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TITULO: PROCESO INTEGRAL PARA LA DIGESTION ANAEROBIA DEL BAGAZO DE FIQUE*
AUTOR: Liliana del Pilar Castro Molano**

PALABRAS CLAVES: Bagazo de fique, residuo lignocelulésico, digestién anaerobia, liquido
ruminal, lodo estiércol de cerdo.

El bagazo de fique es vertido al suelo ocasionando un problema ambiental. La caracterizacién
fisicoquimica de esta biomasa residual mostré6 que contenia 41,81% de celulosa, 22,17%
hemicelulosa, 15,56% lignina, una relaciéon carbono/nitrogeno (C/N) de 26, y otros compuestos
organicos que lo hacen un sustrato atractivo para procesos de digestion anaerobia. Este
bioproceso se limita debido a la presencia de lignina y saponina en la estructura del bagazo. La
investigacion se centrd en la identificacién de un consorcio microbiano con alta actividad hidrolitica
y metanogénica; el estudio del efecto de la lignina y de la saponina en la produccién de biogés; el
desarrollo de la producciéon de metano con las mejores condiciones de operacién y un modelo
cinético que describa el proceso de metanizacion. Lo anterior contempla el andlisis de corrientes
de entrada (sustrato e inoculo) y de salida (biogéas y lodo efluente).

Como resultados, se identificé que la mezcla de liquido ruminal y lodo estiércol de cerdo degrada el
bagazo de fique. Se demostré que las saponinas esteroidales a bajas concentraciones estimulan la
actividad hidrolitica y metanogénica del inéculo seleccionado. La maxima produccion de metano
(0.30 m? CHy/kg SV adicionado) se obtuvo cuando el proceso se llevé a cabo con una relacion
inéculo sustrato de 1.3 en rango mesdfilo. Durante la operacidon en continuo se alcanz6 una
conversién a metano de 1.30 | biogas/I reactor*dia a temperatura ambiente (21<C). En cuanto a la
alteracion de la estructura lignoceluldsica, el pre-tratamiento hidrotérmico mejor6 la produccién de
metano en un 30% comparado con el bagazo sin tratar. Finalmente, la implementaciéon del modelo
ADM permitié describir paso a paso la etapa de desintegracion del bagazo de fique.

*Tesis para optar el titulo de Doctor en Ingenieria Quimica
**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Prof. Humberto Escalante,
Ph. D. Co directoras: Prof. Carolina Guzman, Ph. D., Prof. Claudia Ortiz, Ph. D.

19



TITLE: INTEGRAL PROCESS FOR ANAEROBIC DIGESTION FROM FIQUE'S BAGASSE *
AUTHOR: Liliana del Pilar Castro Molano**
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Fique's bagasse is disposed into soil causing pollution. Physico-chemical characterization of this
residual biomass cotains cellulose: 41,81%, hemicellulose: 22,17%, lignin: 15,56%, ratio
carbon/nitrogen (C/N): 26 and other organic compounds suitable for anaerobic digestion. The
bioprocess in mention is limited by high lignin content and saponins concentration in the substrate.
The aim of this research was to identify a microbial consortium with high hydrolitic and
methanogenic activity; study of lignin and saponins effect on biogas production; enhancement of
operational conditions on anaerobic digestion from fique's bagasse; development of kinetic model
to describe the metanization process. It contains the analysis of in (substrate and inoculum) and out
(biogas and effluent) streams of the process.

It was identify a mixture of ruminal liquid and pig manure sludge capable for fiqgue's baggasse
degradation. It was shown that low concentrations of steroidals saponins increase hidrolytic and
methanogenic activity of the inoculum. The highest methane production (0.30 m® CH,/kg SV add)
was obtained with an inoculum-substrate ratio of 1.3 at the mesophilic range. In continuous
operation mode, it was achieved 1.30 | biogas/I reactor*day at (21C). Respect to lignocellulosic
structure changes, hydrotermic pre-treatment improves methane yields in 30% in comparison with
untreated bagasse. Finally, ADM model describes step to step fique's bagasse disintegration.

*Thesis to obtain the degree of Doctor in Chemical Engineering.
**Faculty of Physical-chemical Engineering, Departament of Chemical Engineering. Director: Prof. Humberto
Escalante, Ph. D. Co directoras: Prof Carolina Guzman, Ph. D., Prof Claudia Ortiz, Ph. D

20



ADM: Anaerobic Digestion Model
AGVT: Acidos Grasos Volatiles
Totales

AH: Actividad Hidrolitica

ART: Azucares Reductores Totales
AT: Alcalinidad Total

BAS: Bacterias anaerobias estrictas
BF: Bagazo de Fique

BFG: Bacterias fermentadoras de
glucosa

BFL: Bacterias fermentadoras de
lactato

BMA: Bacterias metanogeénicas
acetocléasticas

BMH: Bacterias metanogénicas
hidrogenofilicas

BMM: Bacterias metanogénicas del
metanol

BSRA: Bacterias sulfatoreductoras
del acetato

BSR: Bacterias sulfatoreductoras
Crl: Indice de cristalinidad de
celulosa

DA: Digestion anaerobia

ABREVIATURAS

DCM: Dinamica del crecimiento
microbiano

DQO: Demanda Quimica de Oxigeno
EB: Estiércol Bovino

FDA: Fibra Detergente Acida

HMF: Hidroximetil furfural

LE: Lodo Efluente

LEC: Lodo Estiércol de Cerdo

LR: Liquido Ruminal

LPTAR: Lodo planta de tratamiento
de aguas residuales

NMP: Namero mas probable

PDA: Photo Diode Array

PBM: Potencial de Biometanizacion
RA: Reactor Acidogénico

RC: Reactor convencional

RIS: Relacion indculo sustrato

RM: Reactor Metanogénico

SMP: Specific methane production
ST: Solidos Totales

SV: Sélidos Volétiles

SF: Solidos Fijos

Ul: Unidad internacional
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INTRODUCCION

El figue es una planta xerdfila originaria de América tropical, que pertenece a la
familia Agavaceae. (Tabla 0). México, Brasil, Bangladesh, India, China, Tailandia y
Tanzania cultivan industrialmente sisal y henequén; plantas que pertenecen a la
familia del fiqgue. La importancia del cultivo de las plantas Agavaceae radica en
gue a partir del beneficio de sus hojas se extraen fibras utilizadas para fabricar
cordeles, hamacas, redes, empaques, artesanias, sogas, agromantos Yy

geotextiles. (Finagro 2011; Centro regional de estudios econdmicos, 2004).

Tabla 0 Clasificacion taxondmica del fique

Categoria

taxonémica Clasificacion
Dominio Eucharya
Subdominir plantae
Phylum Spermatophyta
Clase Angiospermae
Subclase Monocotyledonea
Orden Liliflorae
Familia Agavaceae
Género Furcraea

Figue, cabuya, penca, fique perulero, maguey,

Nombre comin ) :
cabui, cabuya blanca, chuchao, cocuiza.

Fuente: Ministerio de ambiente, vivienda y desarrollo territorial, 2006

El proceso de beneficio de la planta del fique conlleva a) cortar y desorillar las
hojas, b) extraer la fibra, haciendo pasar las hojas por una desfibradora y c)
finalmente lavar y secar la fibra para su comercializacion. La fibra constituye entre
un 3 a 5% en peso de la hoja; el restante 95 a 97% esta formado por una pulpa
residual compuesta de bagazo y jugo. Actualmente, los residuos del proceso de
beneficio del fique estan siendo descartados al ambiente ocasionando problemas
de contaminacién en cuerpos de agua (superficial y/o subterranea) y atraccién de

vectores debido a su composicién organica (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 2004).
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Una opcion para disminuir la contaminacion ambiental ocasionada por los
subproductos de la industria del fique, es tratarlos (mediante procesos fisicos y /o

guimicos y biolégicos) con el fin de darles un valor agregado.

Colombia en las ultimas décadas ha direccionado la investigacion biotecnolégica
hacia la busqueda de fuentes alternas de energia, con el fin de mitigar en parte el
efecto contaminante del uso de combustibles fésiles. La seleccion de una biomasa
como fuente alterna de energia, depende de la oferta del residuo y de sus
caracteristicas fisicoquimicas; las cuales determinan la tecnologia mas idonea

para su aprovechamiento.

En el caso de la disponibilidad de bagazo de fiqgue, en Colombia existen 20 mil
hectareas sembradas con plantas (distribuidas en los departamentos de Cauca,
Narifio, Antioquia, Santander y Boyacd), con un rendimiento anual de 12.5 t/ha de

fibra, las cuales generan alrededor de 0.9 t/ha de bagazo y 4.5 t/ha de jugo

(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 2009).

Las caracteristicas fisicoquimicas del bagazo de fique (Tabla 0.1) indican que este
residuo posee una fraccién soluble (carbohidratos no estructurados y &cidos
grasos volatiles) y una fraccion particulada (celulosa, hemicelulosa, proteinas y
lipidos) que permite considerarlo como una fuente de biomasa residual de tipo
lignoceluldsico. Las alternativas tecnolégicas, para el aprovechamiento energético
de las biomasas lignocelulésicas, estan direccionadas preferencialmente hacia la
digestion anaerobia. Residuos con caracteristicas similares al bagazo de fique,
como el sisal, ensilado de maiz y ensilado de pasto, entre otros, han dado
excelentes resultados al ser utilizados como sustratos para la produccion de
biogas, generando rendimientos de 0.32 m® CHs/kg SV adicionado, 0.36 m®
CH./kg SV adicionado y 0.6 m® CH4/kg SV, respectivamente (Mshandete et al., 2004;

Amon et al., 2007; Liu et al., 2009).
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Tabla 0.1 Caracterizacion fisicoquimica del bagazo de fique

Pardmetro Método Unidades Valor
pH 4
ST Gravimetrico gST kg™ 195
SV Gravimetrico gSV kg™ 163
DQO Volumetrico g Oz kgt ST 1230
Alcalinidad Total Titulacién mgCaCOs/L 3300
AGVT Titulacién g AGV kg'1 ST 48.1
Proteinas Kjeldahl gkgtST 43.8
Lipidos Soxhlet gkg?sT 41.3
Holocelulosa Van Soest g kg'1 ST 639.8
Carbohidratos Van Soest gkg'sT 69.4
Lignina Van Soest gkg'sT 157.6
C Walkey Black % plp 35.58
Analisis
H elemental % plp 6.02
Analisis
o elemental % plp 47.44
N Kjeldahl % plp 1.32
CIN % p/p 26.9
Sulfuros Turbidimetria % plp 0.006
Poder calorifico Calorimetria kJ kg'1 13799.16
Formula empirica C33Hg7033N1

Fuente: El Autor

Una de las principales variables a considerar para el aprovechamiento de una
biomasa mediante digestion anaerobia es la relacion C/N. El rango 6ptimo de la
relacibon C/N recomendado en la literatura para el crecimiento de consorcios
microbianos en sistemas anaerobios es aproximadamente de 25/1. Sin embargo,
la digestion de rastrojo de maiz y la co digestién de cebolla y lodo digerido se ha
llevado a cabo satisfactoriamente manteniendo una relacién de C/N entre 15y 18
(Li et al., 2011). Por consiguiente dado que el bagazo de fique posee una relacion
C/N de 26.9, implica que este residuo tiene una composicion apropiada para el

arranque y estabilizacion de un proceso de digestion anaerobia.

En cuanto al poder caldrico, el bagazo de fique contiene 3298 kcal/kg, el cual es

bastante similar a otras biomasas residuales utilizadas actualmente como fuentes
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alternas de energia. Por ejemplo, los residuos de oliva tienen un poder calorifico
de 4240 kcal/kg y pueden llegar a producir 54.26 | de biogas /I de sustrato
(Fernandez, 2006; Fezzani & Cheikh, 2010). Los residuos de aceite de girasol
tiene un poder caloérico de 3700 kcal/kg, a partir de los cuales, se obtiene 0.20 |
CH4/kg SV mediante digestion anaerobia (Gali, et al., 2009; Fernandez, 2006). Es
de destacar que el bagazo de fique posee un bajo contenido de azufre y cenizas
gue aumenta la calidad energética de este residuo con respecto a los
combustibles fosiles.

El andlisis fisicoquimico del bagazo de fique indica que este residuo posee
caracteristicas idoneas para aplicarle la tecnologia de digestion anaerobia y
obtener biogas. El creciente interés por la produccion de metano a partir de
residuos agro-industriales se evidencia por las recientes investigaciones donde se
demuestra el alto potencial de biometanizacion (PBM) que poseen los desechos
agro-industriales (Figura 1).

0.7 A
0.6 -
0.5 A

0.4 A

PBM
[m3CHylkg SV]

0.3 A

0.2 -

0.1 -
o 4

Residuos =

Girasol

Naranja -

Sisal
pasto
Yuca
Repollo

Planta acuética Eurasian Milfoil -

Aloe Vera

Ensilado de maiz -

Ensilado de pasto

Co-digestion Ensilado de pasto con estiércol de
cerdo

Afio de
publicacion » 2004

2006 2009 2010 2011

Figura 1. PBM de residuos lignocelulésicos evaluados recientemente

Fuente: Mshandete et al., 2004; Raposo et al., 2006; Raposo et al., 2009; Gali et al., 2009; Liu et al., 2009; Almeida et al.,
2010; Panichnumsin et al., 2010; Xie et al., 2011; Asam et al., 2011.
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En un bioproceso de digestion anaerobia, la materia organica disponible para ser
degradada, aporta a los consorcios microbianos la fuente de carbono y a su vez, la
fuente de energia. La digestion anaerobia permite hacer un aprovechamiento
energético de los residuos agricolas, dado que maximiza el reciclaje de nutrientes
como nitrégeno y fosforo; estabiliza el residuo; disminuye su impacto ambiental
(reduccion de olores y emisiones de efecto invernadero) y presenta un bajo costo

operacional, dando lugar a un balance de energia positivo (ward et al., 2008; Jingura &
Matengaifa, 2009).

La produccién de biogas a partir de un residuo lignocelulosico, como es el caso del
bagazo de fique, involucra un proceso integral de DA que contemple el andlisis de
las corrientes de entrada (sustrato e indculo) asi como las corrientes de salida

(biogéas y lodo efluente).

A la fecha un gran nimero de plantas para la DA, a escala industrial, utilizan
consorcios microbianos provenientes de plantas de tratamiento de aguas
residuales (Mata-Alvarez et al., 2000; Lettinga et al., 2001; Carrha et al., 2006).
Sin embargo, para el caso estudio de esta tesis, al tratarse de un residuo
lignoceluldsico dificil de degradar, se requiere un consorcio microbiano con alta
actividad hidrolitica y metanogénica que actue en sintrofia durante las etapas de la

degradacion de materia organica.

Por otra parte, los consorcios de microorganismos pueden ser inhibidos por algun
tipo de compuesto presente en un sustrato. En el caso del bagazo de fique, el
residuo estd impregnado de saponinas procedentes del jugo residual del proceso
de beneficio. Las saponinas pueden ocasionar perturbacién sobre el proceso
metabolico del consorcio o sobre la viabilidad de la digestion anaerobia, causando
un desbalance poblacional y por consiguiente, una disminucién del producto final:

el metano, estos resultados son presentados y discutidos en el capitulo 1.
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El proceso de digestion anaerobia puede ser llevado en reactores en operacion
por lotes o continuo; con una configuracion de una fase o de dos fases. Asimismo,
se pueden realizar diferentes combinaciones para optimizar los rendimientos de la
produccion de metano. Cada configuracion presenta ventajas y desventajas en su
utilizacion. La operacién de digestion anaerobia por lotes alcanza conversiones de
materia organica a metano entre el 40 y el 70%. No obstante, la produccion de
metano es irregular y discontinua. Los digestores en continuo se caracterizan por
su simplicidad en el disefio y operacion, sin embargo, su alta produccion de AGV
de cadena larga, ocasiona una rapida acidificacion que puede repercutir en los
rendimientos de metano. Las ventajas de llevar a cabo la operacion en una fase
son la simplicidad del disefio y el bajo costo operacional. Esta operacion requiere
de altos tiempos de retencion hidraulico comparado con la configuracion en dos
fases, por lo anterior en el capitulo dos se presenta un estudio de las mejores
condiciones de operacion (temperatura, relacién inéculo/sustrato, agitacion) para
producir un alto contenido de biogas, a partir del bagazo, tanto en operacion por
lotes como en continuo.

Dado que la hidrdlisis de los residuos lignoceluldsicos es la etapa limitante de la
degradacion anaerobia, una de las alternativas para optimizar el proceso son los
pre-tratamientos fisicos, quimicos y/o bioldgicos que permitan aprovechar los
azucares contenidos en la celulosa y la hemicelulosa. En el capitulo tres se
describen tres alternativas de pre tratamientos al bagazo de fique (hidrotérmico,
reduccion de tamafo y adicibn de peroxido alcalinizado) para mejorar los

rendimientos de produccién de biogas.
Las alternativas de aprovechamiento del lodo efluente generado durante la

produccion de biogas a partir del bagazo de fique son discutidas en el capitulo

cuatro.
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La produccion de metano, como proceso productivo a escala industrial a partir del
bagazo de fique, requiere un modelo que describa la cinética del bioproceso, como
una funcién de la incidencia que tienen los pre-tratamientos sobre la velocidad de
desintegracion de un sustrato complejo como el bagazo de fique. En el capitulo
cinco se presenta el desarrollo del modelo ADM1 modificado que describe los
procesos bioquimicos y fisicoquimicos que ocurren durante la biodegradacion

anaerobia del bagazo de fique.

Durante el desarrollo de esta tesis se investigaron aspectos microbiolégicos,
guimicos e ingenieriles que permiten un entendimiento integral del proceso de
digestion anaerobia de residuos lignocelulésicos y particularmente conducen al

aprovechamiento integral del bagazo de figue como fuente energética.
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I.  CAPITULO: CONSORCIO MICROBIANO PRODUCTOR DE BIOG AS A
PARTIR DE BAGAZO DE FIQUE

La eficiente degradacion anaerobia de un sustrato requiere de consorcios
microbianos con alta actividad hidrolitica y metanogénica. Particularmente, la
hidrélisis de materiales lignocelulésicos (compuestos formados por lignina,
celulosa y hemicelulosa) como el bagazo de fique (BF), es lenta e incompleta
debido a que la degradacion depende de su estructura y de su composicion (Tong
& McCarty, 1991). Por lo tanto para la digestién de este tipo de sustratos se han
usado enzimas celuloliticas obtenidas a partir de microorganismos aislados o en
consorcios de hongos y/o bacterias con alta eficiencia celulolitica (Sleat & Mah,

1987; (Silva et al., 2004; Kumar, 2008; Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009).

La produccion de biogas es llevada a cabo por diferentes fuentes de consorcios
microbianos incluyendo lodos anaerobios provenientes de plantas de aguas
residuales (PTAR), liquido ruminal, estiércol de bovino o porcino y cultivo puro de

microorganismos entre otros (Mshandete et al., 2005; Hu et al., 2005; Hu et al., 2006; O'Sullivan et
al., 2006; Amon et al., 2007; Panichnumsin et al., 2010).

Por otra parte, el fique produce metabolitos secundarios como las saponinas
esteroidales, que actian como defensa a la actividad microbiana. Estos
compuestos quedan incorporados tanto en el jugo como en el bagazo después del

proceso de beneficio (Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2006).

Dado que el BF es empleado como sustrato para la produccion de biogas, las
saponinas podrian afectar la actividad metabdlica de los consorcios microbianos

disminuyendo los rendimientos de la produccion de biogas.

En este capitulo, se estudid la capacidad de siete consorcios microbianos

procedentes de diversas fuentes para mejorar el arranque de reactores anaerobios
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utiizando BF como sustrato. Para este proposito, se evaluaron los inoculos:
Liquido ruminal (LR), estiércol bovino (EB), lodo estiércol de cerdo (LEC), lodo de
plantas de tratamiento de aguas residuales (LPTAR) y la mezcla de cada uno de
ellos con LR. La actividad hidrolitica (AH), actividad metanogénica especifica
(AME) y potencial de biometanizacion (PBM) fueron medidos como variables de
respuesta para seleccionar el mejor consorcio microbiano para la degradacion del
BF.

De igual forma, se evalud la incidencia de las saponinas esteroidales (Furcraea
ssp) sobre la actividad hidrolitica y metanogénica del inéculo seleccionado

previamente.

1.1 FUNDAMENTOS TEORICOS.

La digestion anaerobia (DA) es un proceso biologico que descompone la materia
organica, empleando un consorcio microbiano sensible o completamente inhibido
por el oxigeno; produciendo un compuesto denominado biogéas (mezcla de metano
y diéxido de carbono). Como subproducto de la fermentacién anaerobia se genera
un lodo efluente debido al sustrato no degradado y a la muerte o lisis de los

microorganismos involucrados en el bioproceso.

Durante la DA mas del 90% de la energia disponible por oxidacién directa se
transforma en metano, consumiéndose sélo un 10% de la energia en crecimiento
bacteriano (Mata-Alvarez, 2003; Kumar, 2008). El proceso de DA ofrece la
posibilidad de reciclar nutrientes como nitrégeno y fosforo contenidos en el lodo
efluente para ser aplicados en los suelos como biofertilizantes y reemplazar los
fertilizantes artificiales (Fernandez et al., 2009). Entre las ventajas que presenta el
proceso de degradacion anaerobia se encuentran la reduccion del impacto

ambiental (reduccién de emisiones de efecto invernadero y reduccion de olores),
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la baja produccion de lodo efluente, la no utilizacion de compuestos quimicos, el

bajo costo operacional y un balance de energia positivo (ward et al., 2008).

1.1.1 Bioquimica de la digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso bioguimico complejo que involucra cuatro
etapas: a) la hidrdlisis de las macromoléculas como polisacaridos, lipidos y
proteinas b) la acidogénesis de los mondmeros, c) la acetogénesis y d) la
metanogénesis (Figura 1.1). Estas etapas son realizadas por consorcios
microbianos conformados por diferentes poblaciones de microorganismos que
pueden utilizar variedad de sustratos y que actidan en sintrofia. Los productos
generados en una etapa constituyen el sustrato de otra, con lo cual el trabajo
sinérgico de los grupos tréficos lleva a afadir la energia necesaria para mantener
las células y ademas de liberar productos de gran interés industrial (kumar, 2008).
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Figura 1.1 Etapas del proceso de digestion anaerobia
Fuente: (Angelidaki et al., 2011)
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La Hidrolisis es el primer paso para la digestion anaerobia debido a que la
materia organica, compuesta de moléculas complejas, debe ser degradada a
compuestos mas simples que puedan ser metabolizados por los microorganismos.
Las bacterias que participan en esta etapa son las hidroliticas, que producen acido
acético, compuestos monocarbonados, &cidos grasos organicos y otros
compuestos policarbonados. En esta etapa las bacterias, actian sobre sustratos
tales como celulosa, almidon, proteinas y grasas, transformandolos por hidrélisis
en compuestos organicos solubles. De esta forma los carbohidratos se convierten
en azucares simples, las grasas en acidos grasos y glicerol y las proteinas se
hidrolizan hasta péptidos y aminoacidos, liberando dioxido de carbono (CO,) e

hidrégeno (H,) (Appels et al., 2008).

La etapa hidrolitica es compleja y se lleva a cabo mediante enzimas
extracelulares. Estas enzimas pueden estar adheridas a la célula del
microorganismo o secretarse al medio. Generalmente la hidrélisis se conoce como

la etapa limitante de la degradacion de la materia organica particulada (Paviostathis &
Giraldo-Gomez, 1991).

En la etapa de Acidogénesis , los monosacaridos producidos en la etapa anterior
son convertidos en &cidos organicos tipo acetato, propionato, butirato, valerato, y
CO,e Ho.

La tercera etapa es la Acetogénesis, en la que se genera acetato
mayoritariamente, H, y CO,. La Metanogénesis es el paso final, donde actua el
consorcio metanogénico utilizando el acetato para producir gas metano (CH,) y

CO;, principalmente (Gerardi, 2003).

Las principales reacciones bioquimicas que se llevan a cabo en el proceso de

digestion anaerobia se presentan en la Tabla 1.1. Se observa que algunas
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reacciones no ocurren de forma espontanea y sin embargo se ven favorecidas por
la sintrofia que existe entre los microorganismos.

Tabla 1.1 Reacciones Bioquimicas que ocurren durante la digestion anaerobia

Reaccion Ecuacién AGC[kJ]

Fermentacion de Glucosa a acetato Glucosa + 4H,0 — CH3COO+ 4H" + 4H, -207
Fermentacion de la Glucosa a Butirato Glucosa + 2H,0 — C4H; O, + 2HCO3 + 3H" +2H, -135
Fermentacion del Ezutirato a Acetato e Butirato + 2H,0 — 2CHsCOO™+ H' + H, +48,2
Fermentacion del Propionato a Acetato Propionato + 3H, — CH;COO+ HCOs +H" +H, +76,2
Acetogénesis a partir del H, y CO, 4H, + HCOz+H" — CH;COO+ 2H,0 -105
Metanogénesis a partir del CO,y H, 4H; + HCOz+H" — CHa+ 3H,0 -136

Metanogénesis a partir del Acetato Acetato + H,O — CH;+ HCO3z +H" -31

Fuente: (Diaz-Béez et al., 2002).

1.1.2 Microbiologia de la digestion anaerobia

En la Figura 1.2 se esquematizan las etapas y reacciones metabolicas de la
digestion anaerobia.

Polimero bicldgico
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nitrato-reductoras Sulfato-reductoras
NOz . Bacterias fermentativas (BSR) 2
N2O+N2 2. ACIDOGENESIS acidogénicas S0, | BSR
NH4 L 3
Propionalo SO_z -
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Figura 1.2 Principales etapas de la digestién anaerobia y grupos tréficos bacterianos involucrados
Fuente: (Diaz-Béez et al., 2002).

Fuente: El Autor
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Durante el desarrollo de la DA intervienen tres grupos de bacterias: a) Bacterias
fermentativas-hidroliticas, b) Bacterias acetogénicas y c¢) Bacterias
metanogénicas. El primer grupo esta representado por los géneros
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides, Micrococcus y Clostridium
(Sleat & Mah, 1987). De igual forma se encuentran bacterias celuloliticas como
Celumonas, Microbispora y Streptomyces que pueden producir celulasas que
hidrolizan eficientemente biomasa lignocelulésica (Li et al., 2011). En la Tabla 1.2 se

detallan productos de la fermentacion de algunas bacterias hidroliticas.

Tabla 1.2 Productos metabdlicos de las bacterias hidroliticas

Género Fuente Sustrato Productos*
Bacteroides succinogenes Rumen Celulosa F,A'S
Celulosa F.L, Hp, CO;
Bacteroides fibrisolvens Rumen Hemicelulosa F,B,L, Hz, CO,
Pectina F.A,B,L,M,H,,CO,
Bacteroides ruminicola Rumen Hemicelulosa FAPS
Pectina F.APB,L,S
Ruminococcus flavefaciens Rumen Celulosa F.A,S,H,,CO;
Neocallimastix frontalis Rumen Celulosa F.ALE, CO;
Rumen spirochetes Rumen Pectina F,A,M
Rumen treponemes Rumen Pectina F.A,S,M
Acetivibrio cellulolyticus Digestor Celulosa A,E,H,,CO,
Clostridium thermocellum Digestor Celulosa A,E,H,,CO,
Clostridium papyrosolvens Laguna de estabilizacion Celulosa F.AL,E
Clostridium butyricum Laguna de estabilizacion Pectina A,B,M,E, H,, CO,

*F=Formato; A=Acetato; P=Propionato; B=Butirato; S=Succionato; L=Lactato; M=Metanol; E=Etanol.
Fuente: Sleat & Mah, 1987

Para que tenga lugar una eficiente metanogénesis, los productos de fermentacion
como el propionato y el butirato deben ser oxidados a acetato, CO,, e H,. Esta
oxidacion es llevada a cabo por el segundo grupo de bacterias acetogénicas
productoras obligadas de hidrégeno (OHPA). La produccion de acetato por las

OHPA es termodindmicamente desfavorable a menos que la presion parcial de
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hidrégeno se mantenga por debajo de 10 atm gracias a la eficiente remocién de
hidrégeno por bacterias metanogénicas hidrogenofilicas, las cuales utilizan el H, y

CO.y producen metano.

Los microorganismos implicados en la generacion de metano a partir del acetato
son bacterias denominadas metanogénicas acetoclasticas y representan el 72%
de la produccion total del metano. En presencia de sulfatos las bacterias
acetogénicas y metanogénicas compiten con las bacterias sulfatorreductoras
(BSR) por sustratos como los acidos, H, lactato, y etanol. Las BSR oxidan el
butirato, el propionato y el lactato sin producir hidrégeno, el cual es indispensable
para la produccion de metano a partir de las bacterias metanogénicas

hidrogenofilicas (Gerardi, 2003; Kumar, 2008).

Las bacterias metanogénicas (tercer grupo) pertenecen al dominio Archaea,
phylum Euryarchaeota. Cinco oOrdenes filogenéticos de microorganismos
metandgenos han sido identificados: Methanosarcinales, Methanobacteriales,
Methanomicrobiales, Methanococcales, y Methanopyrales (Gerardi, 2003). Recientemente
un sexto orden Methanocellales fue descrito (sakai et al., 2008). Las bacterias
metanogénicas son las responsables de la etapa final de la DA para la formacion
de metano a partir de acetato y/o desde di6xido de carbono e hidrogeno, alcohol

principalmente (Thauer et al., 2008).

1.1.3 Inéculos empleados en digestion anaerobia

Uno de los in6culos utilizados en la degradacion de sustratos vegetales es el
liquido ruminal (LR), el cual constituye un indculo primario para el arranque de
reactores debido a la actividad celulolitica y metanogénica que presenta. Se ha
demostrado que los microorganismos del LR poseen una alta capacidad

celulolitica y hemicelulitica, por lo que resultan mas eficientes que los lodos PTAR
(Hu & Yu, 2006; Hu et al., 2006; O’Sullivan et al., 2006).
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Otros inoculos como el estiércol bovino y el estiércol de cerdo son excelentes
in6culos para la digestion anaerobia de residuos. Se caracterizan por ser
eficientes en la produccion de metano debido a su afinidad hacia sustratos como
cascaras de papa, ensilado de hierba, remolacha y paja de avena (Kaparaju & Rintala,

2005; Lehtomaki, et al., 2007).

Por otro lado, el lodo PTAR ha sido empleado ampliamente en el arranque de
biodigestores anaerobios exhibiendo altos rendimientos en la produccion de
metano (aproximadamente entre 70 y 85%, con PBM de 0.40m*® CHskg SV
adicionados) (sandoval, et al., 2009; Altinbas et al, 2010). Sin embargo, presenta baja

capacidad de degradacion de materiales lignoceluldsicos (Hu & Yu, 2005).

Recientemente la mezcla de in6culos (en distintas proporciones) procedentes de
diversas fuentes, ha sido propuesta como una nueva alternativa para incrementar
la biodegradabilidad del sustrato. Esta alternativa permite aprovechar el efecto
sinérgico entre los consorcios microbianos promoviendo una mejor digestion

comparada con los procesos que emplean un tipo de indculo (Magbanua et al., 2001;
Buendia et al., 2009; Alvarez et al., 2010).

El rendimiento de la produccion de biogas depende de: la Actividad Hidrolitica
(AH) y Actividad Metanogénica Especifica (AME) de los in6culos y el Potencial de
Biometanizacién (PBM) del sustrato.

1.1.4 Actividad hidrolitica

Debido a que la hidrolisis de sustratos complejos es la etapa limitante, la
determinacion de la actividad hidrolitica de la biomasa celular con un sustrato
especifico es importante para el arranque y control de las condiciones del proceso.

La AH indica la habilidad inherente de una poblacion microbiana para degradar
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fuentes de carbono (celulosa, almidon, etc.); se cuantifica como la velocidad
especifica de consumo de sustrato, referida a la biomasa o poblacién microbiana
evaluada (Miller, 1959; Manuel de métodos Laboratorio Biotecnologia Ambiental Pontificia Universidad

Catélica de Valparaiso, 2009).

La literatura muestra que la degradacion de la celulosa cristalina es mas eficiente
a valores de pH entre 6.8 y 7.3 empleando microorganismos ruminales como
inoculo (Hu et al., 2004). En otros estudios se evalud la capacidad hidrolitica de
microorganismos de LPTAR después de ser sometidos a un tratamiento aerobio.
Como resultado de esta investigacion se encontré que la maxima actividad
hidrolitica se alcanz6 después de 9 horas de tratamiento con valores de 0.90 Ul/ml
y 0.40 Ul/ml empleando papel filtro y carboximetilcelulosa como sustratos

especificos (Mshandete et al., 2005).

1.1.5 Actividad metanogénica

Se refiere a la capacidad de la biomasa microbiana para transformar un sustrato
especifico (Hidrégeno, acetato y propionato) 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-
CHA4/gSSV dia) (Diaz-Baez et al., 2002; Le Hyaric et al., 2011). La determinacion de la AME
es importante para evaluar el arranque de reactores anaerobios, optimizar el
proceso y para la toma de decisiones acerca del funcionamiento de los reactores

(Mata-Alvarez, 2003).

La influencia de la concentracion de sustrato y contenido de humedad sobre la
AME fue estudiada en una planta de digestion anaerobia de residuos solidos
urbanos. La mayor AME fue observada a una concentracion de sustrato
(propionato) de 10 gDQO/kg y un contenido de humedad de 82%, concluyendo

gue la AME disminuye linealmente cuando se reduce el contenido de humedad (Le
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Hyaric et al, 2011). EStos resultados son importantes para optimizar los procesos
anaerobios porque permiten seleccionar las mejores condiciones ambientales para
el crecimiento y metabolismo de los consorcios microbianos y consecuentemente

incrementar el rendimiento en la produccion de metano.

1.1.6 Potencial de biometanizacion

Determina el maximo rendimiento de metano y la capacidad de biodegradabilidad
de un sustrato. En los ensayos de PBM se debe considerar emplear un inéculo
adecuado, Optimas condiciones ambientales y una adecuada concentracion de

sustrato dentro de los digestores.

El PBM puede describirse como el volumen de metano acumulado (medido en
condiciones estandar de presion y temperatura) por la cantidad de sustrato
adicionado en términos de sélidos volatiles (m® CHa/kg SV). (Cartha et al., 2006;

Angelidaki et al., 2009; Monou et al., 2009; Labatud et al., 2011).

El PBM ha sido estudiado en procesos de fermentacidn por lotes usando estiércol
de ganado, de cerdo y bovino, obteniendo rendimientos de metano de 148 * 41;
356 £ 28 and 275 + 36 L CH4/ kg SV, respectivamente (Moller et al., 2004). De igual
forma, el PBM ha sido evaluado en sistemas de co-digestion usando mezclas de
estiércol de vaca con residuos agroindustriales como ensilado de maiz y pasto

entre otros (Amon et al., 2007; Labatud et al., 2011).

A pesar de la importancia que representan los sustratos agro-industriales, en la
actualidad se presentan pocos estudios relacionados con los inoculos mas
adecuados para el arranque de reactores anaerobios utilizando residuos

lignoceluldsicos como el bagazo de fique.
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1.1.7 Generalidades de las saponinas esteroidales

Las saponinas son glicésidos que se encuentran distribuidos ampliamente en las
plantas y estan formadas por una aglicona de origen terpénico, esteroidal o
esteroidal alcaloide; al cual se une por el hidroxilo del carbono-3 una cadena
ramificada de azucares, la cual puede ser de hasta cinco moléculas, usualmente

glucosa, arabinosa, acido glucuroénico, xilosa y ramnosa (biaz, 2009).

Las saponinas presentes en el BF son glucdsidos de esteroides, constituidos por
un elemento soluble en lipidos (el esteroide o aglicon) y un elemento soluble en
agua (el azucar) (Hostettmann & Marston, 1995). Cuando las saponinas son hidrolizadas
se obtiene una aglicona, conocida cominmente como sapogenina principalmente
hecogenina y tigogenina (Barbosa, 2006; Simmons-Boycea & Tinto, 2007). Osorio et al., 2010
mediante espectrometria de masas (ESI-MS) propusieron una estructura quimica
de las saponinas del BF, las cuales contienen una hecogenina (agicona de la

saponina) y dos unidades de hexosa (Figura 1.3).

% 5
0 % &
ENLACE GLUCOSIDICO 7 S:_,..—-.\jrrrr

m/z: 755 -
HECOGENINA

HEXOSAS

Figura 1.3 Estructura quimica de la saponina del BF

Fuente: El Autor
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1.1.8 Efecto de las saponinas esteroidales sobre la  produccion de biogéas

Las investigaciones relacionadas con la incidencia de las saponinas sobre los

rendimientos de la produccién de biogas son limitadas y contradictorias.

Los primeros estudios plantearon que la adicion de 0.5 mg/ml de extracto de
saponina obtenido a partir de Yucca schidigera a la fermentacion de heno y alfalfa
empleando liquido ruminal como indculo, ocasiond una drastica reduccion de
protozoos causando una disminucion en la degradacion de proteinas. La
produccion de metano se redujo 15% con respecto al control, pero
estadisticamente esta diferencia no es significativa, por lo cual se concluyé que el
extracto de saponinas no presentd efectos inhibitorios sobre los microorganismos

ruminales para la produccion de biogas (wang et al., 1998).

La actividad antimicrobiana ocasionada por las saponinas ocurre usualmente por
su interaccion con el colesterol y otros esteroles de la membrana celular de los

protozoarios causando lisis y muerte celular (Cheeke, 2000).

Aunque las saponinas son conocidas por ocasionar defaunacion de protozoarios,
también presentan efectos benéficos sobre el crecimiento de bacterias celuloliticas

y hongos en el rumen (Galindo et al., 2000).

Asimismo, durante la digestion anaerobia de desechos de cocina empleando
estiércol de ganado como inéculo, se increment6 en 55% la produccion de biogas
al adicionar una dosis de 15 ppm de Aquasan y Teresan (aditivos quimicos con
7% saponina esteroidal) (singh et al, 2001). Sin embargo, existen estudios

contradictorios respecto del efecto.

Las bacterias (Ruminococcus Flavefaciens, Fibrobacter succinogenes vy

Ruminococcus Albus) contenidas en el rumen fueron inhibidas en presencia de 50
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pg/ml y 180 pg/ml de saponinas esteroidales (Yucca schidigera) (wang et al., 2000).
De igual forma, los extractos de saponinas Pithecellobium saman y Sapindus
saponaria afectaron negativamente el crecimiento de las bacterias celuloliticas
Ruminococus flavefaciens y Fibrobacter succinogenes. La mayor actividad
inhibitoria se observo en F. succinogenes utilizando concentraciones de 3 y 5
mg/ml de saponina. La presencia de saponinas pueden reducir el nUmero de
bacterias celuloliticas, lo cual podria repercutir en la actividad degradativa del

rumen (Santos et al., 2005).

El estudio del efecto de la cafeina y de la saponina sobre la digestion anaerobia
de los residuos de comida demostr6 que 100 ppm de cafeina incrementa la
produccion de metano de 182 ml/g ST a 408.5 ml/g ST mientras que a partir de 50

ppm de saponina inhiben radicalmente la produccién de metano (Prabhudessai et al.,
2009).

Estudios recientes demostraron que las saponinas presentes en el Aloe Vera

reducen el PBM de esta planta (Almeida et al., 2010).

Dado que se ha incrementado la utilizacion de residuos agro-industriales para la
produccion de biogas, no solo es importante evaluar el PBM sino también las
posibles inhibiciones que puedan causar los componentes asociados a sustratos

de origen vegetal.

1.2  MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Indculos

Los inoculos evaluados en la produccién de biogas a partir de BF fueron los
siguientes: a) LR y EB, recogidos de la planta de procesamiento de carnes

“Frigorifico Vijagual”, b) LPTAR, recolectado en la planta de tratamiento de aguas
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residuales “Rio Frio”, ¢) LEC, obtenido de una planta municipal dedicada a la cria
de cerdos “Porcicola Porto Ferrayo” y d) Las diferentes mezclas de los consorcios
anteriores (proporcion 1:1) LR+EB, LR+LPTAR y LR+LEC. El EB fue diluido (1:1)
en agua para evitar digestion anaerobia seca. La concentracion de inéculo
empleada para la determinacion de la AH y la AME fue ajustada a 1.5 g/l de SSV

(Diaz-Béez et al., 2002).

La caracterizacion fisicoquimica de cada inoculo se realiz0 de acuerdo con los
protocolos descritos en el Standard Methods (APHA, 1998) y se presenta en la
Tabla 1.3. Los in6culos solidos fueron diluidos 1:1(v/v) para evitar digestion

anaerobia seca.

Tabla 1.3 Caracterizacion Fisicoquimica de los in6culos evaluados

Parametro Unidades EB LEC LPTAR LR LR+EB LR+LEC LR+LPTAR
pH 8 8 7 7 8 8 7
ST gl 107.5 105.9 35.1 17.5 36.5 43.8 23.6
Ssv gll 80.5 51.7 22.1 7.9 20.8 23.6 29.1
Alcalinidad mgCaCOg/l 2200 1700 2100 4100 3000 3100 3100
AGV mg/l 20880 2520 2280 9360 15120 7200 6960

Fuente: El Autor

1.2.2 Experimentacion

La experimentacion se dividié en dos etapas: a) evaluacion de la AH y la AME
usando celulosa y acetato respectivamente, como sustratos modelo; b)
determinacion del PBM empleando bagazo de fique como sustrato. La produccién
de metano de cada consorcio (sin sustrato) fue sustraida de los experimentos y
utilizada como blanco, con el fin de evitar interferencias con el metabolismo

endogeno de los indculos.
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1.2.2.1 Determinacion de la actividad hidrolitica (  AH) usando celulosa como

sustrato modelo

La AH de cada consorcio microbiano se determin6 con base en la hidrdlisis de la
celulosa de acuerdo con el protocolo descrito por Hu et al. (2004). Los ensayos
fueron realizados en biodigestores de 500 ml, con un volumen de operacion de
400 ml. Inicialmente se afadid el volumen de inOculo equivalente a una
concentracion de 1.5 g/L de Sdlidos Suspendidos Volétiles (SSV) y se afor6 con
medio mineral denominado “balch” (en honor al investigador que formul6 el medio)
compuesto por cisteina (0.5 g/L), NaHCOg3 (5 g/L) y Na,S como agente reductor, a

pH de 7.0-7.2 (Balch et al., 1979; Diaz-Baez et al., 2002).

Como sustrato modelo se utilizé papel de filtro cuantitativo (Schleicher & Schuell
(589/1, 110 mm)) en una concentracion de 10 g/l de celulosa. Los ensayos se

realizaron a 39 + 2C durante 30 dias.

La configuracion de experimentos consistié en 5 biodigestores por cada indculo.
Tres digestores fueron empleados para el andlisis de azlcares reductores totales
(ART) y los otros reactores fueron usados como blanco. Se tomaron de los
biodigestores 2 ml de muestra diariamente y se procedio a centrifugar a 10 000

rpm durante 10 minutos.

La fraccion de sobrenadante se recogio y se mantuvo a 4C para su posterior
andlisis. La produccién de ART durante la hidrdlisis de la celulosa fue determinada
utilizando un espectrofotometro GENESYS 20 Thermo Spectronics a 540 nm de
acuerdo con el método del &cido dinitrosalicilico DNS (Miller, 1959). La AH fue
determinada usando la maxima velocidad inicial de ART y definida como g DQO
glucosa/ g SSV*dia.
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1.2.2.2 Determinacién de la actividad metanogénica  especifica (AME) usando

acetato como sustrato modelo

Los ensayos de actividad metanogénica especifica fueron realizados en
biodigestores de 500 ml de capacidad. Inicialmente se afiadi6 el volumen de
in6culo equivalente a una concentracion de 1.5 g/L de SSV y se aforé con medio

mineral “balch” hasta completar un volumen de operacion de 400 ml.

El medio contenia una concentracién de 5 g/L de acetato de sodio como sustrato,
ademas de sales minerales disueltas en tampon bi-carbonato de sodio 0.02 N y
pH 7. Los experimentos fueron realizados por triplicado durante 30 dias a
temperatura de incubacién de 39 + 2TC. El volumen d e metano se midio por el
meétodo de desplazamiento alcalino (Angelidaki et al., 2009). La determinacion de la AME

se realiz6 usando la ecuacién 1.1

P

AME = ;
FC«VSSV

Ecuacion 1.1
Doénde:

AME = Actividad metanogénica especifica (g DQO/ g SSV * dia)

P = Maxima pendiente de la cinética de produccion de metano para cada
experimento (ml/d)

FC = Factor de conversion de g DQO (430 ml CH, humedo/g DQO a 39 °C)

V = Volumen del inéculo utilizado en el ensayo (I)

SSV= Concentracion de Solidos Suspendidos Volatiles en el indculo (g/l)

1.2.2.3 Determinacion del potencial de biometanizac  i6n (PBM)

El BF usado como sustrato fue colectado en una planta de beneficio de fique

ubicada en el municipio de Mogotes-Santander. Las muestras de BF se
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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 caracterizacion.

Los andlisis fisicoquimicos realizados al BF se determinaron de acuerdo con los

procedimientos establecidos. (APHA, 1998; Goering &Van Soest, 1970).

Los experimentos se llevaron a cabo en reactores por lotes de 500 ml, los cuales
contenian una relacién sustrato/inéculo de 1 (g SV ino6culo/ g SV sustrato)
determinada por experimentacion preliminar. La digestion anaerobia fue evaluada
durante 15 dias a 39 + 2<C. El desarrollo experimen tal consistio en 10 digestores
para cada indculo con su respectivo duplicado. Tres reactores fueron usados para
las mediciones de metano; cinco digestores se usaron para los analisis de
azucares reductores totales, acidos grasos volatiles totales, alcalinidad total, pH y

los otros reactores se utilizaron como blancos.

Las cinéticas de produccion de ART, AGVT, relacion AGVT/AT (APHA, 1998)

fueron usadas como parametros de control del proceso anaerobio.

La produccién de metano se cuantificé por el método de desplazamiento alcalino
(APHA 1998; Angelidaki et al., 2009; Demirer & Chen, 2005). EI PBM fue expresado en términos
de potencial especifico de metano a condiciones estandar de temperatura y
presion (m* CHa/kg SV).

Los resultados experimentales fueron analizados con el software StatGraphics

plus 5.1, StatPoint Inc. (Virginia, EE.UU). La prueba de Fisher fue usada para

verificar la diferencia estadistica entre los resultados.
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1.2.2.4 Incidencia de las saponinas sobre la activi dad metabdlica del

indculo

Se evalud la AH y la AME del in6culo seleccionado en la etapa anterior en
presencia de cuatro cantidades (2mg, 2mg, 3mg, 4mg) diferentes de saponina en

un volumen de operacion de 35 ml.

El extracto de saponinas se obtuvo a partir del bagazo de fique proveniente de una
planta de beneficio del municipio de Mogotes-Santander. Las muestras fueron
cuantificadas por el Laboratorio CIBIOT de la Universidad Pontificia Bolivariana
(Sede Medellin), mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion

con deteccion en PDA (Photo Diode Array).

La AH y la AME se llevaron a cabo en digestores de 50 ml, con un volumen de
operacion de 35 ml, incubados a 39 + 2T durante 24 horas y 192 horas
respectivamente. El volumen del in6culo, el medio empleado, el tipo y
concentracion de sustrato fueron descritos en la seccion 1.2.2 de este capitulo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El ensayo consistio en 24 digestores (12 para la determinacion de AH y 12 para la
cuantificacion de la AME). Cuatro reactores fueron utilizados para cada cantidad
de saponina adicionada (1mg, 2mg, 3mg, 4mg) con su respectivo duplicado, dos

reactores control (sin saponinas) y dos experimentos como blanco (sin sustrato).

En el caso de la AH, durante cada hora se tomaron muestras de los diferentes
ensayos para cuantificar la concentracion de ART por el método colorimetrico DNS
(Miller, 1959). La AH fue determinada usando la maxima velocidad inicial de ART y
definida como g DQO glucosa/ g SSV*dia.

El volumen de metano producido diariamente se uso para la determinacion de la

AME mediante la ecuacion 1.1.
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Produccién de azucares reductores totales (AR T) a patrtir de celulosa

usando los diferentes indculos

En la Figura 1.4 se presentan las cinéticas de produccién de azucares para cada

uno de los indculos evaluados, empleando celulosa como fuente de carbono.
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Figura 1.4 Cinética de produccién de Azucares Reductores [mg/ml] para cada in6culo usando celulosa como
sustrato (pH: 7.0, T: 39+2 C)

Fuente: El Autor

Como se observa en la figura 1.4 el arranque de los biodigestores para cada uno
de los indculos evaluados inicia en un intervalo entre 0.25 y 0.39 mg/ml de ART,
esto se debe a que cada in6culo contiene una concentracion de ART diferente de
acuerdo a la matriz donde proviene.

Durante los primeros ocho dias, no se observan incrementos en la produccion de

ART, debido probablemente a un periodo de adaptacion por parte de los
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consorcios microbianos hacia el sistema. Una vez que transcurre este periodo, se
aprecia un significativo aumento en la concentracién de los ART para todos los
in6culos evaluados, alcanzando la mayor concentracion (0.795 mg/ml) el liquido
ruminal; este valor representa un incremento de la produccion de ART de 34% con
respecto al inéculo compuesto por LR+LEC. La produccion mas baja de ART fue
la obtenida por los in6culos LPTAR y la mezcla LR+LPTAR con valores de 0.343
mg/ml y 0.375 mg/ml, respectivamente. A partir del dia 13, todos los indculos
alcanzan una produccion estable de ART. De acuerdo con lo anterior, se puede
afirmar que durante la cinética de produccion de ART se presenta una fase de
adaptacion, una fase de produccion de ART y una fase estacionaria, para cada

consorcio microbiano.

La produccion de ART mas alta correspondio al LR. Estos resultados estan
asociados con las caracteristicas nativas de la matriz donde proviene este
consorcio. Russell & Rychlik (2001) confirmaron que las bacterias presentes en el
liquido ruminal juegan un papel dominante en la fermentacion de fibras. El alto
rendimiento (0.795 mg/ml) del LR en la produccion de ART representa una
conversion del 85% de celulosa (fraccion lentamente hidrolizable) en azucares
(fraccion soluble) favoreciendo la etapa hidrolitica de la degradacion anaerobia de

residuos lignoceluldsicos.

Concentraciones mas bajas de azucares fueron encontradas por Hu et al. (2004);
0.104 g/ml y Mshandete et al. (2005); 0.26 mg/ml cuando usaron los sistemas
sustrato-consorcio celulosa con LR y sisal con LPTAR respectivamente; para la
produccion de biogés. La diferencia en las concentraciones de azucares obtenidos
en este trabajo comparada con la de otros investigadores puede deberse a la
composicion de cada uno de los sustratos evaluados y al tipo de consorcio
microbiano utilizado.
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1.3.2 Produccién de metano a partir de acetato usan  do los diferentes
indculos

La produccion de metano a partir del acetato usando los diferentes indculos se
presenta en la Figura 1.5. LEC y la mezcla LR+LEC (660 y 572 ml,
respectivamente), muestran la mejor capacidad de conversion del sustrato y
arranque del reactor comparado con los otros inoculos. De igual forma, con
respecto al metano teorico, el LEC y la mezcla LR+LEC alcanzaron los valores
mas altos (41% y 47% respectivamente), comparado con los otros indculos (LR,
EB, LPTAR y sus combinaciones) en los que se obtuvo entre 12 y 26% del metano
teorico.

800 -
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---#-—- LR+ LEC
---A-- LR+LPTAR
—8— LR
——EB

—&— LPTAR

Volumen acumulado de CH 4 (ml)

--#- LR+ EB

35

Tiempo (dias)

Figura 1.5 Volumen de metano acumulado (condiciones estandar de presion y temperatura) a partir del
acetato usando los diferentes in6culos (pH: 7.0, T: 39+2 C)

Fuente: El Autor

1.3.3 Produccién de metano a partir del bagazo de f ique (BF) usando los

diferentes indculos

Los resultados de la produccion de metano usando como sustrato BF se

presentan en la Figura 1.6. Comparando estos resultados con los presentados
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previamente, todos los inéculos tienen un comportamiento similar. A partir del dia
8, el LEC y la mezcla LR+LEC muestran la mejor produccion de metano
favoreciendo el proceso de biodegradacién. Los otros in6culos mantienen una

produccion estable durante el ensayo.
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Figura 1.6 Produccion de metano (condiciones estandar de presion y temperatura) a partir del BF usando los
diferentes in6culos (pH: 7.0; T: T: 39+2 T

Fuente: El Autor

La produccién de metano a partir del BF usando LR + LEC mejora 38% respecto a
los rendimientos obtenidos usando LPTAR como consorcio microbiano. Estos
resultados demuestran que la degradacion de materiales lignocelulésicos
empleando microorganismos anaerobios convencionales no es eficiente.
Resultados similares se encuentran en la literatura para sustratos como rastrojo de
maiz y cattail, entre otros (Thanakoses et al., 2003; Hu et al., 2006). Por otra
parte, el PBM del BF se redujo drasticamente cuando se utilizd LR como inéculo,
esto ocurridé porque se presentd una acumulacion de AGVT de 7440 mg/L
(Quintero, 2011) durante el proceso. De lo anterior, se puede concluir que a pesar

de que el liquido ruminal presenta una excelente capacidad para metabolizar
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sustratos complejos en componentes solubles, el exceso en la produccién de

AGVT afecta los rendimientos en la produccion de metano.

1.3.4 Evaluacion de los parametros: AH, AME Y PBM

Usando los resultados presentados en las Figuras 1.4 y 1.5 se calcularon los
valores de AH y AME para cada uno de los inoculos estudiados. El PBM se
determiné a partir de los resultados de produccion de metano a partir del BF
(Tabla 1.4).

Tabla 1.4 AH, AME de los inéculos y PBM de BF

INOCULO AR’ AME™ 3 pem™
(g DQO/ g SVS *dia) (g DQO/ g SVS * dia) (m” CH4/Kg SV)

E.B. 0.039 0.042 0.042
LEC 0.060 0.146 0.172

L. PTAR 0.015 0.017 0.150
LR. 0.068 0.026 0.157
L.R. + E.B. 0.048 0.025 0.087
L.R. +LEC 0.051 0.144 0.299
L.R. +PTAR 0.006 0.030 0.106

*Actividad Hidrolitica
**Actividad Metanogénica Especifica
**Potencial de Biometanizacion

Fuente: El Autor

El LR y el LEC presentaron la mejor actividad hidrolitica, alcanzando valores de
0.068 y 0.060 g DQO/g SVS*dia, respectivamente; la excelente actividad
enzimatica de estos inoculos demostrando la capacidad de degradar carbohidratos
complejos como la celulosa, ha sido reportada (Thanakoses, et al., 2003; Hu, et
al., 2004; Mshandete et al., 2005). Cuando el BF fue evaluado como sustrato, en
lugar de celulosa, los resultados de AH usando LR fueron significativamente mas
altos que para los otros inéculos (AH: 6.929 g DQO/g SVS*dia), con estos
resultados se corrobora que el LR es el mejor in6culo para la hidrdlisis de la

celulosa. El alto valor de AH cuando se emplea BF como sustrato se debe a que
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durante la fermentacion se produce ART a partir de las fracciones de celulosa y

hemicelulosa presentes en el BF.

Por otra parte, la AME estd fuertemente relacionada con la capacidad del
consorcio microbiano para transformar efectivamente los AGVT en acetato y
subsecuentemente convertido a metano por unidad de tiempo (Diaz-Baez et al., 2002;
Kumar, 2008). En este estudio, LEC y la mezcla LR+LEC mostraron los mejores
resultados con valores de 0.146 y 0.144 g DQO/g SVS*dia, respectivamente.

Los maximos valores de PBM utilizando BF como sustrato fueron obtenidos
cuando se emplearon LR+LEC y LEC como consorcios microbianos (0.299 y
0.172 m® CH4/kg SV adicionados, respectivamente). Dado que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el indculo LR+LEC comparado con los otros
indculos (p= 0.000), es posible afirmar que los consorcios microbianos contenidos
en la mezcla de LR +LEC tienen mejor afinidad al BF que otros consorcios (Figura
1.7).
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Figura 1.7 Distribucién de medias y medianas de la produccién de metano utilizando BF como sustrato y una
concentracién de inéculo equivalente a 1 gSV

Fuente: El Autor
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En la mezcla LR+LEC cada consorcio actla en sinergia para degradar la celulosa,
transformando los azucares en AGVT y finalmente en metano. Los resultados
expuestos anteriormente, demuestran que el sistema de mezclar LR + LEC
constituye un in6culo apropiado para la degradacion de sustratos provenientes de

la agro industria como el BF (Quintero et al., 2011).

1.3.5Produccion de azucares reductores totales (AR T) a partir de celulosa

para cada cantidad de saponinas

Las cinéticas de produccion de ART para cada cantidad de saponina (1 mg, 2 mg
3 mg y 4 mg) empleando como inéculo la mezcla de liquido ruminal y lodo
estiércol de cerdo, se observa en la Figura 1.8.

20 1

Concentracion de ART [mg/ml]

Tiempo (Horas)

—-—Control —-<=-1mg —-2mg —=3mg —-+4mg

Figura 1.8 Cinéticas de produccién y consumo de ART a diferentes cantidades de saponina

Fuente: El Autor

De acuerdo con la Figura 1.8 la hidrdlisis de la celulosa y el consumo de azucares
se presenta durante las 10 primeras horas para cada uno de los experimentos que
contienen saponina. Transcurrido este tiempo se alcanza la estabilidad del
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proceso y posteriormente la actividad hidrolitica se reduce significativamente al

terminar el tiempo de digestion, lo cual se traduce en un consumo total de azucar.

La actividad enzimética mas alta se alcanza a la hora 10 con una concentracion de
ART de 15.36 mg/ml cuando se adicionan 4 mg de saponina; la produccion mas
baja de ART fue la obtenida por el ensayo con 1 mg de saponina. Los resultados
mostrados confirman que 24 horas son suficientes para que las enzimas
extracelulares de las bacterias hidroliticas desarrollen eficientemente su actividad

hidrolizando la celulosa y consumiendo los azucares producidos.

La relacion lineal (Figura 1.9) comprobada entre la actividad enzimética y la
presencia de saponinas (Furcraea ssp) demuestra que los compuestos
esteroidales no inhiben el crecimiento y desarrollo de las bacterias hidroliticas, por
el contrario estimulan su actividad hidrolitica mejorando los rendimientos en la
produccion de azucar a partir de sustratos complejos como la celulosa (Figura

1.9).
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Figura 1.9 Actividad hidrolitica de los microorganismos a diferentes cantidades de saponina

Fuente: El Autor

Dado que la saponina presente en el BF activa la capacidad hidrolitica del in6culo

LR+LEC, es posible emplear este aditivo para incrementar los rendimientos de la
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etapa hidrolitica de la digestion de sustratos complejos. Estos resultados son
contradictorios a los presentados por Wang et al. (2000) quienes plantearon que
las saponinas a partir de Yucca schidigera inhiben la actividad hidrolitica de las
bacterias presenten en el rumen. Esto indica que las investigaciones acerca de la
incidencia de la saponina sobre los microorganismos es particular para cada

consorcio microbiano y depende de la planta de donde proviene la saponina.

1.3.6 Produccién de metano a partir de acetato

La produccion de metano para las cantidades de saponina adicionadas se
presenta en la Figura 1.10. Durante las primeras 98 horas de digestion no se

observan diferencias significativas del volumen de metano producido.

A partir de la hora 100 se incrementa el volumen de metano para los reactores que
contienen 1 mg y 2 mg de saponina alcanzando valores de 145 ml y 104 mi
respectivamente. Comportamiento contrario presentaron los ensayos con 3 mg y 4
mg de saponinas, en los cuales se redujo significativamente el volumen de metano

a 74 mly 60 ml respectivamente.

Volumen acumulado de
metano [mL]
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Figura 1.10 Produccién de metano a diferentes cantidades de saponina

Fuente: El Autor
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Durante la evaluacion de la AME a partir del indculo previamente seleccionado, en
presencia de diferentes cantidades de saponina del inéculo (Figura 1.11), se
distinguen dos zonas: la primera representa un incremento en la AME del in6culo
lo que se traduce a una activaciéon de las funciones metabdlicas del consorcio
microbiano y la otra zona muestra una inhibicion de la actividad microbiana en

presencia de saponinas esteroidales.
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Figura 1.11 Actividad Metanogénica de los microorganismos a diferentes cantidades de saponina

Fuente: El Autor

Lo anterior, determina que bajas concentraciones de saponinas presentan un
mecanismo de activacion sobre las bacterias metanogénicas, incrementando la
produccion de metano en un 51.5% con respecto al control. Lo cual es
corroborado por Singh et al. (2001) quienes explicaron que la produccién de
biogas aumenta al manipular el metabolismo de los microorganismos a través de
compuestos estimulantes como los esteroides. Sin embargo, altas
concentraciones de saponina causan inhibicion del proceso de metanizacion. Esto
puedo explicarse debido a que la mayoria de bacterias metanogénicas carecen de
proteccion en la pared celular y facilmente se pueden lisar en la presencia de altas
concentraciones de surfactantes como la saponina (Gerardi, 2003). Resultados
similares fueron discutidos para la degradacion anaerobia de desechos de cocina

y plantas deserticas (Prabhudessai et al., 2009; Almeida et al., 2010; Patra & Saxena, 2010).
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1.4 CONCLUSIONES

Se estudid la degradacion anaerobia de BF usando diferentes fuentes de
consorcios microbianos. El inéculo LR+LEC garantiza la mejor produccion de
biogas a partir del bagazo de fique. Las actividades hidrolitica y metanogénica de
este inoculo (0.05 g DQO/g SVS*dia y 0.14 g DQO/g SVS*dia, respectivamente)
determinan el arranque de la produccion de biogas a partir de residuos
lignocelulésicos. El potencial de biometanizacién del bagazo de fique (0.3 m?
CHy4/kg SV adicionados) demuestra el alto potencial de bioconversién del in6culo

compuesto por la mezcla LR +LEC.

Durante este estudio se encontré que las saponinas esteroidales (Furcraea ssp)
presentan una relacion lineal con la actividad hidrolitica, demostrando que los
compuestos esteroidales estimulan la actividad hidrolitica de los consorcios
microbianos presentes en la mezcla LR+LEC y podrian ser utilizados para mejorar
los rendimientos de la etapa hidrolitica de la digestion anaerobia de sustratos

complejos.

La actividad metanogénica se favorece cuando se adicionan bajas dosis de
saponina (Img y 2 mg), consiguiendo un incremento del 51.5% en la produccién

de metano con respecto al control.
El uso de compuestos esteroidales a bajas concentraciones puede manipular

positivamente la actividad metabdlica de los microorganismos consiguiendo

mejorar la produccion de biogas.
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Il.  CAPITULO: DIGESTION ANAEROBIA DEL BAGAZO DE FIQ UE

La DA descrita en el capitulo uno, es un proceso ingenieril y por ende la
determinacion de sus mejores condiciones de operacién se convierte en un reto.
Prueba de lo anterior lo constituyen los 2266 reactores instalados alrededor del
mundo (Censo enero 2007). La mayoria de estos reactors son alimentados con

residuos de la industria agro alimentaria (van Lier, 2008).

El disefio de DA para el bagazo de fique conllevé a determinar las variables de
operacion que brinden una produccién de biogas acorde a valores reportados en
literatura para residuos lignocelulésicos y ademas garantice la estabilizacion del

residuo.

En este capitulo se presenta el desarrollo del proceso de DA para el bagazo de
fique, en el cual se estudiaron los aspectos relacionados con las variables de
operacion: relacion inéculo/sustrato, cuantificacion de grupos troficos presentes en
el in6culo, evaluacion de la dinamica de crecimiento microbiano, temperatura,
agitacion y tipo de configuracion operacional del bioreactor. El rendimiento del
proceso se evalud a partir del potencial de biometanizacion (PBM), variable
respuesta que ha sido establecida a nivel internacional por la comunidad cientifica

gue investiga en DA.

2.1 DISENO DE DA PARA BAGAZO DE FIQUE

La DA es una tecnologia interesante para mitigar problemas ambientales y
producir energia; se aplica a fuentes de energia renovables debido a su bajo costo
y alta eficiencia (Rapport et al., 2008). Los residuos agricolas son materias primas
atractivas para la DA, debido a su abundante oferta, bajo costo y alto rendimiento

en la produccion de biogas. Biomasas residuales como la cebada y el arroz
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mostraron alto potencial de biometanizacion generando producciones especificas
de metano en términos de Solidos Volatiles (SV) de 229 y 195 NI CH,4 /kg SV
respectivamente (Dinuccio et al., 2010). El ensilado de pasto se ha convertido en
el sustrato mas importante después del ensilado de maiz empleado en plantas de

biogas en Alemania (Prochnow et al., 2009).

Durante la DA las etapas de hidrdlisis de las macromoléculas, acidogénesis de los
monomeros, acetogénesis y metanogénesis, son realizadas por consorcios
microbianos conformados por diferentes poblaciones de microorganismos (Kumar,
2008). En la hidrdlisis los microorganismos convierten las grandes cadenas de
carbonos en compuestos sencillos. En la etapa de acidogénesis, los
monosacéaridos producidos en la etapa anterior son convertidos en acidos
orgéanicos tipo acetato, propionato, butirato, valerato, y CO, e H,. Posteriormente,
en la etapa de acetogénesis se genera acetato mayoritariamente, H, y COs,.
Finalmente en la metanogénesis el consorcio metanogénico utiliza el acetato para

producir gas metano (CH,) y CO; (Gerardi, 2003).

En la DA la hidrdlisis es la etapa limitante de la degradacién de la materia organica
(Pavlostathis & Giraldo-Gomez, 1991) y su evolucion se cuantifica mediante la
determinacion de las concentraciones de azUcares reductores totales (ART). Asi
mismo la cuantificaciébn de la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) y
metano, determinan el grado de desarrollo de las etapas acidogénica y

metanogénica respectivamente.

2.1.1 Sustrato en la DA
En la DA el biogas obtenido es producto de una serie de reacciones en cadena, a

partir del carbono que posee el sustrato. De esta forma los carbohidratos se

convierten en azlcares simples, las grasas en acidos grasos y glicerol y las
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proteinas se hidrolizan hasta péptidos y aminoacidos, liberando dioxido de

carbono (CO,) e hidrégeno (H,) para finalmente llegar a metano (Appels et al., 2008).

Por consiguiente, en la DA las caracteristicas fisicoquimicas del residuo influyen

directamente en el tiempo de retencién del proceso y en la conversion de los

solidos totales y volatiles hacia metano (Li et al., 2011). El tipo de residuo, y por ende

sus caracteristicas fisicoquimicas, influye directamente sobre la cantidad y

concentracion del metano producido (tabla 2.1).

Tabla 2.1 Potencial de biometanizacién de diferentes residuos

PRODUCCION DE

F:Egl-:—DEU[())E RESIDUO METANO REFERENCIA
(m3CHu/kg SV)
Carne cocida 0.48
Alimentos mezclados 0.47
Arroz cocido 0.29 Cho et al., (1995)
urbanos (RSU) Papel periédico 0.10
RSU + ensilaje 0.11
RSU + estiércol 0.03 Forster-Carneiro et al., (2007)
RSU + lodo digerido 0.29
Semillas oleaginosas 0.42
- Petersson et al., (2007)
Paja 0.44
Maiz (ensilado) 0.39
Agro industriales Hojas de remolacha 0.21 Amon et al., (2007)
Girasol 0.3
Sisal + desechos de pescado 0.39 Mshandete et al., (2004)
Sisal 0.24 Mshandete et al., (2005)
Céscara de platano 0.27
Mango 0.37 Nallathambi Gunaseelan
Frutas y vegetales -
Tomate podrido 0.3 (2004)
Cebolla 0.4
Cerdo 0.356
) Moller et al., (2004)
Estiércol Jabali 0.275
Ganado vacuno 0.328 Hashimoto et al., (1981)

Fuente: Ward et al., 2008 modificado por el autor.
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Algunos residuos cuyas caracteristicas fisicoquimicas se asemejan a las del fique,
por su naturaleza lignocelulésica, han presentado buenos rendimientos al ser
utilizados como sustratos para la DA. Por ejemplo, el cattail (planta acuatica) y el
sisal ofrecen una conversién promedio de sélidos volatiles a metano del 60%,
empleando liquido ruminal como inéculo (Hu & Han-Qing Yu, 2006, Mshandete et al., 2004). La
maxima produccién de metano (0.21 m®CHa/kg SV) a partir del maiz se alcanzé
con una relacion indculo/sustrato de 3, usando como indculo LPTAR (Raposo et al.,
2006). De igual forma, se obtuvo un rendimiento de metano de 0.304 m*CHy/kg SV a

partir de la co-digestion de pasto con estiércol de cerdo (xie et al., 2011).

2.1.2 Inéculo en la DA

En el proceso de degradacion anaerobia intervienen grupos de bacterias
anaerobias facultativas y anaerobias estrictas, las cuales son las responsables de
la produccién de metano. Los grupos troficos involucrados en la DA son altamente
dependientes de las interacciones metabdlicas de cada especie; la inhibicion de
uno de ellos puede causar disminucién en el rendimiento del proceso de

biometanizacion (Schink & Zeikus, 1982).

La cuantificacion de los grupos tréficos en una DA ayuda a identificar las
diferentes reacciones metabdlicas que se llevan a cabo y mejorar el arranque y
estabilidad del reactor (Sandoval et al., 2009). De igual forma, la determinacion de la
viabilidad de las poblaciones bacterianas anaerobias estrictas, permite evaluar la
calidad del in6culo durante el tiempo de operacién y tomar decisiones acerca del
control y optimizacion del proceso (Diaz-Béez et al., 2002). El tipo de inéculo, es un
factor importante que influye en el arranque y operacion del biodigestor como se

discutié en el capitulo 1 (Forero & zufiga, 2003; Silva et al., 2004; Mshandete et al., 2005).
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2.1.3 RIS (indculo/sustrato) en DA

La relacion sustrato inoculo (RIS) se expresa en funcidn del contenido de solidos
volatiles en el inoculo por la concentracion de sélidos voléatiles adicionados en el
sustrato. En la DA la RIS se constituye en un pardmetro operacional importante

para especificar el potencial de biometanizacién de cualquier residuo (Chen &
Hashimoto, 1996).

Durante la DA de desechos de cocina, mediante lodo granular y lodo suspendido,
se evidenci6 que la seleccion de la RIS llega a ser mas determinante que la misma
actividad metabdlica del indculo (Neves et al,, 2004). En la degradacion anaerobia de
desechos de comida, residuos agro-industriales y co-digestiéon se comprobd que
existe una relacion lineal decreciente entre los rendimientos de biogas y el relacién
sustrato/indculo (Liu et al., 2009). Recientemente se evalud el efecto de la RIS sobre la
digestion anaerobia a partir de algas, en este estudio se demostré que la
produccién de metano se redujo de 0.140 m*CHa/kg SV a 0.094 m3CHs/kg SV

cuando la RIS disminuy6 de 2.0 a 0.5 gsv/gsV (Zeng et al., 2010).

Por lo anterior se evidencia que la RIS tiene una influencia significativa, casi que
de forma lineal, sobre los rendimientos de la produccion de metano. Por
consiguiente durante la DA de cualquier tipo de residuo, la determinacion

experimental de la RIS se constituye en un parametro operacional obligatorio.

2.1.4 Temperatura

En la DA intervienen grupos de bacterias hidroliticas y metanogénicas, las cuales
pueden necesitar de niveles de temperatura especificos para su adecuado
crecimiento. Algunas fermentaciones llevadas a cabo en el rango termofilico (50-
55C) favorecen la reduccion de patdégenos. Sin embargo, a estos rangos de
temperatura se genera una alta concentracion de AGV que inhiben la
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metanogénesis, y ademas el proceso conlleva implicaciones energéticas (Hansen et

al., 1998; Kabouris et al., 2009).

Con respecto al rango psicrofilico, recientes estudios han demostrado que existen
microorganismos que son flexibles a bajas temperaturas mediante adaptaciones
entre rangos psicrofilicos y mesofilicos, lo cual favorece las aplicaciones a escala
industrial (Kashyap et al., 2003). Por ejemplo, los rendimiento de biogas a partir de
estiércol de ganado y estiércol de cerdo fueron de 0.92 m® CH4/ m®/ dia y 0.21
m>CHa/kg SV adicionados cuando las fermentaciones fueron llevadas a cabo a

9T y a 23T respectivamente (Kanwar & Guleri, 1994; Hill et al., 2001).

La mayoria de procesos anaerobios se llevan a cabo en rangos mesofilicos (35-
39C) debido a que estas temperaturas permiten la e stabilizaciéon del reactor,

presentando rendimientos de metano satisfactorios (Gerardi, 2003; Kumar, 2008; Mata-
Alvarez 2003).

2.1.5 Agitacion

La importancia de la agitacion en los procesos anaerobios radica en asegurar una
eficiente transferencia de la materia organica (sustrato) con la biomasa microbiana
(inéculo). El mezclado del reactor puede ser continuo o intermitente, dependiendo
del disefio del reactor, el tipo de agitador y el contenido total de solidos del

sustrato.

La agitacion usada en procesos de digestién anaerobia puede ser de dos tipos:
mecanica y por recirculacion de gas; el uso de una u otra depende del tamafio del

reactor y de la tecnologia disponible (Bulock & Kristliansen 1989; Ward et al., 2008, Nizami &
Murphy, 2010, Asam et al., 2011).

Por ejemplo en la DA de melaza incrementar la agitacion a 200 rpm en la fase

hidrolitica-acidogénica y mantener la fase metanogénica a 30 rpm, permitio
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incrementar el rendimiento del proceso hasta un 70%, con respecto a un proceso

sin agitacién controlada (Park et al., 2010).

2.1.6 Configuracion de biorreactores

La DA puede ser realizada en biorreactores de tanque agitado en operacion por
lotes. En Suiza se empled este tipo de operacion para la degradacion anaerobia
de maiz fresco, el indculo utilizado provenia de una planta de DA y la operacion se
llevdo a cabo a 37C y 70 rpm alcanzando un rendimie nto de metano de 450
m3CH./ t SV (Nges et al., 2011). El rendimiento de metano del bagazo de fique fue de
0.36 m® CH./kg SV cuando el proceso se llevé a cabo en un reactor “batch” de 3l a

temperatura de 21C y 80 rpm (Cardenas & Fuentes, 2011).

La operacion en continuo también ha sido utilizada para llevar a cabo el proceso
de DA. La produccion de biogas a partir de estiércol fue llevada a cabo en un
reactor continuously stirred tank reactors (CSTR) de 5l alcanzando una produccion

de 0.370 m3CH4/kg SV alimentado (Kaparaju et al., 2009).

Cuando soélo se utiliza un equipo de reactor, donde ocurren las cuatro etapas de la

DA, se denomina proceso en una fase (wang et al., 2009).

La DA en operacion por lotes permite alcanzar conversiones de materia organica
a metano entre el 40% y 70%, aunque la produccion de metano es irregular y
discontinua. Alrededor del 90% de las plantas instaladas en Europa, para digerir
residuos solidos municipales y biologicos, corresponden a unidades que operan en
forma continua en una fase; debido a que su disefio es mas simple y el costo de

inversion es menor que el de dos fases (Bouallagui et al., 2005; Nizami & Murphy, 2010).

Sin embargo, la DA también puede llevarse a cabo en dos Biorreactores, que

permiten separar la etapa de acidogénesis de la metanogénesis, y permitir la
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optimizacion simultanea de ambos procesos. Este tipo de configuracion se le

denomina DA en dos fases (Alonso et al., 2006; Yue et al., 2007; Vavilin et al., 2008).

Debido a que la hidrdlisis es la etapa limitante del proceso para la DA a partir de
residuos lignoceluldsicos, una configuracion en dos fases favorece la degradacion
de material particulado en la fase hidrolitica-acidogénica (Yue et al., 2007). Ademas el
proceso en dos fases aumenta la estabilidad del proceso mediante el control de la

acidificacion, evitando sobrecargas y acumulacion de material tOxico (Solera et al.,
2002; Borja et al., 2003; Demirer & Chen, 2005).

Diferentes sustratos han sido tratados en configuracién de dos fases alcanzando
rendimientos mas altos comparados con los realizados en una fase. Por ejemplo,
la produccién de metano en un proceso en dos fases empleando residuos de
frutas y vegetales y in6culo lodo activo residual produce un rendimiento de 0.37 m*
CHu4/kg SV (Dinsdale et al., 2000). La degradabilidad anaerobia de materiales

lignoceluldsicos consigue un 95% de conversion de sdlidos volatiles a metano
(Bouallagui et al., 2005).

En el estudio de la digestién anaerobia del estiércol de ganado se concluyé que el
proceso es mas eficiente cuando se lleva a cabo en dos fases porque la hidrélisis

y la acidogénesis son las etapas controlantes (myint et al., 2007).

Sin embargo, para los residuos lignocelulésicos las investigaciones relacionadas

con el tipo de configuracién que debe emplearse durante la DA es limitado.

2.2 ESTUDIO EXPERIMENTAL PARA DA DE BF EN OPERACION POR
LOTES Y EN CONTINUO

En este apartado se describe el método experimental utilizado para el estudio de
la DA del bagazo de fique. A partir del proceso en operacion discontinua (lotes) se

determiné el valor de la RIS y se evalu6 el efecto de la temperatura.
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Posteriormente en bioreactores a escala de 250 ml se comparé el rendimiento
operacional del proceso tanto en una fase como en dos. Finalmente, mediante la
operacién en continuo se establecid la carga diaria de bagazo alimentado al
reactor y se corroboré la estabilidad del consorcio microbiano para la produccion

del biogas.

Bagazo de fique: sustrato para DA

El bagazo de fique (BF), que se utilizO como sustrato en la DA, se recolectd en
una planta de beneficio ubicada en Mogotes - Santander. Las muestras de BF se
conservaron refrigeradas y fueron trasladadas al laboratorio de la Escuela de
Ingenieria Quimica de la UIS para su posterior caracterizacion (Tabla 2-

Introduccion general).

Mezcla de LR y LEC inéculo para DA

Como inoculo se utilizé un consorcio de microorganismos presentes en la mezcla
compuesta por liquido ruminal (LR) y lodo estiércol de cerdo (LEC). El LR se
obtuvo de panzas bovinas y fue recolectado en el frigorifico “El Vijagual”, Rionegro
— Santander. El LEC se recolectd en los pozos sépticos de la porcicola
“Portoferrayo” ubicada en el municipio de La Mesa de los Santos-Santander. Al
inoculo se le realizé una caracterizacion fisicoquimica (Tabla 2.2) (Quintero et al., 2011),
de acuerdo con los protocolos establecidos por el Standard Methods (APHA, 1998) Y

microbioldgica (Tabla 2.3) de acuerdo a los protocolos APHA.

Tabla 2.2 Caracteristicas Fisicoquimicas del in6culo LR-LEC

Parametro Unidades Valor
pH -- 8
AGV mg/l 7200
AT mg CaCOsl/l 3100
ST mg/l 43770
SSv mg/l 21880
STV mg/l 23640

Fuente: El Autor
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La caracterizacion microbiolégica tuvo por objeto cuantificar los principales grupos
microbianos presentes en el ino6culo y se llevd a cabo mediante la técnica de
Numero Mas Probable (NMP) (APHA, 1998). Las muestra fue introducida en la
camara de atmésfera de nitrégeno, para realizar las diluciones, primero la muestra
se homogenizo, y luego se tomé 1 ml de esta para diluirla en 9 ml de agua
reducida. Posteriormente se realizaron las diluciones seriadas, agregando 1ml de
la dilucion anterior en 9 ml de agua reducida, utilizando una jeringa purgada con
nitrogeno previamente y trabajando con las normas de asepsia para evitar la
contaminacién de las diluciones, hasta llegar a la dilucién 10°. La inoculacion de
los tubos se realizd con jeringas bajo flujo de nitrdgeno, los medios se inocularon
con 0.2 ml por tubo de la dilucion correspondiente y se inocularon 5 tubos por
dilucion, mas dos blancos control sin inoculo por medio. La incubacion se realizo a

35° C durante el periodo recomendado para cada grupo troéfico.

La positividad del ensayo se identificod de acuerdo con las caracteristicas de cada
grupo tréfico (Tabla 2.3). La produccién de metano se midié con un detector de
gases infrarrojo modelo PGD3-IR marca Status Scientific Controls. El NMP se

calculd utilizando la tabla estadistica de Mac Grady para 5 tubos por dilucion.

Tabla 2.3 Caracteristicas principales de NMP de acuerdo con los grupos tréficos

e . _Tiempo_(;le Deteccion de tubos
Grupo Troéfico Sigla Sustrato g]sc%b(adcil;)sg positivos
Bacterizzfglrungiggadoras (BFG) Glucosa 5a8 Cambio gemgcr)i:%r verde a
Bacteriz;z lftlear(r:rt]:tr;tativas (BFL) Lactato 5a8 Cambio gfn ;(r)i:%r verde a
re diig?er\?ZSIU.'laf:é?ato (BSRA) Acetato 7ail5 Produccién de FeS
Bactiriiéariéneentgfrill(i)gfsnicas (BMH) H2/CO; 15a45 Deteccion de metano
Bactegiztrgsgasrtlﬁginicas (BMA) Acetato 30 a 60 Deteccion de metano
Bacterias metanogénicas (BMM) Metanol 30 a 60 Deteccion de metano

del metanol

Fuente: El Autor
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Proceso de DA del BF operacion por lotes

Como bioreactores para la digestion anaerobia del BF en operacion por lotes se
utilizaron botellas de vidrio de 500 ml, las cuales se gasificaron con CO,, para
garantizar anaerobiosis. La influencia de la RIS y de la temperatura sobre la
produccién de metano a partir del BF se evalué mediante un disefio factorial 3% Al
biorreactor se adicioné una masa de bagazo de fique y un volumen determinado
de mezcla inéculo y posteriormente se taparon con corchos de butilo y se sellaron
con agrafes de aluminio. A partir de una base fija de in6culo expresada en g SV
(6,1 g SV) se modifico la carga organica (4.6 g SV, 10.4 g SV; 18.8 g SV), con el

fin de obtener diferentes valores de RIS (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Disefio factorial del efecto de la RIS y la temperatura sobre la produccién de
metano a partir de BF

Variables Unidades Niveles de experimentacion
Bajo Medio Alto
RIS g SV/ig SV 0.3 0.6 1.3
Entrada
T T 21 39 55
Respuesta Produccién mi
de metano

Fuente: El Autor

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, durante 10 dias de operacién

y se incluyd un experimento denominado blanco el cual contenia solo indculo.

La evolucion y estabilidad del proceso de digestion se determiné cuantificando las
variables ART, AGV, AGV/AT, pH vy volumen de CH,4 producido.

La concentraciéon de ART se determind mediante el método colorimétrico del Acido

Dinitrosalicilico (DNS), usando un espectrofotometro GENESYS 20 Thermo

Spectronics, a una longitud de onda de 540 nm (wmiller, 1959). La cuantificacion de
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SV, AGVT, AT se realizaron de acuerdo a los protocolos descritos en el Standard

Methods (aPHA, 1998). El pH fue determinado por método directo.

La produccion de biogas se determind mediante el método de desplazamiento
alcalino (APHA, 1998; Angelidaki et al., 2009). El metano obtenido se expresé en

condiciones normales, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2.1

VNTP =Vx (%)

Donde:

Vnte = Volumen de gas en condiciones normales (ml)
V = Volumen de gas generado (ml)
Po = Presion del CH,4 en condiciones normales

Py = Presion de vapor a la temperatura del test (mbar)

El porcentaje de metano se determin6 mediante un detector de gases

infrarrojo modelo PGD3-IR marca Status Scientific Controls.

Proceso de DA del BF operacién en continuo

La operacion en continuo se realizé en un bioreactor de 23 I. (Figura 2.1), el cual

esta provisto de un tanque de acero inoxidable y un sistema de agitacion tipo
helicoidal operado por un motor Tech Top electric motors, en un rango de
agitacion entre 80 — 300 rpm. El tanque esta equipado con un ducto lateral y otro
inferior que permiten la carga y descarga de sustrato y efluente. La tapa del
reactor cuenta con 3 valvulas especiales de seguridad, que permiten operar el
equipo en un rango de 0 a 45 psi de presiéon. Una de las valvulas esta conectada a
un contador de diafragma marca METREX para realizar las mediciones diarias de

volumen de gas producido.
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Figura 2.1 Esquema del reactor anaerobio de 23 |
Fuente: El Autor

El arranque y puesta en marcha del reactor se realiz6 en dos periodos: El primer
periodo consisti6 en operar el reactor por lotes durante 30 dias (teniendo en
cuenta los resultados preliminares obtenidos a volumen de 0.5l). Para el segundo
periodo se probaron cargas de 180 g BF, 220 g BF, 260 g BF y 300 g BF con
tiempos de retencion hidraulica de 20 dias. Posteriormente el reactor se operd
continuamente durante 120 dias, adicionando diariamente 300 g de BF y haciendo
descargas de 260 g de lodo efluente, el cual fue separado en dos fases, la fracciéon
sélida se encal6 para su adecuada disposicion y la fraccion liquida se recircul6 al
reactor para evitar digestion seca. Las condiciones de operacién del bioproceso se
presentan en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5 Condiciones de operacién proceso en continuo

Variable Unidad Valor
Volumen de reactor | 23
Volumen de operacion | 17.8
Carga orgénica diaria kg SV de BF 0.5
Carga orgéanica promedio kg Sv/im*dia 19
Agitacion (intermitente) rpm. 30
Temperatura ambiente T 21
Tiempo de retencién hidraulico dias 120

Fuente: El Autor
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De igual forma que en la operacién por lotes las variables de respuesta fueron
ART, AGV, AGV/AT, pH y volumen de metano. En esta operacion se evalué la
dinamica de la poblacion microbiana en completa anaerobiosis. Cada cinco dias
se tom6 una muestra de la masa reaccionante dentro del bioreactor, y se
cuantifico la densidad aproximada de microorganismos expresada en unidades
formadoras de colonia por ml (UFC/ml) utilizando el método de roll tube. (Hungate,

1970; Arcos et al., 2004).

DA de bagazo de fique en proceso a dos fases

El proceso de DA en dos fases se disefio con dos reactores, que permiten llevar a
cabo las etapas por separado, utilizando en cada reactor el correspondiente
indculo. Para las etapas de hidrdlisis y acidogénesis (Fase A) se utilizé un reactor,
denominado acidogénico (RA) y para las etapas de acetogénesis y metanogénesis
(Fase B) un reactor denominado metanogénico (RM). Los dos reactores fueron
recipientes de vidrio de 500 ml de volumen. Se incluyé un reactor control (una
fase) denominado convencional. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Las variables de respuesta se cuantificaron por los protocolos sefialados

en la seccion 2.1.4

El reactor acidogénico se inoculé con 150 ml de LR, teniendo en cuenta que este
consorcio tiene alta actividad hidrolitica (Tabla 1.4 Capitulo 1). Los ensayos se
realizaron en biodigestores por lotes de 500 ml con un volumen de operacién de
172 ml, una carga organica de 3.6 g SV de BF, agitados continuamente a 180 rpm.
(Rueda & Sanabria, 2011). Como parametros de control se consideraron el pH y la
relacibon AGV/AT; y como variables respuesta: la actividad hidrolitica (AH),
determinada como la variacién de la concentracion de Azucares Reductores
Totales (ART) en el tiempo y definida como g DQO glucosa/ g SSV*dia. La
velocidad de agitacion se control6 con el equipo Agitador Orbital, marca “Orbit

Shaker Lab Line” graduado en 180420 rpm. La fase acidogénica se mantuvo a
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temperatura ambiente durante 9 dias, y luego la carga de este bioreactor se

adiciond al reactor metanogénico.

El reactor metanogénico de 500 ml tuvo un volumen de operacion de 322 ml. El
arranque de los biodigestores metanogénicos inicié con la mezcla del contenido
total del reactor acidogénico y con una carga adicional de LEC, dado que este
consorcio posee una alta actividad metanogénica (Tabla 1.5 capitulo 1). La fase
metanogénica se mantuvo durante 12 dias, a una temperatura de 39+2 C (Rueda &
Sanabria, 2011). Al igual que en los biodigestores acidogénicos, se controld el pH y la
relacion AGV/AT, mientras que la variable respuesta fue el volumen de metano

producido.

Con el objeto de evaluar el desempefio del proceso de DA en dos fases, se
estructur6 un experimento control en un reactor convencional (RC), a igual
volumen y tiempo de operacion, pero en una sola fase. El RC tuvo un volumen de
operacion de 322 ml, carga organica de 3.6 g SV de BF, in6culo la mezcla
LR+LEC, tiempo de digestion 21 dias y se incubd a una temperatura de 39+2<C,
sin agitacion. En la Tabla 2.6 se resumen las condiciones de operacion de los
reactores acidogénico y metanogénico respectivamente y para el reactor

convencional.

Tabla 2.6 Condiciones de operacion para biorreactor de DA en proceso
convencional y por fases.

Variables de operacion Valor

P (RA) (RM) (RC)

Volumen del reactor [ 0.5 0.5 0.5
Temperatura [C] 21 39 39
tiempo de digestion [dias] 4 10 10
Agitacion [rpm] 180 0 0
3.6 3.6
9 Hidrolizados 9

Sustrato [g SV] 11 de RA 11
13 13

Inéculo (LR-LEC) 1] - - 0.3
Inéculo (LR) 1 0.150 - -
Inéculo (LEC) [ - 0.150 -

Fuente: El Autor

83



Los resultados experimentales fueron analizados aplicando el software
StatGraphics plus 5.1, StatPoint Inc. (Virginia, EE.UU). El test de Fisher’'s fue
usado para verificar las diferencias estadisticas entre los resultados. El ajuste de
los datos experimentales se realiz6 en Matlab 7.9.0.529 con la herramienta
curvefitting.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizacion microbiolégica del in6culo: L R+LEC

La distribucion porcentual de las poblaciones microbianas presentes en la mezcla
LR+LEC se presentan en la Figura 2.2. El andlisis de la composicion microbiana
mostré una alta densidad de bacterias anaerobias estrictas (BAS), lo cual es
favorable para el arranque del proceso. Las poblaciones de los microorganismos,
presente en LR-LEC no fueron afectadas por el proceso de toma de muestra,
traslado al laboratorio y durante tiempo de proceso.

Figura 2.2 Recuento de los grupos troficos del inéculo (mezcla de LR+LEC) por la técnica del NMP*

*BFG: Bacterias fermentadoras de glucosa; BFL: Bacterias fermentativas de lactato; BSRA: Bacterias sulfatoreductoras del
acetato; BMH: Bacterias metanogénicas hidrogenofilicas; BMA: Bacterias metanogénicas acetoclasticas ; BMM: Bacterias
metanogénicas del metanol

Fuente: El Autor
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El alto recuento de bacterias BFG y BFL indica una mayor actividad enzimatica
durante las etapas hidrolitica y acidogénica del proceso fermentativo; esta
caracteristica del in6culo es favorable dado que la hidrdlisis es la etapa limitante
de la digestion anaerobia de los sustratos lignocelulosicos. Por otra parte la
presencia de BSRA garantiza la metabolizacion del acetato, ya que estos grupos
de bacterias tienen la habilidad de crecer utilizando el metabolismo de la oxidacion
incompleta de etanol, e incluso en algunos casos pueden llegar a desviar la ruta
metabolica hacia la produccion de H,S (Chaves & Diaz-Baez, 2003). El grupo de
las BMM, BMH y BMA es denominado bacterias arqueas metanogénicas
hidrogendfilas, y son las encargadas de mantener una presion parcial de
hidrégeno en un nivel que permita la degradacion sintrofica del etanol y el
propionato (Gerardi, 2003; Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009). La poblacion
de las bacterias archibacterias metanogénicas hidrogenofilas presentes en el LR-
EC corresponde al 25% del total del recuento de la poblacion microbiana, esto
indica que este inoculo tiene un alto potencial de bacterias responsables de la
produccion de metano. Estos resultados demuestran que el arranque y la
estabilidad del proceso de digestion anaerobia es favorable al emplear la mezcla
LR+LC debido a que existe una relacion simbittica equilibrada entre los diferentes

grupos troéficos.

2.3.2 Operacion “ Batch” : Influencia de la relacion in6culo sustrato y la

temperatura sobre el potencial de biometanizacion d el bagazo de fique

La produccion de metano y degradacion de solidos volatiles a diferentes
temperaturas (21C, 39C, y 55C) para cada RIS eva luada se muestra en la
Figura 2.3. Las mayores producciones de metano después de diez dias de
digestion 2285 ml, 2920ml y 1721 ml se alcanzaron a 39%C; los porcentajes de
metano en el biogas obtenido fueron: 62%, 60% y 59% para la RIS de 1.3, 0.6 y
0.3 respectivamente. Los rendimientos de la produccion de metano (Yps) para

cada RIS fueron calculados dividiendo el metano acumulado durante el tiempo de
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digestion a condiciones estandar de presion y temperatura por la cantidad de
sustrato (g SV) adicionado (Raposo et al., 2006). Los valores obtenidos para cada

temperatura se muestran en la Tabla 2.7

Tabla 2.7 Rendimiento de metano del BF a diferentes RIS y temperaturas

RIS 13 0,6 03
Temperatura [C] 21 39 55 21 39 55 21 39 55
YP/s
[m® CHJ/kg SV 0.23 0.30 0.08 0.20 0.25 0.08 0.08 0.09 0.06
adicionado]

Fuente: El Autor
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Figura 2.3 Produccion de metano a diferentes temperaturas para cada RIS evaluada.
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Fuente: El Autor

Los rendimientos de produccion de metano mas altos correspondieron a la RIS de
1.3. Estos resultados se correlacionan con los resultados de degradacién de
solidos volatiles que a 39T fueron de 63%, 58% y 4 8% para las RIS 1.3, 0.6 y 0.3
respectivamente. Segun los resultados obtenidos se demuestra el alto potencial de
metanizacion del BF, la eficiente capacidad enzimatica del inéculo cuando se
desarrolla en un ambiente mesofilo y la marcada influencia de la RIS sobre el
potencial de biometanizacion. Los resultados obtenidos en esta investigacion son
mas altos que los publicados por Raposo et al. (2006) quienes alcanzaron un
rendimiento de 0.23 m® CHu/kg SV adicionado durante la digestién de maiz
empleando LPTAR como inoculo a una RIS de 1.

Como se observa en la Tabla 2.7 los rendimientos de metano se reducen
drasticamente al utilizar la RIS de 0.3. Esto se debe a una saturacion dentro del
reactor por exceso de AGVT (21C: 8220 mg/L; 39T : 9840 mg/L; 55C: 10038
mg/L) ocasionando inhibicion de la etapa metanogénica y consecuentemente

bajos rendimientos en la produccion de metano.
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La estabilidad del proceso para cada una de las RIS evaluadas a diferentes
temperaturas se presenta en la Figura 2.4: El pH para todos los ensayos
realizados se mantuvo en un rango entre 6.5 y 8.5, valores propios de la digestion

anaerobia; sin embargo, se observa que para la RIS de 0.3 el ratio AGVT/AT es

alto, lo cual se traduce en una desestabilizacion del proceso provocando una

disminucion en la produccion de metano, como se menciond anteriormente.

Similares resultados fueron obtenidos por Neves et al. (2004) durante la
degradacién de desechos de cocina.
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Fuente: El Autor
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Los resultados del andlisis estadistico (diagrama de paretto) indican que la RIS
tiene un efecto positivo sobre el volumen de metano a partir del BF. Sin embargo,
no es una variable significativa comparada con el efecto negativo que ejerce el
incremento de la temperatura sobre el bioproceso (Figura 2.5). Estos analisis se
correlacionan con los rendimientos de produccion de metano a las diferentes

temperaturas para cada carga organica evaluada.

A:Temperatura

B:RIS

0 0.5 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado

Figure 2.5 Diagrama de Pareto: Efecto de la temperatura y la RIS sobre el volumen de metano.

Fuente: El Autor

Debido a que la RIS de 1.3 fue la que alcanzé el mayor rendimiento de CH,, se
analizo la influencia de la temperatura sobre el potencial de biometanizacion del
BF. La temperatura se relaciona directamente con la actividad enzimatica de los
consorcios microbianos presentes en el in6culo (Madigan et al., 2006).
Considerando lo anterior, el potencial de biometanizacion del bagazo aumenta
exponencialmente con la temperatura hasta alcanzar el punto 6ptimo, seguido por
un decaimiento exponencial, demostrando la fuerte influencia del rango mesdfilo

sobre la digestion anaerobia del bagazo de fique (Figura 2.6).
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Figura 2.6 Efecto de la temperatura sobre el PBM del bagazo de fique

Fuente: El Autor

La composicién porcentual del biogas obtenido fue 65% CH,4, 30% CO,, 5% otros
gases. De acuerdo con los resultados presentados anteriormente, el maximo
potencial de biometanizacién del bagazo de fique fue de 0.30 m® CHskg SV
adicionado. Este valor fue comparado en términos energéticos (teniendo en
cuenta que 1m?® biogas equivale a 1.9 kwh de electricidad) con diferentes sustratos
de composicion similar al bagazo de fique, (Mshandete et al., 2004; Gunaseelan,
2004; Liu et al., 2009, Tricase & Lombardi, 2009).

1.5

°:]||It

Sisal Henoy paja Pajade arroz Pasto Bagazo de
fique

Kwh/Kg SV

Sustratos lignocelulésicos

Figura 2.7 Rendimientos de metano de diferentes sustratos
lignocelulésicos expresados en kwh/kg SV adicionado

Fuente: El Autor
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Segun la Figura 2.7, el BF es uno de los residuos lignocelulésicos con mayor

eficiencia energética, indicando la viabilidad de utilizar este residuo como una

fuente alternativa de energia renovable.

2.3.3 Operacion en continuo

2.3.3.1 ART y AGVT en la digestion anaerobia de BF

Los rendimientos de las etapas hidrolitica y acidogénica de la DA se expresan en

términos de las concentraciones de ART y AGV, respectivamente. La Figura 2.8

muestra la variacién de las concentraciones de ART y AGV durante el tiempo de

operacion.

7.000
6.000
5.000
4.000

3.000
‘e

ART [g/L]

2,000

1.000

0.000

Tiempo (dias)

Figura 2.8 Variacion de los ART y los AGV durante el tiempo de operacion.

Fuente: El Autor

La alta concentracion inicial de ART favorece el arranque del proceso y promueve
el buen funcionamiento del reactor a lo largo del tiempo de digestion. Los ART son
compuestos solubles que son facilmente metabolizados por los microorganismos,

permitiendo llevar a cabo todas las etapas de la digestion (Madigan et al., 2006).

De acuerdo con la figura 2.9, se observan periodos de hidrélisis y de consumo de
azucares durante los primeros 50 dias, lo cual es coherente con el metabolismo de

las bacterias facultativas encargadas de llevar a cabo las etapas de hidrolisis y
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acidogénesis (Angelidaki et al., 2011), €ste comportamiento demuestra que el consorcio
microbiano empleado en este estudio tiene una excelente actividad enzimética. A
partir del dia 50 hasta el dia 100 la concentracion de ART se mantuvo constante,
lo que indica estabilidad dentro del reactor, a partir del dia 100 se presenta un
significativo incremento en la concentracion de azucares, producto de la hidrolisis

del sustrato.

La variacion de los AGV durante el tiempo de digestion es concordante con la
variacion de ART, teniendo en cuenta que las etapas de hidrélisis y acidogénesis
son simultaneas. La maxima concentracion de AGVT (4400 mg/l) se presenta el

dia 25, demostrando que no presenta inhibicién en el reactor por acidificacion.

Teniendo en cuenta las tendencias de variacion de ART y AGVT se demuestra
gue el consorcio microbiano logra romper la estructura lignocelulésica del bagazo
de fique, mejorando la degradabilidad del sustrato y consecuentemente
favoreciendo las etapas hidrolitica y acidogénica de la digestion. Estos resultados

son comparables con los obtenidos por Yang et al. (2009).

2.3.3.2 Estabilidad de la digestion anaerobia del b  agazo de fique

El pH se mantuvo en un intervalo entre 7.0 y 8.0. Estos valores de pH son
adecuados para el crecimiento normal de los microorganismos anaerobios. Esto
significa que este parametro fue siempre estable durante todo el bioproceso
(Figura 2.9a).

Respecto a la relacion AGVT/AT la literatura recomienda un rango entre 0.3-0.4
sin riesgo de acidificacion, una vez esta estabilizado el proceso (Raposo et al.,
2009). En este estudio se obtuvieron valores superiores a 0.4, sin que se

presentara riesgo de acidificacion. El incremento en el ratio de AGVT/AT se debe
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a que el BF es un sustrato acido comparado con otros sustratos estudiados
(Figura 2.9 b).
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Figura 2.9 a) Variacion del pH durante el tiempo de digestion; b) Variacién del ratio
AGVT/AT durante el tiempo de digestion

Fuente: El Autor

2.3.3.3 Dinamica crecimiento microbiano para la dig  estidon anaerobia del
bagazo de fique

En la Figura 2.10 se presenta el crecimiento microbiano de bacterias anaerobias
estrictas dentro del reactor durante el tiempo de operacion en continuo. Se
observan dos puntos minimos en los dias 36 y 66, este comportamiento pudo
deberse a un desbalance dentro del reactor, ocasionando unas condiciones en el
medio inapropiadas para el crecimiento microbiano. Sin embargo, este desbalance

no es significativo, debido a que durante el tiempo de operacion se mantuvo una
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densidad microbiana de anaerobias estrictas promedio de 1.8 x 10® UFC/ml,
favoreciendo la tasa de conversion del bagazo de fique. En la Figura se observa
crecimiento microbiano constante debido a la recirculacion diaria de biomasa

celular.
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Figura 2.10 Dinamica del crecimiento microbiano en operacién continua

Fuente: El Autor

2.3.3.4 Rendimiento del biogas producido a partird el BF

En la mayoria de digestiones anaerobias donde se lleva a cabo operacion
continua, los reactores pueden presentar incrustaciones debido a que el material
no degradado forma una corteza en la parte superior del reactor disminuyendo los
rendimientos de produccion de biogas, especialmente a escala industrial
(Lehtomaki, 2006). El bagazo de fique tiene un tamafio de particula promedio de
5mm, durante la operacién en continuo no se observo acumulacion de material no
degradado, favoreciendo la alimentacion del reactor con una carga organica alta

(23.84 kg SV/m3*dia), ademas de la alta eficiencia del reactor.

De acuerdo con la Figura 2.11 la digestion anaerobia del bagazo de fique genera
en promedio 1.30 m*® Biogas/m® reactor*dia que equivalen a 1.90 kwh de

electricidad, con una composicion de 65% CH,, 30% CO, y 5% otros gases.
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Los resultados alcanzados en este capitulo corroboran que la produccién de
biogas es una de las tecnologias que puede ser utilizada para disminuir los
problemas de calentamiento global, produccion de energia renovable y valor

agregado a los residuos organicos (Asam et al., 2011).

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los reportados por

Nges et al. (2011) durante la produccion de biogas a partir de residuos agro

industriales.
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Figura 2.11 Volumen diario de biogas producido a partir del bagazo de fique

Fuente: El Autor

2.3.4 Configuracion en una y dos fases
2.3.4.1 Reactor Acidogénico: Fase A

La AH para la configuracion en dos fases fue de 0.14 g DQO/g SSV*dia y para el
reactor convencional fue de 0.11 g DQO/g SSV*dia. Estos resultados representan
un incremento del 27% en el rendimiento de la etapa hidrolitica en dos fases,
comparado con el proceso de digestion anaerobia convencional. Estos resultados

son comparables con los obtenidos por otros investigadores. Por ejemplo, Rubia et
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al. 2009 obtuvieron incrementos de la etapa hidrolitica entre el 20-30% para la
digestion anaerobia en dos fases a partir de aceite de girasol. Wei et al. 2007
alcanzaron incrementos del 37% en la remocion de DQO de la etapa hidrolitica de
la digestion anaerobia en dos fases de aguas residuales con alto contenido de

sulfato.

Dado que la etapa hidrolitica es la limitante del proceso de digestion anaerobia,
particularmente en residuos lignocelulésicos (Parawira et al., 2008), el haber
conseguido un mayor rendimiento. En la digestion del BF con LR, indica que la
separacion de fases es favorable para que los diferentes consorcios microbianos

no sean inhibidos en sus metabolismos.

Teniendo en cuenta que el reactor acidogénico es operado a 21T vy el reactor
convencional a 39C, se puede inferir que los conso rcios microbianos encargados
de la etapa hidrolitica no son sensibles a cambios de temperatura, resultados

similares fueron encontrados en la literatura (Mahmouda et al., 2004).

Los resultados de AH, se correlacionan con la variacion de los AGV, dado que las
etapas hidrolitica y acidogénica son simultaneas un incremento en la AH
representa un incremento en la concentracion de los AGVT (Figura 2.12). La
concentracion de AGV para la configuracibn de dos fases se mantuvo en un
intervalo entre 4.000-11.000 mg AGVT/L. En este estudio, el porcentaje de
acidificacion fue de 44%, indicando la conversion de materia soluble a AGVT. Los
valores de AGVT obtenidos durante esta investigacion, para la degradacion de BF
con LR, presentan similitud con los valores alcanzados al hidrolizar residuos de
aceite de girasol y fracciones organicas urbanas con indculos anaerobios de

tratamiento de aguas residuales de cerveceria y vino respectivamente (Argelier et al.,
1998; Rubia et al., 2009).
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Figura 2.12 Variacién de AGVT y pH para la fase Ay para el proceso convencional

Fuente: El Autor

En cuanto al proceso convencional, la concentracion de AGV se mantuvo estable
(900-1600 mg AGV/L) durante el tiempo de fermentacion, debido al consumo por
parte de los microorganismos acetogeénicos (Barrera et al., 2009), corroborando que la

mezcla LR-LEC es un in6culo adecuado para la degradacion del BF.

En cuanto al comportamiento del pH (Figura 2.12), los valores se redujeron debido
al inicio de la produccion de AGV y se mantuvieron en un rango entre 6.5y 5.3.
Este intervalo inhibe a los microorganismos metanogénicos y favorece el
metabolismo microbiano del consorcio acidogénico, garantizando la separacion de
fases del proceso (Solera et al., 2002; Raposo et al., 2006; Rubia et al., 2009). En el proceso
convencional el pH permanecié estable (aproximadamente 7.5) durante la
digestion, lo cual es un comportamiento concordante de la digestion anaerobia en
una sola fase.

Los comportamientos de cada uno de los procesos evaluados que se presentan
en la Figura 2.12 demuestran un excelente desarrollo tanto para la fase A como
para el proceso convencional. Estos resultados son comparables con los

publicados por (Rubio& Noyola, 2010).
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2.3.4.2 Reactor metanogénico: Fase B

En la Figura 2.13 se muestran los volimenes de metano acumulado para el

proceso realizado en dos fases y convencional.
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Figura 2.13 Produccion de metano para cada uno de los reactores evaluados

Fuente: El Autor

La produccién de metano para el proceso en dos fases, fue significativa a partir del
arranque del RM (noveno dia de operacion), demostrando que fue posible
desarrollar el proceso en dos fases, incrementando 74% el rendimiento de la
produccién de metano comparado con el proceso convencional. Los datos
presentados en la Figura 2.13 se correlacionan con los alcanzados para el reactor
acidogénico, mostrando la efectividad del LR para hidrolizar la materia organica
lignoceluldsica del BF, aprovechando el contenido de carbono del bagazo en la
conversion a metano, aumentando la eficiencia del proceso. Estos resultados
confirman que la digestion anaerobia de residuos lignocelulésicos como el BF es

mas eficiente en un proceso en dos fases que en un proceso convencional.

2.3.4.3 Estabilidad del reactor metanogénico: Fase B

La estabilidad de RM se evalud con la variable control: pH (Figura 2.14 a) y la
relacion de AGV/AT (Figura 2.14 b).
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Para la configuraciéon en dos fases, el pH aumenté de 6 a 7.35, debido a la
capacidad buffer del inéculo metanogénico (LEC) alcanzando las condiciones

favorables para el consorcio metanogénico (Solera et al., 2002; Chu et al., 2005; Wei et al.,
2007; Rubia et al., 2009).

La relacion AGVT/AT disminuyé como consecuencia del aumento de pH, y se
mantuvo en un intervalo entre 0.5 y 1.8 indicando una posible inhibicion por
acidificacion en el reactor disminuyendo los rendimientos de la produccién de
metano (Raposo et al., 2006; Fezzani & Cheikh, 2010; Rubio& Noyola, 2010). Sin embargo, durante
este estudio se comprobé que la produccion de metano no disminuye,
posiblemente porque la capacidad buffer del sistema compensa los efectos
inhibitorios que puedan causar las altas concentraciones de AGVT, por lo anterioro

se infiere que no se presentd inhibicion por acidificacion.

Con respecto al proceso convencional, la relacion AGVT/AT se conservd en un

intervalo de 0,1-0,4, el cual es un rango adecuado para este tipo de sistemas
(Dinsdale et al., 2000 Raposo et al., 2006; Rubia et al., 2009).
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2.3.4.4 Influencia de la carga organica sobre el vo  lumen de metano
producido en dos fases comparado con una fase

En la Figura 2.15 se hace una comparacion entre el proceso realizado en dos
fases y el proceso convencional de una fase para diferentes cargas organicas

evaluadas.
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Figura 2.15 Comparacion de la produccién de metano en un proceso convencional
y un proceso en dos fases

Fuente: El Autor
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Segun los resultados obtenidos, la digestion anaerobia en dos fases tiene la
ventaja de tolerar mayores cargas organicas que el proceso convencional
incrementando el volumen de metano. Sin embargo, la produccion de metano en
una fase es aceptable. La decision de realizar el proceso de produccion de biogas
en una o dos fases depende no solo del rendimiento de metano sino también de
criterios técnicos y econOmicos (Mata-Alvarez, 2003; Nizami & Murphy, 2010). Esta
investigacion se desarroll6 a escala laboratorio y se obtuvieron resultados
satisfactorios, que sirven como linea base para investigaciones futuras en la

optimizacion del tratamiento de residuos lignoceluldsicos.

2.4 CONCLUSIONES

La caracterizacion microbiologica del in6culo compuesto por LR+LEC demostro
gue la mezcla contiene un alto recuento de bacterias fermentativas de glucosa
(27.61 NMP) indicando una mayor actividad enzimética durante las etapas
hidrolitica y acidogénica del proceso. Esta caracteristica del in6culo es favorable
dado que la hidrolisis es la etapa limitante de la digestion anaerobia de los
sustratos lignocelulésicos como el bagazo de fique. EI méximo potencial de
biometanizacién del bagazo de fique (0.30 m® CH4/kg SV adicionados) se obtuvo
cuando el proceso se llevo a cabo a una RIS de 1.3 en rango mesofilo en una

configuracion de una fase.

Se consiguio adaptar al indculo a temperatura ambiente (21<C) para obtener una
conversion del bagazo de fique a metano equivalente a 1.90 kw electricidad/l
reactor*dia. La digestion anaerobia del bagazo de fique en una configuracion en
dos fases se ve favorecida al emplear indéculos diferentes en cada fase,
aprovechando las propiedades de los consorcios: alta actividad hidrolitica en el
caso del liquido ruminal para la fase A y alta actividad metanogénica del lodo
estiércol de cerdo en la fase B, alcanzando un incremento de 16% en el volumen

de metano con respecto al proceso convencional.
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lI.  CAPITULO: PRE-TRATAMIENTOS DEL BF PARA MEJORAR LA
PRODUCCION DE BIOGAS

Una de las alternativas para mejorar la produccion de biogas a partir de residuos
lignoceluldsicos es mediante pre tratamientos al sustrato con el objeto de romper
las cadenas de polimeros haciendo mas accesible los compuestos solubles. Un
pre-tratamiento ideal es aquel que logra incrementar el area superficial y reduce el

contenido de lignina y cristalinidad de la celulosa (Mata-Alvarez et al., 2000; Prasad et al.,
2007).

Los pre-tratamientos se clasifican en tres categorias: a) fisicos que consisten en
someter la biomasa a la reduccion del tamafio de particula mediante molienda,
temperatura, radiacion, vapor, secado y/o humectacion, b) quimicos, donde la
biomasa es sometida a la accion de H,SO, y NaOH, H,0,, con el fin de alterar la
estructura del material y c) bioldgicos, mediante los cuales un cultivo de
microorganismos actla sobre la biomasa y produce enzimas requeridas para
degradar la lignina. Asi mismo se pueden combinar los tratamientos para alcanzar

una mayor efectividad (zheng et al., 2009; Harmsen et al., 2010).

Mientras que los pre tratamientos han sido ampliamente estudiados para facilitar la
hidrélisis enzimatica y consecuentemente la produccion de etanol a partir de
materiales lignoceluldsicos (sun & Cheng, 2002), el efecto de los pre-tratamientos sobre
el potencial de biometanizacion de residuos lignocelulésicos no ha sido

suficientemente investigado.

Para el presente estudio, el bagazo de fique fue tratado mediante diferentes
meétodos con el objetivo de incrementar el potencial de biometanizacion. Se
evaluaron los siguientes tratamientos: reduccidon de tamafio de particula
(mecénico), hidrotérmico y oxidativo. Estos tratamientos fueron considerados

debido a su bajo requerimiento energético.
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3.1. ESTRUCTURA DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La biomasa lignoceluldsica estd compuesta por celulosa, hemicelulosa (que en
conjunto se les llama holocelulosa) y lignina; asociadas entre si, proveen soporte
estructural a la pared celular (Hendriks & zeeman, 2009). Estas fracciones varian
cualitativa y cuantitativamente de acuerdo al tipo de biomasa (Fernandes et al., 2009).
Por ejemplo, las maderas duras contienen una mayor cantidad de lignina que la
paja. Estas diferencias se observan en la tabla 3.1. En adicion a estos
compuestos, los sustratos lignocelulésicos pueden contener carbohidratos no
estructurales (glucosa, fructosa y sucrosa), proteinas, lipidos, extractivos
(materiales organicos e inorganicos que estan presentes en la madera e influyen

sobre las propiedades organolépticas del material) y pectinas (Sun & Chen, 2002).

Tabla 3.1 Composicién de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos agricolas, forestales y desechos*.

MATERIAL LIGNOCELULOSICO %CELULOSA  %HEMICELULOSA %L IGNINA

Tallos de maderas duras 40-55 24-40 18-25
Tallos de maderas blandas 45-50 25-35 25-35
Mazorca 45 35 15
Paja de arroz 32.1 24 18
Bagazos 334 30 18.9
Bagazo de Fique 41.81 22.17 15.56
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Pasto 45 314 12
Papel 85-99 0 0-15
Papel periodico 40-55 25-40 18-30
Papel de desecho de pulpas quimicas 60-70 10-20 5-10
Soélidos primarios de aguas de desecho 8-15 ND 24-29
Desechos de cerdos 6 28 ND
Estiércol solido de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7

*Fuente: Sun & Chen, 2002; Quintero et al., 2011
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La principal fraccion polimérica del bagazo de fique y que se encuentra en mayor
proporcion es la celulosa; este polisacarido (carbohidrato no reductor) es insoluble
en agua, insipido y posee un peso molecular altamente elevado. La celulosa esta
compuesta por unidades de D-glucosa unidas entre si por enlaces glucosidicos -
1,4. Estructuralmente consta de una parte cristalina (organizada), y otra amorfa
(Hendriks & Zeeman, 2009). La parte cristalina de la celulosa confiere proteccion a la
célula y constituye un impedimento estérico al ataque de reactivos; no ocurre lo
mismo con la celulosa amorfa que es mas susceptible de ser atacada.

Las hemicelulosas son carbohidratos que forman una estructura polimérica
compleja, ramificada que consiste en la union de diferentes unidades de azUlcares:
pentosas, hexosas y acidos de estos azucares (Hendrks & Zeeman, 2009). La
hemicelulosa suele ser un polimero de menor masa molar que la celulosa y mas
facilmente hidrolizable debido a su estructura predominantemente amorfa. La
principal funcién de la hemicelulosa es servir como conexion entre las fibras de
lignina y celulosa con el fin de brindar mayor rigidez a la estructura celulosa-

hemicelulosa-lignina (saha, 2003).

La lignina, es un polimero ramificado, amorfo y heterogéneo constituido por
unidades de fenilpropano (p-cumarilico, coniferilico y alcohol sinapilico) unidos por
diferentes clases de enlaces. Tiene funcién en el ambito estructural, para
mantener unidos la celulosa y las hemicelulosas entre si (Mosier et al., 2005). La lignina
es un heteropolimero insoluble en agua y soluble en &lcalis fuertes, 6pticamente
inactiva, extremadamente resistente a la accidon de microorganismos y a la
penetracion de las enzimas destructivas en la pared celular; lo anterior, hace dificil
su degradacion (prasad et al., 2009; Hendriks & Zeeman, 2009). Su funcion principal es
proporcionar rigidez a la pared celular del material y evitar la accion de

Microorganismos (Sun et al., 2000).
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3.2. INCREMENTO DEL RENDIMIENTO DE BIOGAS MEDIANTE PRE-
TRATAMIENTOS

La digestion anaerobia de residuos lignoceluldsicos es un proceso biolégico que
combina la generacién de energia renovable (sin afectar la disponibilidad de
alimentos) con un adecuado tratamiento de los residuos. Por esta razén, se ha
incrementado en los Udltimos afios para el tratamiento de diversos sustratos
lignocelulosicos. Sin embargo, los materiales lignoceluldsicos son resistentes a la
conversion en biogads por su compleja composicion y estructura, siendo la

hidrdlisis la etapa limitante del bioproceso (Bruni-B et al., 2010; Mata-Alvarez et al., 2000).

3.2.1. Tratamiento mecanico

El tratamiento mecanico (reduccion de tamafo de particula) incrementa el area
disponible para el ataque enzimético y ofrece facilidades para ser aplicado a
escala industrial, incrementando los rendimientos de metano hasta en un 25%
(Bruni-A et al, 2010). Aunque el tratamiento mecénico ha sido ampliamente
investigado, los resultados reportados del efecto del tamafio de particula sobre el
PBM de materiales lignocelulésicos ha sido parcialmente inconsistentes. En
ensayos batch empleando como sustratos pasto bermuda, paja de trigo y paja de
arroz, se incrementa el PBM con la reduccion del tamafio de particula, pero no
existen diferencias significativas de los rendimientos de metano entre los menores
tamafios de particula evaluados (0.23 m® CHa/kg SV add para un tamafio de 0.09
mm y 0.23 m® CHy/kg SV add para particulas de 0.40 mm) (Sharma et al., 1988).
Investigaciones realizadas empleando como sustrato residuos de tomate con
variacion del tamafio de particula en un rango entre 1.30 mm y 20 mm, sefialaron
gue la produccion de metano es inversamente proporcional a este parametro (Hills
& Nakano, 1984). Otros estudios reportaron incrementos del 20% en la produccion
de metano utilizando biofibras de estiércol macerado con tamafio de particula de

0.35 mm comparados con los obtenidos en fibras de 2 mm y 5 mm, sin embargo,
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no reportan diferencias significativas para tamafos de fibra mayores de 5 mm
(Angelidaki & Ahring, 2000).

En el caso del sisal, la actividad hidrolitica aumenta significativamente con la
reduccién del tamafio del sustrato, mejorando la produccién de metano de 0.18 m*
CH4/Kg SV a 0.22 m® CH4Kg SV (Mshandete et al, 2006). Castro et al. (2010)
comprobaron que la reducciéon de tamafio del bagazo de fique favorece los
rendimientos en la produccién de metano a temperatura ambiente (21<C). Por otra
parte, se ha evaluado el efecto del tamafio de particula sobre la cinética hidrolitica,
empleando residuos de maiz como sustrato y se determiné una hidrélisis maxima
del 95% para el menor tamafio de particula correspondiente a 0.35 mm,
comparada con un 92% y un 88% para fibras de 1.68 mm vy fibras sin cortar

respectivamente (Saldes et al., 2005).

3.2.2. Tratamiento hidrotérmico

Teniendo en cuenta que la solubilizacién de los componentes de la hemicelulosa y
de la lignina se lleva a cabo a una temperatura entre 150C y 200C en medio
acuoso, el tratamiento hidrotérmico se presenta como una posibilidad de tratar la
biomasa lignocelulésica (Garrote et al, 1999). El proceso hidrotérmico incluye
autohidrolisis, autoclave, hidrotermdlisis, licuefaccion y extraccion acuosa
(Carvalheiro et al., 2008). Durante este pre tratamiento, ocurre una reaccién de
despolimerizacién de la hemicelulosa catalizada por los iones hidronio (caparros et al.,
2006). En la autohidrdlisis de la paja de trigo y de aserrin se encontré6 que
temperaturas superiores a 200C provocan cambios de sfavorables en la
composicion del hidrolizado, y reduce el contenido de monosacaridos (Targonsky,
1985). En otros estudios donde se trataron astillas de arce de azlUcar a una
temperatura de 160C y una relacion biomasa/agua de 0.25 se consiguieron
concentraciones de xilosa y glucosa de 28.84 g/L y 4.40 g/L, respectivamente (xu

Jian & Liu Shijie, 2009). Diferentes biomasas como cafiabrava, tusa de mazorca,
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cascarilla de arroz y fibra usada de cerveceria fueron tratadas mediante procesos
hidrotérmicos donde se observd una dependencia importante de la cinética de
reaccion en la temperatura. A mayor temperatura de tratamiento menor sera el
tiempo de hidrdlisis de la biomasa lignoceluldsica, sin embargo, no se aprecian
diferencias significativas en la cantidad de biomasa hidrolizada a diferentes
temperaturas, adicionalmente los investigadores sefialan que la variacion de la
relaciéon liquido/solido no influye en el hidrolizado (carvalheiro et al., 2004; Caparros et al.,

2006; Garrote et al., 2007).

En relacién con el efecto del tratamiento hidrotérmico sobre la produccion de
metano, la literatura es limitada. Recientemente, Bruni-A et al. (2010) estudiaron la
aplicacion del tratamiento hidrotérmico a las fibras de estiércol digerido,
alcanzando un incremento del 29% en la produccion de metano con respecto a las
fiboras no tratadas. Una de las grandes ventajas que presentan el proceso
hidrotérmico es que se trata de una tecnologia amigable con el ambiente y puede

ser utilizada para cualquier tipo de biomasa lignocelulésica (Garrote et al., 1999).

3.2.3. Tratamiento Oxidativo

La adicion de agentes oxidantes como peroxido H,O, favorece la remocion de
lignina. La efectiva deslignificacion puede ser atribuida a la alta reactividad de los
compuestos oxidantes con el anillo aroméatico, con este tratamiento el polimero de
lignina puede ser convertido en acido carboxilico (Harmsen et al., 2010). Ademas de la
remocion de la lignina, el tratamiento oxidativo puede afectar la fraccion de
hemicelulosas ocasionando pérdida de azucares. Dentro de las ventajas de este
tratamiento quimico se encuentran la réapida velocidad de reaccion a bajas
temperaturas, viabilidad técnica y econdmica comparada con otros tratamientos

como la explosidn por vapor (Carvalheiro et al., 2008).

116



3.3. EXPERIMENTACION

3.3.1. Pre-tratamientos

Para los pre-tratamientos hidrotérmico y oxidativo se desarrollé un disefio factorial
de experimentos con el objeto de determinar las mejores condiciones de operacion
del tratamiento. La actividad hidrolitica fue medida como variable de respuesta
(datos no mostrados). Teniendo en cuenta los resultados del disefio de
experimentos se realizaron los pre-tratamientos que se presentan a continuacion.

Para cada tratamiento se incluyé un experimento control (BF sin tratar). En el caso
de los pre-tratamientos mecanico y oxidativo el BF fue secado al sol durante 36

horas. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.3.1.1. Hidrotérmico

El tratamiento hidrotérmico se llevd a cabo en reactores herméticos (agrafados
con corchos de butilo) de 0.5 I, los cuales contenian BF y agua destilada a una
relacion 10 ml H,O/g SV BF. EIl calentamiento de los reactores se realizd en un
autoclave (con agua saturada a 121C) durante 30 minutos. Se incluyé un

experimento control (BF sin tratar).

3.3.1.2. Oxidativo

El bagazo de fique seco fue tratado con una solucién de peréxido de hidrégeno a
una concentracion de 2% v/v (de acuerdo con los resultados obtenidos del disefio
de experimentos). Esta solucién fue alcalinizada con NaOH hasta llevarla a un pH
de 11.5, con el fin de optimizar el rendimiento de carbohidratos disponibles
obtenidos durante el tratamiento (Gould, 1989). Se utilizd una relacion de solucion de
peroxido alcalinizado con bagazo de fique seco de 2.5 ml H,O,/g SV BF. El

tratamiento oxidativo se llevé a cabo durante 3 horas en un reactor de 3 I, con
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agitacion constante de 150 rpm, provisto de un bafo termostatado para mantener
la temperatura en 50C. Se midi6 el pH durante el tiempo del pre-tratamiento.
Transcurrido el tiempo de pre-tratamiento el hidrolizado se separ6 en una fraccién
sélida (bagazo hidrolizado para digestion) y una fraccion liquida (licor-residuo). La
fraccion sélida se lavé con agua hasta alcanzar un pH de 7.0 y se secé al sol

durante 36 horas.

3.3.1.3. Mecénico

El BF seco se redujo a tamafio de particula de 0.8 mm y 2.36 mm por molienda
empleando un molino de cuchillas Willey-Mil. Se disefié un experimento control

con bagazo de fique sin cortar (5mm aproximadamente).

3.3.2. Determinacion de lignina, celulosa y hemicel ulosa

La lignina, celulosa y hemicelulosa se calcularon a partir de la fibra detergente
acida, la fibra detergente neutra y la fibra de Kurschner (Ecuaciones 3.1-3.3)

(Goering & Van Soest, 1970).

Lignina = ([Fibra Detergente Acida] - 0.8*[Proteina Cruda] - 0.4*[Extracto Etéreo]) - [FDK] Ecuacion 3.1

Hemicelulosa = [Fibra Detergente Neutra]-[Fibra Detergente Acida]-0.4*([Cenizas]-[Silice])-0.4*([Extracto
Etéreo])-0.1*[Proteina Cruda] Ecuacion 3.2

Celulosa = [FDK]-[Silice]-0.2*([Cenizas]-[Silice]) ] Ecuacién 3.3
3.3.3. Andlisis de difraccion rayos x del BF

El indice de cristalinidad se determin6 como medida de accesibilidad de los
microorganismos sobre el sustrato (BF) tratado y sin tratar, usando el

difractdmetro SIEMENS modelo D500. Las muestras se maceraron en un mortero

de agata y el espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un
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portamuestra de aluminio mediante la técnica de llenado frontal. El analisis se
realizé a 40 (Kv), con una corriente de 30 (mA), rendija de divergencia de longitud
0.15 mm, provisto de una fuente de Cu (A= 1,5418 A). Las muestras se corrieron
en un rango de 2— 70°(2 8) a 29min. Los resultados se compararon a través d el

célculo del indice de cristalinidad de la muestra (vang et al., 2009).

crl = 100 * (’m‘l’w) Ecuacion 3.4

002

En donde:

loo2=intensidad del pico en el maximo de 28 entre 22°y 23°

lamorfa= iNtensidad del pico en el minimo de 26 entre 18°y 19°

3.3.4. Analisis micrografico del BF

Las micrografias del BF tratado y sin tratar fueron realizadas utilizando un
videomicroscopio HIROX KH. 7700 con un aumento de 50 x.

3.3.5. PBM del BF pre-tratado

En la Figura 3.1 se presenta un diagrama general del proceso para cada

tratamiento evaluado.
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Agua saturada
121°C LR+LEC

. \

Pretratamiento — > BF tratado _— DA
Hidrotérmico

——> Biogés

Aditivo quimico
(H,0, + NaOH)

Pretratamiento L. .
—> Secado oxidativo Fraccion solida (BF tratado) DA

> Biogas

Bagazo L—> Fraccion liquida (Licor)
defique
(BF)
> Biogas
- 0.85mm DA 9
Pretratamiento
— Secado mecénico |—> Tamizado
(molienda)
2mm DA —> Biogas
—> Secado BF 5 mm DA _ Biogés
DA > Biogas

Figura 3.1 Diagrama general del proceso para cada pre-tratamiento evaluado

Fuente: El Autor

El potencial de biometanizacion fue determinado en reactores batch de 500 ml
empleando como indculo la mezcla de LR+LEC, con una RIS de 1.3 g SV/g SV, a
39T+ 2T durante 30 dias de operacion. Se procesé un blanco que contenia solo
indculo y un experimento control (BF sin tratar). Todos los ensayos se realizaron

por triplicado.

Como variables de control y estabilizacion del proceso se cuantifico la
concentracion de ART, AGVT, la variacion de pH, la relacion AGVT/AT, ST, SV y
volumen diario de metano (condiciones estandar de presion y temperatura) segun

los protocolos descritos (Miller, 1959; APHA, 1998; Angelidaki et al., 2009).
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. Efecto de los pre-tratamientos sobre la estr  uctura lignocelulésica del
BF

Los cambios en la composicién porcentual de la estructura lignocelulésica del

bagazo de fique se observan en la Figura 3.2.

50

40

w
o

M % Lignina

i % Celulosa

H % Hemicelulosa

=
o

Composicion porcentual de estructura
lignocelul6sica
N
o

Control (BF sin tratar) Hidrotérmico Oxidativo BF0.85mm BF2.36mm
Pre tratamientos

Figura 3.2 Composicion porcentual de la estructura lignoceluldsica del BF tratado y sin tratar

Fuente: El Autor

En los tratamientos hidrotérmico y oxidativo la lignina se redujo 16 y 56%
respectivamente, en comparacion al control. Estos resultados indican que los
tratamientos lograron solubilizar la lignina a las condiciones aplicadas. La mayor
remocion de lignina se alcanza durante el tratamiento oxidativo, por lo cual se
puede inferir que el perdéxido presentd una alta reactividad con los anillos

aromaticos del polimero.

La literatura afirma que el pre-tratamiento con peréxido alcalinizado es mas
efectivo en biomasas lignocelulésicas provenientes de plantas monocotiledoneas
como el bagazo de fique (Gould, 1985). Dado que la lignina es un polimero

recalcitrante que impide el ataque enzimatico, una reduccion en la concentracion
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puede favorecer los rendimientos de la etapa hidrolitica durante la produccion de
biogas. Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los
alcanzados por Schmidt et al. (2002) quienes aplicaron tratamiento oxidativo a la
paja de trigo y a la madera de haya con porcentajes de reduccion de lignina entre

50 y 60 % para cada una de las biomasas tratadas.

Adicionalmente, se alcanzaron reducciones de celulosa y hemicelulosa durante los
tratamientos hidrotémico y oxidativo con respecto al BF sin tratar. Este
comportamiento demuestra que los pre-tratamientos consiguen despolimerizar los

polisacaridos, convirtiéndolos en materia organica soluble facilmente degradable.

Por otra parte, estudios previos acerca del mecanismo de las reacciones de
oxidacion para la solubilizacion de la lignina, seflalan que la reaccion de
deslignificacion es fuertemente dependiente del pH con un valor 6ptimo de 11.5.
De esta forma, una disminucién de pH por debajo de 11.5 durante el pre
tratamiento indica que la lignina ha sido solubilizada. Por ejemplo, la solubilizacion
de la lignina contenida en la paja de trigo se alcanzo6 a las 6 horas de tratamiento
con un pH de 11 (Gould, 1985). En la figura 3.3 se presenta el cambio de pH durante
el tiempo de pre-tratamiento oxidativo. De acuerdo con lo expuesto anteriormente,
para el caso concreto del BF, la deslignificacion ocurre a las dos horas de

tratamiento, con un valor de pH de 10.5.

12 A
11

10 A

6 T T T 1

o 1 2 3 q
Tiempo de reaccién (horas)

Figura 3.3 Cambio en el pH durante el tiempo de reaccién del pre tratamiento oxidativo
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Con respecto al tratamiento mecanico no se observan diferencias significativas en
la composicién del BF para ningan tamafio de particula evaluado. Estudios de
reduccién de tamafio de particula para la paja de trigo confirman los resultados

presentados en esta investigacion (Papatheofanous et al., 1998).

3.4.2. Efecto de los pre-tratamientos sobre la cris  talinidad del BF

Uno de los objetivos de los pre-tratamientos es reducir la cristalinidad de la
celulosa (Hendriks & Zeeman, 2009). Este comportamiento se observé en los resultados
obtenidos (Tabla 3.2 y Figura 3.4). Por experimentacion preliminar se determino

gue el tamafo de particula con mejores rendimientos en el proceso de digestion

fue 2.36 mm.
Tabla 3.2 Indice de cristalinidad (Crl) del BF tratado y sin tratar
Pre-tratamientos Hidrotérmico Oxidativo Mecanico Control (BF sin tratar)
(2.36 mm)
Crl 0.44 0.46 0.47 0.49

2500 -

2000 -

WM s

1000 h

500 A Mm... .

INTENSIDAD

3.96
5.92
7.88
9.84
118

1376
1572
17.68
19.64
216
23.56
25.52
27.48
20.44
314
33.36
'I_—In'ss.sz
Jlar.28
39.24
4.2
43.16
45.12
47.08
a0.04 | 3
51
52.96
54.92
56.88
56.84 | ]
60.8
62.76
64.72 | 4
66.68
68.64

N

—Hidrotérmico =—Oxidativo =—Mecanico —Control

Figura 3.4 Difractograma rayos X del BF tratado y sin tratar

Fuente: El Autor
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La cristalinidad del BF después de cada tratamiento disminuy6 10.3%, 6.4%, y 4.0
% para los pre-tratamientos hidrotérmico, oxidativo y mecanico, respectivamente.
Esto significa que la aplicacion de los pre-tratamientos dio lugar a
transformaciones estructurales de la celulosa. EI menor indice de cristalinidad
(0.44) se alcanz6 para el tratamiento hidrotérmico, por lo cual se puede concluir
que este pre-tratamiento logré romper la matriz lignocelulésica del BF generando
un mayor namero de regiones amorfas, lo cual favorece el desarrollo de la etapa
hidrolitica de la digestion anaerobia. EIl pre-tratamiento oxidativo presento un Crl
mayor al tratamiento hidrotérmico, debido a que la adiciébn de peréxido afecta
particularmente la lignina.

Segun la literatura, el tratamiento mecénico es el mas efectivo para la reduccion
de la cristalinidad de la celulosa, sin embargo, los resultados de este estudio
mostraron el menor efecto sobre la estructura cristalina de la celulosa por este
meétodo. Esto puede deberse a la composicion del BF y a que la reduccion de

tamano de particula no es tan distante del tamafio natural del bagazo.

3.4.3. Resultado de los analisis de micrografias

Las fotografias microscopicas con la morfologia del BF tratado y sin tratar se
observan en la Figura 3.5.

En las micrografias se resalta el tratamiento con peréxido debido a que el BF sufre
un blanqueamiento producto de las reacciones de deslignificacién (Rosnah et al., 2010).
En la micrografia se aprecia una corteza que puede ser atribuida a la insuficiente
penetracion del peroxido. Con respecto al tratamiento mecanico y el BF sin tratar

no se observan diferencias.
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Figura 3.5 Micrografias del BF. A: Tratamiento hidrotérmico; B: Tratamiento oxidativo; C: Tratamiento
mecanico; D: BF sin tratar

Fuente: El Autor

3.4.4. Efecto de | os pre tratamientos sobre la digestion anaerobia del bagazo

de fique

3.4.4.1. Efecto de los pre -tratamientos sobre las cinéticas de ART y AGVT

La actividad metabdlica de los microorganismos acidogénicos se refleja en las

cinéticas de consumo de ART (Figura 3.6).
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ART [g/L]
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-=~Hidrotérmico =<=Qxidativo —+—Mecanico -—Control

Figura 3.6 Efecto de los pre-tratamientos sobre las cinéticas de consumo de ART y AGVT.

Fuente: El Autor

El pre-tratamiento hidrotérmico logré un incremento en la concentracion de
azucares del 34% al inicio de la digestion. Esta concentracion mejora la

accesibilidad de la biomasa hacia la degradacion microbiana (Kaparaju & Felby, 2010).

En la figura 3.6 se observa que el tratamiento mecanico presenta una pendiente
inferior a la del control, esto se debe a que un menor tamafio de particula facilita al
microorganismo la accesibilidad y disponibilidad al sustrato, mejorando los
rendimientos de la etapa hidrolitica-acidogénica.

En el tratamiento oxidativo se presentd una reduccion en la concentracion de ART.
Los azucares liberados posiblemente quedaron incorporados en el licor resultante.
A pesar de esto, la minima concentracion de ART garantiz0 el arranque del

proceso anaerobio sin afectar el consumo de AGVT.

Todos los ensayos alcanzaron la estabilidad del proceso al decimo dia de

digestion. Lo anterior indica que el BF tratado contiene materia organica soluble y
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facilmente degradable, superando las limitaciones que se presentan en la etapa

hidrolitica de la digestion.

A pesar de que el BF sin tratar presenta un menor consumo de la materia
organica, el comportamiento presentado es conveniente para el proceso de
digestion anaerobia del BF (castro et al., 2009). EI pH durante el tiempo de digestion
permanecié en un intervalo entre 6.8 y 7.8 para el bagazo tratado y sin tratar, de
igual forma la relacion de AGVT/AT vario entre 0.7 y 0.1 para los dos tipos de
bagazo. Estos valores son adecuados para el buen desempefio de los reactores

anaerobios, evidenciando la estabilidad del proceso sin riesgo de inhibicion (Raposo
et al., 2009; Quintero et al., 2011).

3.44.2. Efecto de los pre-tratamientos sobre el po tencial de

biometanizacion del bagazo de fique

El tratamiento que presento el mayor rendimiento en la produccion de metano fue
el hidrotérmico (Tabla 3.3), mostrando que el tiempo de tratamiento de 30 min y
una relacion ml H,O/ g SV BF de 10 son condiciones adecuadas para llevar a
cabo este tratamiento. Este rendimiento confirma resultados presentados
previamente. El tratamiento hidrotérmico no presenta incrementos significativos en
los rendimientos de metano a partir de pasto (Lehtoméki, 2006; Frigon & Serge, 2010). Sin
embargo, en este estudio se demostrd que este tratamiento fisico es el mejor para
el BF y evidencia que la efectividad de los tratamientos depende significativamente

de la composicion de la biomasa lignocelulésica.

El proceso hidrotérmico es una tecnologia ambientalmente amigable que puede
ser concebida como una primera etapa para la utilizacion quimica del BF. El bajo
costo operacional y las modificaciones estructurales que provoca en la matriz

lignocelulosica del bagazo son importantes ventajas de este pre-tratamiento.
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Tabla 3.3 Efecto de los pre tratamientos sobre el PBM

. PBM 6 :
Tratamiento [ma CH,/kg SV] %Cambio
Hidrotérmico 0.37 23
Oxidativo 0.36 20
Mecénico
(2.36mm) 0.36 20
Control 0.30

Fuente: El Autor

El rendimiento de metano del BF aplicando un tratamiento oxidativo fue favorable
a pesar de la produccion de compuestos toéxicos tipo furfural y HMF durante las
reacciones de deslignificacion (Fox & Noike, 2004). Estos resultados permiten
corroborar que una concentracion de ART de 0.5 g/L es suficiente para alcanzar
rendimientos de metano iguales a los obtenidos por el tratamiento mecéanico. El BF
tratado con peroxido permite que los microorganismos accedan con facilidad,

logrando aprovechar eficientemente la materia organica.

De acuerdo con las condiciones de operacion evaluadas en esta investigacion el
pre-tratamiento oxidativo no requiere de altas concentraciones de quimicos, el
proceso se realiza a bajas temperaturas (50C) haciéndolo econémicamente
factible. El licor resultante del pre-tratamiento (fraccion liquida) contiene trazas de
fenoles y bajas concentraciones de perdxido por lo cual su disposicion no resulta
un problema (curreli et al., 1997). Incrementos similares de la produccion de metano
empleando este tratamiento fueron encontrados en la literatura para la

degradacién anaerobia de residuos de papa, paja de trigo y cascara de arroz
(Taherzadeh & Keikhosro, 2008; Teghammar et al., 2010).

El potencial de biometanizacién del BF se incremetd en un 20% (al igual que el
tratamiento oxidativo) con la reduccion de tamafo de particula hasta 2.36 mm. Se
puede inferir que el tratamiento mecéanico incrementa el area superficial del
sustrato permitiendo a los microorganismos absorber el BF. Estos resultados son

similares a los encontrados para la degradacion anaerobia del sisal (Familia
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Agavaceae) donde los rendimientos de metano aumentaron de 0.18 m® CHa/kg SV
(control) a 0.22 m*® CH4/kg SV con un tamafio de particula de 2 mm (Mshandete et al.,
2006). Es importante encontrar un tamafio de particula adecuado que ademas de
incrementar los rendimiento de metano ademas no requiera mayores gastos

energéticos.

El tratratamiento mecéanico es un proceso sencillo que puede ser implementado
en plantas productoras de biogas a gran escala, reduciendo el volumen del
digestor requerido (vadvika et al, 2004). Adicionalmente un balance energético y

econdmico evalua la viabilidad de este tratamiento (Bruni et al., 2010; Lehtomaki, 2006).

3.5. CONCLUSIONES

La estructura lignocelulésica del bagazo de fique se modificé al aplicar los pre-
tratamientos hidrotérmico y oxidativo Los tratamientos oxidativo e hidrotérmico
alcanzaron una reduccion de la lignina del 56 y el 16% con respecto al bagazo sin

tratar, ademas de una disminucién del indice de cristalinidad de la celulosa.

Con respecto a la produccion de metano, el mejor rendimiento se logré con el
tratamiento hidrotérmico con un PBM de 0.37 m® CH4/kg SV adicionado, seguido
de los pre-tratamientos oxidativo y reduccion de tamafio de particula que

alcanzaron un porcentaje de cambio del 16% con respecto al control.

Andlisis estadisticos indican que no existen diferencias significativas en el
potencial de biometanizacion para los pre tratamientos oxidativo y reduccién de

tamafo de particula.

Los procesos idéntificados, caracterizados por su bajo costo operacional, bajo
requerimiento energético, ambientalmente amigables favorecen la digestion

anaerobia del bagazo de fique.
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IV. CAPITULO ALTERNATIVAS PARA EL APROVECHAMIENTO D EL
SUBPRODUCTO GENERADO EN LA DIGESTION ANAEROBIA DEL
BAGAZO DE FIQUE

4.1. INTRODUCCION

La digestion anaerobia de BF, utilizando como in6culo la mezcla de liquido ruminal
y lodo de cerdo, genera en promedio 0.30 m* CHy/kg de Sélidos Volatiles (SV) y

un lodo efluente (LE) como subproducto (Castro et al., 2009).

En Colombia se generan 4.5 t BF/ha sembrada anualmente. Si el proceso de
digestion anaerobia de BF es implementado a nivel industrial se producirian
aproximadamente 1150 m® de LE/ha-afio en Santander (Finagro, 2011). La
inadecuada disposicion del LE ocasionaria problemas ambientales en aguas
subterraneas (por lixiviados) y en suelos, afectando el ecosistema del area donde

se depositen.

Existen diversos estudios enfocados al tratamiento y uso de residuos como LE.
Teniendo en cuenta la caracterizacion fisicoquimica y microbiologica de LE se
encuentran técnicas para su disposicion como: la incineracion (Fytili & Zabaniotou, 2008;
Wang et al., 2008), vertido al mar (Nihoul, 1991; Velasquez et al., 2008), aprovechamiento de
lignina (Montero et al., 2009), fabricacion de ladrillos (Wenga et al., 2003; Angerbauer et al., 2008)
produccion de biodiesel (song & Lee, 2010), CcoOmpostaje (USEPA, 2000),
acondicionamiento de suelos (Hwang et al., 2008) y produccion de alimento para

animales (Houillon & Jolliet, 2005).

Estudios previos determinaron que la utilizacion del método AHP soportado con el
software Expert Choice (version 11.5, USA), teniendo en cuenta criterios
ambientales, econdmicos, operacionales y sociales es una herramienta practica

para la jerarquizacion de tecnologias en el aprovechamiento de un residuo
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industrial. Esta herramienta permitio establecer que el acondicionador de suelos
es la alternativa tecnologica méas apropiada para el aprovechamiento industrial del

lodo efluente generado durante la digestion anaerobia del bagazo de fique (Plata &
Rivera, 2011).

El uso de los lodos residuales en la rehabilitacion del terreno, es cada vez mas
considerada una solucion técnica para revertir la degradacion ambiental y
promover el restablecimiento de la cobertura vegetal (Navas et al.,, 1998). La aplicacion
de lodos obtenidos en las plantas de tratamiento de aguas residual (PTAR) en
actividades agricolas y no agricolas y su disposicion final se ha investigado
ampliamente, estableciéndose estrictas regulaciones estadounidenses y europeas,
USEPAJ40 CFR 503 y CEE 86/278 respectivamente, destinadas al reciclaje seguro
y mejoramiento de las caracteristicas de estos materiales (Mantovi et al., 2005; USEPA,
2003; CCE/86/278. 1986). La estabilizacion de lodos de PTAR mediante digestion
anaerobia ha presentado indudables ventajas en su utilizacién en la agricultura,
considerandose un material adecuado para la fertilizacion y restauracion de suelos

degradados (Oleszczuk & Hollert, 2011).

Segun la USEPA, los lodos de PTAR que han sido tratados y cumplen con los
estandares estatales y federales para su aplicacién al suelo, son denominados
biosélidos (usepA, 2000). Entre los requisitos a cumplir estan: a) la reduccion de
microorganismos patogenos (causantes de enfermedad) y b) la disminucion de la
atraccion de vectores (roedores, aves, insectos y otros organismos que pueden

transportar microorganismos patdégenos) (USEPA, 2003).

La concentracidén de patégenos diferencia los biosélidos como Clase A y Clase B.
En la Clase A, los tratamientos de estabilizacion (ejemplo: lodos tratados
térmicamente) permiten una reduccion microbiana (virus entéricos, coliformes
fecales, Salmonella, y huevos viables de helmintos) por debajo de niveles

detectables por los métodos de laboratorio. Los requisitos de la Clase B son
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reducir los patdégenos a niveles que no supongan una amenaza para la salud
publica y el medio ambiente. Su aplicacion al suelo sélo es permitida si los
cultivos, el pastoreo de animales y el acceso publico se limita durante
determinados periodos de tiempo después de su aplicacion hasta que factores
ambientales (energia solar, desecacién) reduzcan ain mas los patdgenos (USEPA,
2003). Se ha demostrado que la aplicacion de biosoélidos municipales clase B en
terrenos dedicados a la produccion de forrajes es benéfica, ya que la utilizacion de
estos subproductos favorecio los procesos de mineralizacion del carbono y el

incremento del contenido de nitrégeno en el suelo enmendado (Jin et al., 2011).

Entre los procesos que permiten reducir significativamente el contenido de
patdgenos en lodos estan: la digestion aerobia y anaerobia, el secado al aire, el

compostaje y la estabilizacion alcalina (USEPA, 2003; Fytili & Zabaniotou, 2008).

En la digestion aerobia de lodos de PTAR, los microorganismos consumen el
componente organico degradable, obteniéndose un producto biolégicamente
estable, al mismo tiempo que se reduce el volumen de los lodos (Bernard & Gray, 2000).
Lodos residuales contaminados con 4-nonilfenol (sustancia de interés ambiental
debido a su toxicidad para los sistemas biolégicos), han sido tratados en
condiciones aerobias termofilas. Durante el proceso se alcanzé una reduccion de
66% de la sustancia toxica, ademas de la destruccion del contenido biodegradable
de los lodos (Banat et al., 2000). Como aspecto negativo, en la digestién aerobia no
hay recuperacion de la energia y el proceso tiende a ser costoso debido al

consumo de energia asociado con la aireacion continua (Bernard & Gray, 2000).

El tratamiento anaerobio de los biosélidos permite recuperar la energia en forma
de metano y obtener un residuo que puede utilizarse en el acondicionamiento del
suelo. La digestion anaerobia en dos etapas (55 € en la primeray 35 T en la
segunda etapa), es uno de los procesos implementados para cumplir con los

requisitos de reduccion de coliformes fecales en los biosolidos Clase A (Harikishan &
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Sung S, 2003). En comparacion con el proceso de una etapa, se garantiza un mejor
desempefio en términos de reduccion de sdlidos volatiles (SV), produccion de
biogas y deshidratacion del residuo (Panyue et al., 2008). No obstante, cuando los
lodos residuales se someten a digestiébn anaerobia en dos etapas a gran escala,
se pueden presentar problemas técnicos relacionados con el exceso de acidos

grasos volatiles (AGV) y la inhibicion por acumulacion de propionato y butirato
(Panyue et al., 2008).

El secado al aire se utiliza como proceso final en la estabilizaciéon de lodos
procedentes de digestion aerobia o anaerobia. En este tratamiento, se realiza la
descomposicion de la materia organica, se produce amoniaco, ademas, de la
deshidratacion y la reduccion microbiana (USeEPA, 2000). Mediante el secado en
lechos de lodos de PTAR, se observo una reduccion del 73% en la concentracion
de SV, obteniéndose un producto final con contenido de nutrientes, metales
pesados y microorganismos fecales convenientes para su utilizacibn como
fertilizante en la agricultura (uggetti et al, 2009). Los lechos de secado son una
alternativa de bajo consumo de energia, bajos costos de operacion y

mantenimiento, y de poco impacto ambiental (Stefanakis & Tsihrintzis, 2011).

El compostaje de lodos de PTAR involucra mezclar el residuo con un material de
soporte; el cual proporciona porosidad, permite la circulacién de aire y disminuye
la humedad. Durante el proceso de compostaje se alcanzan condiciones termofilas
gue permiten la reduccién de patdgenos (USEPA, 2003). Durante el compostaje de
lodos residuales es necesario mantener condiciones de operacion especificas,
debido a que la temperatura y la humedad son factores determinantes para
garantizar una excelente actividad microbiana que permita la descomposicion de

la materia organica (Liang et al., 2003).

La estabilizacion alcalina, también conocido como “encalado”, es considerada uno

de los procesos mas empleados en la transformacion de lodos. El encalado es una

139



tecnologia simple que requiere de pocas especialidades para su implementacién
(USEPA, 1992). Materiales como cal (viva o hidratada), carbén, cenizas han sido
empleados en la estabilizacion alcalina de lodos (wong et al., 2001). En el proceso,
mediante la adicion de un material alcalino, durante un determinado tiempo de
contacto, se consigue elevar el pH a valores por encima de 12 lograndose la
reduccién del contenido de patégenos, asi como de metales pesados (USEPA, 2000)
Tres parametros son considerados importantes: el monitoreo de los cambios en el
pH, el tiempo de contacto y la dosis de alcali utilizada, debido a la relacion directa
gue existe entre estos pardmetros y la inactivacion de los microorganismos
patdgenos (wang et al., 2008). Mediante estabilizacion con cal hidratada, han sido
tratados lodos primarios de PTAR, consiguiéndose la inactivacion de
microorganismos patdgenos y el mejoramiento de las caracteristicas del residuo
para su utilizacion en la fertilizacion periddica de suelos (Placha et al., 2008). Ademas
de la reduccion de patogenos, el encalado puede mejorar los beneficios agricolas,
al mismo tiempo que disminuye los riesgos ambientales asociados con la

utilizaciéon de los biosélidos (USEPA, 2000).

En esta investigacion, el lodo efluente de la digestion anaerobia del BF fue tratado
mediante estabilizacion alcalina con hidréxido de calcio (Ca(OH);), dada la
factibilidad de transferencia tecnoldgica en las comunidades rurales dedicadas a la
actividad fiquera, ademas de los pocos requerimientos de equipos para Su
implementacion y la simplicidad del proceso (USeEPA, 2003). El objetivo del presente
trabajo fue producir un biosolido estabilizado y evaluar el efecto remediador en un

suelo franco-arenoso de Mogotes — Santander.

4.2. EXPERIMENTACION

En la figura 4.1 se presentan las etapas metodoldgicas para el aprovechamiento
del lodo efluente (LE).
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Experimentacion

|
| |

Estabilizacion LE Fertilizacion del Suelo

Tratamiento alcalino Muestreo: Tierra Mogotes,

Santander.
Verificacion del proceso. Evaluacion del proceso:
Variable de respuesta: « Cambioen las propiedades de
Reduccion de patbgenos latierra.

» Crecimiento PastoAlpiste.

Figura 4.1 Etapas metodolédgicas para el aprovechamiento del lodo efluente

Fuente: El Autor

4.2.1. Caracteristicas microbioldgicas y fisicoquim icas del LE

El lodo efluente se obtuvo del proceso de fermentacion anaerobia del BF en
reactores “batch” operados a 21 T y un tiempo de operaciéon de 20 dias (Castro et
al., 2009). Como indculo, se utilizé una mezcla de liquido ruminal y lodo de estiércol

de cerdo.

La cuantificacion de indicadores de contaminacion de origen fecal en el LE:
coliformes totales y fecales, Salmonella sp. y huevos de helminto, se realizé por
técnicas estandarizadas (Fermentacion en tubos mudltiples; aislamiento no
selectivo y diferencial e identificacion serologica; y técnicas de decantacion y
flotacion con ZnSO,, respectivamente) (APHA, 2001; FDA. 1995; NOM-001-ECOL. Norma Oficial
Mexicana, 1996). El lodo efluente fue clasificado como un biosdlido clase B (Tabla 4.1)
lo que evidencia la necesidad de estabilizarlo antes de ser vertido a suelos de

cultivo.
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Tabla 4.1 Caracterizacion microbioldgica del LE

Microorganismo Patégeno Unidad Valor Técnica de medicién
Coliformes Totales NMP/g ST 5.1 x 10° NMP en caldo LMX Fluorocult
Coliformes Fecales NMP/g ST 7.1x10° NMP en caldo LMX Fluorocult

Presencia - Pruebas Bioquimicas e
Salmonella spp. Ausencia/ Ausente . has bloq o
identificacion seroldgica
29 ST
Huevos de Helmintos HH/ 4 g ST ZL'm'te.fje Decantacion - Flotacion en ZnSOgq,
eteccion

Fuente: El Autor

La caracterizacion fisicoquimica de LE incluy6 la determinacion de pH, contenido
de macro y micronutrientes, mediante un reporte fisicoquimico en base humeda
(Tabla 4.2).

Tabla 4.2 .Caracteristicas fisicoquimicas del LE

Pardmetro Unidad Valor Método analitico
pH - 7.2 LBC 44 Potenciometria
Nitrégeno % 2.38 Suma de Nitrégenos
Potasio % 1.11 NTC 202 Emision
Fésforo g/L 3.70 NTC 234 Colorimetria
P,0s g/L 8.50 NTC 234 Colorimetria
Azufre g/L 1.00 NTC 1154 Turbidimetria
Cobre g/L 0.08 NTC 1369 A. Atomica
Zinc g/L 0.15 NTC 1369 A. Atdmica
Calcio % 2.96 NTC 1369 A. Atdmica
Magnesio % 2.44 NTC 1369 A. Atdmica
Carbono orgéanico oxidable g/L 45.80 NTC 5167 Walkey Black

Fuente: El Autor

El contenido de nitrégeno, potasio y fésforo en el LE resaltan su potencial uso en
suelos destinados a cultivos. Los nutrientes presentes (Tabla 4.2) son similares a
los reportados para lodos de depuradora, usados como fertilizantes en suelos
mediterraneos, los cuales contribuyeron al crecimiento de las plantulas (valdecantos

etal., 2011).
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4.2.2. Proceso de estabilizaciéon del LE

Para la estabilizacion de LE se utilizé cal hidratada (Ca(OH),). Se desarrollaron
una serie de tres experimentos con diferentes concentraciones de cal adicionada
al residuo (Tabla 4.3); las relaciones D-1, D-2 y D-3 fueron seleccionados de
acuerdo con las recomendaciones para la estabilizacion alcalina de lodos
anaerobios (wang et al., 2008). El experimento control (D-0), correspondié a una

muestra de LE sin adicion de alcali.

Tabla 4.3. Dosificacién de Ca(OH); para la estabilizacion de LE

Ensayo (kg Ca(OH)2/kg sdlidos totales)

D-0 0

D-1 0.14
D-2 0.19
D-3 0.25

Fuente: El Autor

Se selecciond una muestra representativa de un litro de LE para cada dosis de
Ca(OH),. La cal hidratada fue adicionada en forma gradual a las muestras de LE y
para garantizar la homogeneidad, la mezcla fue continuamente agitada con una
batidora plastica manual. El pH fue monitoreado diariamente por 10 dias. Una vez
concluido el tiempo de operacién se determind nuevamente la concentracion

microbiologica y la caracterizacion fisicoquimica.

4.2.3. Fertilizacion del suelo

Las muestras de tierra fueron colectadas en un suelo dedicado al cultivo del fique
del municipio de Mogotes — Santander. Las principales caracteristicas
fisicoquimicas de la muestra son: textura franco-arenosa, pH acido, presencia de
macronutrientes como fosforo, calcio, magnesio, potasio, azufre, ademas de
algunos micronutrientes, y una Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC) media

proporcional a su contenido de materia organica (Tabla 4.4).
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Tabla 4.4 Caracteristicas de la tierra utilizada en el experimento

Parametro Unidad Valor Método Analitico
Textura - Franco -arenoso Bouyoucous
pH - 5.3 LBC 44 Potenciometria
Carbono % 3.25 Colorimétrico
Fésforo disponible ppm 110 NTC 234 Colorimetria
Calcio meq/100 g 5.58 NTC 1369 A. Atomica
Magnesio meq/100 g 0.75 NTC 1369 A. Atomica
Sodio meq/100 g 0.15 NTC 1369 A. Atomica
Potasio meq/100 g ND* NTC 1369 A. Atomica
Aluminio intercambiable meq/100 g ND * Valoracion: Extraccion KCI
Azufre ppm 7.05 NTC 1154 Turbidimetria
Boro ppm 0.21 Colorimétrico
Hierro ppm 133 NTC 234 Colorimetria
Manganeso ppm 3.44 NTC 1369 A. Atémica
Cobre ppm 1.64 NTC 1369 A. Atomica
Zinc ppm 9.0 NTC 1369 A. Atomica
Cic meg/100 g 134 Extraccion acetato de amonio

*No Detectable

Fuente: El Autor

El biosolido mezclado con el suelo a enmendar fue estabilizado durante ocho dias
antes de la fertilizacion. Semillas de pasto alpiste (Phalaris canariensis, marca
Piamontina) fueron cultivadas en 2 Kg de tierra colocados en materas de vinilo (11
cm de profundidad, 20 cm de ancho y 15 cm de largo) provistas de bandejas para
la recoleccion de lixiviados. En cada matera se colocé una muestra de suelo y
biosélido de acuerdo con las relaciones especificadas en la Tabla 4.5. Luego de la
siembra de 40 semillas en cada matera, los ensayos fueron regados diariamente
con 80 ml de agua y expuestos a la luz solar con un promedio de 12 horas diarias.

Tabla 4.5. Dosis de “biosdlido” aplicada a un suelo destinado a cultivo de pasto alpiste.

Ensayo . D9§|s 2
(L biosélido/ m )

E-1 0.00

E-2 0.25

E-3 0.50

E- 4 1.00

Fuente: El Autor

Después de 30 dias de cultivo, se evalué la calidad del suelo fertilizado mediante

los cambios en la concentracién de nutrientes del suelo tratado, el grado de
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germinacion y la altura de las plantulas. Para cuantificar el crecimiento del cultivo,
se midié la longitud del tallo de pasto alpiste en cada matera a los 7,14, 21 y 30

dias después de la siembra.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 con el software
StatGraphics plus 5.1, StatPoint Inc. (Virginia, EE.UU). Las diferencias fueron

consideradas significativas en un intervalo del 95% de confianza cuando p < 0.05.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Estabilizaciéon del LE

De acuerdo con USEPA, durante el proceso de estabilizacion se debe elevar el pH
a un valor superior a 12 y mantenerlo por 72 h (USEPA, 2003). La adicion de Ca(OH),/
kg de lodo seco al LE, elevo el pH de los ensayos de 7.45 a 12.08 (D-1); 12.12 (D-
2) y 12.86 (D-3) en un tiempo de tratamiento de 12 horas. Con 0.14 kg de
Ca(OH),/ kg de lodo seco (ensayo D-1) el pH disminuyo progresivamente durante

los 10 dias del proceso (Figura 4.2).

La adicion de 0.25 kg de Ca(OH),/ kg de lodo seco (D-3) mantuvo el pH entre 12 y
13, durante los diez dias de experimentacion. Teniendo en cuenta que la dosis de
0.19 kg de Ca(OH),/ kg de lodo seco (D-2) alcanzo valores de pH suficientes para

estabilizar la materia organica, se seleccion6 esta Ultima concentracion.
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Figura 4.2 .Variacion del pH durante la Estabilizacion Alcalina de LE

Fuente: El Autor

En relacion con el analisis microbiolégico del ensayo D-2, los resultados indican la
reduccién microbiana de coliformes totales y fecales por debajo de los limites de
deteccion del método. La ausencia de Salmonella sp. en el lodo estabilizado
demuestra que no hubo recrecimiento en la biomasa residual. La no detecciéon de
huevos de helminto evidencia un margen de seguridad en cuanto a su utilizacion.
Los niveles de colifagos sométicos fueron inferiores al limite de deteccion del
método (1so 10705-2. 2000). Dado que los colifagos son indicadores de la presencia
de enterovirus, se puede inferir una clasificacion del biosélido como “A” y su
aplicacion en procesos agricolas con las debidas restricciones de uso. Lo anterior,
se correlaciona con los resultados obtenidos por Wong et al. (2009) durante la
reduccion de patégenos del lodo efluente de la digestion anaerobia del estiércol de

cerdo.
En la Tabla 4.6 se encuentra el andlisis fisicoquimico del LE y el biosolido D-2. Los

valores de nutrientes y micronutrientes en las matrices analizadas aseguran su

aprovechamiento en el acondicionamiento del suelo.
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Tabla 4.6. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas del LE y biosélido

Parametro Unidad Valor. -
LE Biosdlido
pH 7.2 10.40
Nitr6geno % 2.38 2.04
Potasio % 111 111
Fosforo g/L 3.70 4.20
P20s g/L 8.50 9.60
Azufre g/L 1.00 0.83
Cobre g/L 0.08 0.08
Zinc g/L 0.15 0.17
Calcio g/L 2.96 9.90
Magnesio g/L 2.44 2.40
Carbono organico oxidable g/L 45.80 32.30
Solidos Totales g/L 64.60 182.54

Fuente: El Autor

La concentracion de nutrientes de LE no se ve afectada por el proceso de
estabilizacion alcalina. Se observo una reduccion del nitrégeno en un 14% debido
posiblemente al cambio de pH y a fendmenos de volatilizacion asociados (Franco
Hernandez et al., 2003; Topac et al., 2008). Tanto en el LE como en el biosdélido las
concentraciones de Cu y Zn son bajas evitando generar contaminacion en el

ambiente por metales pesados como lo afirma Kuai et al. (2000).

Las reacciones de los cationes de calcio con azufre favorecen el proceso de
estabilizacion del lodo reduciendo el impacto ambiental (Azeez et al., 2010). En este
estudio, la disminucién de la concentracion de azufre (1g/L a 0.83 g/L) minimiza la

generacién de olores en el biosdlido.

Durante el encalado, el cambio del pH hasta valores altamente alcalinos degrada

la materia organica del residuo metabolizado. En la Tabla 4.7 se corrobora la
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eficiencia del tratamiento alcalino como proceso de estabilizacion de la materia

teniendo como parametro de referencia los valores de DQO y DBO.

La reduccion del contenido de solidos volatiles es atribuida a la desactivacion de la
carga microbiana, a causa de los valores de pH altamente alcalino. En este
estudio se observo una reducciéon del 15% en el valor de SV, disminuyendo la
atraccion de vectores. Reducciones entre el 15 y el 25% fueron alcanzadas por
otros investigadores durante la estabilizacion alcalina del lode efluente generado

de la digestion anaerobia del estiércol de ganado (aAzeez et al., 2010).

Tabla 4.7. Indicadores de degradacion de la materia orgénica.

Porcentaje de

Parametro Unidades LE Biosolido disminucion
DBO mg Oa/l 10833 3525 32.54
DQO mg/l Oz 65944 16800 25.48
SV % plp 2848 430 15.10

Fuente: El Autor

4.3.2. Capacidad del biosolido como fertilizante de suelos

En la tabla 4.8 se presenta el avance en la germinacién de plantas de pasto
alpiste, sembradas con suelo abonado con diferentes dosis de biosodlido. La
adicion de biosolido a la tierra de siembra favorecio el desarrollo de las plantas

aportando los nutrientes necesarios.

El mayor porcentaje de germinacion se obtuvo con el experimento E-3 (33 plantas/
maceta). Se pudo evidenciar que una carga alta de biosélido (1 I/m? no es
favorable para la germinacion de las semillas; adicionalmente, se observé una
obstruccion fisica del terreno por sequedad. Estos resultados han sido observados

por otros investigadores con concentraciones similares (Dominguez-Caraveo et al., 2010).
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Tabla 4.8. Germinacion de las plantulas de pasto alpiste

Dosis Plantulas Porcentaje
Experimento [I biosélido/ . de
2 Germinadas N
m<] Germinacion
E-1 0.0 29 725
E-2 0.25 31 77.5
E-3 0.50 33 825
E-4 1.00 25 62.5

Fuente: El Autor

La adicion de biosdlido, ocho dias antes de la siembra, contribuyé a la
degradacién quimica, biodegradacion y volatilizacibn de los compuestos que
podrian resultar téxicos para las plantulas a germinar reduciendo el riesgo de

fitotoxicidad. (Epstein, 2003).

En los diferentes ensayos se evidencié cambios significativos en la longitud de los
tallos de las plantas de pasto alpiste, durante los primeros 15 dias de
experimentacion. El menor crecimiento de las plantas se observo en el ensayo
control (E-1) (Figura 4.3).
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Figura 4.3 . Crecimiento de plantulas de pasto alpiste en tierra abonada con Biosolido

Fuente: El Autor
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Los valores mas altos de crecimiento de las plantas se obtuvieron en el suelo
tratado con 0,5 | / m? (E-3), con una media total de 19,58 + 2,5 cm durante el

ensayo.

En la Figura 4.4 se muestra la distribucién de los valores de medias y medianas
utilizados para la evaluacién del biosélido como fertilizante. Existen diferencias
significativas entre el crecimiento alcanzado del pasto alpiste para cada uno de los

ensayos, con un indice de confianza de 95% y un valor p= 0.0001.

Altura (cm)

25 | -
E 1 E 2 E_3 E 4

Figura 4.4. Distribucion de medias para el crecimiento de las plantas durante el ensayo.

Fuente: El Autor

4.3.3. Cambios fisicoquimicos del suelo tratado con biosdlido

En la tabla 4.9 se presenta la caracterizacién del suelo antes y después de la
aplicacion del biosélido, de acuerdo a la dosificacion del experimento E-3. Se
observa que la aplicacion del biosélido modificé significativamente las
caracteristicas acidas del terreno, debido a que se incrementd el valor del pH,

ventaja importante asociada con la estabilizacién de lodos residuales mediante el

encalado (Adegbidia et al., 2003).
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Tabla 4.9. Cambios fisicoquimicos del suelo tratado con biosélido

Parametro Unidad o biosEé-li];io/m 5 | (051 bioEs;s?ido/m 2)
Textura Franco -arenoso Franco —arenoso
pH 5.3 6.2
Carbono orgéanico % 3.25 3.19
Fosforo ppm 110 245
Calcio meq/100 g 5.58 6.88
Magnesio meq/100 g 0.75 2.12
Sodio meq/100 g 0.15 0.35
Potasio meq/100 g ND* 0.35
Aluminio meq/100 g ND ND
Azufre meq/100 g 7.05 345
Boro meq/100 g 0.21 0.55
Hierro meq/100 g 133 93.6
Manganeso meq/100 g 3.44 3.32
Cobre meq/100 g 1.64 4.52
Zinc meq/100 g 9.0 22.4
cic meaq/100 g 13.4 18.0

*ND: No Disponible *CIC: Capacidad de Intercambio Catiénico

Fuente: El Autor

El contenido de materia organica en el biosolido es de facil descomposicion, lo que

contribuyo a la mineralizacidn del nitrdgeno inorganico (valdez-Pérez et al., 2001).

La aplicacion del biosoélido consiguio en el terreno: a) mantener el contenido de
materia organica, aspecto que se evidencia mediante el aumento de la CIC, b)
aumentar los niveles de nutrientes (principalmente, P y K) y de micronutrientes. La
ausencia de K en E1 estd asociada con la necrosis foliar de las plantas en

experimentacion (Crush et al., 2006).
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La enmienda del suelo facilito la recuperacion del terreno degradado a causa del
cultivo de fique, dada la retencion de minerales por la planta. Estos procesos de

recuperacion disminuyen el lavado de cationes hacia aguas subterraneas (Mantovi et
al., 2005).

Los resultados de este trabajo coinciden con los reportados en otro estudio, donde
se ha demostrado que la aplicacion de un biosolido modifica favorablemente las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, debido a que se mejora la actividad

microbiana del suelo y por ende se incrementa la fertilidad del terreno tratado
(Antolin et al., 2010).

4.4. CONCLUSIONES

El encalado del LE, subproducto de las digestion anaerobia del bagazo de fique,
mediante Ca(OH), , produce un biosolido sin riesgo biologico constituyéndose en

una alternativa tecnoldgica viable para la disposicion de este residuo.

El biosélido puede utilizarse para la recuperacion y acondicionamiento de suelos

esteériles; degradados a causa del cultivo de fique.
La aplicacién del biosélido estabilizado, en las actividades agricolas, contribuye a

la enmienda de suelos acidos y a la reduccion de un problema de contaminacion

ambiental.
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V. CAPITULO MODELO CINETICO DE LA PRODUCCION DE BIO GAS DEL
BAGAZO FIQUE

En este capitulo se presenta el modelo cinético que permite describir el proceso
de DA para el bagazo de fique. El modelo se desarroll6 con base en los principios
propuestos por Gali et al., (2009), para el proceso de digestion anaerobia de
residuos agropecuarios. La caracterizacion fisicoquimica del bagazo de fique
permitié clasificar este residuo como lignocelulésico y dado que este compuesto
afecta la DA, se profundiz6 en el desarrollo del modelo incluyendo el efecto de los
pre-tratamientos. Teniendo en cuenta que el bagazo de fique puede estar
impregnado de saponinas (presentes en el jugo residual del proceso de beneficio),
en este modelo se estudio el efecto inhibidor causado por saponinas esteroidales
(Furcraea ssp) sobre la etapa metanogénica usando las funciones de inhibicion

propuestas por el ADM y modificadas para compuestos farmacéuticos (Fountoulakis et
al., 2008).

5.1. EVOLUCION DE LOS MODELOS CINETICOS DE LA DA

Actualmente existen mas de 2200 reactores implementados en todo el mundo
para el tratamiento de diferentes tipos de desechos y aguas residuales (van Lier,
2008). El auge que ha tenido la produccién de biogas a partir de los residuos
agroindustriales y los “cultivos energéticos” hace de la digestion anaerobia una

tecnologia madura y consolidada a nivel mundial (Mata-Alvarez et al., 2000).

Sin embargo, la DA de residuos lignoceluldsicos presenta limitaciones que pueden
causar baja eficiencia del proceso. Por una parte, la estructura y composicion de
los materiales lignoceluldsicos hace que la hidrolisis sea la etapa mas lenta del
proceso (vavilin et al., 2008; Hendriks & Zeeman, 2009); pOr otra parte algunos compuestos

pueden causar inhibicion sobre la actividad metabdlica de los microorganismos,
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reduciendo la produccion de metano (Patra & Saxena, 2010). Estas limitaciones pueden
causar complejidad para incorporar el proceso a nivel industrial. Por consiguinte, el
desarrollo y uso de modelos cinéticos puede reducir estos inconvenientes, ademas

de ahorrar tiempo y dinero (Gali et al., 2009).

El modelo matematico de la DA es una herramienta valiosa en el disefo,
operacioén, control y optimizacién del proceso. La importancia de los modelos se
encuentra en la capacidad de reproducir un comportamiento experimental en un
simulador de una manera clara y cuantificable; donde las ecuaciones matematicas

son capaces de simular los procesos fisicoquimicos y biolégicos de la DA  (Mata-
Alvarez, 2003; Esposito et al., 2008; Gali et al., 2009).

El ADM 1 (Anaerobic digestion model n°1 por sus siglas en inglés) es el modelo
mas completo de DA, desarrollado por el grupo “Task group for mathematical
modelling of Anaerobic Digestibn Processes” (Batstone et al., 2002). Este modelo
describe sustratos complejos por sus principales componentes (carbohidratos,
lipidos, proteinas, azucares, aminoacidos, acidos grasos de cadena larga, acidos
grasos volétiles,etc), e incluye multiples pasos que representan los procesos
bioguimicos y fisicoquimicos que se desarrollan en la biodegradacién anaerobia

de compuestos organicos complejos (Batstone et al., 2002).

El desarrollo de los modelos de la DA se inci6 con la descripcion de la etapa
limitante, la cual depende de las caracteristicas del sustrato, carga organica y
temperatura. Posteriormente los modelos se fueron haciendose mas complejos, al
incluir los efectos de las inhibiciones por la presencia de AGVT no ionizados,
compuestos toxicos, el pH y la concentracion de iones amonio (Bozinis et al., 1996;

Gavala et al., 1996; Kiely et al., 1997). (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1 Ejemplos de modelos cinéticos de DA.

Modelo Cinética Grupo de Bacterias Proceso ftapa limita  nte | Inhibicion incluida
Monod Bacterias acidogénicas Acidogénesis H,
Monod Bacterias que utilizan acido propidnico Acetogénesis Acetogénesis H,
Mosey et al., 1983 | Monod Bacterias que utilizan acido butirico Acetogénesis H,
Monod Bacterias metanogénicas acetoclasticas Metanogénesis
Monod | Bacterias metanogénicas hidrogenotréficas Metanogénesis
Primer orden Hidrélisis Metanogénesis
Smith et al., 1988 | Primer orden Bacterias acidogénicas Acidogénesis AGVT
Andrews Bacterias metanogénicas Metanogénesis AGV no ionizados
Primer orden Hidrolisis Acetogénesis H, acetato
. N Fermentacion de aminoacidos
Monod Bacterias acidogénicas , y H, acetato
az(cares '
. L Oxidacion anaerobia de cidos
Monod Bacterias acetogénicas 4508 pH
Siegrist et al., 1993 g
Monod Bacterias acetogénicas Oxidacion anaerobia de propionato NH; Libre
Monod  [Bacterias metanogénicas acetoclasticas Conversion de acetato a metano pH
Monod | Bacterias metanogénicas hidrogenotrdficas | Conversion de hidrégeno a metano pH
Monod Hidrolisis/Acidogénesis NH; Libre
Kiely et al., 1997
Monod Metanogénesis Acetoclastica

5.2

*Fuente: Appels et al., 2008

MODELO DE DIGESTION ANAEROBIA ADM

El ADM toma en cuenta que los procesos involucrados en la digestion anaerobia

son catalizados por enzimas intra o extracelulares que degradan la materia

organica (soluble o particulada). La Figura 5.1 y la Tabla 5.2 muestran los
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procesos de DA considerados en el ADM y el nimero de variables, ecuaciones y

otros parametros del modelo respectivamente.

Las principales etapas de la digestion anaerobia descritas por el ADM son (Batstone

et al., 2002):

a) Desintegracion: Proceso extracelular que convierte la materia organica

compleja particulada en carbohidratos, lipidos y proteinas.

b) Hidrdlisis:  Proceso extracelular que convierte la materia particulada en

mondmeros solubles.

c) Acidogénesis: Conversion de monomeros en bicarbonatos, alcoholes,

hidrégeno y acidos organicos mediante fermentacion.

d) Acetogénesis: Oxidacion de alcoholes y acidos organicos a hidrogeno y acetato.

e) Metanogénesis: Formacion de metano a partir de hidrégeno y acetato.
Ademas, se describe la inhibicion de la digestion (para la inhibicién por hidrogeno
y amoniaco libre), consumo competitivo (para la competencia entre butirato y
valerato) y la inhibicion por pH (Batstone et al., 2002). Su uso permite la simulacion de la

produccién y composicion del biogas producto de la digestiébn anaerdbica (Lubken et
al., 2007).

El modelo cinético ADM representa la desintegracion, la hidrélisis y la muerte
microbiana (el modelo considera siete grupos microbianos) mediante cinéticas de
primer orden y la ecuacién de monod para explicar el consumo de compuestos

solubles y produccion de biogas (Lubken et al., 2007; Zhao et al., 2009; Bollon et al., 2011).
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Materia Organica

il :
Particulada (Xc) Inertes
_\‘ Particulados
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| carbohidratos (xen) | | Proteinas (Xpr) | | crasas pw | Inertes
1 Solubles
- (S1)

b A

b

Azicares
(Ssu)

Aminoacidos
(Saa)

P
-

Acidos Grasos
de Cadena Larga

{Sta)

_>_| Propionato (Spro) ]<

v b

Acetato {s“}_|<—

Butirato (Sbu)
Valerato (Sva)

K

¥ 4

Hidrégeno (Sh2)

— Metano (Scha)

Procesos

Inhibiciones

Variables

19 Bioquimicos

particulada

4 Para degradaciéon de materia

pH

12 Particuladas (X)

8 Para degradacién de materia soluble

Falta de nitrogeno inorgéanico

18 Solubles (S))

celular

7 para concentracién de biomasa

6 Equilibrio &cido/base

H,para la degradacién de &cidos grasos, H,
para la degradacion de butirato/ivalerato, H,
para la degradacion de propionato.

3 Transferencia de gas

NH

spara la degradacion del acetato

3 Gases

Figura 5.1 Procesos bioquimicos de ADM (Parker, 2005)

Fuente: El Autor

El modelo ADM también ha sido extendido para la evaluacion del efecto inhibitorio

de los compuestos farmacéuticos (Cloruro de propanolol, ofloxacinay diclofenaco

de sodio) mediante una funcion de inhibicion no competitiva modificada. La

importancia de estos compuestos radica en que su baja biodegradabilidad y

naturaleza hidrofébica afectan las poblaciones microbianas particularmente las

metanogénicas acetoclasticas (Fountoulakis et al., 2008).

5.3

DESARROLLO DE LA ESTRUCTURA DEL MODELO

La Figura 5.2 presenta un algoritmo de las etapas que se tuvieron en cuenta para

desarrollar, simular y validar el ADM para la digestion anaerobia del BF.
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> Especificacion del problema <

-

> Desarrollo del Modelo

N

-

Verificacion preliminar del
modelo

-

Disefio de experimentos

A

-

Estimacién de parametros

-

Validaciéon del modelo

Figura 5.2 Algoritmo de desarrollo del modelo AMD para la DA del BF

Fuente: El Autor

5.4 Efecto de los pre-tratamientos hidrotérmico, 0  xidativo y mecanico

sobre la cinética de la degradacion anaerobiadelB  F

El ADM modificado por el grupo de investigacion de Biotecnologia Ambiental (BA)
de la Universidad de Barcelona (Espafia) (Gali et al.,, 2009) fue adaptado para simular
la degradacion anaerobia del bagazo de fique. EI ADM utilizado en este trabajo
esta compuesto de 32 procesos (19 procesos bioldgicos, 10 procesos de equilibrio
y 4 procesos de transferencia de gases), 34 componentes solubles (S;), 13
compuestos particulados (Xj) y 4 componentes gaseosos (Gj). La Tabla 5.2
presenta la matriz de Petersen donde todos los procesos y compuestos son
detallados. En las tablas 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6 se describen las variables de estado,
los parametros estequiométricos, los parametros cinéticos a condiciones

mesofilicas y los términos de inhibicion respectivamente.
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Tabla 5.2 Matriz de Petersen

Componente - i 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3,1
Rate (p;, kg COD.m"d
procesos Sta Sva Shu Spro Sac Sha Scha Sic SIN Si (b, ke )
Desintegracion S sixe Kdis* Xc
Hidrolisis de carbohidratos Khyd,ch* Xch
Hidrdlisis de proteinas Khyd,pr+ Xpr
Hidrdlisis de lipidos frali Khyd,li- Xii
Consumo de aztcares (2-Ysu): fousu | (1-Ysu)- fpro,su (1-Ysu): fac,su (1-Ysu): fh2,su l —(Ysu)- Nbac
N -
Consumo de aminoacidos (1-Yaa)- fva,aa (1-Yaa)- fbu,aa (1-Yaa)- f pro,aa (1-Yaa)- fac,aa (1-Yaa)- fh2,aa (Vaa) a’:lb
aa)" ac
Consumo de LCFA -1 (1-Yra)- 0.7 (1-Yra)- 0.3 —(Yfa): Nbac
-1 1-Ycs)- 0.54 1-Yes)- 0.31 1-Ye4)- 0.15 —(Yca): Nb I
Consumo de Valerato (1-¥e) (1Y) (1Y) (Yea): Noac
Consumo de Butirato -1 (1-Ycs)- 0.8 (1-Yea)- 0.2 —(Yca)- Nbac :
10[Consumo de Propionato -1 (1-Ypro)- 0.57 | (1-Ypro)- 0.43 Z CVL10 | —(Ypro)- Nbac
-1 1-Y. Civ, 11 —(Yac)-N
11|Consumo de Acetato (1-Yae) :=,_Z ” (Yac)- Noac
1 L¥he >araz| () No
12|Consumo de Hidrégeno ( ) T (Yr2)- Noae
13|Muerte de Xsu Kaec,xsu * Xsu
14|Muerte de Xaa Kec xaa * Xaa
15|Muerte de Xfa Kaee Xta * Xfa
16|Muerte de Xca Kgecxea* Xca
17|Muerte de Xpro Kec xpro * Xpro
18| Muerte de Xac Kaec xac* Xac
19|Muerte de Xh2 Keec,xn2 * X2
o Factores de Inhibicion
© ap 9 o
g : o o $- = o £ N
s g |2 ~ S« S © . 2 o & . QL
el 2|8 5| Ee £ 5t o 3 e pE g5 5%
S a Sol|ldza =) 5 a 2 A m E °a @ a 2 3 E= S a
S o o O 8s 8 > O o O e o [T T O s o = 3 s - a5
o O £ O a—= © Z o - O a © © o T O - O =) c L O
s¥| 2|5 2 L Ze 52 =0 . 2 S s & g & e
2= <=3 e = S = g = g &= © = 22 =, 3=
= = 2 S = s = =
< © =

Fuente: Gali et al., 2009
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Tabla 5.2 Matriz de Petersen

Componente —> i 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 3,1
- Rate (p; kg COD.m°d™)
j procesos | Xc Xch Xpr Xli Xsu Xaa Xfa Xca Xpro Xac Xh2 X1 g
1 |Desintegracion -1 fehxe fprxe Slixe S sixe Kdis- Xc
2 |Hidrdlisis de carbohidratos -1 Khyd,ch- Xch
3 |Hidrdlisis de proteinas -1 Khyd,pr- Xpr
4 |Hidrdlisis de lipidos -1 Khyd, li- XlIi
Sa
5 |Consumo de azucares Ysu Kmo - ;us'xsu I
- Saa .
6 |Consumo de aminoacidos Yaa Kmas © 1 5. a1y
7 |Consumo de LCFA Yfa
Y
8 |Consumo de Valerato 4
9 |Consumo de Butirato Yca
10| Consumo de Propionato Ypro
11|Consumo de Acetato Yac
Yh2
12 [Consumo de Hidrégeno
13 |Muerte de Xsu 1 -1 Kdec,xsu = Xsu
14 |Muerte de Xaa 1 -1 Kdec,xaa * Xaa
15 |Muerte de Xfa 1 -1 Kaec,Xfa - Xfa
16 |Muerte de Xca 1 -1 Kaec,xea - Xea
17 [Muerte de Xpro 1 -1 Kdec,xpro * Xpro
18 |Muerte de Xac 1 -1 Kdec,xac * Xac
19 |[Muerte de Xh2 1 -1 Kdec,xh2 - Xh2
] Factores de Inhibicién
3 9 1 El g g "
8 8 o L %’ L g o ¥ L L g g el ] | e L o
e | % | 8% | 4 usvgsve,ggecmegmsgws‘ée
Pgl2a|se €6 |ic|8te|io|sbgliialeieliislse
2 o ; o
g O ° 5 > 8 § g O > v O |¢ O go %) Iy = Iow Tonrgim = In
§ 2 I ) 2|l (8l 32 (a3 2[2° 2 2|¢° |l g2 2 = fou* Tiwiim " Inz
= § = = = g = E = < = g =19 =~ =13 =~ T I3 = Ipg* Iiyaim ™ Inwzxac
3 £ ] 3 = I &
>

Fuente: Fuente: Gali et al., 2009
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Tabla 5.3 Variables de consideradas en el modelo

Variables Unidad Nombre
SH* kmol/m?® Protén
SOH’ kmol/m® Hidroxilo
SHPO, 2 kmol/m?® Fosfato de hidrégeno
SH,PO4° kmol/m?® Fosfato de di hidrégeno
SNH,* kmol/m?® Amonio
SNH3 kmol/m?® Amonio libre
SCO; kmol/m?® Di6xido de carbono
SHCO3 " kmol/m?® Bicarbonato
SH,S kmol/m?® Acido sulfirico
SHS~ kmol/m?® Sulfuro de hidrégeno
Ssu kg DQO/m? AzUcar soluble
Saa kg DQO/m° Aminoacidos solubles
Sfa kg DQO/m? AGVT de cadena larga solubles
Shva kg DQO/m? Acido Valérico
Sva’ kg DQO/m? Valerato
Shbu kg DQO/m? Acido Butirico
Sbu” kg DQO/m? Butirato
Shpro kg DQO/m’ Acido propiénico
Spro” kg DQO/m? Propionato
Shac kg DQO/m? Acido acético
Sac” kg DQO/m? Acetato
Sh, kg DQO/m? Hidrogeno
Schs kg DQO/m? Metano
Si kg DQO/m? Soluble inerte
Xcl kg DQO/m?® Composite
Xc2 kg DQO/m3 Muerte de la biomasa celular composite
Xch kg DQO/m?® Carbohidratos
Xpr kg DQO/m? Proteinas
Xli kg DQO/m? Lipidos
Xsu kg DQO/m? Biomasa celular (azucar)
Xaa kg DQO/m® Biomasa celular (aminoéacidos)
Xfa kg DQO/m° Biomasa celular (Acidos de cadena larga)
Xca kg DQO/m’ Biomasa celular (valerato/Butirato)
Xpro kg DQO/m? Biomasa celular (Propionato)
Xac kg DQO/m’ Biomasa celular (4cido acético)
Xh, kg DQO/m’ Biomasa celular (Hidrégeno)
Xi kg DQO/m? Particulas inertes
Geoz kg mol/m® Di6xido de carbono
Gh2 kg DQO/m? Gas hidrégeno
Geha kg DQO/m? Gas metano
Ghas kg DQO/m? Gas sulfuro

Fuente: Gali et al., 2009
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Tabla 5.4 Parametros estequiométricos

Fracciones [DQO productor DQO systrato ] Nomenclatura Valor
Inerte soluble del residuo inicial fsixcl variable
Inerte particulada del residuo inicial fxixcl variable
Carbohidratos del residuo inicial fchxcl variable
Proteinas del residuo inicial fprxcl variable
Lipidos del residuo inicial flixcl variable
Inertes solubles de la muerte de la biomasa fsixc2 0.1
Inertes particulados de la muerte de la biomasa fxixc2 0.1
Carbohidratos de la muerte de la biomasa fchxc2 0.1
Proteinas de la muerte de la biomasa fprxc2 0.67
Lipidos de la muerte de la biomasa flixc2 0.033
Acidos grasos de cadena larga de lipidos ffali 0.95
H, de azUcares fh2su 0.19
Acido butirico de azucares fbusu 0.13
Acido propionico de azucares fprsu 0.27
Acido acético de azucares facsu 0.41
H, de aminoacidos fh2aa 0.06
Valerato de aminodcidos fvaaa 0.23
acido butirico de aminodcidos fbuaa 0.26
Propionico de aminoacidos fpraa 0.05
Acético de aminodacidos facaa 0.4
Rendimientos [DQO ,DQQO] Nomenclatura Valor
Rendimiento degradacién de azucar Ysu 0.1
Rendimiento degradacién de aminodcidos Yaa 0.08
Rendimiento degradacién de acidos de cadena larga Yfa 0.06
Rendimiento degradacion de valerato y propionato Ycd 0.06
Rendimiento degradacion de propionato Ypro 0.04
Rendimiento degradacion del acido acetico Yac 0.05
Rendimiento en la degradacion de h2 Yh2 0.06

Fuente: Batstone et al., 2002
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Tabla 5.5 Parametros cinéticos a condiciones mesdfilicas

Constante | Unidades | Valor
Hidrolisis
Kdis 1 d* variable
Kdis 2 d* 0.15
Kh_ xch d* 10
Kh_ xpr d* 10
Kh_ i d* 10
Degradacion
Km_su DQO/DQO/d 30
Km_aa DQO/DQO/d 50
Km_fa DQO/DQO/d 6
Km_c4 DQO/DQO/d 20
Km__pr DQO/DQO/d 13
Km_ac DQO/DQO/d 8
Km__h2 DQO/DQO/d 35
Constantes de saturacion media
Ks_su Kg/m?3 0.5
Ks_aa Kg/m?3 0.3
Ks_fa Kg/m?3 0.4
Ks c4a Kg/m?3 0.2
Ks_ pr Kg/m?3 0.1
Ks_ ac Kg/m?3 0.15
Ks h2 Kg/m?3 7.00 e -06
Muerte microbiana
Kdec_xsu d?t 0.02
Kdec xaa da?t 0.02
Kdec_ xfa d* 0.02
Kdec xc4 d?t 0.02
Kdec_ xpr d* 0.02
Kdec ac d* 0.02
Kdec_h2 0.02
Constantes de inhibicion
KI_h2s Kg/m?3 0.64
KI_h2pro Kg/m?3 3.5 e -06
KI_h2fa Kg/m?3 5.00 e -06
KI_h2c4a Kg/m?3 1.00 e -0O5
KI_in kg mol/ m?3 1.00 e -04
KI_nhs kg mol/ m?3 0.0018
Limites inhibiciébn por pH
pH Llaa 4
pH Llaa 5.5
pH LLxh2 5
pH LLxh2 6
pH Lixac 6
pHLLxac 7
Parametros equilibrio acido/base
KaacidIlC k mol H/ m?3 4.94E-07
KaacidIN kK mol H/ m?3 1.09 E-09
KaacidAC kK mol H/ m?3 1.74E-05
KaacidPRO K mol H/ m?3 1.32 E-O05
KaacidBU K mol H/ m?3 1.50 E-O5
KaacidVVA K mol H/ m?3 1.38E-05
KaacidIlP kK mol H/ m?3 6.60 E -08
KaacidH.S k mol H/ m?3 8.90E-08
Coeficientes de rata masica
Kla_h2 d?t 195
Kla_ch4a d* 184
Kla_co2 d?t 163
Kla_h,s dt 150
Kh_h2 kK mol DQO/m>/Bar 0.000738
Kh_cha kK mol DQO/m3/Bar 0.00116
Kh_co2 k mol C/m3/Bar 0.0271
Kh_h.S k mol S/m>/Bar 0.0017
Disociacion acido/base
Kab k mol H/ m~¥/d 1215752192

Fuente: Batstone et al., 2002
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Tabla 5.6 Términos individuales de inhibicion

Término Expresion Comentarios

In_Inlim 1/(1+KSIN/SNH4+SNH3) Limitacién de nitrégeno inorganico

In_h2fa 1/(1+SH2/KI_h2fa) Inhibicion de H2 in degradacién de acidos

In_h2c4 1/(1+SH2/KI_h2c4) Inhibicion de H2 en la degradacién de butirato/valerato
In_h2pro 1/(1+SH2/KI_h2pro) Inhibicién de H2 en la degradacién de propionato
In_nh3xac 1/(1+SH2/KI_h2nh3) Inhibicién de amonio en la degradacién de acetato
In_h2sxac 1/(1+SH2/KI_h2s) Inhibicion de H,S en la degradacion del acetato

5.4.1. Efecto de las saponinas esteroidales (

Fuente: Batstone et al., 2002

de la acetogénesis-metanogénesis

Como se discutio en el capitulo 1, las saponinas esteroidales provenientes del BF
causan inhibiciobn de la metanogénesis a concentraciones superiores a 57 ppm
empleando como sustrato modelo acetato. La descripcion del efecto inhibitorio de
las saponinas sobre la etapa metanogénica de la digestion se desarroll6 mediante
una funcién de inhibicion no competitiva propuesta Fountouakis et al., 2008

(Ecuacion 5.1).

Donde:

r: velocidad de consumo del

[kg DQO/m3/d]

Ecuacion 5.1

1

Tmodificado =T X 1

1+ (57)

m

Furcraea ssp) sobre la cinética

acetato expresado en unidades del ADM

I: Concentracion del compuesto inhibitorio (saponinas esteroidales)

Ki: Constante de inhibicion

m: Constante que representa la dependencia no lineal de la inhibicion.

Dependiendo de la concentracion del inhibidor tres casos se pueden presentar:
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a) Cuando m=1, la inhibicion se convierte de tipo no competitiva.

b) Cuando m<1, el efecto del inhibidor sobre la cinética es insignificante con la
concentracion del inhibidor

c) Cuando m>1, el efecto del inhibidor es muy sensible con la concentracion
del inhibidor.

5.5. METODOS

5.5.1. Implementacion del modelo cinético ADM para  la DA del BF

El modelo empleado fue desarrollado en MATLAB/SIMULINK con el cédigo escrito
en el lenguaje C. Los datos de la caracterizacion del BF, estequiometria y cinética

se escribieron en excel y se exportaron a Matlab.

La Figura 5.2 muestra un esquema del proceso en el entorno de Simulink. Las
diferentes ecuaciones diferenciales son escritas en C y estan estructuradas en
orden de solucionar para cada componente o variable. Al mismo tiempo, las
variables del modelo y las condiciones de operacion de la digestion son definidas y
conectadas con Matlab mediante Simulink. Para establecer la conexion entre el
lenguaje C y Matlab/Simulink, los archivos de C deben estar compilados y

convertidos en archivos MEX (Gali et al., 2009).
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Entrada variables
de operacion del i e 1
proceso

Concentracion de
efluente

espacio de trabajo

espacio de trabajo

(Workspace) (Workspace)
P cm——ra
REACTOR
— by
Funcién S
Estados adicionales
Caudal de entrada o de las
concentraciones
espacio de trabajo espacio de trabajo
(Workspace) (Workspace)

Figura 5.3 Esquema de Matlab/Simulink
Fuente: Astals et al., 2011

5.5.2. Validacion del modelo

Los datos obtenidos durante las determinaciones de los PBM para los diferentes
experimentos explicados en los capitulos anteriores fueron empleados para

calcular las constantes de desintegracion y validar el modelo.

La cuantificacion de ST, SV, DQO se realiz6 de acuerdo con los protocolos
descritos por el standard methods (APHA, 1998). Las principales fracciones de
carbohidratos no estructurales: lignina, celulosa y hemicelulosa se calcularon a
partir de la fibra detergente acida, la fibra detergente neutra y la fibra de kurschner

(Goering & Van Soest, 1970).

5.5.3. Determinacién de la constante de desintegrac  i6n

La produccion de metano del BF es limitada por el rendimiento de la hidrolisis de
la materia organica particulada (etapa de desintegracién en el ADM). Asumiendo

una cinética de primer orden para la hidrolisis de material particulado (BF), las
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constantes de desintegracion Kgis se calcularon a partir de la ecuacion 5.1 (Angelidaki
etal., 2009), utilizando la herramienta curvefitting de Matlab.

Ecuacion 5.2

SMP(t) = SMP, * (1 — e(TKais *D)

Donde:
SMP (t)= Volumen de CH, acumulado especifico (mL/g SV adicionados) en el

tiempo t (a condiciones estandar de presion y temperatura).

SMPa = Maximo volumen de CH; especifico producido (mL/g SV

adicionados) durante el tiempo de digestion.

Kgs = Constante de desintegracion de primer orden (dias™) y el tiempo t.

t = Tiempo (dias).

5.5.4. Estimacion de parametros de inhibicion de s  aponinas esteroidales

Los valores de los pardmetros de velocidad de consumo de acetato Km,ac = 2.98

kg DQO/kg DQO/d, Ks,ac= 0.075 kg/m® fueron tomados como referencia
(Fountoulakis et al., 2008).

Los parametros de inhibicién, Ki y m fueron estimados utilizando la herramienta
curve fitting de Matlab, a partir del calculo de la velocidad de consumo de acetato
para la cada una de las concentraciones de saponina evaludas (29 ppm, 57 ppm,
86 ppm y 114 pm). Se consideré que la concentracion de saponina permanece

constante durante el ensayo.
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5.6. RESULTADOS

5.6.1. Efecto de los pre-tratamientos sobre la ciné tica de biodegradacion del
BF

5.6.1.1. Caracterizacion del sustrato

Como se menciono en el capitulo 5 el BF fue tradado mediante procesos fisicos:
hidrotérmico y reduccién de tamafio de particula y un proceso quimico: adicién de

solucion de peréxido alcalinizado.

La caracterizacion detallada de la materia organica particulada es un factor
relevante para realizar los balances de masa durante el desarrollo de el modelo.
Las fracciones de materia soluble corresponden a la concentracion de glucosa
(asumiendo que todos los ART son glucosa), concentracion de acido acético
(asumiendo que todos los AGVT son acido acético), inertes solubles. En la tabla

5.7 se presenta la caracterizacion de los sustratos aplicados al modelo ADM.

Tabla 5.7 Caracterizacion fisicoquimica del BF tratado y sin tratar

. ) BF Tratado — BF himedo BF Seco Sin
Parametro Unidades ] . o Mecanico Sin tratar tratar
Hidrotérmico Oxidativo (2.36mm)
pH 45 7 4
ST gST kg™ 124 960 960 195 960
SV gSV kg™ 111 860 860 163 860
DQO total g O, kg™ ST 965.3 922.49 1200 1230
Celulosa gkg®ST 244.7 235.1 410 418
Hemicelulosa gkg'sT 188.4 210.09 220 221.8
Lignina gkg'sT 130 68.1 157.6 157.6
C % 35.69 31.89 34.35 35.58
H % 6.05 5.25 4.88 6.02
(0] % 43.84 40.69 42.07 47.44
N % 1.46 0.29 1.27 1.32
Férmula
empirica C20Hsg026N1 Ci28H2530123N1  C32H54020N; C33Hs7033N1

Fuente: El Autor
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5.6.1.2. Fracciones (DQO) de la materia organica pa rticulada Xc

La materia organica Xc esta compuesta por carbohidratos (fchxcl), proteinas
(fprxcl), lipidos (flixcl) e inertes solubles y particulados (fsixcl, fxixcl) (Batstone et al.,
2002). En este estudio la lignina representa la fraccién de los compuestos inertes
particulados (fxixcl), teniendo en cuenta que es un polimero recalcitrante a la
biodegradabilidad anaerobia (Jimenez et al., 1990; Iglesias et al., 1996; Xiao et al., 2001; Buranov &
Mazza, 2008). En la tabla 5.8 se especifican las fracciones de DQO particulados para
cada uno de los tipos de bagazo evaluados. El fraccionamiento de DQO es
relevante para el desarrollo del modelo porque los mecanismos de degradacion de

carbohidratos, lipidos y proteinas es diferente (Gali et al., 2009).

Tabla 5.8 Fracciones de DQO del BF particulado

Sustrato fchxcl fprxcl flixcl fxixcl fsixcl
Hidrotérmico 0.53 0.08 0.12 0.21 0
BF tratado Oxidativo 0.57 0.07 0.12 0.12 0
Mecanico 0.62 0.05 0.09 0.2 0
BF 0.59 0.06 0.09 0.19 0

Fuente: El Autor

Los valores de cada una de las fracciones varian de acuerdo a la caracterizacion
de los tipos de BF. Por ejemplo, el tratamiento oxidativo es el que alcanza la
mayor remocion de lignina, por consiguiente, la fraccion fxixcl disminuye 37% con

respecto al BF sin tratar.

5.6.1.3. Constantes de desintegracion

Teniendo en cuenta que la etapa hidrolitica es la limitante para los procesos de
degradacién anaerobia de sustratos lignocelulésicos como el BF; un aumento del
14% en la constante de desintegracion para el BF tratado hidrotérmicamente
representa un incremento en la velocidad de reaccion de la etapa hidrolitica (Tabla
5.9).
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Tabla 5.9 Constantes de desintegracion del BF tratado y sin tratar

Coeficiente de

Sustrato K ais [d] correlacion PBM [m 3CHa/kg SV]
Hidrotérmico 0.24 0.98 0.37
BF tratado Oxidativo 0.23 0.97 0.36
Mecanico 0.23 0.97 0.36
BF sin tratar 0.21 0.99 0.30

Fuente: El Autor

De igual forma los tratamientos oxidativo y mecéanico mostraron un incremento del

9% de la Kgis con respecto al bagazo sin tratar, favoreciendo la eficiencia del

proceso. Los valores de Kgs para cada uno de los tipos de bagazo evaluados

presentan una relacién lineal con los resultados obtenidos de PBM, evidenciando

el marcado efecto de los pre tratamientos sobre la cinética del proceso de

digestion anaerobia del BF.

5.7.

ESTRUCTURA, DESARROLLO Y VALIDACION DEL MODE LO

El modelo se construy0 a partir de la caraterizacion del BF tratado y sin tratar, las

constantes de desintegracion y las fracciones de DQO. Los valores iniciales de

cada una de las variables del modelo se establecen a partir de la caracterizacion

del BF y las fracciones de DQO (Tablas 5.7 y 5.8). Las variables de operacion

introducidas al modelo se describen en la Tabla 5.10.

Tabla 5.10 Variables de operacion para la simulacion de la produccién de metano a partir del BF

Variables de operacion Valor
Temperatura [C] 39
Volumen del reactor [ml] 500
Volumen de operacion [ml] 350
RIS 13
[gsv in6culo/gsv sustrato] '
BF
Sustrato BF tratado
Tiempo de operacion [dias] 30
Tipo de operacién Discontinua
Estado Estable

Variable s de respuesta

pH, %CH,, PBM [m® CH./kg SV]

Fuente: El Autor
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Los resultados de la validacion se resumen en la Tabla 5.11. Dado que el mayor
PBM se alcanzo con el pre tratamiento hidrotérmico en la Figura 5.4 se muestran

los perfiles de biodegradabilidad para el bagazo de fique tratado y sin tratar.

Tabla 5.11 Variables de respuesta de la DA del BF s  imulado y experimental

Residuo Valores
Variables de respuesta Experimental Simulado % error
) pH 7.36 7.5 1.9
BF sin tratar
%CHa 65 68 4.6
Rendimiento 0.30 0.31 3.3
pH 7.36 75 1.9
Hidrotérmico %CH4 65 70 7.7
Rendimiento 0.37 0.39 5.4

Fuente: El Autor

a) 0,4 1

4 Datos experimentales BF

[M3CH/kg SV]
o
N

—— Datos simulados BF

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo [dias]
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Figura 5.3 Perfiles de biodegradabilidad del bagazo de fique. a) PBM a partir de bagazo de fique en estado
natural; b) PBM a partir de bagazo de fique tratdo hidrotérmicamente.
Fuente: EI Autor

Los resultados obtenidos de la simulacion se correlacionan con resultados
alcanzados durante el desarrollo experimental con porcentajes de error menores al
8%, lo cual indica que la descripcibn matemética del ADM se ajusta

satisfactoriamente a los ensayos experimentales.

5.7.1 Evaluacién del efecto de las saponinas estero  idales (Furcraea ssp)
sobre la cinética de la acetogénesis-metanogénesis

5.7.2 Parametros cinéticos de inhibicion por sapon inas esteroidales

Los valores estimados fueron: K= 0.55 mg/l y m= 2.93, con un coeficiente de
correlacion R=0.90 (Ecuacion 5.1). Estos parametros indican que el efecto de las
saponinas sobre la velocidad de consumo del acetato dependen de la
concentracion de éste compuesto. En la Figura 5.4 se presenta el consumo de
acetato en presencia de 114 ppm de saponinas furcraea, durante el tiempo de

fermentacion para los datos obtenidos experimentalmente y simulados.
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Concentracion de acetato
[kg DQO/m 3]
A B A
> [¥,) [e))

B
w

® Experimental ——— Simulado

4.2 T T T T T 1
96 116 136 156 176 196 216

Tiempo (horas)

Figura 5.4 Consumo de acetato durante el tiempo de fermentacion adicionando 114 ppm de saponinas

Fuente: El Autor

De acuerdo con los perfiles de consumo de acetato simulados y experimentales se
puede afirmar que la incidencia de compuestos inhibitorios como las saponinas
puede ser descrito mediante funciones no lineales de inhibicibn no competitiva.
Este tipo de inhibiciones han sido utilizadas para incorporar la inhibicion de &cidos
volatiles no ionizados formados durante la degradacion anaerobia de residuos

solidos urbanos (vavilin et al., 2003).

5.8 CONCLUSIONES

El modelo cinético ADM modificado por Gali et al., 2009 fue implementado para
describir la velocidad de desintegracion del bagazo de fique en su estado natural y

tratado por procesos fisicos y quimicos.

El efecto de los pre-tratamientos se evidencia en los valores de las constantes de
desintegracion del BF, lo que se traduce en un mejoramiento de los rendimientos
de la etapa hidrolitica y consecuentemente en la produccion de biogas. El

comportamiento de compuestos inhibitorios (saponinas) sobre el proceso de
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digestion anaerobia puede ser simulado empleando una funcion no lineal de tipo

no competitivo.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se identificd un consorcio microbiano (mezcla de liquido ruminal con lodo estiércol
de cerdo) que degrada el bagazo de figue y mejora el arranque de reactores
anaerobios con sustratos lignocelulésicos. La principal ventaja de mezclar estos
in6culos radica en aprovechar el efecto sinérgico de sus grupos troficos, dado que
el liquido ruminal favorece la conversién de fracciones particuladas en fracciones
solubles facilmente biodegradables (etapa hidrolitica) y el lodo de cerdo presenta

una alta actividad metanogénica.

La caracterizacion microbiologica del in6culo compuesto por LR+LEC demostro
gue la mezcla contiene un alto recuento de bacterias fermentativas de glucosa
(27.61 NMP) indicando una mayor actividad enzimética durante las etapas
hidrolitica y acidogénica del proceso. Esta caracteristica del inoculo es favorable
dado que la hidrélisis es la etapa limitante de la digestion anaerobia de los

sustratos lignoceluldsicos como el bagazo de fique.

En esta investigacion se demostré que las saponinas esteroidales (Furcraea spp)
a bajas concentraciones, estimulan la actividad hidrolitica y metanogénica de los
consorcios microbianos presentes en la mezcla de liquido ruminal y lodo estiércol

de cerdo.

El maximo potencial de biometanizacién del bagazo de fique (0.30 m® CH4/kg SV
adicionados) se obtuvo cuando el proceso se llevé a cabo a una RIS de 1.3 en
rango mesofilo en una configuracion de una fase.

Se consiguio adaptar el in6culo para obtener una excelente conversion del bagazo

de fique a metano (1.90 kw electricidad/l reactor*dia), en operacion continua y a

temperatura ambiente. Durante 120 dias de operacion los niveles de
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concentracion de consumo de ART vy produccion de AGVT mostraron

concordancia con la dinAmica de crecimiento microbiano.

La digestion anaerobia del bagazo de fique en una configuracién en dos fases se
ve favorecida al emplear inéculos diferentes en cada fase, aprovechando las
propiedades de los consorcios: alta actividad hidrolitica en el caso del liquido
ruminal para la fase A y alta actividad metanogénica del lodo estiércol de cerdo en
la fase B, alcanzando un incremento de 16% en el volumen de metano con

respecto al proceso convencional.

El encalado del LE, subproducto de las digestion anaerobia del bagazo de fique,
mediante Ca(OH), , produce un biosolido sin riesgo biologico constituyéndose en

una alternativa tecnolégica viable para la disposicion de este residuo.

El efecto controlante de la etapa hidrolitica durante la digestion anaerobia se
consigue minimizar, mediante la solubilidad de la estructura lignoceluldsica del
bagazo de fiqgue a partir de un tratamiento hidrotérmico. Este pre-tratamiento
mejora la accesibilidad y disponibilidad del sustrato, aumentando en un 30% el

potencial de biometanizacion.

Mediante la implementacién del modelo ADM fue posible describir paso a paso la
etapa de desintegracion de un residuo lignocelulésico, como es el caso del bagazo
de fique, en el cual los efectos inhibitorios de la saponina y la lignina inciden

directamente sobre el rendimiento de la digestion anaerobia.
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ANEXOS

ANEXO 1: REGISTRO FOTOGRAFICO

1. Proceso de beneficio del figue: a) Planta de fique; b) Desfibrado; c) Bagazo de
fiqgue generado

2. Toma de muestra de los consorcios microbianos

LoDO
ESTIERCOL
DE CERDO

LR +LEC
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3. Reactores discontinuos

5. Reactor en continuo: Medicion de biogas producido
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6. Aprovechamiento del lodo efluente: a) Biosol; b) Adicion de biosol a tierra
estéril; c) Sembrado de semillas de pasto alpiste.
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