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RESUMEN

Debido a su alta biodegradabilidad, bajo costo y amplia disponibilidad, el almidén
se ha postulado como una alternativa potencial para la elaboracion de plasticos
bio-basados, los cuales pueden ser degradados al final de su vida util junto con la
fraccion organica de los residuos solidos urbanos en plantas de digestion
anaerobia. En este trabajo se evalu6 el porcentaje de biodegradacion anaerobia
de un plastico flexible elaborado por extrusion de almidén de yuca y acido
polilactico, asi como de una bandeja moldeada por compresion fabricada a partir
de harina de yuca y fibra de fique, siguiendo las pautas de la norma ISO
13975:2012. Inicialmente se obtuvo un inéculo metanogénico bajo condiciones
termdfilas (55 °C) a partir de residuos solidos urbanos y estiércol bovino, el cual
fue monitoreado mediante las variables de pH, acidez, alcalinidad y concentracion
de metano. Posteriormente se determind la biodegradabilidad midiendo el carbono
mineralizado (como CO, y CH,). Para el montaje de biodegradacion se utilizaron 6
reactores y se cargaron por duplicado con inéculo mas las muestras de ensayo
(pelicula flexible y bandeja) y celulosa (como referencia positiva), ademas de 2
blancos (reactores solamente con inéculo). El pH, la acidez, la alcalinidad parcial y
la concentracion final de metano en el in6culo fueron de 7,92, 0,75 g AcH+/kg,
4,97 g CaCOg/kg y 55% respectivamente. Los porcentajes de biodegradacion
obtenidos tras 31 dias de digestiobn para la celulosa, la pelicula flexible y la
bandeja semirrigida fueron de 79,6%, 64,8% y 54,5% respectivamente. El nivel de
biodegradacion de la celulosa al final del ensayo, ademas del pH, la acidez, la
alcalinidad y la proporcion de metano logrado, confirman la actividad
metanogénica del in6culo. Los porcentajes de biodegradacién alcanzados por las
muestras de ensayo junto con una concentracion de metano generado por encima
del 50% exhiben la viabilidad de la pelicula flexible y la bandeja para ser
biodegradadas anaerébicamente bajo condiciones termofilicas y con bajo
contenido de solidos segun los criterios establecidos en la norma EN 13432.

Palabras clave: biodegradabilidad anaerobia, plastico biodegradable, almidén de
yuca, inéculo metanogénico.
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ABSTRACT

Due to its high biodegradability, low cost and wide availability, starch has been
postulated as a potential alternative for the production of bio-based plastics, which
can be degraded at the end of their useful life together with the organic fraction of
municipal solid waste in anaerobic digestion plants. This work evaluated the
percentage of anaerobic biodegradation of a flexible plastic made by extrusion of
Cassava starch and polylactic acid, as well as a compression molded tray made
from Cassava flour and fique's fiber, following the guidelines Of ISO 13975: 2012
standard. Initially a methanogenic inoculum was obtained under thermophilic
conditions (55 °C) from urban solid waste and bovine manure, which was
monitored by pH, acidity, alkalinity and methane concentration variables.
Subsequently the biodegradability was determined by measuring the mineralized
carbon (as CO, and CH,). For the assembly of the biodegradation test, 6 reactors
were used which were loaded in duplicate with inoculum and test samples (flexible
film and tray) and cellulose (positive reference), also 2 blanks were used (reactors
with inoculum only). The pH, acidity, partial alkalinity and final concentration of
methane in the inoculum were 7.92, 0.75 g AcH + / kg, 4.97 g CaCOg3 / kg and 55%
respectively. The percentages of biodegradation obtained after 31 days of
digestion for cellulose, flexible film and semi-rigid tray were 79.6%, 64.8% and
54.5% respectively. The level of cellulose biodegradation at the end of the test, in
addition pH, acidity, alkalinity and methane concentration achieved confirm the
methanogenic activity of the inoculum. The percentages of biodegradation
achieved by the test samples together with a methane concentration generated
above 50% exhibit the viability of the flexible film and the tray to be biodegraded
anaerobically under thermophilic and low solids conditions according the
specification standard EN 13432.

Keywords: anaerobic biodegradability, biodegradable plastic, cassava starch,
methanogenic inoculum.
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INTRODUCCION

Debido al progresivo incremento de la industria del plastico, en empaques
destinados a diversas aplicaciones, una importante cantidad de estos materiales
petroquimicos se ha acumulado en el medio ambiente, generando serios
problemas de contaminacion a nivel global. La produccion mundial de plasticos
supera las 300 millones de toneladas anuales desde el 2014 (Lebreton et al.,
2017) y se estima que de este total alrededor del 50% se acumula en rellenos
sanitarios y ambientes marinos (UNEP, 2014). La acumulacion de estos materiales
radica en la estabilidad de su estructura quimica, la cual no permite que entren
con facilidad en los ciclos de degradacion ambiental, por lo tanto al ser
desechados permanecen largos periodos en el medio sin descomponerse
(Mendoza, 2009).

Atendiendo a esta problemética, en los ultimos afios se ha llevado a cabo el
desarrollo de una nueva generacion de plasticos con propiedades comparables a
la de los polimeros convencionales y ademas susceptibles a la biodegradacion
microbiana. Algunos de estos plésticos se fabrican con mezclas a base de
almidon, un carbohidrato que gracias a su composicion, se puede transformar en
un material termoplastico mediante el cambio de su estructura utilizando un
plastificante (Ruiz et al., 2009). Actualmente existen compuestos poliméricos
biodegradables con una composicion entre 6 y 50% en almidén (Merchan et al.,
2009).

Estos polimeros pueden ser degradados junto con residuos organicos domésticos
o estiércol animal en plantas de compostaje o de digestion anaerobia (Yagi, et al.,
2009). Durante el proceso de biodegradacion, estos materiales son transformados
por microorganismos 0 por las enzimas que estos generan, convirtiendo el
carbono orgénico presente en las moléculas del mismo, en compuestos simples
como el diéxido de carbono (CO;) y el metano (CH,), segiun el método de
biodegradacion aplicado (Vazquez et al., 2015).

La degradacién de plasticos bajo entornos anaerobios se postula como una opcion
prometedora, ya que es un proceso disefiado para degradar los desechos y a
diferencia de la biodegradacion aerobia (compostaje) es un proceso de produccion
de energia (biogas). La razon basica del empleo de la biodegradacion anaerobia,
es la capacidad de ésta técnica para minimizar y aprovechar los desechos
organicos debido a los elevados porcentajes de eliminacion de materia volatil y a
la baja generacion de sélidos biologicos (Forster, 2005).
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Existen expectativas que en el futuro, la mayor parte de los plasticos seran
degradables, para tal proposito el primer requerimiento debe ser la valoracion de
las propiedades biodegradables. La necesidad de estimar estas propiedades ha
dado lugar a la creacion de normas por parte de diversos organismos
internacionales (ISO, ASTM, JIS, etc), en las cuales se establecen métodos y
criterios de evaluacion adecuados para los plasticos biodegradables en diferentes
condiciones ambientales especificas (Muller, 2005).

El grupo de investigacion “Ciencia y Tecnologia de Biomoléculas de Interés
Agroindustrial’-CYTBIA- ha desarrollado un plastico flexible fabricado a partir de
una mezcla de almidén de yuca con plastificante y acido polilactico, asi como una
bandeja semirrigida a partir de harina de yuca, fibra de fique y plastificante (Navia
y Villada, 2013). Pese a las mudltiples investigaciones realizadas en torno al
mejoramiento de las propiedades de estos materiales, su comportamiento de
biodegradacion no se ha estudiado a profundidad. Por tal razén, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar el porcentaje de biodegradacion de estos plasticos.
Debido a las diversas ventajas de la digestion anaerobia termdfila (55 °C) humeda
(5% de solidos totales), se prepar6 un inoculo metanogénico bajo estas
condiciones y se procedido a determinar la biodegradalidad de los materiales
mediante el método descrito por la norma ISO 13975:2012, la cual puntualiza las
pautas necesarias para la biodegradacién de polimeros en este tipo de ambientes.
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1. MARCO TEORICO

1.1 DIGESTION ANAEROBIA

La digestion anaerobia es un proceso de degradacion de la materia organica que
ocurre en una serie de etapas consecutivas, en el que un consorcio de bacterias y
arqueas metanégenas en ausencia de oxigeno y en condiciones ambientales
adecuadas (Ferrer y Pérez, 2010), transforma por medio de complejas reacciones
bioguimicas un sustrato organico en una mezcla de gases y en una suspension
acuosa o lodo. La mezcla de gases esta constituida principalmente por metano
(CH,) y diéxido de carbono (CO,) con trazas de otros compuestos (H.S, Haz, N,
etc.); esta mezcla es conocida como biogas (Acosta y Abreu, 2005).

Entre las cepas microbianas involucradas en un sistema anaerobio hay una
estrecha interdependencia fisioldgica, que compromete la necesidad nutricional de
un grupo microbiano respecto al producto metabdlico de otro (Ferrer y Pérez,
2010). De esta manera, mediante una secuencia de fases, los metabolitos
producidos por una cepa son utilizados por otra a través del catabolismo
molecular. La estabilidad del proceso anaerobio exige un equilibrio que impida la
acumulacion de compuestos intermedios inhibidores (IDAE, 2007).

De acuerdo con los estudios bioquimicos y microbiologicos efectuados hasta hoy,
el proceso de degradacion anaerobia de la materia organica se divide en cuatro
etapas: hidrodlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Varnero, 2011).
En la hidrdlisis, las moléculas grandes y complejas de los compuestos organicos
son convertidas paulatinamente en compuestos organicos mas simples
(aminoécidos, azucares y acidos grasos de cadena larga), a través de enzimas
secretadas por bacterias hidroliticas que actian en el exterior celular (Fernandez,
2010). La hidrdlisis es, entonces, la transformacion de los polimeros en sus
correspondientes mondmeros (Capson-Tojo et al., 2016).

En la etapa acidogénica, los productos de bajo peso molecular (azlcares,
aminoacidos, acidos grasos y alcoholes) generados durante la hidrolisis son
transportados por medio de la membrana celular en donde son fermentados a
acidos grasos con bajo numero de carbonos (acido acético, férmico, propiénico y
butirico), del mismo modo que a compuestos reducidos como el etanol, también a
H, y CO, (Del Rio, 2014). Para lograr una metanogénesis eficiente, se requiere
que los productos de fermentacion como el propionato y el butirato sean oxidados
a acetato, CO, e H,. Esta oxidacion es realizada por un grupo denominado
organismos acetdégenos productores obligados de hidrogeno (OHPA, Obligate
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Hydrogen Producing Acetogens), mediante el proceso de acetogénesis. El
metabolismo de las bacterias acetogénicas es cohibido por el 4cido acético y el
hidrogeno, por lo cual es fundamental una continua eliminacion de estos
compuestos a través de la metanogénesis (Amani et al., 2010). La ultima fase del
proceso de descomposicion anaerobia de la materia organica, es la
metanogénesis. En esta etapa, un extenso grupo de bacterias anaerdbicas
estrictas pertenecientes al dominio Archea, actian sobre los productos
provenientes de las etapas previas. El proceso de digestion anaerobia es
concluido por los microorganismos metanogénicos a través de la formacion de
metano a partir de sustratos monocarbonados o con dos atomos de carbono
unidos por un enlace covalente como el acetato, hidrégeno/diéxido de carbono,
metanol, formiato y algunas metilaminas (Gonzélez, 2006).

1.1.1 Variables de operacion del proceso anaerobio. Las variables de
operacion constituyen factores externos que afectan la dinamica de los procesos
anaerobios y deben ser controlados de manera estricta debidos a que la cinética
anaerobia supone un delicado equilibrio de mdultiples comunidades microbianas.
(Fernandez, 2008).

1.1.1.1 Temperatura. La temperatura esté relacionada con la velocidad de las
reacciones involucradas en el proceso. Este parametro operacional interviene en
la supervivencia, crecimiento y competicion de las especies microbianas
(Rosenkranz, 2013). De acuerdo con el rango 6ptimo para el crecimiento de los
microorganismos, la temperatura se clasifica en tres grandes grupos: Psicrofilicas
(< 15 °C, con un 6ptimo a 15 °C), Mesofilicas (> 15 °C y < 45 °C, con un 6ptimo a
35°C) y termofilicas (> 50 °C y < 80 °C, con un éptimo a 55 °C) (Fernandez, 2008).
El desequilibrio de las velocidades de produccion y de utilizacion de cierto
producto, pueden ser provocados por minimas variaciones en la temperatura del
orden de 2 °C (Forster, 2005); temperaturas fuera de los intervalos produciran una
caida en la actividad metabolica debido a degradacion de enzimas por efecto de
altas temperaturas o reduccién de la cinética bioquimica debido a bajas
temperaturas (Rivera, 2002).

1.1.1.2 Contenido de sdélidos. El proceso de digestion anaerobia se puede
clasificar de acuerdo con el contenido de sélidos en digestion anaerobia humeda o
de bajo contenido de solidos cuando el contenido de sélidos totales no excede del
15% y en digestion anaerobia seca o de alto contenido de sdlidos en donde el
contenido total de sélidos se encuentra entre el 15% y 30% (Yang et al., 2015).
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1.1.1.3 Tiempo de retencidén y velocidad de carga organica. El tiempo de
retencion se define como el tiempo requerido para renovar totalmente el contenido
del biorreactor (Lépez y Lépez, 2009). El tiempo de retencion incluye el tiempo de
retencion hidraulica (THR) y el tiempo de retencion de sélidos (TRS), que se
refieren al volumen del reactor y al tiempo de permanencia de los
microorganismos (Khan et al., 2016). El tiempo de retencion debe ser
suficientemente largo para asegurar una buena degradacion del material a tratar,
dado que es imprescindible que las bacterias tengan tiempo suficiente para
reproducirse y metabolizar los sélidos volatiles (Martinez y Mosquera, 2012). El
tiempo de retencion varia dependiendo del tipo de sustrato. Los sustratos ricos en
azucar y almidén tipicamente se descomponen facilmente y requieren tiempos de
retencion mas cortos. Para la degradacion de estos materiales, no es necesaria la
hidrolisis y la degradacion comienza directamente en la segunda etapa de
degradacion, la fermentacion. Sin embargo, se requieren tiempos mucho mas
largos para la degradacion microbiana de material vegetal rico en fibra y celulosa.
Para tales materiales es a menudo el paso a la hidrélisis y no a la metanogénesis
el que limita la velocidad de descomposicion (Schirer, 2016). Por otra parte, la
carga organica debe ser controlada, ya que ésta determina la concentracion de
sustrato y la generacion de biomasa. Existe una incidencia comun entre el tiempo
de retencion y la carga organica, denominada velocidad de carga organica. La
velocidad de carga organica (VCO), es la relacion entre la carga organica y el
tiempo de retencion (Agencia Andaluza de Energia, 2011) y generalmente se
expresa en g solidos volatiles (SV)/ L dia o0 Kg DQO/m? dia (Martinez y Mosquera,
2012).

1.1.1.4 Alcalinidad, pH y acidez. La alcalinidad es un indicador de la capacidad
del sistema para neutralizar 4cidos y mantener el pH en rangos adecuados. La
alcalinidad total de un digestor anaerobio esta conformada por la alcalinidad
parcial y la alcalinidad intermedia (Martin-Gonzélez et al., 2013). La primera
(alcalinidad parcial) depende de la proporcibn de carbonato y bicarbonato
amonicos presentes en el medio, formados a partir del diéxido de carbono disuelto
junto con el amonio derivado de la desaminacién de los compuestos nitrogenados.
La existencia de estos productos alcalinos produce un equilibrio que otorga alta
capacidad tampon que contribuye a sostener el pH (6-8) en un rango apropiado
para el crecimiento de metanogénicas (Forster, 2005). La segunda (alcalinidad
intermedia), corresponde a la alcalinidad generada por las formas no protonadas
de &cidos grasos volatiles y se considera como una medida indirecta de la acidez
del medio (Martin-Gonzélez et al., 2013).
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A través de la descomposicion de la materia organica se producen acidos grasos
como: &cido acético, propidnico, butirico, valerico, entre otros. En la digestion
anaerobia estos son productos intermedios y su acumulacion refleja un
desequilibrio cinético entre la velocidad de produccion y consumo de estos
metabolitos. En caso de que haya una acumulacion de acidos grasos volatiles y el
sistema no tenga suficiente alcalinidad, el pH desciende y puede provocar la
desestabilizacion del proceso por acidificacion del reactor. Por esta razén, la
concentracion de acidos grasos volatiles en digestores anaerobios es un fiel
indicativo de las dindmicas acaecidas en el reactor convirtiéendose en uno de los
principales parametros de control (Serrano, 2015).

1.1.1.5 Biogés. El compuesto gaseoso producto de la degradacion anaerobia se
conoce como biogas. Este gas estd conformado esencialmente por metano,
diéxido de carbono y pequefias cantidades de hidrégeno, oxigeno, nitrégeno,
sulfuro de hidrégeno y trazas de compuesto indeseables como silanos (Foster,
2005). En el cuadro 1 se presenta la composicion del biogas.

Cuadro 1. Composiciéon promedio del biogas durante la fase de estabilizacién

Componente Porcentaje
Metano 50 - 80%
Di6xido de carbono 30 -50 %
Nitrdgeno 0-1%
Monoxido de carbono 0-1%
Oxigeno 0-1%
Sulfuro de hidrogeno Trazas (<1000 ppm)

Fuente: Agencia andaluza de la energia (2011)

Debido su elevado contenido en metano, el biogas posee un alto poder calorifico y
puede emplearse energéticamente de multiples formas dependiendo de los
tratamientos posteriores de purificacién, como eliminacion de sulfuro de hidrogeno,
siloxanos y dioxido de carbono, para evitar problemas en los equipos y aumentan
su poder calorifico (El-Fadel, 2001).

1.2 POLIMEROS BIODEGRADABLES

1.2.1 Definicién. Existen diferentes definiciones para un polimero biodegradable,
pero la mas general explica que los polimeros biodegradables son aquellos en los
cuales la degradacion resulta de una accion natural en la presencia de
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microorganismos (Mendoza, 2009). Algunas de las definiciones para un polimero
biodegradable son las siguientes:

De acuerdo con el comité europeo de normalizacion (CEN) un polimero
biodegradable es aquel que es capaz de descomponerse en dioxido de carbono,
metano, agua compuestos inorganicos o biomasa, siendo el mecanismo
dominante de descomposicién la accion enzimatica de los microorganismos y que
los productos resultantes puedan ser obtenidos y medidos en un periodo
determinado de tiempo” (Mudgal et al., 2012).

El centro de informacion técnica define a los polimeros biodegradables como
“materiales capaces de desarrollar una descomposicion aerébica o anaerdbica por
accion de microorganismos tales como bacterias, hongos y algas bajo condiciones
que naturalmente ocurren en la biosfera. Son degradados por accion enzimética
de los microorganismos bajo condiciones normales del medio ambiente” (Centro
de informacion técnica, 2009).

Segun la ISO 472:2013, un polimero biodegradable es aquel plastico disefiado
para sufrir un cambio significativo en su estructura quimica bajo condiciones
ambientales especificas resultando en la pérdida de algunas propiedades,
medidas por meétodos estandar. Los cambios resultan de la accion de
microorganismos de ocurrencia natural (International Organization for
Standardization, 2013).

Conforme a la DIN 103.2-1993, los polimeros biodegradables se consideran
material plasticos en los cuales todos sus componentes organicos sufren un
proceso completo de biodegradacién. Las condiciones ambientales y las tasas de
biodegradacion son determinadas por métodos estandarizados (Deutsches Institut
fur Normung, 1993).

1.2.2 Clasificacion. Se han propuesto diferentes clasificaciones de diferentes
polimeros biodegradables. Segun Avéuros y Pollet (2012), los polimeros
biodegradables se clasifican de acuerdo al proceso de sintesis como lo muestra la
Figura 1.

1.2.3 Requisitos para la biodegradabilidad de polimeros. La biodegradacion
se define generalmente como el cambio en la estructura quimica de un plastico
causada por la actividad biolégica, especialmente por la accién enzimatica. Para
qgue la biodegradacion de polimeros se lleve a cabo se deben considerar las
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propiedades mecanicas requeridas y el tiempo de degradacion (Bastioli, 2011). De
esta manera, la eleccidén del polimero, la presencia de aditivos y las condiciones
del proceso pueden afectar a las propiedades mecanicas del plastico. A su vez,
las condiciones del medio (temperatura, humedad, pH), las caracteristicas del
polimero (presencia de enlaces quimicos susceptibles a la hidrolisis, hidrofilicidad,
cristalinidad, temperatura de transicion vitrea) y las caracteristicas de los
microorganismos influyen en la velocidad de degradacion (Sen y Raut, 2015).

Figura 1. Clasificacién de los biopolimeros segun su proceso de sintesis

Polimeros Biodegradables

Productos de la Producto de Sintesis Productos
biomasa microorganismos biotecnolégica petroquimicos
| | |
Polisacaridos Polihidroxialcanoatos Polilactidas .

. Poli rol n
-Almidones (PHA, PHB) (PLA) olicaprolactonas
-Productos |

|| lignoceluldsicos
-Pectinas y Otros
gomas homopoliesteres
|
] Poliésteres

Proteinas alifaticos

-Proteinas de

|| origen animal |
-Proteinas de Poliésteres
origen vegetal aromaticos

Fuente: Avéuros y Pollet, 2012

Hay diferentes mecanismos de degradacién que se combinan de forma sinérgica
en la naturaleza para degradar los polimeros, segun Lucas et al. (2008) se
aceptan cuatro mecanismos: degradacibn mecanica, fotodegradacion,
degradacion térmica y biodegradacion.

La degradacion mecanica se produce debido a fuerzas de cizallamiento, tension
y/lo compresiéon. La molienda, agitacibn y extrusion son generalmente
consideradas las principales causas de la degradacion mecanica durante el
procesamiento de los polimeros. La degradacibn mecanica reduce el peso
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molecular del polimero y, en consecuencia, acelera la biodegradacion (Niaounakis,
2013).

La fotodegradacion de una molécula es causada por la absorcion de fotones,
particularmente las longitudes de onda que se encuentran en la luz solar, tales
como la radiacioén infrarroja, la luz visible y la luz ultravioleta. La energia conducida
por los fotones produce inestabilidad de las moléculas del polimero. Lo anterior
puede causar ruptura de la cadena polimérica (reaccién de Norrish tipo dos) o la
formacién de radicales libres, pero sin escision de la cadena (reaccion de Norrish
tipo uno) (Niaounakis, 2013). La fotodegradacion se desarrolla en distintas etapas:
iniciacion (absorcion de luz, ruptura y produccion de radicales), propagacion y
terminacion (formacion de productos inactivos por la combinacion entre dos
radicales poliméricos) (Yousif y Haddad, 2013).

La degradacion térmica se produce cuando el polimero alcanza su temperatura de
fusidn, es decir, cuando éste se convierte de solido a liquido. La temperatura
influye en la organizacion molecular. Asi, por encima de la temperatura de
transicion vitrea (Tg) se modifican la movilidad y el volumen de las cadenas
poliméricas, facilitando las degradaciones quimicas y biolégicas (Posada, 2012).

La biodegradacion es la asimilacion del material por parte de microorganismos.
Dos etapas son claves en el proceso de degradacion microbiana de los polimeros:
primero, una etapa de despolimerizacion, y segundo la mineralizaciéon. El primer
paso se produce normalmente fuera del organismo, debido al tamafio de la
cadena de polimero y la naturaleza insoluble de muchos de los polimeros. Las
enzimas extracelulares son responsables de este paso (Bastioli, 2011). Una vez
que los polimeros se han transformado en fragmentos mas pequefios como
oligbmeros, dimeros o mondmeros, se transportan al interior de la célula donde
seran mineralizados. Los productos de este proceso, aparte de trifosfato de
adenosina (ATP), son gases, (CO,, CH4, N, Hy), agua, sales, minerales, y
biomasa (Lucas et al., 2008).

1.2.4 Métodos para medir la biodegradaciéon. En principio, las pruebas pueden
subdividirse en tres categorias: las pruebas de campo; pruebas de simulacién; y
pruebas de laboratorio (Mduller, 2005). Antes de elegir un método de
biodegradacion, es fundamental tener en cuenta la configuracion que el ensayo
proporciona entre el sustrato, microorganismos o enzimas y la aplicacion o entorno
en el que la biodegradaciéon debe llevarse a cabo (Bastioli, 2011). Generalmente,
las propiedades biodegradables de un polimero son evaluadas bajo los siguientes
métodos:
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1.2.4.1 Ensayos enzimaticos. Consiste en afiadir el polimero a un sistema buffer
o de pH controlado, que contiene uno o varios tipos de enzimas purificadas. Estos
ensayos son muy Utiles para evaluar la cinética de despolimerizacion, o la
liberacibn de los mondomeros de una cadena de polimero bajo diferentes
condiciones (Ren, 2010).

1.2.4.2 Ensayos en placa. Es un método semi-cuantitativo, en el que el polimero
se dispersa en forma de particulas muy finas en un medio de agar sintético.
Después de la inoculacién con microorganismos, la formacion de un halo claro
alrededor de la colonia indica que los organismos son al menos capaces de
despolimerizar el polimero, que es la primera etapa de biodegradacion. Este
método se aplica generalmente a los organismos que pueden degradar un cierto
polimero, pero también puede ser usada para obtener resultados semi-
cuantitativos mediante el analisis del crecimiento en placa (Mahalakshmi, 2014).

1.2.4.3 Ensayos respirométricos. La cantidad de oxigeno utilizado durante la
biodegradacion aerébica para la oxidacion de compuestos a sus constituyentes
minerales, también llamado demanda bioquimica (o biolégica) de oxigeno (DBO)
es una medida del grado de biodegradacion (Bastioli, 2011).

1.2.4.4 Pruebas por produccion de gas (CO,, CH,). La produccion de diéxido de
carbono o metano a partir de un sustrato representa un parametro directo de
mineralizacion. El seguimiento de las pruebas de biodegradacién anaerobia se
evallan mediante la medicion del aumento de la presion y / o volumen debido a la
produccion de gas (Bastioli, 2011).

1.2.4.5 Degradacion acelerada en ambientes simulados en laboratorio. En la
biodegradacion de un polimero, las condiciones bi6ticas pueden ser disefiadas
especificamente a escala de laboratorio para imitar los sistemas naturales, pero
con un control maximo de variables tales como la temperatura, el pH, la
comunidad microbiana, y el suministro de oxigeno. La regulacién de estas
variables mejora la reproducibilidad y puede acelerar el proceso de degradacién
(Chiellini y Solaro, 2003).

1.2.4.6 Pruebas de campo en ambientes naturales. Las exposiciones en
ambientes naturales proporcionan la mejor medida verdadera del destino
ambiental de un polimero. Sin embargo, los resultados de la exposicion s6lo son
relevantes para el medio ambiente especifico estudiado. Es probable que difieran
sustancialmente de muchos otros entornos. Un problema adicional es la escala de
tiempo para este método, ya que el proceso de degradacién, dependiendo del
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entorno, puede ser muy lento (meses a afos). Sin embargo, los ensayos de
campo en ambientes naturales todavia se utilizan para extrapolar los resultados
adquiridos en pruebas de laboratorio con el comportamiento de biodegradacion en
condiciones al aire libre (Mahalakshmi, 2014).

1.3 PRINCIPIO DE LA NORMA ISO 13975:2012

Este método de ensayo esta disefiado para determinar la biodegradabilidad de
materiales plasticos en condiciones anaerobias en sistemas con bajo contenido de
sélidos (< 15%). Para ello se utiliza un in6éculo metanogénico que se obtiene a
partir de un digestor anaerobio que opera con residuos organicos tales como
heces de ganado o desechos organicos, un material de ensayo y una referencia
positiva. El material de prueba es mezclado con el in6culo y se incuba
anaerobicamente en un recipiente de ensayo a una temperatura constante (55°C)
durante un periodo normalmente de 60 dias. Durante la biodegradacion del
material de prueba y la referencia positiva se genera diéxido de carbono, metano,
sales, agua y biomasa (International Organization for Standarization, 2012).

El biogas generado durante la digestion se mide diariamente, y se le sustrae la
cantidad de gas generada por un blanco. Con la cantidad de biogas y los
porcentajes de metano y dioxido de carbono, se puede calcular la cantidad de
carbono presente en el gas formado por el metabolismo microbiano. Los
porcentajes de biodegradacion se calculan como la relacién entre la cantidad de
carbono en el gas y la cantidad de carbono inicial presente en las muestras,
medido como carbono organico total. Este procedimiento no incluye el carbono
empleado por el sistema para la produccibn de biomasa (International
Organization for Standarization, 2012).

1.4 METODOS DE OBTENCION DEL INOCULO

La obtencién del in6culo metandgenico se basé en la metodologia aplicada por
Angelidaki et al., 2006 en su trabajo de digestiébn anaerobia termofila de residuos
sélidos urbanos. Estos autores evaluaron dos estrategias de alimentacion con
materia organica para el arranque de reactores continuamente agitados. Para ello,
pusieron en marcha dos reactores con una cantidad de inéculo equivalente al 10%
de la capacidad total (en volumen) del reactor. Posteriormente, uno de los
reactores se empez6 a alimentar con residuos organicos a una velocidad
constante (11,4 g de solidos volatiles/dia) y el otro se alimentdé a una velocidad
progresiva (de 1,7 a 15 g de solidos volatiles/dia). Ambos reactores se operaron
hasta completar su capacidad maxima (30 dias). Los resultados del experimento
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mostraron un rendimiento superior del proceso cuando se alimentd con una
velocidad gradual, produciéndose 0,32 m*® CH,4 /kg de sélidos volatiles. Mientras
gue al suministrar la materia organica a una velocidad constante, se observé una
inhibicion significativa debida a la acumulacion de &acidos grasos volatiles. Por lo
tanto, los autores concluyen que una baja tasa inicial y progresiva de la carga
organica en el inoculo, podria utilizarse como una estrategia de arranque exitosa
para reactores anaerobios terméfilos que tratan residuos soélidos urbanos, ya que
permiten una aclimatacion gradual de la biomasa y evitan el riesgo de
acidificacion.

El empleo del estiércol de vaca como inéculo se fundament6 en los resultados
exitosos obtenidos por varios autores en la digestién de residuos solidos urbanos,
por ejemplo, Dhamodharan et al. (2015) evaluaron el efecto de diferentes in6culos
sobre la digestion de residuos alimentarios. Los inoculos incluian estiércol de
pollo, cabra, vaca, cerdo y rinoceronte. Para el montaje de la prueba se usaron
reactores de 1 L. En cada estudio de inoculo se utilizaron 15 reactores
discontinuos, 12 reactores se alimentaron con diferentes cantidades de residuos
con macro y micro nutrientes esenciales ademas de 100 g de indculo. Finalmente
todos los 15 reactores se llenaron hasta un volumen de 500 mL usando agua
destilada y se incubaron a 30 °C. Todos los parametros se controlaron
adecuadamente, tales como temperatura, pH, intensidad de agitacion vy
caracteristicas fisicas y quimicas de los sustratos. Para mantener la condicidon
anaerobia se purgd gas nitrégeno dentro de los 15 reactores. Después de esto, los
15 reactores se conectaron a botellas de aspirador que tenian NaOH 1,5 N para
medir el metano producido. El experimento se realiz6 durante 30 dias. Los
resultados de este estudio demostraron que existian diferencias significativas
entre los diferentes inoculos. Los reactores inoculados con estiércol de vaca
tuvieron un tiempo inicial mas corto y alcanzaron una mayor produccion de metano
gue los otros indculos, especialmente los estiércoles de cabra y rinoceronte, en los
cuales se observé una produccion baja e inestable de metano. Adicionalmente, los
estudios cinéticos realizados también demostraron una alta actividad en el
estiércol de vaca.

Macias-Corral et al. (2008), investigaron la co-digestion anaerobia del estiércol de
vaca y la fraccion organica de los residuos sélidos urbanos (OFMSW) con un
sistema de digestion en dos fases. Los residuos solidos y el estiércol de vaca
fueron digeridos como desechos individuales y combinados. Para este
experimento, un reactor se carg6 con 182 kg de OFMSW (82% de masa seca. La
composicion de los OFMSW era aproximadamente 70% de papel, 20% de
residuos de alimentos y 10% de recortes de hierba. Se afadi6 a la mezcla
dieciocho kg de estiércol de vaca (25% de masa seca) como capa adicional. La
proporcion de estiércol a OFMSW se determind de tal manera que se obtuvo una
relacion C/N de 20/1. Se afadieron 450 L de agua del grifo a la fase sélida. La
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digestién de un solo desecho de OFMSW produjo 37 m® de metano / tonelada de
residuos secos. La co-digestion de OFMSW vy estiércol de vaca dio como resultado
172 m*® de metano/tonelada de residuos secos. Comparando las digestiones de
residuos individuales con co-digestién de desechos combinados, se demostrd que
la co-digestion dio lugar a rendimientos mas altos de metano. Ademas, la co-
digestion de OFMSW vy estiércol de vaca promueve efectos sinérgicos que
resultan en una mayor conversion de masa, menor peso y volumen de residuo
digerido.

1.5 RESULTADOS EMPIRICOS DE LA DEGRADACION ANAEROBIA DE
POLIMEROS BIODEGRADABLES

Cho et al. (2011), determinaron el porcentaje de biodegradaciéon de un polimero
compuesto de 30 % de almiddon, 50% de policaprolactona (PCL) y 15% de
poliésteres alifaticos. El ensayo se realiz6 mediante el calculo del potencial
bioquimico de metano (PBM), el cual se define como la capacidad de
biodegradabilidad de un sustrato, expresado en cantidad de metano producido por
peso de biopolimero. El experimento fue llevado a cabo siguiendo el método de
ensayo estandar ASTM E1196-92. Para ello, fueron mezclados en un reactor e
incubados a 35°C, 2 g Solidos voléatiles (SV) de muestra / L con 80 ml de un
in6culo enriquecido con nutrientes (KH,PO4, NH,Cl, MgCl,.6H,O, MgCl,.6H,0,
CaCl,.2H,0 y FeCl3.6H,0). El volumen de gas producido se midi6 mediante
jeringas y la composicion de metano se estimoé por cromatografia de gases. Dando
como resultado un rendimiento en metano de 554 mL/gSV en 139 dias,
correspondiente a un porcentaje de biodegradacion del 83%. Por consiguiente, los
autores concluyen que la mezcla de almidén y PCL se degrada facilmente bajo
condiciones anaerdbicas, siendo este tipo de sistemas una opcion adecuada para
el tratamiento al final de su vida util.

Guo et al. (2011), evaluaron la digestibilidad anaerobia de un material polimérico
basado en almidén (80-90% de almidén y 10-20% de alcohol poli vinilico). La
estimacion de la biodegradacion se hizo a partir del potencial bioquimico de
metano tedrico, para lo cual se cargaron 3 reactores con indculo y muestra del
biopolimero a una relacién I: S (inéculo: sustrato) de 1, incubandose a 37 °C con
una agitacion a 200 rpm durante 115 dias. Adicionalmente, comprobaron la
actividad hidrolitica, acetogénica y metanogeénica del indculo empleando celulosa,
acido propibnico y butirico como sustratos. Al final del ensay6 obtuvieron un
contenido maximo de metano del 45% y una produccion de 293,7 £ 6,7 ml CH, /g
VS alimentado, equivalente a un porcentaje promedio de biodegradacion de 58,3 +
2,9% con respecto al potencial bioquimico teodrico del material. Llegando a la
conclusién de que con indculos altamente activos, se puede conseguir una
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biodegradacion del 58 al 62% de biopolimeros basados en almidén y alcohol poli
vinilico bajo condiciones de digestion anaerobia.

Mohee et al. (2008), evaluaron la biodegradabilidad de un material plastico basado
en almidéon (mas del 60% de almiddén y 40% de resina sintética biodegradable),
siguiendo el método anaerdbico propuesto en la norma ASTM D5526 - 94d. El
montaje de la prueba consisti6 en el mezclado del material y la celulosa
(referencia positiva) con el lodo anaerobico, a una relacién de 100 g de inoculo en
peso seco a 60-100 g de sustrato (material de prueba). El ensayo se hizo por
triplicado a una temperatura de 37 °C durante 32 dias. Los parametros
monitorizados fueron el metano (se midi6 mediante el método de desplazamiento
de agua), pH, temperatura y solidos volatiles. Se observé para el material basado
en almidén y la celulosa, un periodo de latencia de 2 dias, una produccién de
metano a partir del tercer dia (10,5 mL y 8,5 mL, respectivamente) y una alta
produccion (cantidad acumulada de 220,8 mL y 160,5 mL respectivamente) hasta
el dia 17, lo que indicé una alta actividad microbiana que se corrobordé con la
disminucion de los sélido volatiles.

Shi et al. (2011), calcularon el porcentaje de biodegradacion anaerobia del almidén
nativo de maiz y el acido polilactico (PLA). El estudio de biodegradacion se llevo a
cabo de acuerdo con la norma ASTM D5210 con celulosa como referencia
positiva. La temperatura de digestion para el almidon fue de 35 °C, mientras que
para el PLA fue de 35°C, 50 °C y 65 °C. Las altas temperaturas (50 °C y 65 °C)
sirvieron como selector para un consorcio de microorganismos de la poblacién de
bacterias mesdfilas (25-40 °C) a termdfilas (55-65 °C). El periodo de operacién fue
de 72 dias y 350 dias para el almidon y el PLA respectivamente. El porcentaje
maximo de biodegradacién alcanzado por la celulosa fue de 75%, lo que indicé la
fiabilidad del protocolo de prueba para la recogida de datos. El almidon logré una
biodegradacion completa (>80%) en 30 dias. En tanto, el PLA se degradd 89 % en
3 meses cuando la temperatura de operacion fue de 65°C. Sin embargo, se tardd
unos nueve meses en que la muestra de PLA alcanzara un nivel similar de
biodegradacion cuando la temperatura de degradacion se fijo a 50°C, que estaba
por debajo de la temperatura de transicién vitrea (Tg) del PLA. Ademas, tomé
alrededor de un afio para lograr sélo un 30% de biodegradacién de este mismo
material a 35 ° C. A partir de estos resultados, los autores concluyeron que el
almidon puede ser asimilado y convertido en agua, metano y di6xido de carbono
por los microorganismos, por lo cual tiene potencial uso en la fabricacion de
plasticos biodegradables. Respecto al PLA, los ensayos mostraron que la
biodegradacion del PLA en condiciones anaerobias es altamente afectada por la
temperatura, encontrando mayores ritmos de biodegradacién a temperaturas por
encima de la Tg.
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Yagi et al. (2009), realizaron ensayos de biodegradacion de acido polilactico (PLA)
a temperaturas terméfila (55 °C) y mesdfila (35 °C) bajo condiciones acuaticas
(2,07% de sdlidos totales a 55 °C y 2,24% a 35 ° C), y utilizaron celulosa de grado
de cromatografia de capa fina como material de referencia. Se empled lodo
anaerobico mesofilico proveniente de una planta de tratamiento de estiércol de
vaca y desechos vegetales, el cual fue pre-incubado a 55 °C para las pruebas de
digestion termdfila. Durante la prueba de biodegradacion anaerobia a 35 °C, la
celulosa se degrad6 80% en 15 dias. La degradacion del PLA comenzo6 después
de 55 dias y la tasa de biodegradaciéon fue muy lenta (aproximadamente 2,9 % /
semana). Por lo tanto, la prueba de biodegradacion anaerdbica de los reactores
con PLA a 35 °C se interrumpié. Durante la prueba de biodegradacion anaerdbica
a 55 °C, la celulosa se degradd un 80% en 13 dias y el PLA alrededor del 60% en
30 dias, 80% en 40 dias, y 90% en 60 dias.

Iwanczuk et al. (2014), estudiaron la biodegradacion de polimeros biodegradables
reforzados con fibras (lino) naturales mediante ensayos de digestion anaerobia en
régimen mesofilico y bajo condiciones humedas. Los materiales biodegradables
reforzados con fibra fueron: acido polilactico (PLA) y polihidroxibutirato-co-
polihidroxivalerato (PHB/PHYV). La proporcién de las matrices para fibras naturales
era de 70/30 en peso (30% fibras). Se utilizé lodo anaerdbico de una planta de
aguas residuales como in6culo y se analizo la cinética de produccion de biogas.
Los ensayos de digestion anaerobia se hicieron en reactores de vidrio de 120 mL.
Después de que se vertieron 60 mL de un lodo anaerdbico (contenido en peso
seco de 55,3 g/L) en los biorreactores, estos se pre-incubaron a una temperatura
de 36 °C durante 48 horas y pasado este tiempo se introdujeron muestras de
plastico en las botellas. Los recipientes de fermentacibn se mezclaron
manualmente antes de la medicion de gas. El gas producido se midid con un
dispositivo de desplazamiento de agua cada 24 h. Todas las muestras se
prepararon por triplicado. ElI volumen de biogas se calculé para condiciones
estandar (temperatura 273,15 K, presion 1.013,25 hPa). Las botellas de control no
contenian muestras de plastico. Al concluir el experimento se observo que el PLA
y sus compuestos con fibras de lino no fueron digeridos en condiciones
anaerobias debido a la baja degradacion del PLA en ambientes mesofilicos.
Mientras que las muestras que contenian PHB / PHV se degradaron
completamente, mostrando una alta eficiencia de produccién de gas a un nivel de
936,6 mL/g. El volumen de gas para las muestras de PHB / PHV con fibras fue
menor debido a la menor eficiencia de produccion de gas de los materiales
lignoceluldsicos.
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2. METODOLOGIA

2.1 OBTENCION DEL INOCULO METANOGENICO

Para la obtencion del in6culo metanogénico se empledé un método de arranque
basado en el concepto de “biomasa activa”, donde la carga organica en el reactor
se incrementd en relacién con el contenido de microorganismos. De esta manera
se aplico una carga diaria incremental de residuos soélidos urbanos al reactor (que
contiene estiércol de vaca como inéculo inicial), en proporcion a la capacidad de
degradacion microbiana, evitando el riesgo de acumulacion de &cidos grasos
volatiles (AGV) y otros productos intermedios e inhibidores del sistema. El objetivo
del uso de este sistema de arranque fue lograr una comunidad de
microorganismos adaptada a la degradacion de la materia organica, y por tanto
evitar problemas de desestabilizacion del proceso (Angelidaki et al., 2006).

2.1.1 Descripcion general del biorreactor utilizado en el arranque. El reactor
utilizado durante la preparacion del inéculo anaerobio dirigido a la prueba de
biodegradacion, cuenta con chaqueta metélica y sistema de control para agitacion
y temperatura y un volumen util de 20 litros (Figura 2). La temperatura del mismo
se programd a 55°C y velocidad de agitaciéon de 15 rpm (1 hora de agitacion
seguida de 5 horas sin agitacion), manteniendo asi la maxima uniformidad posible
de los constituyentes en el sustrato y de la temperatura.

Figura 2. Biorreactor y montaje para la realizacion de ensayos de digestion
anaerobia
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Fuente: Los autores
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2.1.2 Acondicionamiento de la materia organica (Residuos solidos urbanos).
Los desechos organicos se recogieron de las plazas de mercado locales. Estos se
trataron fisicamente para hacerlos mas manejables y para agilizar el proceso de
biodegradacion. Los procedimientos realizados fueron: cortado de los residuos en
trozos, secado a temperatura ambiente por 48 horas, secado a 55°C por 24 horas
para obtener residuos con 4-10 % de humedad vy, finalmente, triturado de los
residuos secos en un molino comercial hasta obtener un particulado de 1 a 3 mm.
Adicionalmente, para la formulacion de los residuos organicos se tuvo en cuenta
gue la mezcla presentara una relacion carbono/nitrégeno (C/N) de 25 a 35. Este
ratio es considerado el valor éptimo para una transformacion biolégica adecuada,
ya que, en general los microorganismos suelen utilizar en su metabolismo entre 25
y 35 partes de carbono por una de nitrégeno (Ferndndez, 2008). En el cuadro 2 se
referencia la formulacién de desechos organicos utilizados en el arranque del
digestor anaerobio.

Cuadro 2. Formulacion de los desechos organicos utilizados en el biorreactor
Componente Cantidad (%)
Desechos de lechuga
Desechos de repollo
Desechos de zanahoria
Desechos de cebolla
Desechos de platano
Desechos de naranja
Desechos de pifia
Desechos de papa criolla
Desechos de papa
Desechos de yuca
Desechos de arveja
Desechos de frijol
Desechos de tomate

ol =
RN 5N o|wjw(N

Fuente: Los autores

2.1.3 Acondicionamiento del estiércol bovino. El estiércol bovino fue
aclimatado con el fin de favorecer el crecimiento de las poblaciones de
microorganismos Utiles en el proceso anaerobio y en la obtencién del metano.
Para ello se cargaron 15 litros de rumen en el reactor y se mantuvieron de acuerdo
a los parametros operativos del cuadro 3 hasta que la produccién de biogas ceséy
la medicion de las variables (pH > 7, %CH, > 50) indicaron condiciones favorables
para el desarrollo del proceso y actividad de bacterias metanogénicas (Varnero,
2011).
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2.1.4 Arranque del reactor anaerobio. Para el arranque se empled un sistema
de alimentacion gradual, el cual consistio en empezar una alimentacion por lotes
con residuos organicos acondicionados al reactor cargado con el estiércol
aclimatado. De este modo se fue incrementando la cantidad diaria de materia
organica basandose en el concepto de “biomasa activa” y al ajuste semanal
ascendente en los sélidos volatiles. El arranque se inicid con una velocidad de
carga organica de 0,5 gramos de solidos volatiles por litro de inoculo en el reactor
cada dia (g SV/L.d) durante la primera semana. Cada semana se ajustd la
velocidad de carga de acuerdo a como respondia el sistema, hasta alcanzar una
velocidad de carga organica de 4 g SV/L.d, un contenido en el reactor equivalente
a una concentracion de sélidos totales de aproximadamente 5%, ademas de unos
valores de pH, acidez y alcalinidad estables. Los criterios para operar el
biorreactor anaerobio se exponen en el cuadro 3.

Cuadro 3. Parametros de operacion del sistema anaerobio

Parametro Valor
Residuo Fraccion o.rgé}n_ica de residuos sélidos urbaqos (mezcla
sintética preparada en el laboratorio)
Sistema de digestién Semi-continua
Tipo de reactor Reactor de tanque completamente agitado
Concept_ramon de 5% aproximadamente
solidos
Temperatl_J,ra de 55 °C + 3
operacion
In6culo inicial Fraccion liquida de estiércol de vaca fresco

2.1.5 Seguimiento del proceso de digestion anaerobia. ElI seguimiento
comprendio la aplicacion de técnicas analiticas para la cuantificacién de algunos
parametros durante el transcurso del experimento. Las lecturas dieron una idea
del avance entre las etapas del proceso anaerobio. La estabilidad se alcanzoé
cuando los valores de pH se mantuvieron con poca variaciéon y en el intervalo de 8
a 8,3, la relacién de acidos volatiles/alcalinidad fue menor a 0,3 y los porcentajes
de metano fueron mayores al 50%.

En el cuadro 4 se resumen los métodos analiticos aplicados y las normas o
técnicas de referencia respectivas.
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Cuadro 4. Técnicas analiticas aplicadas para el seguimiento del proceso

anaerobio

Parametro

Norma o técnica de
referencia

Descripcion del método

Solidos
totales

APHA-AWWA-WEF
2540

Las muestras bien homogenizadas son
secadas hasta peso constante a 105
°C.

Solidos
volatiles

APHA-AWWA-WEF
2540

El residuo seco del procedimiento de
sélidos totales es triturado e incinerado
a 550 °C hasta peso constante.

Alcalinidad

APHA-AWWA-WEF
2320B

Las especies alcalinas son tituladas
con adiciones de &cido sulfurico 0.02 N
hasta el punto final correspondiente a
un valor de pH de 6y 4,3.

Acidez volatil
total

APHA-AWWA-WEF
5560B

Las muestras acidificadas son
depositadas y absorbidas en una
columna de cromatografia con silica
gel 60 como fase estacionaria. Los
acidos retenidos en la columna son
eluidos por una solucién polar de 1-
butanol en cloroformo y la fraccion
eluida es titulada empleando NaOH
0.02N en metanol.

Volumen de
biogas

Flujometro de gases

El gas es cuantificado mediante un
medidor de flujo conectado a la bomba
de un sensor de gas. El volumen de
gas se obtiene multiplicando la
velocidad de flujo por el tiempo que le
toma a la bomba succionar la totalidad
de gas.

% Metano

Sensor NDIR

La concentracion de metano en el gas
se valora mediante lectura directa del
porcentaje de metano en el sensor de
gas del biogas diluido o sin diluir.

pH y potencial
redox

APHA-AWWA-WEF
45008

La calibracion del pH-metro se efectla
sumergiendo el electrodo
sucesivamente a través de 3
soluciones tampon estandar. El pH y el
potencial redox se valoran por
inmersion del electrodo en la solucién
problema con correccion manual de
temperatura.




Estabilizado el proceso, el in6culo se sometié a un periodo de post-fermentacion
durante 7 dias bajo las condiciones de operacion. Durante este tiempo no se
aliment6 con materia organica al reactor. La post-fermentacion consistio en retirar
el suministro de materia organica para lograr que los microorganismos consuman
en su totalidad el carbono organico proveniente de los residuos sélidos urbanos.
Durante las mediciones de biodegradacion, el carbono degradado de la materia
organica de los desechos puede interferir con el carbono de los biopolimeros y
arrojar datos imprecisos.

2.2. MONTAJE Y SEGUIMIENTO DEL ENSAYO DE BIODEGRADACION

Para realizar las pruebas de biodegradacion se siguieron las pautas establecidas
en la norma ISO 13975: 2012. Los tipos de muestras usadas en el ensayo fueron:

Como referencia positiva: Celulosa micro-cristalina
Como material de prueba: Dos tipos de empaques biodegradables (plastico
flexible y bandeja semirrigida).

2.2.1 Descripcién del equipo de biodegradacién. El respirometro Micro-Oxymax
(Figura 3) mide la produccion y/o consumo de varios gases simultdneamente
(normalmente CO,, CHs y O,) y es capaz de detectar cambios extremadamente
pequefios en la concentracion de estos. El equipo consta de una serie de
biorreactores anaerobios de 2 L de capacidad, en donde se almacena la muestra a
biodegradar con el inéculo. Estos son sumergidos en agua a 55 °C para mantener
el régimen termofilico.

Los biorreactores cuentan con valvulas de un solo sentido, las cuales permiten
que el biogas generado circule hacia las camaras de medicidbn pero no a la
inversa. Las camaras de medicion son botellas de vidrio completamente selladas
que estan conectadas a cada reactor anaerobio y a la unidad de expansion. La
unidad de expansion es un dispositivo que contiene diez canales diferentes, con
sus respectivas electrovalvulas. Las unidades de expansion se encuentran
conectadas con las camaras de medicion y con la camara de bombas.

La camara de bombas, es capaz de bombear el gas a analizar asi como el gas de
purga de los sensores y a su vez contiene la camara de referencia, sensor de
presion, conexion con la sonda de temperatura y otros componentes basicos para
el correcto funcionamiento del equipo y los célculos a realizar. Desde esta camara
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se transmite toda la informacién al ordenador para visualizar y descargar los datos
obtenidos (Ramos, 2014).

Figura 3. Respirometro Micro-Oxymax 20 utilizado en las pruebas de
biodegradacion

Fuente: Los autores

2.2.2 Acondicionamiento del material de prueba y la referencia positiva. Los
materiales de ensayo se acondicionaron de acuerdo con los procedimientos
establecidos en la norma ISO 10210:2012. El pléstico flexible se tritur6 y se tamizé
con tamices ASTM 60 y 120, obteniendo particulas entre 250 ym y 125 um. El
material semirrigido (bandeja) se corté en laminas de 1 cm de lado. A continuacion
se caracterizaron tanto los materiales de ensayo como la referencia positiva,
determinando los sdlidos totales, volatiles y el carbono organico total de las
muestras. Este dltimo se determiné mediante el método de Walkley-Black, que
consiste en la oxidacion del carbono organico presente en la muestra a través de
una mezcla oxidante de dicromato de potasio (K,Cr,0O7) y acido sulfurico (H2SOg)
concentrado, catalizada por el calor de dilucion del H,SO4 en agua (Arrieche y
Pacheco, 2011).

2.2.3 Montaje de los tratamientos para el ensayo de biodegradacion
anaerobia. Para el montaje de la prueba de biodegradaciéon se empled el equipo
Micro-oxymax. Se utilizaron 8 reactores de vidrio (2 por cada tipo de muestra y 2
blancos) de 2 litros de capacidad, con conectores (herméticos e impermeables a
los gases) dirigidos a recipientes de recogida de gases los cuales a su vez se
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conectaron a un sistema de medicion de gases computarizado. El sistema se
incubo a 55 °C.

Se introdujo en cada reactor 800 g de inoculo post-fermentado previamente y
mezclado durante 60 minutos a 15 rpm. Posteriormente se agregd por duplicado
en los reactores de vidrio, una cantidad necesaria de material de prueba y de
referencia positiva que contuvo aproximadamente 7 g de solidos volétiles,
adicionalmente se dejaron dos reactores con inoculo post-fermentado sin material
de prueba o referencia positiva como tratamiento para el blanco. El contenido en
los reactores se mezclo, se purgo el espacio de cabeza con nitrogeno, se sellé
herméticamente y se peso.

2.2.4 Seguimiento del proceso de biodegradacion anaerobia. El seguimiento
del proceso de biodegradacién anaerobia de las muestras se realiz6 mediante el
equipo Micro-Oxymax. El equipo efectué mediciones periddicas de los porcentajes
de CO, y CH4 producidos en las camaras de medicion.

2.2.5 Finalizacion del experimento. Al finalizar la prueba se tomé el peso del
contenido de los reactores. El experimento se dio por terminado tras 31 dias de
prueba.

2.2.6. Porcentaje de biodegradacion. Primero se calcul6 la cantidad de carbono
contenida en el gas generado por cada uno de los reactores de acuerdo a la
ecuacion (1):

. <602 + CH4) 0
=——) %
9 22.4

(1)

Dénde:

CO; = ml de didéxido de CO; generados.
CH4 = ml de CH,4 en generados.
Cg = Carbono gaseoso producido por el reactor.

Después se calculé el porcentaje de biodegradacion para cada uno de reactores
de acuerdo con las ecuaciones (2) y (3):
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gl (M)gCg (B)

(2)

C=M=*H=xCOT
3)

Dénde:

Cg (B) = Carbono gaseoso promedio generado por el blanco.

Cg (M) = Carbono gaseoso promedio por el material de prueba o referencia
positiva.

C = Carbono total contenido en el material de prueba o referencia positiva.

B = Porcentaje de biodegradacion del tratamiento (material de prueba o referencia
positiva).

M = Peso del material de prueba o referencia positiva agregada a cada reactor.

H = Fraccién de humedad del material de prueba o referencia positiva agregada a
cada reactor.

COT = Fraccion de carbono organico total del material de prueba o referencia
positiva.

La prueba se considera validada si el porcentaje de biodegradacion del material de
referencia es mayor al 70% después de 15 dias y la diferencia entre el porcentaje
de biodegradacién del material de referencia en los diferentes recipientes es
menor al 20% al final de la prueba. Adicionalmente, al término de 30 dias, el
material de prueba debera presentar un porcentaje de biodegradacién superior al
50%.

2.2.7 Disefio experimental. Con el objeto de establecer diferencias entre los
indices de biodegradacion y los volumenes totales de biogas generados por los
distintos materiales, se aplico un disefio completamente aleatorizado en el que se
considerd un Unico factor con tres niveles (cuadro 5). Las variables de respuesta
corresponderan a los porcentajes de biodegradacion finales y producciones finales
de gas de cada material.

2.2.7.1 Andlisis estadistico. Para determinar la existencia o no de diferencias
significativas entre tratamientos se aplico inicialmente un analisis de varianza
ANOVA con un nivel de significancia de 0,05. Posteriormente se efectud la
comprobacion de supuestos empleando la técnica de Shapiro-Wilks y analisis de
varianza por el método de Barlett. Finalmente, en tanto todos los tratamientos

36



arrojaron datos normales, se realizd comparacion multiple de Tukey para
determinar diferencias significativas agrupadas por tratamientos.

Cuadro 5. Disefio experimental completamente aleatorizado para la evaluacion
del volumen y el porcentaje de biodegradacion.

Factor Niveles Variable de respuesta
Celulosa Porcentaje de
biodegradacion final
Tipo de material Pelicula flexible
Volumen de gas total
Bandeja semirrigida generado
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 OBTENCION DEL INOCULO METANOGENICO

La primera etapa del trabajo de investigacion contemplo la obtencion del indculo
metanogénico utilizado en las pruebas de biodegradabilidad para los materiales
propuestos (pelicula flexible y bandeja semirrigida). En este apartado se detallan
las caracteristicas fisico-quimicas de la materia organica empleada como sustrato
para la preparacion del inoculo, los resultados del seguimiento durante el periodo
de acondicionamiento del estiércol bovino y la evolucion en el arranque del reactor
anaerobio.

3.1.1 Caracterizacion de los residuos organicos. En el cuadro 6 se especifican
algunas de las caracteristicas fisico-quimicas mas importantes de los residuos
organicos recolectados de las plazas de mercado de Popayan y utilizados como
sustrato en la preparacion del in6culo metanogénico. Estos parametros fueron
medidos después de los pretratamientos de secado, trituracion y mezclado. Los
residuos se pre-trataron con el fin de facilitar los procesos metabolicos del
consorcio microbiano a utilizar y asegurar una buena asimilacion de los nutrientes.

Los residuos organicos presentaron una relacion C/N adecuada para la digestion
anaerobia (C/N 29,49). Por otra parte, el contenido de sdlidos volatiles (89,70 %) y
la relacion SV/ST (93,15%), evidenciaron una alta fraccion orgénica en los
residuos. Estos valores son similares a los publicados por otros autores en la
literatura. Segun Juanga (2005) los residuos provenientes de los mercados
contienen alrededor de un 78% de sélidos volatiles (S.V) y de acuerdo con Zhang
et al. (2007) valores de SV/ST cercanos a 85,30% favorecen la conversion
anaerobica.

La mezcla de residuos conté ademas con una concentracién equilibrada de
microelementos. Los metales y cationes relevantes para el proceso anaerobio
fueron comparables con los valores mostrados por otros autores (Zhang et al.,
2005), que reportaron un contenido balanceado de estos elementos en los
residuos para la digestion anaerobia, lo que confiere un efecto positivo para la
actividad microbiana, pero sin resultar toxicos para el sistema (Ortega, 2006).

Los microelementos con concentraciones mas elevadas en los residuos fueron el
potasio, el calcio, el magnesio y el fosforo. Estos metales traza se consideran
valiosos en varios procesos celulares (Mancillas Salas et al., 2012). El contenido
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de potasio (3,03%) esta vinculado con la existencia de cascaras de platano (Parra-
Orobio et al., 2014) y el nivel de fosforo (0,21%), se asocia con la presencia de
vegetales y leguminosas (Parra-Orobio, 2014). Estos micronutrientes son
esenciales para el crecimiento, la sintesis celular y los requerimientos energéticos
de los microorganismos anaerobios (Cheng, 2009).

Cuadro 6. Caracteristicas fisico-quimicas de los residuos organicos empleados
para la preparacion del inGculo metanogénico

Componentes Unidades Valor
Humedad % 3,70
Solidos Totales % 96,30
Sadlidos volatiles % (b.h.)* 89,70
SV/ST** % 93, 15
Ceniza % (b.h.)* 10, 30
Carbono Organico Total % (b.h.)* 52,80
C/N*** - 29, 49
Nitrégeno % (b.h.)* 1,79
Calcio % (b.h.)* 0,56
Fosforo % (b.h.)* 0,21
Magnesio % (b.h.)* 0,26
Potasio % (b.h.)* 3,03
Azufre % (b.h.)* 0,18
Hierro mg/Kg (b.h.)* 10,17
Manganeso mg/Kg (b.h.)* 96,00
Zinc mg/Kg (b.h.)* 35,60
Cobre mg/Kg (b.h.)* 5,72

*b.h. — base himeda.
**SV/ST — Relacidn solidos volatiles/sélidos totales.
***C/N — Relacion carbono/nitrégeno.

Adicionalmente, se puede decir que en los residuos se encontraron bajos niveles
de azufre (0,18%), acordes con los reportados por Zhang et al. (2007). Estos bajos
niveles aumentan la probabilidad de que en el proceso se presenten poblaciones
reducidas de bacterias sulfato reductoras, las cuales pueden competir con los
microorganismos metanogénicos por el sustrato organico disponible (acetato,
hidrogeno y acidos grasos de cadena corta) y desviar el proceso a la produccion
de H,S en lugar de metano (Gallegos-Garcia et al., 2010).

3.1.2 Arranque y seguimiento de la digestion anaerobia de los residuos
sdélidos urbanos. Para el desarrollo de esta investigacion, el proceso de digestion
anaerobia fue dividido en tres etapas: aclimatacion, incorporacion de la carga
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organica y post-fermentacion. La primera etapa consistio en la aclimatacion del
estiércol vacuno en el biorreactor a 55 °C (régimen termofilico) con el fin de
obtener poblaciones metanogénicas adaptadas al medio. Esta etapa comenzé el
dia 0 y termind el dia 20. En este lapso el biorreactor no se cargé con materia
organica para no desequilibrar el medio y asi asegurar la autorregulacion del
proceso anaerobio.

En la segunda etapa que va desde el dia 21 hasta el dia 50 se empezaron a
introducir gradualmente los residuos en el biorreactor, iniciando con una cantidad
equivalente a 0,5 gSV/L.d, la cual se fue aumentando cada semana hasta una
velocidad de carga organica de 4 gSV/L.d. El sistema se arrancé con la adicion de
cargas organicas bajas, las cuales se incrementaron conforme el buffer del
sistema se volvié mas estable (Angelidaki et al., 2006). El sistema buffer en un
digestor anaerobio esta determinado por la cantidad de alcalinidad presente en el
medio, la cual actia como un tampoén que evita los cambios rapidos en el pH (Del
Rio, 2014). La actividad enzimatica aceptable para las bacterias formadoras de
acido se produce a pH por encima de 5, sin embargo la actividad enzimatica de las
arqueas metanogenas no se admite por debajo de pH 6,2. Por tanto, para
asegurar el buen funcionamiento del sistema se debe mantener el pH en el
intervalo de 6-8, ya que valores por fuera de este rango son restrictivos y téxicos,
especialmente para los microorganismos metanogénicos (Appels, 2008). Para
mantener un pH estable, se requiere un alto nivel de alcalinidad.

La alcalinidad esta presente principalmente en forma de bicarbonatos que se
encuentran en equilibrio con el CO; en el biogas a un pH dado y estos tampones
son generados mediante la degradacién de la materia organica. Durante la
degradacion se liberan CO, y nitrégeno amoniacal que dan como resultado la
formacion de &cido carbonico, alcalinidad de bicarbonato, alcalinidad de carbonato
y bicarbonato de amonio (Pérez y torres, 2008). Por otra parte, durante la
degradacion de los compuestos organicos, en la etapa de acidogénesis, también
se producen acidos grasos volatiles como el &cido propidnico, butirico, valérico,
acético entre otros, los cuales son consumidos y convertidos a metano en la
posterior etapa metanogénica. No obstante, cuando se empieza a alimentar con
cargas organicas altas se corre el riesgo de sobrepasar la capacidad maxima de
asimilacion de los productos generados en la etapa acidogénica por parte de las
arqueas metanogénicas con un consecuente aumento de los acidos grasos
volatiles (AGV) que conllevaria a un consumo de la alcalinidad en el medio y
disminucién del pH (del Rio, 2014). Por esta razdn, se introdujeron cargas
organicas graduales para evitar una inhibicion de microorganismos metanogeénicos
debida a una sobrecarga organica y la consecuente acidificacién del reactor.
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La tercera etapa que inicia el dia 51, comprende un periodo de post-fermentacion,
durante el cual se interrumpe la entrada de carga organica. Como se menciono en
el epigrafe 2.1.5 en el apartado de metodologia de este trabajo, la post-
fermentacién se realiza con el propdsito de depurar la carga organica del indculo
metanogénico y conseguir mediciones confiables en los ensayos de
biodegradacion, ya que los volumenes de gas generados por los residuos
organicos introducidos en el biorreactor pueden interferir con los volimenes de
gas producidos por los materiales a biodegradar (pelicula flexible y bandeja
semirrigida).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del seguimiento y control del
proceso para la obtencion del in6culo metanogénico. Los parametros observados
fueron: evolucion del pH, produccion de biogés, porcentaje de metano, alcalinidad,
acidos grasos volatiles, sdlidos totales y solidos volatiles.

3.1.2.1 Evolucion del pH en el medio. En la figura 4 se exponen los cambios del
pH en funcion del tiempo durante la digestion de los residuos sélidos urbanos.

Figura 4. Evolucién del pH durante la digestion anaerobia de los residuos sdlidos
urbanos

85 T

Las divisiones verticales mostradas en la figura indican las diferentes etapas antes
mencionadas en el apartado 3.1.2, donde (a) es la etapa de aclimatacion; (b), (c),
(d) y (e) representan la etapa de alimentacion. Las velocidades de carga organica
expresadas en g de sélidos volatiles/Litro.dia durante esta etapa fueron de 0,5
para (b); 1 para (c); 2 para (d) y 4 para (e). Finalmente (f) corresponde a la etapa
de post-fermentacion.
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Al inicio de la aclimataciéon, durante los primeros seis dias se presenté un leve
descenso del pH, pasando de 7,63 a 6,79. Esta disminucion se debe a la
produccion de metabolitos acidos como el acido acético, butirico y propiénico
derivados de la descomposicion de los materiales organicos remanentes del
estiércol bovino, a cargo de los organismos fermentativos y acidogénicos (Teniza-
Garcia et al., 2015). La rapida generacion de estos productos pudo estar
impulsada por una formacion importante de hidrogeno, elemento caracteristico en
la composicién del biogas durante las etapas iniciales y por el rango de
temperatura empleado (55°C) en la digestion anaerobia. Segun Weedermann et
al. (2013), el hidrégeno favorece la produccion de acidos grasos volatiles como el
propionato y butirato y, en general se ha encontrado que la tasa de
descomposicion de la materia organica se incrementa con la temperatura, lo cual a
su vez acelera la produccion de acidos grasos volatiles (Ferndndez-Rodriguez, et
al., 2013).

A patrtir del séptimo dia, el pH comenzo a ascender ubicandose hasta el dia 20, en
valores cercanos a la neutralidad (7,0 - 7,6). Esto indic6 la asimilacion del
hidrogeno y los acidos producidos en la etapa acidogénica, por parte de las
arqueas metanogénicas (Del Rio, 2014). Este hecho se corrobora en la figura 5,
en la cual se observa que el porcentaje de metano se dispar6 a partir del dia 7. En
este punto se estableci6 un balance entre las cantidades de acidos grasos
volatiles generados y consumidos por parte de la microbiota acidogénica y
metanogénica respectivamente, evitando su acumulacién y por tanto regulando el
pH (Liao et al., 2014).

Més adelante, desde el dia 20, el potencial de hidrégeno continué aumentando de
forma espontanea incluso con la adicién de materia organica, manteniéndose en el
rango de 7,7 - 8,3 y exhibiendo una tendencia creciente con cada etapa. De esta
forma, en la etapa b, el pH present6 un valor medio de 7,7, en las etapas c y d
subié hasta 7,8 para posteriormente estabilizarse, en las etapas d y e (a partir del
dia 45), en torno a 8. El aumento del pH se debe al consumo paulatino y
conversion de los acidos grasos volatiles por los metan6genos a metano v,
ademas, a la generacién de tampones carbonicos en el medio mediante la
disolucion de CO, procedente de la acidogénesis y metanogénesis de los
compuestos organicos y tampones amonicos debido a la degradacién de proteinas
(Jha et al., 2013).

En general el pH se mantuvo estable, alcanzando valores adecuados para la
actividad del consorcio microbiano. Valores similares de pH fueron obtenidos por
Fernandez-Rodriguez, et al. (2013) en digestores anaerobios operados
satisfactoriamente en rango termofilico (55°C) y con alto contenido de sélidos
(20%). La estrategia usada en el arranque fundamentada en un aumento gradual
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de la carga organica, contribuyé con una baja generacion de &acidos grasos
volatiles (Angelidaki et al., 2006) lo que se reflejo en rangos de pH (6,8-8,3)
aceptables para el crecimiento y mantenimiento de cepas metanogénicas (Mao et
al., 2017).

3.1.2.2 Seguimiento de la produccién de biogas y porcentaje de metano. La
produccion acumulada de biogas y de metano durante el tiempo de estudio se
exponen en la figura 5.

Figura 5. Biogas acumulado y porcentaje de metano producidos durante la
digestién anaerobia de los residuos solidos urbanos
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En los primeros 6 a 7 dias de la etapa inicial del experimento se observaron bajos
niveles de metano (<30%) en el biogds, ya que durante este periodo
predominaron las fases hidrolitica y acidogénica. El metano generado en este
lapso fue debido principalmente a la actividad de los metan6genos
hidrogenotroficos (Fernandez, 2010). Fernandez (2008), registré6 que los valores
de metano en torno al 25% son caracteristicos de sistemas en los que la
formacion de metano se lleva a cabo por la accién de los metanogénicos
utilizadores de H.

Por otro lado, acorde a lo descrito por Yagi et al. (2009) las bajas cuotas de
metano en la parte inicial del periodo de aclimatacion se deben al cambio de
temperatura en el medio, que produce la muerte o inactivacion de la mayor parte
de los microorganismos, no obstante, los que se adaptan a 55 °C continlan
aumentando, lo que se manifiesta en el crecimiento de los porcentajes de metano.
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A partir del séptimo dia se advirtid6 un rapido ascenso en los valores de metano
hasta el dia 12 en el que se fij6 por encima de un 55%. Este incremento fue
debido al consumo de los acidos grasos volatiles producidos en la etapa
acidogénica (Fernadndez, 2010) y al crecimiento exponencial de las poblaciones
metanogénicas (acetoclasticos) en el medio (Abubakar y Ismail, 2012).
Adicionalmente, pudo ocurrir que el aumento del pH durante este intervalo provocé
la disolucion de una fraccion de CO; en el lodo anaerobio, incrementando de este
modo la proporcién de metano en la fase gaseosa (Varnero, 2011).

Entre los dias 12 y 28 (hasta la etapa b) de operacion se observé la proporcion de
metano mas alta (en torno al 60%) registrada a lo largo de todo el experimento. A
causa del efecto buffer (regulado por la presencia de tampones carbonéticos y
amonicos), el pH en esta parte del ensayo se mantuvo en valores ideales para una
mayor produccion de gas, segun Parra et al. (2014) los pH cercanos a la
neutralidad (6,8 a 7,5), logran los mejores resultados en cuanto a la produccion de
metano. Por otra parte, en los dias 28 a 31, en la etapa c, se detectdé una
disminucién (hasta alcanzar valores de 29,8%) y posterior aumento en el
porcentaje de metano. Este hecho pudo estar relacionado con la adaptacion de la
microbiota al residuo o el agotamiento del sustrato debido a las bajas cargas
organicas suministradas en las etapas iniciales, lo cual ocasiond la disminucion de
los metabolitos (especialmente acido acético) que pueden ser convertidos en
metano.

Sin embargo, desde el dia 33 hasta concluir la etapa de post-fermentacion, los
porcentajes de metano volvieron a subir y adquirir valores constantes, alrededor
del 50%, lo cual es indicativo de un comportamiento equilibrado entre las diversas
poblaciones involucradas en el sistema anaerobio. Adicionalmente, este
porcentaje de metano es tipico para degradaciones de residuos vegetales debido
a su alta concentracion de carbohidratos, los cuales generan un porcentaje tedrico
maximo del 50% en metano (Borowski, 2015). La digestidon se suspendié el dia 62
(logrando un volumen total de 621 litros de gas) para utlizar las cepas
metandgenas en la segunda parte del ensayo.

3.1.2.3 Seguimiento de la alcalinidad y acidez volatil total. En la figura 6 se
detallan las mediciones de los contenidos de acidos grasos volatiles (AGV) y la
alcalinidad expresada como alcalinidad total, parcial e intermedia. Estos
pardmetros fueron monitoreados al inicio de la aclimatacion y durante la
alimentacion con residuos organicos.

El contenido inicial de &cidos grasos volatiles (AGV) fue de 1,46 g AcH'/kg; valor
que disminuy6 a 1,15 g AcH'/kg en el dia 21, es decir, al iniciar la segunda etapa
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del experimento (etapa de alimentacion). Esto se debe a que en la primera fase
(fase de aclimatacion) se produjo el consumo y transformacion a metano de los
acidos grasos volatiles procedentes de la hidrolisis de los compuestos organicos
presentes en el estiércol.

Figura 6. Alcalinidad total (AT), parcial (AP), intermedia (Al) y acidos grasos
volatiles (AGV)
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En la segunda fase (dias 20 a 50) la acidez presentd varias fluctuaciones, las
cuales pueden atribuirse a la variacion en la composicién del sustrato y a las
diferentes velocidades de carga organica. De esta manera, durante los primeros
dias de la etapa b se observo una caida de la acidez influenciada por las bajas
cargas organicas. En la etapa c (dias 30-32) se advirti6 un ascenso y posterior
disminucién de los acidos, comportamiento que se repitidé en la etapa e (dias 45-
48) y que corresponde a la dinamica de consumo por parte de la microbiota
acidogénica y metanogénica. Generalmente, la velocidad especifica de
crecimiento de las bacterias acidogenas es mayor que la de las arqueas
metandgenas, lo cual puede generar un aumento de la acidez al introducir nuevas
cargas organicas, tal como ocurrié al inicio de la etapa c y e. En este sentido,
Biswas et al. (2006) encontraron una velocidad especifica de crecimiento de 5,17
dias® para los microorganismos acidogénicos y de 2,44 dias™ para los
metanogénicos en un sistema de digestion anaerobia de residuos vegetales.

En general, los valores de acidez registrados durante el arranque se mantuvieron
en niveles muy bajos (0,19-1,19 g AcH/kg). En situaciones estables de operacion,
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los acidos grasos volatiles deben estar en cantidades muy bajas, pues un
acelerado incremento en su concentracion indica el fallo de las poblaciones
metanogénicas causado, generalmente, por sobrecargas organicas o presencia de
compuestos toxicos en el medio (Del Rio, 2014, De la Rubia et al., 2013; Hassan y
Nelson, 2012; Serrano et al., 2014;). Cuando la velocidad de produccion de acidos
es mayor que la tasa de consumo (por parte de las bacterias metanogénicas),
estos se acumulan y pueden generar un aumento desmedido de la acidez e inhibir
por tanto el sistema (Lee et al., 2017). Del Rio (2014) manifiesta que contenidos
inferiores de 0,5 g AcH'/kg son indicativos de reactores maduros estables, pero
conforme a lo descrito por Ferndndez (2010), la inhibicidbn por &cidos grasos
volatiles, con un adecuado control de pH, no se alcanza hasta los 5 gAcH"/kg. El
digestor anaerobio, con las condiciones aqui ensayadas, no presenté problemas
de inhibicion por &cidos grasos. Los valores observados son similares a los
reportados por Angelidaki et al. (2006), quienes utilizaron la misma estrategia de
arranque (aumento gradual de la carga organica) y obtuvieron una produccién
estable de biogas.

En relacion con la alcalinidad total (AT) del sistema, ésta ascendié pasando de
1,34 g CaCOg/kg en el dia 1, a 4,34 g CaCOg/kg al iniciar la etapa b, lo cual se
asocié principalmente con el aumento de la alcalinidad parcial (alcalinidad debida
al bicarbonato). Durante la etapa de aclimatacién, se crean condiciones para que
la microbiota presente en el estiércol de vaca permita la formaciéon de tampones
amonicos y carbonicos derivados de la descomposicion de la materia organica
existente en el medio (Gerardi, 2003). De esta forma, el consorcio microbiano se
autorregula aumentando la capacidad de amortiguacion de la mezcla cuando se
incorporan residuos organicos al sistema.

La alcalinidad total continu6 presentando una tendencia creciente durante los dias
21 al 50, ubicadndose en valores que van desde los 4,34 a los 5,35 g de CaCO:s.
Segun Gray et al. (2008) este comportamiento (creciente) indica que la poblacién
de metandgenos esta creciendo y por tanto que hay un balance entre las bacterias
formadoras y consumidoras de &cidos. Del mismo modo, la concentracion de la
alcalinidad parcial (AP) ascendi6 con el transcurso de cada etapa, permaneciendo
a partir del dia 27 en el rango 2,55-4,97 g CaCOg/kg. Este mismo comportamiento
ha sido descrito por Li et al. (2017), quienes encontraron que el valor de
alcalinidad parcial aumenta con tiempos de retencion mas largos debido a la
mayor conversion de sustratos en bicarbonatos. El aumento de la alcalinidad
parcial puede estar relacionada con la solubilizacién del CO, generada por las
reacciones bioquimicas de la acidogénesis y metanogeéenesis (Gerardi, 2003) o con
la liberacion de nitrégeno amoniacal durante la biodegradacion de los compuestos
proteicos (Jha et al., 2013).
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En contraste, la alcalinidad intermedia (Al, alcalinidad debida a los acidos grasos
volatiles) decrecid durante los primeros dias de la etapa b ocasionado, como ya se
ha discutido anteriormente, a las bajas cargas organicas y desde entonces
adquirio un perfil andlogo al de los &cidos grasos volatiles. Los niveles de
alcalinidad son acordes con los presentados por algunos autores. Segun la
bibliografia se requiere que las concentraciones de alcalinidad total de un digestor
anaerobio se encuentren en el entorno 2-4 g CaCOs/kg (Demitry y Mcfarland,
2015) y Ketheesan y Stuckey. (2015) reportan que una alcalinidad de bicarbonato
(alcalinidad parcial) en el intervalo de 2.5 a 5.0 g CaCOg3/kg proporciona una
capacidad tampon adecuada. Dentro de este rango el sistema puede soportar un
aumento mucho mayor de los acidos volatiles con una disminucién minima en el
pH.

Figura 7. indices alcalinidad intermedia / alcalinidad parcial (Al/AP), acidos grasos
volétiles / alcalinidad total (AGV/AT) y alcalinidad parcial / alcalinidad total (AP/AT)
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Por otra parte, el célculo de las razones presentadas en la figura 7 son
generalmente utilizadas para la monitorizacién y el control de la estabilidad del
proceso anaerobio. Desde el dia 1 (etapa a) hasta el 21 (etapa b), la relacion
AGV/AT disminuy6 de 1,09 a 0,26, en cambio el ratio AP/AT aumenté de 0 a 0,43
en los mismos dias debido, como se ha discutido anteriormente, al consumo de
los acidos y a la generacion de sustancias tampon. Al iniciar la etapa b con la
incorporacion del sustrato al sistema a una velocidad de carga organica de 0,5
gSV/L.d ambas relaciones (AGV/AT y AP/AT) decrecieron hasta el dia 24,
mientras que la relacién Al/AP ascendié. Lo anterior pudo estar relacionado con la
baja produccion y rapido consumo de acidos grasos volatiles en vista de la
limitada concentracién de sustrato, lo cual se corrobora en la figura 6, en donde se
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observa que durante este tiempo disminuyeron tanto la acidez como la alcalinidad
parcial, que también se pudo ver afectada debido a la menor disponibilidad de
metabolitos para la formacion de bicarbonatos.

Desde el dia 24 el ratio AGV/AT comenzé a descender y se situo después del dia
32 por debajo de 0,1 hasta el final del periodo de operacién, a excepcion del dia
46, en donde se alcanzé un valor de 0,27 debido al aumento de la carga organica,
que pasO de 2 gSV/L.d a 4 gSV/L.d durante este periodo. Los resultados
presentados en la relacion AGV/AT son acordes con la bibliografia, ya que valores
inferiores a 0,1 de este ratio son considerados por diferentes autores como
adecuados para el correcto desarrollo de procesos de digestion anaerobia (Kong
et al., 2016; Di Maria et al., 2014). No obstante, autores como Zahedi et al. (2017),
Rosinska y Karwowska (2017) registraron valores en el entorno 0,3-0,4 para esta
razon resultando en un buen funcionamiento del biorreactor.

Por otro lado, Garcia et al. (2007) exponen que valores del indice AP/AT
superiores o iguales a 0,7 son indicativos de estabilidad del proceso. Estos
resultados son acordes con los mostrados por Pérez y Torres. (2008), quienes
recomiendan valores de este ratio superiores a 0,5 en la etapa de arranque y de
0,7 al lograr condiciones estables. Es decir, que al menos el 70% de la alcalinidad
del medio debe corresponder a la alcalinidad del bicarbonato (alcalinidad parcial) a
fin de garantizar una alta capacidad tamponante del medio y favorable para el
proceso anaerobio. En este ensayo, la relacion AP/AT alcanzé valores por encima
de 0,5 desde el dia 27, fluctuando en el entorno 0,55-0,85 hasta el dia 38 para
luego ubicarse alrededor de 0,7, indicando la estabilizacién del sistema.

En cuanto a los valores del ratio Al/AP, estos disminuyeron rapidamente hasta el
dia 28. Entre los dias 28 y 34 se presentaron oscilaciones con picos maximos de
0,69 y a partir del dia 38 el valor se estabilizd6 por debajo de 0,3. Autores como
Fuess et al. (2017), Martin-Gonzalez et al. (2013), Seswoya y Karim (2017)
sefalan que valores de Al/AP inferiores a 0,3 implican un comportamiento estable,
sin riesgos de acidificacion, lo cual sugiere que las condiciones alcanzadas en
este ensayo favorecen el adecuado funcionamiento del sistema anaerobio.

3.1.2.4 Seguimiento de los solidos totales y sdlidos volatiles. En la figura 8 se
muestra la evolucion de los sélidos totales y los sélidos volatiles, expresados en
porcentajes sobre el total de la muestra.

Los porcentajes de sélidos totales y volatiles mostraron una tendencia decreciente
hasta el final de la etapa b (dia 28), pasando de 5,4% a 1,1% y de 95% a 92,5%
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respectivamente. La disminucion que se produjo de estos parametros durante los
primeros 20 dias (final de la etapa a, de aclimatacion) pudo corresponder,
principalmente, a la descomposicion y conversion a metano del material organico
ya presente en el estiércol. Mientras que el descenso de estos entre los dias 20 y
28 pudo estar vinculado, como se comenté en apartados anteriores, a las bajas
cargas organicas (0,5 gSV/Ld) suministradas en este lapso ya que, a pesar de la
incorporacion del nuevo material organico, no se produjo una caida de la tasa de
destruccion de solidos volatiles, tal como ocurrié en etapas posteriores en las que
se alimento con cargas mayores.

Figura 8. Sdlidos totales y solidos volatiles durante la digestion anaerobia de los
residuos solidos urbanos
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Méas adelante, Entre los dias 27 y 46 los solidos totales experimentaron un
continuado aumento y luego se estabilizaron en torno al 5% hasta el final del
ensayo. Lo anterior pudo estar relacionado con el aumento de la carga organica y
el mayor contenido de sdlidos totales de la mezcla de residuos organicos con
respecto al estiércol de vaca.

Los solidos volatiles siguieron decreciendo durante todo el experimento como
resultado de la hidrdlisis y transformacién a metano de los compuestos organicos.
Aunque la velocidad de disminucion a partir del dia 35 (etapa c) se hizo mas lenta
al iniciar cada etapa debido al aumento progresivo de la velocidad de carga
organica.
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3.1.3 Caracterizacion final del in6culo metanogénico. En el cuadro 7 se

sintetizan las caracteristicas finales del in6culo obtenidas en la primera etapa del
trabajo de investigacion (obtencion del indculo metanogénico).

Cuadro 7. Caracteristicas bioquimicas del
biodegradacion anaerobia y parametros basados en normas ISO y otras

referencias bibliograficas.

inbculo para

la prueba de

Parametro Unidades Valo_r Referencia Valor d_e
obtenido referencia
pH i 7.92 ISO 13975 Entre 7,5 8,5
Metano % 55,00 Borowski, 2015 50%
Acidez g AcH'/kg 0,75 ISO 15985 <1 g AcH'/kg
Solidos totales % 4,98 ISO 13975 <15%
Solidos
volatiles % 76,11 - -
Alcalinidad g 497 Parawira et al., >1,2mgg
parcial CaCOgs/kg ' 2006 CaCOgs/kg
Zahedi et al.,
AGV/AT - <0,10 2017 <0,4
Pérez y Torres,
AP/AT - 0,78 2008 >0,7
Fuess et al.,
Al/AP - 0,28 2017 <0,3

El porcentaje de metano es un componente determinante en la viabilidad del
in6culo para llevar a cabo ensayos de biodegradacién anaerobia, ya que éste
confirma la actividad metanogénica en el medio. Segun Yagi et al. (2009), la
proporcién de metano no debe ser muy inferior al 60%, dado que éste es el valor
obtenido regularmente bajo condiciones de digestion anaerobia. El porcentaje final
de metano logrado en la primera parte del experimento (registrado en el cuadro 7)
fue del 55%, valor que se considera adecuado, teniendo en cuenta que los
carbohidratos son el componente mayoritario de la materia organica empleada
como sustrato, pues estos suelen generar contenidos de metano en torno al 50%
debido a su estado de oxidacion (Fernandez, 2008; Acosta y Abreu, 2005).
Adicionalmente, como se manifiesta en el cuadro 7 los parametros pH, acidez,
solidos totales, alcalinidad, relaciones AGV/AT, AP/AT y AlI/AP medidos al final del
ensayo concuerdan con la normatividad y bibliografia referenciada, lo que
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evidencia la idoneidad del in6culo para realizar pruebas de biodegradacion
anaerobia en el régimen termofilico y con bajo contenido de sdlidos.

3.2 MONTAJE Y SEGUIMIENTO DEL ENSAYO DE BIODEGRADACION

En los siguientes epigrafes se exponen y discuten los resultados obtenidos en la
caracterizacion, montaje y seguimiento de la prueba de biodegradacion de la
pelicula flexible, la bandeja semirrigida (materiales de prueba) y la celulosa
(material de referencia), efectuada durante 31 dias en condiciones anaerobias, en
régimen termofilico (55°C) y con bajo contenido de solidos (<15%).

3.2.1 Caracterizacion de los materiales de estudio y montaje de la prueba de
biodegradacién. En el cuadro 8 se recogen las principales propiedades fisicas y
guimicas, asi como los constituyentes de las muestras de ensayo. Los analisis de
carbono total se realizaron para estimar su porcentaje de conversion a carbono
gaseoso (CHy y CO»).

Cuadro 8. Caracterizacion de los materiales para la prueba de biodegradacion
anaerobica

Material de Propiedades fisico-quimicas*
Componentes E E
prueba o de . Carbono Solidos Solidos
. del material e
referencia total (%) totales (%) | volatiles (%)
Celulosa Celulosa 1 55 42405 | 96,17+1,3 | 100,60+ 0,4
microcristalina
Almidén

termoplastico

Pelicula flexible | (almidén mas 3292+0,2 | 91,44+04 99,86 + 0,2

glicerol) y &cido
polilactico

Harina de yuca,
fibra de fiquey | 32,00+£0,3 | 88,90+0,9 98,43 +0,0
glicerol

Bandeja
semirrigida

*Los valores son promedios * la desviacién estandar de 2 réplicas

Las cantidades de in6culos metanogénicos y materiales empleados para el ensayo
de biodegradacién anaerobia se muestran en el cuadro 9. Estas cantidades se
calcularon conforme a las indicaciones de la norma ISO 13975, en la que se
establece una concentracion de solidos volatiles comprendida en el intervalo de 7
gSV/J insculo @ 10 gSV/Q insculo (SV de la muestra de ensayo).
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Cuadro 9. Cantidades de materiales e in6culos en el montaje de los reactores
anaerobios

Reactor Muestra Peso de la muestra (g) | Peso del inéculo (g)
1 Celulosa 7,07 800
2 Celulosa 7,05 800
3 Pelicula flexible 7,03 800
4 Pelicula flexible 7,01 800
5 Bandeja semirrigida 8,06 800
6 Bandeja semirrigida 8,12 800
7 Blanco - 800
8 Blanco - 800

3.2.2 Seguimiento del proceso de biodegradacién anaerobia de los
materiales de prueba y de referencia. A continuacion se presentan los
resultados obtenidos en la evolucion de biogas, la proporcion de metano y el
porcentaje de biodegradacion para cada material durante los 31 dias de ensayo.

3.2.2.1 Seguimiento del volumen de biogas. En la figura 9 se exhibe la
evolucion del volumen de biogas generado para cada material de estudio.

La produccion de biogas empezé desde el primer dia para todas las muestras,
excepto para el blanco, en el que la generacion de biogas comenzé en el dia 3.
Generalmente durante los primeros dias de operacion puede presentarse en los
reactores, un periodo de adaptacion de la microbiota del in6culo al nuevo residuo
y, en consecuencia, no suele producirse biogas inmediatamente (fase de latencia).
Por ejemplo, Mohee et al. (2008) o Shin et al. (2011) observaron un lapso de hasta
dos dias, a partir de los cuales inici6 la produccién de gas en reactores operados
con materiales en cuyos componentes se encontraban el almidén y el acido
polilactico. En el estudio de biodegradacion aqui realizado, el tiempo de
adaptacion fue corto (menor a un dia), lo cual indica que hubo un rapido
acoplamiento de los microorganismos del inéculo a los materiales de ensayo v,
ademas, a las condiciones de operacion impuestas (rango termdfilo y digestion
hameda).
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Figura 9. Volumen promedio de biogas acumulado producido durante la
biodegradacion anaerobia de los materiales de estudio
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En relacion con el blanco, las cantidades menores de biogas generadas fueron
debidas a la baja concentracion de sustrato en el medio, ya que la fuente de
carbono para los microorganismos anaerobios se constituyé Unicamente por la
materia organica remanente de la primera etapa del experimento (obtencién del
indculo). Del mismo modo, la menor produccién en el blanco respecto al volumen
generado por las demas muestras, indic6 que el biogds generado por estas
tltimas no sélo correspondia a la degradacion de la materia organica restante en
el indculo, sino también a la degradacion de los materiales de prueba (celulosa,
pelicula y bandeja). De esta manera, en los primeros dias (intervalo 1 a 5 dias),
ocurri6 una importante produccién de gas para todos los materiales (Celulosa,
pelicula flexible y bandeja semirrigida), denotada por las altas pendientes en las
curvas. Esto se debe a la prevalencia de las fases de hidrélisis y acidogénesis de
los compuestos que se caracterizan por la generacion de elevados volimenes de
gas (Fernandez, 2008). En esta etapa tiene lugar la conversion de moléculas
complejas en otras mas simples que son empleadas en etapas posteriores por los
microorganismos metanogénicos.

A partir del quinto dia, el ritmo de produccion de biogas empezd a disminuir para
las tres muestras, lo cual pudo estar relacionado con cambios de sustrato en el
proceso de degradacion a causa de la heterogeneidad en la composicién de los
materiales, lo que supone que las fracciones organicas facilmente hidrolizables se
degradaron en los primeros cinco dias. Desde este momento la produccion fue
menor debido al agotamiento del carbono organico disponible y a que los
componentes mas refractarios empezaron a gobernar el proceso de degradacion.
En este sentido, para la celulosa, en primer lugar se degradaron sus porciones
amorfas, las cuales son mas susceptibles a la hidrdlisis enzimatica a través del
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rompimiento de sus enlaces glucésidos (Saha et al., 2015) y luego fueron
biodegradados sus componentes cristalinos formados por macromoléculas
organizadas resistentes al ataque microbiano.

Para el caso de la pelicula y la bandeja, las fracciones facilmente hidrolizables
estan constituidas por los enlaces glucosidicos del almidon (Salcido et al., 2009),
por lo cual se infiere que el proceso inicialmente fue impulsado por la
biodegradacion de este componente, resultando en producciones de biogas
significativas durante los primeros dias. Sin embargo, la presencia del acido
polilactico y las fibras lignoceluldsicas en la pelicula y la bandeja respectivamente,
pudieron causar reduccion en la tasa de produccién de biogas debido a que estos
materiales generalmente muestran indices de biodegradacion menores que el
almidon termoplastico (Moura et al., 2010; Sangwang et al., 2014; Shi et al., 2011;
Wang et al., 2017).

Por otro lado, la ausencia de mezclado en los biorreactores también pudo incidir
en la disminucion paulatina de la produccién de biogas. Muchos estudios han
demostrado que el mezclado influye directamente sobre la produccion de biogas,
puesto que un grado adecuado de mezcla favorece la transferencia de masa,;
transporte de sustratos y nutrientes dentro y fuera de la célula microbiana, ademas
de prevenir la sedimentacion del material particulado (Lindmark et al., 2014). Asi,
el comportamiento en la produccion de gas en este ensayo fue similar al
observado por Wang et al. (2017) en su trabajo de digestion anaerobia, donde se
evidencié una tendencia decreciente desde etapas tempranas en reactores sin
agitacion. Esto fue debido a la dificultad de contacto entre la microbiota y las
muestras a causa de la sedimentacion o la flotacion por la ausencia de mezclado,
lo cual produjo una disminucion en el ritmo de conversién del sustrato.

Finalmente, cabe destacar que a pesar de presentarse una disminucién en la
produccion de biogas para todas las muestras, no se observé el cese total de éste
al final de la digestion. Es decir, en las representaciones graficas de la produccién
de biogas no se percibié ninguna fase estacionaria concerniente al agotamiento o
consumo total de la materia organica, por tanto, es probable que se siga
generando biogas con el tiempo.

El volumen total generado a partir de las muestras de ensayo fue de 5,58 L, 4,58 L
y 4,17 L para la celulosa, la pelicula y la bandeja respectivamente. De acuerdo con
la prueba de Tukey (ver anexo A), no hubo diferencia significativa entre el volumen
generado por la pelicula y la bandeja; no obstante, se presentaron diferencias en
el volumen producido por éstas y la celulosa. Asi, la referencia positiva (celulosa
microcristalina para cromatografia de capa fina) generé mayor cantidad de biogas
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en comparacion con ambas muestras. Este hecho pudo estar asociado, por una
parte, a la naturaleza facilmente hidrolizable de este compuesto y, por otra al
empleo de estiércol de vaca como inoculo. Las enzimas requeridas para la
descomposicion de la celulosa estan constituidas esencialmente por
endoglucanasas que hidrolizan enlaces internos (preferiblemente las regiones
amorfas), las celobiohidrolasas que actian sobre los extremos de las cadena
existentes y las glucosidasas, que rompen la celobiosa liberando las moléculas de
glucosa (Dashtban et al., 2010). Los microorganismos capaces de secretar estas
enzimas tienen una elevada distribucion en la naturaleza, encontrandose en
diferentes ambientes, incluido el anaerobio (Gao et al., 2014). Entre los entornos
anaerobicos mas conocidos se encuentra el rumen, el cual posee una cantidad
considerable de microorganismos celuloliticos (Carrillo-Reyes et al., 2016).
Relacionado con este aspecto, algunos estudios (O’Suvillan et al., 2006; Quintero
et al., 2012) han informado que el estiércol de vaca posee una alta actividad
hidrolitica en la degradacion de sustratos celulésicos, lo que pudo influir en la
mayor produccion de biogés.

En contraste, la pelicula y la bandeja generaron menor cantidad de biogas. Esto
pudo deberse, como se comentd anteriormente, a que conjuntamente con la
materia organica mas asequible a la accién de las enzimas microbianas, en este
caso el almiddn, existia una fraccion de compuestos refractaria constituida por las
fibras vegetales en la bandeja y el acido polilactico en la pelicula. Los materiales
lignocelulésicos como las fibras de fiqgue suelen mostrar una baja produccion de
biogas (lwanczuk et al., 2014) debido a su importante contenido en lignina (10-
17%), la cual se muestra recalcitrante bajo las condiciones habituales del proceso
anaerobio (Tian et al., 2015). Autores como Yan et al. (2017) o Li et al. (2013),
observaron una correlacion negativa entre el contenido de lignina en el sustrato y
el rendimiento de biogas en procesos de digestion anaerobia, obteniendo mermas
significativas con porcentajes superiores al 10 o 15% en lignina. Referente al &cido
polilactico, se han reportado bajas producciones de biogas (Kolstad et al., 2012) a
causa de su lenta hidrolisis que estad condicionada por su compleja estructura
guimica e hidrofobicidad.

3.2.2.2 Seguimiento del porcentaje de metano. La evolucion del porcentaje de
metano en el biogas para los diferentes materiales, se muestra en la figura 10.

La produccion de metano comenzo desde el primer dia para todas las muestras, lo
cual es indicativo de un in6culo con alta actividad hidrolitica y metanogénica
(Elasri y ElI amin Afilal, 2016). Durante los primeros 3 dias de operacion, la
concentracion de metano fue menor al 40% para todos los materiales debido a la
prevalencia de las fases de hidrdlisis, acidogénesis y acetogénesis que se
distinguen por ser etapas en las que prima la concentracién del CO, sobre la del

55



CH4 (Ye et al., 2013). Sin embargo, la proporcién de metano fue aumentando con
el tiempo y a partir del dia 5 se fijo por encima del 50%, alcanzando porcentajes
maximos para la celulosa, la pelicula y la bandeja de 54, 57 y 55%
respectivamente.

Figura 10. Porcentaje de metano promedio en la biodegradacion anaerobia de los

materiales de estudio
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Como se ha expuesto en apartados anteriores, la estabilidad del proceso
anaerobio exige la accién coordinada e interdependiente de diferentes poblaciones
microbianas. Asi, los microorganismos acidogénicos degradan la materia organica
hasta acidos grasos volatiles, generando ademéas CO; e H,. Los microorganismos
acetogénicos convierten estos acidos en acetato, produciendo también CO;, e Hyy
por Ultimo las arqueas metanogénicas emplean todos estos metabolitos para la
produccion de CH,4 (Schnidrer, 2016). Por tanto, para evitar la acumulacion de
productos intermedios inhibidores (como los acidos grasos y el H,) y lograr un
proceso equilibrado, es necesario que el inéculo contenga un conjunto especifico
de microorganismos con una proporcion adecuada de los diferentes grupos
implicados. Cuando hay una desestabilizacion en el sistema anaerobio, la
producciéon y el porcentaje de metano se ven afectados drasticamente. La
concentracion de metano en el biogas, ademas de estar supeditada a la actividad
del in6culo también depende del caracter biodegradable del material a digerir
(Hagos et al., 2017), pues hay que recalcar que ciertos compuestos son muy
recalcitrantes a la biodegradacion.

Los materiales basados en almidon estan compuestos principalmente por
carbohidratos y, en consecuencia, suelen generar un contenido de metano en
torno al 50% (Borowski, 2015). Asi, Gomez y Michel (2013) reportaron valores de
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metano del 54% al degradar una pelicula plastica compuesta principalmente por
almidon y un poliéster alifatico, bajo condiciones mesofilicas anaerobias.
Paralelamente Guo et al. (2011) obtuvieron un porcentaje de metano del 45%
degradando una mezcla de almidon y alcohol polivinilico (80% de almiddn)
utilizando las mismas condiciones de digestion anteriormente citadas. De modo
similar otros autores realizaron degradaciones de &cido polilactico y fibras
lignocelulésicas, que son componentes de los materiales aqui ensayados. Yagi et
al. (2009) obtuvieron porcentajes del 50 al 60% para el acido polilactico usando
condiciones anaerobias termodfilas (55°C) mientras que Pandit et al. (2016)
consiguieron porcentajes cercanos al 50% para biomasa lignoceluldsica en
régimen mesofilico (37°C). Como se puede observar, los valores de metano
alcanzados para la pelicula y la bandeja se encuentran dentro del rango
presentado en la literatura en relacibn con materiales similares y sus
componentes. Por las razones antes apuntadas, se puede concluir que el proceso
anaerobio se desarrollo satisfactoriamente debido a la utilizacién de un in6culo con
una elevada actividad metanogénica.

3.2.2.3 Seguimiento del porcentaje de biodegradacién. En la Figura 11 se
muestran los porcentajes medios de biodegradacién para todos los materiales de
ensayo durante el tiempo de digestion anaerobia (31 dias).

Figura 11. Porcentaje de biodegradacion promedio en la biodegradacion
anaerobia de los materiales de estudio
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De acuerdo con la norma ISO 13975, la aptitud del in6culo se comprueba si el
porcentaje de biodegradacion de la celulosa (referencia positiva) es igual o mayor
a 70% tras 15 dias de digestion. En este estudio, el indice de biodegradacién
alcanzado por la celulosa al transcurrir este tiempo fue de 52,6%, es decir, no se
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logro el criterio estipulado por la norma. No obstante, el resultado obtenido no fue
inherente a la capacidad de degradacion del inoculo, sino a la ausencia de
agitacion en los biorreactores. Como se indicé anteriormente, la falta de mezclado
condujo a la sedimentacion del material particulado limitando el contacto de los
microorganismos con el sustrato y, como consecuencia se produjo la ralentizacion
del proceso de biodegradacion.

Aungue no se alcanzaron los porcentajes de biodegradacion para la celulosa en el
lapso sugerido por la norma ISO 13975, los resultados de caracterizacion
presentados en el cuadro 7 del epigrafe 3.1.3, reflejan que las condiciones del
inoculo son apropiadas para su empleo como fuente de microrganismos en este
experimento. Los parametros evaluados dan signos de estabilidad y elevada
actividad metanogénica y son consistentes con valores de referencia. La celulosa
sin embargo, logré una biodegradacion del 79,6% al final del proceso (31 dias).
Segun la literatura, esta macromolécula se ha biodegradado en su totalidad
cuando consigue un porcentaje cerca del 80%, ya que parte del carbono presente
en la muestra se convierte en biomasa y no es cuantificado mediante la técnica
empleada en el presente ensayo (Ryan et al., 2017). Es preciso sefialar también,
que los porcentajes de biodegradacion medidos antes del dia 30 estan por debajo
de los valores reales. Esto se debe a que hasta este dia no se calcul6 el carbono
presente en las muestras que fue convertido en CO2 y se disolvié en el lodo
anaerobio. Generalmente, parte del CO2 generado en el proceso anaerobio se
disuelve en el medio generando, en primer lugar, acido carbénico el cual se
disocia en protones e iones bicarbonato (Del Rio, 2014). La cantidad total del CO2
disuelto unicamente se midio al terminar el proceso y se incluy6 en el porcentaje
de biodegradacion del dia 31.

Segun el analisis estadistico (ver anexo B), no se presentaron diferencias
significativas en los porcentajes de biodegradacién obtenidos para la pelicula y la
bandeja, pero si entre estos y la celulosa. La pelicula flexible se degrad6 un 64,8%
en 31 dias. Como se puede observar en la figura 11, el porcentaje de
biodegradacion de la pelicula flexible presenté un rapido ascenso durante los
primeros cuatro dias, mostrando una tendencia similar a la de la celulosa. La alta
velocidad de degradacion durante este periodo estd asociada con la naturaleza
altamente hidrolizable de los enlaces glucosidicos del almidon, los cuales son mas
propensos al ataque microbiano que los enlaces éster del acido polilactico (Moura
et al., 2010; Salcido et al., 2009). La presencia de grupos hidroxilos o polares le
confieren al almidén una alta capacidad de absorcidon de agua, facilitando su
ataque enzimético (Sangwan et al., 2014). De acuerdo con diferentes autores, el
contenido de almidén termoplastico en mezclas con acido polilactico aumenta la
solubilizacion del compuesto y aceleran su hidrolisis, dada su propiedad hidrofila
que favorece el hinchamiento de la matriz polimérica (Shi et al., 2011; Moura et al.,
2010; Russo et al., 2009). Asimismo, el glicerol en el almidon termoplastico
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también mejora el ataque microbiano. Esto se debe a que en el proceso de
plastificacion, la temperatura y el glicerol debilitan los enlaces de hidrogeno entre
las moléculas de almidon, creando regiones amorfas formadas por los enlaces de
hidrogeno entre el almidén y el plastificante (glicerol) (Merchan et al., 2009). Por
tanto, esta primera etapa de degradacion fue rapida a causa de la alta
concentracion de almidén termoplastico y la difusion de éste hacia la superficie del
material que facilitaron el consumo de la pelicula por parte de los microorganismos
(Akrami et al., 2016).

Después del dia 4 hasta la conclusién del experimento en el dia 31, la tasa de
biodegradacion de la pelicula disminuyé respecto a la referencia positiva,
especialmente entre los dias 4 y 10, donde no se observaron incrementos en el
porcentaje de biodegradacion. Este hecho pudo deberse a una combinacién del
efecto de la ausencia de agitacion que, como se dijo anteriormente, redujo el ritmo
de conversion y a la lenta degradacion de los componentes refractarios presentes
en la muestra.

El comportamiento mostrado por la pelicula flexible en el intervalo de 4 a 10 dias
pudo estar relacionado con el agotamiento del almidon termoplastico facilmente
accesible. Camacho-Mufioz y Hoyos-Concha (2014), describen una tendencia
similar al estudiar la biodegradabilidad anaerobia de un material semejante, sin
embargo, la fase constante para su caso fue mas definida. Es posiblemente
también, que se hayan mantenido porciones de almidon encapsulado por el 4cido
polilactico, impidiendo el paso de los microorganismos o enzimas hacia la matriz
del polimero (Akrami et al., 2016; Russo et al., 2009). En cambio, el leve ascenso
en el ritmo de biodegradacion posterior al décimo dia pudo estar ligado a la
degradacion del &cido polilactico, que a su vez empez6 a liberar al almidén
termoplastico retenido. Lo anterior concuerda con lo expuesto por Shin et al.
(2011), Shi y Palfery (2012) y Vargas et al. (2009), quienes sefalan que el acido
polilactico comienza a degradarse después de 10 a 20 dias en ambientes aerobios
y anaerobios termofilicos. Este lapso de retraso en la biodegradacion del acido
polilactico se debe a su estructura quimica compleja y su hidrofobicidad que
dificultan la hidrélisis del polimero (el primer paso de la degradacién) (Iwanczuk et
al., 2014, Lee et al., 2016).

Estudios realizados por diferentes autores han concluido que el acido polilactico
tiene una baja biodegradabilidad en sistemas anaerobios mesofilos (lwanczuk et
al., 2014; Moura et al.,, 2010; Shi y Palfery, 2012; Vargas et al., 2009), no
obstante, se han conseguido porcentajes de biodegradacion del 60% para el
mismo material en condiciones anaerobias termofilas (55 °C) (Yagi et al., 2010),
dado que la hidrdlisis del acido polilactico se facilita por encima de su temperatura
de transicion vitrea. ElI almidon por su parte, ha mostrado altos indices de
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biodegradacion (80% a 90%) en ambos regimenes de temperatura (Shi et al.,
2011).Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que el &cido polilactico haya sido
un limitante en el proceso de biodegradacion de la pelicula flexible.

Respecto a la bandeja semirrigida, se obtuvo un porcentaje de biodegradacion de
54,5 % después de 31 dias. Al igual que en el caso anterior, el material exhibié un
acelerado aumento en el porcentaje de biodegradacion durante los primeros dias
(1-6 dias), pero con una velocidad menor en relacion con la referencia positiva.
Posteriormente, aunque se mantuvo una tendencia creciente en el porcentaje de
biodegradacion, se observé una disminucion gradual en la tasa de conversion de
la muestra hasta el dia 31. El rdpido incremento al inicio del ensayo pudo deberse
a la alta concentracion de almidon (89,32 %) en la harina de yuca, que es el
principal componente de la bandeja, ya que, como se menciond anteriormente, el
almidon es un compuesto facilmente accesible al ataque microbiano. Sin embargo,
la presencia de las fibras de fique en la composicion de la bandeja pudo provocar
el decrecimiento del ritmo de degradacion.

Diferentes autores han coincidido en la ralentizacibn del proceso de
biodegradacion de matrices poliméricas reforzadas con fibras vegetales. Esto se
relaciona con el aumento de la hidrofobicidad del material y la lenta degradacion
de la lignina, la cual es mas critica en procesos anaerobios, dado que las enzimas
requeridas para su despolimerizacion (oxidasas) necesitan oxigeno (De Campos
et al., 2013; Corradini et al., 2009; Rosa et al., 2009; Ryan et al., 2017; Triolo et al.,
2011; Wang et al., 2017). Ademas, la lignina limita la degradacion de los otros
componentes presentes en las fibras de fique, ya que actla como una barrera
fisica, aumentando la resistencia a la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa
(Agudelo et al., 2016; Costa et al., 2013; Quintero et al., 2012). Finalmete, como
se puede observar en la figura 11, las graficas de biodegradacion no alcanzaron la
fase estacionaria. De lo anterior se deduce que aun existian fracciones organicas
no biodegradadas en los materiales. Por tanto, es posible que los porcentajes de
biodegradacion continden aumentando.

La norma ISO 13975 no define criterios cuantitativos con objeto de determinar la
aptitud de un polimero para ser biodegradado en condiciones anaerobias. No
obstante, existen otras normas como la EN 13432 que han precisado valores en
este aspecto. Segun establece esta normativa, un material plastico se considera
biodegradable si el porcentaje de mineralizacion es superior o igual al 50%. Este
parametro se toma debido a que los sistemas de digestion anaerobia ofrecen la
opcion de continuar con el proceso de biodegradacion mediante una segunda
etapa de estabilizacion aerobia (compostaje) del efluente final de la primera etapa
(biodegradacion anaerobia), alcanzando de este modo mayores porcentajes de
biodegradacion. En este sentido, los indices de biodegradacion de los materiales

60



agui ensayados se ajustan a la norma EN 13432, indicando niveles adecuados de
biodegradacion anaerobia (64,8% y 54,5%) en régimen termofilico y con bajo
contenido de solidos.
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4. CONCLUSIONES

La estrategia usada en la preparacion del in6culo, fundamentada en un aumento
progresivo de la velocidad de carga organica, permite obtener un indculo
metanogénico con valores adecuados de pH, acidez y alcalinidad (7,92, 0,75 g
AcH+/kg y 4,97 g CaCO3/kg respectivamente) y, por tanto, viable para la
realizacion de ensayos de biodegradacion anaerobia.

De igual modo, los altos porcentajes de metano logrados a partir de la peliculay la
bandeja durante los 31 dias de digestion (57 y 55% respectivamente) indican que
el proceso anaerobio se desarroll6 satisfactoriamente debido a la utilizacion de un
in6culo con una elevada actividad metanogénica.

Aplicando la metodologia expuesta en la norma ISO 13975: 2012, la pelicula
flexible y la bandeja semirrigida se biodegradan un 64,8% y 54,5%
respectivamente, en 31 dias. Aunque la norma ISO no establece valores de
referencia para designar a un material plastico como biodegradable, la norma EN
13432 especifica un porcentaje de mineralizacion superior o igual al 50% como
criterio para certificar la biodegradabilidad anaerobia de un polimero. Tomando
como base este criterio, se puede concluir que la pelicula y la bandeja exhiben
grados apropiados de biodegradacion bajo condiciones anaerobias termofilas
hdamedas.
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5. RECOMENDACIONES

Desde el punto de vista metodoldgico, se sugiere incluir un sistema de agitacion
en los reactores utilizados para el estudio de la biodegradabilidad de los
materiales plasticos cuando se opera en condiciones hiumedas. Esto con el fin de
mejorar el contacto entre la microbiota anaerobica y el sustrato (muestras de
ensayo), evitar la sedimentacion o flotacion de los compuestos, ayudar a liberar
burbujas del biogas, asegurar un pH y temperatura uniformes y, por ende, prevenir
la ralentizacion del proceso de biodegradacion.

En cuanto a la estrategia utilizada para la obtencién del in6culo metanogénico, se
recomienda empezar la alimentacion con velocidades de carga organica
ligeramente superiores a 0,5 gSV/itro.dia ya que, a pesar de conseguirse
resultados satisfactorios respecto a las caracteristicas finales del in6culo, estas
bajas cargas organicas producen un agotamiento del sustrato durante las etapas
iniciales del arranque. Segun Wang et al. (2016), cargas iniciales de 3 gSV/litro.dia
permiten un buen desarrollo del proceso anaerobio y Nagao et al. (2012) no
aconsejan trabajar con velocidades de carga organica superiores a 10
gSV/litro.dia, debido al riesgo de acidificacion por una sobrecarga organica.

Se recomienda realizar estudios futuros en torno a la biodegradaciéon de los
componentes de la pelicula flexible y la bandeja semirrigida para de esta manera
determinar su incidencia en el comportamiento de biodegradacion de los
materiales finales.
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ANEXOS

ANEXO A. ANALISIS ESTADISTICO PARA EL VOLUMEN DE BIOGAS

Cuadro 10. ANOVA del volumen de biogas

Fuente DF Adj ss Adj MS F-vValor P-valor
Material 2 1,22695 0,61347 21,62 0,017

Error 3 0,08512 0,02837

Total 5 1,31206

Figura 12. Prueba de Tukey para el volumen de biogas

Tukey . Comparacion por parejas

MATERIAL N Media Grouping
CELULOSA 2 5,579 A
BANDEJAfSEMIRRiGIDA 2 4,6711 B
PELICULA 2 4,576 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 13. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para los residuales de los
volimenes de produccién de biogas
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Figura 14. Prueba de normalidad de Bertlett para los residuales de los volimenes
de produccion de biogas
Test for Equal Variances: RESI1 vs MATERIAL

Bartlett’s Test
P-Value 0,120
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ANEXO B. ANALISIS ESTADISTICO PARA EL PORCENTAJE DE
BIODEGRADACION

Cuadro 11. ANOVA del porcentaje de biodegradacion

Fuente DF Adj ss Adj MS F-Valor P-valor
Material 2 612, 80 306,402 30,79 0,010

Error 3 29,86 9,952

Total 5 642,66

Figura 15. Prueba de Tukey para el porcentaje de biodegradacion

Tukey . Comparacion por parejas

Agrupacidén de informacidn utilizando el método Tukey y 95% de confianza

MATERIAL N Mean Grouping
CELULOSA 2 79,6113 A
PELICULA 2 64,79 B
BANDEJAfSEMIRRfGIDA 2 55,029 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 16. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para el porcentaje de
biodegradacion
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Figura 17. Prueba de normalidad de Bertlett para el porcentaje de biodegradacion

Test for Equal Variances: RESI1 vs MATERIAL

Bartlett's Test
P-Value 0,120
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ANEXO C. DATOS DE LA EVOLUCION DE LOS PRINCIPALES PARAMETROS

DE SEGUIMIENTO EN LA OBTENCION DEL INOCULO METANOGENICO

Cuadro
indculo

12. Evolucion de los parametros de operacion en la preparacion del

Dia

pH

Gas?

CH/,°

Acidez®

AT?

AP®

Al

AGV/AT®

AP/AT"

Al/AP'

ST

SVX

7,6

0,0

0,0

15

1,3

0,0

1,3

11

0,0

54

95

7,5

7,2

8.8

7,5

13,4

20,9

7,0

19,7

21,9

6,8

26,0

23,2

6.8

32,3

29,8

6.8

41,0

27,1

7,0

51,3

27,1

7,4

64,4

351

7,2

64,4

7,8

87,5

38,4

7,6

107,9

59,6

7,6

131,0

64,2

7,5

152,8

66,0

7,3

167,5

67,6

7,3

1775

63,7

7,5

178,1

7,1

190,0

59,6

7,4

196,0

64,9

7,5

202,7

64,6

7,7

210,3

63,5

7,6

217,7

57,8

7,7

226,7

61,6

7,7

236,9

62,8

3,5

7,8

247,0

54,3

8,0

256,0

59,4

0,6

0,8

11

7,8

265,0

59,1

0,8

0,2

8,0

273,2

50,4

3,2

7,9

280,7

34,4

0,6

0,6

7,6

287,8

29,8

2,5

7,9

296,2

31,2

1,0

0,0

7,6

309,4

42,9

4,9

7,8

326,3

48,8

0,6

0,7

7,8

338,6

559

3.9

7,8

354,8

57,1

8,0

382,4

50,5

3,8

7,8

401,7

45,1

0,8

0,2

7,8

427,2

50,0

4,7

8,0

451,8

51,3

0,8

0,3

7,8

4729

58,2

Ala|nlwlwlwlwlwlwlw|lwlw|lw[d i N R R R e R kR e e
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7,8

489,8

47,7
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Dia | pH | Gas® | CH,’ | Acidez® | AT® | AP® | Al | AGV/AT? | AP/AT" | AI/AP' | ST | SV*

43 | 7,8 5054 | 52,0 - - - - - - - [36] -
44 [ 7,9[506,0 | 50,5 - - - - - - - -
45 (805066507 | 05 |53|40 14| o041 0,7 03 |41 -
46 |82 |507,2| 51,6 | 12 |44[33 11| 03 08 03 |48 81
47 (815228 51,5 - - - - - - - - | -
48 |83 (5234|509 | 04 |53|42 12| o041 08 03 | - | 76

49 | 8,2 | 540,3 | 44,7 - - - - - - ; -

50 | 7,8 5409 | 57,1 - - - - - - - - -

51 | 8,1|573,0]| 56,5 - - - - - - - - -

52 | 8,2 |573,6 | 55,2 - - - - - - - - -

53 | 8,1 | 577,7 | 56,3 - - - - - - - - -

54 | 8,0 | 583,7 | 56,0 - - - - - - - - -

55 | 8,1 |594,9 | 55,8 - - - - - - - - -

56 | 8,2 | 599,5 | 55,2 - - - - - - - - -

57 | 8,2 6055|575 - - - - - - - - -

58 | 8,2 |613,4 | 55,0 - - - - - - - - -

62 | 7,9 ]621,2 | 55,0 - - - - - - - 50| 76

Gas — Volumen de biogas acumulado en L; "CH, — Porcentaje de metano en el biogas; “Acidez —
Acidez expresada en g AcH+/kg; 4AT- Alcalinidad total expresada en gCaCO3/kg; °AP — Alcalinidad
E)arcial; 'Al — Alcalinidad intermedia; “AGV/AT — Relacién acidos grasos volatiles/alcalinidad total;
AP/AT — Relacion alcalinidad parcial/alcalinidad total; 'AI/AP — Relacion alcalinidad
intermedia/alcalinidad parcial; 'ST — Sdlidos totales expresados en porcentaje; SV - Solidos
volatiles expresados en porcentaje.
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ANEXO D. DATOS DEL BIOGAS ACUMULADO Y PORCENTAJE DE METANO

DEL BLANCO

Cuadro 13. Biogas acumulado y porcentaje de metano del blanco

Reactor 1 Reactor 2 Promedio .
Dia Biogas 0 Biogas 0 biogas P{,"med'o
acum. 2 % CH, acum. 2 % CHq acum. @ % CHa
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 8,4 11,9 7,4 13,9 7,9 12,9
2 61,2 33,6 60,6 34,1 60,9 33,8
3 142,2 43,2 140,1 43,4 141,1 43,3
4 245,3 48,3 249,3 48,6 247,3 48,5
5 355,0 51,2 362,0 51,3 358,5 51,2
6 460,8 53,1 472,2 53,5 466,5 53,3
7 560,6 54,4 584,0 54,9 572,3 54,6
8 663,7 55,4 690,3 55,8 677,0 55,6
9 720,6 55,8 737,1 56,0 728,8 55,9
10 811,1 56,3 846,7 56,8 828.,9 56,6
11 903,4 56,7 928,1 57,2 915,7 57,0
12 993,8 57,2 1020,3 57,5 1007,1 57,4
13 1066,8 57,4 1090,2 57,8 1078,5 57,6
14 1135,3 57,6 1159,3 58,0 1147,3 57,8
15 1200,4 57,7 1229,8 58,2 1215,1 58,0
16 1280,6 57,9 1306,4 58,4 1293,5 58,1
17 1346,6 58,0 1382,0 58,6 1364,3 58,3
18 1423,2 58,1 1484,9 58,8 1454,1 58,4
19 1491,9 58,2 1550,6 58,9 1521,2 58,5
20 1502,9 58,2 1559,2 58,9 1531,1 58,6
21 1543,5 58,3 1606,2 59,0 1574,8 58,6
22 1659,2 58,5 1713,9 59,2 1686,5 58,9
23 1684,1 58,5 1749,2 59,3 1716,6 58,9
24 1726,5 58,6 1820,8 59,4 1773,7 59,0
25 1794,6 58,6 1919,3 59,4 1856,9 59,0
26 1794,5 58,6 1919,3 59,4 1856,9 59,0
27 1835,1 58,7 1966,2 59,5 1900,6 59,1
28 1950,7 58,9 2073,9 59,6 2012,3 59,2
29 1975,7 58,8 2109,2 59,7 2042,4 59,3
30 2018,0 58,9 2180,9 59,8 2099,4 59,3
31 2086,1 58,9 2279,4 59,8 2182,7 59,4

2 Biogas acum. — Volumen de biogas acumulado en mL.
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ANEXO E. DATOS DEL BIOGAS ACUMULADO, PORCENTAJE DE METANO Y

Cuadro 14. Biogas acumulado,

PORCENTAJE DE BIODEGRADACION DE LA CELULOSA

biodegradacion de la celulosa

porcentaje de metano y porcentaje de

Reactor 1

Reactor 2

Promedio

Dia | Biogas | % % | Biogas | % % biogéas P(r; rg?_'dlo Pz/orgecglo
acum.? | CH, | B.” | acum.® | CH, | B | acum.? 0 4 0B
0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0
1 180,8 | 37,6 | 3,4 187,7 | 39,0 | 3,5 184,3 38,3 3,5
2 6256 [39,8|11,2| 672,0 | 40,3|12,0 648.,8 40,0 11,6
3 |1088,5 (42,1|18,8| 1139,1 | 41,6 |19,5 1113,8 41,8 19,2
4 | 1674,8 | 43,8 |1 28,4 | 1726,0 | 42,9 | 28,9 1700,4 43,4 28,7
5 |1 2105,0 | 45,2 | 34,7 | 2233,8 | 44,7 | 36,7 | 2169,4 449 35,7
6 | 2414,3 | 46,4 | 38,7 | 2553,0 | 46,1 | 40,8 | 2483,7 46,2 39,8
7 2634,2 | 47,3|141,0| 27745 | 47,0 | 43,1 2704 .4 47,1 42,0
8 | 2826,3 47,9 |42,7|2947,1 47,6 |44,4| 2886,7 47,7 43,6
9 | 2918,1 |48,2|43,5| 3069,7 | 48,0 | 45,8 | 2993,9 48,1 447
10 | 3091,5 | 48,7 | 45,0 | 3245,8 | 48,5 47,3 | 3168,7 48,6 46,1
11 | 3270,9 | 49,2 | 46,8 | 3421,5 | 49,1 | 49,0 | 3346,2 49,1 47,9
12 | 3416,4 | 49,6 | 47,9 | 3544,3 | 49,5 | 49,7 | 3480,3 49,5 48,8
13 | 3539,4 | 49,9 | 48,9 | 3667,5 | 49,8 | 50,7 | 3603,4 49,9 49,8
14 | 3675,8 | 50,3 | 50,3 | 3809,4 | 50,3 | 52,1 | 3742,6 50,3 51,2
15 | 3803,2 | 50,6 | 51,4 | 3959,9 | 50,7 | 53,7 | 3881,5 50,7 52,6
16 | 3936,7 | 50,9 |52,5| 4107,0 | 51,1 | 55,1 | 4021,8 51,0 53,8
17 | 4065,4 | 51,3 | 53,7 | 4235,8 | 51,4 | 56,2 | 4150,6 51,3 54,9
18 | 4204,3 | 51,6 | 54,7 | 4393,9 | 51,7 | 57,5 | 4299,1 51,7 56,1
19 | 4342,4 | 51,9 | 56,1 | 4523,6 | 52,0 | 58,8 | 4433,0 52,0 57,4
20 | 4407,7 | 52,0 57,2 | 4613,9 | 52,2 | 60,3 | 4510,8 52,1 58,8
21 | 4495,4 | 52,3 |158,1| 4709,2 | 52,4 | 61,3 | 4602,3 52,3 59,7
22 | 4659,3 | 52,6 | 59,1 | 4877,8 | 52,8 | 62,4 | 4768,5 52,7 60,8
23 | 4731,8 | 52,8 | 59,9 | 4953,2 | 52,9 | 63,3 | 4842,5 52,9 61,6
24 | 4805,5 | 52,9 | 60,3 | 5045,2 | 53,1 64,0 | 4925,3 53,0 62,1
25 | 49355 (53,2 |61,2| 5152,5 |53,3|64,5| 5044,0 53,2 62,8
26 | 4936,6 | 53,2 | 61,2 | 5155,3 | 53,3 | 64,5| 5045,9 53,2 62,9
27 | 5024,3 | 53,3 |62,1| 5250,6 | 53,4 | 65,6 | 5137,4 53,4 63,8
28 | 5188,2 | 53,6 | 63,1 | 5419,1 | 53,7 | 66,7 | 5303,7 53,7 64,9
29 | 5260,7 | 53,7 | 64,0 | 54945 | 53,8 | 67,6 | 5377,6 53,8 65,8
30 | 5334,4 | 53,9 64,3 | 5586,6 | 54,0 | 68,2 | 5460,5 53,9 66,3
31 | 5464,5 | 54,0 | 79,7 | 5694,1 | 54,1 | 79,5 | 5579,3 54,1 79,6

& Biogas acum. — Volumen de biogas acumulado en mL.
® o B. — Porcentaje de biodegradacion.
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ANEXO F. DATOS DEL BIOGAS ACUMULADO, PORCENTAJE DE METANO Y
PORCENTAJE DE BIODEGRADACION DE LA PELICULA FLEXIBLE

Cuadro 15. Biogas acumulado,

biodegradacion de la pelicula flexible

porcentaje de metano y porcentaje de

Reactor 1

Reactor 2

Promedio

Dia | Biogas | % % | Biogas | % % biogéas P(r; rg?_'dlo Pz/orgecglo
acum.? | CH, | B.” | acum.® | CH, | B | acum.? 0 4 0B
0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0
1 130,6 | 26,9 | 2,9 1375 | 27,6 | 3,0 134,1 27,2 2,9
2 6194 (354 |13,0| 612,3 |36,1|12,8 615,8 35,8 12,9
3 | 1112,0 | 42,9 | 22,6 | 1103,5 | 43,7 | 22,3 1107,8 43,3 22,4
4 | 14428 | 47,4 | 27,8 | 1437,5 | 48,1 | 27,5 1440,2 47.8 27,7
5 116214 | 49,4 |29,4| 1635,8 | 50,2 |29,6 | 1628,6 49,8 29,5
6 |1761,6 |50,7|30,2| 1772,7 | 51,4 | 30,2 1767,2 51,1 30,2
7 | 1873,5 51,6 |30,2| 1879,0 | 52,2 |30,2| 1876,3 51,9 30,2
8 |1962,2 |152,1129,9| 1974,1 | 52,8 | 30,0 1968,1 52,5 29,9
9 | 2032,3|52,5|30,3| 2029,7 |53,1|30,1| 2031,0 52,8 30,2
10 | 2139,4 | 53,1 | 30,5 | 2562,0 | 54,7 | 40,1 | 2350,7 53,9 35,3
11 | 2277,1 | 53,7 |1 31,6 | 2692,6 | 54,7 | 41,1 | 24849 54 2 36,4
12 | 2439,7 | 54,4 | 33,3 | 2812,7 | 54,8 | 41,8 | 2626,2 54,6 37,5
13 | 2598,3 | 55,0 | 35,3 | 2952,8 | 55,0 | 43,4 | 2775,6 55,0 39,4
14 | 2729,0 | 55,4 | 36,8 | 3044,9 | 55,1 | 43,9 | 2886,9 55,3 40,3
15 | 2835,6 | 55,8 | 37,7 | 3132,3 | 55,2 | 44,4 | 2983,9 55,5 41,0
16 | 2949,5 | 56,2 | 38,5 | 3231,0 | 55,4 | 44,8 | 3090,3 55,8 41,7
17 | 3051,9 | 56,4 | 39,2 | 3317,7 | 55,5 |45,2| 3184,8 56,0 42,2
18 | 3171,0 | 56,7 | 39,9 | 3413,9 | 55,7 | 45,4 | 32925 56,2 42 .6
19 | 3280,5 | 56,9 | 40,9 | 3514,5 | 55,8 | 46,1 | 3397,5 56,4 43,5
20 | 3331,3 |{57,0(41,8| 3577,9 | 55,9 47,4 | 3454,6 56,5 44 6
21 | 3412,3 | 57,2 | 42,7 | 3657,7 | 56,0 | 48,2 | 3535,0 56,6 45,5
22 | 3575,8 | 57,5|143,9 | 3809,1 | 56,2 49,1 | 3692,4 56,8 46,5
23 | 3656,5 | 57,6 | 45,1 | 3898,4 | 56,3 |50,5| 3777,5 56,9 47.8
24 | 3762,0 | 57,7 | 46,2 | 40219 | 56,4 | 52,0 | 3891,9 57,1 49,1
25 | 3873,6 | 57,9 |146,9 | 41540 | 56,5|53,2| 4013,8 57,2 50,0
26 | 3874,5 | 57,9 |46,9 | 4159,0 | 56,5 | 53,3 | 4016,8 57,2 50,1
27 | 39555 | 58,0 47,8 | 4238,8 | 56,6 | 54,1 | 4097,2 57,3 50,9
28 | 4119,1 | 58,2 49,0 | 4390,2 | 56,7 | 55,0 | 4254.6 57,5 52,0
29 | 4199,7 | 58,3 |50,1| 4479,5 | 56,8 | 56,4 | 4339,6 57,5 53,3
30 | 4305,3 | 58,4 |51,3| 4602,9 | 56,9 |57,9| 4454,1 57,6 54 .6
31 | 4416,9 | 58,5|61,0| 4735,1 | 57,0(68,6 | 4576,0 57,7 64,8

& Biogas acum. — Volumen de biogas acumulado en mL.
® o B. — Porcentaje de biodegradacion.
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ANEXO G. DATOS DEL BIOGAS ACUMULADO, PORCENTAJE DE METANO Y
PORCENTAJE DE BIODEGRADACION DE LA BANDEJA SEMIRRIGIDA

Cuadro 16. Biogas acumulado,

biodegradacion de la bandeja semirrigida

porcentaje de metano y porcentaje de

Reactor 1

Reactor 2

Promedio

Dia | Biogas | % % | Biogas | % % biogéas P(r; rg?_'dlo Pz/orgecglo
acum.? | CH, | B.” | acum.® | CH, | B | acum.? 0 4 0B
0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0
1 1978 |30,6 | 2,8 149,1 |32,1| 2,9 173,5 31,4 2,8
2 3915 [(33,2| 51 | 346,3 | 35,7 | 5,8 368,9 34,5 55
3 6375 [41,0| 83 | 575,1 |43,0| 8,9 606,3 42,0 8,6
4 | 1016,8 |46,1|11,3| 8285 |47,5|119 922,7 46,8 11,6
5 | 1433,5 48,7 | 13,2 | 1099,0 | 50,2 | 15,1 1266,2 49,5 14,2
6 | 18956 | 50,5|16,0| 1349,3 | 51,9 | 18,1 1622,4 51,2 17,0
7 | 1966,3 | 50,6 | 18,7 | 1588,8 | 53,1 | 20,8 1777,6 51,9 19,7
8 | 1965,6 |50,6|21,1| 1793,3 |54,0| 22,8 1879,4 52,3 22,0
9 |1966,9 | 50,6 |22,1| 19205 |54,4|24,4 | 1943,7 52,5 23,2
10 | 1979,6 | 50,6 | 23,6 | 2098,1 | 54,8 | 26,0 | 2038,9 52,7 24.8
11 | 1998,7 | 50,4 | 26,0 | 2297,3 | 55,2 | 28,3 | 2148,0 52,8 27,1
12 | 2020,1 | 50,3 | 28,2 | 2475,5 | 55,5 |30,0| 2247,8 52,9 29,1
13 | 2066,6 | 50,2 | 30,1 | 2632,9 | 55,8 | 31,8 | 2349,7 53,0 30,9
14 | 21449 | 50,2 | 31,3 | 2770,4 | 56,0 | 33,2 | 2457,7 53,1 32,3
15 | 2228,4 | 50,3 | 32,3 | 2902,5 | 56,1 | 34,5 | 2565,4 53,2 33,4
16 | 2321,6 | 50,5 | 32,9 | 3020,8 | 56,3 |35,3| 2671,2 53,4 34,1
17 | 2409,1 | 50,7 | 33,8 | 3139,0 | 56,4 | 36,3 | 2774,0 53,5 35,1
18 | 25245 | 51,0 | 33,9 | 3257,0 | 56,5 | 36,9 | 2890,7 53,7 354
19 | 2646,7 | 51,3 | 35,2 | 3369,6 | 56,7 | 37,8 | 3008,1 54,0 36,5
20 | 2679,3 | 51,4 | 35,7 | 3431,6 | 56,7 |138,9| 30554 541 37,3
21 | 2730,3 |51,5| 36,2 | 3506,2 | 56,8 | 39,5 | 3118,2 54,2 37,9
22 | 29155 |52,0|36,8 | 3647,7 | 57,040,121 | 3281,6 54,5 38,5
23 | 29646 | 52,2 |37,2| 3705,0 | 57,1 |40,7| 3334,8 54 .6 38,9
24 | 3060,1 | 52,4 |37,2| 3770,0 | 57,1 40,8 | 3415,0 54,8 39,0
25 | 3205,2 | 52,7 | 40,8 | 4014,3 | 57,444,121 | 3609,8 55,0 425
26 | 3209,2 | 52,7 |40,9 | 4021,0 | 57,4 | 44,3 3615,1 55,1 42.6
27 | 3260,3 | 52,8 |41,5| 4095,6 | 57,4 1449 | 3677,9 551 43,2
28 | 3445,4 | 53,2 |141,9 | 4237,2 | 57,6 | 45,5 | 3841,3 55,4 43,7
29 | 34945 | 53,3 |42,5| 4294,4 | 57,6 | 46,1 | 3894,5 55,5 44 3
30 | 3590,0 |53,5|42,6 | 4359,4 | 57,7 | 46,2 | 3974,7 55,6 44 4
31 | 37349 | 53,7|54,5| 4607,3 | 57,8 54,5 | 4171,1 55,8 545

& Biogas acum. — Volumen de biogas acumulado en mL.
® o B. — Porcentaje de biodegradacion.
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