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Actividad de pretratamientos vy
enzimaticos quimicos enresiduos
de higuerilla (Ricinus communis)
para la produccion de biogas

RESUMEN: Ricinus communis es una
planta que tiene diversas aplicaciones
en biocombustibles, tal como pro-
duccién de biodiésel, pellets y etanol,
pero existen pocos estudios con esta
planta para la produccién de biogas.
Este proyecto analizé las hojas y ta-
llos de higuerilla para la produccién
de biogas. Analizando los efectos de
temperatura y pretratamientos para
eliminar lignina, hidrolizar la hemice-
lulasa y reducir la cristalinidad de la
celulasa contenidas en esta planta,
Evaluando 4 fratamientos, 2 enzima-
ticos (celulasa y celobiohidrolasa) y
2 quimicos (NaOH y HCI), ademas se
dejé un control con Unicamente resi-
duos de higuerilla, con la finalidad de
determinar su efecto en el rendimien-
to de produccién. El experimento se
realizé en dos procesos de digestion
anaerobia (DA), uno a temperatura
controlada (37 °C) y otro a tempera-
tura ambiente, ambos experimentos
se realizaron durante un periodo de
55 dias.

Los resultados obtenidos mostraron
que los residuos tratados con enzi-
ma celobiohidrolasa a temperatura
controlada (37 °C) arrojaron el mayor
rendimiento de produccién, mientras
que a temperatura ambiente el que
mayor produccion obtuvo fue el trata-
do con NaOH. El tratamiento a 37 °C
que muestra menor rendimiento es el
tratado con celulasa, y a temperatura
ambiente, el menor rendimiento fue
tratado con enzima celobiohridolasa.

PALABRAS CLAVE: Biogas, ricinus
communis, pretfratamientos, diges-
tién anaerobia.
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ABSTRACT: Ricinus communis is a plant whit various applications
in biofuels, such as the production of biodiesel, pellets and ethanol,
but there are few studies with this plant for the production of bio-
gas. This project analyzed castor leaves and stems for biogas pro-
duction. Analyzing the effects of temperature and prefreatments to
eliminate lignin, hydrolyze the hemicellulase and reduce the cellu-
lase crystallinity contained in this plant, Evaluating 4 treatments, 2
enzymatic (cellulase and cellobiohydrolase) and 2 chemical (NaOH
and HCI), in adition a control with only castor residues, in order to
determine effects on yield production. The experiment was carried
out in two anaerobic digestion (AD) processes, one at a controlled
temperature (37 °C) and the other at room temperature, both expe-
riments were carried out for a period of 55 days.

The results obtained showed that the residues treated with cello-
biohydrolase enzyme at a controlled temperature (37 °C) they trew
the highest production yield, while at room temperature the one
with the highest production was the one treated with NaOH. The
treatment at 37 °C that shows the lowest yield is the treated with
cellulase, and at room temperature, the lowest yield was treated
with cellobiohydrolase enzyme.

KEYWORDS: Biogas, ricinus communis, pretreatments, anaerobic
digestion.

INTRODUCCION

Los problemas ambientales, aunados a la dependencia de combus-
tibles fésiles, han llevado al desarrollo de alternativas sustentables
como la generacion de biocombustibles [1]. En este sentido, la bioma-
sa, es una de las fuentes para la generacion de energias renovables
mas importantes debido a que es materia lignocelulésica, la cual con-
tiene en su mayoria celulosa (32-45%), hemicelulosa (19-25%) y ligni-
na (14-26%), compuestos organicos usados para procesos quimicos
y generacion de energia [2].

Los recursos obtenidos de biomasa son facimente degradables, es
decir, azucares y materiales con almidon pueden llevar a la produccion
de biogas [3], considerando a la biomasa lignocelulésica como un re-
CUrso econodmico Y rico, para la produccion de biogas [4]. Las caracte-
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risticas hemicelulosicas se pueden encontrar en espe-
cies vegetales como la higuerilla, la cual es un matorral
perenne perteneciente a la familia Euphorbiaceae origi-
naria de Africa [5], que confiene celulosa, hemicelulosa y
lignina en un 38.4%, 22.4 % y 20.2%, respectivamente [2].

Aunque los materiales lignocelulésicos fienen una canti-
dad considerable de carbohidratos, que pueden conver-
tirse en biogas, su esfructura recalcitrante es un obsta-
culo en su conversion directa [6]. Por tanto, un proceso
de pretratamiento es una etapa fundamental necesaria
para reducir la recalcitracion de los materiales, es decir,
reducir la cristalinidad de la celulosa, aumentar el area
de superficie accesible y eliminar la lignina y la hemice-
lulosa [7,8], para alterar la estructura de los materiales
lignocelulosicos, los prefratamientos incluyen metodos
fisicos, quimicos, fisicoquimicos y biologicos [3]. El pre-
tratamiento alcalino con hidroxido de sodio es uno de los
procesos quimicos mas efectivos, que puede mejorar el
rendimiento de produccion de biogas a partir de lignoce-
lulosas [3], por otra parte se han realizado tratamientos
con acido clorhidrico en paja de avena y encontraron
que el 85.5% del contenido de hemicelulosa en la paja
de avena se hidrolizé aunque tambien ocurrio hidrolizado
en la celulosa [9], por otra parte, se encontro aumento de
metano del 18% en el bagazo de cana fratado con acido
sulfurico en comparacion con el no fratado [10], el mane-
jo de enzimas ha sido muy usado en hidrolizacion de la
materia organica para la produccion de biogas, ejemplo
de ello es la obtencion de 13% mas biogas en el prefra-
tamiento con enzimas en pulpa de remolacha azucarera
en comparacion con la no tratada [11], de igual manera,
en otro estudio realizado, haciendo uso de hidrolizado de
enzimas, obtuvieron 96.8% de solubilizacion de hemice-
lulosa y el 42.2% de lignina en la paja de avena [9].

La produccion de biogas después del pretratamiento, el
sustrato se somete a digestion anaerobia, con el cual se
produce metano (CH4) en ausencia de oxigeno (02) [12].
En este proyecto se analizé el potencial para la produc-
cion de biogas a partir de residuos (hojas y tallos) de Ri-
cinus communis. Adicionalmente, se corrobor6 el efecto
de pretratamientos, temperatura y humedad realizados
sobre esta biomasa, y el impacto de éstos sobre la efi-
ciencia en la produccion de biogas.

MATERIAL Y METODOS

Sustrato.

Se frabajo con las partes aéreas de Ricinus communis
(hojas vy tallos), denominada paja; el material vegetal se
obtuvo de un plantio ubicado en Corregidora, Qro., Méxi-
C0 (20°3140.1" latitud N 100°25'42.7" longitud O), la planta
se manipuld en estado humedo (recién cortada).

Aplicacion de pretratamientos

Los residuos se sometieron a pretratamiento fisico
al cortar y ftrifturar en una licuadora domestica y con-
secutivamente se famizaron para dejar un tamano de
particula de hasta 2 mm esto con el fin de mejorar el
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rendimiento de metano de la biomasa lignocelulosica,
posteriormente se les aplicaron cuatro diferentes pre-
tratamientos: dos enzimaticos (celobiohidrolasa y celu-
lasa), uno alcalino (NaOH), y uno acido (HCI), los cuales
se aplicaron dentro de la etapa de hidrdlisis, ademas
de dejar un control (sustrato sin pretratamiento). Los
pretratamientos enzimaticos definen un tiempo y una
temperatura adecuadas para la activacion de la enzima
sin ser abrasivos para ellas, el fratamiento alcalino no
requiere de calor, ya que al ser aplicado genera una
reaccion exotérmica, sin embargo, el fratamiento acido
se debe mantener a una temperatura adecuada para
la ruptura de la lignina pero sin mantener el sustrato
mucho tiempo con ese nivel de pH ya que destruiria
completamente la planta, por estos motivos, en la Tabla
1 se muestran los parametros aplicados a cada uno de
los pretratamientos, donde antes de ser sometidos a
DA se neutralizé el pH usando NaOH o HCI 2 M.

Tabla 1. Pretratamientos realizados a Ricinus communis.

. Tiempo Temperatura

Pretratamiento [h] [°C]
Sin tratar 0 Ambiente
Enzima
celobiohidrolasa,
extraida de 18 60
Hipocrea jecorina
(0.1 % p/v)
Enzima celulasa
extraido de
Trichoderma 18 60
longibrachiaum
(al 0.5 % p/p)
NaOH (14 % 24 Ambiente
p/p)
HCI (al 4 % p/v) 2 80

Fuente Elaboracién propia

Andlisis fisicoquimicos

La determinacion de soélidos totales (ST) sélidos volafi-
les (SV), solidos fijos (SF), se caracterizaron de acuer-
do con métodos APHA [13], los anélisis de la demanda
quimica de oxigeno (DQO) se determinaron midiendo la
cantidad de oxidante consumido por el metodo fotome-
trico de Boyles [14], mientras que la cuantificacion de
azucares se realizé mediante el método acido sulfurico
y fenol [15], donde se pueden medir azicares totales,
para esta investigacion se midieron unicamente hexo-
sas por medio de espectrofotometria UV a 490 nm.

Proceso de digestidbn anaerobia

Los procesos de digestion se llevaron a cabo con 4%
de ST. Los experimentos se realizaron por triplicado en
reactores fipo batch de 120 mL. Se dejo un volumen de
cabeza de 40 mL y se trabajo con un volumen de 80
mL, de los cuales se inocularon al 20% con inéculo de
un biodigestor que opera con excreta vacuna. Todos
los biorreactores se sellaron herméticamente. Los ex-
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perimentos se llevaron a cabo a 37°C, y a temperatura
ambiente, ademas, se realizd medicion de biogas dia-
riamente a través de desplazamiento volumétrico por
un tiempo de retencion hidraulico (TRH) de 55 dias.

RESULTADOS

Para la evaluacion del efecto de los pretratamientos se
observo el cambio en las estructuras fisicas de los sus-
tratos, los cuales se muestran enlaFigura 1 las capturas
se realizaron en un microscopio bioldgico binocular de
la marca VELAB VE-BO, empleando el objetivo 40X re-
tractil; ya que el objetivo principal de los pretratamien-
tos es convertir la estructura compleja del material de
alimentacion en una forma mas simple para mejorar la
velocidad de reaccion y reducir el tiempo de hidrolisis
e investigar los cambios en la estructura microscopica
de los residuos después del pretratamiento.

La presencia de fibras de celulosa organizadas vy cris-
talinas es uno de los obstaculos mas importantes con
respecto a la digestibilidad de los materiales lignoce-
lulésicos [16]. Esta estructura organizada se puede ver
para los residuos sin tratar (Figura 1 a), sin embargo, al
realizar los pretratamientos (Figura 1b-e), se puede ob-
servar una modificacion morfoldgica significativa, 1o que
podria significar alimento digerible para las bacterias
metanogénicas en la DA [17].

Figura 1. Micrografia 40X de las partes aéreas humedas de Ri-
cinus communis después de los pretratamientos. a) Sin tratar;
b) Tratado con NaOH; c) Tratado con enzima celulasa (Tricho-
derma l.); d) Tratado con enzima celobiohidrolasa (Hypocrea j.);
e) Tratado con HCI.

Fuente Elaboracién propia.

En cuanto a los analisis fisicoquimicos fueron determi-
nados antes (Tabla 2) y después (Tabla 3) de la reali-
zacion de los pretratamientos, en la Tabla 2 se observa
el porcentaje de humedad, ST, SF y SV obtenidos del
sustrato en base seca, con el fin de someter la materia
prima a un 4% de ST y asi conocer el rendimiento de
biogas, mientras que en la Tabla 3 senala los gramos
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por litro de ST y SV contenidos en las muestras con y
sin pretratamiento, en ella se observa que dos de los
4 pretratamientos aumentaron sus concentraciones de
ST, estos fueron los pretratados con NaOH vy celula-
Sa con un 66% y 251% respectivamente, mientras que
el tratado con celobiohidrolasa disminuyo en 60% vy el
tratado con HCI no presentdé cambio, por ofra parte,
en relacion a su contenido de SV, dos pretratamien-
tos mostraron aumento y dos disminucion en sus con-
centraciones, el tratado con NaOH y celulasa, aumen-
taron en 73 y 264% respectivamente, mientas que los
tratados con celobiohidrolasa y HCI disminuyeron sus
concentraciones en 65 y 35%. Un estudio realizado por
Senol et al. [18] evaluaron las concentraciones de ST vy
SV para pretratamientos con acido sulfurico al 5% (v/v)
y alcalino a 3N con NaOH, a la pulpa de la remolacha
azucarera, en donde observaron disminuciones en las
concentraciones con relacion a la remolacha sin fratar,
encontrando disminuciones de 25% y 22.73% de STy
SV para el tratamiento alcalino, mientras que para la
remolacha fratada con H,SO, obtuvieron disminuciones
de 22% y 14.78% de ST y SV respectivamente, por lo
que en comparaciéon con esta investigacion, el frata-
miento acido presentd diminuciones en los SV y es-
tabilidad en los ST, sin embargo, si se logré aumentar
las concentraciones de ST y SV para el fratamiento al-
calino, debido al aumento en la concentracion de ST y
SV para los tratamientos acido y alcalino, los aumentos
en las concentraciones de ST y SV con pretratamien-
tos, de acuerdo a Moreno [19] denotan que pueden ser
convertidos a metano. El estudio realizado por Passos
et al. [20] donde aplicaron un tratamiento enzimatico
con celulasas a una comunidad mixta de microalgas
para la produccién de biogéas, encontraron que la con-
centracion de SV aumento en 5324.68 % para las algas
pretratadas con enzimas, el aumento en las concentra-
ciones de SV realizando pretratamiento con celulasa
para las partes aéreas de R. communis también se vio
reflejado.

Tabla 2 Caracterizacién del sustrato en base seca.

Humedad Solidos S()lid.os Sé!i.dos
(%) Totales Volatiles Fijos

(ST %) (SV %) (SF %)

73.47+£0.36 | 26.53+£0.36 | 23.1+0.27 | 3.44+0.09

Fuente Elaboracién propia

Tabla 3. Determinaciéon de ST y SV de R. communis con y sin
pretratamiento.

Tratamiento ST (gL |[SV(ELY
Sin tratar 96 91
NaOH 159 157
Celulasa 337 331
Celobiohidrolasa 38 32
HCl 96 59

Fuente Elaboracién propia
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Las concentraciones de hexosas y DQO contenidas
con y sin pretratamientos se muestran en la Tabla 4,
en ella se puede apreciar que al realizar pretratamien-
tos, se aumentaron la concentracion de hexosas en
109, 2.87,1.23 y 160 veces mas que el control para el
tratamiento alcalino, el tratado con enzima celulasa, el
tratado con enzima celobiohidrolasa y el tratamiento
acido respectivamente, de igual manera se obtuvieron
aumentos en las concentraciones de la DQO para los
mismos pretratamientos en 1.78, 3.27,1.42 y 4.21veces.
Wang et al. [21] realizaron pretratamientos quimicos
(alcalino y acido) a la paja de arroz para la obtencion
de biogas, observando que la conversion de carbo-
hidratos con NaOH al 2% (p/p) aumentd 7.9 veces,
mientras que para el tratamiento con HCI al 1% (p/v), la
mejora fue 4 veces mayor, este mismo estudio, eva-
lud los efectos de estos pretratamientos en la DQO,
encontrando similitudes, ya que el tratamiento alcalino
aumento su concentracion 4.79 veces, mientras que el
tratamiento acido lo hizo 4.65 veces, estas mejoras en
las concentraciones de carbohidratos fueron superio-
res a las obtenidas en esta investigacion, el aumento
en las concentraciones de DQO es un parametro que
indica el material quimicamente oxidable total en la
muestra, y por lo tanto el contenido de energia de una
materia prima [22].

Tabla 4. Determinacién de carbohidratos y DQO en los residuos
de R. communis con y sin pretratamientos.

Hexosas Boo
Tratamiento (me 1) (mgL?Y)
Sin tratar 447.44 1247.19
NaOH 487.21 2216.76
Celulasa 1286.03 4074.76
Celobiohidrolasa 549.29 1770.82
HCl 716.73 5245.66

Fuente Elaboracién propia.

El rendimiento de biogas a temperatura ambiente y
controlada se muestran en las Figuras 2 y 3 respec-
tivamente, donde se observa que el rendimiento de
biogas a temperatura ambiente, en primer lugar esta
el tratado con NaOH con 230.96 mL-gSV™, seguido del
control con 83.28 mL-gSV™, posteriormente se tiene el
tratado con HCI con 66.06 mL-gSV-1, en cuarto lugar
esta el tratado con celulasa con un 5190 mL-gSV'y
finalmente se encuentra el tratado con enzima celo-
biohidrolasa con 14.95 mL-gSV™, sin embargo, la fem-
peratura controlada cambid estas posiciones, obser-
vandose el mayor rendimiento con el pretratado con
celobiohidrolasa 233.21mL-gSV™, seguido del HCI con
22718 mL-gSV, el control con 86.57 mL-gSV~, el pre-
tratado con NaOH con 44.93 mL-gSV™'y finalmente el
tratamiento con celulasa 26.76 ml-gSV™, para los re-
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sultados obtenidos, y la temperatura controlada solo
los tratamientos con celobiohidrolasa y con HCI in-
crementaron sus producciones de biogas, un estudio
realizado por Jia et al. [23] aplicando los mismos pre-
tratamientos (quimicos y uno enzimatico) pero a resi-
duos de frutas y hortalizas, demuestra eficacia de los
pretratamientos en otro tipo de sustrato, debido a que
para el control obtuvieron 125 ml-gSV", mientras que
para el tfratamiento con NaOH al 1% (p/v) encontraron
300 ml-gSV™, para el tratamiento con enzima celulasa
el resultado fue de 580 ml-gSV-1y para el tfratamiento
con 0.25% (p/v) se obtuvo 730 mI-gSV™, en este sen-
tido se encuentra conveniente la aplicacion de pretra-
tamientos a sustratos con mas contenido de azucares
para mejores resultados. Por otra parte, Dhanya et al.
[24] evaluaron los residuos agricolas de Jatropha cur-
cas (Euphorbiaceae) planta con potencial para la pro-
duccidén de biogas, aunque no aplicaron pretratamien-
tos, realizaron co-digestion con estiércol de ganado,
el experimento tuvo un TRH de 10 semanas a tempe-
ratura controlada (35 °C) encontrando un rendimien-
to de biogas de 403.84 ml-gSV™, este estudio podria
considerarse para realizar también co-digestion a los
residuos de higuerilla para un mejor rendimiento en la
produccién de biogas.
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Figura 2. Rendimiento de produccién de biogas en biomasa
prefratada de R. communis a temperatura ambiente.
Fuente Elaboracién propia.
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Figura 3. Rendimiento de produccién de biogas en biomasa
pretratada de R. communis hiimeda a 37 °C.
Fuente Elaboracién propia.
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CONCLUSIONES

El pretratamiento a femperatura ambiente que mostro
el mayor rendimiento de biogas fue el realizado con
NaOH, aumentando 3 veces mas produccion de biogas
en comparacion con el control, mientras que, el menor
rendimiento obtenido fue de 5 veces inferior con el tra-
tamiento con celobiohidrolasa en comparacion con el
control.

Para los resultados obtenidos a partir de los residuos
a temperatura controlada, los tratamientos con celo-
biohidrolasa y HCI incrementaron sus producciones de
biogas en 2.7 y 2.6 veces mas que el confrol, mientras
que el fratado con celulasa mostré una disminucion de
3.2 veces en comparacion con el control.

Los residuos de R. communis son sustratos con po-
tencial para la produccion de biogas, sin embargo, se
necesita realizar pretratamientos y controlar la fempe-
ratura para eficientizar la produccion de biogas.
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