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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO PRELIMINAR DE LA BIOPRODUCCION DE METANO A PARTIR DE LOS
RESIDUOS DEL PROCESO DE BENEFICIO DEL FIQUE.

AUTORES: BARRERA ALARCON, Yenny Paola
SALAS VILLARREAL, Maria Ximena

PALABRAS CLAVES

Bagazo de fique, Digestién anaerobia, Fermentacion, Actividad Metanogénica Especifica, Biogas.

DESCRIPCION

En este trabajo se evaluaron los residuos (bagazo) generados durante el beneficio del fique, como
sustrato para la produccion de biogas, como fuente de energia renovable; mediante un proceso de
digestién anaerobia utilizando como in6culo un lodo de PTAR. El bagazo de fique fue
suministrado por las plantas de beneficio ubicadas en el municipio de Mogotes Santander, se
realizé la caracterizacion fisicoquimica del bagazo, dentro de los parametros evaluados estan:
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV), Acidos Grasos
Volatiles (AGV) y Analisis Bromatolégico. Para la cuantificacion de la produccion de metano se
emple6 el Test de AME (Actividad Metanogenica Especifica), mediante la técnica de
desplazamiento de liquido utilizando como reactores recipientes de vidrio de 500 ml dentro de un
sistema cerrado en ausencia de oxigeno y provista de una corriente continua de nitrogeno; a una
temperatura ambiente de 27°C, presion atmosférica y agitacion manual discontinua. Del estudio se
concluyd que el bagazo del fique es un excelente sustrato para los microorganismos productores
de biogas, debido a su alto porcentaje de carbono y nitrégeno necesarios para el crecimiento
bacteriano, lo cual se demuestra en la composicion de biogas obtenido con un 25,2 % de CH,4, 14,5
% CO, y 1,7 % O, indicando que hubo crecimiento de suficientes poblaciones metanogénicas en
el reactor anaerobio a las condiciones de operacion empleadas. La cantidad de inéculo y sustrato
de cada experimento son factores importantes que intervienen en el proceso de produccion de
biogas. En las curvas de actividad metanogenica, la prueba que presentd la maxima produccion
de biogas contenia mayor proporcién sustrato-indculo (Experimento 4), debido a la alta presencia
de microbiota y suficiente materia organica en el biodigestor.

“ Proyecto de investigacion
“FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS, ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA. Director.
PhD. HUMBERTO ESCALANTE HERNANDEZ



ABSTRACT

TITLE: PRELIMINARY STUDY FOR THE OF METHANE BIOPRODUCCION FROM THE WASTE
GENERATED IN THE SISAL PRODUCTION.

AUTHORS: BARRERA ALARCON, Yenny Paola
SALAS VILLARREAL, Maria Ximena

KEYWORDS

Sisal Bagasse, Anaerobic Digestion, Fermentation, Specific Methanogenic Activity, Biogas

DESCRIPTION

In this project were evaluated the residual (bagasse) generated during the sisal production, like
substrate for the biogas production, like a renewable energy fountain; through a process of
anaerobia digestion using like inoculum a PTAR mud. The sisal bagasse were supplied for the
production plants placed in the town of Mogotes, Santader, it was made the physicochemical
characterisation of the bagasse, within the parameters that were evaluated are: Chemical Demand
of Oxygen (CDO), Volatile Suspended Solids (VSS), Volatile Fat Acids (VFA) and Bromatological
Analysis. For the quantification of the methane production was implemented the AME Test (Specific
Methanogenic Activity), through the technique of liquid displacement using like reactors glass
recipients of 500 ml inside of a close system without oxygen and with a continuous nitrogen current;
at a environment temperature of 27°C, at a atmospheric pressure and discontinued agitation. The
study conclude that the sisal bagasse is an excellent substrate for the biogas producers micro
organisms, because its high percentage of Carbon and Nitrogen necessary for the bacteria growth,
which is demonstrated in the biogas composition obtained with a 25,2 % of CH,4, 14,5 % CO, and
1,7 % O,, indicating that there was sufficient growth of methanogenic populations in the anaerobic
reactor at the employed operation conditions. The amount of inoculum and substrate of each
experiment are relevant factor that are involved in the process of biogas production. In the
methanogenic activity draws, the test that presented the maximum biogas production had more
proportion of substrate-inoculum (4th experiment), due to the high presence of micro biota and
enough organic matter in the digester.

“ ABILITY OF PHYSIOCHEMICAL ENGINEERINGS, SCHOOL OF CHEMICAL ENGINEERING.
Director. PhD. HUMBERTO ESCALANTE HERNANDEZ



1. INTRODUCCION

La planta de fique (Género Furcraea sp.) pertenece a la familia Agavaceae, es
tropical y crece en la mayoria de climas del pais. Se utiliza para extraer su fibra,
llamada “cabuya” utilizada industrialmente para elaborar hamacas, redes,

empaques, artesanias, sogas, cordeles, agromantos y geotextiles. [1]

En Santander, que es el segundo departamento productor de fique a nivel nacional
[2], los cultivos se ubican en los municipios de Mogotes, San Joaquin, Onzaga,
Curiti, San Gil y Aratoca; donde existen aproximadamente 3.369 hogares de economia
campesina (alrededor de 20.000 personas), dedicados a este renglén productivo en un area

cultivada de 4.446 hectareas, con una productividad de 1060 Kg. /Ha al afio. [3]

El beneficio del fique se realiza en tres (3) fases: a) La preparacién o alistamiento,
en la cual se cortan las hojas y se desorillan para eliminar las espinas; b)
Extraccion de fibra: las hojas se pasan por la desfibradora para extraer la fibra, la
cual constituye el 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.[4]

Cada kilo de fique extraido produce aproximadamente 8 litros de jugo. La
produccién anual de fibra de fique en el Departamento de Santander genera
aproximadamente 3,33 Kg de biomasa residual al mes, que equivalen a 0,111 Kg

diarios [5].

La pulpa del desfibrado estda conformada por un 30% de fibrillas y un 70% de
pulpa vegetal. Los residuos estan constituidos por jugos y bagazo. El bagazo
contiene celulosa, compuestos organicos, sacarosa, glucosa y fructuosa, [1] los

cuales se convierten en excelente sustrato para microorganismos productores de



biogas. En el proceso productivo, el bagazo y el jugo son descartados
directamente al medio, o en algunos casos los agricultores los utilizan como
abono. Sin embargo, su acumulacion sobre el suelo los convierte en

contaminantes del medio ambiente y de las corrientes de agua por lixiviacion.

En Colombia el lavado de la cabuya del fique después del desfibrado, se efectua
en las quebradas utilizando 4 Kg. de agua en un periodo de 30 minutos; al colocar
el fiqgue en la corriente de agua suelta un tinte verde con espuma y un fuerte olor a

celulosa. [6].

En la mayoria de paises en desarrollo los residuos organicos se producen en
grandes cantidades, y mediante digestion anaerdbica se produce biogas que
puede abastecer en parte la demanda de energia [7]. En el caso del proceso de
beneficio del fique el jugo y bagazo residual pueden ser utilizados para producir
nuevos materiales de alto valor agregado relacionados con produccion de
principios activos farmacéuticos, agentes tensoactivos, bioinsecticidas, papel y

produccién de Biogas. [8,9].

Con respecto a la produccion de biogas en Tanzania se han realizado grandes
avances, encaminados a optimizar la produccion de biometano, dentro de los que
se destaca, La co-digestion anaerobia de pulpa de fique y desechos de pescado,
por ser una alternativa viable para la obtencion de energia con un rendimiento de
60-65% [10].

Asimismo la literatura ha reportado que los pre-tratamientos aerobio-mesofilicos
aumentan el rendimiento del proceso anaerobio en un 26%, y el decrecimiento en
el tamafo de particula refuerza la digestion anaerobia aumentando la produccion
de biogas. [11,7].

En los procesos de digestion anaerobia las condiciones de operacion son

determinantes para la biometanizacion, a nivel mundial se han adelantado
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investigaciones, que han demostrado que el pH y la alcalinidad constituyen dos
parametros decisivos en la viabilidad de la degradacion microbioldgica debido a
que permite establecer y mantener el balance en las reacciones enzimaticas y

bioquimicas [12].

En Colombia se destaca la produccién de papel a partir de la fibra de fique,
obtencion de hormonas sintéticas y anticonceptivos [13]. Unido a lo anterior, el
nivel de desarrollo tecnoldgico e investigativo adelantado por parte de los actores
de la cadena es minimo, dado que no se ven interesados en el desarrollo de
nuevos productos, se siguen elaborando los tradicionales sin agregarles ningun

tipo de alto valor [13].

El biometano del desecho de la fibra de fique es de gran interés como una energia
renovable que podria ser usado en estufas (preparacion de alimentos), motores de

explosion (necesarios para el desfibrado), generacién de energia eléctrica [7].

En las plantas de beneficio del fique el biogas producido, a partir de los residuos
organicos, por una parte disminuye el impacto ambiental y por otra generara un
beneficio al reducir las emanaciones de gases originados por la combustion de la
gasolina o el ACPM utilizados para el funcionamiento de la maquina desfibradora.
Por lo anterior es importante investigar la posibilidad de usar desechos de fibra de

figue como materia de alimento para digestores anaerobicos.

La digestion anaerdbica de la materia organica es un proceso en ausencia de
oxigeno, que se desarrolla a través de una serie de reacciones bioquimicas:
hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, en las que intervienen
diferentes grupos bacterianos que trabajan en sintrofia. a) En la hidrolisis las
bacterias celuloliticas actuan sobre los polimeros organicos u otros materiales
complejos, desdoblandolos enzimaticamente en los correspondientes monomeros,

b) la acidogénesis consiste en la fermentacion acida de mondmeros que generan
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productos intermedios, principalmente acetatos, propionatos y butiratos, y en
menor proporcion didxido de carbono e hidrogeno; c¢) seguidamente Las bacterias
acetogénicas productoras de hidrogeno, producen acido acético junto con didxido
de carbono e hidrogeno; d) finalmente las bacterias anaerdbicas actuan sobre los
productos resultantes de las etapas anteriores y las transforma en metano. Las
bacterias metanogénicas denominadas arqueobacterias son anaerobias estrictas,
no crecen a concentraciones de oxigeno mayores de 1ppm y pierden viabilidad
cuando se les expone a concentraciones de 10ppm; el uso de los sustratos es
muy restringido, pues la mayoria solo puede usar como fuente de energia la

reduccion del CO, con H; [5].

En la tabla 1 se consignan las principales reacciones bioquimicas que se llevan a
cabo en el proceso de digestidn anaerobia con los correspondientes cambios de

energia libre [14].

Tabla 1. Principales reacciones quimicas que ocurren en la digestién anaerobia de

la materia organica.

TIPO DE REACCION ECUACION AG°
Fermentacién de
Glucosa a acetato Glucosa + 4H,0—» CH3;COO+ 4H" + 4H, -207
Fermentacion de la
glucosa a Butirato Glucosa + 2H,0— C4H; O, + 2HCO;3 + 3H" +2H, [ -135
Fermentacion del Butirato
a acetato e H, Butirato + 2H,O0— 2CH;COO+ H* + H, +48,2

Fermentacion del
propionato a acetato Propionato + 3H, —» CH3;COO+ HCO; +H" +H, | +76.2

Acetogénesis a partir del

H,y CO, 4H, + HCO3_+H+—> CH,COO+ 2H,0 -105
Metanogénesis a partir del

CO2y H» 4H, + HCO3+H"— CH,+ 3H,0 -136
Metanogénesis a partir del

acetato Acetato + H,O —» CH,+ HCO3 + H" -31

AGP: Condiciones estandar: solutos 1 molar, gases 1 atmosfera.
Como subproducto de la digestion anaerobia se obtiene un gas denominado

biogas [15] cuya composicién es Metano y didoxido de Carbono, con la presencia
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adicional de Nitrégeno, Hidrégeno, Amoniaco y Sulfuro de Hidrogeno, segun sea

la naturaleza del residuo a tratar [1].

El biogas es el producto de una fermentaciéon anaerdbica [2]. La fermentacion es
un proceso microbiolégico, mediante el cual determinados sustratos que
componen el medio de cultivo son transformados por accidn microbiana en
metabolitos y biomasa. El microorganismo va aumentando su concentracion en el
transcurso del proceso al mismo tiempo que el medio se va modificando y se
forman nuevos productos como consecuencia de las actividades catabdlicas y
anabdlicas. Existen dos tipos de reacciones de fermentacién: las que se producen
en presencia de oxigeno, fermentaciones aerobias y en ausencia de oxigeno,
fermentaciones anaerdbicas las cuales involucran un numero de microorganismos
de distinto tipo que se dividen en tres grandes grupos (fermentativos,

acetogénicos y metanogénicos) [3].

La capacidad de la biomasa o sustrato para transformar la materia organica en
metano puede ser cuantificada a través de la actividad Metanogénica especifica
(AME), esta se define como la masa de sustrato en forma de DQO que es

convertida a metano por unidad de masa de biomasa y por unidad de tiempo [14]

La determinacibn de la actividad metanogénica es wuna prueba de
biodegradabilidad de gran utilidad para el control del proceso de tratamiento en un
reactor anaerobio. El ensayo no solo resulta aplicable para la seleccion del inGculo
sino también para la puesta en marcha y el seguimiento del proceso.

Existen diferentes metodologias para realizar el ensayo de actividad
metanogénica, las cuales se diferencian por la forma como se mide la cantidad de
metano producido y como se realiza la adicion del sustrato [16].

El objetivo de este trabajo fue plantear la viabilidad de utilizar los residuos
(bagazo) generados durante el beneficio del fique, como sustrato para la

produccion de biogas; mediante un proceso de digestion anaerobia utilizando
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como in6culo un lodo de PTAR, variando la relacion sustrato/inéculo y
manteniendo constantes las condiciones de operacion (temperatura ambiente de

27°C, pH igual a 7, presion atmosférica y ciclos de agitacion).
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Considerando una serie de parametros que permitieran garantizar cierto grado de
selectividad, incrementando la tasa de crecimiento y desempefio de los
microorganismos [18], se escogid como sustrato la pulpa de fique, por su
biodegradabilidad y alto contenido de materia organica. El bagazo de fique (pulpa
semisoélida) fue suministrado por las plantas de beneficio ubicadas en el municipio
de Mogotes, finca Guayabetal. Se delimitd la zona de desfibrado en un cuadrado
de 6m de lado, y se realizd la toma de muestras en 10 puntos diferentes de la
planta, los cuales fueron seleccionados al azar. Las muestras se tomaron a una
profundidad de 8cm aproximadamente. Cada muestra se empacé en una bolsa
plastica con cierre hermético, evitando la entrada de aire. Este muestreo se realizd
teniendo en cuenta el protocolo de toma de muestras de campo realizado

previamente por estudiantes de practica de bacteriologia [19,20].

A las muestras de bagazo de fique se les realizé una caracterizacion fisico-
quimica con el propdsito de conocer su composicion y determinar el contenido de
materia organica facilmente biodegradable, por los microorganismos productores
de biogas. Dentro de los parametros evaluados se encuentra la determinacion de
Solidos Suspendidos Volatiles (SSV), Acidos Grasos Volatiles (AGV), Analisis
Bromatologicos y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), asi mismo la

composicion mineralégica de la pulpa de fique.

La evaluacion de la reacciones bioquimicas presentes en el proceso de digestion
anaerobia y la determinacion de la capacidad de aprovechamiento de diferentes
compuestos organicos (propionato, lactato, acetato, entre otros) como fuente de
energia por los microorganismos, se llevd a cabo mediante la técnica del numero
mas probable (NMP), la cual se basé en realizar diluciones seriadas del inoculo y

la adicion de las mismas en medio mineral (compuesto por: solucion mineral de
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balch sin sulfatos, solucién oligoelementos sin sulfatos, K;HPO4, solucion de
resarzurina, extracto de levadura, peptona, cisteina, NaHCO3, Na,S y solucion
diluida de vitaminas de Balch (ver Anexo 3)), este medio proporciona los
macronutrientes (fosforo, azufre, potasio, magnesio, calcio, hierro y sodio) y
micronutrientes (cobre, manganeso, molibdeno, hierro y zinc) esenciales para los
procesos bioquimicos con diferentes fuentes de carbono. La positividad de la
prueba se identificé de acuerdo a las caracteristicas bioquimicas de cada grupo
bacterial y realizando los calculos del NMP con base en la tabla de recuentos de

bacterias (ver anexo 1).

Inicialmente se selecciond el jugo de fique como posible cultivo de arranque de la
digestion anaerobia. Para estimar la microbiota presente en el jugo se desarrolld la
técnica (NMP), demostrando que el jugo no es un inoculo apropiado para este tipo
de procesos. Este procedimiento se llevo a cabo tomando 5 muestras al azar del
muestreo realizado. (Ver anexo 2).

El inéculo seleccionado fue un lodo de PTAR, el cual esta siendo utilizado por el
Centro de Estudios e Investigaciones Ambientales (CEIAM) para la digestion de
residuos de plaza de mercado en un reactor semicontinuo metanogénico [17].
Posteriormente se muestran los grupos microbiales relacionados con el

metabolismo y las caracteristicas fisicoquimicas del in6culo.

Para el estudio de la produccion de biogas es necesario realizar pruebas de
Actividad Metanogénica Especifica AME (por medio del ensayo de
biodegradabilidad); las cuales indican el rendimiento de los residuos del fique

frente a determinado inoculo.

El método utilizado para evaluar la biodegradabilidad anaerobia de los residuos en
el presente estudio, consiste en medir a lo largo del tiempo la produccién de
metano generado dentro de unos reactores que contienen medio mineral, la

muestra problema que contiene materia organica (sustrato) y lodo metanogénico
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(inoculo). Esta técnica permite evaluar diferentes variables en un periodo
relativamente corto (30-45 dias) y medir indirectamente la produccion de metano
por la cual se lleva a cabo la reaccion para la produccion de biogas [17]. Ademas,
es el primer modelo experimental que se aproxima al proceso que ocurrira en el
biodigestor; Sin embargo, no predice la cinética de la reaccién, indispensable para
el conocimiento de la estabilidad del sistema y el disefio del biorreactor [16]. La

figura 1 muestra el montaje de la técnica utilizada [14].

Figura 1. Medicién de la Actividad Metanogénica por desplazamiento.

Reactor
anaerdbico Gasometro

con NaQOH (10%)

. Colector

Uno de los objetivos principales de este estudio fue seleccionar la mejor relacion
sustrato / indculo, para lo cual se realizé una revision bibliografica y pruebas
preliminares. Se planted un disefio factorial de experimentos 2%, tomando como

variables: la relacion R = Cantidad de pulpa / Cantidad Medio mineral (ml).
Para el analisis estadistico del disefio de experimentos se utilizé el software

STATGRAPHICS. La estadistica presentada consiste en un analisis de varianza

que mide la variabilidad del porcentaje de metano y los efectos principales.Para
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llevar a cabo un analisis estadistico confiable es necesario tener una réplica de
cada experimento, de esta forma la cantidad de grados de libertad es suficiente
para calcular las funciones de distribucion estadistica (F,p) y los efectos de las
interacciones de mayor orden. En la tabla 2 se presenta los niveles de

experimentacion seleccionados para las variables de estudio.

Tabla 2. Variables del disefio de experimentos.

NIVELES
VARIABLES BAJO ALTO
Relacion de alimento 0,1125 0,225
Inéculo de lodo PTAR (ml) 75 100

En la tabla 3 se presenta la matriz para el disefio de los experimentos

Tabla 3. Disefo de experimentos.

No. R Volumen (ml) de
Experimento Inéculo
1 0,125 75
2 0,1125 100
3 0,225 75
4 0,225 100

En la experimentacion se utilizaron como reactores botellas de vidrio de 500 ml,
dentro de un sistema cerrado en ausencia de oxigeno y provisto de una corriente
continua de nitrégeno, cada botella fue llenada, con 200 ml de medio mineral y
sustrato, los cuales fueron esterilizados en autoclave (marca Webeco Karl Kolb),
para lograr la completa reduccion del medio; posteriormente se adicionaron las
cantidades de in6culo teniendo en cuenta el disefio de experimentos. Todos los
experimentos se efectuaron por duplicado (la réplica se denomina con el numero

de experimento y la letra A), fueron trabajados a las mismas condiciones
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(temperatura ambiente de 27°C, presion atmosférica, agitacion manual y pH igual
a 7). Cada reactor estaba comunicado con la botella de desplazamiento de liquido
por una red de mangueras de plastico y agujas [14]. El biogas producido en el
reactor se burbujea en una solucion alcalina (NaOH) 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 solucién
alcalina desplazada fuera de la botella es equivalente al volumen de biogas
generado por el sistema [22]. La soda (NaOH) desplazada fue colectada en unos
recipientes a los cuales se les midié el volumen constantemente. La variable
respuesta del proceso es la produccién diaria de gas, la cual se monitoreo a partir

de los datos obtenidos y se calculé AME, definida como:

AME = P*24 ; (1)
FC*V*SSV
Donde:
AME = Actividad Metanogenica Especifica. (gDQO-CH4/gSSV.d)
P = Pendiente correspondiente a la curva de AME de cada experimento, en
ml/hora

FC = Factor de conversion de DQO a CHs en ml de CH / g DQO (este valor
depende de la temperatura y la presion a la que se trabajo [14].
V  =Volumen de lodo utilizado en el ensayo en litros.

SSV = Concentracién de SSV en el lodo (g/ml).

Con el fin de comprobar la produccion de metano en cada reactor se hizo uso de
un analizador de gases marca BACHARACH modelo GA-94, que cuenta con una
celda infrarroja de longitud de onda dual y una celda electroquimica, estos
experimentos fueron analizados una vez que se consumia todo el volumen de

NaOH correspondientes a 500 ml contenidos en botellas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

En la tablas 4, 5 y 6 se presenta la caracterizacion bromatologica, fisico-quimica

del sustrato y su composicion mineraldgica respectivamente.

Tabla 4. Analisis Bromatoldgico en base seca del bagazo del fique.

RESULTADO
PARAMETRO UNIDAD MUESTRA METODO DE ANALISIS/NORMA
Ceniza % 9,94 Gravimétrico
Proteina % 9,33 Kjeldahl/ NTC 1556
Grasa % 4,73 Soxhlet/ NTC 668
Fibra % 33,72 Gravimétrico/ NTC 668
E.N.N % 42,25 -
Valor calérico | Kcal/100gr 220,9 -
Tabla 5. Caracterizacion fisico-quimica del sustrato.
PARAMETRO UNIDAD TECNICA VALOR
AGV meq/| Standard Methods (APHA) 32,02
Sy mg/l Standard Methods (APHA) 62,0818
DENSIDAD g/mi Desplazamiento de liquido 1,111
DQO mg/l 02 Reflujo cerrado 22577,8
MATERIA ORGANICA % C Colorimétrico 37.9
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Tabla 6. Composicién mineraldgica de la pulpa de fique [3].

ELEMENTOS PULPA
Nitrogeno 1.32%
Fosforo 0.49%
Potasio 7.56%
Calcio 3.58%
Magnesio 0.72%
Sodio 0.40%
Hierro 52.20 ppm
Cobre 8.10 ppm
Manganeso 45.60 ppm
Zinc 35.00 ppm

Con relacion al muestreo se determind que el punto de donde se tome la muestra
dentro de la zona delimitada no tiene significancia debido a que el comportamiento
de todas las muestras es similar; las propiedades fisicas y quimicas de la pulpa
son las mismas porque no varian las condiciones a las que se encuentran
expuestos estos desechos. Por esta razdon el trabajo experimental y la
caracterizacion se realizaron con una sola muestra de pulpa de fique, la cual
contiene los nutrientes y minerales (compuestos organicos, aminoacidos como
proteinas, acidos grasos, carbono) necesarios para suplir los requerimientos

basicos de las bacterias metanogénicas para generar energia [27].

Las bacterias metanogénicas para su metabolismo requieren un compuesto
organico como fuente de carbono, la composicion mineralégica, el analisis
Bromatologico y el porcentaje de materia organica demuestran que la pulpa de
fique es un excelente sustrato para los microorganismos productores de Biogas,
debido a que posee un alto contenido de carbono y nitrégeno necesario para el

crecimiento bacteriano y para incrementar la eficiencia en el bioproceso.

En la tabla 7 y 8 se muestra el recuento de grupos microbiales aplicando la técnica

del NMP, realizadas al jugo de fique y al lodo PTAR, respectivamente.
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Tabla 7. Grupos microbiales relacionales con el metabolismo bacterial del jugo de

figue expresado en NMP / ml.

Grupo metabdlico Muestra 1 Muestra2 | Muestra3 | Muestra4 | Muestra 5

Bacterias Anaerobias
Estrictas BAS
Bacterias

Fermentadoras de Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Lactosa BFL
Bacterias
Fermentadoras de 17.5x10° | 17.5x10° 8x 10" 8 x 10" 17.5 x 10°
Glucosa BFG
Bacterias
Sulfatoreductoras del | 47.5x 10® 15 x 10® 7x10° 8x10" 8x10"
Acetato BSRAC
Bacterias Sintroficas
del Propionato BSP

15x 10" 17.5x 108 85 x 10° 8x10" 45 x 10"

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabla 8. Grupos microbiales relacionados con el metabolismo bacterial del lodo
PTAR expresado en NMP/ ml

GRUPOS METABOLICOS METANOGENICO
Bacterias fermentadoras de glucosa (BFG) ND
Bacterias fermentadoras del Lactato (BFL) ND

Bacterias Acetogénicas del Propionato (BAP) 26*10°

Bacterias Acetogénicas del Formato (BAF) 26*10°

Bacterias Acetogénicas del Etanol (BAE) 11*10°

Bacterias Sulfatorreductoras del Acetato 29*10*
(BSRA)

Bacterias Sulfatorreductoras del Lactato 74%10°
(BSRL)

Bacterias Metanogénicas del Acetato (BMA) 46*10°

Bacterias Metanogénicas del Formato (BMF) 46*10°

Bacterias Metanogénicas del Metanol (BMM) 11*10°

ND: No se determind.

Como se deduce de las tablas 7 y 8, el jugo de fique contiene una mayor

concentracion de bacterias sulfatorreductoras, comparadas con las presentes en
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el lodo PTAR, la presencia de estas bacterias en altas proporciones inhiben el
crecimiento de bacterias metanogénicas y por consiguiente la produccién de
metano. Por esta razon se utilizé como in6culo el lodo PTAR. La tabla 9 muestra la

caracterizacion fisicoquimica del inéculo.

Tabla 9. Caracterizacion fisico-quimica del indculo.

PARAMETRO | UNIDAD METODO RESULTADO
SSV g/mi Standard Methods (APHA) 1
pH - Método Directo 7,7
DQO mg/ml O, Reflujo cerrado 80

Las caracteristicas fisicoquimicas del in6culo son apropiadas para llevar a cabo el
proceso de digestion anaerobia, su alta concentracion de consorcios microbianos

lo hace un excelente inéculo para la bioproduccion de metano.

Produccion de Biogas.
En la figura 2 se muestra el montaje de la Actividad Metanogénica Especifica.

Figura 2. Montaje de la técnica de la Actividad Metanogénica Especifica, por
desplazamiento. (Laboratorio Grupo de Investigacion en Minerales,
Biohidrometalurgia y Medio Ambiente. UIS)

Reactores (medio
mineral + Pulpa de
fique + inoculo).

Solucion de NaQH

Volumen desplaza-
do de Biogas
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A continuacion

se hace la representacion grafica de cada uno de los

experimentos que se realizaron, con su correspondiente réplica.

Figura 3. Curva de actividad metanogénica. Experimento 1y 1A.
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100

VOLUMEN DE CH4 (ml CH4)

700 -
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500 -
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20
TIEMPO ( dias)

75ml LODO
PTAR
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——EXPERIMENTO 1
—a—EXPERIMENO 1A

30 40

Como se observa en la figura 3 el comportamiento del experimento 1 con su

réplica es similar; esto se comprueba matematicamente con los valores de AME.

La produccién de metano correspondiente a los primeros dias es minima, debido

al tiempo que requiere el in6culo en adaptarse al sustrato y medio proporcionado.

Posteriormente, la produccién se incrementé alcanzando su maximo valor a los 32

dias de la operacion del reactor.

Este experimento presentd la menor produccion de metano respecto a las demas

pruebas, esto podria explicarse por la deficiencia enzimatica de las bacterias para

la digestion de la pulpa de fique, sugiriendo un tiempo de digestion mas

prolongado que el de los otros experimentos.
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Figura 4. Curva de actividad metanogénica. Experimento 2 y 2A.
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En la figura 4 se observa que a pesar de tener las mismas condiciones iniciales en
la prueba, existen grandes diferencias en el comportamiento de degradacion de la
materia organica, se aprecia que el experimento 2 varia notablemente respecto a
su réplica, posiblemente por una inhibicion en el crecimiento microbiano, o un
error de tipo procedimental en el montaje del ensayo. Por lo tanto la diferencia

entre las actividades generadas por los reactores varia notablemente.
Como se aprecia en la curva de actividad metanogénica para los primeros dias de

reaccion la produccion de metano fue lenta, sin embargo, a lo largo del proceso

incrementd hasta el dia 31, momento en el cual se llega a su maxima produccion.
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Figura 5. Curva de actividad metanogénica. Experimento 3 y 3A.
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El experimento 3 y su réplica presentan una tendecia similar, como se refleja en
los porcentajes obtenidos de metano para ambos casos. como se puede observar
en la figura 5, la diferencia en volumenes es inherente al proceso debido a que los

microorganismos son seres vivos y su metabolismo es diferente.

De la figura 5, se deduce que para los primeros dias de reaccion la produccion de
metano es lenta, el dia 33 se alcanza la mayor produccion. A pesar que este
experimento tenia el maximo valor de R no fue suficiente para obtener un alto
porcentaje de produccion de metano (Tabla 10), debido a la baja concentracion de

bacterias en el in6culo.
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Figura 6. Curva de actividad metanogénica. Experimento 4 y 4A
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Este ensayo presenta un alto valor de Actividad Metanogenica Especifica, lo que
indica la presencia de poblaciones metanogenicas productoras de Biogas,

comprobandose en el alto porcentaje de produccion de Metano (25,2%).

La relacion en el alimento y la cantidad de in6éculo de cada experimento son
factores importantes que intervienen en el proceso de produccion de biogas.
Como se observa en las curvas de actividad metanogénica, la prueba que
presentd la maxima produccion de biogas contenia mayor proporcion R-indculo
(Experimento 4), debido a la alta presencia de microbiota y suficiente materia
organica en el biodigestor. Cuando la concentracion inicial de la relacion en el
alimento se reduce, la inhibicidén se incrementa, como se observa en la prueba 2
que corresponde a igual cantidad de in6culo y menor proporcion en la relacion del
alimento, disminuyendo la produccién de metano. Lo anterior indica que la

deficiencia en la digestion anaerobia no solo es funcion de la concentracion de un
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compuesto téxico, sino también de la concentracidn de consorcios microbianos

presentes en el inoculo.

En todos los ensayos la tendencia de las graficas se asemeja a la de una funcion
exponencial, observando que la respuesta del lodo al sustrato es inmediata, la
fase de adaptacion consta de unas pocas horas que no se logran apreciar en las
curvas, lo que favoreceria el periodo de arranque de un reactor anaerobio en caso
de usar este lodo como indculo. Asi mismo, las actividades que se generan en

cada experimento son semejantes, a excepcion del reactor 2.

Al comparar las curvas de actividad metanogénica obtenidas en cada uno de los
experimentos con datos reportados en la literatura, se observé que la tendencia es
similar [23], y siempre hay un crecimiento proporcional entre el aumento de

volumen de metano respecto al tiempo.

En la tabla 10 se reportan los resultados obtenidos del analisis de gases y AME

para cada experimento:

Tabla 10. Analisis de Gases y AME.

DIASDE | ocH4 | %co2 | %02 | AME
EXPERIMENTO REACCION | ° 0
11 1 21,6 3

0,01627
1 28 3 20 2,1
11 0,8 25 3,7

0,01726
1A 29 2,8 21 2,2
9 0,9 19,4 2,7

0,00674
2 33 53 18 1,5
4 1,2 10,5 2,6

0,01813
2A 33 7.7 10 1,3
2 0 32,7 3,8

3 6 04 177 3,2 | 0,01946
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33 5,9 33 14
2 0 33,4 4
17 0.9 373 | 32
3A 0,01874
33 6.2 402 | 16
2 03 40,7 | 32
13 08 147 | 25
4 0,02210
33 252 | 145 | 1.7
2 0.2 417 | 33
28 45 37 2,6 | 001212
4A
33 192 | 325 | 0.3

El experimento 3 presentdé la mayor AME demostrando asi la respuesta positiva

del indculo respecto a la degradacion de la pulpa de fique.

De acuerdo a los resultados obtenidos el experimento que mayor porcentaje de
biogas produjo fue el 4, con una composicion de: 25,2 % de CH4, 14,5 % COy y
1,7 % O,.

Se observa que el porcentaje de oxigeno es alto para este tipo de procesos, esto
se debe a que las condiciones de la atmdsfera inerte no fueron controladas
correctamente durante los ensayos y a errores de tipo personal en la
manipulacion de los experimentos, lo cual afecté la AME del lodo y por

consiguiente una disminucion en el producto final: metano.

La tabla 11 muestra el promedio de los porcentajes de metano obtenidos mediante

el uso del analizador de gases en cada uno de los experimentos.
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Tabla 11. Porcentaje de la produccion de metano en los diferentes experimentos.

EXPERIMENTO % CH,

[N

29
6,5
6,05
22,2

E- lCCH \S)

Analisis Estadistico

Con los datos obtenidos del disefio de experimentos, se realizd mediante el
software  STATGRAPHICS un diagrama de paretto, que se dispone a

continuacion:

standardized Pareto Chart for Porcentaje de Metano

B:Lodo FTAR

A :Relacion de Alimento

AR

0 2 p P .
Standardired effect

Figura 7. Diagrama de pareto de efectos estandarizados

Se observa que la linea vertical representa el limite de significancia de los efectos
en los ensayos. A la derecha se encuentran aquellos efectos que son relevantes
en el modelo estadistico y a la izquierda los de importancia despreciable. El
diagrama de paretto estudia independientemente cada factor que interviene en la
experimentacién e indica que no se puede despreciar ningun efecto debido a que

todos son inherentes al proceso de fermentacion; siendo el mas representativo el
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lodo PTAR, lo que significa una deficiencia en la capacidad enzimatica y una baja
Actividad Metanogénica en el consorcio microbiano. El efecto AB corresponde a
la mezcla de relacion de alimento y lodo PTAR y es significativo porque es
inherente al proceso, sin embargo no es el mas importante en la bioproduccion de

metano.
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4. CONCLUSIONES

Se descarto la utilizacion del jugo de fiqgue como inéculo para la produccion del
biogas, ya que aun cuando este presenta concentracion de bacterias anaerobias,
también posee alto contenido de bacterias sulfatorreductoras, que inhiben el
crecimiento de las bacterias metanogénicas y por consiguiente la produccién de

metano.

La prueba de Actividad Metanogénica Especifica (AME) demostré que el bagazo,
generado durante el beneficio del fique, puede ser utilizado como sustrato en la
digestion anaerobia para la produccion de biogas, debido a que se obtuvo el 25,2
% de CH4, 14,5 % CO2 y 1,7 % Oy, lo cual indica que hubo crecimiento de
suficientes poblaciones metanogénicas en el reactor anaerobio a las condiciones

de operacién empleadas.

La composicion de biogas obtenido de la digestion anaerobia de la pulpa de fique,
depende principalmente de la relacidén inéculo/sustrato y de las condiciones de
operacién. La maxima produccion de biogas se obtuvo a una temperatura de

27°C, pH igual a 7, presion atmosférica y agitacion manual discontinua.
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RECOMENDACIONES

Crear una atmosfera constante de nitrégeno que evite la entrada de oxigeno a
los reactores, ademas se debe tener cuidado en el montaje de la Actividad
Metanogénica Especifica, debido a que en éste se presentan errores de tipo
personal en su manipulacion.

Mejorar condiciones de operacion para proceso de fermentacién anaerobia.
Monitorear periédicamente la actividad metanogénica para detectar el deterioro
del lodo debido a toxicidad, deficiencia de nutrientes, acumulacién de sélidos
suspendidos, etc.
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ANEXO A. CALCULO DEL NMP SEGUN MAC GRADY PARA 5 TUBOS POR

DILUCION.
Combinacion Combinacion de Combinacion de
de tubos Numero | tubos positivos Numero tubos positivos Numero
positivos para de para tres de para tres de
tres diluciones | bacterias diluciones bacterias diluciones bacterias
consecutivas. consecutivas. consecutivas.
000 0.0 231 14 451 5
001 0.2 240 14 500 25
002 0.4 300 0.8 501 3
010 0.2 301 1.1 502 4
011 0.4 302 1.4 503 6
012 0.6 310 1.1 504 7.5
020 0.4 311 1.4 510 3.5
021 0.6 312 1.7 511 4.5
030 0.6 313 2 513 8.5
100 0.2 320 1.4 520 5
101 0.4 321 1.7 521 7
102 0.6 322 2 522 9.5
103 0.8 330 1.7 523 12
110 0.4 331 2 524 15
111 0.6 340 2 525 17.5
112 0.8 341 25 530 8
120 0.6 400 1.3 531 11
121 0.8 401 1.7 532 14
122 1 402 2 533 17.5
130 0.8 403 25 534 20
131 1 410 1.7 535 25
140 1.1 411 2 540 13
200 0.5 412 25 541 17
201 0.7 420 2 542 25
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203 1.2 421 25 543 30
210 0.7 422 23 544 35
211 0.9 430 25 545 45
212 1.2 431 3 550 25
220 0.9 432 4 551 35
221 1.2 440 3.5 552 60
222 1.4 441 4 553 90
230 1.2 450 4 554 160
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ANEXO B. CARACTERIZACION DE LOS PRINCIPALES GRUPOS
MICROBIANOS DEL JUGO DE FIQUE PRACTICA REALIZADA POR
ESTUDIANTES DE BACTERIOLOGIA.

ESTIMACION DEL NUMERO DE REPRESENTANTES DE CADA POBLACION
PRESENTES EN EL JUGO DE FIQUE.

Objetivo: Estimar el numero de representantes, diferenciados por grupos

metabdlicos.

Este procedimiento se realiz6 mediante la técnica del numero mas probable (NMP)
descrita en el Standar Methods APHA diferenciando los siguientes grupos segun
el medio de cultivo

- Bacteria fermentativas

- Bacterias Sulfato reductoras

- Bacterias sintréficas

- Bacterias Metanogénicas

A su vez para cada poblacion se cuantificé el numero de representantes con
diferentes sustratos.

Los medios que se trabajaron para esta técnica fueron:

- Medio de cultivo para recuento de bacterias anaerobias estrictas (BAS)

- Medio de cultivo para recuento de bacterias fermentadoras de lactosa (BFL)

- Medio de cultivo para recuento de bacterias fermentadoras de glucosa (BFG)

- Medio de cultivo para recuento de bacterias sulfatoreductoras del acetato
(BSRAC)

- Medio de cultivo para recuento de bacterias sintroficas del propionato (BSP)

La técnica se basa en realizar diluciones seriadas de la muestra en el medio

correspondiente, en tubos con tapones de caucho y al vacio, haciendo replicas por
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ensayo. La positividad de los tubos se identifico de acuerdo a las caracteristicas

de cada grupo bacterial y realizando los calculos del NMP con base en las tablas.

MATERIALES Y REACTIVOS

- Medios de cultivo.

- Agua reducida.

- Tubos con tapones de caucho y al vacio.
- Camara de Atmodsfera de Nitrogeno.

- Incubadora a 35° C.

- Medidor de metano.

- Jeringas.

PROCEDIMIENTO

La muestra se introdujo en la camara de Atmadsfera de Nitrégeno. para realizar las
diluciones, primero la muestra se homogenizo, y luego se tomé 1 ml de esta para
diluirla en 9 ml de agua reducida. Posteriormente se realizaron las diluciones
seriadas, agregando 1ml de la dilucion anterior en 9 ml de agua reducida,
utilizando una jeringa purgada con nitrégeno previamente y trabajando con las
normas de asepsia para evitar la contaminacion de las diluciones, hasta llegar a la

dilucion 108.

La inoculacion de los tubos se realizé con jeringas bajo flujo de nitrégeno, con los
cuidados necesarios, para evitar la contaminacién de los medios, los medios se
inocularon con 0.2 ml por tubo de la dilucidon correspondiente y se inocularon 5

tubos por dilucién, mas dos blancos control sin inoculo por medio.

La incubacién se realizé a 35° C durante el periodo recomendado para cada grupo

trofico.

46



RESULTADOS

El NMP se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

NMP/gSSV = No de bacterias * maxima dilucion positiva * 5000/ gSSV

Se realizd un muestreo aleatorio del que se obtuvo 5 muestras con los siguientes

resultados:
Grupo
metabélico Muestra1 | Muestra2 | Muestra3 | Muestra4 | Muestra 5
BAS 15x 10" [17.5x10° |[85x10° [8x10™ 45x 10"
BFL Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
BFG 17.5x10° [17.5x10° [8x 10" 8x 10" 17.5x 10°
BSRAC 47.5x10° | 15x10° 7 x 10° 8x 10" 8x 10"
BSP Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
DISCUSION

Las muestras 1,2 y 3 se trabajaron al mismo tiempo y las 4 y 5 se sembraron una
semana después, lo que podria explicar las diferencias en el comportamiento de
los grupos de estos indculos, ya que en las muestras 4 y 5 se observan un mayor
numero de que podrian estar relacionadas con el notorio incremento de las BAS,

lo que nos indica que las muestras deben trabajarse en el menor tiempo posible.

La no formacion de metano a partir de propionato en la ruta metabdlica, puede
estar influenciado por la alta concentracion de bacterias sulfatoreductoras, ya que
crecimiento de Dbacterias

grandes concentraciones de estas inhiben el

metanogénicas, obteniendo como producto final H,S.
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ANEXO C. PREPARACION DEL MEDIO MINERAL PARA ACTIVIDAD
METANOGENICA

MATERIALES Y REACTIVOS.

e Botellas de suero de 500 ml.

e Sistema de mangueras y agujas para comunicar la botella utilizada como
reactor con la botella utilizada para medir la produccion de metano por
desplazamiento de liquido.

e Solucién de NaOH con fenoftaleina como indicador de pH.

e Medio se cultivo.

e Solucién de nutrientes.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO ANAEROBIO.

Para 1000 ml.
e Solucién mineral de Balch sin sulfatos .................. 50 ml
e Solucién oligoelementos sin sulfatos  .................. 10 ml
o K2HPO4 0.3 g
e Solucidn de resarzurina (0.1%) eeeeieiiiieee 1.0 ml
e Extractodelevadura e 0.1g
e Bio-tripcase (peptona tripsica de caseina).............. 0149

Para 1 litro.

0 Se completa volumen a 1 litro y se ajusta pH a 7.0 con NaOH 1 N.
Se agrega 10% en volumen de agua adicional.

Hervir hasta llegar al volumen de 1 litro para remover el O, presente.

o O O

Enfriar bajo un flujo de N, libre de oxigeno, para prevenir la difusién de
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oxigeno en el medio.

Cuando este a temperatura ambiente agregar:

o NaHCOs; 20g

o Cisteina 05g

o Dosificar bajo corriente de nitrogeno.

0 Gasear el frasco donde se va a servir el medio con Na.

o0 Servir 200 ml de medio en botellas de suero de 500 ml.

0 Hacer intercambio de fase N, - CO; por un minuto. Tapar y grafar bien las

botellas.

0 Llevar a autoclave durante 15 minutos (121°C. 15 psi).

PREPARACION DE SOLUCIONES.

Solucion mineral de Balch sin sulfatos.

o KHPO, e 6.0g
o NH, I 50¢g
o MgCl,.6H,O  ............ 214¢g
o CaCl.2H,O0  ............ 0.16 g
o NaCl ... 12.0g
o Diluir en 1 litro de agua destilada.

o Almacenar en refrigerador a 4°C.

Soluciéon Oligoelementos sin sulfatos.

0 Acido nitrilotriacetico 159
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o MgCl,.6H,0 25¢g
0 MnCl,.4H,0 06g
o NaCl 109
o FeCl,.4H,0 01g
o CoCl,.6H,0 0.1g
o CaCl.2H,0 0149
o ZnCl 01g
0o CuCl,.2H,0 0.01g
o AICI 0.01g
0 H3BO3 0.01g
o NaMoO,.2H,0 0.01g

Solucion de Resarzurina.

0 Resarzurina 0.05¢

o Agua destilada 50 ml

Disolver en 50 ml de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente, proteger de la luz con papel aluminio.
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