA
-
- bﬂﬁﬂ'
\ :
L &
3
v ] B
5 0

WISTA LATERAL IZCUIERDA

Fuente: Baltierra-Trejo, 2007

VISTA POSTERIDR

Figura B.20 Dimensiones y partes de la camara anaerdbica

Tabla B.4 Prueba de hermeticidad de la cAmara anaerébica

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Colocar la puerta (4) en la Cerrar valvulas (7 y 8) asi como verificar
1 camara anaerdébica y cerrar gue (10) esta cerrado.
2 Introducir el aire comprimido Abrir la valvula (7)
por la valvula (7)
3 Hacer pasar una esponja con Esquinas, valvulas, tornilleria, etc.
espuma de jabdén por TODA la
camara anaerobica
4 ¢La camara tiene fugas de Sise observan burbujas de jabén pasar al
aire? punto 5
Si no hay fuga ir al punto 6
5 Realizar lo necesario para Regresar al paso 1 (Figuras B.21 a B.24)
eliminar la fuga
6 La camara anaerobica esta en
FIN condiciones de operacion.
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Fuente: Hernandez-Contreras, 2013

Figura B.21 Espuma de vinilo Figura B.22 Abrazaderas
autoadhesiva en el marco de la puerta metalicas en guantes

— et

Figura B.23 Empaques en los tornillos Figura B.24 Cinta teflon en
llave de gas N,
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ANEXO C. CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS

C.1 PROCEDIMIENTOS PARA LA ELABORACION DE MEDIOS

Como se indica en la metodologia en la preparacion de los medios de cultivo se debe

usar el equipo y el materia indicado en la tabla C.1

Tabla C.1 Equipos y materiales para elaboracion de medios de cultivo

EQUIPOS

MATERIALES:

= Balanza analitica

= Agitador magnético

= Potenciémetro

= Parrilla de calentamiento
= Campana de extraccion
= Autoclave

= Termdmetro

= Refrigerador

= Espatula

= Pizeta

= Matraces aforados

= Vaso de precipitados

= Matraces Erlenmeyer
» Pipetas graduadas

= Micropipetas y puntas
= Perilla

= Gradilla

= Mecheros bunsen

» Tubos de ensayo (tapon de baquelita)
= Campanas Durham

= Algodén

= Agua Desionizada (DI)
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Tabla C.2 Elaboraciéon de medio celulolitico

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Esterilizar el area de trabajo  Usar equipo de seguridad durante la
1 del laboratorio con cloro o preparacion del medio
alcohol y algodon
2 Encender los mecheros -
bunsen para mantener el
ambiente aséptico
3 Utilizar matraz de 1L, Colocar el agitador dentro del
colocarlo en agitacion matraz
constante con 708 mL de DI
4 Adicionar las soluciones y En las cantidades que indica la
reactivos que se indican en la tabla 2.6
2.6
5 AjustarelpH a 7.2con HClo Calibrar el potenciémetro, con
NaOH solucién buffer de pH 7
6 Hervir el medio por 20 min Hasta que la resarzurina cambie de
color azul a rosa brillante
7 Enfriar el medio Hasta temperatura ambiente
8 Adicionar Na,CO3y HCI En las cantidades que indica la
Cisteina tabla 2.5
9 AjustarelpHa 6.6 conHCIo Tapar el medio para evitar
NaOH contaminacion
10 Esterilizar en autoclave a Para NMP, colocar 6 mL en tubos
FIN 121°C por 15 min de ensayo con tapén de baquelita y

continuar con el paso 1 de la tabla
C.5b.

Para FM colocar en un frasco
esterilizador, y continuar con el
paso 1 de la tabla C.6.

Fuente: Barlaz et al., 1989; Marquez-Benavides. 2004.

ANEXOS

141



Tabla C.3 Elaboraciéon de medio fermentativo

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Esterilizar el area de trabajo  Usar equipo de seguridad durante la
1 del laboratorio con cloro o preparacion del medio
alcohol y algodén
2 Encender los mecheros -
bunsen para mantener el
ambiente aséptico
3 Utilizar matraz de 1L Colocar el agitador dentro del
colocarlo en agitacién matraz
constante con 600mL de DI
4 Adicionar las soluciones y En las cantidades que indica la
reactivos indicados en la tabla 2.5
tabla 2.6
5 AjustarelpH a 7.2con HClo Calibrar el potenciémetro, con
NaOH solucién buffer de pH 7
6 Hervir el medio por 20 min Hasta que la resarzurina cambie de
color azul a rosa brillante
7 Enfriar el medio Hasta temperatura ambiente
8 Adicionar Na,CO3y HCI En las cantidades que indica la
Cisteina tabla 2.5
9 Ajustar el pH a 6.6con HCl o
NaOH
10 Esterilizar en autoclave a Para NMP, colocar 6 mL en tubos
FIN 121°C por 15 min de ensayo con tapén de baquelita y

continuar con el paso 1 de la tabla
C.5.

Para FM colocar en un frasco
esterilizador, y continuar con el
paso 1 de la tabla C.6.

Fuente: Barlaz et al., 1989; Marquez-Benavides. 2004.
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Tabla C.4 Elaboracion de medio acetoclastico metanogénico.

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Esterilizar el area de trabajo ~ Usar equipo de seguridad durante la
1 del laboratorio con cloro o preparacién del medio
alcohol y algodén
2 Encender los mecheros -
bunsen para mantener el
ambiente aséptico
3 Utilizar matraz de 1L Colocar el agitador dentro del
colocarlo en agitacién matraz
constante con 868mL de DI
4 Adicionar las soluciones y En las cantidades que indica la
reactivos indicados en la tabla 2.6
tabla 2.6
5 AjustarelpH a 7.2con HClo Calibrar el potenciémetro, con
NaOH solucion buffer de pH 7
6 Hervir el medio por 20 min Hasta que la resarzurina cambie de
color azul a rosa
7 Enfriar el medio Hasta temperatura ambiente
8 Adicionar HCI Cisteina En las cantidades que indica la
tabla 2.5
9 Ajustar el pH a 7.2 con HCl o
NaOH
10 Esterilizar en autoclave a Para NMP, colocar 6 mL en tubos
FIN 121°C por 15 min de ensayo con tapén de baquelita y

continuar con el paso 1 de la tabla
C.5.

Para FM colocar en un frasco
esterilizador, y continuar con el
paso 1 de la tabla C.6.

Fuente: Barlaz et al., 1989; Marquez-Benavides. 2004.

ANEXOS
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Tabla C.5 Elaboracion de medio sulfato-reductor.

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Esterilizar el area de trabajo ~ Usar equipo de seguridad durante la
1 del laboratorio con cloro o preparacién del medio
alcohol y algodén
2 Encender los mecheros -
bunsen para mantener el
ambiente aséptico
3 Utilizar matraz de 1L Colocar el agitador dentro del
colocarlo en agitacion matraz
constante con 1000 mL de DI
4 Hacer dilucion de los Conforme a la tabla 2.5
reactivos (g/L)
5 Ajustar el pH a 7.5 con NaOH Calibrar el potenciometro, con
o HCI solucion buffer de pH 7
6 Esterilizar en autoclave a Para NMP, colocar 6 mL en tubos
FIN 121°C por 15 min de ensayo con tapén de baquelita y

continuar con el paso 1 de la tabla
C.5.

Para FM colocar en un frasco
esterilizador, y continuar con el
paso 1 de la tabla C.6.

Fuente: Marquez-Benavides, 2004.
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C.2 PROCEDIMIENTOS DE CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Tabla C.6 Procedimiento de cultivo con el método de NMP

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO Sanitizar la camara Introducir el material y el equipo segun
1 anaeroébica con cloro o alcohol corresponda la muestra
y algodén
2 Cerrar la camara anaerébica  Introducir una vela encendida para
consumir el O,
3 Inyectar N, NOTA: No presurizar la camara con el
¢ Existe flama? N,
Sl existe flama, pasar a punto 2
NO hay flama, pasar al punto 4
4 Cerrar las valvulas y el gas N, -
5 Agitar la muestra de lixiviados Destapar el BLAB tomar 1mL de la
vigorosamente. Homogenizar muestra correspondiente
la muestra de RSU
6 En los tubos de dilucion Inocular es decir tomar 1mL de la
colocar el mL en el tubo de la  muestra de la dilucién 1x10™ y colocarlo
etiqueta 1x10'ly agitar en el tubo con el medio de cultivo y sus
réplicas), cerrar perfectamente
7 Tomar 1 mL del tubo de Inocular los tubos con medio de cultivo
dilucion 1x10y colocarlo en  1x10”
un tubo de dilucién con la
etiqueta 1x107 y agitar. Repetir hasta agotar los tubos de
dilucién y los tubos con medio de cultivo
NOTA: Utilizar solo una pipeta o punta
en cada dilucién y etiquetar los tubos
para no confundirlos
8 Abrir la cdmara e incubar los  Dejar en la incubadora por 28 dias a 35
tubos inoculados y los blancos + 2°C
9 Transcurrido el periodo hacer  Llevar registro
la revision y detectar los tubos
positivos y negativos
10 Realizar el calculo del Es importante reservar tubos con medio
FIN NMP/100 cm® con la férmula  de  cultivo  sin inocular, para

1.17

considerarlos como controles o blancos
y corroborar que el cultivo fue aséptico.

Fuente: Adaptado de CONAGUA, 2014a
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Tabla C.7 Procedimiento de cultivo con el método de FM

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES
INICIO  Sanitizar el area de trabajo del Usar equipo de seguridad
1 laboratorio con cloro o alcohol
y algodon
2 Encender los mecheros Evitar hacer corrientes de aire.
bunsen para mantener el
ambiente estéril
3 Colocar un PAD en cada una  No se deben tocar los PAD
de la cajas Petri
4 Colocar 2 mL del medio de Almacenar las cajas Petri en una caja
cultivo en las cajas Petri y hermética para transportarlas a la
cerrar camara anaerdébica
5 Sanitizar la cdmara Introducir el material y el equipo segun
anaeroébica con cloro o alcohol corresponda
y algodon
6 Cerrar la cdmara anaerébica  Introducir una vela encendida para
consumir el O,
7 Inyectar el N, NOTA: No presurizar la camara con el
¢ Existe flama? N,
Sl existe flama, pasar a punto 6
NO hay flama, pasar al punto 8
8 Cerrar las valvulas y el gas N, -
9 Dentro de la cAmara preparar -

el sistema de filtracion con la
bomba de vacio

10 Agitar la muestra de lixiviados
vigorosamente. Homogenizar
la muestra de RSU

11 En los tubos de dilucion
colocar el mL en el tubo de la
etiqueta 1x10'ly agitar

12 Quitar el soporte magnético y
con las pinzas de punta
colocar la membrana, el

soporte magnético y 30 mL de
solucién dispersante

Tomar 1 mL de muestra correspondiente
con una pipeta o micropipeta

Tomar 1 mL de la muestra de la dilucion
1x10" con otra pipeta o punta de
micropipeta

No tocar la membrana, si
desechar y usar otra.

seé cae

Fuente: Adaptado de CONAGUA, 2014b
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Tabla C.7 Procedimiento de cultivo con el método de FM (continuacion)

PASOS ACTIVIDAD OBSERVACIONES

13 Colocar 1 mL de la dilucién 1x10™"y  Cuidar que no queden burbujas en la membrana
succionar con la bomba de vacio.
Retirar la membrana y sembrarla
en la caja Petri

14 Tomar 1 mL del tubo de dilucién Repetir del paso 12 al 14 hasta agotar los tubos
1x10™y colocarlo en un tubo de de dilucién y los tubos con medio de cultivo
dilucién con la etiqueta 1x10? y
agitar. NOTA: Utilizar solo una pipeta o punta en cada
dilucién y etiquetar los tubos de dilucion y las
cajas Petri para no confundirlos

15 Abrir la camara y colocar las cajas Para seguir manteniendo las condiciones de
Petri en una caja con cierre anaerobiosis antes de cerrar la caja se coloca
hermético una vela encendida y cuando se apague, es un

indicador que se agoto el O,

16 Incubar Sin abrir la caja hermética por 48 h a 35 + 2°C
17 Transcurrido el tiempo de Se puede usar un aparato optico con lampara
incubacion hacer el conteo de las  fluorescente de luz blanca
UFC

Llevar registro

Realizar el calculo UFC/100 cm® Es importante incubar cajas Petri sin muestra
con férmula 1.18 como control o blanco y corroborar que el cultivo
fue aséptico.

Fuente: Adaptado de CONAGUA, 2014b

C.3. PRUEBA COMPARATIVA DE METODOS DE CUANTIFICACION NMP Y FM

Se llevaron a cabo pruebas de cultivos anaerébicos en medio liquido con los
métodos NMP (Figura C.1) y FM (Figura C.2), de muestras de los RSUd y LD de
cuatro BLAB, que operaron en condiciones anaerdbicas a la taza de recirculacion
40% volumen de RSU (%V) dos veces por semana. A continuacion se muestran los

resultados:
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Figura C.1 Tubos para cultivo en NMP

Figura C.2 Inoculacion por FM

Después de aplicados los métodos a las muestra de RSU vy lixiviados se obtuvieron

las densidades de las poblaciones con las ecuaciones correspondientes. En las

figuras de la C. 3 y C.6 se muestran las dindmicas del crecimiento de las bacterias

por ambos métodos en RSU y en las figuras de la C.7 y C.10 las cuantificadas en

lixiviados drenados.
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ANEXO D. ANALISIS ESTADISTICOS

En el presente anexo se muestra el analisis estadistico respecto al seguimiento de la
operacion de la investigacion considerando un Analisis de la Varianza (ANOVA) del
95% de confianza, estableciendo como Hipdtesis Nula (Ho) que no existen
diferencias entre las medias (1) de los valores generados por los sistemas de BLAB

aerdbicos ([a), anaerdbicos (Han) Y los control (pg) durante todo el experimento

Ho:p, =y = up

Y como Hipotesis Alternativa (Ha) que las p son diferentes significativamente entre
las u de los valores generados por los sistemas de BLAB pa, pan Y Mg durante todo el

experimento

Ha:py # pay # Up

Lo anterior con el uso del software Minitab V.16 considerando: Que si el valor de
p>0.05 se acepta Ho 6 si el valor de p<0.05 se rechaza Ho. Posteriormente si la
ANOVA rechaz6 la Ho y aceptd la Ha entonces se efectud la prueba estadistica de
Tukey (95% de confianza) para probar la igualdad por pares de L, es decir agrupar.
Tukey agrupa con letras donde las p que no comparten una letra son
significativamente diferentes (Montgomery, 2004). Este analisis se realizé para cada
etapa de la biodegradacion establecida como: Hidrolisis (Fase 1), Acido-Acetogénica

(Fase 2) y Metanogénica (Fase 3).
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D.1 LIXIVIADOS DRENADOS Y RECIRCULADOS

Tabla D.1 Analisis Estadistico para lixiviados drenados y recirculados

ANOVA TUKEY
Lixiviado Drenado P = 0.775 NA
p>0.05 se acepta Ho
Agrupacioén
pH de la fase 2 P=20.000 [ LR A
p<0.05 se rechaza Ho AN B
A B
Agrupacioén
pH de la fase 3 P=20.000 [ LR A
p<0.05 se rechaza Ho AN B
A B
Agrupacioén
Temperatura de la fase 2 P =0.005 | 1R B
p<0.05 se rechaza Ho AN A
A A
Agrupacioén
Temperatura de la fase 3 P =10.016 | LR B
p<0.05 se rechaza Ho AN A
A A
Conductividad Electrénica de la fase 2 P =0.333 | NA
p>0.05 se acepta Ho
Conductividad Electrénica de la fase 3 P =0.108 | NA
p>0.05 se acepta Ho
DQO de la fase 2 Pp=0.108 | NA
p>0.05 se acepta Ho
DQO de la fase 3 P =0.563 NA
p>0.05 se acepta Ho
Agrupacidn
S6lidos Totales de la fase 2 p=0.018 | 1R B
p<0.05 se rechaza Ho AN A
A A B
S6lidos Totales de la fase 3 P =0.977 | NA
p>0.05 se acepta Ho
S6lidos Volatiles Totales de la fase 2 P =0.135 | NA
p>0.05 se acepta Ho
S6lidos Volatiles Totales de la fase 3 P =0.994 | NA
p>0.05 se acepta Ho
D.2 PRODUCCION DE BIOGAS
Tabla D.2 Andlisis Estadistico para biogas
ANOVA TUKEY
Produccién de Biogéds (Todo el experimento) P = 0.0000 Agrupacién
p<0.05 se rechaza Ho B A
AN B
A B
Produccién de Biogas en la Fase 2 p =0.003 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B B
AN A
A B
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Tabla D.2 Andlisis Estadistico para biogas (continuacion)

ANEXOS

ANOVA TUKEY
Produccién de Biogéds en la Fase 3 P = 0.000 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B c

AN A

A B
Concentracién de CH; (todo el experimento) P = 0.000 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B c

AN A

A B
Concentracién de CH, en la fase 2 p = 0.029 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A

A A B
Concentracién de CH, en la fase 3 P =0.000 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B c

AN A

A B
Flujo acumulado de CH, (todo el experimento)P = 0.000 Agrupacién
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A

A B
Flujo acumulado de CH, en la fase 2 P =0.034 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A

A A B
Flujo acumulado de CH, en la fase 3 P =0.000 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A

A B
Concentracién de CO, (todo el experimento) P = 0.027 Agrupacién
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A B

A A
Concentracién de CO, en la fase 2 p =0.000 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B c

AN A

A B
Concentracién de CO, en la fase 3 p=0.011 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A B

A A
Flujo acumulado de CO, (todo el experimento P = 0.000 Agrupacidn
p<0.05 se rechaza Ho B c

AN A

A B
Flujo acumulado de CO, en la fase 2 P =0.003 Agrupacién
p<0.05 se rechaza Ho B B

AN A

A B
Flujo acumulado de CO, en la fase 3 P = 0.000 Agrupacién
p<0.05 se rechaza Ho B c

AN A

A B
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D.4 CUANTIFICACION MICROBIOLOGICA

a) Analisis de correlacion de métodos para las bacterias celuloliticas

FM

Correlacion RSUd-AN RSUd-B | LD-AN LR
RSUd-AN | Correlacion de Pearson. 0.96 0.87 0.89 0.18
Sig. (2-tailed). 0.00 0.02 0.02 0.73
N. 6 6 6 6
RSUd-B Correlacion de Pearson. -0.10 0.03 -0.17 0.11
a Sig. (2-tailed). 0.85 0.96 0.74 0.84
> N. 6 6 6 6
< ['LD-AN Correlacion de Pearson. 0.77 0.54 0.78 0.11
Sig. (2-tailed). 0.08 0.26 0.07 0.84
N. 6 6 6 6
LR Correlacion de Pearson. 0.91 0.80 1.00 0.40
Sig. (2-tailed). 0.01 0.06 0.00 0.44
N. 6 6 6 6

b) Andlisis de correlacién de métodos para las bacterias fermentativas

FM

Correlacion RSUd-AN | RSUd-B | LD-AN LR
RSUd-AN | Correlacién de Pearson. -0.81 0.96 0.12 -.051
Sig. (2-tailed). 0.05 0.00 0.82 0.31
N. 6 6 6 6
RSUd-B Correlacion de Pearson. -0.64 0.57 0.48 -0.93
o Sig. (2-tailed). 0.17 0.24 0.33 0.01
> N. 6 6 6 6
Z [LD-AN Correlacion de Pearson. -0.86 0.74 0.62 -0.72
Sig. (2-tailed). 0.03 0.09 0.19 0.11
N. 6 6 6 6
LR Correlacion de Pearson. 0.50 -0.47 -0.83 0.81
Sig. (2-tailed). 0.31 0.35 0.04 0.05
N. 6 6 6 6

c) Andlisis de correlacion de métodos para las bacterias Metanogénicas

FM

Correlacion RSUd-AN | RSUd-B | LD-AN LR
RSUd-AN | Correlacion de Pearson. 0.77 0.28 -.0,05 0.88
Sig. (2-tailed). 0.08 0.59 0.92 0.02
N. 6 6 6 6
RSUd-B Correlacion de Pearson. -0.04 0.77 -0.62 0.66
o Sig. (2-tailed). 0.95 0.07 0.19 0.15
S N. 6 6 6 6
Z [LD-AN Correlacion de Pearson. 0.88 -0.01 0.01 0.83
Sig. (2-tailed). 0.02 0.99 0.99 0.04
N. 6 6 6 6
LR Correlacion de Pearson. 0.58 0.38 -0.04 0.82
Sig. (2-tailed). 0.22 0.46 0.44 0.04
N. 6 6 6 6
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d) Andlisis de correlacion de métodos para las bacterias Sulfato-reductoras.

FM

Correlacion RSUd-AN RSUd-B | LD-AN LR
RSUd-AN Correlacion de Pearson. 0.68 -0.21 0.59 0.62
Sig. (2-tailed). 0.14 0.69 0.21 0.19
N. 6 6 6 6
RSUd-B Correlacion de Pearson. 0.20 0.89 -0.58 -0.80
a Sig. (2-tailed). 0.70 0.02 0.23 0.06
P N. 6 6 6 6
Z 'LD-AN Correlacion de Pearson. -0.03 -0.49 0.97 0.67
Sig. (2-tailed). 0.96 0.33 0.00 0.15
N. 6 6 6 6
LR Correlacion de Pearson. -0.04 -0.60 0.87 0.80
Sig. (2-tailed). 0.95 0.21 0.03 .06
N. 6 6 6 6
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Abstrac: In Mexico, the most used form of disposal for the municipal solid waste (MSW) is
the landfill. The degradation of MSW produces biogas and leachate which affect the
environment, such degradation results from the activities of microbial consortia. There are few
studies on the microbial density of this process, therefore the aim of this work was to
determine by the “Most Probable Number” method the growth dynamics of fermentative
bacteria (FB) and methanogenic bacteria (MB) involved in the accelerated degradation of
MSW. In order to determine the above, ten laboratory-scale bioreactors (LSB) were operated
at 26°C+2, with and without the recirculation of leachate at 40% volume rate once per week
over five months. The LSB were operated and dismantled monthly in order to quantify the
bacteria in samples of MSW and leachate. The results showed that in the recirculated leachate
(RL) FB were predominant and both bacteria decreased with the recirculation. While in
drained leachate (DL) the MB were initially higher and decreased when the FB started
increasing until becoming predominant. The hydrolytic-acidogenic phase was identified from
days zero to 38 and methanogenic phase started on day 39 according with the dynamics of
bacterial populations in the MSW and DL samples of the LSB with leachate recirculation. The
LSB without recirculation leachate remained in the hydrolytic-acidogenic phase.
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degradation.

Introduction

The anthropogenic activities produce different types of waste, mainly Municipal Solid Wastes
(MSW), which if improperly disposed, may affect the soil, aquifer and atmosphere
(Tchobanoglous, et al., 1994). This pollution has caused an increased importance in its
treatment throughout the world. In Mexico, landfill is the most common method for the final
disposal of MSW, it consists of an engineered infrastructure where wastes are buried and
covered with intermediate and final layers of soil, it has a leachate collection systems and
venting wells for conducting biogas. The Landfill is regulated by the NOM-083-
SEMARNAT-2003 to prevent and control the pollution (LGEEPA, 2014; SEMARNAT,
2013).

Inside the landfill, due to their metabolic activity, a mixed population of microorganisms
degrade the organic fraction (OF) of the MSW. They are also responsible of the
biodegradation phases: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis and methanogenesis, resulting
in the generation of leachate and biogas, the latter composed mainly of CH, y CO, (Gerardi,
2003, Sang, et. al., 2012). Nevertheless, the stabilization of MSW until its mineralization
requires more than 20 years, as a result, there have been different studies, such as the leachate
recirculation, in order to accelerate the degradation and reduce the time required to stabilize it.
Among the investigations on this topic, we can find: The effect of different regimes of
humidification (Hernandez-Berriel, et. al., 2014) and The operation of LSB at two rates and
two frequencies of leachate recirculation (Olay-Romero, et. al., 2014). There are other studies
on the microbial consortia involved in biodegradation as: evaluating the development of major
groups of microorganisms (Barlaz, et. al., 1989), The effect of the inclusion of soils as
intermediate and final layers (Marquez-Benavides, 2004) and Determination of bacteria in
landfills operated aerobically and anaerobically (Sang, et. al., 2012).

In Mexico there are few studies on microbial density in the process of accelerated
biodegradation of MSW, therefore the aim of this study was to determine the dynamic growth
of fermentative bacteria (FB) and methanogenic bacteria (MB) by Most Probable Number
(MPN) method in LSB without and with leachate recirculation at 40% volume (40% V) once
per week (CONAGUA, 2014).

Materials and methods
Sampling and physical characterization of MSW

The MSW samples were taken in early of 2014 from the Zinacantepec landfill, located at the
southeast region of the State of México. The landfill has an area of 6.7 hectares; it has two
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closed cells, a third unclosed cell in operation and a fourth cell in construction. The sample of
fresh MSW was taken from an operating cell of approximately 55kg, according to Mexican
standard NMX-AA-015-1985, using the quartered method. Then, the sample was carried to
the Environmental Engineering Research Laboratory in the Instituto Tecnoldgico de Toluca, in
this site the selection and quantification of the sub products was made according to NMX-AA-
022-1985, the sub products were reduced to a size of one centimeter approximately
(SEMARNAT, 2013). The characterization is shown in the Table 1.

Table 1. Characterization of MSW

% %
No. SUBPRODUCT ; No. SUBPRODUCT .
weight weight

1 | Cardboard 3.21 14 | Diaper (sanitary) 4.98
2 | Fine residue 10.97 15 | Plastic film 8.52
3 | Tetra Pack 1.60 16 | Rigid plastic 4.73
4 | Hard vegetable fiber 1.77 17 | Expanded polystyrene 0.51
5 | Bone 0.34 18 | Food waste 14.68
6 | Oilcloth 1.27 19 | Yard waste 1.86
7 | Tincans 0.00 20 | Cloth 2.78
8 | Pottery 0.84 21 | Glass 3.88
9 | Wood 0.68 22 | Hygienic products 2.87
10 | Building Supplies 4.39 23 | Casting material 1.69
11 | Ferrous material 1.35 24 | Electronics 0.08
12 | Nonferrous material 0.25 25 | Expired drugs 0.51
13 | Paper 4.73 26 | Various 21.52
TOTAL 100

Set up and operation of laboratory scale bioreactors (LSB)

Ten LSB were constructed with PVC schedule 40 pipes of 412.24 cm® (5.4 cm intern diameter
and 18 cm high) (Hernandez-Berriel, et. al., 2014). Every LSB was filled with a mixture of
MSW (Table 1) and compacted to 650 kg/cm®. Each LSB had hermeticity tests in order to
operate in anaerobiosis and then connected to the biogas and leachate systems (Figure 1), all
LSB were installed in a controlled temperature area at 26°C+2.

The LSB were operated under anaerobic conditions in two groups, five as control without
leachate recirculation (LSB-B) and five with leachate recirculation at 40%V rate once per
week (LSB-AN) with 2 ml/min flow (Olay-Romero, et. al., 2014). The operation started with
the injection of fresh leachate collected in Zinacantepec’s landfill (40%V), with a Ph of 7.32
and 30 333 mg/L of DQO. The drained leachate (DL) of each LSB were mixed in a 200L tank
(simulating the leachate lagoon of the landfill), where the leachate for subsequent recirculation
were taken from. The LSB-B and LSB-AN remained in operation for five months, each month
one of the LSB in each group was dismantled in an anaerobic chamber, in order to make the
microbiological quantifications in the leachate and biodegraded MSW.
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Biogas monitoring

system

LSB

Leachate collection system

Figure 1. Leachate collection and Biogas monitoring system
Preparation of anaerobic growth media

The fermentative and methanogenic bacteria require special nutrients, that provide energy for
metabolic activity and cell growth (Gerardi, 2003), for this reason, specific anaerobic growth
media were made for each consortia of bacteria selected, according on the growth media
described by Barlaz (1989) and Marquez-Benavides (2004).

Quantification of bacteria

The sampling of MSW and leachate from the LSB, were taken inside an anaerobic chamber
(previously sanitized). For the leachates, one milliliter samples were taken and diluted six
times. For the MSW samples, 30g were taken from each LSB, these were liquefied with 300
ml of a sterile phosphate buffer solution with a pH=7 for one minute. (Marquez-Benavides,
2004) Later, it is filtered in a funnel and one milliliter was taken and diluted six times too.

With the diluted samples, the seeding of bacteria was done (anaerobic chamber) according to
NMX-AA-42-1987 for the method of MPN (CONAGUA, 2014). The incubation time was 28
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days, due to the slow metabolic activity of anaerobic bacteria (Hernandez-Contreras, et. al.,
2014). The criteria used for the identification of positive or negative tubes is described in
Table 2.

Table 2 Criteria for positive tubes MPN

Bacteria CRITERIA 1 CRITERIA 2 CRITERIA3
SUBSTRATE TURBIDITY AND GAS RESARZURIN
If an optical density higher The reza_zurin colpr ind_icator
Fermentative Not Applicable to 0.1 at 640 nm * % is changes its (_:olor Intensity by
observed. the mgtabollc act_|V|ty of the
bacteria present in a sample
at a speed that is directly
If gas inside the tube related to the number of
Durham derived from the | If turbidity due to bacterial | pacteria, so that the
Methanogenic conversion of sodium | growth and gas formation in | degradation of pink to yellow
acetate in CH, y CO,* “is | tubes Durham® is present. is considered positive®
observed.

Fuente: *Barlaz, et. al., 1989, "CONAGUA, 2014; “Madigan, 2009; “Marquez-Benavides, 2004.

Results and discussion
Dynamics of bacteria

In figure 2, the dynamic of the bacteria in RL (LSB-AN) is shown, where the FB decrease
constantly, this can be attributed to the consumption of the substrates formed in the hydrolytic
phase. On the other hand, the MB increase their density to 11.7 Ln(MPN/100mL) at the 38th
day, indicating that enough substrates were formed in the acidogenesis phase, and were later
consumed, therefore decreasing. (Marquez-Beavides, 2004; Sang, 2012).

14

H Fermentative
i Methanogenic

Ln(MPN/100mL)
= =
oo o N

(o]

SN

17 38 66 101 143
Operation time (d)

Figure 2. Dynamics of bacteria in RL
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The dynamics of bacteria in the DL (LSB-AN) are shown in figure 3. The 17" day both
consortia are detected, this can be attributed to the anaerobic conditions established in the LSB
since the beginning of the operation, as well as to the characteristics of the leachate collected
in the landfill (pH of 7.32 and DQO of 30 333 mg/L), corresponding to young leachate
(Tchobanoglous, et al., 1994). The population of MB are greater than FB, because the
methanogenic phase was established from day 38 of the experiment (Figure 2).

Starting from day 101, the FB increased, this has two possible explanations. It can be
attributed to the presence of volatile organic acids (VOA), which can not be degraded by MB;
or to the presence of sulfate-reducing bacteria, that compete with MB for the present H,
(Barlaz et al., 1989; Gerardi, 2003; Marquez-Benavidez, 2004; Robles-Martinez, 2008; Sang,
et. al., 2012).

14 H Fermentative

i Methanogenic

= =
o N
1

Ln(MPN/100mL)
(o¢]

(op}

17 38 66 101 143
Operation time (d)
Figure 3. Dynamics of bacteria in DL of LSB-AN

The figure 4 shows the dynamics of bacteria in the SMW of the LSB-AN. In the 38th day the
MB increased to its maximum amount, 12.2 Ln(MPN/100mL) ) and then decreased, showing
the same trend as DL and RL (Figure 2 & 3). The MB predominate with up to two orders of
magnitude over the FB, this may be a result of favored conditions of nutrients and moisture in
the MSW provided by the recirculation of leachate, therefore accelerating the MSW
biodegradation. (Barlaz et. al., 1989).
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Figure 4. Dynamics of bacteria in MSW of LSB-AN

According to figures 2, 3 and 4, the highest average density of MB was presented on day 38,
therefore the hydrolytic-acidogenic phase was identified from days zero to 38, and the
methanogenic phase starting from day 39.

The figure 5 shows the dynamic of the bacteria in the MSW (LSB-B), the FB predominate
with up to three orders of magnitude over the MB, this confirms that the biodegradation
process was slower and the hydrolytic-acidogenic phases are maintained throughout the
experiment. It is important to note that the LSB-B did not have leachate.

16
® Fermentative
i Methanogenic
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[EN
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17 38 . 66 101 143
Operation time (d)

Figure 5. Dynamics of bacteria in MSW of LSB-B

In all cases the range of FB is from 7 to 15 Ln(MPN/100mL) and MB is from 5to 12 Ln
(MPN/100mL), which are higher than those reported by Barlaz et. al. (1989); of 7t0 9
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Ln(MPN/100mL) and 2 to 9 Ln(UFC / 100mL) respectively; this can be explained by the
initial operating conditions, since these authors start with deionized water, whereas in this
study a young leachate with high organic load (30,333 mg COD / L) was used.

Conclusions

According to the dynamics of bacterial populations in the DL, RL and MSW of the LSB-AN,
the hydrolytic-acidogenic phase was identified from days zero to 38 and the methanogenic
phase starting from day 39.

The LSB-B were in the hidrolisis-aceidogenesis phase during the five months of the
experimentation, confirming that leachate recirculation accelerated the biodegradation.

The microbiological study in the biodegradation of the MSW, provides complementary
information on the physicochemical determinations and will vary according to the different
microbial populations of each MSW and the leachate used, consequently it is necessary their
study in each case.
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