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RESUMEN

TITULO: PRODUCCION DE BIOGAS A PARTIR DEL BAGAZO DE FIQUE EN UN BIOPROCESO
CONFIGURADO EN DOS FASES*

AUTORES: RUEDA PELAYO MAYRA FERNANDA**
SANABRIA JEREZ NATALIA**

PALABRAS CLAVES: Bagazo de fique, dos fases, residuo lignoceluldsico, digestion anaerobia,
biogas.

CONTENIDO:

La industria del beneficio de fique en Colombia genera 15 mil toneladas de residuo (bagazo) por
hectarea sembrada, el cual est4d siendo descartado al ambiente ocasionando problemas de
contaminacion. La caracterizacion fisicoquimica y el poder calorifico del bagazo indican que este
residuo es idéneo como fuente de carbono para la produccién de biogas. Una de las alternativas
tecnoldgicas para la produccion de biogas es la de digestion anaerobia convencional (una fase).
Sin embargo el alto contenido de lignina (15%) en el bagazo afecta la eficiencia del proceso
convencional y se requiere de una configuracion especifica que permita llevar a cabo en forma
separada las fases del proceso. Todos los ensayos se realizaron en biodigestores batch de 500
mL. El RA se alimentdé con una carga organica de 3,6 g SV de bagazo y 150 mL de Liquido
Ruminal (LR). EI RM se cargd con la mezcla del contenido total del RA y 150 mL de Estiércol de
Cerdo (EC). En el reactor convencional se agregaron 3,6 g SV de bagazo con 300 mL de mezcla
LR-EC.De acuerdo a los resultados, se puede afirmar que en RA se alcanz6 un 30% de aumento
de la AH con respecto convencional. El porcentaje de acidificacién en este estudio varié entre 44-
68%. En RM se alcanzaron rendimientos entre 1,40 y 1,82 m3/kg SV a 39°C, y entre 1,16 y 1,56
m%kg SV a 21°C. La produccién de metano en RM fue 73% mayor que la del reactor convencional.
De los resultados obtenidos se concluye que la realizacion de la digestion anaerobia del bagazo de
figue en fases separadas mejora el rendimiento global del proceso, constituyéndose en una
excelente alternativa para el tratamiento de residuos lignocelulésicos.

* Proyecto de Grado. Modalidad investigacion.

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D.
Humberto Escalante Hernandéz. Codirector: Ing. Liliana del Pilar Castro Molano.
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ABSTRACT

TITLE: BIOGAS PRODUCTION FROM FIQUE'S BAGASSE IN A TWO-PHASE ANAEROBIC
DIGESTION~*

AUTHORS: RUEDA PELAYO MAYRA FERNANDA**
SANABRIA JEREZ NATALIA**

KEYWORDS: Fique’s bagasse, two-phases, lignocellulosic residue, anaerobic digestion, biogas.

CONTENTS:

In Colombia, the natural fiber process production generates 15000 tonnes of waste (bagasse) per
seeded hectarea, which are currently discharged without any treatment for avoiding environmental
contamination. The bagasse is suitable as a carbon source to biogas production according to its
physicochemical characterization and its heating power. One of the alternatives for biogas”
production is the conventional anaerobic digestion process (one stage). However, the efficiency of
conventional process is affected by the high lignin content (15%) of the bagasse and it requires a
specific arrangement that allows performing the stages separation in a two-phase process.In two-
phase anaerobic digestion process, the hydrolysis and acidogenic stages were conducted in the
Acidogenic Reactor (AR) and stages of acetogenesis and methanogenesis in the Methanogenic
Reactor (MR). All tests were carried out in batch digesters of 500 mL. The AR was charged with an
organic loading rate 3,6 g VS of bagasse and 150 mL Ruminal Fluid (RF). MR was loaded with the
mixture of the total content of AR and 150 mL Pig Manure (PM). The operation of the conventional
one-phase configuration was started with an organic loading rate of 3,6 g VS bagasse and 300 mL
mixture between RF-PM. It was shown AH yield was increased in 30% using stage separation in
comparison with conventional process. Acidification percentage was also increased between values
of 44 and 68 %. The yields of methane production were 1,40 and 1,82 m3/kg VS at 39°C,and 1,16 y
1,56 m3/kg VS at 21°C. The methane production increased 73% over the conventional reactor.
According with the results, the two-phase arrangement for fique’'s bagasse anaerobig digestion
improves the whole efficiency of the process such as biogas quality, becoming a promising way for
lignocellulosic waste treatment.

* Working Grade. Research mode.

** Physicochemical Engineering Faculty. School of Chemical Engineering.
Director: Ph.D. Humberto Escalante Hernandéz. Co-director: Ing. Liliana del Pilar Castro Molano.
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1. INTRODUCCION

El figue es una planta que pertenece al género Furcraea s.p. y a la familia
Agavaceae, es tropical y crece en la mayoria de climas. El cultivo de fique llamado
también sisal ha sido ampliamente desarrollado a nivel mundial. En paises como
Bangladesh, India, China, Tailandia, Tanzania y Brasil este cultivo hace parte
importante de la economia agroindustrial [16]. Se estima que en Colombia existen
24 mil hectareas sembradas con plantas de fique, las cuales estan distribuidas en
los departamentos de Cauca, Narifio, Antioquia, Santander y Boyaca.

El proceso de beneficio de la planta de figue se realiza en tres etapas: a) La
preparacion o alistamiento, b) La extraccion de la fibra: la cual constituye entre el
3 y el 5% del peso de la hoja, siendo la pulpa entre 95 y 97% y c) El
procesamiento de la fibra [38]. El proceso del beneficio del fique genera
aproximadamente 15 mil toneladas de residuo (bagazo) por hectarea sembrada
[16, 38]. Este bagazo esta siendo descartado al ambiente ocasionando serios
problemas de contaminacion de cuerpos de agua superficial y/o subterranea por

filtracion y lixiviacion, ademas de la atraccion de vectores [38, 39].

La caracterizacion fisicoquimica del bagazo de fique indica que este residuo es
lignocelulésico con una adecuada relacién carbono/nitrégeno; particularidad que lo
hace idoneo como fuente de carbono para la produccién de biogas [6, 12].

Una de las alternativas tecnoldgicas para la produccion de metano a partir de
residuos organicos es la bioconversiébn anaerobia en procesos convencionales
(una fase) [8]. Estos procesos permiten tratar una amplia variedad de sustratos
mediante disefios sencillos [42, 47]. En los bioprocesos convencionales de
produccion de metano la microbiota se somete a condiciones ambientales
uniformes [7, 24, 37, 41, 47, 54].
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La digestion anaerobia se lleva a cabo utilizando diferentes consorcios
microbianos, como es el caso del estiércol de cerdo que se empled para la
degradacion de desechos de papa, obteniendo alta eficiencia metanogénica
(328m* de CHy,.) [30]. Asimismo en Suiza se alcanzé una produccion del 70% de
metano utilizando estiércol de cerdo para degradar residuos producidos de
industrias alimentarias [23]. El estiércol de cerdo es un consorcio microbiano que
se adapta facilmente a diferentes sustratos, siendo ésta una caracteristica
importante en la seleccién de un indculo para la digestion anaerobia de residuos
[32]. Por otra parte, el liquido ruminal es un excelente inGculo para sustratos
lignocelulésicos, debido a su alta actividad celulolitica y al mezclarse con in6culos

metanogénicos aumenta significativamente la producciéon de biogas [56].

El bagazo de fique contiene concentraciones de lignina del orden del 15% [8]. La
lignina presente en el sustrato afecta la eficiencia en la conversion anaerobia del
residuo para biorreactores de una fase; debido a que dificulta el fendmeno de
transferencia de masa por parte de los microorganismos a la materia organica, y
puede hacer que la hidrélisis se convierta en la etapa limitante del bioproceso [10,
25, 53, 57, 58]. La degradacion anaerobia del bagazo de fique, para la producciéon
de metano, requiere la configuracion especifica de un bioproceso que involucre en
primer término la seleccibn de un consorcio microbiano con capacidad para
degradar residuos lignocelulésicos, y en segundo lugar llevar a cabo en forma
separada las fases hidrolitica-acidogénica y metanogénica.

Para separar las fases de la digestibn anaerobia es necesario determinar las
condiciones de operaciébn de cada una de ellas, con el objeto de evitar
sobrecargas y acumulacion de material toxico en el reactor, permitiendo mejorar la
estabilidad del proceso y por ende su rendimiento [11, 50]. De igual manera las
digestiones anaerdbicas en dos fases favorecen los fenbmenos de transferencia
de masa, reducen la escasez de alimento y redistribuyen tanto las enzimas como

los microorganismos en el biorreactor [37, 41, 43, 58].

17



Diferentes sustratos han sido tratados en configuracion de dos fases, por ejemplo
los residuos de frutas y vegetales que al utilizar como inéculo un lodo activo
residual se obtiene un rendimiento de 0,37 m*® CHa/kg SV [13]. Asi mismo se ha
demostrado que la separacion de fases en la degradabilidad anaerobia de
materiales lignoceluldsicos consigue un 95% de conversion de soélidos volatiles a
metano [7]. Lo anterior se corrobora con estudios donde se utiliz6 como sustrato
estiércol de ganado y se concluyé que las etapas hidrolitica y acidogénica de la
digestion anaerobia son las que controlan el proceso [41]. En el caso del
tratamiento anaerobio de la melaza generada en ingenios azucareros se utilizé
una agitacion de 200 rpm en la fase hidrolitica-acidogénica y 30 rpm en la fase
metanogénica, consiguiendo una eficiencia del 78% con respecto al proceso

convencional [28].

Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo de investigacion fue evaluar la
produccion de biogas a partir de bagazo de fique, en un bioproceso en dos fases,
utilizando un consorcio microbiano compuesto de liquido ruminal y estiércol de

cerdo.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Digestién Anaerobia

La bioproduccion de metano se lleva a cabo mediante el proceso de digestion
anaerobia, donde la materia organica es degradada por un consorcio de
microorganismos en ausencia de oxigeno [12]. La digestiébn anaerobia se realiza
en cuatro etapas simultdneas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis Yy

metanogénesis.

En la fase hidrolitica-acidogénica ocurre la despolimerizacion, solubilizacion y
conversion de la materia organica en un lixiviado (efluente) rico en acidos grasos
volatiles [32]. Estas reacciones son llevadas a cabo por bacterias anaerobias
facultativas cuyos géneros mas frecuentes son los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, ademas de los géneros: Bacillus, Peptostreptococcus,
Propionibacterium, Bacteroides, Micrococcus, Ruminococcus albus, Clostridium,
Acetovibrio, Bacteroides [4, 32]. Durante esta fase, las condiciones favorables
para el crecimiento de los consorcios microbianos son tiempos de operacion entre
dos y quince dias, pH en un intervalo de 5 a 6,5, elevadas cargas organicas y
mayores velocidades de agitacion [11, 13, 15, 50].

En la fase metanogénica el efluente acidificado se convierte por accion de las
bacterias acetogénicas (Clostridium, Acetobaterium, Butyribacterium) en &cido
acético, hidrogeno y dioxido de carbono; finalmente las bacterias metanogénicas
(Methanobacterium, Methanosarcina, Methanosaeta) que se caracterizan por tener
un metabolismo lento producen metano, a condiciones de pH en un intervalo entre
7y 8,5 [43, 44, 58]. Las principales reacciones bioquimicas que se llevan a cabo
en el proceso de digestion anaerobia se presentan en la Tabla 1 [52], en donde se
observa que algunas reacciones no ocurren de forma espontanea pero se ven

favorecidas por la sintrofia entre los microorganismos.
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Tabla 1. Principales reacciones quimicas que ocurren en la digestion

anaerobia.
Reaccion Ecuacion AGO[KkJ]
Fermentacion de Glucosa a Glucosa + 4H,0 — CH;COO+ 4H" + 4H, -207
acetato
Fermentacion de la Glucosa Glucosa + 2H,0 — C,H; O, + 2HCO3 + 3H" -135
a Butirato +2H,
Fermentacion del Butirato a Butirato + 2H,0 —>2CH;COO+ H" + H, +48,2

Acetato e H,
Fermentacion del Propionato  Propionato + 3H, — CH;COO+ HCO3 +H" +H, +76,2
a Acetato
Acetogénesis a partir del H, 4H, + HCO3+H" — CH3COO+ 2H,0 -105
y CO;
Metanogénesis a partir del 4H, + HCO3+H" — CH,+ 3H,0 -136
CO.y H;
Metanogénesis a partir del Acetato + H,O — CH,+ HCO; + H* -31
Acetato

La seleccion de un inoculo apropiado para la degradacion metabdlica de un
sustrato hacia metano depende principalmente de su actividad hidrolitica y
metanogénica [40, 52].

La Actividad Hidrolitica (AH) indica la habilidad inherente de una poblacion
microbiana para degradar fuentes de carbono (celulosa, almidén, etc.); se
cuantifica como la velocidad especifica de consumo de sustrato [19, 52]. De
acuerdo con la literatura los consorcios microbianos con mayor AH son liquidos
ruminales y lodos activos anaerobios con valores de 0,07 y 0,26 mg/mL,
respectivamente [26, 40].

La Actividad Metanogénica Especifica (AME) es la capacidad de la biomasa
microbiana para transformar la materia organica en metano; se expresa como la
masa de sustrato, en términos de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) que es
convertida a metano, por unidad de biomasa y por unidad de tiempo (gDQO-
CH4/g Sodlidos Suspendidos Volatiles (SSV)* dia) [12]. Dentro de los indculos con
alta AME se encuentran el estiércol de cerdo (0,04 gDQO-CH4/gSSV dia) y los
lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales (0,19 gDQO-CH4/gSSV dia)
[14, 17].
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sustrato

El Bagazo de Fique (BF) se emple6 como sustrato para el proceso de digestion
anaerobia y se recolectd de una planta de beneficio localizada en el municipio de
Mogotes, Santander. El protocolo de toma de muestra de BF se presenta en el
Anexo 1. Las muestras de BF se conservaron refrigeradas en recipientes
herméticos, y fueron trasladadas a las instalaciones del laboratorio de la Escuela
de Ingenieria Quimica de la UIS, para su posterior evaluacion de pH,
concentracion de Sélidos Totales (ST), concentracion de Sélidos Volatiles (SV),
alcalinidad (ALC), concentracién de Acidos Grasos Volatiles (AGV), relacion
carbono/nitrégeno (C/N), celulosa, hemicelulosa y lignina. Los analisis
fisicoquimicos realizados al BF fueron de acuerdo con los procedimientos
establecidos por Van Soest y los Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater [3, 49]. En la tabla 2 se presentan las caracteristicas fisicoquimicas
del BF.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoguimica del bagazo de fique

Parametro Unidades Resultado
pH 4
ST mg/L 19,5
SV mg/L 16,3
C/N 63
ALC mgCaCOa/L 3.300
AGV mg/L 10.800
Celulosa % 41,81
Hemicelulosa % 22,17
Lignina % 15,56
Poder calorifico kcall/kg 3298
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De acuerdo con la tabla 2, la cantidad de materia organica, relacion CI/N,
concentracion de AGV presentes en el BF indica que este residuo es
potencialmente apropiado para el arranque de un proceso anaerobio. Ademas, el
poder calorifico del BF, propio de los residuos lignocelulésicos, lo convierte en una

materia prima atractiva para ser aprovechada energéticamente.

3.2 In6culo

Como ino6culo para el proceso de bioproducciéon de metano a partir del BF se
utilizé un consorcio compuesto por Liquido Ruminal (LR) y Estiercol de Cerdo
(EC). El LR se obtuvo de panzas bovinas y fue recolectado en el frigorifico “El
Vijagual”’, Rionegro — Santander. El EC fue recolectado de los pozos sépticos de la
porcicola “Portoferrayo” ubicada en el municipio de La Mesa de los Santos,
Santander. El protocolo de toma de muestra de inéculos se describe en el Anexo
2. En la tabla 3 se muestran las propiedades fisicoquimicas, AH y AME para cada
uno de los inéculos empleados en este estudio. En esta tabla se aprecia que los

consorcios microbianos compensan la acidez del BF por sus altos valores de pH.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas, AH y AME para los inéculos empleados

Parametro LR EC LR-EC Unidades

pH 7 8 8 -

AGV 9.360 2.520 7.200 mg/L

ALC 4.100 1.700 3.100 mg CaCOs/L
ST 17.470 105.940 43.770 mg/L

SSvV 4.000 37.900 21.880 mg/L

STV 7.910 51.660 23.640 mg/L

AH 0,095 0,084 0,071 mg/mL dia

AME 0,026 0,146 0,144 g DQO/g SSV dia
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3.3 Desarrollo Experimental del Bioproceso

Los ensayos de Digestion Anaerobia del BF se realizaron en configuraciéon dos

fases y se incluyd un experimento control en proceso convencional de una fase.

3.3.1 Digestion Anaerobia en Dos Fases

Se evalué la influencia de las variables agitacion y temperatura para la
configuracién de fases separadas, con base en dos disefios de experimentos 22
(Anexo 3).

Las etapas de hidrolisis y acidogénesis (Fase A) se realizaron en el Reactor
Acidogénico (RA) y las etapas de acetogénesis y metanogénesis (Fase B) en el

Reactor Metanogénico (RM).

3.3.1.1 Reactor Acidogénico

Los ensayos se realizaron en biodigestores de 500 mL con un volumen de
operacion de 172 mL y operados modo batch, a un tiempo de operacion de 9 dias.
Inicialmente se agreg6 una carga organica de 3,6 g SV de BF humedo, junto a 150
mL de LR como in6culo. El LR se selecciond por tener alta AH.

Como parametros de control se consideraron el pH y la relacion AGV/ALC; y como
variables respuesta: la AH, expresada como la variacion de la concentracion de
AzlUcares Reductores Totales (ART) en el tiempo, y la variacion de la

concentracion de AGV durante el periodo de digestion.

Las condiciones de operacién (agitacion-temperatura) se muestran en la tabla 4.
La velocidad de agitacion se controlé con el equipo Agitador Orbital, marca “Orbit
Shaker Lab Line” graduado en 180+20 rpm y la temperatura por medio de una

incubadora a 39+2 °C.
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3.3.1.2 Reactor Metanogénico

El arranque de los biodigestores metanogénicos inicié con la mezcla del contenido
total del reactor acidogénico y EC (in6culo con alta AME). Se utilizaron
biorreactores de 500 mL con un volumen de operacion de 322 mL, operados en

modo batch durante 12 dias.

Al igual que en los biodigestores acidogeénicos, los pardmetros de control son pH y
la relacion AGV/ALC, mientras que la variable respuesta es el rendimiento de la
produccién de metano expresado en m3/kg SV adicionado. La calidad del biogas
obtenido se cuantifico con un detector de gases infrarrojo modelo PGD3-IR marca
Status Scientific Controls.

Las condiciones de operacion se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de operacion de los ensayos en dos fases

Experimento  Reactor Agitacion  Temperatura

[rpm] [°C]
o« [ T 2
o | W w
5 & 3
o« | m e
~ | % e =
o | W w
o s 3
“ | m e
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Los experimentos E1-E2 presentan las mismas condiciones de operacion durante
la Fase A, por esta razdn se muestran los resultados de este par de experimentos
como uno solo. De igual forma ocurre para los experimentos E3-E4, E5-E6, E7-ES8.
En la Fase B, cada experimento se reporta por separado porque las condiciones

de operacion son diferentes para cada uno de los ensayos.

3.3.2 Digestion Anaerobia Convencional

Se realiz6 el experimento control (E9) en biorreactores de 500 mL con un volumen
de operacion de 322 mL. Se agregaron 3,6 g SV de BF hiumedo y como in6culo se
emplearon 300 mL de mezcla LR-EC en proporcion 1:1 (relacion establecida por
experimentacion previa). El tiempo de operacion fue 21 dias y se incubd a una

temperatura de 39+2°C, sin agitacion.

3.4 Métodos Analiticos

La concentracion de ART, fue determinada segun el método del Acido
Dinitrosalicilico (DNS) [19], la concentracion de AGV se cuantificO de acuerdo al
procedimiento de titulacion descrito por Anderson y Yang (1992) [49] y el volumen
de metano se determinGé por medio del método de desplazamiento alcalino
diariamente [2, 11]. Los protocolos de procedimiento se presentan en el Anexo 4

para cada uno de los métodos.

Las muestras para el andlisis de la concentracion ART se tomaron diariamente y

para AGV cada tres dias.

3.5 Andlisis Estadistico de Datos

El disefio de experimentos de la digestiébn anaerobia de BF en fases separadas y
convencional, se analizé con el software StatGraphics Centurion XV, StatPoint
Inc., Virginia, EE.UU. La prueba de Fisher se utiliz6 para comprobar las
diferencias estadisticamente significativas de los rendimientos de la produccion de

metano [20].
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Reactor Acidogénico

En la tabla 5 se encuentran los valores correspondientes a la AH, (el Anexo 5
presenta un ejemplo del céalculo de la AH para este estudio), se observa que los
valores de AH para el reactor de la Fase A, se incrementaron en un 30 %, con

respecto al proceso convencional (una fase).

Tabla 5. Actividad hidrolitica

Experimento [mg ART/mL dia]
E1;E2 1,63
E3;E4 1,48
ES5;E6 1,80
E7,E8 1,48
E9 1,40

Dado que la etapa Hidrolitica es la limitante del proceso de Digestion Anaerobia
[44], el haber conseguido un incremento de aproximadamente un 30%, en la
digestion del BF con LR, indica que la separacion de las fases es favorable para
que los diferentes consorcios microbianos no sean inhibidos en sus metabolismos;

resultado similar al reportado por otros autores [10, 11, 55].

Debido a que los experimentos E3; E4 y E7; ES8, realizados a temperatura de
39°C y 21°C respectivamente, presentan valores de AH iguales, se puede inferir
gue los consorcios microbianos encargados de la etapa hidrolitica no son

sensibles a cambios de temperatura [34, 35, 45].

Por otra parte los experimentos E1; E2, E5; E6, los cuales se realizaron a diferente
temperatura y agitacion, presentan la mayor AH; lo cual implica que la agitacion
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favorece el rapido crecimiento y metabolismo de la poblacién microbiana hidrolitica
[5, 11].
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Figura 1. Concentracion de Acidos grasos volatiles en la Fase A

La AH de los ensayos realizados, se correlaciona con la variacion de los AGV,
(Figura 1). La concentracion de AGV para la configuracion de dos fases se
mantuvo en un intervalo entre 4.000-12.000 mg AGV/L. El porcentaje de
acidificacion es un indicador del grado de conversién de la materia soluble a AGV
[10]. En este estudio el porcentaje de acidificacion vario entre 44-68%. Los
experimentos realizados con agitacién presentaron los valores de concentracion
de AGV mas elevados; demostrando la incidencia de esta variable en el proceso
de digestion anaerobia. Los valores de AGV obtenidos durante este trabajo, para
la degradacion de BF con LR, presentan similitud con los valores reportados al
hidrolizar residuos de aceite de girasol y fracciones organicas urbanas con
in6culos anaerobios de tratamiento de aguas residuales de cerveceria y vino

respectivamente [5, 10].
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En cuanto al proceso convencional, la concentracion de AGV se mantuvo estable
(900-1.600 mg AGV/L) durante el tiempo de fermentacion, debido al consumo por
parte de los microorganismos metanogenicos [6], corroborando que la mezcla LR-
EC presenta una mayor actividad metanogénica que el LR (Tabla 3).

Este comportamiento indica un buen desarrollo de la Fase A durante el bioproceso
en dos fases y para el proceso convencional; similar a los reportados por otros
investigadores [36, 48].

Estabilidad del reactor acidogénico. Fase A

La estabilidad de RA se evaludé con las variables control: pH (Figura 2a) vy la
relacion de AGV/ALC (Figura 2b).
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Figura 2. Pardmetros de control en RA. a) pH, b) Relacion AGV/ALC.
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Durante esta fase, los valores de pH se redujeron debido al inicio de la produccion
de AGV y se mantuvieron en un rango entre 5 y 6,5, el cual es un intervalo
adecuado para esta fase, porque inhibe a los microorganismos metanogénicos y

favorece el metabolismo microbiano del consorcio acidogénico [10, 18, 45, 46, 50].

La relacion AGV/ALC se mantuvo en un rango de 1,3-2,7 y el incremento de la
relacion es concordante con el decrecimiento del pH. Lo anterior, se correlaciona
con los porcentajes de acidificacion obtenidos, indicando que el proceso es

considerado operante para la Fase A de la digestiébn anaerobia con separacion de
fases.

4.2 Reactor Metanogénico

En la Figura 3 se presentan los voliumenes de metano acumulado para los

experimentos realizados en dos fases.
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Figura 3. Volumen acumulado de metano en el reactor metanogénico
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La produccion de metano fue significativa a partir del arranque del RM (noveno dia
de operacion). La mayor produccién de metano fue para los experimentos E5 y E1
realizados a una temperatura de 39°C en la Fase B, alcanzando rendimientos de
1,82 y 1,67 m%kg SV respectivamente. En cuanto a los ensayos realizados a
temperatura ambiente (21°C) en la Fase B; se obtuvieron rendimientos de 1,20 y
1,16 m3/kg SV.

De los resultados anteriores se puede inferir que el consorcio microbiano de la
Fase B, manifiesta gran sensibilidad a los cambios de temperatura y realiza su
funcidbn con mejores rendimientos a 39°C; resultado que coincide con los
reportados en la literatura [21, 22, 31, 45]. Esto se debe a que a altas
temperaturas los sustratos son mas solubles en el medio y por consiguiente los

microorganismos presentan mayor afinidad hacia estos sustratos [13, 36].
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Figura 4. Parametros de control en RM. a) pH, b) Relacion AGV/ALC
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Estabilidad del reactor metanogénico. Fase B

La estabilidad de RM se evalu6 con la variable control: pH (Figura 4a) y la relacion
de AGV/ALC (Figura 4b).

Para la configuracion de dos fases, en el primer dia de operacion de la Fase B, el
pH aument6 para todos los ensayos a valores entre 6,3 y 6,8, debido a la
capacidad buffer del in6culo metanogénico (EC) y durante el tiempo restante de
digestion el pH se mantuvo en un rango 6,5 y 7,5; alcanzando las condiciones

favorables para el consorcio metanogénico [9, 10, 50, 55].

La relacion AGV/ALC disminuyé como consecuencia del aumento de pH, y se
mantuvo en un intervalo entre 0,5y 1,5. De acuerdo con la literatura estos valores
podrian causar inhibicion y acidificacion en el reactor disminuyendo los
rendimientos de la produccién de metano [15, 46, 48]. Sin embargo, durante este
estudio la estabilidad del biorreactor y los rendimientos de la produccién de biogas
a partir del BF no se ven afectados por inhibiciones o acidificaciones, demostrando

gue el RM presenta una excelente capacidad buffer.

Los resultados obtenidos, en RA y RM, demuestran que efectivamente se logro la

separacion de las fases Ay B.

En cuanto al proceso convencional, la relacion AGV/ALC se conservdé en un
intervalo de 0,1-0,4, el cual es un rango adecuado para este tipo de sistemas y el
proceso es considerado operante sin riesgo de acidificacion e inhibiciéon [10, 13,
46].

4.3 Analisis del Disefio de Experimentos

De acuerdo al analisis estadistico de los efectos principales de las variables
temperatura y agitacién sobre los rendimientos de produccion de metano para los
ensayos realizados a 39°C en la Fase B (E1, E3, E5 y E7), la temperatura, no es

una variable influyente en la Fase A sobre el rendimiento, estos resultados
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concuerdan con los obtenidos para la AH en RA. A diferencia de la variable
agitacion que al presentar un valor —p de 0,0144 menor a 0,05, tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre el rendimiento con un 95% de nivel de
confianza. Esto se puede explicar porque la agitacion favorece los fendbmenos de
transferencia de masa, permitiendo que los microorganismos tengan mas

accesibilidad al sustrato y lo puedan degradar mejor [1, 29, 51].

4.4 Configuraciéon Dos Fases Versus Proceso Convencional.

Para realizar la comparacion de la digestibn anaerobia del BF en dos fases y
convencional, se normalizé la produccién de metano de acuerdo a lo establecido
por Demirer & Chen 2005 [11]. La normalizacibn es necesaria debido a la
diferencia de los tiempos de operacion 12 y 21 dias en el RM de la configuracién
de dos fases y el reactor convencional respectivamente, obteniendo asi una
relacion de los tiempos de operacion de 0,57. La produccion de metano en RM
debe ser mayor del 57% que la del reactor convencional para afirmar que el
proceso de digestion anaerobia en dos fases del BF es mejor que el proceso

convencional.

Por lo anterior, en la Figura 5, se muestra la produccion de volumen de metano
normalizada para los experimentos realizados a 39°C en la Fase B (el Anexo 6

presenta un ejemplo del célculo de la produccion de metano normalizada).
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Figura 5. Produccion de volumen de metano acumulado

En la Figura 5 se observa que los ensayos E7 y E3 estan por debajo de la
relacion, esto indica que no es ventajosa la configuracién en dos fases sobre el
proceso convencional para estas condiciones de operacién. Contrario a lo que
ocurre para los experimentos E5 y E1 donde prevalece el sistema de separacion
de fases sobre el convencional. Lo que demuestra que la separacion de fases con
las condiciones de operacibn de los experimentos E5 y E1 mejora el

funcionamiento del bioproceso.

Lo anterior se corrobora con la distribucion de medias y medianas (Figura 6),
donde existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los
experimentos( E1,E5 Y E9) a un nivel de confianza del 95%., con un valor —p de
0,016.
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Figura 6. Distribucién de medias para los rendimientos de E1, E5 y E9.

Estos resultados demuestran que la configuracion en dos fases con condiciones
180 rpm-21°C en la Fase Ay 0 rpm-39°C en la Fase B, aumenta el rendimiento del
proceso de bioconversion anaerobia del BF en un 73% con respecto al sistema

convencional.

La calidad del biogas obtenido para cada una de las configuraciones se observa
en la tabla 6.

Tabla 6. Calidad del biogas
Configuracién Composicién  Unidad Cantidad

CHgq4 % 63

Dos fases CO, % 25
Otros gases % 12

CHgq4 % 56

Convencional CO, % 30
Otros gases % 14

La composicién porcentual del biogas producido a partir del BF, para cada una de
las configuraciones presenta un alto contenido de metano el cual puede ser

aprovechado como energia eléctrica y/o calorifica [13, 27, 44].
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5. CONCLUSIONES

El consorcio microbiano presente en el LR, contiene una alta AH, y baja AME,
caracteristicas que lo hicieron competente para llevar a cabo la fase hidrolitica-
acidogénica del proceso. Asimismo, para la fase metanogénica, la mezcla LR-EC
fue un indculo adecuado para la degradacion de sustratos de tipo vegetal como el
BF debido a la sinergia entre los consorcios microbianos, la alta AME de la

mezcla, superando las carencias metanogénicas del LR.

Una proporcion de aumento de hasta el 30% en la actividad hidrolitica respecto al
sistema convencional, demostré una eficiente separacién de fases con el uso de

LR como in6éculo en la fase hidrolitica-acidogénica.

Las condiciones adecuadas para el proceso en dos fases se presentaron con una
agitacion de 180 rpm para la fase hidrolitica-acidogénica, sin influencia de la
temperatura, mientras que para la fase metanogénica existe una fuerte

dependencia hacia valores de temperaturas mayores (39°C).

En este estudio se demostré que la separacién de fases para la produccién de
biogas a partir del bagazo de fique mejora el rendimiento global del proceso y la
calidad del biogas, por lo tanto puede ser una alternativa para el tratamiento de

residuos lignocelulésicos.
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Materiales y Reactivos

7. ANEXOS
Anexo 1. Protocolo de toma de muestra de bagazo de fique

e Nevera de icopor

e Hielo

e Alcohol al 70%

e Tiras reactivas de pH
e Guantes de latex

e Bolsa plastica con cierre

e Cinta de enmascarar Imagen 1. Toma de muestra de BF
e Marcadores permanentes

Procedimiento

1.

Escoger hojas de fique en las que no se observen dafios ocasionados por alguna
clase de microorganismo o éste lacerada.

Limpiar la maquina desfibradora de hojas de fique, con alcohol al 70% antes de
proceder a tomar la muestra de bagazo.

Solicitar al manipulador de la maquina que comience la operacion del desfibrado
de la hoja de fique. Descartar la primera fraccion expulsada del bagazo, tomar la
fraccion del medio, igualmente descartar la Ultima parte.

Llenar la totalidad de las bolsas de la toma de muestra, sin dejar espacios de aire,
medir pH y cerrar inmediatamente.

Llevar la nevera de icopor con hielo; cerrar y rotular las bolsas con las muestras
con nombre del lugar, dia y fecha de la toma de muestra.

Conservar refrigerado hasta su uso.
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Liquido Ruminal

Materiales

¢ Nevera de icopor
e Recipiente hermético
e Guantes de latex
e Guantes de nitrilo

e Cinta

Anexo 2. Protocolo de toma de muestra de in6culos

Imagen 2. Toma de muestra
del contenido ruminal

Procedimiento

> w N oRe

Seleccionar el rumen (materia sélida y LR) de las panzas de los bovinos.

Llenar la totalidad de los recipientes con la muestra y cerrar inmediatamente.
Llevar a la nevera de icopor, cerrar y reforzar con cinta.

Trasladar las muestras al laboratorio. Las muestras de rumen no deben dejarse
mas de dos dias sin utilizarse.

Para la obtencion de LR, las muestras de contenido ruminal se filtran, con el fin de
separar la materia sélida del LR.

Finalizada la etapa anterior, el LR ya puede ser utilizado para iniciar el proceso de

digestion.

Imagen 3.
Filtracion LR
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Estiércol de Cerdo

Materiales:

Pimpinas
e Toma muestra para lodos
anaerobios

e Guantes de latex

e Guantes de nitrilo

]
e LN

e Arneés Imagen 4. Toma de muestra de EC

Procedimiento:
1. Introducir el equipo para la toma muestra hasta el fondo de la laguna de lodos.
2. Una vez determinado un punto adecuado, se recolecta la muestra y se saca a la
superficie el toma muestra.
3. Llenar las pimpinas con el EC recolectado en el toma muestra y cerrar
inmediatamente.

4. Trasladar las muestras al laboratorio para su posterior uso en la experimentacion.

Imagen 5. In6culo metanogénico EC
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Anexo 3. Disefio de experimentos

Se realiz6 un disefio de experimentd 22, para determinar las condiciones de operacion de
los experimentos del conjunto 1 durante la fase hidrolitica-acidogénica y la fase
metanogénica. La variable agitacion se tuvo en cuenta para la Fase A y la variable

temperatura para la fase B (el valor de la temperatura para la Fase A fue de 39°C).

Tabla 7. Variables y niveles del disefio de experimentos

NIVELES
VARIABLES
BAJO ALTO
Agitacion [rpm] 0 180
Temperatura [°C] 21 39

Matriz para el disefio de experimentos del conjunto 1:

Tabla 8. Disefio de experimentos conjunto 1

Fase A Fase B
Experimento Agitacién Temperatura Agitacién Temperatura
[rpm] [°C] [rpm] [°C]
El 180 39 0 39
E2 180 39 0 21
E3 0 39 0 39
E4 0 39 0 21

Para determinar las condiciones de operacién del conjunto 2, se tuvo en cuenta para la

Fase A una temperatura de 21°C, y no se tuvo en cuenta la agitacion para la Fase B.

La matriz de experimentos para el conjunto 2 fue:
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Tabla 9. Disefio de experimentos conjunto 2

Fase A Fase B
Experimento Agitacion Temperatura Agitacion Temperatura
[rpm] [°C] [rpm] [°C]
E5 180 21 0 39
E6 180 21 0 21
E7 0 21 0 39
E8 0 21 0 21

Registro fotogréafica del montaje de disefio de experimentos.

Mezcla indculo 1:1

Biorreactor
convencional

Inéculo
acidogénico

In6culo  *
metanogénico

Imagen 7. Montaje reactor Imagen 8. Montaje
acidogénico reactor metanogénico



Anexo 4. Métodos analiticos

Determinacién de la concentracion de azlicares reductores

El método DNS o del &cido dinitrosalicilico es un método colorimétrico, desarrollado para
la cuantificacion de azlcares reductores. Este método es un método répido y
reproducible.

Reactivo DNS

o Mezclar y disolver en 250 mL de agua destilada 8 g de NaOH y 150 g de tartrato
sodio potasio.

e Posteriormente agregar 5 g de acido dinitrosalicilico.

e Aforar a 500 mL con agua destilada.

¢ Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz.
Procedimiento

e Agregar 1 mL de reactivo a 1 mL de muestra usando tubos tapa rosca.
¢ Dejar en bafio con agua en ebulliciébn durante 5 minutos.
e Detener la reaccion en un bafio de hielo.

o Agregar 10 mL de agua destilada, y dejar reposando durante 15 minutos.

Leer densidad 6ptica a 540 nm contra un blanco obtenido con el procedimiento anterior,

pero agregando agua destilada en vez de muestra.

Construccién de la curva estandar de glucosa

Se preparan las muestras de glucosa con concentraciones conocidas, se aplica el método
DNS vy se lee su absorbancia en el espectrofotébmetro a una longitud de onda de 540 nm.
Con los datos obtenidos, se traza un grafico lineal de la concentracion de glucosa (azucar
reductor) como una funcion de absorcidn, y asi se determina la ecuacién que relaciona las

dos cantidades.
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+ CURVABIOMASA SIN DILUIR — Lineal {CURVA BIOMASA SIN DILUIR)
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Figura 7. Curva estandar de glucosa

Determinacion de la concentraciéon de acidos grasos volatiles

La concentracion de AGV se cuantificd de acuerdo al siguiente método:

Materiales:

o e Condensador
e Vaso de precipitado de 100mL

e Probeta de 25 mL

e Plancha de calentamiento

_ e 2 Buretas
e Centrifuga refrigerada
e Soporte de plancha
e pH-metro _
_ _ e Soporte universal
e Agitador magnético _
e Pinzas con nuez

e Soluciéon de NaOH al 0,1 N
e Solucibn de HCl al 0,1 N

e 2 Balones esmerilados de fondo

redondo o plano
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Procedimiento:

1. Tomar una muestra aproximadamente de 40 mL cada tres dias durante el
proceso de digestion, en tubos falcom de 50 mL.

2. Centrifugar las muestras por 15 minutos a 10000 gravedades.

3. Llevar el sobrenadante a frascos plasticos, medir pH Yy registrar el valor.

4. Medir 5 mL del sobrenadante y llevarlo a un vaso de precipitado de 100 mL.

5. Medir en una probeta 25 mL de agua destilada y agregarla al sobrenadante
medido anteriormente.

6. Titular con una solucién previamente preparada de HCI 0,1 N hasta alcanzar un
pH de 4.5 y registrar volumen (V1), manteniendo agitacion continda.

7. Continuar titulando con la solucién de HCI sin dejar de agitar hasta alcanzar un pH
de 3, registrar volumen (V2).

8. Llevar la muestra a un balén esmerilado, adaptarlo al condensador.

9. Calentar hasta ebullicibn y mantener por 2 minutos.

10. Titular con una solucién previamente preparada de NaOH 0,1 N hasta alcanzar un

pH de 6,5, registrar el volumen (V3).

Célculos:
A1l * Ny *» 50000 mg

Alcalini =
calinidad c 7

B * Nyaon * 60000 mg

AGV =
5 L

Método de desplazamiento alcalino

Materiales:

e Biodigestor anaerobio e Fenolftaleina

e Solucion 0,1 N NaOH e Mangueras y agujas
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¢ Recipiente colector de 1L
Procedimiento:

Cada reactor se conecta con la botella de desplazamiento alcalino por medio de una red
de mangueras de plastico y agujas (Esquema). El biogas producido en el reactor se
burbujea en la solucién alcalina con fenolftaleina como indicador y pH mayor que 12, en la
cual el CO, es absorbido y el volumen de gas metano desplaza un volumen igual de la
solucién alcalina. El volumen de la solucién desplazada fuera de la botella en el recipiente

colector es equivalente al volumen de metano generado por el sistema.

Reactor
anaerobico Gasometro
con MNat (10%)
~—
Colector
—

Imagen 4. Esquema de montaje para la medicion de volumen de metano

Registro fotografico de los equipos utilizados

Imagen 9. Centrifuga Imagen 10. Sistema de agitacion
y temperatura

Imagen 11. Sistema de calidad de biogas



Anexo 5. Célculo de la Actividad Hidrolitica

A continuacion se describe el método para calcular la actividad hidrolitica, a partir de la

concentracion de azucares reductores:
Experimento E1-E2:

Tabla 10. Concentracién de ART para E1-E2

t [dia] [mg ARTI/L]
0 8,2
1 1,9
2 2,4
3 1,6
4 1,3

A partir de los datos de concentracion de ART, se realiz6 una linealizacién exponencial, y

se obtuvo la siguiente ecuacion:
InART =1In5,11—-1n0,379¢

La pendiente se consideré como la actividad hidrolitica, con un valor de 1,63 mg ART/(L
dia).
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Anexo 6. Normalizacion de la producciéon de volumen de metano

La normalizacion es necesaria debido a la diferencia de los tiempos de operacion 12 y 21
dias en el RM de la configuracion de dos fases y el reactor convencional respectivamente,
obteniendo asi una relacion de los tiempos de operacion de 0,57.

Tabla 11. Volumen de metano

_ Volumen
Experimento
[mL]

El 2308,50
E3 1927,00
ES5 2509,50
E7 1972,67
E9 3432,00

Para el ensayo E1:

Volumen E1

—— = 0,67
Volumen E9

Volumen de metano normalizado =

Y asi sucesivamente para los demas experimentos.
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