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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DEL PROCESO DE AUTOHIDROLISIS DEL BAGAZO
DE FIQUE SOBRE LA PRODUCCION DE BIOGAS.

AUTORES: Norida Eliana Gémez Quintero

Luis Guillermo Rueda Serrano

PALABRA CLAVE: pretratamiento, autohidrolisis, material lignocelulésico,
digestion anaerobia, bagazo de fique, potencial de biometanizacién, actividad

hidrolitica, evaluacion de costos.

DESCRIPCION:

En el siguiente trabajo se realizé la evaluacion del pretratamiento de autohidrélisis sobre el
bagazo de fique con el fin de mejorar la produccién de biogas en el proceso de digestion
anaerobia. Para este estudio se tuvo en cuenta las variables de operacion: relacion
agua/bagazo de fique y tiempo de reaccion, sobre una temperatura de operacion de 121°C.

Con el fin de seleccionar las mejores condiciones de operacién del pretratamiento, se evalué la
actividad hidrolitica sobre un proceso de hidrélisis. Se obtuvo que para cada ensayo realizado
del pretratamiento (variando la relacién agua/bagazo y el tiempo) los valores de actividad
hidrolitica mejoraron con respecto al bagazo sin pretratar. Sin embargo el bagazo pretratado a
las condiciones de relacién agua/bagazo de 10 [g/g] y tiempo de 30 minutos, el resultado de
actividad hidrolitica fue el mayor. Igualmente se obtuvo que el bagazo de fique pretratado a las
condiciones seleccionadas, aumento6 un 9,3% el potencial de biometanizacion.

Se realiz6 una evaluacién en los costos de produccidn a escala laboratorio para el proceso de
produccion con la aplicacién del pretratamiento y sin la aplicacién, observdndose que el
pretratamiento aumenta la produccién de metano del proceso de digestion anaerobia
implicando un aumento proporcional en los costos.

iTrabajo de Grado. Modo investigacion
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Humberto
Escalante Hernandez. Codirector: Liliana del Pilar Castro Molano.
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ABSTRACT

TITLE: assessment of the auto-hydrolysis project of the bagazo from fique plant

about the biogas production.

AUTHORS: Norida Eliana Gémez Quintero

Luis Guillermo Rueda Serrano

KEYWORDS: pretreatment, autohydrolysis, lignocellulosic, anaerobic digestion,

fiqgue’s bagasse, biomethane potential, hydrolytic activity, cost evaluation.

DESCRIPTION:

In the following work was carried out the evaluation of the auto-hydrolysis pretreatment on
fique’s bagasse aiming to improve the production of biogas in the process of anaerobic
digestion. In this study it was taken into account the operation variables: water/ fique’s bagasse
relation and time of reaction in a operation temperature of 121°C.

In order to select the best conditions of pretreatment operation the hydrolytic activity was tested
on a hydrolysis process. It gave that for each pretreatment trial executed (changing the relation
of water/bagasse and the time) the values of hydrolytic activity improved with regard to the
bagasse without pretreatment. However the pretreated bagazo to the conditions of the relation
water/bagasse of 10 [g/g] and time of 30 minutes, the result of hydrolytic activity was the
highest. It gave too that the pretreated fique’s bagasse in the selected conditions rise 9,3% the
biomethane potential.

An evaluation in the cost of production was carried out at laboratory scale for the production
process with the application of pretreatment and without it observing that pretreatment
increases the methane production of the anaerobic digestion process involving a proportional
rise in the cost.

Working grade. Research mode
** Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Humberto
Escalante Hernandez. Codirector: Liliana del Pilar Castro Molano.
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1. INTRODUCCION

El fique es una planta del género Furcraea, de la familia Agavacea, producida
en Colombia, generalmente en los departamentos de Cauca, Narifio,
Santander, Antioquia y Boyaca, los cuales representan el 99% de la produccién
nacional (Mojica & Paredes, 2004). La produccion para el afio 2009 (lo cual
consiste en la fibra) fue de 19.813 Ton/afio de una produccion de 495.325

Ton/afio de pencas de fique (Pereira et al., 2009).

El proceso de beneficio del fique genera residuos liquidos y solidos (bagazo).
Estos residuos conforman el 96% de hoja, que aproximadamente representan
66.144 ton/afio (solo para el afio 2010) en el departamento de Santander, el
4% restante corresponde a fibra (Castro et al., 2009). Si el Bagazo de Fique
(BF) es vertido directamente al medio, ocasiona un problema de contaminacién
ambiental. Actualmente existen algunas alternativas poco desarrolladas para
tratar el BF, por ejemplo la produccién de abonos organicos para el cultivo de
hongos comestibles, produccion de papel (Mojica & Paredes, 2004) y biogas
(Quintero et al., 2012).

La caracterizacion fisicoquimica del BF indica que este residuo tiene elevadas
concentraciones de carbono, nutrientes y poder cal6rico, que lo hacen apto
para su aprovechamiento energético. Este sustrato contiene celulosa,
hemicelulosa y lignina, en una relacion de 41.81%, 22.17% y 15,56%
respectivamente (Castro et al., 2009), esto lo clasifica como un material

lignocelulésico.

El Material Lignocelulésico (ML) es la estructura principal que compone el tejido
celular de las plantas, el cual, confiere el caracter de rigidez y de resistencia al
tallo. EI ML consiste de tres cadenas poliméricas, en donde el componente de
mayor abundancia es la celulosa, seguido de la hemicelulosa y la lignina con
composiciones promedio de 40-45%, 20-30% y 15-25% respectivamente
(Lisbeth et al., 2004).

17



La composicion del ML BF es similar a otras biomasas, tal como la paja de
trigo, aserrin de abedul (Targonsky, 1985); rastrojo de mazorca (Myoung et al.,
2009), paja de centeno (Rogalinski et al., 2008) y el pasto de costa de bermuda
(Myoung et al., 2009). Dada la cantidad de carbonos disponibles dentro de los
ML, estos residuos llegan a ser fuentes potenciales para la produccion de
biocombustibles (Hendriks & Zeeman, 2009; Alvira et al., 2010; Merchan &
Parra, 2010).

Estudios previos del BF, revelan una relacion Carbono/Nitrégeno del 63%, que
lo convierten como un sustrato atractivo en el procesos Digestion Anaerobia
(DA) para la produccion de biogas (Castro et al., 2009), sin embargo este

proceso se ve afectado por las caracteristicas lignoceluldsicas del sustrato.

La naturaleza lignocelulésica del BF reduce la accesibilidad para que los
microorganismos metabolicen el sustrato. Por consiguiente, para mejorar el
rendimiento de la DA del BF, es necesario modificar su estructura mediante un

pretratamiento fisico y/o quimico.

Actualmente existen tres tipos de pretratamiento utilizados sobre los residuos
lignoceluldsicos: a) pretratamiento bioldgico, donde se utilizan microorganismos
que realizan la degradacion del ML, como por ejemplo, el uso de celobiosa
deshidrogenasa deficiente de la cepa trametes versicolor sobre la paja de
canola (Canam et al., 2011), b) pretratamiento quimico, en el cual la biomasa
es mezclada con un compuesto quimico diluido en agua, lo que genera la
hidrolisis del ML, como es el caso de la hidrélisis de paja de maiz utilizando una
solucion de NaOH (Zhong et al., 2011) y c) tratamiento fisico, en donde el
sustrato es sometido a una operacion fisica, la cual genera la deformacion del
ML, como por ejemplo la utilizacion de la auto-hidrélisis en el pasto de Costa de

bermuda para el mejoramiento de la hidroélisis enzimatica (Myoung et al., 2009).

Estos pretratamientos generalmente se consideran un paso necesario para
alterar la estructura caracteristica del ML y mejorar su digestibilidad (Hendriks
& Zeeman, 2009; Alvira et al., 2010; Forero et al., 2003) permitiendo una mayor

accesibilidad a la accidon bacteriana.
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El proceso de autohidrolisis es un pretratamiento fisico hidrotérmico el cual
genera el fraccionamiento de la hemicelulosa y celulosa amorfa, generando
adicionalmente, la deformacion de la lignina y celulosa cristalina (Targonsky,
1985). Es un proceso ampliamente aplicado en diferentes tipos de sustrato, en
los cuales el mejoramiento en la accesibilidad muestra resultados positivos
(Targonsky, 1985; Myoung et al., 2009; Hendriks & Zeeman, 2009; Xu & Liu,
2009; Caparrés et al., 2006). Por esto, se podria incrementar los rendimientos

de la produccion de biogas aplicando al BF un pretratamiento de autohidrélisis.
Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue modificar la estructura del
BF por medio de un proceso de autohidrdlisis, con el fin de incrementar la

produccion de metano durante el proceso de DA.

Digestion anaerobia

La DA es un proceso biologico en el cual un sustrato o material organico (en
nuestro caso el BF) es reducido en un medio libre de oxigeno a combustible
gaseoso (Biogas) constituido de metano (95%) y dioxido de carbon. Su uso es
ampliamente visto alrededor del mundo, encontrando mas de 1000 plantas de
produccion con sistemas de DA que operan realizando el reciclaje de residuos
sélidos municipales (Forero et al., 2003).

La DA se realiza por la accion combinada de diferentes poblaciones
bacterianas (Forero et al., 2003), las cuales se clasifican en funcion de la etapa
en la cual se desempefia. La DA se realiza en cuatro etapas: a) hidrolisis, b)

acidogénesis, c) acetogénesis y d) metanogénesis (Angelidaki et al., 2009).

La etapa de hidrolisis, consiste en la fragmentacion de las cadenas de celulosa
y hemicelulosa a mondémeros y azlcares simples por la accién de enzimas
excretadas por bacterias fermentativas (Quintero et al., 2012; Forero et al.,
2003).

La etapa de acidogénesis implica la conversion del hidrolizado a acidos

carboxilicos por la accion de bacterias acidogénicas. Estas bacterias fermentan
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los azucares disueltos en el medio en propionatos, butiratos, dioxido de

carbono e hidrégeno (Ortega, 2006).

La etapa de acetogénesis consiste en la produccion de acetatos junto con el

CO. y Hy, por la accion de bacterias acetogénicas (Quintero et al., 2012).

La etapa de metanogénesis es la etapa final del proceso de DA, en la cual se
lleva a cabo la conversion a metano de los acetatos, carbonos e hidrogenos
obtenidos en la etapa previa por la accion de bacterias metanogénicas (Appels
et al., 2008). La actividad de las bacterias metanogénicas en la producciéon de

metano, es denominada Actividad Metanogénica (AM).

La hidrdlisis es la etapa principal de la DA en donde los microorganismos
realizan el acceso a la biomasa. La accioén degradativa de los microorganismos
es denominada Actividad Hidrolitica (AH), la cual es cuantificada por la cinética
de produccién de azucares disueltos en el medio. La cuantificacion de la AH es
utilizada como analisis de la accesibilidad de los microorganismos a un

complejo de carbonos (Hu et al., 2004; Quintero et al., 2012).

Estructura de los Residuos Lignocelulésicos

El ML es la estructura principal que compone el tejido celular de las plantas y
es aquella que confiere el caracter de rigidez al tallo. El nombre “lignocelulosa”
es un término genérico que resalta las tres cadenas poliméricas (celulosa
hemicelulosa y lignina), las cuales forman una matriz que componen esta

estructura (Hendriks & Zeeman, 2009).

La celulosa, es el componente mayoritario de los ML, pudiendo distinguirse de
la hemicelulosa y la lignina por su insolubilidad en agua y disolventes
organicos; quimicamente es un polimero lineal constituido por unidades de 3-D-
glucosa unidas por enlaces entre los carbonos 1-4 (Agbor et al., 2011; Hendriks
& Zeeman, 2009).

La hemicelulosa es una estructura compleja de carbohidratos que consiste de

diferentes polimeros como, pentosas y hexosas; tiene una mayor velocidad de
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hidrolisis con respecto a la celulosa y resistencia a la oxidacion, ademas tiene
la funcion de realizar el ensamble entre las cadenas de lignina y las fibras de
celulosa (Hendriks & Zeeman, 2009).

La lignina se caracteriza por su complejo aromatico, dado que es un polimero
ramificado, amorfo y heterogéneo constituido por unidades de fenilpropano (p-
cumarilico, coniferilico y alcohol sinapilico) unidos por diferentes clases de
enlaces (Lisbeth et al., 2004). Es un compuesto insoluble en acidos y soluble
en alcalis fuertes como el hidroxido de sodio (Caparros, 2009; Hendriks &
Zeeman, 2009).

La composicion promedio de los ML esta dado por: 40-45% de celulosa, 20-
30% hemicelulosa y 15-25% lignina; esta composicion de ML difiere una de
otra, dependiendo del tipo de planta y de la seccion de la planta de donde se
tome, también del ambiente y el clima en el que se desarrollan (Lisbeth et al.,
2004).

Dada la cantidad de carbonos disponibles dentro de los ML, estos son
considerados como una fuente potencial para la produccién de
biocombustibles. Actualmente se realizan estudios en los cuales los ML son la
base en la produccion de biocombustibles como bioetanol y biometano
(Hendriks & Zeeman, 2009; Castro et al., 2009; Alvira et al., 2010; Merchan &
Parra, 2010).

La autohidrélisis como pretratamiento para ML

El uso de pretratamientos es una alternativa viable para transformar la
estructura de la celulosa cristalina. Actualmente existen tres tipos de pre-
tratamiento (Biol6gico, Quimico y Fisico), entre los cuales sobresale el proceso
de autohidrélisis (Myoung et al.,, 2009). El proceso de autohidrolisis es un
pretratamiento fisico hidrotérmico que consiste en el calentamiento de una
solucion acuosa del ML. Dentro de la autohidrdlisis, los iones hidronios
(obtenidos en primera instancia de la ionizacion del agua) catalizan el

fraccionamiento de la celulosa amorfa y hemicelulosa (Caparrés et al., 2006) y
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genera ademas, la deformacién de las cadenas cristalinas de celulosa y lignina,

tal como se observa en la Figura 1. (Mosier et al., 2005).

Figura 1. Efecto de los pretratamiento sobre la estructura lignocelulésica
(Mosier et al., 2005).
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La autohidrélisis se convierte en una gran alternativa industrial gracias a su
tecnologia amigable con el ambiente. Comparado con otros tratamientos
(hidrélisis &cida, hidrdlisis alcalina), no da lugar a problemas de corrosion ni
aumento de costos por uso de productos quimicos para la neutralizacion de
acidos y bases, entre otros (Garrote et al.,, 1999; Caparrdos et al.,, 2006;
Carvalheiro et al., 2004).

Para la autohidrélisis se ha encontrado que la solubilizacion de los
componentes de la hemicelulosa, al igual que la lignina, empiezan alrededor de
los 180°C, sin embargo otros autores mencionan que esto ocurre alrededor de
los 150°C, en donde la hemicelulosa resulta ser mas sensible a los procesos

termoquimicos (Hendriks & Zeeman, 2009).

En estudios previos, se observd que la temperatura Optima fue de 200°C
utilizando como sustrato la paja de trigo y el aserrin de haya, alimentando una
relacion liquido/sélido de 5 g/g (agua destilada/ML), para un tiempo de
calentamiento de 20 min. Sin embargo para una temperatura superior a 200°C,
presentan cambios desfavorables en la composicion del hidrolizado
(Targonsky, 1985).
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Otros autores (Xu & Liu, 2009) trabajaron la autohidrdlisis en astillas de arce de
azlcar a una temperatura de 160°C, alimentando una relacion soélido/liquido de
0.25 g/ml, para un tiempo de residencia de 2 horas, obteniendo
concentraciones de xilosa y glucosa de 28,84 g/L y 4.40 g/L respectivamente
(Xu & Liu, 2009).

En otras investigaciones se encuentran diferentes relaciones liquido/solido
como en la autohidrdlisis de Arundo donax L. o cafiabrava. En este estudio se
utilizé 8:1 g/g hasta un volumen de trabajo de 600 cm®, a las temperaturas 150,
165, 180 y 195°C, para un tiempo de tratamiento de 15 h. Se observd una
dependencia importante de la cinética de reaccidon con la temperatura, en
donde, a mayor temperatura de tratamiento menor sera el tiempo de hidrdlisis
del ML, sin embargo no se observa una diferencia de gran magnitud en la
cantidad de ML hidrolizado a diferentes temperaturas. Adicionalmente sefalan
que la variacion de la relacion liquido/sélido no influye en el hidrolizado
(Caparros et al., 2006).

Se han encontrado autores que trabajaron la relacion 8:1 g/g de liquido/soélido,
como en la autohidrdlisis de la tusa de mazorca y la cascarilla de arroz, donde
utilizé un volumen de trabajo de 3,75 L; operando a 205 y 202°C para la
cascarilla y la tusa respectivamente (Garrote et al., 2007). Asi mismo, un
estudio de la autohidrélisis del grano gastado de cerveceria, obtenido como
residuo industrial de la sacarificacion y licuefaccion de la fraccion de almidén de
la cebada, se utilizé a la relacion de 8 g/g a tres temperaturas: 150, 170 y 190
°C, trabajando entre 7 y 10 tiempos de reaccion en un rango de 0-420 min en
discontinuo. Los resultados del licor de la autohidrélisis mostraron una mezcla
de oligobmeros de azucares (xilooligosacéaridos), monosacaridos (xilosa,
arabinosa), acido acético y productos de descomposicibn de azlcares; la
relacion de estos componentes dependia de las condiciones de la autohidrdlisis
(Carvalheiro et al., 2004).
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2. METODOLOGIAEste estudio se realizo en dos etapas: a) autohidrdlisis del
BF y b) digestion anaerobia de BF pretratado. La primera etapa permitid
determinar las mejores condiciones de operacion, para mediante la
autohidrdlisis, mejorar la accesibilidad del consorcio hacia la fuente de carbono.
En la segunda etapa, se comprobé el grado de mejoramiento de la DA del BF

pretratado.

El BF empleado como sustrato se recolectd en una planta de beneficio de fique
(Mogotes - Santander). El BF debidamente empacado se trasladé al laboratorio
de biotecnologia de la UIS y se conservo refrigerado. El BF se sometio a
caracterizacion fisico-quimica en el laboratorio Dr. Calderén Labs. Ltda. en la

ciudad de Bogota.
2.1PRETRATAMIENTO DE AUTOHIDROLISIS

La autohidrdlisis del BF se realizdé de acuerdo a la metodologia empleada por
varios autores (Caparrés et al., 2006; Garrote et al., 2007; Myoung et al., 2009;
Romani et al., 2011; Garrote et al., 2001). Muestras de 50 g de BF y agua
fueron mezcladas en proporciones deseadas (tabla 1.) en reactores de 500 ml

sellados herméticamente.

La autohidrdlisis se llevé a cabo dentro de un autoclave con capacidad de 50 L,
en donde se realizé el calentamiento de los reactores hasta una temperatura de
121 £ 5°C. Esta temperatura se escogi6é con base en estudios previos en donde
se menciona la hidrélisis del ML a bajos valores de temperatura para altos
tiempos de operacion (Caparrés et al., 2006). El calentamiento de los reactores
al interior del equipo tardo alrededor de 30 min hasta llegar a la temperatura

deseada, momento en el cual inicia el tiempo de reaccién del pretratamiento.

El estudio del pretratamiento de autohidrélisis se realizé mediante un disefio
factorial de experimentos 37 utilizando tres relaciones agua/ BF de 5, 10y 15 g
agua/g BF y tres tiempos de operacion (Tabla 2). Estos rangos de operacion se
seleccionaron de acuerdo a la literatura (Carvalheiro et al., 2004; Caparros et
al., 2006; Myoung et al., 2009; Garrote et al., 2007; Xu & Liu, 2009).
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Tabla 1. Disefio experimental para la autohidrolisis de BF

. Niveles )
Variables 0 1 > Unidades
Relacién masica:
Agua/BF 5 10 15 a/g
Tiempo 5 30 60 minutos

La AH fue la variable respuesta seleccionada para determinar las mejores

condiciones del proceso de autohidrdlisis.

Los ensayos de AH se llevaron a cabo introduciendo el BF pretratado junto con
el liquido ruminal (LR) en un reactor con sellado hermético. La carga del reactor
se realizo utilizando una Relacion Inoculo/Sustrato (RIS) de 2 g sv Inoculo/g sv
BF pretratado. El LR adicionado se recolectd en el frigorifico Vijagual S.A. en
Bucaramanga-Santander. El LR se seleccioné para la prueba del AH debido a

su alta actividad hidrolitica (Quintero et al., 2011).

Se incluy6 en la experimentacion una muestra control (BF sin tratar). La Tabla

2 indica las condiciones de operacion del proceso.

Tabla 2. Condiciones de operacion para determinacion de AH en BF pre-

tratado.
Variables Valor Unidades
Volumen reactor 0,05 L
Volumen operacion 0,035 L
Sustrato BF Pretratado
In6culo LR
Tiempo de operaciéon 24 h
Agitacion 0 rpm
Temperatura 39 °C

La AH fue determinada usando el maximo consumo de azlcares reductores
totales (ART) y definida como g DQO glucosa/ g SSV*dia. El consumo de ART
durante la hidrolisis del BF fue determinado utilizando un espectrofotometro
GENESYS 20 Thermo Spectronic a 540 nm de acuerdo con el método de
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andlisis de absorbancia por la técnica de MILLER del Acido Dinitrosalicilico
(DNS) (Anexo A) (Cortinez, 2010).

Los resultados son introducidos al software estadistico Statgraphics, en donde

se realiza el andlisis de incidencia de cada variable sobre los resultados.

La cuantificacion de celulosa, hemicelulosa y lignina se realiz6é para la muestra
control y de BF pretratado con la pareja de tiempo — relacion masica que
presentd mayor degradabilidad en la prueba de AH. El analisis se realiz6 segun
el protocolo desarrollado por Goering & Van Soest. Esta metodologia utiliza la
fibra detergente acida, la fibra detergente neutra y la fibra de Kurschner (Zhang
& Cai, 2008; Goering & Van Soest, 1970).

2.2 ANALISIS DE DIFRACCION DE RAYOS X DEL BF

Como medida de la accesibilidad de los microorganismos sobre el BF tratado y
sin tratar, se determind el indice de cristalinidad empleando un difractometro
SIEMENS modelo D500. Las muestras de BF sin tratar y BF tratado se
maceraron en un mortero de agata y el espécimen seleccionado de la muestra
fue montado en un porta muestra de aluminio mediante la técnica de llenado
frontal. El andlisis se realiz6 a 40 kW, 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 2°/min. La ecuacion 1
se utiliza para el célculo del indice de cristalinidad (Yang et al., 2009) y se

compararan los resultados obtenidos.

Crl = 100 * (M) [Ecuacion 1]

ooz

En donde:

Crl = indice de Cristalinidad.

loo2=Intensidad del pico en el maximo de 26 entre 22° y 23°.
lamorfa= Intensidad del pico en el minimo de 26 entre 18° y 19°.

2.3ANALISIS MICROGRAFICO DEL BF
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Las micrografias del BF pretratado y sin tratar fueron realizadas utilizando un

video microscopio HIROX KH 7700 con un aumento de 50 x.

2.4DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE METANO

El proceso de DA se lleva a cabo en reactores de 500 mL empleando como
sustrato 3,54 gSV de BF pretratado y de muestra control (BF sin pretratar)
respectivamente para cada ensayo, junto con 300 mL de una mezcla inoculo.
Con el fin de reducir la varianza en los resultados y garantizar la
reproducibilidad de la practica, las pruebas en cada caso se realizaron por
triplicado. En la tabla 3. Se muestra las condiciones de operacion trabajadas

para la DA.

Tabla 3. Condiciones de operacion para el proceso de DA

Variables Valor Unidades
Vol. Reactor 500 mL
Vol. Operacion 350 mL
Temperatura 39 °C
RIS 2 gsv in6culo/gsv sustrato
Agitacion 0 Rpm
Tiempo de digestion 15 Dias

El inéculo utilizado en el proceso de DA del BF pretratado para la produccién
de metano, es una mezcla de Lodo Estiércol de Cerdo (LEC) y LR en una
proporcion 1:1. El LEC utilizado proviene de la porcicola “Puerto Ferrayo”

ubicada en el municipio de la Mesa de los Santos-Santander.

Las variables de respuesta en este proceso fueron i) la concentracién de ART,
i) la concentracion de Acidos Grasos Volatiles Totales AGVT Yy iii) el volumen
acumulado de metano. El pH y la relacibn AGV/AT se cuantificaron para

garantizar la estabilidad durante el proceso de fermentacion, donde AT es la
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Alcalinidad Total. Las muestras para los ART y AGVT se recolectan cada cinco

dias realizando los analisis por duplicado

El montaje experimental consisti0 de once digestores para BF pretratado y
once para BF sin tratar, de los cuales para cada experimento se tenia una
botella para tomar muestras de ART; siete botellas para AGV, AT y pH; tres

para mediciones de volumen de metano.

La cuantificacion de los ART se hace mediante el método colorimétrico DNS
utilizando un espectrofotometro GENESYS 20 Thermo Spectronics a una
longitud de onda de 540 nm (Anexo B). Los AGVs fueron cuantificados
mediante el método de titulacion del standard methods (Anexo C).

La medicion del volumen de biogas se realizd utilizando el protocolo de
desplazamiento alcalino (Forero et al., 2003), este procedimiento de medicién
se explica en el anexo D. El volumen de metano se normalizé de acuerdo a la
ecuacion 2. El pH se midi6é durante todo el proceso de digestion con un pH-

metro marca SCHOTT portatil.

(PL—Py)*Ty

VO =V PorT

[Ecuacion 2]

Donde:

Vo: Volumen de gas en condiciones normales.

V: Volumen de gas generado.

P.: Presion atmosférica en la medicion.

Pv: Presion de vapor a la presion y temperatura de medida.
Po: Presion de metano en condiciones normales.

To: Temperatura del metano en condiciones normales.

T: Temperatura ambiental en el momento de la medida.

El potencial de biometanizacion (PBM) es una medida de volumen producido
de metano a partir de g SV adicionado, el cual suministra informacion acerca

de la cantidad de biometano obtenida del sustrato bajo sus condiciones
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operacionales, asi como la biodegradabilidad del sustrato. El PBM es utilizado
en estudios concernientes a la DA, por lo tanto éste se calcul6 para los

experimentos realizados. (Angelidaki et al., 2009; Esposito et al., 2012)

volumen acumulado de metano
PBM =

gramos de solidos volatiles adicionados del sustrato

2.5EVALUACION DE COSTOS

Se realiza una evaluacion de costos con el objetivo de comparar y determinar
el incremento con respecto a la produccion de biogas obtenidas a partir del BF
pretratado y sin pretratar. Este estudio se realiza de acuerdo al estudio
realizado por Sassnher et al., (2008) y el protocolo planteado por Peters &
Timmerhaus, (1991).

Para la evaluacion de costos se toman los gastos significativos dentro del
proceso (a escala laboratorio) de produccion de biogas simultaneamente para

los dos tipos de bagazo.

Los costos incluidos para el analisis estdn determinados por: i) los gastos
energéticos implicados dentro la etapa de pretratamiento, el cual constituye el
funcionamiento del equipo autoclave (donde se llevé a cabo el proceso de
autohidrdlisis), ii) Los gastos de materia prima adicionados al proceso, estos
costos implican: los gastos de compra de la materia prima y los gastos de
traslado desde el lugar de origen (para el caso del BF, LEC y LR, no aplica el
precio de compra debido a que son residuos inutilizados) y iii) Los materiales e
INnsSumos necesarios, estos costos son gastos indirectos necesarios para la
produccion (corchos de hule, agrafes y guantes).
3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL BF

Tabla 4. Caracterizacion Fisicoquimica del BF

Parametro Unidades Valor
Ph 4
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ST gST kg™ 195
sV gSV kg™ 163
DQO g O, kg'ST 1230
Alcalinidad Total mgCaCOs/I| 3300
AGVT g AGV kg ST 48,1
Proteinas gkg*ST 43,8
Lipidos gkg!sT 41,3
Holocelulosa gkg*ST 639,8
Carbohidratos gkg*ST 69,4
Lignina gkg!sST 157,6
C % p/p 35,58
H % p/p 6,02
O % p/p 47,44
N % p/p 1,32
CIN % p/p 26,9
Sulfuros % p/p 0,006
Poder calorifico kJ kg™ 13799,16
Formula empirica C33Hg7033N;

En la tabla 4 se muestra los altos contenidos de Holocelulosa (hemicelulosa y
celulosa) y lignina. La composicion de este sustrato se encuentra en el
rango de los ML comunmente investigados, como son los residuos agricolas y
de maderas blandas (Garrote et al., 1999; Garrote et al., 2002;; Mosier et al.,
2005; Myoung et al., 2009; Quintero et al., 2011). Esto confirma su aplicabilidad

en procesos bioldgicos de producciéon de biocombustibles.

3.2 PRETRATAMIENTO

3.2.1 Actividad Hidrolitica. En la tabla 5 se presentan los resultados

obtenidos en el analisis de AH que alcanz6 cada uno de los experimentos (BF
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pretratado, BF sin tratar (control) y Blanco). El blanco se refiere al ensayo
realizado, sin la utilizacion de sustrato sustituyéndose por la misma cantidad en

agua.

Tabla 5. Actividad Hidrolitica de BF pretratados, BF sin tratar y blanco LR

Relacion Tiempo AH
(g agua/g sv BF) (min) (g D.Q.O/g SSVv*dia)

t:5 0,715

R::5 tp: 30 0,991

t3: 60 1,022

t1:5 0,806

R,: 10 t,: 30 1,195

t3: 60 0,835

t1:5 0,572

Rs: 15 t2: 30 1,022

t3: 60 0,873

Control (BF sin tratar) 0,524
Blanco (LR) 0,358

Se puede observar que para cada ensayo de pretratamiento, el valor de la AH
es mayor comparado con las muestras control y blanco. Sin embargo, se
obtuvo que para un tiempo de 30 min y relaciéon masica de 10 g agua/g SV BF,
el valor de AH fue el mejor. Por lo tanto, el sustrato pretratado a estas

condiciones se escogi6 para la etapa de DA.
Del andlisis estadistico se obtuvo una gréafica de efectos principales de las

variables (Figura 2), donde se muestra la influencia del tiempo y la relacion

masica sobre los valores de AH.
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Figura 2. Grafica de efectos principales para la AH

La figura 2 muestra que la relaciobn agua/BF ejerce sobre el sustrato un
influencia negativa, ya que a mayores valores de relacion la AH disminuye. Por
otro lado se observa que a tiempos mayores los efectos en el pretratamiento

son positivos. |

3.3 EFECTO DEL PRETRATAMIENTO DE AUTOHIDROLISIS SOBRE LA
ESTRUCTURA LIGNOCELULOSICA DEL BF

Los cambios que se obtuvieron a través del pretratamiento de autohidrdlisis se
pueden observar en cambio de la composicion porcentual del ML. Este

resultado se observa en la figura 3.

M BF pretratado ( R2 y t2) Control (BF sin tratar)
41,81%
24,47% 22,17%
15,56% 18,7%
13% ’ ° l
Lignina Celulosa Hemicelulosa

Figura 3. Composicion porcentual del ML

Se observa que con el pretratamiento se logra una hidroélisis del 16% de lignina,
15% de hemicelulosa y 41% de celulosa, con respecto al BF sin tratar. Esto
indica que con las condiciones aplicadas de la autohidrolisis, el impacto
obtenido en la degradacion de la lignina y hemicelulosa es bajo. La baja
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hidrolisis de los cadenas de lignina y hemicelulosa se debe a que las
condiciones empleadas para este pretratamiento son leves en comparacion con
otros trabajos reportados, como es el caso de la autohidrélisis del pasto de
costa de bermuda donde se obtiene una reduccion de hemicelulosa de 21,5% a
una temperatura de 150°C y un tiempo de operacion de 30 min (Myoung et al.,
20009).

Sin embargo se observa que el 41% de la celulosa contenida en el BF se
hidrolizé a azlcares los cuales quedaran disueltos en el medio, esta hidrdlisis
es atribuido a la degradacién de celulosa amorfa contenida en la matriz

lignocelulésica del BF.

3.4 EFECTO DE LA AUTOHIDROLISIS SOBRE LA CRISTALINIDAD DEL BF

En la figura 4 se presentan los perfiles de difraccion en donde se puede
observar una disminucion en las intensidades de difraccidén para la muestra BF

pretratado, obteniéndose por lo tanto un menor indice de cristalinidad.
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Figura 4. Perfiles de difraccion de rayos x de las muestras

Realizando el célculo del indice de cristalinidad para las muestras analizadas
(Tabla 6) se obtiene una disminucion del 10,2% después del pretratamiento,
indicando una modificacién de la estructura cristalina de la celulosa. Esto se

atribuye a la generacion de regiones amorfas de las cadenas de celulosa
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dentro de la red lignoceluldsica, lo cual favorecerda el acceso de los

microorganismos en la hidrolisis.

Tabla 6. indice de cristalinidad del BF tratado y sin tratar

Muestra Crl
Control 0,49
BF pretratado 0,44

3.5 MICROGRAFIAS DEL BF

En este analisis cualitativo se revela a nivel microscopico cémo la estructura
del BF es transformada como consecuencia de la autohidrélisis sobre el BF. Se
observa en la Figura 5B, un BF mas degradado y anuente de color marrén, en

comparacion al BF sin tratamiento (Figura 5A).

- ~ )

Figura 5. Micrografia de BF. A) BF sin tratar, B) BF pretratado

3.6 EFECTO DE LA AUTOHIDROLISIS DEL BF SOBRE LA PRODUCCION
DE METANO

3.6.1 Efecto de la autohidrélisis sobre la etapa de hidroélisis. El
rendimiento de la etapa de hidrdlisis en la DA se puede representar en funcion
de los ART. La evolucion en la reduccion de los azlUcares obtenida para el BF
pretratado y el control se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Consumo de ART durante la DA

Se observa que con el pretratamiento, la etapa hidrolitica inicia con un
incremento del 34% en la concentracion de azlUcares en comparacién con el
control, esto se debe a la fragmentacidon de las cadenas de celulosa y

hemicelulosa por la aplicacion de la autohidrdlisis.

La drastica caida de azucares durante los primeros cinco dias se debe a que
ambos experimentos presentan una alta cantidad de azucares disponible al
inicio de la DA, sin embargo los experimentos se estabilizaron a partir del
décimo dia de la digestion.

3.6.2 Comportamiento del pH durante la DA. En la figura 7 se presenta la
variacion de pH durante la DA. Los valores de pH (6,8 a 7,8) que se obtuvieron
en el proceso de DA indican que el proceso fue estable y su desarrollo fue
adecuado para la producciéon de metano. El comportamiento del pH durante la
DA del BF (pretratado y sin tratar) es coherente al esperado para la DA de
biomasas (Raposo et al., 2009).

5 5—4
o— —

4 - —e—pH control
2 - === pH BF pretratado
0 T T 1
0 5 10 15

Tiempo [dias]

Figura 7. Variacién de pH durante la DA
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3.6.3 Efecto de la autohidrdlisis sobre el comportamiento de los AGVT en
el proceso de DA. La figura 8 describe el comportamiento que presentan los

AGVT durante la digestion para BF pretratado y control.

e« <le+ BF pretratado

++-@--+ Control (BF sin tratar)
= 2500
= H-’.:. .
‘g ........... @..
g 1500 - oo et e e e o
9 Tl
"""" tren g
500 -
500 O 5 10 15
Tiempo [dias]

Figura 8. Concentracion de AGVT durante la DA

En la grafica se observa que el comportamiento de los AGVT para el BF
pretratado es similar al BF sin tratar, mostrando un consumo y una generacion
de AGVT que disminuye con el paso del tiempo. Esto indica que la velocidad
de hidrdlisis-acidogénesis es alta en ambos experimentos. Sin embargo, no
todos los AGVT producidos dentro del proceso de DA podrian ser precursores
para la produccion de metano, por lo tanto esto se vera reflejado en el volumen

producido.

Por otra parte, la relacion AGV/AT vari6 entre 0,7 y 0,1 durante el periodo de
digestién, indicando que el proceso de DA estuvo en condiciones adecuadas
para permitir el buen desarrollo de los microorganismos sin riegos de

acidificacion en los reactores.
3.6.4 Efecto de la autohidrdlisis sobre la etapa metanogénica. La figura 9

representa la produccion de metano, en donde se puede evidenciar una

estabilidad del proceso cerca del dia 14.
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Figura 9. Produccion de metano

En la figura 9 de la produccion de metano se observa que el comportamiento
durante el proceso de DA es similar en ambos (BF pretratado y BF sin tratar), lo
cual significa que el pretratamiento no altera el desarrollo del BF en la DA. La
maxima produccion de volumen acumulado a los 15 dias fue de 1654,2 y
1533,8 mL para BF pretratado y BF sin tratar, respectivamente, lo cual infiere
en un aumento de 7,2% del volumen acumulado de metano con respecto al

ensayo control (a partir de BF natural).

Los datos de la producciéon de metano se corroboran con los ART obtenidos
anteriormente, debido a la disponibilidad de azlcares mayor para el BF
pretratado. Por lo tanto, esta disponibilidad facilita la degradacion del consorcio
microbiano, generando una mayor produccion de metano. El volumen de
biogas producido con el BF pretratado indica que la concentracion de AGVT
presentes, aun cuando es similar a la del BF natural, el proceso es eficiente en

la conversion a metano.

A partir de la figura 9, tomando el volumen acumulado de metano y teniendo en
cuenta los gramos de SV alimentados a la digestion (3,54 g SV para los dos
experimentos), se calculd el PBM, obteniéndose 0,47 y 0,43 L CHy4/g SV para el
BF pretratado y BF sin tratar respectivamente. La autohidrélisis obtiene un
incremento del PBM de 9,3% sobre el control, por lo tanto se comprueba que a
las condiciones dadas al pretratamiento se obtiene un mayor rendimiento en la
produccion de metano. El efecto de autohiddlisis sobre el PBM de residuos

lignocelulésicos no ha sido suficientemente investigado, por lo tanto estos
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resultados no pueden ser comparados. Sin embargo, para estudios de otros
pretratamientos como la reduccion de tamafio de particula de fibra de sisal (ML
de la familia Agavacea), lograron un incremento mayor del PBM (Mshandete et
al., 2006); en comparacion al BF pretratado por autohidrdlisis a las condiciones

utilizadas.

3.7 COSTOS DE PRODUCCION DE METANO PARA LAS MUESTRAS DE
BF TRATADO Y SIN TRATAR

Los datos de la tabla 7, representan los valores unitarios de las materias primas
implicadas en la produccion de metano. Estos valores son utilizados para hallar
los costos totales implicados por cada proceso (con pretratamiento y sin

pretratamiento).

Tabla 7. Tarifas y precios de traslado de las materias primas

Termino Valor Unidades
Traslado BF 100,0 [$/ kg BF]
Traslado LEC 1,0 [$/mL]
Traslado LR 3,3 [$/mL]
Agua destilada 50 [$/mL]
Servicio energia eléctrica 231,6 [$/kwh]
Materiales e insumos 690,0 [$/unidad]

El precio de compra del agua destilada es proporcionado por el laboratorio
Mercaquimicos Ltda. — Bucaramanga. La tarifa del servicio de energia se tomo
con respecto al valor manejado por la empresa Electrificadora de Santander
S.A. (ESSA), en el nivel IV de tension eléctrica y zonas industriales no
residenciales, para el mes de julio del afio 2011 (Anexo E). El valor por unidad
de materiales e insumos, representa los materiales manejados en el proceso
de produccion tales como las tapas de hule y agrafes para el cierre hermético y
los guantes de latex para el manejo de materia prima, etc.

Las tablas 8 y 9 presentan los costos de cada materia prima y de servicio

utilizado para la produccion de metano a 15 dias.
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Tabla 8. Costos del proceso de produccién de metano a partir de BF sin tratar

Costos Unitarios

Costos de materia prima

Término Valor Unidades
LR 25816 $
LEC 7745 $
BF 100,0 $
Costos de energia
Término Valor Unidades
Almacenaje 926 $
Otros costos unitarios
Término Valor Unidades
Materiales e insumos 13800,0 $

Tabla 9. Costos del proceso de produccién de metano a partir de BF con
pretratamiento

Costos unitarios

Costos de materia prima

Término Valor Unidades
Agua destilada 3300,0 $
LR 25816,2 $
LEC 7745 $
BF 100,0 $
Costo de servicio
Término Valor Unidades
Almacenaje 926 $
Pretratamiento 71 $

Otros costos unitarios

Término Valor Unidades

Materiales e insumos 13800,0 $

Las tablas 10 y 11 muestran los costos totales, el volumen de metano

producido y su equivalencia energética. La equivalencia energética se calculo
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usando los factores de conversion de energia eléctrica y calorica, dadas por:
3,8 kwh/m® CH; y 1,9 kwh/m® CH,, respectivamente (Tricase & Lombardi,
2009). Los valores de energia se presentan en unidades de kJ.

Tabla 10. Produccion de energia a partir del volumen de metano obtenido a
partir del BF sin Pretratamiento

BF sin pretratamiento
Término Valor Unidades
Total de costos 48386,9 [$]
Produccion biogas 78,6 [ml de Biogas]
Produccién energética eléctrica 0,54 [kJ]
Produccion energética calorica 1,08 [kJ]

Tabla 11. Produccién de energia a partir del volumen de metano obtenido a
partir del BF con Pretratamiento

BF con pretratamiento
Termino Valor Unidades
Total de costos 51758,3 [$]
Produccion biogas 85,9 [ml de Biogas]
Produccion energética eléctrica 0,59 [kJ]
Produccion energética calorica 1,18 [kJ]

A partir de los resultados obtenidos en las tablas anteriores, se puede observar
que el aumento en los costos de produccion de metano a partir del BF
pretratado es del 7% en comparacion del proceso sin el pretratamiento. Estos
resultados muestran que el aumento en la produccién de metano a partir BF
pretratado es bajo con respecto al aumento en los costos. Esto se atribuye a
las condiciones leves del pretratamiento a las cuales se llevo a cabo. Por lo
tanto la aplicacion de un pretratamiento de autohidrolisis a las condiciones

utilizadas es poco viable a escala laboratorio.
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CONCLUSIONES

Con la aplicacién del proceso de autohidrélisis se logré la modificacién de la
estructura lignocelulésica del bagazo de fique, reduciendo un 15%, 41% y 16%

los contenidos de hemicelulosa, celulosa y lignina, respectivamente

La aplicacion del proceso de autohidrolisis a las condiciones de temperatura,
relacion masica y tiempo de 121°C, 10 g agua/g bagazo de fique y 30 min,
respectivamente sobre el bagazo de figue mejord la accesibilidad del in6culo a
la estructura del material lignoceluldsico, aumentando la actividad hidrolitica la
cual es la etapa limitante del proceso de digestion anaerobia.

Con el pretratamiento de autohidrdlisis se aumenté un 7,2% la produccion de
metano y un 9,3% del PBM en comparacion con la realizacion del proceso con
bagazo natural. Sin embargo, el pretratamiento de autohidrélisis al bagazo de
fique involucra un incremento del 7% en los costos del proceso de digestion

anaerobia a escala laboratorio.
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ANEXOS

ANEXO A
DETERMINACION DE LIGNINA, HEMICELULOSA Y CELULOSA

Para calcular el porcentaje de lignina, hemicelulosa y celulosa se emplearon las

siguientes ecuaciones:

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

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

Celulosa = [FDK]-[Silice]-0.2*([Cenizas]-[Silice])
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ANEXO B
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES
REDUCTORES TOTALES

El método colorimétrico DNS o del acido dinitrosalicilico se desarrollado para la
cuantificacion de azlcares reductores producidos por la degradacién de la
celulosa, durante el proceso de fermentacién. Este método es un método
rapido y reproducible. Segun la ley de Lambert y Beer, la absorbancia es

directamente proporcional a la concentracion del material que absorbe la luz.

Reactivo DNS

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

» Posteriormente agregar 5 g de acido dinitrosalicilico (marca Merck
Gnicamente).

= Aforar a 500 ml con agua destilada.

= Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz.

Procedimiento

= Agregar 1 ml de reactivo a 1 ml de muestra usando tubos tapa rosca.

» Dejar en bafio con agua en ebullicién durante 5 minutos.

» Detener la reaccion en un bafio de hielo.

= Agregar 10 ml de agua destilada, y dejar reposando durante 15 minutos.

» Leer densidad Optica a 540 nm contra un blanco obtenido con el
procedimiento anterior, pero agregando agua destilada.

Construccion de la curva patron de glucosa

Se preparan una muestra estandar de glucosa con concentracion conocida y
se hacen diluciones de ésta, se aplica el método DNS y se lee su absorbancia
en el espectrofotbmetro a una longitud de onda de 540 nm. Con los datos

obtenidos, se traza un grafico lineal de la concentracion de glucosa (azucar
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reductor) como una funcién de absorcion, y asi se determina la ecuacion que

relaciona las dos cantidades.

0,9 y = 1,2665x + 0,0057
» R?= 09181
e 74
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ANEXO C

DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES Y ALCALINIDAD

La alcalinidad es la capacidad acido neutralizante de una sustancia quimica en

la solucion acuosa. Esta alcalinidad de una sustancia se expresa en

equivalentes de base por litro. Esta se puede hallar gracias a diferentes

equipos entre los cuales el mas importante es el pH-metro.

Materiales:

Vaso de precipitado de 100 ml
Probeta de 25 ml

Centrifuga refrigerada
pH-metro

Agitador magnético

2 Balones esmerilados de fondo redondo o plano
Condensador

Plancha de calentamiento

2 Buretas

Soporte de plancha

Soporte universal

Pinzas con nuez

Solucién de NaOH al 0,1 N
Solucion de HCl al 0,1 N

Procedimiento

o bk 0N

Tomar una muestra aproximadamente de 40 ml durante el proceso de
digestién, en tubos falcom de 50 ml.

Centrifugar las muestras por 15 min a 10000 gravedades.

Llevar el sobrenadante a frascos plasticos, medir pH y registrar el valor.
Medir 5 ml del sobrenadante y llevarlo a un vaso de precipitado de 100 ml.
Medir en una probeta 25 ml de agua destilada y agregarla a los 5 ml de

sobrenadante medido anteriormente.
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6. Titular con una solucion previamente preparada de HCI 0,1 N hasta
alcanzar un pH de 4,5 y registrar volumen (V1), manteniendo agitacién
continda.

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

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

9. Calentar hasta ebullicion y mantener por 2 minutos.

10.Titular con una solucion previamente preparada de NaOH 0,1 N hasta

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

Célculos

Al * Ny~ * 50000 rm
Alcalinidad = HE [

AGVT =

B * NNaOH * 60 [g]
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ANEXO D
METODO DE DESPLAZAMIENTO ALCALINO

Materiales:

= Biodigestor anaerobio

= Solucion 0,1 N NaOH

= Fenolftaleina

= Mangueras y agujas

= Recipiente colector de 1L

Procedimiento:

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

metano generado por el sistema.

Esquema de montaje para la medicién de volumen de metano
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ANEXO E

TABLA DE TARIFAS DE ENERGIA
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