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RESUMEN

TITULO
ESTUDIO DEL EFECTO DE TAMANO DE PARTICULA DE BAGAZO DE FIQUE EN LA
PRODUCCION DE BIOGAS”

AUTORES ) ) R
VARGAS LEGUIZAMON, Carol Viviana; ZAMBRANO GARCIA, Carlos Mauricio

PALABRAS CLAVE
Bagazo de fique, residuos lignocelulésicos, digestion anaerobia, biogas, tratamiento mecanico.

Este trabajo de investigacion tuvo como fin evaluar el efecto del tamafio de particula
del bagazo de fique en la producciéon de biogas, a partir de la co-digestion de estiércol
de cerdo y liquido ruminal bovino como inoculos. Se determino la concentracion de
azlcares reductores, acidos grasos volatiles y la produccion de metano para tres
didmetros de particula establecidos 5 mm (bagazo de figue en su forma natural),
2,36mmy 0,8mm.

Los resultados de este estudio demostraron que la reduccion del tamafio de particula
afecta la estructura lignocelulésica del BF, aumenta la superficie de contacto y mejora
la transferencia de masa sustrato/inéculo. Después de llevado acabo el proceso de
bioconversién, se comprob6 que la concentracion de azlcares reductores es
inversamente proporcional al tamafio de particula y la velocidad de la etapa hidrolitica
aumenta favoreciendo la produccién de los AGV e incrementando la produccién de
metano en un 19% con respecto al bagazo sin tratar.

Adicionalmente se evidencia que el consorcio microbiano proporcionado por la mezcla
de estiércol de cerdo y liquido ruminal bovino, es capaz de adaptarse y operar en un
amplio rango de temperatura, trabajando eficientemente en la conversion de los
productos de cada una de las etapas de la digestion.

" Proyecto de grado

" Facultad de Ingenierfas Fisicoquimicas, Escuela de Ing. Quimica, Director: Ph.D. Humberto
Escalante Hernandez, Codirector: Ing. Liliana del Pilar Castro Molano. Universidad Industrial de
Santander.
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ABSTRACT

TITLE
STUDY OF THE EFFECT OF PARTICLE SIZE IN SISAL FIBRE WASTE PRODUCTION OF
BIOGAS ~

AUTHORS .
VARGAS LEGUIZAMON, Carol Viviana; ZAMBRANO GARCIA, Carlos Mauricio

KEYWORDS
Sisal fibre waste, lignocellulosic residues, anaerobic digestion, biogas, mechanical treatment.

This research Project evaluated the effect of the sisal fibre waste particle size in the
production of biogas, from the co-digestion of pig manure and cow rumen fluid as
inoculums. It was determined the concentration of the reducing sugars, volatile fatty
acids and the production of metan for three diameters of particle stablished 5 mm (sisal
fibre waste in its natural form), 2,36 mm and 0,8 mm.

The study results shown that the reduction of the particle size affects the lignocellulosic
structure of sisal fibre waste, increase the contact surface and improve the
transferency of substrate/inoculums mass. After the bioconversion process, it was
proved that the concentration of reducing sugars is inversily proportional to the particle
size and the speed of the hydrolytic stage increase improving the VFA production and
increase the metan production to a 19% compared to the fibre waste without any
treatment.

" Graduation project

" Faculty of Engineering physicochemical, School of Chemical Engineering, Director: Ph.D.
Humberto Escalante Hernandez, Co-director: Eng. Liliana del Pilar Castro Molano. University
Industrial of Santander.
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Additionally it is evident that the microbial consortium proportioned for the pig manure
mixture and the cow rumen fluid, is capable of adapting and operating in an ample
range of temperature, working effetiently in the convertion of products in each of the
digestion stages.

INTRODUCCION

El fique (Furcraea Macrophylla) es una planta originaria de la América Tropical
se cultiva en Colombia, Venezuela y Ecuador. En Santander se destacan como
principales municipios productores de figue Mogotes y San Joaquin [1]. En
Colombia el proceso de beneficio del fique genera por cada 1000 kg de hoja 40
kg de fibra y 960 kg de residuos compuestos de bagazo y jugo. Parte de estos
residuos se emplean en la produccién de abonos organicos y otros productos
industriales. Sin embargo los grandes volumenes de bagazo y jugo son
desechados directamente al medio, generando problemas ambientales [2]. El
bagazo de fique (BF) por sus caracteristicas fisicoquimicas (41.81% en
celulosa y 22.17% en Hemicelulosa) se clasifica como una biomasa
lignocelulésica; la cual puede ser utilizada para la produccién de biogéas [3-4].

Los residuos lignocelulosicos se pueden tratar mediante digestion anaerobia
para producir un biogas que posee un elevado contenido de metano, didxido de
carbono e hidrogeno. Estos bioprocesos se llevan a cabo en ausencia de

oxigeno y mediante la accibn combinada de diferentes poblaciones
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bacterianas, produciendo el combustible de valor y un efluente que puede

aplicarse como fertilizante o acondicionador del suelo. [5]

La lignina es un polimero tridimensional que proporciona rigidez estructural y
permite mantener juntas las fibras de los polisacaridos en las estructuras
vegetales [6]. Sin embargo este hecho representa un gran impedimento a la
accesibilidad de la celulosa para llevar a cabo un proceso de bioconversion.
Por consiguiente la presencia de lignina en las biomasas residuales dificulta y
limita su aprovechamiento industrial para la obtencion de metano [2]. En el
caso del BF (15.56% de lignina) es necesario aplicar un pre-tratamiento que
disminuya el efecto de la lignina y permita una efectiva degradacion anaerobia

de determinados sustratos [7].

La produccion de biogas a partir de residuos lignoceluldsicos ha sido tema de
estudio para diferentes investigadores. La degradacion de la fibra de sisal y su
potencial de produccion de biogas se incrementan significativamente mediante
un pretratamiento de reduccion de tamafio de particula. La producciéon de
metano es inversamente proporcional al tamafio de la particula del residuo;
alcanzando incrementos del 0.18 m* CH4/Kg SV al 0.22 m® CH./Kg SV [8]. Por
otra parte la hidrdlisis de la biomasa depende también del tamafio del residuo,
debido fundamentalmente a la disponibilidad de superficie para la adsorcion de
las enzimas hidroliticas. En el caso que la etapa limitante de un proceso
anaerobio sea la hidrolisis, la reduccion del tamafio de particula del residuo
supone un beneficio para el proceso general, produciendo menores tiempos de

retencidén y tamafos de reactor menores [9].

En un bioproceso la reduccion de tamafio de particula incrementa la
accesibilidad de los microorganismos hacia el sustrato, debido a que complejas
estructuras poliméricas como proteinas, lipidos, polisacaridos y la misma
lignina presente en desechos vegetales se rompen para formar cadenas mas
cortas y de mas fécil acceso al consorcio microbiano, facilitando el proceso de
transferencia de masa, mejorando la velocidad de hidrdlisis e incrementando el

rendimiento del proceso global. Por ejemplo, la produccién de metano a partir
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de madera se favorece en la medida que esta biomasa es reducida de tamafo
[10].

Estudios similares fueron llevados a cabo analizando cinco tamaros
especificos de particula y empleando diferentes residuos vegetales, se
encontré que las maximas cantidades de biogas se produjeron a partir de
materias primas de menor tamafio de particula, estos fueron 0.088 mm y 0.40
mm [11].

Investigaciones efectuadas empleando como sustrato residuos de tomate, con
variacion del tamafio de particula en un rango entre 1.3 mm y 20 mm,
sefialaron que la produccion de metano es inversamente proporcional a este
parametro [12]. Otros estudios, a favor de reducir el tamafio de las particulas
del inéculo, 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 no
reportan diferencias significativas para tamafios de fibra mayores de 5 mm [13]
Por otra parte se ha evaluado el efecto del tamafio de particula sobre la
cinética hidrolitica, empleando residuos de maiz como sustrato y se determino
una hidrélisis méaxima del 95% para el menor tamafio de particula
correspondiente a 0.354 mm, comparada con un 92% y un 88% para fibras de
1.68 mm y fibras sin cortar respectivamente [14].

Adicional a esto, el tamafio de particula realmente interviene en la tasa de
digestion anaerobia, ya que afecta la disponibilidad del sustrato en relacion al
area de contacto presente durante la hidrélisis enzimatica, principalmente en
fiboras vegetales [15], aspecto que se ve respaldado por estudios que
demostraron que particulas mas pequefias proporcionan areas de contacto
mas grandes para la adsorcién del sustrato lo que implica un incremento en la
actividad microbiana y de la misma forma un aumento en la produccion de
metano, debido al mas facil acceso de los microorganismos al sustrato
generando a su vez un aumento en la velocidad y rendimientos de la etapa

hidrolitica [16], especialmente en la hidrdlisis de la celulosa [17]
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En consideracion a lo expuesto anteriormente, el desarrollo de esta
investigacion pretende mediante un pretratamiento mecanico evaluar el efecto
del tamafio de particula sobre la etapa hidrolitica de la digestion anaerobia en
el proceso de bioconversion del BF, asi como su incidencia en la produccion de
metano, teniendo en cuenta la resistencia que ejercen las estructuras
lignocelulésicas a la transferencia de masa a través del area de contacto
existente entre el sustrato y el consorcio microbiano empleado. Los resultados
obtenidos se cuantifican en tres variables de salida principales que describen el
comportamiento del proceso en su totalidad; la concentracion de azucares
reductores, la concentracion de acidos grasos voléatiles y finalmente el

porcentaje de metano generado.
1.1 Biogas, fuente potencial de energia.

El biogas resultante esta compuesto por cerca de 60% de metano y 40% de
diéxido de carbono, contiene minimas cantidades de otros gases, entre ellos
1% de &cido sulfhidrico, es un poco mas liviano que el aire, posee una
temperatura de inflamacién de 700° C y su llama alcanza una temperatura de
870° C [18]. Su produccién se da a partir de diversos procesos tales como
biodigestores agricolas, tratamiento de aguas residuales y vertederos y su
composicion en metano permite que este pueda usarse como reemplazo del
gas natural o como cualquier otro combustible, tanto para la cohesion de

alimentos, como para la generacién de electricidad y calor.

Es importante aclarar que este gas puede usarse como combustible sélo
cuando el metano se encuentra en concentraciones mayores o iguales a 50%.
Ademas de su ventaja economica tiene un beneficio ecologico, ya que elimina
la emision de metano, gas de efecto invernadero en la atmosfera. Como
resultado, el biogas que de otra forma se perderia se transforma en un
producto derivado util con un valor agregado [18].

El cuadro siguiente resume la composicion promedio del biogas
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Tabla 1. Composicion del biogas derivado de diversas fuentes

Fuente: CARRILLO, L. Energia de biomasa. (2004). 1° ed. p.33.

Desechos Lodos Desechos Rellenos i
Gases ) ) _ - Propiedades
agricolas | cloacales | industriales | sanitarios
Metano 50 — 80% 50 — 80% 50 - 70% 45 — 65% Combustible
CO, 30-50% 20 — 50% 30 — 50% 34 — 55% Acido, asfixiante
Vapor agua Saturacién Saturacién Saturacién Saturacion Corrosivo
Hidrogeno 0-2% 0-5% 0-2% 0-1% Combustible
100 — 0,5- ) o
H»S 0-1% 0-8% Corrosivo, olor, toxico
7000ppm 100ppm
Amoniaco Trazas Trazas Trazas Trazas Corrosivo
CoO 0-1% 0-1% 0-1% Trazas Téxico
Nitrégeno 0-1% 0-3% 0-1% 0-20% Inerte
Oxigeno 0-1% 0-1% 0-1% 0-5% Corrosivo
Organicos Trazas Trazas Trazas S5ppm Corrosivos, olores

El hidrogeno presente en el sustrato actia como intermediario en el proceso de

digestion anaerobia y algunas bacterias pueden producir trazas de CO. La

presencia de nitrogeno y/u oxigeno puede indicar una entrada accidental de

aire y esto implicaria graves consecuencias debido al riesgo de explosiones. El

oxigeno es consumido por los microorganismos facultativos dejando el

nitrégeno residual [19]. Tanto el azufre organico, presente por ejemplo en

algunos aminoacidos, y el inorganico pueden ser reducidos a H,S, un gas muy

toxico y altamente reactivo con los metales tales como hierro y cobre,

originando la corrosion.
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1.2 Digestion anaerobia, una via viable para la bioconversién de materia
organica.

La digestiébn anaerobia es el proceso que permite la conversion de materia
organica a metano, didoxido de carbono e hidrégeno, en un ambiente libre de
oxigeno mediante la accion combinada de diferentes consorcios microbianos.
La produccion de metano coincide con la ultima fase del proceso de digestion
en la cual los compuestos organicos son degradados completamente a través
de una serie de reacciones, muchas de las cuales ocurren simultdneamente sin
una separacion clara de fases.

La digestién anaerdbica se realiza en cuatro etapas: a) etapa hidrolitica, b)
etapa acidogénica, c) etapa acetogénica y d) etapa metanogénica. En la
hidrélisis, particulas y moléculas complejas son hidrolizadas por enzimas
extracelulares producidas por los microorganismos fermentativos presentes en
el inéculo; como resultado se producen compuestos solubles que son
metabolizados por las bacterias anaerobias en el interior de las células. En la
segunda fase, la acidogénica, los compuestos solubles, basicamente diferentes
tipos de oligosacéaridos y azucares, alcoholes, aminoacidos y acidos grasos,
son fermentados por los microorganismos acidogénicos que producen,
principalmente, acidos grasos de cadena corta, alcoholes, diéxido de carbono e
hidrégeno. En la tercera fase, acetogénica, los 4cidos grasos de cadena corta
son transformados en acético, hidrogeno y CO,, mediante la accién de los
microorganismos acetogénicos. Finalmente ocurre la metanogénesis, en donde

se genera metano principalmente a partir de acético, H, y CO; [9].

1.3 Paradmetros de control en la digestion anaerobia.

La velocidad de reaccion de los procesos bioldgicos depende de la velocidad
de crecimiento de los microorganismos responsables, que a su vez es
dependiente de la temperatura [20]. Una alta temperatura proporciona mayor
solubilidad de la materia organica, haciéndola mas asequible a los
microorganismos. La temperatura mas adecuada en el proceso de digestion
anaerobia de materia organica se encuentra dentro del rango mesofilico, es
decir, alrededor de 35-37°C [9].
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En este rango la degradacion del material organico aumentara
proporcionalmente al tiempo de digestion, sin embargo la produccion
volumétrica de metano disminuye una vez superado el 6ptimo [9]. En el caso
de residuos ganaderos es usual manejar tiempos de digestiéon en un periodo de
10 a 30 dias [21], que combinados con una adecuada agitacion logran
principalmente poner en contacto el sustrato fresco con la poblacion bacteriana,

proporcionando una densidad y temperatura uniforme [22].

Finalmente para que el proceso se desarrolle de forma satisfactoria, el pH debe
estar en torno a la neutralidad, presentando problemas graves si el pH baja por
debajo de 6 o0 sube por encima de 8,3 [23]. Las sobrecargas organicas o la
presencia de un inhibidor de la etapa metanogénica, pueden provocar
desequilibrios entre la produccion y el consumo de acidos grasos volatiles,
produciendo la acumulacién de éstos y el consiguiente descenso del pH,
generando la acidificacion del reactor, no obstante las altas alcalinidades
presentes en residuos ganaderos logran estabilizar descensos importantes de
pH [9].

El ajuste adecuado de cada uno de los anteriores parametros permite llevar a
cabo un efectivo proceso de bioconversion, a la vez que proporciona las
caracteristicas necesarias que debe tener no solo el sustrato, sino también, el
in6culo para efectuar un mejor fendmeno de transferencia de masa entre las

particulas y los microorganismos presentes.

1.4 Inoculacion en el proceso de digestion anaerobia.

La digestidbn anaerobia de materia lignocelulésica es llevada a cabo por un
consorcio microbiano que realiza funciones de hidrolisis, degradacion de los
componentes hidrolizados a productos de fermentacién tales como &cidos, y la
utilizacion de ellos para la posterior produccion de metano y didxido de carbono
[24].

Generalmente, la mayoria de residuos organicos pueden ser degradados por
indculos viables de cualquier ambiente en el que se produce la degradacién
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anaerobia de forma natural. Tales ambientes incluyen por ejemplo, digestores
de lodos de depuracion de aguas, sedimentos anaerobios de lagos y heces
animales entre otros [25].

La codigestion de residuos ganaderos y residuos organicos en sistemas de
mezcla completa es una metodologia exitosa tanto en régimen termofilico como
en el mesofilico [26]. La principal ventaja de la codigestién es aprovechar la
sinergia de las mezclas, y compensar carencias de cada uno de los sustratos
por separado [27]. En la tabla 2 se reportan las posibles fuentes de ino6culo de
los reactores, asi como los valores de actividad metanogénica y el contenido de

sélidos suspendidos volatiles (SSV) [28].

Tabla 2. Diferentes fuentes de inGculos para reactores anaerobios.

Actividad metanogénica Concentracién tipica de SSV
Tipo de inéculo especifica en el lodo
gCH4-DQO/g SsV.d g/l
Lodo granular 0,5-1,5 70-120
Biopelicula 0,4-1,2 ND
Lodos domésticos
digeridos 0,02-0,2 15-40
Estiércol digerido 0,02-0,08 20-80
Lodo de fosa séptica 0,01-0,07 10-50
Laguna anaerobia 0,03 30
Estiércol fresco 0,001-0,002 30-140
Sedimento laguna 0,002-0,005 20-50

Fuente: Field, 1987
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Los residuos ganaderos, y en concreto el estiércol de cerdo (EC) puede ser un
excelente inéculo base para la codigestion porque generalmente presenta un
contenido de agua mas alto que la mayoria de residuos industriales, una mayor
capacidad tampdn y aportan una amplia variedad de nutrientes necesarios para
el crecimiento de los microorganismos anaerobios [29]. Por otro lado el liquido
ruminal bovino (LR) posee una importante poblacién microbiana debido a su
alta actividad celulolitica que al combinarse con inéculos metanogénicos
incrementa en gran proporcién la produccién de biogéas [30].

La codigestion entre EC y LR por tanto dan como resultado un importante
consorcio microbiano capaz de degradar y transformar materia organica de
naturaleza lignocelulésica, como el BF. Sin embargo, la presencia de lignina en
este tipo de residuos obstaculiza el completo acceso de los microorganismos a
la fuente de carbono, impidiendo un mayor aprovechamiento del potencial para

la produccién de biogas.

1.5 Resistencia de la estructura lignocelulésica a la degradacion de
materia organica.

Uno de los principales componentes de la materia organica, sobre todo en
residuos agricolas, son los materiales lignocelulésicos, compuestos en su
mayor proporcion por Lignina y polisacaridos de alto, peso molecular,
principalmente Celulosa y Hemicelulosa. [31-32].

La celulosa es un polimero lineal de D-glucosa, con un alto peso molecular y
principal componente de los residuos agricolas, forestales y de la industria
conservera. En forma de fibra es el material de soporte de los tejidos vegetales.
Sin embargo, se mantiene el interés por su utilizacion como fuente renovable
de energia y de materias primas [2]. La hemicelulosa esta compuesta por
cadenas cortas de polisacaridos y su funcién principal es proporcionar una
unién entre la celulosa y la lignina [2]. La lignina es un polimero tridimensional
de fenilpropano con unidades de fenilpropano que se mantienen unidas por
enlaces éter y carbdn-carbén. La lignina tiene un alto peso molecular y es

amorfa en la naturaleza. La red de la lignina esta concentrada en las capas

23



exteriores de las fibras y proporciona la rigidez estructural por endurecimiento y

por mantener juntas las fibras de polisacéaridos. [6-2]

La estructura de la pared celular en los materiales lignocelulésicos se asemeja
a una columna de hormigdén armado, siendo las fibras de celulosa las varillas
metdlicas y la lignina el cemento [2]. La lignina presenta caracteristicas
altamente refractarias a la degradacion anaerobia, afectando Ia
biodegradabilidad de la Celulosa, de la Hemicelulosa y de otros polimeros, y
convirtiendo su degradacion en el proceso limitante de la velocidad de hidrélisis
[32-33].

Por lo anterior, la biodegradacion de biomasa lignocelulésica es muy lenta y
con bajos rendimientos [2], pues la proteccibn que proporciona la lignina
representa un gran impedimento a la accesibilidad de la celulosa para
desarrollar el respectivo proceso de bioconversion. Por consiguiente es
favorable aplicar pretratamiento a la biomasa lignocelulésica, que disminuya su
efecto protector, cuando se desea utilizar como sustrato productor de biogas.
Es innecesario eliminar o alterar toda la lignina presente para aumentar de
forma significativa la susceptibilidad del material a la degradacion enzimatica,
dependiendo del tipo de biomasa, es suficiente eliminar del 20 al 60% de la
lignina [7] [2].

El BF presenta la composicion y las caracteristicas estructurales propias de los
materiales lignocelulésicos en su pared celular. La aplicacibn de un
pretratamiento al BF tiene como objetivo: i) modificar su estructura compleja, ii)
disminuir el grado de polimerizacion, iii) debilitar los enlaces de la lignina con
los carbohidratos e iv) incrementar el area superficial de contacto de las
particulas que constituyen el residuo, permitiendo el adecuado proceso de
transferencia de masa entre sustrato e inoculo [34-24]. Dentro de los

pretratamientos mas utilizados en los residuos lignocelulésicos se destacan [2]:

a) Pretratamientos fisicos: molienda, vaporizaciéon a presion, irradiacion y

pirdlisis.
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b) Pretratamientos quimicos: mediante &lcalis, acidos, gases, agentes

oxidantes, disolventes de la celulosa, extraccion de la lignina.

c) Pretratamientos bioldgicos: utilizando microorganismos capaces de

degradar la lignina.

Los pretratamiento fisicos representan una alternativa interesante para tratar
materiales lignocelulésicos, ya que existe una relacién inversa entre el tamafio
de particula del sustrato y la produccion de metano [11].

1.6 Importancia de un pretratamiento fisico sobre residuos
lignocelulésicos.

Los pretratamientos fisicos, cuyo principal efecto es la reduccion del tamafio de
las particulas, producen un aumento en la tasa de hidrdlisis, y si esta fase es la
limitante del proceso anaerobio, supone un beneficio para el proceso general,

produciendo menores tiempos de retencidn y tamafios de reactor menores [9].

La reduccion del tamafio de particula mediante un pretratamiento mecanico
ocasiona el aumento de la superficie disponible mejorando el proceso de
transferencia de masa y de igual forma el proceso bioldgico en dos sentidos. La
reduccion de tamafio en un sustrato con alto contenido en fibras y baja
biodegradabilidad incrementa el rendimiento en la produccion de biogas y
reduce el tiempo de digestibn de los sustratos [24]. Sin embargo el
pretratamiento mecénico puede llevar en algunos casos no solo a la
disminucién del tamafio de los solidos presentes en el residuo, sino también a
la destruccion de la matriz tridimensional de las particulas que facilitan la
permanencia de los microorganismos celuliticos, comprometiendo su actividad
degradativa [35]. Por consiguiente es indispensable una adecuada técnica de
reduccion de tamafio que permita incrementar la accesibilidad de los
microorganismos a las particulas del residuo con el rompimiento de grandes
estructuras en cadenas mas cortas, y que proporcione mejoras en la velocidad
y en el rendimiento de la hidrdlisis [24] y a la vez en el proceso anaerobio

global.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Sustrato

Como sustrato se empledé BF que se adquirio en una planta de beneficio del
municipio de mogotes (Santander). Las muestras de bagazo se conservaron en
recipientes refrigerados, evitando su degradacion por microorganismos
presentes en el ambiente, y luego se trasladaron al laboratorio para su

posterior analisis.

In6culo

Como inéculo se utilizo la co-digestion en proporcion 1:1 (v/v) de LR y EC. El
EC se obtuvo de los pozos sépticos de la granja porcicola “Portoferrayo”,
ubicada en el municipio de los santos (Santander) y el LR se recolectd
directamente de la planta de sacrificio Vijagual ubicada en Rionegro

(Santander).

Adecuacion preeliminar del sustrato: Pretratamiento mecanico

El BF fue secado al sol durante 36 horas; El residuo seco se triturd, en un
molino de cuchillas Willey-Mil, hasta obtener porciones de tres tamafios: 5, 0.85
y de 2.36 mm.

A las muestras de BF de cada tamafio de particula se les determin6 pH,
concentracion de Solidos Totales (ST), concentracion de Sélidos Volatiles (SV),

alcalinidad, concentracion de Acidos Grasos Volatiles (AGV), celulosa,
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hemicelulosa, lignina y Fibra Detergente Acida (FDA), de acuerdo a los
mecanismos sefalados por Van Soest y los Standard Methods for Examination
of Water and Wastewater (University; APHA 1998).

Proceso de digestion anaerdbica del BF

Con el fin de evaluar la incidencia del tamafio de particula del BF en la etapa
hidrolitica y sobre la produccion de biogas se desarrollaron experimentos de
fermentacion utilizando BF en estado natural (5 mm) y BF (0,8 mm y 2,36 mm).
Se emplearon reactores de 500 ml con un volumen de operacion de 350 ml, de
los cuales 337 ml correspondieron a la mezcla LR-EC que fueron adicionados a
los bioreactores previamente cargados con 10 gr de BF. La fermentacion se
realiz6 a 25°C y a 39°C. El proceso de digestion se llevdé a 9 dias. La
Concentracion de azucares reductores, Concentracion de Acidos Grasos
Volatiles (AGV) y porcentaje de metano fueron las tres variables de respuesta
determinadas. La concentracion de azUcares reductores se establecid de
acuerdo con el método colorimétrico del Acido Dinitrosalicilico — DNS,
utilizando un espectrofotometro GENESYS 20 Thermo Spectronics, a una
longitud de onda de 540 nm [37]. (Ver anexo B). La concentracion de AGV se
cuantific6 de acuerdo al procedimiento de titulacién descrito por Anderson y
Yang (1992) [38]. (Ver anexo C). Finalmente el porcentaje de metano obtenido
se midié con un detector de gases infrarrojo modelo PGD-IR marca Status
Scientific Controls.

Los resultados obtenidos experimentalmente se analizaron, utilizando el
software (StatGraphics plus 5.1, StatPoint Inc.,Virginia, EE.UU) y la prueba de
Fisher (F) se emple6 para comprobar las diferencias estadisticamente

significativas entre los resultados [39] mediante la determinacién del valor P.

El valor P es una probabilidad que define el menor nivel de significacion al que
se puede rechazar una hipotesis nula de independencia entre las variables

analizadas [42]. (Ver anexo D)
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

Efecto del tratamiento mecénico sobre la estructura lignocelulésica del BF y

caracteristicas fisicoquimicas del in6culo (LR-EC).

El pH del BF permanece invariable con la reduccion del tamafio de particula
mientras que el PH del inéculo proporciona un valor adecuado para el inicio de
la digestion, pues permite compensar la acidez del sustrato y mantener el

proceso en condiciones estables.

Tabla 3. Caracterizacion Fisicoquimica del bagazo sin cortar, 2.36mm, 0.85mm
y del inGculo.

Tamafio de particula del
Parametro Unidades Bagazo de Fique (BF) LR-EC

5mm 2,36mm | 0,85mm

pH 4 4 4 8

ST % 93,1 92 92,79 43.770
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SV % 89,2 88,60 88,65 23.640

Alcalinidad | mgCaCOa3/l ND ND ND 3.100

AGV mgCaCO3/I ND ND ND 7.200
Celulosa % 41,81 18,71 23,45 ND
Hem";e'”'os % 2217 | 24,80 2713 ND
Lignina % 16,69 15,56 6,81 ND
FDA % 64,66 44 80 44,70 ND

FDA : Fibra Detergente Acida.

ND : No determinado.

La tabla 3 permite apreciar que la concentracion de ST y SV no presentan
diferencias significativas al reducir el tamafio de particula, como si sucede con
la concentracion de hemicelulosa, que aunque es baja, esta aumenta a medida
que se disminuye la cristalinidad de la celulosa mediante el cortado. La
reduccion del tamafio de particula de igual manera mejora la digestibilidad del
BF, como lo indica la disminucién de la FDA. En cuanto al contenido de lignina
es evidente la disminucién que presenta conforme se reduce el tamafio de
particula, lo cual demuestra una modificacion de la estructura lignocelulésica
del BF que aumenta el area de contacto y mejora la transferencia de masa

entre sustrato e inéculo.

Efecto del pretratamiento mecanico y de la temperatura sobre la etapa

Hidrolitica.

La concentracion de azucares reductores permite determinar el rendimiento de
la etapa hiodrolitica en el proceso de digestion anaerobia del BF. Este
rendimiento se mejora cuando se efectua una disminucion del tamafio de
particula, debido a la reducccion de la resistencia a la transferencia de masa

entre sustrato e indculo; lo cual va a generar incrementos en la concentracion
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de azucares reductores, que posteriormente mejora la produccién de
metano[40].

Figura 1. Variacion de la concentracion de Azucares Reductores durante el
tiempo de digestion a 25°C.
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mg/ml
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Figura 2. Variacion de la concentracion de Azucares Reductores durante el
tiempo de digestion a 39°

80 | T=39°C
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Como se aprecia en la figura 1 y 2, durante los primeros 3 dias de digestion,
tanto a 39°C como a 25°C, se observan importantes disminuciones de la
concentracion de azucares reductores, especialmente para el tamafo de
particula menor; esto sugiere que las bacterias hidroliticas aumentan su
actividad enzimatica a medida que incrementa la disponibilidad de particulas

mas pequefias y de mas facil asimilacién. Sin embargo después del cuarto dia
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la actividad hidrolitica de los microorganismos logran estabilizarse, debido al

agotamiento de la fuente de carbono como factor limitante.

Al comparar las gréficas de los experimentos a 25°C y 39°C se observa una
mayor rapidez en el consumo del material organico y mayor velocidad de la
etapa hidrolitica en los experimentos a mayor temperatura. Sin embargo, en
terminos generales se puede concluir que la variable temperatura no influye

significativamente en el arranque y estabilizacion de esta etapa.

Efecto del pretratamiento mecanico y de la temperatura sobre la etapa

Acidogénica

Figura 3. Variacion de la concentracion de Azucares Reductores durante el
tiempo de digestion a 39°

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (Dias)
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Figura 4. Variacion de la concentracion de Acidos grasos volatiles durante el
tiempo de digestion a 39°C.

T=39°C

6000 a cesothecee 236 mm

5000 - ==4&=-0.85mm

mg/|

4000

3000

2000 T T T T T T T T 1

Tiempo (Dias)

Las graficas 3 y 4 permiten ver que para las dos temperaturas analizadas la
concentracion de AGV se mantuvo estable y desde el arranque del proceso fue
mayor para el tamafio de particula mas pequefio, debido a que la reduccion del
tamafo de particula aumenté la concentracion de azucares reductores lo que
sugiere mayor disponibilidad de materia organica en las etapas posteriores de

conversion.

Figura 5. Variacion del pH durante el tiempo de digestion a 25°C.
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Figura 6. Variacion del pH durante el tiempo de digestidén a 39°C.
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Por otro lado, al analizar las figura 5y 6 es posible deducir que la temperatura
en el proceso no tuvo gran influencia, pues tanto el pH como la concentracién
de &cidos grasos volatiles a 25 y 39°C se mantuvieron en los rangos
adecuados, favoreciendo el proceso bioldgico en general. Después del tercer
dia de digestion se observé estabilidad de la etapa acidogénica para cada uno
de los tamafios de particula del sustrato.

Efecto del pretratamiento mecanico y de la temperatura sobre la etapa
Metanogénica.
La digestion de los tres tamafios de BF posee un arranque favorable para la

produccion de metano a 25° y 39°C, como se aprecia en la figura 7 y 8.
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Figura 7. Variacion del porcentaje de metano durante el tiempo de digestion a 25°C.
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Figura 8. Variacion del porcentaje de metano durante el tiempo de digestion a 39°C.
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Sin embargo los resultados obtenidos para el tamafio de particula menor
demuestran la efectividad de la aplicacion de un pretratamiento mecénico al
sustrato, debido a que la reduccién del tamafio de particula proporciona un
incremento en la superficie de contacto entre sustrato e inéculo, generando
mayor accesibilidad a la fuente de carbono por parte de los microorganismos lo
cual redunda en el crecimiento del consorcio. Estudios llevados a cabo por
otros autores respaldan los resultados obtenidos en esta investigacion,
demostrando que el proceso de digestion anaerobia se ve beneficiado por la
reduccion del tamafio de particula, al proporcionar incrementos en el area de

contacto disponible para la degradacién por el consorcio microbiano [41].
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Con respecto a la influencia de la temperatura los resultados sugieren que a
39°C se logra desde el inicio del proceso una mayor estabilidad de la etapa
metonogénica; lo anterior se debe a que las bacterias metanogénicas son
mesofilas [42] y la energia calorifica influye sobre la velocidad de las
reacciones bioquimicas que ellas realizan. Sin embargo, después de un unos
dias de operacion el consorcio consigue superar el efecto térmico, llegando a
alcanzar una produccion de metano bastante similar en los dos procesos. Este
ultimo aspecto es importante a tener en cuenta, cuando a futuro se estime la

viabilidad de escalar el proceso a nivel industrial.

Andlisis estadistico de los resultados

El valor de la funcién de probabilidad (P) del test de Fisher es 0,0046 y 0,0004
para la produccién de metano a 39°C y a 25°C respectivamente como lo
determinan las figuras 9 y 10; este parametro dio menor de 0,05 lo cual
asegura que existen diferencias significativas entre cada experimento y se
demuestra la dependencia existente entre la dos variables de entrada
analizadas (Temperatura y tamafio de particula), con un intervalo de confianza
del 95%.
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Figura 9. Medias de la produccién de metano para los tres tamafios de
particula a 25°C
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Figura 10. Medias de la produccién de metano para los tres tamafios de
particula a 39°C
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4. CONCLUSIONES
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Se comprobd que disminuir el tamafio de particula del bagazo de fique influye
en el rendimiento del proceso de produccion de biogas. En comparacion con un
bagazo de fique, cuyo tamafio de particula es de 5 mm, la produccion de
metano se incrementd en un 19% cuando se redujo el tamafio de particula a
0.85 mm.

Durante la digestion anaerobia, para la produccion de metano, reducir el
tamafio de particula de un sustrato lignocelulésico como el bagazo de fique,
influye favorablemente en las etapas hidrolitica y acidogénica. Un menor
tamafio de particula genera una mayor concentracion de azucares reductores e
incrementa la velocidad de hidrélisis, aumentando la produccion de &acidos

grasos volatiles y a su vez la generacién de metano.

La produccion de metano a partir de bagazo de fique, utilizando un consorcio
microbiano de liquido ruminal bovino y estiércol de cerdo, no se ve afectada
significativamente por la temperatura. Es viable realizar el proceso a
temperatura ambiente con buenos rendimientos en la produccion de biogas; ya
que el consorcio posee un amplio espectro de temperaturas (10 — 45°C) en las

cuales se puede desarrollar de una manera optima.
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ANEXOS

ANEXO A. Muestreo

Objetivo: Recoger muestra de bagazo hiumedo generado durante el beneficio

del fique.

Materiales y Reactivos:

e Nevera de icopor

e Hielo

e Alcohol al 70%

e Tiras reactivas de pH

e Guantes de latex

e Bolsa plastica con cierre
e Cinta de enmascarar

e Marcadores permanentes

Procedimiento

1.

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

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

Solicitar al manipulador de la maquina que comience la operacion del
desfibrado de la hoja de fique. Descartar la primera fraccion expulsada
del bagazo, tomar la fraccién 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.

Conservar refrigerado hasta su uso.
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Nota: Rotular todo el material que contenga todas las muestras con nhombre del

lugar, dia y fecha de la toma de muestra

ANEXO B. Determinacién de la concentracion de azUcares reductores.

Objetivo: Determinar la presencia de azucares reductores producidos por la
degradacion de la celulosa, durante los procesos de fermentacion.

Materiales y Reactivos:
e Tubos tapa rosca
e Gravillas
e Espectrofotometro
e Pera
e Micro pipetas
e Vaso de precipitado
e Puntas

e Pipeta

Procedimiento:
1. Agregar 250 pL de reactivo a 250 pL de agua destilada y 500 uL de

reactivo (DNS) con su respectiva replica usando tubos tapa rosca.

2. Se lleva la solucion resultante a bafio maria por 5 minutos y durante 5
minutos mMAas permanece en un recipiente con hielo; después de

efectuado este choque térmico.
3. La solucion se diluye con 5 ml de agua destilada.

4. Ubicar los tubos en una gravilla para facilitar su manipulacion.

5. Leer la concentracion d e azucares a 540 nm contra un blanco obtenido
con el procedimiento anterior, pero agregando agua destilada en vez de
muestra.
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6. Finalmente esta solucién diluida se paso por el espectrofotometro
GENESYS 20 Thermo Spectronics y se registro la absorbancia para los

posteriores calculos.

CURVA BIOMASA SIN DILUIR

0,6
0,5 4
0,4 -
0,3 +
02 y=1,149x- 0,024
! R?=0,997
0,1
0 |
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
—4—CURVA BIOMASA SIN DILUIR —— Lineal (CURVA BIOMASA SIN DILUIR)

ANEXO C. Determinacién de acidos grasos volatiles y alcalinidad.

La alcalinidad es la capacidad acidoneutralizante 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:
e Vaso de precipitado de 100 ml
e Probeta de 25 ml
e Centrifuga refrigerada
e pH-metro

e Agitador magnético
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e 2 Balones esmerilados de fondo redondo o plano
e Condensador

e Plancha de calentamiento

e 2 Buretas

e Soporte de plancha

e Soporte universal

e Pinzas con nuez

e Solucion de NaOH al 0.1 N

e Solucién de HClal 0.1 N

Procedimiento:

1. Tomar una muestra aproximadamente de 40 ml diaria o dia de por

medio durante el proceso de digestidn, en tubos falcom de 50ml.
2. Centrifugar las muestras por 15 min a 10 000 gravedades.
3. Llevar el sobrenadante a frascos plasticos, medir pH y registrar el valor.

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

ml.

5. Medir en una probeta 25 ml de agua destilada y agregarla a los 5 ml de

sobrenadante medido anteriormente.

6. Titular con una solucion previamente preparada de HCL 0.1 N hasta
alcanzar un pH de 4.5 y registrar volumen (V1), manteniendo agitacion

continda.

7. Continuar titulando con la solucion de HCL sin dejar de agitar hasta

alcanzar un pH de 3, registrar volumen (V2).
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8. Llevar la muestra a un balén esmerilado, adaptarlo al condensador.
9. Calentar hasta ebullicion y mantener por 2 minutos.

10.Titular con una solucidon previamente preparada de NaOH 0.1 N hasta

alcanzar un pH de 6.5, registrar el volumen (V3).

Calculos:

Al = Ny » 50000
Alcalinidad = ': [ ]

B w Nyoou 60 [_f;]

A6V = 50

ANEXO D. Prueba de Fisher

El modelo propuesto por Fisher establece una Unica hipotesis estadistica, la
hipétesis nula-Ho, y no acepta la idea de dos hipotesis estadisticas
contrapuestas. Fisher ided una manera de medir el grado de incompatibilidad
de un conjunto de datos con la hipétesis nula establecida, la evaluara con el
valor de “p”, y sera conocido como los valores “p-value”. El término significacion
se usaba para indicar que la probabilidad es suficientemente pequefia como
para rechazar la hipétesis planteada. De esta manera si el valor de “p” es
pequefio existen dos alternativas, o que la realizacibn observada de la
estadistica de prueba constituye un evento raro o que la hipotesis nula

planteada es invalida [42].

El test de Fisher permite analizar si dos variables dicotomicas estan asociadas

cuando la muestra a estudiar es demasiado pequefia.
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Una forma de plantear los resultados es disponerlos en una tabla de
contingencia de dos vias. Si las dos variables que se estan considerando son

dicotémicas, la tabla a emplear puede ser como la mostrada a continuacion.

Tabla de contingencia general para la comparacion de dos variables

dicotomicas en el caso de grupos independientes.

Caracteristica A

Caracteristica B | Presente | Ausente Total

Presente a b a+b
Ausente C d c+d
Total a+c b+d n

El test de Fisher se basa en evaluar la probabilidad asociada a cada una de las
tablas 2 x 2 que se pueden formar manteniendo los mismos totales de filas y
columnas que los de la tabla observada. Cada una de estas probabilidades se
obtiene bajo la hipotesis nula de independencia de las dos variables que se

estan considerando.

La probabilidad exacta de observar un conjunto concreto de frecuencias a, b, ¢
y d en una tabla 2 x 2 cuando se asume independencia y los totales de filas y

columnas se consideran fijas, viene dada por la distribucion hipergeométrica:

p o e+ D +d)archp +d)

Maldleld

Esta formula se obtiene calculando todas las posibles formas en las que
podemos disponer n sujetos en una tabla 2 x 2 de modo que los totales de filas

y columnas sean siempre los mismos, (a+b), (c+d), (a+c) y (b+d).
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La probabilidad anterior debera -calcularse para todas las tablas de
contingencia que puedan formarse con los mismos totales marginales que la
tabla observada. Posteriormente, estas probabilidades se usan para calcular
valor de la p asociado al test exacto de Fisher. Este valor de p indicara la
probabilidad de obtener una diferencia entre los grupos mayor o igual a la
observada, bajo la hipétesis nula de independencia. Si esta probabilidad es
pequefia (p<0.05) se deberad rechazar la hipotesis de partida y deberemos
asumir que las dos variables no son independientes, sino que estan asociadas.
En caso contrario, se dird que no existe evidencia estadistica de asociacion

entre ambas variables.

ANEXO E. Registro fotografico

BF en estado natural BF con tamafio de particula de 2,36 mm
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BF con tamafio de particula de 0,85 mm Codigestion del inéculo.

Inoculacién del bioreactor con BF Toma de muestra para la
determinacion de azucares reductores

e
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