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RESUMEN

El bagazo de malta es un subproducto organico de la industria cervecera que se
origina constantemente y puede ser destinado a la produccion de biogés por medio
de la digestion anaerobia. El residuo en estado semiliquido es llamado digestato, si
el bagazo o digestato de malta no tienen un trato adecuado provocan contaminacion

al medio ambiente.

Emplear la parte sélida del digestato al igual que el bagazo en actividades
acordes con el desarrollo sustentable mediante la valorizacion de dichos residuos
es un tema de interés actual por lo cual surge la necesidad de investigar sus

propiedades y con ello determinar el proceso productivo al que se pueden incluir.

En el presente trabajo se evalué la estabilidad de la digestion anaerobia para
la produccion de biogas con bagazo de malta por medio de parametros como
caracteristicas del sustrato, la carga organica, asi como el analisis del del pH, AGV’s
y nitrdgeno amoniacal presentes en el digestato; concentracion de solidos volatiles

removidos, produccién de biogas y concentracion de metano en el biogas.

Se caracterizé el bagazo y digestato de malta mediante un andlisis de
nitrégeno total, carbono organico, relacién Carbono/Nitrégeno (C/N), pH, humedad,
contenido de elementos traza y tamafio de particula, ademas, se sometieron a un
cultivo experimental de P. ostreatus con la finalidad de determinar su valorizacion

en dicha actividad.

Por su parte la digestion anaerobia empleando como sustrato bagazo de
malta presentd una tendencia creciente en la concentraciobn de parametros
inhibitorios del proceso tales como AGV’S, nitrdgeno amoniacal y pH, estos
comportamientos contraproducentes se pueden corregir al someter al bagazo de
malta a un pretratamiento que facilite su degradacion y combinarlo con materia

prima que mejore su relacion C/N y pH.

Durante la operacion del digestor se observaron dos inhibiciones causadas

por sobrecargas en el suministro de materia organica, una produccién promedio de



biogas (en condiciones estandar) entre 300-354 ml-biogas/g-ST alimentado y un 41-

49% de metano.

El andlisis de las propiedades quimicas del bagazo y digestato de malta
revelaron su rico contenido de nitrégeno, apto para fungir como mejorador de

sustratos deficientes en dicho nutriente.

Aunque ninguno de los sustratos de interés para la investigacion present6
fructificaciones de hongos setas a causa de una baja relacion Carbono/Nitrégeno y
a un tamafio de particula pequefio, se observé una mejora en el valor del pH del
digestato en comparacion al bagazo, asi como la ausencia de plagas y
contaminantes en su fase de incubacion y producciéon por lo que la digestion
anaerobia es un proceso que mejora las propiedades del bagazo para su uso como

sustrato en el cultivo de P. ostreatus.
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1 INTRODUCCION

El fundamento principal de esta investigacion es la valorizacién del bagazo y
digestato de malta como sustratos para la produccion de biogas mediante la
digestion anaerobia y la produccion del hongo comestible P. ostreatus con la
finalidad de reducir el impacto ambiental que la incorrecta disposicién de dichos

residuos pueda ocasionar.

Un correcto proceso de digestibn anaerobia trae beneficios como la
produccion de biogas que puede usarse como fuente de energia y la conversion de
la materia organica en un mejorador de suelos (bioabono). El presente trabajo
muestra las caracteristicas del bagazo de malta y como se comportan los
pardmetros de operacion al emplearlo como sustrato, pues de estas caracteristicas
y pardmetros depende la calidad de los productos de la digestién anaerobia (biogas

y bioabono).

Referente a la utilizacién del bagazo y digestato de malta para la produccion
de hongo seta se analizaron las caracteristicas de los materiales debido a que el
sustrato elegido para el cultivo de P. ostreatus es un factor importante en el correcto
desarrollo del hongo, en este sentido también se realiz6 un cultivo experimental
para determinar si es posible utilizar dichos materiales en la produccién del hongo

comestible.

En el capitulo 2 se abordan las cuestiones tedricas que sustentan el analisis
del presente trabajo de investigacion como lo son los fundamentes de la digestion
anaerobia y sus pardmetros de operacion. A su vez se analizan las propiedades del
sustrato que influyen en la calidad de la produccion del hongo seta y como se evalta

dicha calidad de produccion.

El capitulo 3 contiene los metodos empleados para realizar el monitoreo de
los parametros de operacion de la digestion anaerobia del bagazo de malta, la
determinacién de las caracteristicas del bagazo y digestato de malta y el cultivo de

P. ostreatus.

En el capitulo 4 se presentan los valores medidos para cada uno de los

pardmetros de operacién monitoreados durante la digestion anaerobia del bagazo



de malta, las caracteristicas fisicas y quimicas que presentaron el bagazo y
digestato de malta, asi como el resultado obtenido en el cultivo experimental de P.

ostreatus.

El capitulo 5 hace referencia a la relacion que tuvieron los parametros de
operacion con el desarrollo de la digestion anaerobia y en consecuencia con la
degradacion de la materia y producciébn de biogas. También presenta las
caracteristicas del bagazo de malta y digestato de malta y como dichas
caracteristicas influyen en el cultivo del hongo seta y en la digestion anaerobia (en

el caso del bagazo de malta).

En el capitulo 6 con el analisis de los parametros de operacion en la digestion
anaerobia y comparado con la literatura se describe si es 0 no es viable la
produccion de biogas a partir del bagazo de malta y si existen diferencias entre el
bagazo y digestato de malta al emplearlos como sustratos para el cultivo de P.

ostreatus.

El capitulo 7 contiene algunas recomendaciones para el desarrollo la
digestion anaerobia del bagazo de malta y cultivo de P. ostreatus empleando

bagazo o digestato de malta que pueden mejorar los resultados obtenidos.

Para finalizar, en el capitulo 9 se incluyen los anexos con el procedimiento
que se empled para determinar acidos grasos volatiles (incluida la estandarizacion

del hidroxido de sodio), nitrdgeno amoniacal y nitrégeno total.

1.1 Planteamiento del problema

Cuando los desechos organicos generados durante procesos agroindustriales son
producidos en grandes volumenes, a una velocidad que rebasa la capacidad de
degradacion natural y tienen una incorrecta disposicion; se acumulan, se
descomponen lentamente y producen efectos negativos al medio ambiente, por ello
surge la inquietud de implementar actividades que permitan aprovechar al maximo

los recursos y reintégralos al sistema natural mediante un proceso ciclico.

En este trabajo se analizan dos subproductos agroindustriales, uno de los
subproductos es el bagazo de malta, generado por la industria cervecera a gran y
pequefia escala que lo desecha en grandes cantidades durante su proceso de



produccion; segun Reinold (1997) representa el 85% del volumen de los
subproductos generados por esta industria, es decir, es su residuo solido mas
abundante (como se cita en Mussatto, Dragone & Roberto, 2006; Pardo, Perona &
Pardo, 2008).

El otro material analizado es el digestato de malta, un subproducto
semiliquido procedente de la digestion anaerobia controlada que emplea el bagazo
de malta para la generacién de biogas. Si ambos residuos no tienen un trato
adecuado causan un deterioro ambiental, para atacar este inconveniente es
necesario realizar investigaciones que permitan conocer las propiedades de los
subproductos agroindustriales y propicien su incorporacibn a un proceso
productivo.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general
Analizar los parametros operativos de la digestion anaerobia del bagazo de malta

para determinar su estabilidad en la produccion de biogas y comparar las
propiedades del bagazo y el digestato de malta como sustratos para el cultivo de
P. ostreatus.

1.2.2 Objetivos especificos
e Analizar la digestion anaerobia del bagazo de malta a través del monitoreo de

sus pardmetros operativos (carga organica, pH, &cidos grasos volatiles (AGV’s),
nitrégeno amoniacal, concentracion de sélidos volatiles, produccion de biogas y
su concentracién de metano).

e Caracterizar el bagazo y digestato de acuerdo con su contenido de nitrégeno
total, carbono orgéanico, relacion Carbono/Nitrégeno (C/N), pH, humedad,
contenido de elementos traza y tamafio de particula.

e Disefiar y realizar un cultivo experimental de P. ostreatus sobre cada material

para determinar la eficiencia bioldgica y periodo de cultivo.

1.3 Hipétesis

La produccion de biogéas a partir de la digestion anaerobia del bagazo de malta es
estable (parametros de operacién dentro de los valores recomendados) y no existe
diferencia entre las propiedades del bagazo y digestato de malta al emplearlos

como sustratos para el cultivo de P. ostreatus.



1.4 Justificacion

La utilizacion de la biomasa residual en procesos que permitan benéficos
econdmicos y ambientales es un tema de relevancia actual desde el punto de vista
del desarrollo sustentable porque se disminuye la disposicion de residuos y se
aprovechan al maximo los recursos, la digestion anaerobia permite disminuir la
cantidad de materia organica contaminante, estabilizandola, al mismo tiempo que
produce energia en forma de biogas (MINENERGA, PNUD, FAO & GEF, 2011) por
otra parte la siembra de hongos comestibles es una técnica que le permite a los
desechos organicos su integracién a un proceso productivo por medio del cual los
residuos organicos no comestibles se convierten en alimento de alto valor
nutricional y el sustrato degradado se puede utilizar como mejorador de suelos
(Pina, Nieto & Robles, 2016).

Dentro de la literatura consultada se encontraron reportes del cultivo de
Pleurotus a partir del bagazo de malta con resultados favorables, pero no se
ubicaron publicaciones con experiencias de su produccion a partir del digestato de
malta, por lo que este trabajo pretende evaluar y comparar aquellas propiedades
del bagazo y digestato de malta que determinan la productividad del cultivo, y cémo

ellas influyen en el desarrollo del hongo.

Es importante evaluar si se puede emplear el bagazo de malta en la
produccion de biogas a partir de la digestion anaerobia y compararlo con el
digestato de malta como sustratos para el cultivo del hongo comestible seta para
determinar si estos procesos de reciclaje permiten el manejo y tratamiento
adecuado de dichos subproductos agroindustriales y propicia beneficios

econdmicos, sociales y ambiéntales.



2 MARCO REFERENCIAL

Dentro de este apartado se encontrara la informacion de los términos que se
estaran empleando, asi como referencias a trabajos previos que se consultaron

para identificar el estado de arte de la investigacion.

2.1 Valorizacion de los residuos

La valorizacién de residuos se refiere al “principio o conjunto de acciones asociadas
cuyo objetivo es recuperar el valor remanente o el poder calorifico de los materiales
gue componen los residuos, mediante su reincorporacién en procesos productivos,
bajo criterios de responsabilidad compartida, manejo integral y eficiencia ambiental,
tecnoldgica y econémica” (Ley general para la prevencion y gestion integral de los
residuos, 2018) , para ello se debe analizar la naturaleza del residuo y el tipo de

funcién que se le dara.

2.2 Bagazo de malta

Foto 2.1 Bagazo de malta.

El bagazo de malta se obtiene durante la primera etapa de elaboracion de cerveza,
que consiste en la obtencién de azlcar a partir de granos de cebada, proceso
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fundamental ya que la fuente de azlcar se encuentra contenida en el almidon que
no es fermentable, asi que la cebada es sometida primero a un proceso de
malteado y después a una maceracion. El proceso de malteado est4 formado por
tres etapas que son la germinacion, secado y tostado. En la germinacion se induce
el brote del germen de los granos de cebada, posterior a este proceso la cebada
es llamada malta, la finalidad del secado es detener la germinacion y al producto
se le denomina malta verde, el tostado puede omitirse, pero al realizarlo se crea
una malta que al combinarse con la malta verde otorga a la cerveza un color y sabor
especial. En el proceso de maceracion la malta se mezcla con agua y se somete
a una temperatura y tiempo determinados para transformar el almidén en azucar
fermentable. Al terminar la maceracién se obtiene un producto sélido que es el
bagazo de malta y una parte liquida azucarada llamada mosto que se lleva a la
fermentacion, el bagazo de malta ya no tiene utilidad en la fabricacion de cerveza,
pero es un residuo que se genera constantemente (Marcos & Gonzalez, 2017). En

la figura 2.1 se muestra el proceso para obtener el bagazo de malta.

Cebada

Agua (5-18°C) /48 h —» Limpieza/ seleccion

¥

Germinacién :\I’_I’lb]-.ﬁ'ﬂtc himedo
(15-21°C) /6-7 dias.

;\Lgug caliente —p.}.[aceracién <——Aditivos |:OpCiOI’.‘LQl:I

) r Fraccion kqmda
Filtracion » Mosto

Fraccion sékida

Bagazo de malta

Figura 2.1 Esquema del proceso para obtener el bagazo de malta
( modificado de Mussatto et al., 2006).



El bagazo de malta cuenta con un porcentaje de humedad entre el 74-76%
(Bougrier, Dognin, Laroche, & Cacho Rivero, 2018; Kafle & Kim, 2013) y se puede
utilizar como alimento para animales o personas, produccion de energia (a partir de
la combustion o produccion de biogés), produccion de carbén, como un
componente para la produccion de ladrillos, materia prima para la elaboracion de
papel, sustrato para el cultivo de microorganismos (como Pleurotus, Agrocybe y
Lentinus), sustrato para la produccion de enzimas o aditivo en la elaboracion de
cerveza (Mussatto et al., 2006).

2.3 Digestato de malta

Foto 2.2 Parte sélida del digestato de malta.

El bagazo de malta se puede destinar para la produccion de biogas por medio de
una digestion anaerobia controlada (Mussatto et al., 2006), de aqui, se obtiene un
subproducto semiliquido llamado digestato con propiedades de bioabono que suele
ser un producto organico con una drastica disminucion de coliformes totales, un alto
contenido de nitrégeno, fosforo y potasio (FAO et al., 2011; Kafle & Kim, 2013) , a
la parte solida de dicho digestato se le llamara en este trabajo digestato de malta.



Digestato
Bagazo Digestion *Parte liquida
de malta anaerobia *Parte solida= Digestato de malta

Figura 2.2 Esquema general del proceso para obtener digestato de malta.

2.4 Digestidon anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso de descomposicion controlada de materiales
biodegradables en condiciones controladas dénde no hay oxigeno libre, a
temperaturas adecuadas para bacterias anaerobias y especies facultativas que

convierten los insumos en biogas y digestato (Zupancic & Grilc, 2012).

Dependiendo del tipo de aceptores de electrones en el proceso de digestion
anaerobia se clasifica como fermentacion o respiracibn anaerdbicas. A la
produccion de metano por medio de la fermentaciéon anaerdbica en la cual el
acetato actlia como dador y aceptor de electrones se le conoce como
metanogénesis acetotréfica, dos tercios del metano se produce por esta via; la
produccion de metano por medio de la respiracion anaerébica en la que el CO,
acepta los electrones liberados por la materia organica se conoce como
metanogénesis hidrogenotrdéfica y un tercio de metano se produce por este medio
(FAO et al., 2011).

La digestion anaerobia ocurre en cuatro etapas (figura 2.3), en las cuales un

consorcio de microorganismos produce biogas a partir de materia organica.
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Figura 2.3 Diagrama de la digestion anaerobia

(Modificado de Li, Chen & Wu 2019)

2.4.1 Hidrdlisis

La materia organica esta compuesta por polimeros como carbohidratos (celulosa,
hemicelulosa, etc.), grasas y proteinas que debido a su gran tamafio molecular no
pueden entrar a través de la pared celular de los microorganismos, por ello las
enzimas extracelulares producidas por microorganismos acidogénicos (xilanasa,
amilasa, lipasa, enzimas proteoliticas, etc.) actlan sobre las moléculas complejas
(proteinas, carbohidratos y lipidos) y producen compuestos solubles mas sencillos
(aminoécidos, aztcares monomeéricos y acidos grasos de cadena larga), la reaccién
quimica de la hidrdlisis se muestra a continuacion, en donde C¢H;,0, representa
una composicion tipica para la mezcla de desechos organicos (FAO et al., 2011,

Kothari, Pandey, Kumar, Tyagi, & Tyagi, 2014).
CgH100, + 2H,0 — C4H;,0, + H,

La hidrdlisis depende de la temperatura del proceso, el tiempo de retencién
hidraulico, el tamafio de las particulas y la composicién bioquimica del sustrato. Las

proteinas son hidrolizadas a péptidos y aminoacidos por parte de las enzimas
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llamadas proteasas, los lipidos son degradados por las lipasas produciendo acidos
grasos de cadena larga y glicerol. La degradacion de materiales lignocelulésicos es
la etapa limitante del proceso de hidrolisis ya que la lignina es muy resistente a la
degradacion por parte de los microorganismos anaerobicos (FAO et al., 2011).

2.4.2 Acidogénesis

También conocida como etapa fermentativa ocurre cuando un grupo de bacterias
acidogénicas (facultativas y anaerobias obligadas), transforman los mondmeros
solubles, aminoacidos y acidos grasos de cadena larga en acidos grasos de cadena
corta como el 4cido acético, propidénico, butirico y valérico, estas bacterias crecen
rapidamente con un tiempo de duplicacién aproximado de 30 minutos. Algunas
bacterias como las homoacetogénicas utilizan el dioxido de carbono e hidrégeno
como sustrato y los convierten en &cido acético, La acumulacion de los &acidos
grasos volatiles se muestra se escribe a continuacion (FAO et al., 2011; Kothari et
al., 2014; Li et al., 2019).

CeH;,04 © 2CH;CH,OH + 2CO,

CeH,,0¢ + 2H, © 2CH5CH,COOH + 2H,0

2.4.3 Acetogénesis

El etanol, acidos grasos volatiles son empleados por las bacterias acetogénicas
para su crecimiento transformandolos en compuestos mas sencillos como acetato
(CH3;CO07) e hidrogeno (H,), Las bacterias homoacetogénicas consumen el
hidrégeno como sustrato y no lo producen como resultado de su metabolismo lo
que permite mantener bajas presiones parciales de hidrégeno y con ello la actividad
de las bacterias acidogénicas y acetogénicas. Estas bacterias tienen un crecimiento
lento, con una tasa de duplicacién de 1.5 a 4 dias, la reaccidén de acetogénesis se
muestra en seguida (FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014).
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2.4.4 Metanogeénesis

Los microorganismos metanogénicos que pertenecen al dominio Archaea forman
metano a partir de sustratos monocarbonados o con dos atomos de carbono unidos
por un enlace covalente (acetato, acido acético, H,/CO,, formato, etanol, metanol y
algunas metilaminas), existe el grupo hidrogenotréfica que consume H,/CO, y el
acetoclastico que consume 4&cido acético, metanol y algunas aminas. La
metanogénesis es un paso limitante en el proceso de la digestion anaerobia pues
los microorganismos que participan en esta etapa tienen un tiempo de crecimiento
lento, con una duplicacién de 2 a 4 dias, son muy sensibles a los cambios en las
condiciones ambientales y falta de nutrientes. La reaccion de metanogénesis se
escribe en seguida (FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014).

2CH,CH,OH + CO, © 2CH;COOH + CH,
CH5COOH + CO, & CH, + 2C0,
CH;0H + H, © CH, + H,0

CO, + 4H, & CH, + 2H,0

2.4.5 Biodigestores

Un biodigestor es un depdsito cerrado donde se introducen los residuos organicos
que son digeridos por microorganismos. Tomando como referencia su régimen de
alimentacion se clasifican en: Continuos cuando la alimentacion es constante y el
efluente (material de descarga) es igual al afluente (materia alimentada) con

producciones de biogas uniformes en el tiempo, semi_continuos en los que la

primera carga tiene gran cantidad de materia prima y después se agregan
voliumenes de afluente en funcion del tiempo de retencion hidraulico (TRH) y el

volumen total del digestor; por ultimo estan los biodigestores discontinuos, de

régimen estacionario o Batch que se alimentan con una sola carga o lote y cuando

el contenido de materias primas y el rendimiento de biogas disminuyen se vacian y

se alimentan de nuevo (FAO et al., 2011).

A su vez de acuerdo con su proceso, un biodigestor puede ser de una etapa
en el que las cuatro etapas de la digestion anaerobia ocurren en un solo reactor o

de etapas multiples en el que se usan diferentes reactores para las diferentes
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etapas de la digestion anaerobia con la finalidad de que cada reactor tenga
diferentes factores de operacion (tasa de carga organica, presencia o ausencia de

oxigeno, pH, etc.) (Kothari et al., 2014).

En base a su contenido solido el sistema de digestion anaerobia se

denomina baja en sélidos donde la materia organica suministrada contiene entre el

10-15% de solidos totales (ST) y alta en solidos en el que la materia organica
suministrada contiene entre el 20-40% de solidos totales (Kothari et al., 2014).

2.5 Parametros de operacion

El correcto funcionamiento de la digestion anaerobia esta determinado por los
parametros de operacion que a su vez dictan la calidad de los productos como el
biogas y el digestato, en este sentido es importante la evaluacion y conocimiento
de dichos factores pues la estabilidad de la digestién anaerobia, la mejor produccién
de metano y calidad del digestato se obtienen al manejar los valores recomendados

como Optimos en la literatura.

2.5.1 Carga organica
La carga organica se refiere a la cantidad de sustrato empleado para alimentar
diariamente al digestor y determina la cantidad de biogas producido, este valor esta

ligado a parAmetros como:

La tasa de carga organica (TCO) se refiere a la cantidad de materia organica
(que puede expresarse como Demanda quimica de oxigeno (DQO) o como solidos
volatiles (VS)) introducida diariamente en el reactor por unidad de volumen (m2 del
volumen del digestor), al incrementarse la tasa de carga orgénica se incrementa la
produccion volumétrica de biogds pero una vez que pasa su valor 6ptimo la
produccion de biogas disminuye y de igual forma aumenta la probabilidad de una
acidificacion del reactor a causa de sobrecargas puntuales (FAO et al., 2011;
Kothari et al., 2014).

Carga organica X Concentracion de SV

TCO =
Volimen de operacidn del digestor
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El tiempo de retencion hidraulico (TRH): Es definido como el tiempo

requerido para que la materia organica se degrade por completo o como el tiempo
promedio que la materia organica permanece dentro del biodigestor. En los
biodigestores de régimen semicontinuo se determina como la relacion del volumen

del digestor entre el volumen de carga diaria (FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014)

Volumen de digestor
TRH =

Voltimen de carga oganica diaria

Entre menor sea el tiempo de retencidon, menor es el tamafo del digestor,
por otro lado, a menor tasa de degradacion corresponde un mayor tiempo de
retencion. Al aumentar el TRH, aumenta el grado de materia organica degradada y
con ello se incrementa la produccion de metano, valor que disminuye después de
alcanzar el optimo (FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014).

2.5.2 Composicién quimica de los sustratos

La calidad, cantidad de biogas producido y la tasa de degradacién depende de la
composicién quimica y de la naturaleza del material utilizado (FAO et al., 2011;
Kafle & Kim, 2013).

La biomasa lignocelulésica requiere un pretratamiento previo para la
utilizacién de los carbohidratos protegidos por la celulosa, hemicelulosa y lignina.
Entre los diferentes métodos empleados se encuentra el acido diluido, explosion de

vapor, cal o amoniaco (Kothari et al., 2014).

Los microorganismos metandgenos se alimentan principalmente de carbono
y nitrdgeno, en este sentido consumen 30 veces mas carbono que nitrogeno, asi
que la relacion Carbono/Nitrogeno (C/N) optima y que genera el mejor rendimiento
de biogas se encuentra en un rango de 20 a 30 (FAO et al., 2011; Kothari et al.,
2014).

La descomposicion de materiales con una relacion C/N superior a 35, ocurre
lentamente, por una baja multiplicacion y desarrollo de bacterias debido a un
insuficiente contenido de nitrdgeno que es consumido rapidamente y generando

bajos rendimientos de biogas, mientras que una relacién C/N menor a 8 inhibe la
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actividad bacteriana a causa de una excesiva formacion de amonio propiciando un
pH con valores superiores a 8.5 que es toxico para los metandégenos (FAO et al.,
2011; Kothari et al., 2014).

La tabla 2.1 presenta un resumen de las caracteristicas del bagazo de malta

presentada por diferentes autores.

Tabla 2.1 Caracteristicas del bagazo de malta medida sobre ST

Parametro % Referencia

Carbono 47.6-54 (Rodrigez, 2012; Ulloa, Merino, Bruijn, & Gontupil, 2011)

Nitrégeno 1.1-4.2 (Bougrier et al., 2018; Kafle & Kim, 2013; Rodrigez, 2012;
Ulloa et al., 2011)

Proteina 6.8-26.1 (Bougrier et al., 2018; Kafle & Kim, 2013; Rodrigez, 2012;

cruda Ulloa et al., 2011)

C/N 15.4-26.8 (Rodrigez, 2012; Ulloa et al., 2011)

pH 5.2 (Rodrigez, 2012)

Fosforo 0.3-0.6  (Bougrier et al., 2018; Ulloa et al., 2011)
Calcio 0.3 (Bougrier et al., 2018)

Potasio 0.1 (Bougrier et al., 2018)

Magnesio 0.2 (Bougrier et al., 2018)

Azufre 0.3 (Bougrier et al., 2018)

2.5.3 Temperatura
La digestion anaerobia es dependiente de la temperatura pues la velocidad de
crecimiento de los microorganismos aumenta a medida que se incrementa la

temperatura, acelerando el proceso de digestion y las producciones de biogas.

Se han definido tres diferentes rangos de temperatura para la formaciéon de
metano en base a la actividad microbiana: psicrofilica o criofilica (de 10 a 20°C),
mesofilica (entre 20 y 45°C) y termofilica (entre 45 y 65°C) y para que el tratamiento
anaerobico funcione adecuadamente se recomienda que las variaciones de
temperatura no excedan los 0.6-1.2°C/dia (FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014).
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2.5.4 pH

El pH determina la produccion y efectividad de las enzimas, en el caso de los
microorganismos acidogénicos el pH optimo esta entre 5.5 y 6.5 en cambio los
microorganismos metanogénicos requieren un pH entre 7.8 y 8.2. Dado que los
microorganismos metanogénicos son mas susceptibles a las variaciones de pH el
valor optimo para los cultivos mixtos esta entre 6.8 y 7.4, siendo el pH neutro el
ideal y para que el proceso se desarrolle el pH no debe bajar de 6.0 ni subir de 8.0
(FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014).

Los valores bajos de pH disminuyen la actividad de los organismos
metanogénicos, provocan la acumulacion de &cido acético o la formacion de su
forma no ionizada que inhibe la degradacion del propionato de igual forma se
acumula el H,, en consecuencia, aumenta la presion parcial del H, que inhibe a las
bacterias encargadas de degradar el acido propionico causando una acumulacion
de &cidos grasos volatiles de alto peso molecular (como el &cido propionico y
butirico). Cuando el pH aumenta se favorece la formacion de amoniaco que al

acumularse inhibe el crecimiento microbiano (FAO et al., 2011).

El pH en la digestiébn anaerobia se puede mantener dentro de los rangos
aceptables gracias al efecto buffer, el cual se ajusta de acuerdo con la presencia

de amoniaco (CHY) y bicarbonato (HCO3).

2.5.5 Acidos grasos volatiles (AGV's)

Es uno de los parametros mas utilizados para determinar la evolucion del proceso,
debido a su rapida respuesta ante variaciones del sistema. El término “volatil” indica
que puede ser recuperado por destilacién a presion atmosférica, los AGV's son
acidos grasos de cadena corta (C2-C6) que incluye principalmente al acido acético,
propionico y butirico y en menor cantidad al acido isobutirico, valérico, isovalérico

y caproico.

El rango 6ptimo de concentracién de AGV’s en el efluente se encuentra entre
50-250 mg/L como acido acético, un aumento en su concentracion implica una
desestabilizacion del proceso y una disminucion en la produccion de biogas (FAO
et al., 2011), considerando que su concentracion inhibitoria ocurre cuanto su valor

es superior a los 2000 mg/L como &cido acético a un pH de 7.0 y el efecto inhibitorio
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se hace mayor a medida que cae el valor del pH (FNR, 2010), aunque Kothari et al.
(2014) mencionan que la inhibicion se presenta con concentraciones de acido

aceético mayores a 5000 mg/L y acido butirico superiores a 3000 mg/L.

2.5.6 Nitrégeno amoniacal

El amoniaco puede estar presente en el sustrato o ser producido durante la
degradacion de compuestos nitrogenados como proteinas o aminoacidos. El
nitrégeno amoniacal es importate para el crecimiento bacteriano, pero en altas
concentraciones limita su crecimiento. El nitrégeno amoniacal es la suma del ion
amonio (NH}) y el amoniaco (NH;), de las cuales el amoniaco es el que inhibe el

proceso llevando el pH a alcalino.

Los sustratos con mayores proporciones de proteinas o compuestos
nitrogenados son los que presentan mayores problemas de inhibicion por amonio.
Mientras el amoniaco dentro del digestor se encuentre en el rango de 5-100 mg/L
tiene efectos benéficos, de 200-1000 mg/L no tiene efectos adversos, si la
concentracion se encuentra entre 1500-3000 mg/L y el pH es alto presenta efectos

inhibitorios y por arriba de los 3000 mg/L se vuelve téxico (FAO et al., 2011).

2.5.7 Concentracion de sdlidos totales y volatiles
La materia seca o también llamada Soélidos Totales (ST) representan la fraccion
sélida de la materia organica seca (omitiendo el agua), su concentracion es muy
importante. A medida que aumenta el contenido de sdlidos el area de contacto se
ve reducida, la movilidad de los metandégenos dentro del sustrato se ve limitada y
para concentraciones superiores al 40% de ST puede resultar un proceso inhibitorio
(FAO et al., 2011; Kothari et al., 2014).
Para los Biodigestores de tipo semicontinuo se recomienda entre un 8% a
12% de Solidos Totales para asegurar un buen funcionamiento, los digestores
discontinuos pueden tener entre un 40 a 60% de Sdlidos totales (FAO et al., 2011).
La materia organica o Soélidos Volatiles (SV) se refieren a la porcién de ST
que se libera al volatilizarse cuando se incineran a temperaturas superiores a los

500°C y contiene los componentes organicos que tedricamente se convierten en
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metano (FAO et al., 2011), el material remanente son las cenizas y constituye la
materia inorganica.

Con los SV se puede determinar el Tiempo de Retencion de Sdélidos
Biolégicos (TRSB) como la relacion entre la cantidad de SV que entra al digestor y
la cantidad de SV que sale del sistema cada dia y sirve para representar la media

del tiempo de retencion de los microorganismos en el digestor (FAO et al., 2011).

Tabla 2.2 Caracteristicas del bagazo de malta

Parametro % Referencia
Agua 74-76 (Bougrier et al., 2018; Kafle & Kim, 2013;
Rodrigez, 2012; Ulloa et al., 2011)
Agua acondicionada® 4-97 (Bougrier et al., 2018; Bougrier et al., 2017;
Ezeonu & Okaka, 1996; Rodrigez, 2012; Ulloa et
al., 2011)
Solidos totales (ST) 24 - 26.47 (Bougrier et al., 2018; Kafle & Kim, 2013;
Rodrigez, 2012; Ulloa et al., 2011)
Sdlidos volatiles 72-97 (Bougrier et al., 2018; Ezeonu & Okaka, 1996;
(SVv) Rodrigez, 2012; Ulloa et al., 2011)

1: agua presente en el sustrato acondicionado para la alimentacion del
biodigestor.

* E| % de SV es referente a los ST.

2.5.8 Produccién de Biogéas
La eficiencia de la produccion de biogas se determina expresando el volumen del
biogas producido por unidad de peso de ST o SV (FAO et al., 2011).

La tabla 2.3 presenta un resiumen de las producciones de biogas obtenidas
a partir de una digestion anaerobia a temperatura mesofilica empleando

biodigestores de tipo Batch y semicontinuos.
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Tabla 2.3 Potencial del biogas y materia organica removida durante la digestion anaerobia
del bagazo de malta.

Parametro Valor Referencia
ml-biogas/g SV 173-508 (Kafle & Kim, 2013; Rodrigez, 2012)
ml-biogas/g ST 530 (KTBL, 2020)

ml-CH,/g SV 240-500 (Bougrier et al., 2018; Bougrier et al., 2017;
Goncalves et al., 2015; Kafle & Kim, 2013)

m"3-biogds/m”"3- 0.1-1.1 (Rodrigez, 2012; Sezun, Grilc, Zupancic, &
dia Marinsek, 2011)
%CH, 59-62 (Ezeonu & Okaka, 1996; Kafle & Kim, 2013; KTBL,
2020; Sezun et al., 2011)
%SV removidos 34-79 (Bougrier et al., 2017; Kafle & Kim, 2013)

2.6 Hongo Pleurotus ostreatus.

Los hongos pertenecen al Reino Fungi, poseen caracteristicas propias y a la vez
una mezcla de caracteristicas de los vegetales y animales, no contienen clorofila,
tejidos especializados ni flores, son heterétrofos con una alimentacién por
absorcién, su estado es vegetativo sobre el sustrato en forma de micelio inmévil,
tienen una pared celular compuesta por glucanos y quitina, rara vez por glucanos y
celulosa, con reproduccidn sexual o asexual, su habitat es terrestre o en agua dulce
pero no en un ambiente marino (Guzman, Mata, Soto & Guzman, 2013).

Los hongos macroscopicos a diferencia de los microscopicos poseen
cuerpos fructiferos que se perciben a simple vista, dichas fructificaciones son
denominadas “hongos”, sin embargo, el verdadero hongo es una masa algodonosa,
generalmente blanca, técnicamente llamada micelio que crece sobre el sustrato. En
la figura 2.4 se presenta un esquema general las partes del hongo, dichos
organismos se alimentan de la materia organica, son especies parasitas,
simbidticas o saprdfitas, las especies parasitas se desarrollan sobre la materia viva,
dentro de las células de vegetales o animales provocan su muerte e incluso la de
todo el organismo, las simbidticas viven en un equilibrio bioldgico con el organismo
al que aparentemente estan parasitando y las especies sapréfitas degradan para
su crecimiento la materia organica como troncos o desechos agricola-industriales.
Dependiendo de como los hongos ataquen la lignina se clasifican en hongos de
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pudricion blanca que tienen la capacidad de metabolizar totalmente la lignina y
hongos de pudricion obscura que solo modifican la estructura de la lignina sin

degradarla totalmente (Guzman et al., 2013).

Sombreroo
plleo e

_—~ Himenio

Anillo  —_ Ldminas

Pie o estipite —————__
Copa o volva

Figura 2.4 Esquema general de las partes de un hongo
(Fungiturismo, 2019).

Las fructificaciones son los cuerpos reproductores de los hongos, en donde
se forman sus esporas, resultan del proceso de reproduccién sexual, mismo que se
ilustra en la figura 2.5, cuando estas esporas caen en un sustrato adecuado
germinan, produciendo hifas y estds un micelio primario (con células de un solo
nacleo), posterior a ello ocurre la plasmogamia que consiste en la fusién de un
micelio primario con otro de otro individuo para producir un micelio secundario (con
dos nucleos en cada célula sin fusién nuclear) que se desarrolla abundantemente
y constituye el verdadero hongo capaz de producir cuerpos fructiferos, en cuyo
himenio ocurre la fusiébn nuclear de los individuos, procesos conocido como
cariogamia, seguido de la meiosis que da como resultado la formacion de esporas
(Guzman et al., 2013; Pérez, Acevedo, Bibbins, Galvan & Rosales, 2015). El hongo
también se puede reproducir asexualmente por medio de esporas que se forman
en el micelio primario como en el secundario ante determinadas circunstancias
ambientales, a estas esporas se les llama conidiésporas, artrosporas o

clamidosporas segun su formay el grosor de la pared. (Guzman et al., 2013).
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' ' PLASMOGAMIA
.

CARIOGAMIA

Figura 2.5 Ciclo de reproduccion sexual de P. ostreatus.
(modificado de Pérez et al., 2015)

El nombre Pleurotus deriva del griego pleura o pleurdn, costado o lado y del
latin otus que significa oreja, de hecho el hongo Pleurotus ostreatus tiene la forma
de oreja u ostra debido a que posee un pie mas lateral que céntrico, en algunos
casos esta ausente asi que el sombrero esta adherido al sustrato o el pie es muy
corto, lateral o excéntrico (Gaitan, Salmones, Pérez & Mata, Gaitan, Salmones,
Pérez, & Mata, 2006; 2013) como se observa en la foto 2.3 y figura 2.6, tienen una
esporada blanquecina con tonos purpuras (Guzman et al., 2013). Su clasificacion

taxondmica se describe en la tabla 2.4.
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Foto 2.3 Fructificacién de P. ostreatus.

Los hongos del género Pleurotus son el segundo hongo mas comercializado
a nivel mundial (Bellettini et al., 2016). En México a los hongos P. ostreatus se les
conocen como orejas blancas, orejas de palo, orejas de patacan, orejas de
cazahuate y orejas de izote pero tiene el nombre comercial de hongo “seta”. este
hongo es saprofito, de pudricion blanca por el hecho de ser una especie
lignocelulolitica, es decir, no necesita una descomposicién previa del sustrato y
puede degradar muchos materiales como los esquilmos y desechos

agroindustriales (Guzman et al., 2013).

Sombrero o pileo

Laminas o
himenio

Pie o estipite

Figura 2.6 Hongo seta con sus partes principales
(Gaitan et al., 2006).
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Tabla 2.4 Taxonomia del hongo Pleurotus ostreatus

Reino Fungi

Division Eumycota
Subdivision Basidiomycota
Clase Holobasidiomycetes
Subclase Hymenomycetidae
Orden Agaricales

Familia Tricholomataceae
Género Pleurotus

Especie ostreatus

(Recuperado de Guzman et al., 2013; Herrera & Ulloa, 1998)

2.7 Evaluacion del Cultivo de P. ostreatus
Segun Guzman et al. (2013) para llevar a cabo un cultivo de Pleurotus es necesario
aislar la cepa, elaborar el in6culo, seleccionar y preparar el sustrato, realizar la

siembra, incubacion, produccién y cosecha.

Obtener la cepa consiste en desarrollar el micelio de un hongo por medio de

su tejido o de sus esporas sobre un medio de cultivo sélido como puede ser agar

con extracto de malta y el agar con papa y dextrosa (Guzman et al., 2013).

La elaboracién del indculo se refiere a la propagacion y desarrollo del micelio

sobre granos como el sorgo o trigo (comunmente conocido como semilla). Cuando
la propagacion se realiza a partir de una cepa crecida en un medio de cultivo se
llama inéculo primario y cuando es a partir de semillas del inéculo primario se llama
in6culo secundario y es el que se utiliza en el cultivo comercial de las setas pues

permite disponer de una mayor cantidad de inéculo (Guzméan et al., 2013).

La seleccion y preparacion del sustrato tiene la finalidad de proporcionarle al
micelio los nutrimentos adecuados para su desarrollo, el medio de crecimiento
requiere un tratamiento previo para disminuir la flora microbiana nociva y evitar que
dichos microorganismos compitan por espacio y nutrientes con el micelio de P.
ostreatus, algunos de los tratamientos son esterilizacion térmica, fermentacion y el
método de pasteurizacion que es el procedimiento mas usado a escala industrial
(Guzmén et al., 2013).
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La siembra se desarrolla en area cerrada, limpia y sobre una mesa
desinfectada, existen muchos métodos para realizarla, pero la mas sencilla consiste
en mezclar uniformemente el sustrato preparado con el indculo (de 3 a 5% del peso
en humedo del sustrato) dentro de una bolsa de plastico, se cierra la bolsa, se

etiqueta, dicha mezcla de sustrato y micelio que se incuba (Guzman et al., 2013).

En la incubacién se acomoda en un estante en condiciones de obscuridad y
a una temperatura entre 26 y 28°C (Guzman et al., 2013; Romero et al., 2010), un
dia después se le hacen unas perforaciones a las bolsas para permitir la
oxigenacion, tres dias después se debe observar el crecimiento del micelio como
una masa blanquecina alrededor del sustrato, la fase de incubacion termina hasta
qgue el micelio cubre todo el sustrato, algunos consideran que termina hasta que
aparecen los primeros primordios (Guzman et al., 2013; Romero et al., 2010).
Durante la incubacion se pueden presentar contaminantes (hongos, mohos,
bacterias y levaduras) debido a una mala preparacion del sustrato o falta de higiene,
los contaminantes mas comunes son Trichoderma, Penicillium, Aspergillus,
Neurospora, Mycogone y Coprinus que aparecen como manchas verdes,
amarillentas, negras y/o anaranjadas y se favorecen por una alta humedad, alta
temperatura y luz directa. De igual forma durante la incubacicén y/o produccion se
pueden presentar plagas, las cuales son insectos (Como mosquitos o catarinas) que
se alimentan del micelio y de las fructificaciones, lo ideal es que las bolsas con

muestras contaminadas se desechen (Guzman et al., 2013).

Después de una correcta incubacion las bolsas se deben trasladar al area

de cultivo o fructificacion en dénde las bolsas se ponen bajo la luz indirecta, una

humedad ambiental entre el 70 y 80% y una temperatura de 26 a 28°C con buena
ventilacion (Guzman et al., 2013; Romero et al., 2010). Aproximadamente una
semana después de que se empiezan a formar los primordios de las fructificaciones
las setas alcanzan su estado adulto y se pueden cosechar. Las fructificaciones
pueden presentar enfermedades causadas por bacterias y virus que se favorecen
con la humedad excesiva, el calor y una escasa ventilacion, las bacterias
Pseudomonas provocan zonas de color amarillo, anaranjado o café en los pileos
de los hongos que se pudren con rapidez, despiden mal olor y afectan el

rendimiento de la produccién (Guzméan et al., 2013).
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La cosecha se debe realizar cuando el sombrero de las fructificaciones se
encuentra totalmente extendido, pero sin que el margen esté enrollado hacia arriba,
se aconseja usar una navaja limpia y cortar el pie del hongo lo més cerca posible
de la superficie del sustrato para no dafar el hongo ni el sustrato, generalmente
cada bolsa soporta entre dos y tres cosechas en intervalos de diez dias (Guzman
et al., 2013).

De acuerdo con Flores (2012) existen varios parametros que miden la
productividad del cultivo de hongos, se utilizan para determinar qué tan buena es
la cepa del hongo que se cultiva, asi como para determinar el sustrato mas

adecuado, los criterios mas empleados son el periodo de cultivo que se refiere a el

tiempo trascurrido en dias desde el inicio de la incubacion hasta la ultima cosecha,
el rendimiento que se refiere al peso en fresco de los hongos cosechados, la
precocidad que es el tiempo transcurrido en dias desde la siembra del sustrato

hasta la cosecha de la primera florada, la Eficiencia Biolégica (EB) que resulta de

dividir el peso en fresco de los hongos cosechados entre el peso seco del sustrato
empleado multiplicado por cien (Guzman et al., 2013; Luz et al., 2012; Pardo et al.,
2008; Pifia et al., 2016). Segun Guzman et al. (2013) una buena EB para Pleurotos
debe estar alrededor del 100%.

2.8 Sustrato
El sustrato es el material sobre el que crecen los hongos y de él depende su
desarrollo, su eleccion esta relacionado con sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas y con el complejo enzimético que sea capaz de producir el hongo (Luz
et al., 2012).

2.8.1 Propiedades fisicas

Son aquellas que se pueden medir y observar sin que se modifique la composicion
o identidad de la sustancia (Chang & Goldsby2013), una propiedad fisica que se
debe considerar en la seleccion del sustrato es la dureza, es decir no debe ser muy
duro porgue impedird la circulacién del aire ni muy blando porque se empastara con
el agua (Guzman et al., 2013), otro factor importante es el tamafio de particula
porque se relaciona con la accesibilidad que tienen las hifas de los hongos a los

nutrientes, al agua y al aire, un tamafio pequefio disminuye la aireacion necesaria
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para la respiracion y tamafios muy grandes dificultan la compactacion del sustrato

y el acceso del hongo a los nutrientes (Sanchez & Royse, 2001).

2.8.2 Propiedades quimicas

Las propiedades quimicas y fisico-quimicas estan relacionadas con la composicion
elemental de los materiales e influyen en el suministro de nutrientes (Infoagro,
2017). Dentro de estas propiedades se tiene el pH, que el material cubra los
requerimientos nutritivos de la especie como el contenido de carbono que utiliza
como fuente de energia y para la elaboracion de sustancias estructurales de la
célula, de igual forma es importante el contenido de nitrogeno para que el hongo
sintetice proteinas, acidos nucleicos y quitina (Adebayo, Omolara & Toyin, 2009;
Guzman et al., 2013).

2.8.3 Propiedades biologicas

Dentro de estas propiedades se debe considerar la ausencia organismos que
inhiban el desarrollo del hongo (Guzman et al., 2013). En el caso de Pleurotus se
necesita una selectividad bioldgica pues la flora acompafante debe ser protectora

y no competidora (Muez, 1994 como se cita en Pardo et al., 2008).

2.8.4 Tipos de sustratos

Los sustratos para el cultivo de los hongos se clasifican en seis categorias e incluso
se pueden mezclar entre si para crear co-sustratos y asi suplementar alguna
deficiencia de nutrimentos y de esta forma mejorar los rendimientos del cultivo
(Guzmén et al., 2013; Pifa et al., 2016).

1) Pajas: de ajonjoli, arroz, cartamo, cebada, sorgo, trigo, avena y zacates en
general.

2) Rastrojos: de maiz, mijo, garbanzo, frijol, etc.

3) Pulpas: de café, cardamomo, etc.

4) Bagazos: de cafia de azlcar, de citronela, maguey tequilero, henequén, uva etc.

5) Forestales: aserrin, viruta, troncos y ramas.
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6) Otros: papel, olote, tamo de maiz, hojas (bracteas) de pifia, fibra de coco, lirio
acuatico, hojas y tallos (cafiones) de platano, de cafia de azucar, desechos de la

industria textil (como algodon), etc.

2.9 Sustrato para Pleurotus

El género Pleurotus corresponde a hongos de pudricion blanca que segrega
enzimas oxidativas lacasa y manganeso peroxidasa que participan en la
degradacion de la lignina, asi como las enzimas hidroliticas xilanasa y celulasa
involucradas en la degradacion de hemicelulosa y celulosa, por lo que puede
degradar una gran cantidad de residuos agroindustriales, dichas enzimas
lignoceluloliticas permiten la utilizacion de lignina, celulosa y hemicelulosa como
fuente de carbono, la actividad de las enzimas hidroliticas se incrementa durante la
incubacion pero es mucho mayor durante la formacion de cuerpos fructiferos debido
a que el hogo necesita movilizar una mayor cantidad de carbono para la formacion
del basidiocarpo (Luz et al., 2012), sin embargo el rendimiento y composicién del
hongo estad determinada por las propiedades quimicas, fisicas y biologicas del
sustrato como es la concentracion de carbono y nitrégeno, el pH que determinan la
produccion de enzimas, también influye la presencia de minerales, la humedad,
tamafio de particula, cantidad de inoculo, interaccion con microorganismos y
factores ambientales como la temperatura, humedad, luminosidad y composicién
del aire alrededor del sustrato (Bellettini et al., 2016; Luz et al., 2012).

2.9.1 Nitrégeno

Para el crecimiento de Pleurotus se requieren niveles bajos de nitrdgeno que van
en un rango de 0.03 a 1.0% (Gaia, Simas, de Souza, Loureiro & de Aguilar, 2016).
La suplementacion con nitrdgeno a bajos niveles incrementa la productividad y en
el caso de P. ostreatus el crecimiento se inhibe a niveles iguales o mayores al 1.5%
de nitrégeno sobre materia seca (Silva, Dias, Siqueira & Schwan, 2007 como se
cita en Bellettini et al., 2016), dicho incremento en la productividad se debe a que
el nitrégeno estimula el crecimiento de enzimas importantes en la degradaciéon de
celulosa, hemicelulosa y lignina conocidas como enzimas lignoceluloliticas

(Rajarathman, Bano & Patwardhan, 1986 como se cita en Bellettini et al., 2016),
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mientras que altos porcentajes reprimen dicha produccion (Patel, Gupte & Gupte,
2009).

El efecto que produce el contenido de nitrogeno sobre la eficiencia del cultivo
de P. ostreatus se puede apreciar en el trabajo de Pardo et al. (2008) que al utilizar
la fibora de Kenaf sola y en una mezcla 1:1 en peso (p/p) con otros sustratos
empleando la pasteurizacion como pretratamiento obtuvo una mayor eficiencia
biolégica con pequefios incrementos de nitrégeno y un decaimiento rapido de la
misma al continuar incrementando el porcentaje de nitrogeno (dicho efecto se

muestra en la figura 2.7).
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Figura 2.7 Efecto del contenido de nitrégeno sobre la eficiencia biolégica
(basado en Pardo et al., 2008)

2.9.2 Relacién Carbono/Nitrégeno (C/N)

Los hongos del género Pleurotus crecen en medios con una relacion
Carbono/Nitrogeno comprendida en un amplio rango de valores, al menos entre 30
y 300 (Pardo et al., 2008). Yang, Guo y Wan (2013) realizaron un cultivo de P.
ostreatus con una mezcla de diferentes sustratos variando sus concentraciones
obteniendo los resultados que se muestran en la tabla 2.5 en donde se observa que
al incrementar la relacion C/N disminuye el tiempo de colonizacion, esto se debe a

que altas relaciones de C/N favorecen el crecimiento micelial, en contraste

28



encontramos un mayor rendimiento y eficiencia biolégica a bajas relaciones de C/N

pues estos valores favorecen el crecimiento de cuerpos fructiferos.

Tabla 2.5 Sustratos y sus caracteristicas

Sustrato CIN Tiempo de Rendimiento %
colonizacién  (g) Eficiencia
(dias) biolégica

cascarilla de algodén 80% + salvado de trigo 20% 34.87 31 438.1 125.6

cascarilla de algodén 45% +paja de arroz 45%+ salvado de trigo 44.76 22 339.4 96.7

10%

cascarilla de algodén 30% +paja de arroz 60%+ salvado de trigo 47.45 18 324.2 89.6

10%

paja de arroz 80% + salvado de trigo 20% 49.19 16 223.7 53.9

cascarilla de algodén 40% +paja de trigo 40%-+ salvado de trigo 49.75 21 348.7 94.6

20%

cascarilla de algodén 15% +paja de arroz 75%+ salvado de trigo 50.13 17 261.5 74.7

10%

cascarilla de algodén 30% +paja de trigo 50%+ salvado de trigo 53.47 17 318.3 90.9

20%

cascarilla de algodén 20% +paja de trigo 60%+ salvado de trigo 57.19 16 268.1 76.6

20%

paja de trigo 80%-+ salvado de trigo 20% 64.63 15 214.6 51.3

Recuperado de Yang et al. (2013)

2.9.3 pH
El pH optimo para el cultivo de P. ostreatus se encuentre en un intervalo de 6 a 7
(Guzmén et al., 2013).

2.9.4 Humedad

Para el cultivo de P. ostreatus, el sustrato debe tener una capacidad de retencion
de humedad comprendida entre el 70 al 80% (Guzman et al., 2013). Patel et al.
(2009) observaron la mejor produccion de lacasa con un contenido de humedad del
60% pero superior a ello se reducia la porosidad del sustrato, limitando la
transferencia de oxigeno y disminuyendo el crecimiento del hongo, a su vez el
contenido de humedad depende del sustrato y de su capacidad de retencion de

agua (Sanchez & Royse, 2001).

2.9.5 Elementos traza
Durante el crecimiento del hongo el porcentaje de nitrégeno (N), potasio (K), fosforo
(P), calcio (Ca) y magnesio (Mg) en el sustrato aumentan, pero en la constitucion
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final del sustrato existe un ligero decremento que corresponde al contenido de estos
bioelementos en los cuerpos fructiferos del hongo pues son los minerales que se
encuentran en mayor concentracion en el basidioma (Chang & Hayes, 1978; Patel
et al., 2009).

Los elementos requeridos por la mayoria de los hongos son el azufre,
fosforo, potasio y magnesio. El azufre es necesario para formar los aminoacidos
que lo contienen y se encuentran presentes en el hongo como la cisteina, metionina
y vitaminas como la tiamina y biotina, otro mineral importante es el fosforo y su
importancia radica en su presencia como adenosin trifosfato (ATP), acidos
nucleicos y en los fosfolipidos de las membranas, el potasio es otro elemento
metélico importante pues participa en el metabolismo de los carbohidratos y en el
mantenimiento de equilibrio idnico, el magnesio es un elemento que activa varias
enzimas y es importante en el metabolismo del ATP. Existen otros elementos
esenciales en el desarrollo de los hongos pero que se requieren en concentraciones
mucho menores como el hierro componente de la catalasa y los citocromos, el zinc
gue es un constituyente o activador de enzimas como la alcohol deshidrogenasa,
el manganeso y cobre que son activadores de enzimas (Chang & Miles, 2004).
Patel et al. (2009) encontraron que el contenido de cobre en el sustrato sobre el
que se cultiva P. ostreatus tiene un efecto sobre la produccion de lacasa, pues al
incrementar la concentracion de sulfato de cobre de 0.06 a 0.28 mM incrementaron
la produccion de lacasa, pero no se observé un aumento en la biomasa flngica y
con concentraciones superiores a 0.28 mM disminuy6 el crecimiento fungico y la

produccion de lacasa.

2.9.6 Tamafo de particula

De acuerdo con (Membrillo, Sanchez, Meneses, Favela & Loera, 2008) el
enriquecimiento de proteinas después del crecimiento de P. ostreatus en el bagazo
de cafa de azucar a diferentes tamafios de particulas dependia del tipo de cepa
empleada en el analisis, al emplear la cepa CP-50 el contenido de proteinas era
mayor al incrementar el diametro de la particula de 0.92 a 2.9 mm, contrario a lo

gue ocurria al usar la cepa IE-8, por otra parte la cepa IE-8 tuvo una mayor actividad
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enzimatica (xilanasa y lacasa) que la cepa CP-50 y presento el valor mas alto con

el mayor diametro de particula.

2.10 Sustratos empleados para el cultivo de P. ostreatus

P. ostreatus se pueden cultivar sobre una gran variedad de sustratos, siendo las
mas utilizadas pajas de cebada, trigo, centeno, avena, arroz y sorgo, y en menor
cantidad la pulpa de café y algunos bagazos como los de cafia de azucar y de
maguey tequilero, también se realizan combinaciones de sustratos para
incrementar la produccion (Gaitéan et al., 2006), su habilidad para degradar la lignina
permite el reciclaje de residuos agricolas, agroindustriales y forestales a la vez que
se genera un producto alimenticio.

Se han realizado varias investigaciones para aprovechar los materiales
lignocelulésicos en la produccién de hongos setas y encontrar aquellos que
cumplan con caracteristicas como disponibilidad en cantidad y continuidad,
caracteristicas fisicoquimicas conocidas, bajo costo, asi como facilidad de manejo
y transporte (Guzman et al., 2013), que ofrezcan una alta disponibilidad de
nutrientes para el cultivo de Pleurotus y aseguren altos rendimientos (Pifa et al.,
2016).

En los trabajos descritos en el parrafo anterior se emplean varios
subproductos no convencionales en el cultivo de Pleurotus para contribuir a la
biorremediacion de ecosistemas a la vez que se genera un alimento rico en
proteinas, por ejemplo Pardo et al. (2008) realizaron un cultivo de P. ostreatus sobre
fibra de kenaf sola y mezclada (1:1, p/p) con paja (una mezcla de paja de trigo y
cebada 2:1; p/p), sarmiento de vid y alperujo, los resultados de la caracterizacion
de los sustratos pasteurizados y sus parametros de produccion después de 23 dias
de incubacién a una temperatura entre 25 y 30 °C, una induccién de fructificacion
mediante ventilacion, reduccién de temperatura, humedad relativa, ventilacion y un

periodo de cultivo de 69 dias se muestran en la tabla 2.6
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Tabla 2.6 Propiedades de la fibra de kenaf y su combinacion con otros sustratos en la produccién
de P. ostreatus

Sustrato %N %C C/N pH %Hum Precocidad %EB
organico (dias)

Kenaf 1.1 50.6 46 8.89 77 41.3 84.4

Kenaf + paja 0.96 50.9 53.1 8.5 76.6 46.8 94.3

Kenaf+ sarmiento 0.88 50.2 57 7.93 74.3 38.4 82.2

Kenaf + alperujo 1.36 48.7 358 6.88 67.3 40.1 455

Respecto a los sustratos mas utilizados Romero et al. (2010) realizaron un
cultivo de P. ostreatus sobre paja de trigo, paja de cebada y rastrojo de maiz, asi
como hoja de platano y pajilla de frijol obteniendo los resultados mostrados en la
tabla 2.7, los sustratos poseian un tamafio de particula comprendido entre 1 a 3
cm, la incubacion se realiz6 hasta la aparicidn de los primeros primordios con
obscuridad total a una temperatura de 26 £+ 2 °C al igual que la etapa de
fructificacion agregando a esta Ultima un porcentaje de humedad comprendido
entre el 70 y 80 %, luz diurna indirecta y aereacion con un total de 3 cosechas por

sustrato.

Tabla 2.7 Caracteristicas y pardmetros de produccion de P. ostreatus con diferentes sustratos

Sustrato % Proteina Periodo de Incubacion Precocidad %EB
bruta cultivo (dias) (dias) (dias)
Hoja de platano 17.89 63 22 27 123.3
Paja de trigo 15.1 68 22 27 129.34
Paja de cebada 19.44 95 22 27 120.41
Pajilla de frijol 9.43 84 28 31 82.91
Rastrojo de maiz 4.92 61 28 31 66.77

2.10.1 Bagazo de malta

Andrino, Morte y Honrubia (2011) realizaron el cultivo de 3 cepas de Pleurotus
eryngii empleando como sustrato bagazo de malta, cascarilla de arroz, paja de trigo
y estas dos ultimas combinadas con aserrin, observando Unicamente colonizacion
de P. eryngii sobre el bagazo de cerveceria con un 71.9% de humedad, los
resultados del proceso de produccién para la cepa comercial fueron una eficiencia
bioldgica de 77.5%, con una incubacién con obscuridad total de 50 dias a 21°C y

70% de humedad, para la induccién de primordios Y la fructificacion se ajusto la
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temperatura a 16°C con iluminacion de 350 lux (16 h luz/ 8 h obscuridad) y se
aseguro la aereacion, en total el periodo de cultivo tuvo una duracion de 61 dias
con una sola cosecha.

Las propiedades quimicas del bagazo de malta se muestran en la tabla 2.1

2.10.2 Digestato de malta

Rodrigez (2012) realiz6 una caracterizacion del digestato de malta en su fase
semiliquida, reportd los resultados mostrados en la tabla 2.8 ademas de una
toxicidad severa para su uso en la agricultura (contrario a la estabilizacion esperada
a causa de la digestion anaerobia) atribuyéndolo a una fermentacién metanogénica
incompleta y a una posible liberacion de sustancias inhibidoras, la acidificacion del

medio y altas concentraciones de nitrdgeno amoniacal.

Tabla 2.8 Propiedades del digestato de malta

% Humedad % C %N CIN pH
organico
89.67 42.67 04 106.33 5.19
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3 METODOS

Este capitulo se encuentra dividido en dos secciones, la primera describe el
procedimiento y las condiciones que se emplearon para monitorear los parametros
de la digestiébn anaerobia. En la segunda seccion se describen los recursos y
acciones empleadas para caracterizar el bagazo y digestato de malta, asi como la
ejecucion del cultivo experimental de P. ostreatus sobre bagazo de malta y

digestato de malta.

3.1 Digestién anaerobia del bagazo de malta

El monitoreo de la digestion anaerobia se llevé a cabo del 23 de agosto de 2017 al
08 de agosto de 2018 con un total de 352 dias de operacion, se empled un digestor
de tipo horizontal semicontinuo ubicado en el laboratorio de Sistemas Energéticos
Sustentables de la Facultad de Ingenieria en la UAEMex con un volumen de
operacion de 60 litros, a una temperatura de operacion de 35°C e inoculado con
digestato procedente de un biodigestor tipo bolsa ubicado en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEMex que emplea como sustrato estiércol

de animales de granja.

Durante el monitoreo existieron dos inhibiciones, por lo que el sistema se
tuvo que reiniciar el dia 119 y el dia 315, existiendo tres procesos de digestion
analizados, el primero ocurrid entre los dias de operacion 1 y 118 (Digestidon
anaerobia 1 o DA1), el segundo entre los dias 119 y 314 (Digestion anaerobia 2 o
DA2) mientras que el tercero se monitoreo entre el dia 315 y 352 (Digestion
anaerobia 3 0 DA3)

3.1.1 Carga orgéanica

El bagazo de malta fue proporcionado por micro cervecera “Gobernadora Brewing
Company” ubicada en Toluca, Estado de México y consiste en el subproducto de la
coccion de malta adicionado con pequefias cantidades de lUpulo, para evitar su
rapida descomposicion causada por su alto contenido de humedad (73% de agua)
se sometia a un tratamiento de deshidratacion solar con lo cual se obtenia un 4%

de humedad remanente, con ello se facilitaba su almacenaje previo a su uso.
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La carga organica fue de tipo variable (mostrada en las figuras 4.1, 4.4y 4.7),
durante los primeros 56 dias de operacion se alimentd con el sustrato himedo y
posterior a ellos se emple6 el bagazo de malta deshidratado, se comenz6 con
pequefias cantidades y se fue elevando con la finalidad de alcanzar un punto de
operacion en el cual existiera la mayor produccion de biogas con la mejor
concentracion de metano sin que se produjera una sobrecarga que inhibiera el

sistema.

3.1.2 pH
El pH era medio en el laboratorio de Sistemas Energéticos Sustentables con un pH-
metro marca HACH modelo HQ40D directamente sobre una muestra de 10 ml de

digestato posterior a su extraccion del digestor.

3.1.3 Acidos grasos volatiles (AGV's)
El método para determinar los AGV’s se describe en el anexo 1 y estéd basado la

publicacién de Bair, Eaton, and Rice (2017).

3.1.4 Nitrgeno amoniacal
El método para determinar el nitrégeno amoniacal se describe en el anexo 2 basado
en Bair et al. (2017).

3.1.5 Produccién de biogéas

Se emplearon dos métodos para medir el volumen diario de produccién de biogas,
el primero se efectu6 desde el dia 23 de agosto de 2017 al dia 12 de marzo de 2018
(dia de operacion 1 al dia 202) en el que se usaron dos bolsas selladas
herméticamente para almacenar el biogas (foto 3.1), las cuales eran vaciadas una
vez a la semana o cuando se llenaban, mientras se vaciaba, el contenido de biogas
pasaba por una columna con un volumen de 10 litros para contabilizar el volumen
total almacenado que se dividia entre el total de dias que permanecio dentro de las
bolsas para obtener el volumen de biogas producido al dia. Del dia 13 de marzo del
2018 al dia 09 de agosto de 2018 (dia de operacion 203 al dia 352) la produccion
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diaria de biogas se realiz6 mediante un gasémetro marca Ritter modelo TG 0.5.

Todas las medidas se corrigieron a temperatura y presion estandar.

Foto 3.1 Bolsas de almacenamiento de biogas y columna de agua usada para medir la produccion
de biogas

3.1.6 Concentracion de soélidos volatiles

A partir de la concentracion de sélidos volatiles en el bagazo y digestato de malta
se pudo calcular el porcentaje de sélidos volatiles removidos durante la digestion
anaerobia. Se determind el contenido de solidos volatiles por medio de
deshidratacion a 105°C vy calcinacion a 550°C (Bair et al., 2017; EPA, 2001).

3.1.7 Concentracién de metano en el biogas

Fue determinado con una celda de gas colocada en un FTIR IRPrestige-21 ubicado
en el laboratorio de Sistemas Energéticos Sustentables de la facultad de ingenieria
de la UAEMex, en donde se midi6 la absorcion de metano en el nimero de onda
de 3012.81 cm™1.
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Foto 3.2 FTIR empleado para determinar la concentracion de metano en el biogas

3.2 Caracterizacion de los sustratos

El bagazo de malta analizado fue una muestra tomada del mes de junio de 2018
del sustrato empleado para la digestién anaerobia mencionada en el subtitulo 3.1,
el digestato utilizado, fue el resultado del paso del bagazo de malta por la digestion

anaerobia en el mismo biodigestor.

Se empled como testigo rastrojo de maiz, el cual es un material que se ha
utilizado exitosamente en la produccién del hongo seta bajo las condiciones que se

emplearon en el cultivo experimental de la presente investigacion.

El rastrojo de maiz fue proporcionado por el area de produccién de la
Facultad de Ciencia Agricolas de la UAEM. El bagazo y digestato de malta fueron
deshidratados exponiéndolos a la radiacién solar y almacenados hasta que se inicio

con el cultivo experimental.
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Foto 3.3 Sustratos empleados durante el método de investigacién. De izquierda a derecha, bagazo

de malta, digestato de malta y rastrojo de maiz

A cada sustrato se les analiz6:

Contenido de nitrogeno total: por el método Kjeldahl (Anexo 3) basado en
Bair et al. (2017). El analisis se realiz6 en el Laboratorio de Calidad de Suelos
del Centro de Estudios Avanzados en Fitomejoramiento de la UAEMéx a
cargo del Mtro. Isaias Valencia Becerril.

Contenido de carbono orgénico: se realizé en el laboratorio de calidad del
agua del Instituto Interamericano de Tecnologia y Ciencias del Agua (IITCA)
perteneciente a la UAEMéx con un analizador de carbono organico modelo
1020A de la marca 10 Analytical.

pH: que se determind por el método de dilucion 1:2 (v/v) (Torres, Camberato,
Lopez & Mickelbart, 2019)

Cantidad de humedad: que contenian después de adicionarle agua para
lograr la hidrataciéon necesaria para la siembra. La medicion se realizd con
una balanza analizadora de humedad marca OAUS modelo MB23 en el
laboratorio de sistemas energéticos sustentables de la Faculta de Ingenieria
de la UAEMEéx.
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e Minerales: Se analizaron en un laboratorio externo a la UAEMéx por el
método de digestion &cida desarrollada por Rosopulo 1976 como se indica
en Weber et al. (2014)

e Tamafio de particula: Los sustratos fueron cribados en diferentes tamices
pertenecientes al laboratorio de materiales de la Facultad de Ingenieria de
la UAEMéx hasta encontrar el nimero de malla en el cual pasaran todas las

particulas del sustrato.

3.3 Cultivo experimental

El cultivo se realizé en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agricolas de la
UAEMéx. A continuacion, se describe el desarrollo de cada una de las fases del
cultivo experimental que comprende la preparacién del sustrato, la siembra,

incubacion, fructificacion y la cosecha.

3.3.1 Preparacion del sustrato.

Para el cultivo de P. ostreatus, el sustrato debe contener entre el 70 y 75% de
humedad, con tal finalidad se les adicioné agua hasta que al tomar una porcién del
tamafo del pufio de la mano y presionarla ligeramente, escurrian pequefias gotas
de agua entre los dedos como lo recomienda Guzméan et al. (2013).
Aproximadamente 400 g de sustrato humectado se colocé en bolsas de polietileno
grueso y transparente. Para eliminar los microorganismos inhibidores, se llevaron
a la autoclave por 30 minutos a 120°C a una presion que varié de 15 a 21 psi, como
las bolsas no resistieron las condiciones dentro de la autoclave, se rompieron y
fueron trasladadas a bolsas nuevas dentro de un area esterilizada por medio de

dos mecheros bunsen, posterior a ello se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

3.3.2 Siembra

El inéculo utilizado para la incubacién fue adquirido comercialmente y se
encontraba preparado sobre semillas de sorgo, el peso de las semillas agregadas
fue del 10% del peso del sustrato humedo, aunque se recomienda agregar entre el
3 al 5% del peso humedo del sustrato para una produccién comercial (Guzman et

al.,, 2013), al incrementar la cantidad de semillas agregadas se produce un
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incremento en la eficiencia biolégica (Dahmardeh, 2013), como en este caso la
produccion es experimental y no comercial no se quiso comprometer la produccion
a causa de una escasez de micelio. La siembra se realizd en un area esterilizada

por medio de dos mecheros bunsen.

Foto 3.4 Area en que se realiz6 la siembra, esterilizada - )
por medio de dos mecheros bunsen. Foto 3.5 Indculo utilizado para el cultivo.

3.3.3 Incubacidn y fructificacion

Después de la inoculacion o siembra, las bolsas fueron trasladadas a un modulo
semioscuro de la Facultad de Ciencias Agricolas de la UAEMéx, donde
experimentaron su fase de incubacién y fructificacion, sin control de temperatura ni
humedad. Cuando se empezé a observar la aparicion de los primeros primordios y
para mantener un alto porcentaje de humedad, tres dias de la semana se dejaba
gotear diez litros de agua colocados arriba del cultivo para que el agua pudiera caer
cerca de las bolsas.
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Foto 3.6 Mddulo de incubacion y fructificacion.

Foto 3.7 Muestras en fase de incubacion.

3.3.4 Cosecha

Cuando las setas concluyeron su etapa de fructificacidon y maduraron, se procedio

a la cosecha, realizando un corte del estipite con un cuter a ras de a bolsa.

Foto 3.8 Fructificacién del hongo seta lista para ser cosechada.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Este apartado se encuentra divido en tres secciones. La primera seccion esta
relacionada con los parametros de operacidon monitoreados durante la digestion
anaerobia del digestato de malta y como estos determinan la estabilidad del
proceso para la produccion de biogas. La segunda seccion presenta los resultados
y comentarios de como influyen las caracteristicas del bagazo y digestato de malta
como sustratos destinados a la produccion de P. ostreatus y en el caso del bagazo
de malta, ademas, como sustrato para la digestion anaerobia. En tercer lugar, se
muestran los datos obtenidos durante el cultivo experimental de P. ostreatus.

4.1 Digestion anaerobia del bagazo de malta

Durante la digestion anaerobia de bagazo de malta se llevo el control de varios
parametros para analizar el proceso, cuando las mediciones de dichos parametros
se encontraban dentro del rango recomendado se concluia que el proceso era

estable.

4.1.1 Carga organica

Las figuras 4.1, 4.4 y 4.7 presentan la carga organica en gramos de ST por dia, las
figuras 4.2, 4.5 y 4.8 muestran la tasa de carga organica (TCO) en kilogramo de
solidos volatiles por metro cubico al dia con que fue alimentado el digestor y en las
figuras 4.3, 4.6 y 4.9 se aprecia la variacion del tiempo de retencion hidraulico a lo
largo del periodo de operacion considerando que se quiere lograr una
concentracion de ST del 12% dentro del digestor y que posterior a ello el sustrato
se seguird agregando con el mismo contenido de ST.

La alimentacion se efectuaba de lunes a sabados con excepcion de los dias
no laborables. Los sabados o el dia previo a algun dia inhabil se alimento entre un
25 a 50% extra de la carga suministrada en ese momento con la finalidad de evitar

una disminucién brusca en el volumen de biogas producido.

Al comparar la carga organica (figuras 4.1, 4.4 y 4.7.) con la concentracion
de AGV’'s (figuras 4.12 y 4.13), se puede observar que mientras los AGV’'s se

encontraban en un valor menor a 2000 mg/L la carga organica se incrementaba con
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la finalidad de obtener una mayor produccion de biogas, pero una vez que estos
AGV’s se elevaban drasticamente o se encontraban cercanos o superaban los

2000 mg/L la carga organica se disminuia o suspendia.

Durante el proceso de DAl (comprendida entre el dia 1 y 118) la carga
organica se incrementd hasta el dia 94 pues el dia 95 se presentd una
concentracion de AGV’'s de 1710 mg/L (como se observa en la figura 4.12) y un
pH de 7.93 (figura 4.10 ) por lo que se comenzd a disminuir la carga hasta que se
omitié por completo a partir del dia 103, el dia 104 se adicioné una solucién acida
con la finalidad de reducir un poco el pH pero en su lugar ocurrié una excesiva
disminucion que alcanzé el valor minimo medido de 5.7 el dia 114 y un valor
maximo de AGV's de 4730 mg/L medidos el dia 105.

Después de las medidas que se aplicaron para llevar el pH y la concentracion
de AGV’s al rango deseable en la digestién anaerobia (se describen en el apartado
4.1.2) y al observar la inhibicion de la digestion anaerobia demostrada por los altos
valores AGV’s, nitrdgeno amoniacal, asi como la ausencia en la produccion de
biogas, se optd por reiniciar el sistema retomando la alimentacion el dia 139

correspondiente al proceso DA2 (comprendido entre el dia 119 y 314).

Durante el proceso DA2 se mantuvo una alimentacién del sistema, que poco
a poco se fue incrementando hasta que el dia 269 se presentd una sobrecarga al
duplicar la carga organica en ST (de 192 a 384 g de ST) del dia 268 al 269
(mostrados en la figura 4.4), lo que produjo un incremento de 1540 a 3210 mg/L de
AGV’s (figura 4.13), ante ello se suspendio la alimentacion debido a una segunda
inhibiciébn causada por una sobrecarga puntual y se reinicid el sistema con el
proceso DA3 (comprendido entre el dia 315 al 352) comenzando la alimentacion el
dia 323 con una medida de 90 mg/L de AGV's para el dia de operacion 339.
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Figura 4.1 Carga organica en la digestion anaerobia entre los dias 23 y 102 (DA1).
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Figura 4.2 Tasa de carga organica entre los dias 23y 102 (DA1).
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Figura 4.3 Tiempo de retencién hidraulico entre los dias 23 y 102 (DAL).

450
400
350
300
250
200
150 r
100 |

Carga organica (g ST/dia)

a
o
T

135 155 175 195 215 235 255 275
Dia de operacion

Figura 4.4 Carga organica en la digestion anaerobia entre los dias 139 y 269 (DA2).
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Figura 4.5 Tasa de carga organica entre los dias 139 y 269 (DA2)
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Figura 4.6 Tiempo de retencién hidraulica entre los dias 139 y 269 (DA2)
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Figura 4.7 Carga orgénica en la digestion anaerobia entre los dias 324 y 351 (DA3).
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Figura 4.8 Tasa de carga organica ente los dias 324 y 351 (DA3).
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Figura 4.9 Tiempo de retencién hidraulico ente los dias 324 y 351 (DA3).

4.1.2 pH en la digestion anaerobia

Durante el monitoreo de la DA1 se observé una disminucion drastica del pH entre
la medida del dia 95 al dia 113 debido a que el dia 104 se adicion6 1500 ml de
solucion de HCI 1M que tenia la finalidad de reducir un poco el pH pues el medio
estaba tendiendo a hacerse alcalino pero debido a que la solucion estaba destinada
para el volumen efectivo del biodigestor y dicho reactor estaba operando por debajo

de ese valor ocurrié una excesiva disminucion del pH.

Después de la disminucién del pH durante la DAL, y para elevarlo a un valor
apto, el dia 113 se retiraron 30 L de digestato, se agreg6 el mismo volumen de agua
y el dia 115 se agregaron 4.1 L de una solucién de bicarbonato de sodio 1M, con lo
cual el dia 116 el pH registr6 una medida de 7.5, como el digestato tenia un olor
muy desagradable y la produccion de biogas se detuvo, se opt6 por vaciar y llenar

el biodigestor con agua e inéculo nuevo el dia 119.

Durante el proceso de DA2 el pH se mantuvo dentro de un valor minimo de
7.3 y un maximo de 7.9 mientras que no se monitoreo el pH durante el proceso de
DA3.

Las figuras 4.10 y 4.11 muestran los valores monitoreados de pH durante la
DAl y DA2, asi como los promedios durante el periodo de digestion anaerobia

estable.
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Figura 4.10 pH durante la digestion anaerobia del dia 45 al dia 118.
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Figura 4.11 pH durante la digestion anaerobia entre los dias 120 y 311.

4.1.3 Acidos Grasos Volatiles

Otro factor que se utilizdé para analizar la estabilidad del proceso de degradacion
fueron los AGV’'s que presentaban cambios mas evidentes a los mostrados en el
pH.

Para el dia 101 correspondiente a la DA1 se obtuvo una medicién de 2830

mg/L la cudl es superior al maximo valor recomendado de 2000 mg/L (FNR, 2010),
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la cual se explica a que se duplico la carga organica entre el dia 83 y 84, pero un
aumento mayor ocurrié el dia 105 (un dia después de que se agrego la solucion de
HCI) con 4730 mg/L, este fue uno de los parametros que demuestran la inhibicion
de la DAL.

Después de reiniciar el sistema (vaciar el digestor y agregar inoculo nuevo)
el primer valor correspondiente a la DA2 se midi6 el dia 148. La mediada de AGV's
de nuevo salié del rango aceptable el dia 272 con una concentracion de 3210 mg/L
(mientras que el pH no presenté un cambio tan evidente) a causa de una
sobrecarga de alimento suministrado el dia 269, razon por la cual se suspende el
suministro de sustrato, dicha concentracion aumenté hasta alcanzar su valor

méaximo el dia 291 con una concentracion de 9420 mg/L.

Ante el elevado incremento de AGV’s durante la DA2 el dia 314 se vacio el
digestor y se llend con in6culo nuevo asi que la primer y Unica medicion de AGV’s

para DA3 ocurrida el dia 339 entregé como resultado 90 mg/L.

Las figuras 4.12 y 4.13 presenta el monitoreo de los AGV’s de la DA1 y DA2
y su promedio durante el proceso de digestion anaerobia estable.
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Figura 4.12 AGV’s durante la digestién anaerobia entre los dias 1y 105 (DAL).
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Figura 4.13 AGV's durante la digestion anaerobia entre los dias 148 y 310 (DA2).

4.1.4 Nitrégeno amoniacal

El monitoreo del nitrégeno amoniacal en los procesos y el promedio durante la
digestion anaerobia estable se muestran en las figuras 4.14 y 4.15. Durante la
digestion anaerobia se puede apreciar un claro aumento del Nitrégeno amoniacal
a mediada que transcurren el periodo de operacién y a medida que se aumenta la

carga organica.

El incremento en la concentracion del nitrdgeno amoniacal en el reactor se
debe a que el sustrato es un material con un alto contenido de nitrégeno y proteinas
(como se observa en la tabla 4.5 ya que produce una relacion C/N inferior a la
recomendada), que al degradarse dentro del reactor producen amoniaco, ante el
incremento de la carga organica se elevan las concentraciones del nitrégeno

amoniacal y el pH (que la mayor parte del tiempo se mantuvo cercano a 8).
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Figura 4.14 Nitrbgeno amoniacal durante la digestion anaerobia entre los dias 50 y102 (DA1).
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Figura 4.15 Nitrégeno amoniacal durante la digestion anaerobia entre los dias 154 y 290 (DA2).

4.1.5 Concentracion de solidos volatiles

La concentracién de solidos volatiles eliminados durante el proceso de la digestion
anaerobia se mantuvo entre 8.7 y 24.9% (como se aprecia en la figura 4.16) con
un promedio durante el proceso estable de 17% para la DAl y de 16% para la DA2,
los cuales son valores bajos si se compara con el promedio de 79% reportado por
Kafle y Kim (2013) o el 34% reportado por Bougrier et al. (2017) y hace referencia
a una baja degradacion de la materia organica.
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Esta baja remocion de solidos volatiles se debe a la composicidn del sustrato
gue contiene aproximadamente 16.8-25.4% de celulosa, 21.8-28.4 de hemicelulosa
y 11.9-27.8% de lignina (Mussatto et al., 2006) y debido a la complejidad estructural
de la lignina, su alto peso molecular, su estabilidad quimica e insolubilidad hacen
que la biodegradacion de este sustrato por medio de la digestion anaerobia sea

lenta (Sezun et al., 2011).

Para facilitar la biodegradabilidad del bagazo de malta, se puede emplear un
pretratamiento y como lo reporta Sezun et al. (2011) se sugiere que dicho
pretratamiento sea biolégico con hongos o bacterias lignoceluloliticas pues el
pretratamiento quimico (acido y basico), termoquimico y mecéanico tienen un efecto
inhibitorio en el proceso anaerobio causada por los productos generados durante
la degradacién del material lignocelulésico (principalmente p-cresol) o como lo
sugiere Bougrier et al. (2018) al adicionar elementos se puede mejorar la

biodigestion anaerobia.
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Figura 4.16 Porcentaje de Sélidos voléatiles removidos.

4.1.6 Produccion de biogas

La produccion de biogas diaria (L/dia) esta relacionada con la masa de sustrato
alimentado, a mayor cantidad de sustrato alimentado se obtenia una mejor
produccion de biogas diaria (como se ve al comparar las figuras 4.1, 4.4 y 4.7 con
la 4.17).
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La maxima produccion de biogas por dia durante la DA2 ocurrio el dia 270 y
fue de 47 L/d debido a que un dia antes se suministro la maxima carga empleada
durante el proceso, misma que causé una sobrecarga que posteriormente llevo a

una disminucion de la produccion de biogas e inhibicion.

De igual forma la maxima produccion durante la DAL ocurrio el dia 87 y fue
causada por un aumento al doble en la carga organica entre el dia 83 y 84 que de

igual forma produjo la disminucién posterior a la produccion.

Por otra parte el rendimiento de biogas por gramo de ST 0 SV no incremento
directamente al elevar la cantidad de sustrato alimentado, al comparar las figuras
4.19 y 4.20 con la figura 4,1, 4.4 y 4.7 se puede observar como disminuye la
produccion de biogas por gramo de ST o SV al incrementar la carga organica, lo
cual indica que existe un menor porcentaje de materia organica que se degrada y
convierte en biogas, esto coincide con el incremento de AGV’s e inhibicién de los
procesos por sobrecarga.
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Figura 4.17 Produccioén diaria de biogas durante la digestién anaerobia.
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Figura 4.18 Produccién diaria de biogas durante la digestion anaerobia por
volumen del biodigestor.
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Figura 4.19 Produccion de biogéas por gramo de ST alimentado
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Figura 4.20 Produccién de biogés por gramo de SV alimentado.

Los valores promedio durante el periodo de digestion anaerobia estable de los
diferentes parametros de produccién de biogas medidos para los tres procesos
analizados se muestran en la tabla 4.1. Al comparar los resultados con los
reportados (mostrados en la tabla 2.3) podemos notar que la produccién de biogas
en ml/g ST se encuentra por debajo a los 530 ml biogas/g ST reportados por KTBL
(2020), la produccion en ml biogas/g SV y en m3biogas/m3dia se encuentran dentro
del rango reportado (173-508 ml biogas/g SV y 0.1-1.1 m3®biogas/m3dia) (Kafle &
Kim, 2013; Rodrigez, 2012; Sezun et al., 2011).

Tabla 4.1 Pardmetros de produccién de biogas medidos durante la digestion
anaerobia del bagazo de malta

Produccién de biogas DA1 DA2 DA3 Promedio
L biogés/dia 15 20 16 17
m3biogas/m3dia 03 03 0.3 0.3
ml biogas/g ST alimentado 300 314 354 323
ml biogds/g SV alimentado 310 326 368 335
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4.1.7 Concentracién de metano en el biogas

El porcentaje de metano presente en el biogas vari6 entre el 27.6% a 57.7% (como
lo muestra la grafica 4.21) con un promedio de 41% para la DAL, 45% para la DA2
y 49% para la DA3, dichos promedios se encuentran por debajo del rango de 59-
62% reportado por Ezeonu y Okaka (1996); Kafle y Kim (2013); Sezun et al. (2011)

y KTBL (2020), lo cual se debe a una degradacion incompleta del sustrato.

En las gréaficas 4.22 a la 4.25 se pueden observar las producciones de

metano en L/dia, m"3/m”3-dia, ml/ST alimentado y ml/SV alimentado.
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Figura 4.21 Concentracion de metano en el biogas.
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Figura 4.22 Produccion diaria de metano durante la digestion anaerobia
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Figura 4.23 Produccion diaria de biogas durante la digestién anaerobia por volumen del
biodigestor
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Figura 4.24 Produccién de metano por gramo de ST alimentado.
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Figura 4.25 Produccion de metano por gramo de SV alimentado.

Los valores promedio de la produccién de metano durante el periodo de
digestién anaerobia estable se muestran en la tabla 4.2. Se puede observar que
debido al bajo porcentaje de metano presente en el biogas, el rendimiento de
metano por solido volatil alimentado es inferior al rango reportado de 240-500
ml metano/g SV (Bougrier et al., 2018; Bougrier et al., 2017; Gongalves et al., 2015;
Kafle & Kim, 2013).
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Tabla 4.2 Parametros de producciéon de metano durante el periodo estable de la
digestion anaerobia

Produccion de biogas DA1 DA2 DA3 Promedio

L metano/dia 6 9 7 7
m3metano/m3dia 0.1 02 01 0.1
ml metano/g ST alimentado 123 144 n.d. 133
ml metano/g SV alimentado 127 149 n.d. 138

4.2 Caracterizacion de los sustratos

El porcentaje de nitrogeno total, carbono organico y contenido de minerales se
realizaron sobre sélidos totales (ST). La prueba de nitrégeno total y carbono
organico se realizé por duplicado, mientras que el método para determinar el pH
tuvo tres replicas. Para el andlisis estadistico se utilizé el software Minitab 17.1, se
evaluo la desviacion estandar en los resultados de cada tratamiento, posterior a ello
se empleo la técnica de analisis de varianza y se aplico la prueba de comparaciones
multiples Tukey para evaluar los datos y establecer las diferencias significativas de

medias entre tratamientos (p=0.05).

4.2.1 Nitrégeno

Se observé una diferencia significativa (p<0.05) entre el valor del bagazo de malta
y del digestato de malta, con una disminucién en su porcentaje después de su paso
por la digestion anaerobia, mientras que el contenido de nitrégeno en el bagazo fue

6 veces mayor al contenido de nitrégeno del rastrojo de maiz.
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Figura 4.26 Porcentaje de Nitrégeno total en los sustratos

4.2.2 Carbono organico y relacion Carbono/Nitrogeno (C/N)
Los valores de carbono organico obtenidos entre el bagazo, digestato de malta y

rastrojo de maiz no fueron estadisticamente diferentes (p>0.05)
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Figura 4.27 Porcentaje de Carbono organico en los sustratos

La relacion C/N se obtuvo al dividir el porcentaje de Carbono organico entre el
porcentaje de Nitrégeno total, los resultados obtenidos se observan en la figura 4.28
en donde si existe una diferencia significativa (p<0.05)
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Figura 4.28 Relacién C/N en los sustratos

4.2.3 pH

Los valores obtenidos para el bagazo y el digestato de malta fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05), se observa que solo el rastrojo de maiz presté
un pH adecuado para el cultivo de P. ostreatus y el pH del bagazo de malta se
encuentra por debajo del rango recomendado para una digestion anaerobia.
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Figura 4.29 pH en los sustratos
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4.2.4 Tamafio de particula

El tamafio de particula fue designado como la apertura del tamiz a través de la cual
pasaban todas las particulas del sustrato analizado, los resultados se pueden
apreciar en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Tamafo de malla a la que fueron cribados los sustratos

Sustrato Tamafio de malla Apertura del tamiz (mm)
Bagazo 1/2 12.7
Digestato 3/4 19
Rastrojo de maiz 3/4 19

4.2.5 Caracteristicas del bagazo de malta en la digestién anaerobia

La tabla 4.4 muestra el resimen de las caracteristicas medidas del bagazo de malta
empleado en el andlisis de la digestion anaerobia y las recomendadas para los
sustratos que se desean emplear en la digestion anaerobia. Como se puede
apreciar, el alto contenido de nitrégeno presente en el sustrato genera una relacion
C/N inferior al valor minimo recomendado, el pH es acido comparado con el rango
necesario mientras que el porcentaje de humedad es casi nulo y no recomendable

para un biodigestor semicontinuo.

Tabla 4.4 Caracteristicas analizadas y recomendadas en el bagazo de malta

Parametro Valor medido Valor recomendado Referencia
%Carbono /ST 42.3 - -
%Nitrégeno/ST 2.65 -

C/N 15.9 20-30 (FAO et al., 2011; Zupancic
& Grilc, 2012)
%Proteina cruda/ST 16.6 - -
pH 5.06 6-8 (FAO et al., 2011; Kothari
et al., 2014; Zupancic &
Grilc, 2012)
%Humedad 4 88-92 (FAO et al., 2011)
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4.2.6 Caracteristicas del bagazo y digestato de malta en el cultivo de P.
ostreatus.
En las figuras 4.30 y 4.31 se resumen los resultados obtenidos en la caracterizacion

de los sustratos y su comparacion con los valores recomendados.

%C organico %Humedad

——Bagazo ——Digestato ——Rastrojo ——Valor recomendado

Figura 4.30 Caracteristicas de los sustratos analizados.
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Figura 4.31 Caracteristicas de los sustratos analizados (continuacién).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que existio una
diferencia en el contenido de nitrégeno entre el bagazo y digestato, pero ambos
presentan un contenido superior al maximo recomendado que es de 1.5% (Silva,
Dias, Siqueira & Schwan, 2007 como se cita en Bellettini et al., 2016), contrario a
lo que se observo en el rastrojo de maiz, sustrato que fungié como control, pues
sobre él ya se han tenido cultivos exitosos de P. ostreatus en las condiciones en
gue se realiz6 el experimento y posee un contenido de nitrégeno dentro del intervalo

recomendado para el cultivo de Pleurotus que va de 0.03 al 1.0% (Gaia et al., 2016).

A causa del alto contenido de nitrégeno en el bagazo y digestato de malta 'y
contenido de carbono similares tanto en el bagazo, digestato y rastrojo se obtuvo
una relacion C/N menor a 30 (en los sustratos de interés para la investigacion) que

es el valor minimo recomendado para el cultivo de P. ostreatus (Pardo et al., 2008).

Si bien ninguno de los dos sustratos posee un pH dentro del intervalo
recomendado para el cultivo de P. ostreatus el cual es de 6 a 7 (Guzman et al.,

2013), el mas cercano a estos limites es el del digestato de malta con un valor de
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7.16 que es mucho mejor a su valor de 5.06 que posee antes de pasar por la

digestion anaerobia.

En el caso del digestato y el bagazo se necesitaron tamices d 1.27 cm y de
1.9 cm respectivamente solo que el ancho y largo de la mayoria de las particulas
era inferior al tamafo de tamiz, por observacion se deduce que el ancho y largo es
inferior a 1 cm, pero varias particulas estaban pegadas y ese tamafio es el que se
requirié para hacerlas pasar (véase la foto 4.1).

Si bien el tamafio de tamiz requerido para que todas las particulas rastrojo
de maiz pasaran fue de 1.9 cm sin embargo el largo llegaba a medir hasta 5cm, asi
que su tamafio de particula comprendido entre 2 y 5 cm que es el adecuado para

emplearlo como sustrato para el cultivo de P. ostreatus (Guzman et al., 2013).

Por otro lado, tanto el bagazo y digestato tienen un tamafio menor a un

centimetro lo que producen una compactacion del sustrato y disminuye la aereacion

necesaria para el desarrollo del hongo (Sanchez & Royse, 2001).

-

Foto 4.1 Grumos formados por las particulas de los sustratos, a la izquierda bagazo de maltay a
la derecha digestato de malta
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4.2.7 Elementos traza

El experimento se realizé por duplicado para el analisis de contenido de elementos
traza sobre el bagazo de malta y por cuadriplicado para el digestato. Tanto el
bagazo y el digestato de malta presentaron mayor cantidad de fosforo con

diferencias significativas en todos los minerales (p<0.05) con excepcion del azufre.

Tabla 4.5 Contenido de minerales (g/kg) sobre ST en los sustratos.
Media + desviacion estandar. Las letras indican que las medias consecutivas sobre la misma
columna con la misma letra son estadisticamente similares (p>0.05).
Sustrato Ca Mg K Na P S
Bagazo 2.33t0.00a 3.1910.07a 2.78+0.20a 1.27+0.07a 6.32+0.01a 2.33#0.01a

Digestato 1.07+0.05b 2.21+0.16 b 1.30+0.04b 0.15+0.01b 5.31+0.24b 2.30+0.03 a

Tabla 4.5 continuacion.

Sustrato Zn Fe Mn Cd Cu
Bagazo 0.23+0.00a 0.43+0.02a 0.07+0.00a 0.00+0.00a 0.03+0.00 a
Digestato 0.05+0.00 b 0.17+0.05b 0.04+0.00b 0.00+0.00a 0.01+0.00 b

4.2.8 Elementos traza en el bagazo y digestato de malta para el cultivo de P.
ostreatus.

El azufre, fosforo, potasio y magnesio que son los elementos prioritarios para el
crecimiento del hongo, asi como pequefias cantidades de zinc, manganeso y cobre
estan presentes en la composicibn de los sustratos, se encuentran en
concentraciones estadisticamente diferentes a excepcion del azufre, siendo el

bagazo el que tiene una mayor concentracion de los minerales mencionados.

4.2.9 Elementos traza en el bagazo de malta para digestion anaerobia
La tabla 4.6 presenta una relacion de la concentracion de elementos en mg/L y los
valores requeridos en el reactor segun lo reportado por (Bougrier et al., 2018) y a

partir de ello se deduce si se requiere adicion de nutrientes.

Como se puede observar, el contenido de nutrientes en el bagazo
suministrado durante el experimento es superior al valor requerido, esto se debe a
gue el sustrato es suministrado en estado seco (solo 4% de humedad remanente),
la dilucion en agua a un nivel recomendado (12-8% de ST) reduciria el contenido
de nutrientes, ademas no es posible llenar el reactor hasta un porcentaje de ST del

95%, por lo que se recomienda que una vez que el reactor alcance una
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concentracion del 10% de ST se proceda a utilizar el sustrato con el mismo

porcentaje de humedad o emplearlo con dicho contenido de agua desde el inicio.

Tabla 4.6 Concentraciéon de nutrientes en el reactor

. Valor Requiere
Valor medido . C

Elemento (mg/L) requerido adlc_lon de

(mg/L) nutrientes
Calcio 600 75-200 No
Potasio 725 100-600 No
Magnesio 831 75-300 No
Sodio 331 50-200 No
Azufre 607 1-30 No
Cobre 9 0.05-0.3 No
Hierro 113 1-10 No
Zinc 61 0.05-2 No

4.3 Cultivo experimental
El cultivo tuvo tres replicas por sustrato, incluyendo el testigo, dando un total de

nueve bolsas analizadas.

4.3.1 Humedad

Los tres sustratos empleados en el cultivo experimental fueron sometidos a la
prueba del pufio para determinar la cantidad de agua necesaria que se les debia
adicionar para obtener la humedad requerida para el cultivo de P. ostreatus,

comprendida entre el 70 y 80 % (Guzman et al., 2013).

Cuando las bolsas se encontraban listas para el cultivo de P. ostreatus, se
les midi6 el contenido de humedad que resulté estadisticamente diferente (p<0.05)

entre los valores del bagazo y digestato.

Los resultados del analisis de humedad demostraron que solo el digestato y
el rastrojo obtuvieron los valores deseados, mientras que el bagazo tuvo niveles
inferiores, lo cual lo cual no favorece el crecimiento del micelio, debido a la falta de

agua para la movilizacion de los nutrientes.
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Figura 4.32 Porcentaje de humedad en los sustratos

4.3.2 Incubacioén, fructificacién y cosecha

El cultivo de P. ostreatus sobre una réplica de bagazo y tres de digestato de malta
inicié el 27 de agosto del 2018, en cuanto al cultivo de rastrojo de maiz y dos
réplicas del bagazo de malta iniciaron el 30 de agosto de 2018 concluyendo el 17

de octubre del 2018 para todos los sustratos.

La figura 4.33 muestra los resultados del cultivo experimental para el bagazo,

digestato y el rastrojo (que fungié como testigo).
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Figura 4.33 Parametros de evaluacién del cultivo experimental

El tiempo de incubacion se establecié como el tiempo en que el micelio
cubri6 por completo el sustrato y solo se podia observar el color blanco
caracteristico del micelio. La invasion total ocurrié sélo en el rastrojo de maiz
después de 18 dias de la siembra, no se concluy6 en el bagazo y digestato pues
quedo entre el 30 al 50% de la superficie del bagazo y digestato sin invadir.

El alto contenido de Nitrdgeno en el bagazo y digestato de malta es un factor
que pudo reprimir la produccién de enzimas lignoceluloliticas y con ello inhibir el
crecimiento del hongo, lo que condujo a que el micelio no colonizara por completo

los sustratos.
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Foto 4.2 Sustratos colonizados por P. ostreatus

Como la zona de incubacion-fructificacion también se empleaba para el
almacenaje de jitomates, es importante mencionar que dicha fruta comenzo6 a
presentar un proceso de descomposicidon que atrajo a mosquitos. La plaga
procedente de los jitomates invadio el cultivo de P. ostreatus sobre el bagazo de
malta 12 dias después de la siembra por lo que se decidi6 colocar una malla
mosquitera que rodeara el cultivo, aun asi, la plaga no se pudo detener, contaminé

el bagazo, el digestato de malta y en menor cantidad el rastrojo de maiz.

Foto 4.3 Malla mosquitera rodeando el cultivo de P. ostreatus
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El bagazo de malta tuvo una contaminaciéon de hongo Aspergillus y
Trichoderma 15 + 2.3 dias después de la siembra esto se relaciona a que el bagazo
tiene restos de azucares simples provenientes del proceso de elaboracion de
cerveza que propician un medio favorable para el desarrollo de plagas, mientras
que el digestato presento la contaminacion de Aspergillus 29 dias después de la
inoculacion posiblemente trasladado desde el bagazo por la plaga de mosquitos

gue no se pudo detener.

Tanto el hongo Aspergillus como el Trichoderma fueron identificados
mediante un microscopio Optico en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad
de Ciencias Agricolas de la UAEMex a cargo de la Dra. Martha Lydia Salgado Siclan
con ayuda de su equipo de trabajo empleando como referencia el libro de Barnett
y Hunter (1998).

El rastrojo de maiz presentd sus primeros primordios 22 dias después de la
siembra mientas que el bagazo lo hizo a los 26 + 4.6 dias.

La aparicion de primordios en el bagazo de malta pero no una colonizacion
completa por parte del micelio, pudo ser causada por la baja relacion C/N, pues, tal
como lo mencionan Yang et al. (2013) bajas concentraciones no favorecieron el

crecimiento micelial, en contraste beneficia el crecimiento de cuerpos fructiferos.

Los primordios que presentod el bagazo de malta no alcanzaron la madurez,
esto posiblemente a causa de las caracteristicas del sustrato como una baja

concentracion de humedad y tamafio de particula pequefio.

Foto 4.4 Primordios en el rastrojo de maiz y bagazo de malta
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Dado que no existid fructificacion en el bagazo y digestato la Eficiencia
Biologica fue del 0% y de 41.1% en el rastrojo de maiz con un periodo de cultivo de

48 dias con un promedio de 2 + 0.58 cosechas.

En las fructificaciones que presentd el rastrojo de maiz presentaron
etiolacion que se atribuye a un basidiocarpo con un estipite alargada y un pileo
reducido a causa de una deficiencia en la calidad y cantidad de luz (Flores, 2012),
por el uso de la malla mosquitera empleada para controlar la llegada de mosquitos

que de igual forma convergioé en una baja eficiencia biolégica del cultivo.

Foto 4.5 Sustratos durante la fase de incubacion y fructificacion.

Arriba a la izquierda bagazo de malta contaminado por Trichoderma (a causa de ello se observa de
color verde), abajo a la izquierda digestato de malta invadido por el micelio contaminado por
Aspergillus (manchas rojizas) y a la derecha el rastrojo de maiz con fructificaciones.
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5 CONCLUSIONES

En el analisis de las propiedades del bagazo de malta empleado para la digestion

anaerobia se pudo notar que:

— Presento un alto contenido de nitrégeno y en consecuencia una relacion C/N
inferior al valor recomendado.

— El contenido de agua se encontraba por debajo del valor recomendado, esta
alta concentracion de ST limitaba la movilidad de los metandégenos dentro
del sustrato que provoco una lenta degradacion de la materia organica.

— EIl pH es inferior al rango sugerido, pero esto no produjo un pH acido dentro
del digestor.

Durante el desarrollo de la digestion anaerobia se pudo observar:

— Una baja degradabilidad del sustrato reflejada en un 24.9% como maximo
porcentaje de SV removidos durante el proceso.

— El pH crecio6 hasta acercarse a un valor de 8.

— Durante el proceso se presentd un incremento de AGV’s a causa de la baja
biodegradabilidad del sustrato y por sobrecargas puntuales.

— Un incremento de Nitrégeno amoniacal.

— Una concentracion de metano inferior a los valores reportados, esto por la
acumulacion de materia organica que dificilmente era degradada.

— Una produccién de biogas en ml biogas/g SV y m3biogas/m3dia dentro del

rango reportado.

Ante estas observaciones se puede decir que el bagazo de malta en una opcién
viable como materia prima para la produccion de biogas solo a bajas tasas de carga
(bajo las condiciones analizadas a una tasa menor a 132 g-ST/dia 0 2 kg-SV / m3-
d), con un contenido de humedad mayor al 88%, en co-sustrato con otro material
(no lignocelulésico) facilimente degradable, que produzca una relacion C/Ny un pH
gue se encuentre dentro del rango recomendado, con un pretratamiento biolégico
(con hongos o bacterias lignoceluloliticas) que faciliten su biodegradabilidad y/o con

la adicion de nutrientes indispensables para la digestion anaerobia.
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En cuanto al cultivo de hongo seta, el bagazo y digestato de malta no
resultaron viables como sustratos para el cultivo de P. ostreatus, pero presentan
diferencias significativas en sus propiedades analizadas, su alto contenido de
nitrégeno los vuelve una buena opcidn para enriquecer sustratos con bajos valores
del nutriente y su tamafio de particula se puede emplear para compensar la alta

porosidad que pueda poseer otro sustrato.

El pH de 7.2 del digestato comparado con el pH de 5.1 del bagazo de malta
revelan la viabilidad de la digestion anaerobia como mejoradora del potencial de
hidrogeno, asi como un medio para eliminar las propiedades que fomentan la
aparicién de plagas y mosquitos en el sustrato durante la fase de incubacion y
fructificacion; y lo convierte en una buena opcién para crear co-sustratos que se

puedan emplear en el cultivo del hongo seta.
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6 RECOMENDACIONES

Para la digestion anaerobia del bagazo de malta:

— Para facilitar del proceso de digestion anaerobia del sustrato es importante
adicionarle un porcentaje de humedad superior a 88%.

— Se recomienda realizar un pretratamiento biolégico al bagazo de malta con el
fin de incrementar su biodegradabilidad y con ello el porcentaje de SV
convertidos a metano y reducir la acumulacion de AGV’s.

— Adicionalmente se sugiere realizar un co-sustrato con un material facilmente
degradable (no lignoceluldsico) que a su vez permita disminuir el porcentaje de
nitrogeno, mejorar la relacion C/N y con ello la formacion de nitrégeno
amoniacal.

— Realizar una adicion de nutrientes en caso de requerirlo.
Para el uso del bagazo y digestato como sustratos para el cultivo de P. ostreatus:

— Es indispensable emplear bolsas adecuadas para la esterilizacion en la
autoclave, con ello se evita una rotura durante el proceso y se asegura la
eliminacion de microorganismos contaminantes.

— Para futuras investigaciones se sugiere emplear el bagazo y digestato de malta
unidos a otro material para generar un co-sustrato con un contenido de
nitrégeno, tamafio de particula, pH y relacién C/N que favorezcan el crecimiento
del hongo seta. En este sentido, se sugiere realizar un co-sustrato entre el
rastrojo de maiz y digestato para disminuir la relacion C/N del rastrojo de maiz
y con ello aumentar el rendimiento y la eficiencia bioldgica del cultivo.

— Durante la incubacién vy fructificacion se recomienda asegurar las condiciones
antisépticas del espacio aunado a un control de la temperatura, aereacién y
luminosidad que propicien un medio adecuado para el desarrollo de P.
ostreatus.

— Se recomienda analizar los residuos de los sustratos ya cosechados
especialmente el procedente del bagazo de malta para determinar si el cultivo
de hongo seta se puede emplear como pretratamiento para su uso en la

digestién anaerobia.
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9 ANEXOS
Anexo 1: Determinacion de Acidos Grasos Volatiles (AGV’s) por destilacién

Reactivos y soluciones

e Acido fosférico (H;P0,) = 85%.

e Solucion indicadora de fenolftaleina.

e Solucion de Hidréxido de Sodio (NaOH) 0.1 N (Es recomendable estandarizar
la solucidn, checar el anexo 4)

Material y equipo

Soporte universal

Pinzas de sujecién para soporte universal

Bureta

Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Pipeta de vidrio de 5 ml.

Pipeta de 30ml.

Destilador por arrastre de vapor BUCHI k-350

Hielos, agua y un recipiente que pueda contener al matraz Erlenmeyer.

Procedimiento
PROCESO DE DESTILACION

1. Con la pipeta extraer 5ml de acido fosforico de su contenedor y colocarlos dentro
del tubo del destilador buchi.

2. Con la pipeta extraer 30 ml. del digestato (volumen de la muestra) contenido
dentro del biodigestor y colocarlo dentro del tubo del destilador BUCHI.

3. Inmediatamente comienza la reaccion entre el 4cido fosférico y el digestato por
lo que debe iniciarse la destilacion lo antes posible, la cual debe durar 5 minutos.

4. Recoger la muestra destilada en el matraz Erlenmeyer que a su vez debe estar
dentro del recipiente con agua y hielos para evitar la evaporacion de la solucion
a causa de su temperatura.

PROCESO DE TITULACION.

1. Agregar al matraz con el titulado dos gotas de fenolftaleina.

2. Titular con la solucién de Hidréxido de sodio hasta que el color transparente
cambié a rosa palido.

3. Registrar los mL de NaOH gastados.

CALCULOS

e Para obtener el contenido de Acidos Grasos Volatiles (AGV'Ss)
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VN =*60000
M

AGV’spc. acético =

Donde:

AGV’sac acetico= Concentracion de acidos grasos volatiles como acido acético
(mg/L)

V= Volumen del titulante (solucién de NaOH) gastado (ml)

N= Normalidad de la soluciéon de NaOH 0.1N (eq/L)

60 000= Peso equivalente del &cido acético (mg/eq)

M= volumen de la muestra (ml)

Anexo 2: Determinacion del Nitrogeno amoniacal.

Reactivos y soluciones

e Solucion de acido bérico (H;B0O3). Disolver 20 g de H;B05; en 400 ml de agua
caliente y dejar enfriar. Mezclar 0.1504 g de verde Bromocresol y 0.826 de rojo
de metilo con un poco de etanol y cuando la mezcla se encuentre homogénea
aforar a 250 ml con mas etanol. Una vez que la mezcla de H;BO5; y agua se
encuentra a temperatura ambiente, agregarle los 250 ml de etanol con los
indicadores y aforar con alcohol etilico a 1 Litro.

e Oxido de magnesio
e Solucién de Acido Sulfarico (H,S0,) 0.1 N.
Material y equipo

Balanza analitica

Soporte universal

Pinzas de sujecion para soporte universal
Bureta

Pipeta de 30ml.

Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Probeta

Destilador por arrastre de vapor Buchi

Procedimiento
PROCESO DE DESTILACION

1. Pesar en balanza analitica de 0.2 g de Oxido de Magnesio, calcinar a 700°C por
2 horas y dejar enfriar en la mufla a 60°C, posterior a ello pasar a un desecador
hasta que alcance temperatura ambiente.

2. Con la pipeta extraer 10 ml. del digestato (volumen de la muestra) contenido
dentro del biodigestor y colocarlo dentro del tubo del destilador Biichi.
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3. Agregar al tubo del destilador los 0.2 g de 6xido de magnesio previamente
calcinados.

4. Medir en una probeta 5 ml de la solucién de Acido Bérico y colocarlos en el
matraz erlenmeyer que va a recoger la muestra destilada (el color de la solucion
debe conservar su tono morado, en caso de cambiar a verde indica que el
matraz se encuentra sucio, para evitarlo se puede enjuagar el matraz con agua
destilada).

5. Destilar el digestato con el Oxido de Magnesio durante 3 minutos.

6. Cuando la muestra destilada empieza a caer sobre el matraz erlenmeyer que a
su vez contiene la solucién de Acido Borico, la mezcla se torna de color verde
oscuro.

PROCESO DE TITULACION

1. Remover el matraz con el destilado (color verde oscuro) y titular con acido
sulfarico al 0.1 N (H,S0,) a tono rosa oscuro. Ser preciso en la lectura.
2. Registrar los mL de HCI gastados.

CALCULOS

e Para obtener el contenido de nitrégeno amoniacal

V*N=*17 000
M

Nitrogeno Amoniacalyy, =

Donde:

N amoniacalyy,=Concentracion de Nitrbgeno Amoniacal como amoniaco (mg/L)
V= Volumen del titulante (solucién deH,S0,) gastado (ml)

N= Normalidad de la solucién de H,SO, 0.1N (eq/L)

17 000= Peso equivalente del amoniaco (mg/eq)

M= volumen de la muestra (ml)

Anexo 3: Determinacion de nitrogeno total por el método Kjeldahl.
Basado en el manual de técnicas de andlisis de laboratorio del Laboratorio de

Bromatologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEMéx.)

Reactivos y soluciones
e Acido Sulftrico concentrado 95-98% grado reactivo.

o Pastillas catalizadoras. Tabletas comercialmente disponibles cuyo contenido
por tableta es de 3.5 K,50, y 0.4g CuS0O,. (Tabletas Kjeldahl Missouri)
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Hidréxido de sodio, NaOH (solucion al 20% y 32% w/w).

Solucioén indicadora rojo de metilo (disolver 100mg de rojo de metilo en 100ml
de metanol).

Verde de Bromocresol (disolver 100 mg de verde de bromocresol en 100 ml de
metanol)

Indicador de azul de bromotimol (100 mg de azul de bromotimol en 20 ml de
agua destilada, agregar a 3 litros de solucion de NaOH al 20%), ambas
soluciones (indicador de azul y solucién de NaOH) se colocan en el depdsito del
lavador de gases (Bichi, Scrubber K-415)

Solucién de acido borico (H;B05) 4% (w/v) ajustar el pH a 4.65, disolver 40g de
H;BO5; en 500-600 mL de agua destilada caliente mezclar y adicionar mas agua
a un volumen aproximado de 900 mL. Enfriar a temperatura ambiente, adicionar
10 mL de verde Bromocresol y 7 mL de rojo de metilo y diluir a una solucion final
de volumen de 1 L.

Solucion de acido clorhidrico 0.10 M.

Carbén activado granular (utilizado en el lavador de gases)

Fibra de vidrio o algoddn (utilizado en el lavador de gases)

Agua destilada

Sulfato de amonio (como estandar 0.2 g)

Material y equipo

Balanza analitica

Destilador Kjeldahl (Btichi)

Digestor Kjeldahl (Buchi)

Scrubber Kjeldahl (lavador de gases Biichi)

Matraz Erlenmeyer de 250-500 mL.

Marcador/rotulador. Indeleble, resistente a solventes y 4cidos para la
identificacion de la muestra.

Tubos de vidrio para digerir la muestra.

Pipeta, probeta, bureta.

Procedimiento

A.

1.

2.

PROCESO DE DIGESTION

Conectar el Scrubber K-415 a 110V y encender por 15 min. Antes de todo el
proceso.
Pesar en balanza analitica de 1.0g de la muestra previamente molida, y anotar
el peso exacto.
Calentar previamente el digestor, mediante la técnica de rampa de temperatura:
120°C: 10min
250°C: 10min
350°C: 10min
450-470°C Temperatura ideal para iniciar la digestion.
Colocar en el tubo para digerir bajo el siguiente orden:
a) Muestra
b) 1 pastilla catalizadora por cada 10ml.
c) Acido sulfarico (H,50,), se agrega de 10.
Colocarle la unidad de succién para vapor de acidos.

85



6. El proceso de digestion tarda en promedio 90 min, trascurrio ese tiempo la
muestra tomé un color verde claro. Dejar enfriar por 20 min, posteriormente
agregar 40 ml de agua destilada.

PROCESO DE DESTILACION

1. Revisar que los tanques estén correctamente llenos uno de NaOH al 32% vy el
otro teniendo agua destilada.

2. Encender el destilador y el recirculador de agua, este ultimo debe registrar una
temperatura de 10 a 11°C para iniciar el proceso.

3. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, agregar 60 mL de &cido borico (4%) y
colocarlo en el destilador BUCHI. En este matraz se captara el destilado.

4. Colocar el tubo con la muestra digerida y el agua destilada en el destilador
BUCHI, sujetandolo con el adaptador y que embone el tubo. Cerrar la puerta de
proteccion, presionar el boton “reagent” una sola vez y automaticamente se
adicionara la cantidad adecuado (tomando la medida de 100ml) de NaOH a la
muestra.

5. Presionar el boton de “start” del destilador BUCHI, en automatico inicia el
proceso de destilacion. La duracion del proceso es de 2.5 min. La muestra
tomara un color verde oscuro. Inicia el proceso de destilacién con una duracién
de 2.5 minutos. La muestra toma un color verde oscuro.

6. Remover el tubo ya destilado tomandolo cuidadosamente con las pinzas ya que
esta caliente, depositar los residuos en el lugar adecuado. Retirar el matraz
Erlenmeyer con la solucion captada después del proceso de destilacion y
proceder al proceso de titulacion.

PROCESO DE TITULACION

Remover el matraz con el destilado (color verde oscuro) y titular con &cido
clorhidrico al 0.1 N (HCI) a tono rosa oscuro. Ser preciso en la lectura.
Registrar los mL de HCI gastados.

NOTA: Tratar una muestra en blanco para las correcciones necesarias. Y utilizar
sulfato de amonio como estandar, bajo las mismas condiciones de la muestra.

CALCULOS

e Para obtener el contenido de nitrégeno

[(g HCl — g HCI B) x NHCI X 14.01]

% N Kjeldahl = T

Donde:

gHCI= Gasto de HCI (0.1N) en mL de la muestra
gHCI B= Gasto de HCL (0.1N) en mL del BLANCO
NHCI= Molaridad del HCI: 0.1N

PMF= Peso muestra hUmeda o fresca
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Peso molecular (peso atomico) del N= 14.01 g/mol.

10= factor para convertir g/mg a porcentaje.

e Para calcular el contenido de proteina bruta:
%PB = %N X F

Donde:

F=Factores:

5.70 para trigo; 6.38 para productos lacteos; 6.25 para otros alimentos.

Anexo 4: Estandarizacion del Hidroxido de Sodio (NaOH)

Reactivos y soluciones

¢ Biftalato de potasio (CgH;0,K)
e Solucion preparada de Hidroxido de Sodio (NaOH) aprox. 0.1 N
e Solucion indicadora de fenolftaleina.

Material y equipo

Soporte universal

Pinzas de sujecidn para soporte universal
Bureta

Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Horno

Desecador

Balanza analitica

Procedimiento

1. Secar 15 g de biftalato de potasio a 120°C durante 2 horas y dejar enfriar en un
desecador por 30 minutos.

2. Pesar 10+0.5g colocarlo en un matraz para aforarlo a 1 litro.

3. Colocar una muestra de 40 ml de la solucion preparada de biftalato de potasio
en un matraz erlenmeyer y agregar 2 gotas de fenolftaleina.

4. Titular con la solucién de hidréxido de sodio hasta alcanzar el primer punto final
rosa palido que persista por 20 segundos.

CALCULOS

Para determinar la normalidad de la solucion preparada de hidréxido de sodio:
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AxB

Normalidad = m

Normalidad= Normalidad de la solucién de hidroxido de sodio preparada
A: Masa de biftalato de potasio que se aforo a 1 litro (= 10 Q)

B= Volumen de la solucion de biftalato de potasio empleada para la titulacion (=
40 ml)

204.2= Peso equivalente del biftalato de potasio (g/eq)

C= Volumen del titulante (solucion de hidréxido de sodio) gastado (ml)
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