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RESUMEN
TiTULO

EVALUACION DEL EFECTO DE LAS SAPONINAS PRESENTES EN EL BAGAZO DE
FIQUE SOBRE LA PRODUCCION DE METANO*.

AUTORES: PEREZ MORENO MARINELA**
ROJAS CRISTANCHO LIDA ROCIO**

PALABRAS CLAVES: Bagazo de fique, biogas, estiércol de cerdo, liquido ruminal, Método
Soxhlet, Saponinas.

DESCRIPCION:

En este trabajo se estudia la viabilidad que se puede presentar sobre el beneficio del
fique, al eliminar ciertos residuos presentes (saponinas) que pueden llegar a inhibir la
produccion de metano. El bagazo de fique (BF) contiene 4% de fibra extraida de la planta
y el porcentaje restante corresponde a bagazo y jugo. El bagazo contiene 30% de fibrilla y
un 70% de pulpa vegetal la cual tiene lignina, hemicelulosa, celulosa, compuestos
organicos y tensoactivos como las saponinas; debido a esto se utilizé el método soxhlet
(extraccion solido-liquido) con etanol al 50% para remover la mayor cantidad de estos
residuos, presentes en el bagazo por medio de una serie de etapas como son: filtracion,
secado, desengrase, hidrolisis y cuantificacién de saponinas. El bagazo de fique libre de
saponinas fue utilizado para el desarrollo de las etapas de digestion anaerobia, junto con
el inoculo liquido ruminal (LR) y estiércol de cerdo (EC) en proporcion 1:1 (v/v), utilizando
reactores de 50 ml, sustrato 0.8g y temperatura 39 °C en 8 dias de experimentacion. Se
realizaron experimentos por duplicado comparandose con un experimento de Bagazo de
fique sin extraccion. Los resultados obtenidos mostraron mayor % de remocion de
sapogeninas a 6h de extraccion con 30g de bagazo de figue hiumedo. La concentracién
de (AGV) acidos grasos volatiles, (ART) azucares reductores y el % de metano
aumentaron con 6 y 8h de extraccion. Las saponinas inhiben la produccion de metano, al
retirar 0,38% de saponina se incrementa la produccion de metano 6%, en comparacion al
bagazo en estado natural. La cantidad de saponina presente es inversamente
proporcional a la produccién de metano.

*Trabajo de Grado. Modalidad Investigacion.

**Eacultad de ingenierias quimicas Fisico-Quimicas. Escuelas de Ingenieria Quimica. Director del
proyecto: Ph.D. Humberto Escalante Hernandez. Codirector: Liliana del Pilar Castro Molano.
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SUMARY

TITLE
EVALUATION OF THE EFFECT OF THE PRESENT IN SAPONINS BAGASSE
OF FIQUE ON THE PRODUCTION OF METHANE.

AUTHORS: MORENO PEREZ MARINELA**
ROJAS CRISTANCHO LIDA ROCIO**

KEYWORD: Bagasse of Fique, biogas pig manure,rumen fluid,Extraction Solid
Liquid, Method Soxhlet, Saponinas, Saponins.

DESCRIPTION

This work studies the viability of fique profit, eliminating some wastes (saponins) that can
inhibite methane production. Fique’s bagasse (BF) contains 4% of fiber, extracted of the
plant and the remaining percentage corresponds to bagasse and juice. The bagasse
contains 30% of fiber and 70% of vegetal pulp, wich contains lignin, hemicellulose,
cellulose, organic compounds and tensoactives like saponins; that's why Soxhlet method
(solid-liquid extraction) with 50% ethanol to remove greater quantity of waste, present in
bagasse , by doing the following next stages: filtration, drying, degreasing, hydrolysis and
guantification of saponins.

The BF free of saponins was used for development of anaerobic digestion stages, together
with the rumen fluid inoculum (LR) and pig dung (CD) 1:1 (v / v) using 50 ml reactors, 0.8g
of substrate, 3900C of temperature for 8 days of experimentation. Experiments were
conducted in duplicate and compared with a BF without extraction experiment. The results
showed higher % extraction of removal of sapogenins, over 6 hours with 30g of wet BF.
Concentration (VFA) and volatile fatty acids (ART) reducing sugars and the % of methane
increased with 6 and 8 hours of extraction. The saponins inhibit the production of methane,
0.38% saponin removal increases the production of methane 6% compared to bagasse in
nature. The amount of saponins is inversely proportional to the production of methane.

*Working Grade. Research Mode.

**Physical-Chemical Engineering Faculty. School of Chemical Engineering. Project Director: Ph.D.
Humberto Escalante Hernandez. Join Manager: Liliana del Pilar Castro Molano.
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1. INTRODUCCION

El figue es una planta de la familia Agavaceae, género Furcraeas y especie
macrophylla. Paises como Bangladesh, India, China, Tailandia y Brasil, elaboran
empaques, telas burdas, geotextiles, base para alfombras y cordeleria, a partir de
yute y sisal, las cuales son plantas que pertenecen a la familia del fique [1, 2].

El proceso de beneficio de la planta del fique, se realiza en tres etapas: a)
Preparacion o alistamiento, en la cual se cortan las hojas y se desorillan para
eliminar las espinas: b) Extraccion de fibra, en la que las hojas se pasan por la
desfibradora para extraer la fibra, la cual constituye del 3 al 5% del peso de la
hoja, siendo la pulpa el 95 al 97%. c) Procesamiento de la fibra: contempla las
etapas de fermentacion, lavado, secado y empaquetamiento de la fibra para su

posterior comercializacion.

Se estima que en Colombia, la industria de extraccion de fibras de fique genera 20
800 kg de residuos compuestos por bagazo y jugo, por hectarea sembrada; estos
residuos son descartados al medio ocasionando un problema ambiental.De
acuerdo con la caracterizacion fisicoquimica, el Bagazo de Fique (BF) contiene
celulosa, hemicelulosa, lignina, sacarosa, proteinas, esteroides, saponinas y
sapogeninas; esta composicion lo hace un sustrato apto para ser tratado por
sistemas de bioconversién anaerobia [3]. Sin embargo, la presencia de saponinas

puede llegar a inhibir el proceso de biometanizacion.

Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso biolégico degradativo, en el cual parte de la
materia organica contenida en un sustrato es convertida en una mezcla de gases,
principalmente metano y didxido de carbono, mediante la accidon de un conjunto de

microorganismos [4, 5].
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La materia organica debe ser transformada para aportarle al microorganismo la
fuente de carbono y a su vez la fuente de energia. En la degradacién de la materia
organica intervienen bacterias anaerébicas facultativas, hidroliticas fermentativas,
acetogénicas y metanogénicas. El proceso de digestibn anaerobia esta
comprendido por cuatro etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis, Yy

metanogénesis.

La hidrélisis es la etapa en la cual las moléculas complejas presentes en la
materia organica deben ser degradadas a compuestos simples como azlcares,
aminoacidos y 4&cidos grasos, para que puedan ser asimiladas por los
microorganismos [6, 7].

La acidogénesis, también llamada fermentacion es la etapa en la cual las
moléculas organicas solubles se convierten principalmente en acidos grasos
volatiles dentro del proceso anaerobio. Estos &cidos grasos volatiles
(principalmente acido acético y algo de propidnico y butirico) se generan una vez
que las bacterias han asimilado los compuestos producidos en la hidrdlisis [8].

En la etapa de acetogénesis algunos productos pueden ser metabolizados
directamente, por los organismos metanogénicos (H, y acido acético, etanol,
acidos grasos volatiles y otros) deben ser transformados en productos mas

sencillos a través de las bacterias acetogénicas [7,8].

Finalmente en la metanogénesis los microorganismos completan el proceso de
digestion anaerobia mediante la formacion de metano a partir de sustratos
monocarbonados o con dos atomos de carbonos unidos por un enlace covalente:
acetato, H,/CO,, formato, metanol, metilaminas. Este proceso es realizado
exclusivamente por bacterias del dominio Archaea, principalmente de los géneros

Methanosaeta spp, Methanosarcina spp [6, 9].
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Por otra parte, la codigestion es la mezcla de diferentes in6culos o consorcios
microbianos en un proceso de digestion anaerobia [10, 11]. Los consorcios
presentan alta eficiencia en la producciéon de metano y brindan la posibilidad de
adaptarse facilmente a diferentes sustratos. La utilizacibn de consorcios en co-
digestion, permite mejorar el equilibrio de nutrientes, diluir compuestos toxicos,
lograr un efecto sinérgico de los microorganismos e incrementar su actividad
hidrolitica [11].

Saponinas del bagazo de fique

Las saponinas son compuestos polares de alto peso molecular, estan
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, cada molécula esta constituida por
un elemento soluble en lipidos (esteroides) y un elemento soluble en agua (el
azucar). Las saponinas forman espumas al ser agitadas en agua; poseen una
estructura compleja en las cuales varias unidades de monosacéaridos se enlazan
mediante un enlace glicosidico a un compuesto denominado aglicén Figura 1. Las
saponinas se clasifican en triterpénicas y esteroidales. Segun estudios realizados
anteriormente, las saponinas presentes en el bagazo de fique son de tipo
esteroidal [12].

Figura 1. Estructura Quimica de las saponinas
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Dada la naturaleza tensoactiva de las saponinas, la presencia de estos
compuestos en el BF, pueden disminuir la bioproduccion de metano al llegar a
inferir de diversas formas sobre los microorganismos. Inicialmente se pueden
presentar fendbmenos interfaciales, en los cuales la fuerte adsorcién de las
moléculas de tensoactivos a la superficie donde ocurre la transferencia de masa,
establece un fenomeno de actividad superficial, lo que puede generar resistencia
al transporte de masa entre sustrato y la membrana celular de los
microorganismos [13, 14]. Asimismo, los agentes tensoactivos de la saponina son
adsorbidos sobre la superficie celular causando inhibicion del crecimiento celular o
lisis [15].

Las saponinas presentes en materiales vegetales, utilizados como sustratos en la
produccion de metano, han sido objeto de investigacion, por ejemplo Miles,. et al.,
(1992) comprobaron que algunos consorcios microbianos son capaces de
hidrolizar saponinas esteroidales sin que la produccién de metano se vea afectada
[16]. Sen,. et al., (1998) comprobaron que la presencia de saponinas a
concentraciones bajas puede aumentar el trasporte de nutrientes en células

microbianas, mientras que altas concentraciones ocasionan lisis celular [15].

El efecto de la saponina sobre la produccion de biogas depende en gran medida
del tipo de saponina que esta presente en el sustrato a degradar y la clase de
consorcio microbiano. Algunos estudios revelan que existen ciertos
microorganismos que son capaces de adaptarse a la presencia de la saponina y
logran degradarla. Sin embargo aun no se sabe si dicha degradacién disminuye la

eficiencia del proceso de produccion de metano [17].

Las saponinas tienen efectos anti protozoarios, ya que estas moléculas se unen al
colesterol y otros esteroles de la membrana celular de los protozoos causando
inestabilidad, lisis y muerte celular [15, 18]. Debido a la reduccion de los

protozoos, los cuales sirven a las bacterias como fuente de proteinas, se cree que
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las saponinas extraidas de muchas plantas tiene el efecto de suprimir la emisién
de metano [19]. La inhibicion de la metanogénesis se refleja en una disminucién
significativa del biogas producido, el nimero de protozoos y la relacion de
acetato/propionato [20]. La presencia de saponinas puede reducir hasta en un
70% la concentracion de protozoarios, especialmente aquellos presentes en el
rumen de los bovinos [21]. Las saponinas pueden inhibir la fermentacion,
reduciendo la produccion de metano, en un 13, 22, 25 y 26% Se encontraron
disminuciones en la produccion de metano como lo reporté HU, et al., (2005) [21,
22].

Las bacterias mas susceptibles a ser inhibidas por la presencia de saponinas son
las celuloliticas [23]; asi mismo, las saponinas son capaces de suprimir la
metanogénesis; ya que ellas aumentan la produccion de propionato y disminuyen
la producciéon de acetato y butirato, causando toxicidad sobre el proceso
metabdlico, impidiendo que se lleven a cabo las reacciones bioquimicas para la
producciéon de metano [17].

Por lo anterior, se puede concluir que el efecto de las saponinas sobre la
produccion de biogas depende de diferentes factores: la caracterizacion
fisicoquimica del sustrato, el tipo de saponina, su concentracion y la clase de
consorcio microbiano, por lo cual se hace necesario hacer la extraccion de
saponinas para determinar la incidencia de estas en el proceso de obtencion de

metano.

La extraccion de saponinas se puede llevar a cabo por métodos como: soxhlet,
Microondas, ultrasonido, Liquida a Presién (PLE) y destilacion. Para escoger el
método se tienen en cuenta las siguientes variables: eficiencia de extraccion,

factores tecnolégicos, ambientales y economicos [24, 25].
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Con respecto a la cuantificacion de las saponinas, la literatura sugiere métodos
cualitativos como la prueba de hemodlisis, formacion de espuma y pruebas
colorimétricas como la propuesta por Lieberman Burchard [24, 26]. Ademas,
existen métodos cuantitativos como la cromatografia de capa fina (TLC),
cromatografia de gases, cromatografia liquida de alta eficiencia RMN,
espectrometria de masa e incluso por espectro de absorcion con acido sulfarico e
infrarrojo [26, 27].

De acuerdo a lo anterior, es posible que el rendimiento del proceso dependa de la
incidencia que tienen las saponinas sobre la etapa hidrolitica y metanogénica del
bioproceso de metanizacion, debido a cambios en la fisiologia de los consorcios
microbianos ocasionandoles una reduccion del crecimiento afectando su

metabolismo.

El objetivo principal de este trabajo de investigacién fue evaluar el efecto que

tienen las saponinas presentes en el BF sobre la produccién de biogas.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Sustrato

Como sustrato para la extraccion soxhlet y para la produccién de biogas se utilizd
BF obtenido de una planta de beneficio ubicada en el municipio de Mogotes
(Santander). Este muestreo se realiz6 teniendo en cuenta el protocolo de toma de

muestra de campo (Anexo ).

Extraccién y Cuantificacion de sapogeninas

Figura 2. Diagrama de proceso para la extraccion y cuantificaciéon de

sapogeninas a partir del BF

Lodo (materia organica +
Biogas ™ Bioproceso "compuestﬂs dificiles de

degradar)
Bagazo de fique
libre de saponina
Solvente £ b
Extraccion Extractode Filtracion i ol
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Las muestras de bagazo se conservaron en recipientes refrigerados y se
trasladaron al laboratorio para su correspondiente analisis. Se determin6 al BF el
contenido de Sdlidos Totales (ST) y solidos volatiles (SV). Los andlisis se
realizaron de acuerdo con los procedimientos establecidos por Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater (University; APHA 1998) [28].

El proceso para extraer las saponinas se llevo a cabo mediante una extraccion
sélido-liquido, la cual extrae los componentes solubles del material empleando un
disolvente apolar. Se utilizé el método convencional soxhlet para la extraccion de

saponinas.

La extraccion soxhlet consiste en el contacto solido-liquido para la remocién de
uno o de mas compuestos de un sélido por la dilucion de una fase de reflujo de
liquido como refrigerante, esto ocurre por arrastre de vapor. El equipo utilizado
consta de un balon de destilacion fondo plano, una pieza soxhlet y un refrigerante
(Anexo VIII, Figura 9).

Para extraer las saponinas del bagazo de fique, mediante el método soxhlet se
tuvieron en cuenta las siguientes variables: tiempo de extraccion, concentracion
del solvente, y la relacién solvente/ muestra himeda. Los valores de las variables

se indican en la Tablal:

Tabla 1. Condiciones de operacion para la extraccion soxhlet

Variable de entrada Valor
Bagazo de fique 30g, 40g, 50g.
Tiempo de extraccion 2h, 4h, 6h, 8h.
Temperatura 79°C
Relacion solvente/agua 1
Cantidad de sapogenina %
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Como solvente para la extraccion de las saponinas del BF se utilizo etanol, este
solvente es eficiente y poco contaminante. Durante el proceso de extraccion de
saponinas se obtienen dos productos el BF humedo y un licor extracto: el BF
himedo, se sec6 en una estufa convencional (MEMMERT 2B30U). El extracto se
filtro, utilizando el equipo Buchner, mediante vacio proporcionado por una bomba

de extraccion (Thomas modelo 1130) (Anexo Il) (Anexo VIII, Figura 11).

A continuacion se realiz6 un desengrase al extracto (Extraccion liquido-liquido)
(Anexo VIII, Figura 12) para eliminar algunos lipidos y pigmentos propios del fique,
que pueden inferir en la etapa de purificacion del proceso.

En el desengrase se observa una fase polar, que se deposita en el fondo del
embudo, se sometid a un proceso de hidrolisis &cida. La hidrdlisis busca romper el
enlace glicosidico de las saponinas esteroidales, para obtener finalmente la

aglicona o sapogenina (Anexo Il).

Para finalizar la hidrélisis se observé un cambio de color en el extracto que
corresponde a la presencia de saponinas y la aparicion de particulas suspendidas

de color café oscuro (Anexo VIII, Figura 13).

La muestra hidrolizada, se neutralizé con NaOH en un embudo de decantacion
agitando continuamente hasta homogenizar (Anexo VIII, Figura 14). Por ultimo, se
determiné el porcentaje de sapogeninas presentes en el extracto por método

gravimeétrico (Anexo Il) (Anexo IlI).

Proceso de digestion anaerobia

Para el proceso de digestién anaerobia se tomd como sustrato una muestra de BF
libre de saponina, obtenido a partir de la extraccion soxhlet. Las fermentaciones se

realizaron teniendo en cuenta las variables que se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Variables para la digestion anaerobia de BF.

Variable de entrada Unidad
Volumen de operacion 35 ml
Temperatura 39°C
Sustrato g.
In6culo ml
Relacion:
Sustrato/in6culo 1gSv/ gSv
Variables de salida Unidad
Concentracion de
, mg/ml
azucares reductores
Concentracion de acidos
o mg/L
volatiles
Porcentaje de Metano % CHg4

Inéculo

Como indculo se empleo la co-digestidon de liquido ruminal y estiércol de cerdo. La
muestra de liquido ruminal (LR) fue tomada del frigorifico “El vijagual” ubicado en
el Municipio de Rionegro (Santander) y el Estiércol de Cerdo (EC) fue recolectado
en la Porcicola “Portoferrayo” del Municipio los Santos (Santander). En la co-

digestidn se utilizé en proporcion 1:1 (v/iv) de LRy EC.

Fermentacion anaerdbica con el BF libre de saponina

Los experimentos de digestion anaerobia se realizaron en bio-reactores de 50 mL,
con un volumen de operacion de 35 mL. Se utilizaron 0,8 g sustrato y 30 ml de
in6culo, para una relacion de 1 gSV sustrato /1 gSV inéculo. El tiempo de
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operacion fue de 8 dias, a una temperatura de 39°C. En la experimentacién se
incluyé un experimento control, que contenia BF sin extraccion (Anexo VIII B).

Se consideraron tres variables de salida para el bioproceso asi: a) Para la etapa
hidrolitica la concentracién de azucares reductores, determinados por el método
colorimétrico del acido dinitrosalicilico — DNS utilizando un espectrofotometro
GENESYS 20 Thermo Spectronics, a una longitud de onda de 540 nm [29], b)
para la etapa acidogénica la concentracion de &cidos grasos voléatiles (AGV),
cuantificados de acuerdo al procedimiento de titulacion descrito por Anderson y
Yang (1992) (Anderson 1992) y c) para la etapa metanogénica se tomd como
variable de respuesta el porcentaje de metano cuantificado con un detector de

gases infrarrojo modelo PGD3-IR marca Status Scientific Controls.

El pH es una variable utilizada para el control del sistema anaerobio; en este
trabajo esta variable se determiné durante todo el tiempo de operacion con un pH-

metro marca SCHOTT portatil.
Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el software (StatGraphics plus

5.1, StatPoint Inc., Virginia, EE.UU). Se utilizé la prueba de Fisher (F) para

comprobar las diferencias estadisticamente significativas entre los resultados.
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3. RESULTADOS

Caracterizacion del sustrato

Tabla 3. Composicion quimica de la muestra de BF

Parametros Unidades Bag_azo de LR-EC
Fique
PH 4 8
Saélidos
Totales mg/l 19,5 43770
Solidos
Volatiles mg/l 16,3 23640
C/N 63 ND
Alcalinidad mgCacCosll 3300 3100
AGV mgCaCosll 10800 7200
Celulosa % 41,81 ND
Hemicelulosa % 22,17 ND
Lignina % 15,56 ND

ND: No determinado
La materia organica del fique esta compuesta por celulosa, hemicelulosa, lignina,
sacarosa, proteinas, esteroides, saponinas y sapogeninas, La Tabla 3 muestra la
composicion fisicoquimica del BF, indicando que este residuo posee elevadas
concentraciones de material organico lo que lo convierte en un sustrato adecuado
para ser tratado por sistemas de bioconversion anaerdbica para la produccién de

etanol o biogas [30].
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Extraccidn y cuantificacion de saponinas

La cuantificacién de las saponinas es un proceso complejo debido a la estructura
guimica de este compuesto, por esta razon se cuantifico la concentraciéon de

sapogeninas como una medida indirecta de las saponinas.

Figura 3. Extracciones de Sapogeninas a diferentes pesos de BF humedo.
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0,35 - e 400 B
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En la Figura 3 se observa que el mayor rendimiento de extraccion de sapogenina
se obtiene con 30g de bagazo humedo (relacion 1:10 g/ml bagazo-solvente), esto
se debe a que una menor cantidad de muestra deja un mayor contacto con el
solvente, permitiendo mejorar la transferencia de masa bagazo de fique-solvente
durante el proceso soxhlet [31]. De igual forma se aprecia que la mayor
concentracion de sapogeninas se obtiene a las 6 horas de extraccién y a las 8
horas el porcentaje de sapogeninas extraidas disminuye, debido a que estos
compuestos son susceptible al calor y un tiempo largo de extraccion conduce a su

degradacion térmica [32].
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Determinacién del efecto de las saponinas sobre la etapa hidrolitica

En la figura 4 se observa la concentracion de azucares reductores para todos los
experimentos generada en una serie de fluctuaciones con una concentracion
maxima de 3.65 mg/ml y una concentracion minima de 0.58 mg/ml. Se puede
apreciar de manera indirecta la cantidad de sustrato consumido para la etapa
metanogénica debido a un mayor metabolismo de los microorganismos con una

rapida conversion de azucares.

Figura 4. Concentracion de Azucares reductores.
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Incidencia de la produccion de AGVs sobre la produccion de metano

La concentracion de AGVs en la Figura 5 indica que los experimentos 3 y 4
presentaron una capacidad buffer disociada (no toxica) en el reactor, generando

un aumento en la produccién de metano. De acuerdo con los autores Hu, W., et al.
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(2005) y Garcia. R, et al. (2008) al aumentar la concentracion de AGVs también se

aumenta la produccién de metano.

Se presenta una significativa estabilidad en el potencial de hidrogeno debido a la
solubilidad de los AGVs y el consumo de los mismos encontrandose en un
intervalo de pH favorable (7,16 — 8,04). La mayor concentracion de AGVs (5460
mg / L) fue producida por el experimento 3 presentando un alto rendimiento en la
produccion de metano. Ademas de acuerdo con los resultados obtenidos la etapa
hidrolitica depende de la concentracion de biomasa responsable de la produccion
de enzimas hidroliticas las cuales pueden ser inhibidas por las saponinas Castillo,
J., et al. (2005). Segun Wina, E., et al. (2005) las bacterias celuloliticas son mas

susceptibles a la presencia de saponinas.

Figura 5. Concentracion de AGV
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Figura 6. Variacion pH Vs tiempo
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Efecto de las saponinas en la produccion de metano

Figura 7. Produccion de Metano
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En la Figura 7 se observa que los mayores rendimientos los presentaron los
experimentos 3 y 4 con valores de 15,67 y 16,5 % de Metano respectivamente.
Las saponinas mostraron efectos inhibitorios sobre la digestiéon del bagazo de
fique para la produccion de metano. Estos resultados se relacionan con los
presentados por Pen, B,. et al. (2006) y Hu, W,. et al. (2005) quienes demuestran
que la cantidad de saponina presente en el sustrato es inversamente proporcional

a la produccion de metano.

Analisis Estadistico

La figura 8 presenta una comparacion de muestras multiples aplicada para
determinar las medias significativamente diferentes entre varias muestras. Se
observa que el grupo de experimentos con un tiempo de extraccion de 2 y 4 horas
y el control son significativamente diferentes del grupo de experimentos que tenian
un tiempo de extraccion de 6 y 8 horas cuando la diferencia real es igual a 0.
Ademas entre cada grupo de medias se presenta un valor p<0,05 a un nivel de

confianza del 95,0 %.
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Figura 8. Promedios de las producciones de metano a partir de bagazo de
figue a un intervalo de confianza del 95%
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Segun las condiciones de operacién utilizadas y los resultados obtenidos se
considera que los porcentajes de metano obtenidos fueron buenos, pero se
pueden mejorar aumentando la escala de operacion para asi conseguir una mayor

produccion de biogas.
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4. CONCLUSIONES

Es posible retirar la saponina presente en el bagazo de fique, mediante el método

de extraccion soxhlet con etanol al 50% y durante un tiempo de 6 horas.

Al extraer las saponinas al bagazo de fique la concentracion de Sélidos Totales,
Solidos Volétiles y la relacion C/N no se afectd; por consiguiente este residuo

sigue siendo un sustrato estable para la produccion de biogas.

Es viable producir biogas a partir de bagazo de fique, utilizando como inéculo un
consorcio microbiano compuesto de liquido ruminal y estiércol de cerdo en

proporcion 1:1 (v/v).
Se comprobd que la presencia de saponinas en el bagazo de fique afecta la

produccion de biogas; al retirar un 0,38% de saponina se incrementa la produccion

de metano en 6%, en comparacion al bagazo en estado natural.
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ANEXOS
ANEXO |
PROTOCOLO DE LA MUESTRA DE BAGAZO.

Objetivo: Recoger muestra de bagazo hiumedo generado durante el beneficio del

fique.
Materiales y Reactivos

¢ Nevera de icopor

e Hielo

e Alcohol al 70%

e Tiras reactivas de PH
e Guantes de latéx

e Bolsas plasticas

e Cinta de enmascarar

e Marcadores permanentes
Procedimiento

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

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

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

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

. Llevar la nevera de icopor con hielo, las bolsas con las muestras, debidamente

cerrados y rotulados.
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6. Conservar refrigerado hasta su uso.

Nota: Rotular todo el material que contenga todas las muestras con nombre del

lugar, dia y fecha de la toma de muestra.

ANEXOS II
PROTOCOLO PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE SAPONINAS
CRUDAS DEL BAGAZO DEL FIQUE POR MEDIO DEL METODO SOXHLET.

Objetivo: Cuantificar la cantidad de saponinas presentes en el bagazo de

fique.
METODO SOXHLET
Materiales

e Baldén fondo plano.
e Tuvo Soxhlet.

e Refrigeran.

e Termometro.

e Soportes.

e Pinzas.

e Agitador magnético.
e Calentador.

e Mangueras.

e Plancha de calentamiento.

REACTIVOS

e 150 mililitros de Etanol.

e 150 mililitros de agua.
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e 30 gramos de bagazo de fique.

e Aceite mineral.

PROCEDIMIENTO

1. Pesar (30, 40, 50) gramos de bagazo de fique himedo con PH 4 (Se hace una
previa calibracion de la balanza).

2. Colocar el bagazo de fique (en un dedal se puede usar una gasa o algo
similar que permita el paso de solvente a través de la muestra de bagazo).

3. Preparar una mezcla de solventes etanol/agua 50:50 a un volumen de 300

ml (relacion 1:10 muestra: solvente).

4. Extraer por un tiempo de (2, 4, 6, 8) horas para eliminar las saponinas de la
muestra.
5. Al completar el tiempo requerido para la extraccion se procede a retirar el

bagazo de soxhlet y el extracto, a cada caso se procede hacer un tratamiento
especifico.

6. El bagazo se lava después de la extraccion para retirar alguna posible
cantidad de solvente con muestra que se haya retenido, luego se pasa a pesar
(peso humedo).

7. Luego se lleva a secar hasta temperatura constante para una posterior

fermentacion.

8. Filtrar la pulpa que se encuentre en el extracto después de realizada la
extraccion.
9. El extracto que sale de la extraccion se lleva a secar a 55°C para remover

el solvente del extracto por evaporacion.

10. Este extracto se disuelve con 200 ml de agua destilada para disolver las
particulas que estan presentes.

11. En ell desengrase se tomd una alicuota de 25 ml de hexano y 25 ml de
extracto, se llevaron a un embudo de decantacion agitando vigorosamente para
lograr que ambos solventes entraran en contacto y asi favorecer la transferencia

de masa y obtener la separacion de fases y asi eliminar los lipidos presentes.
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12. Luego se lleva a la hidrdlisis con 10 ml de acido 2N y 25 ml de extracto
desengrasado su duracién es de 4 horas.

13. Se pasa a una neutralizacién con 10 ml de NaOH en un embudo de
decantacion agitando continuamente hasta homogenizar. Luego se dejé en reposo
por unos minutos hasta observar la precipitacion de los solidos presentes.

14. Este filtrado es lavado tres veces con cloroformo en un embudo de
decantacion agitando continuamente. La muestra fue secada a temperatura
ambiente por cuatro hora.

15. Determinar el porcentaje de sapogeninas.
ANEXO llI
PROTOCOLO METODO GRAVIMETRICO.

(Analisis quimicos cuantitativos y cualitativos)

Es un andlisis cuantitativo por medio de la pesada, algo que se tiene que pesar,
muestra a analizar.

El método gravimétrico consiste en la obtencién del peso (balanza analitica) del
compuesto estable del elemento que se desea contar (identificar y saber cuanto).
En el método de precipitacion el analito se convierte en un precipitado poco
soluble, que se filtra, se purifica, y se convierte en un compuesto de composicion
conocida mediante el tratamiento térmico el cual finalmente se pesa. A partir de la
masa de este compuesto se determina la cantidad original del analito (lo que se va

a analizar).

43



OPERACIONES DEL METODO GRAVIMENTRICO

Muestreo: dependiendo de que sea, si es solido se muestreara por cuarteo y si
es liquido por botella.

preparacion de la muestra: si es sélida hay que pulverizar.

pesado de la muestra: una vez obtenida la muestra se procede a pesar con
exactitud una porcién que seré inversamente proporcional a la cantidad del
constituyente que se desea determinar a fin de obtener una cantidad de
precipitado que nos permita trabajar con comodidad las siguientes operaciones
de este método. Se debe de pesar de 1 a 3 g de la muestra cuando mucho.

solucién de la muestra: cuando se desconoce totalmente la naturaleza de la

muestra se sugiere analizar un analisis cualitativo, no solo por los
constituyentes si no por la solubilidad de la muestra. Cuando sea totalmente
soluble en agua, la cantidad de muestra pesada se coloca en un vaso de pp. y
después de disolverla con el volumen conveniente esta lista para procesar las
siguientes operaciones. La muestra puede estar disuelta también en agua fria
o caliente. Si la muestra es insoluble en agua fria y en agua caliente se tratara
con el reactivo aconsejado por el analisis preeliminar; colocandola en el vaso
de pp. agregando poco a poco el reactivo. Podemos tratar una muestra con
acido. Se usa vaso de pp. y matraz erlenmeyer, y para evitar proyecciones se
usa vidrio de reloj y embudo. Como regla general puede decirse que cuando
dichas sustancias insolubles tienen caracteres &cidos se puede usar un
fundente basico y viceversa; el objeto de la fusidbn es transformar los

compuestos insolubles en sales que sean solubles en agua o &cidos.

precipitacion: operacion fundamental en el analisis gravimetrico y de mas
influencia en los resultados que se obtengan. Y consiste en la transformacion
en el seno de un liquido de un compuesto que contenga el elemento o radical
por cuantear y que sea lo suficientemente insoluble en las condiciones del

método para que practicamente la separacion sea total. Por regla general, toda
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precipitacion se hace calentando previamente el liquido a una temperatura
cercana a la ebullicion, adicionando en reactivo poco a poco agitando la
mezcla con la varilla de vidrio, dejandolo resbalar por las paredes del vaso para
evitar pérdidas por salpicaduras; el reactivo siempre se debe de agregar en
exceso. Toda formacion de un precipitado es el resultado de una reaccion
quimica que da lugar ya sea a la liberacion de un metal insoluble o a la
formacion de un compuesto insoluble que contiene el elemento que se valora o
se cuantea. La precipitacion se inicia con pequefiisimos nucleos que crecen
con mayor o menor rapidez a medida que se adiciona el reactivo; hay casos en
los que la aparicion del precipitado no ocurre tan pronto se adiciona el reactivo
(algunos fosfatos y oxalatos dobles).algunas muestras deben ser dejadas en
digestion es decir pasando durante algunas horas, de preferencia en caliente

pero debajo del punto de ebullicion.

ANEXO IV
TOMA DE MUESTRA DE LIQUIDO RUMINAL

Objetivo: Recoger la muestra de liquido ruminal para aumentar los rendimientos

de la produccion de metano a partir del bagazo de fique.
MATERIALES

e Nevera de icopor

e Frascos plasticos grandes

e Guantes de nitrilo y de latex
e Cinta transparente gruesa

e Dotacion( tapabocas, botas de caucho, casco, pantalon y camisa blanca)
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PROCEDIMIENTO

1. Escoger el mejor saco ventral teniendo cuidado que el liquido ruminal no se

encuentre ni muy aguado ni muy seco.

2. Se llenan muy bien los frascos dejandolos muy bien tapados en el momento

de finalizar la toma de muestra.

3. Depositar los frascos en la nevera de icopor

4. Sellar muy bien la nevera con cinta.

ANEXO V.
PROTOCOLO DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Objetivo: Determinar la presencia de azucares reductores producidos por la

degradacion de la celulosa, durante los procesos de fermentacion.
MATERIALES

e Tubos tapa rosca

e Gravillas

e [Espectrometro

e Pera

e Micro pipetas

e Vaso de precipitado
e Puntas

e Pipeta

46



Reactivo DNS

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

Posteriormente agregar 5 g de acido dinitrosalicilico (maca Merck
Unicamente)

Aforar a 500 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz

PROCEDIMIENTO

o 0k w N

Agregar 1 ml de reactivo a 1 ml de muestra con su respectiva replica
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.
Ubicar los tubos en una gravilla para facilitar su manipulacion.

Leer la concentracién de azucares a 540 nm contra un blanco obtenido
con el procedimiento anterior, pero agregando agua destilada en vez de
muestra.
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CURVA DE CALIBRACION
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Figura 19. Curva de calibracién para la determinacion de azucares
reductores por el método Dinitro salicilico (DNS).

ANEXO VI
DETERMINACION DE ACIODOS GRASOS VOLATILES (AGV).

Objetivos: Determinar la cantidad de acidos grasos volatiles (AGV) presentes en

la fermentacién anaerobia.
MATERIALES

e Vaso de precipitado
e Probeta

e Centrifuga

e Peachimetro

e Agitador magnético
e Baldn de digestion

e Condensador
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e Plancha de calentamiento
e Buretas

e Soportes con pinza

e Solucion de NaOH al 0.1 N
e Solucion de HClal 0.1 N

PROCEDIMIENTO

=

Centrifugar la muestra por 15 minutos en 10000 gravedades a 4°C.

N

Al sobrenadante se le mide pH, seguidamente se le toman 5ml de muestra y

se afora hasta 25ml con agua destilada en una probeta junto con su réplica.

3. Llevar a un vaso de precipitado para realizar la titulacion.
Titular con HCI al 0.1 N hasta alcanzar un pH de 4.5 y registrar volumen (A;).

5. Continuar titulando con HCI 0.1N hasta alcanzar un pH de 3 registrar volumen
(A2).

6. Llevar la muestra a un balén de digestion con condensador, agregando un
agitador magnético.

7. Calentar hasta ebullicién y mantener por 2 minutos.

8. Medir el nuevo pH (en caliente) y titular con NAOH al 0.1N hasta alcanzar un
pH de 6.5, registrar el volumen (B).

CALCULOS

Alcalinidad = (A1 ml * N y¢ * 50000)/50 [mg/1]

AGV = (B * N naon * 60000)/50 [g/1]

A1 = Primera titulacion (ml) con HCI 0.1N hasta alcanzar pH de 4.5
A, = Segunda titulacion (ml) con HCI 0.1N hasta alcanzar pH de 3.0

B = Titulacién (ml) con NaOH 0.1N hasta alcanzar un pH de 6.5
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ANEXO VII.

REALIZACION DEL MONTAJE EXPERIMENTAL PARA LA FERMENTACION.

Objetivo: Dar inicio a la experimentacion para analizar la incidencia de las

saponinas en la produccion de biogas.
MATERIALES

e botellas serolégicas de 50 ml debidamente etiquetadas.
e Tapones de caucho, agrafes y agrafadora.

e Manguera de 30 cm con adaptacién a venocliceps

e Gasay guantes de latex

e 1 frasco plastico de 25009

e Vaso precipitado de 50ml

e Embudo de vidrio

e Probeta

e Papel kraft

e Vidrio de reloj

PROCEDIMIENTO

1. Se pesan 0.8g de fique seco en el vidrio de reloj para cada experimento.

2. Se prepara el liquido ruminal escurriendo y filtrando con una gasa en un
frasco de plastico.

3. Se prepara el consorcio microbiano mezclando LRy LC.

4. Se mezcla el fique con 30ml de inoculo en cada reactor y se agitan
uniformemente.

5. Cada reactor se gasea por espacio de 20 segundos y se agrafan.
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6. Los tapones de las botellas de DNS se perforan para introducir las

mangueras y sus venocliceps para poder tomar la primera muestra de DNS

en t=o.

7. Todos los experimentos son llevados a la incubadora para que se inicie la

fermentacion.

ANEXO VIII. FERMENTACION Y MEDICION

Objetivo: Comenzar con la transformacion realizada por microorganismos

fermentativos al sustrato.

MATERIALES

Incubadora
Silicona liquida
Equipo PGD-IR3
Agujas

PROCEDIMIENTO

Todos los experimentos son sacados de la incubadora para hacerles
medicion.

Después de ser agitada cada botella se perfora con la aguja para medir la
produccion de metano y COx.

Se debe llevar un registro diario de todas las mediciones para efectuar el
andlisis de resultados.

Una vez registrada la medicion las botellas selladas con silicona liquida y

son llevadas nuevamente a incubacién para seguir con la fermentacion.
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ANEXO IX

FOTOGRAFIAS D EL PROCESO

EXTRACCION SOXHLET

Figura 9. Extraccion Soxhlet. Figura 10. Secado del extracto. Figurall.Filtrado.
Figura 12. Desengrase. Figura 13. Hidrdlisis. Figura 14. Extraccion con
cloroformo.
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DIGESTION ANAEROBIA

Figura 15. Preparacion del inéculo. Figura 16. Reactores Etiquetados. Figura 17.
Reactores para toma de muestra de DNS. Figura 18. Reactores en la incubadora.
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ANEXO X

DATOS DE EXPERIMENTACION DURANTE EL PROCESO DE EXTRACCION
SOXHLET

Cantidad de
saponina (g9)

Tiempo de

0 .
extraccion (h) YoSaponina

0,184
0,219
0,375
0,347
0,114
0,252
0,366
0,282
0,123
0,295
0,296
0,189

30

40

50

OO INOO|RIN|OIOA~IN

Tabla 4 Extraccién Soxhlet

DATOS DE EXPERIMENTACION DE LA FERMENTACION

EXPERIMENTOS  UTILIZADOS
Exp 1 CH, Exp 2 CH, Exp 3 CH, Exp 4 CH,4 Controll CH4
Exp 1’ CH4 Exp 2 CH, Exp 3CH4 Exp 4’ CHy4 Control2 CH,4
Exp 1 DNS Exp 2 DNS Exp 3DNS Exp 4 DNS | Controll DNS
Exp1’DNS | Exp2'DNS | Exp3‘DNS | Exp 4’ DNS | Controll’'DNS
Exp1"DNS | Exp2'DNS | Exp3“DNS | Exp4"DNS | . . uonc
Expl t=0 Exp 2 t=0 Exp 3 t=0 Exp 4 t=0 Control t=0
Expl t=4 Exp 2 t=4 Exp 3 t=4 Exp 4 t=4 Control t=4
Expl t=8 Exp 2 t=8 Exp3 t=8 Exp 4 t=8 Control t=8
Expl t=12 Exp2 t=12 Exp3 t=12 Exp 4 t=12 Control t=12
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Tabla .5 Experimentos utilizados durante el montaje para produccion de

biogas.
Tiempo (dias) % CH4 %BIOGAS Experimentos

13.78 25.8 1

6.3 11.2 2

13.8 25.96 3

! 14.6 27.4 4
8.1 14.57 Control
7.5 13.43 Blanco

11.38 21.09 1

14 26 2

15.25 28.82 3

° 16.5 31.34 4
14.9 28.16 Control
7.25 12.87 Blanco

11 20.39 1

13.12 24.6 2

15 18.92 3

3 15.17 28.49 4
12.13 22.58 Control
6.5 11.36 Blanco

8.33 14.95 1

6 10.9 2

15.67 29.65 3

: 15.17 28.64 4
8.75 15.86 Control
4 6.435 Blanco

5 7.5 13.43 1
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6 10.5 2

14.5 27.35 3

14.17 26.63 4
6 10.42 Control
3.75 5.9 Blanco

7.75 13.91 1

6.8 12.1 2

12.14 23.01 3

° 14 26.31 4
6.5 11.41 Control
4 6.43 Blanco

6.25 10.89 1

5 8.4 2

11.75 21.78 3

! 12 22.64 4
5 8.5 Control
2.5 3.49 Blanco

7 12.3 1

6.8 11.9 2

13 24.4 3

° 14 26.36 4
2.25 3.13 Control
0 0 Blanco

Tabla 6 corresponden a los porcentajes de medicion diaria de CH,y Biogas
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