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RESUMEN: EIl presente trabajo plantea la posibilidad de zaililos desechos de la produccion del hongo cdnhesti
Pleurotus ostreatus en el proceso de biodigestidmerabia. El uso potencial biotecnologico y en cagliones
medioambientales de los hongos de podredumbreal@ieurotus spp) para la biodegradacion de laniégse ha discutido
ampliamente, y se han observado resultados fawsrahi el proceso de biodigestion. Los objetivogste trabajo son:
evaluar el proceso de co-digestion anaerobia ceedties de la produccion de P. ostreatus cultivadpaga de trigo,
caracterizar la produccién de biogas y analizaiatdibilidad de integrar la produccién de hongosnestibles con la de
biogas. Se utilizaron heces ovinas, paja de trigesechos resultantes de la produccién de P. astré&e midieron variables
fisico-quimicas, produccién diaria y total de biegos resultados permitieron evidenciar la impuoia de la co-digestion
para aumentar los rendimientos de los biodigestmasrobios.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el mundo se encuentra en un geerée crisis energética, proximo a alcanzar eltéinmaximo de
produccién (“pico de Hubbert”) estimado para el @&0d5 en el caso del petréleo y para el afio 2026l @aso del gas
natural (ASPO, 2011). Esto se ve reflejado en taym@siva disminucion de la tasa de retorno ene@éEROI), que es la
relacion producida en un proceso de extracciongolsumida para tal fin. En los afios '70 el valergROI era de 50:1,
mientras que en el 2006 fue de 18:1 (Gagebal, 2009). La produccion de biogas forma parte dejwto de energias
limpias que parcialmente pueden ayudar a rempkaaso de combustibles fosiles y reducir el impactiiental partiendo
de recursos renovables (Gobeetaal, 2010). El potencial de produccion de biogas podemplazar en un 20-30% el
consumo total de gas natural. El contenido de med&h biogas otorga el valor combustible al ggscaimente la digestion
anaerobia de solidos organicos biodegradablesiecgnaiproximadamente 60-65% de metano. Por otta,pges residuos
resultantes de la digestion anaerébica son ricamizientes (N y P) y pueden ser aplicados contdifantes reduciendo el
uso de quimicos.

La biotecnologia anaerdbica ha sido reportada asmacalternativa sostenible por el volumen de Is&glu®ms orgénicos que
utiliza, reduce y estabiliza (Ersahin, 2011). Skzah distintos materiales organicos, y residuedadagroindustria, algunos
son resistentes a la digestion anaerébica comd esse de los sustratos lignoceluldsicos, que estampuestos por una
compleja y rigida matriz, muy resistente al ataguematico. Celulosa y hemicelulosa pueden ser dades en el proceso
de digestion anaerébica, no asi la lignina (Zh@04d,1). La produccion de biogas a partir de bionfigsacelulésica se basa
en la despolimerizacion de estos materiales enasgsidermentables. Reducir su tamafio, alterarlasigaio fisicamente
para mejorar la susceptibilidad de sus enlacesgidicos a la escisién acida o enzimatica, son doétaitilizados como
pretratamientos (Blanch, 2011). El ensilaje y laspreacion alcalina de materiales de cultivos fresoomo el maiz,
resultan métodos Utiles de pretratamiento pareddyzcion de metano (Pakarinen, 2011). Actualmsatestan investigando
tratamientos bioldgicos con microrganismos o engio@no mejoradores del proceso de digestion, ropmi la remocion
de la lignina sino también por la remocion de congmes especificos como sustancias antimicrobidreagegradacion
biologica de polimeros lignocelulésicos es llevadaabo por diversas enzimas (amilasa, celulaséaegsa, lipasa) que
mejoran su biodigestibilidad en la produccion deghs. Taherzadeh y Karimi, (2008) observaron qdiertaentacion sélida
de céscaras de naranja con cepas de hongos (Sganmotr Aspergillus, Fusarium y Penicillium) aumetadisponibilidad
de componentes alimenticios y disminuyeron loslag/de sustancias antimicrobianas.

! Becaria Doctoral CONICET

2 Ayudante Segunda FAUBA

% Ayudante Segunda FAUBA

4 Ayudante Primera FAUBA

® Investigador Independiente CONICET
® Profesora Asociada FAUBA

01.01



Los hongos, por su capacidad hidrolitica y poristriducion, son los organismos lignocelulolitiqus excelencia. Secretan
enzimas extracelulares que actian sinérgicameredayradacion de estos materiales e incorpordécuias pequefas que
utilizan como fuente de materia y energia pararsaimiento. P. ostreatus degrada lignina de mamedativa, involucra
enzimas como la lignina peroxidasa, manganeso jg&rex y lacasas (Boyle, 1992). El uso potencialkebiatlogico y en
aplicaciones medioambientales de los hongos desdathbre blanca (Pleurotuss pp) para la biodegradatg la lignina se
ha discutido ampliamente (Assi, 2008). Taniguckt al. (2005) evaluaron hongos de pudriciobn blanca
(Phanerochaetechrysosporium, Trametes versicoloip@®psis subvermispora, y Pleurotus ostreatag)apretratamiento
de la paja de arroz para mejorar las condicionebslesustratos en produccion de biogas (Taherzgdéarimi, 2008).
Zhonget at.(2011) evaluaron un pretratamiento realizado ceadaras (Saccharomycescerevisae sp., Coccidioidéssmm
sp., Hasenulaanomala sp.), bacterias celulolitiBasillus licheniformis sp., Pseudomonas sp., Bagilsubtilis sp.), un
hongo de pudricién blanca (Pleurotus florida spupg bacteria acido-lactica (Lactobacillus deilighi) sobre paja de arroz y
obtuvieron resultados muy favorables en la produncdie biogas, rendimientos mayores a 33%, aumeetosetano en 75%

y reducciones en el tiempo de digestion anaerdiitz84%. Zhonget al. (2011) reportaron aumentos de CH4 en 33 %
tratando residuos del procesamiento de naranjaseqmas seleccionadas de hongos. Mackwtal. (2010) evaluaron a un
hongo que produce pudriciones en madera (Auri@ulatiriculata-judae) como pretratamiento en difesemateriales
lignocelulésicos, y observaron un 15 % en aumed#biogés. Muthangyet al. (2009) utilizaron como pretratamiento al
hongo Trichoderma reesei y a la cepa CCHT-1, y obtawi aumentos de 101% en el gas metano.

El cultivo de hongos comestibles es una actividashezcial de importancia mundial. En 2000 la proditanundial de
hongos comestibles produjo la suma de 20.000 neiflate ddlares y se encuentra en continuo increnj€htng, 2000); se
estima actualmente en 6.000 millones de toneladiaales. Varios han sido los factores que han dmuitid a este proceso:
a) la materia prima utilizada son desperdicios @nientes de la agroindustria que tienen poco vaorercial y son faciles
de adquirir (Rajarathnaset al., 1991); b) el producto obtenido es un alimento gia@dable aspecto y sabor, y con una alta
calidad de proteinas que aportan gran parte danwsoacidos esenciales para la dieta (Chang, 189B)Jgunas especies
pueden ser cultivadas con tecnologia relativameeneilla y baja inversion. El género Pleurotus ay mersétil y posee un
gran nimero de especies comestibles que creceiifezantes condiciones ambientales y sustratos.esaecies de este
género son en general faciles de producir en deseadricolas, lo que facilita la produccién cont@sselativamente bajos
(Lechner y Albert6, 2011).

En paises de Europa como ltalia, Alemania y Austisasustratos son generalmente suplementadosufiivos energéticos,
como los cereales o el maiz, que hacen mas eficenproceso (Kolesaarova, 2011). Anetnal. (2006) sugieren que la
mezcla de diferentes sustratos (co-digestion) puettementar los rendimientos de la digestion. Mgenvestigaciones se
orientan a explorar alternativas que minimicendapetencia entre biocombustibles y alimentos, déerehtes sustratos
gue actian como co-digestores (Kureigal, 2009).

Los objetivos de este trabajo son: evaluar el moae co-digestibnanaerobia con los desechos geothiccion de P.
ostreatus, caracterizar la produccién de biogasalizar la factibilidad de integrar la produccida ldongos comestibles con
la de biogas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencién de Desecho de Hongo Comestible

2.1.1 Preparacion de Pleurotus ostreatus

Se utilizé una cepa de Pleurotus ostreatus, ICFQ005%oveniente de la coleccion de cultivos fungidel 1IB-INTECH.
El inéculo se preparé en botellas de vidrio de #@olocandose semillas de trigo (Triticum duruo)ge fueron hervidas
con el agregado de 1 % w/w de carbonato de calda€(Q). Las botellas fueron esterilizadas durante 1ra$)d21 °Cy 1,2
Kgl/cn?. Una vez frias, fueron inoculadas con una pordiéri cm de didametro de medio sélido agar papa siam (APG)
con la cepa 153/00. Las botellas fueron incubadds°€ en oscuridad con remocion periddica.

2.1.2 Preparacion de sustrato

Se utilizaron los métodos tradicionales para obtémietificaciones con una cepa de P. ostreatusn{8ts, 1993; Alberto,
2008). Se emplearon bolsas de polipropileno de 26 gm con 1 kg de paja de trigo himeda (70 % deecldad). La paja
trigo (PT) fue picada previamente quedando pequegi@siones de 1 cm de longitud. Se realizaronep@ticiones con el
Unico agregado de 1 % de §Ia. Las bolsas fueron cerradas con algodén y indml de PVC (polyvinylchloride), luego
fueron esterilizadas con vapor en autoclave durarte121°C y 1,2 Kg/cm2. Una vez frias, fueroncirladas al 5% del
peso humedo. La incubacion se realizd6 con temperatontrolada a 25 °C y obscuridad. El cuarto dedymoion se
acondicion6 a 20 °C, con ventilacion, fotoperiod®dede luz fluorescente (20 W) y riego por asgersiutomatico durante
5 min, 8 veces/dia, con % de humedad de 75 a 8hdlaas fueron trasladadas al cuarto de produtssyo de permanecer
20 dias en incubacion. Fueron realizados 6 cof2@smm long.) en cada bolsa. Las primeras fruetifisnes se obtuvieron
después de 7 dias desde su traslado. Se obtugigresivas oleadas productivas. Luego de permalzsceolsas 3 meses en
cuarto de produccion fueron utilizadas para reat@nsayo de produccion de biogas.

2.2 Produccién de biogas

2.2.1 Sustratos para la digestion anaerébica
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Se utilizoé estiércol ovino del tambo experimentlla Facultad de Veterinaria-UBA, paja de trigo éegBmino, provincia
de Buenos Aires, y desechos de la produccion dedsafsggun item 2). Todas las muestras fueron seeatlds ° C durante
24 hs (APHA, 1992) y tamizadas con malla de 2-mend&erminé el porcentaje de sélidos totales (§dlilos fijos (SF) y
sélidos volatiles (SV) segin APHA (1992) en logidiss sustratos empleados.

2.2.2 Disefo experimental y andlisis fisico-quirgico

Como inéculo se utilizé el digestato (material oitende un biodigestor anaerdbico), incubado dur&6telias a 35°C +
2°C, de un digestor de 100 litros de capacidad seabke actividad metanogénica, alimentado conrestiévino; pH: 7,12,
ST: 6,89% en base fresca (w/w) y SV: 71,42% en basa. Se determind el contenido inicial ST, SF, @nhductividad
eléctrica (Ce) y pH de las mezclas utilizadas drdtermentacion, segiin APHA (1992) (influente).

El potencial de biogasificacion anaerdbica de tddasmuestras fue determinado segun el método deiAd al. (2001),
modificado por Schievanet al. (2008) ajustando el periodo de incubacion a 30 dias. Se utilizaron botellas de plastico
de 500 ml de capacidad. En cada una se colocé 4@0lg mezcla de sustratos e indculo corresporajieminteniéndose
constante el porcentaje de solidos totales enedmrdle 7% expresado masa en masa (m/m). La propate indculo en los
tratamientos fue de un 50% m/m, siendo el 50% méstzorrespondiente a los sustratos. Las botelE®h colocadas sobre
un recipiente con agua, la temperatura de los ¢pgstiires se mantuvo constante durante todo el@asay + 2°C mediante
el uso de 2 resistencias ubicadas en el recipiemteagua. A todas las botellas se les aplicé ujo fiuicial de N
atmosférico. Los digestores no contaron con urersistde homogenizacién continua del material a idigBe realizoé
agitacion de los biodigestores previamente a caeldiaidn de volumen biogas. Se utilizé agua aciculéEo de acido
clorhidrico), para evitar que el G@componente del biogas) se disuelva en el aguaaltsre la correcta medicion (Yank,
2002) La duracion del ensayo fue de 44 dias. Lakaiomes fueron realizadas cada 48 horas.

Se determin6 el volumen de biogés producido endissntos tratamientos mediante la medicion deun@n de agua
desplazado utilizando la metodologia de Menal. (2007), adaptado por Della Vecchtaaé (2009).

Se realizaron 7 tratamientos: Tratamiento 1 (TD0% Estiércol, Tratamiento 2 (T2): 25% P. ostred®aga de Trigo,

Tratamiento 3 (T3): 50% P. ostreatbsPaja de Trigo, Tratamiento 4 (T4): 100% P. ostredt Paja de Trigo, Tratamiento 5
(T5): 25% Paja de Trigo, Tratamiento 6 (T6): 50%aRke Trigo, Tratamiento 7 (T7): 100% Paja de Trygal Indculo (In).
Fueron realizadas 3 repeticiones por cada tratamidém composicion de las mezclas en los diferetregamientos se
muestra en la Tabla 1.

H20 (g) Heces Ovinas (g) Paja de Trigo (g Deséttiogo (g)| Inéculo (g)

T1 85,12 14,88 - - 200
T2 80,90 11,16 - 7,93 200
T3 76,69 7,44 - 15,87 200
T4 68,26 - 31,74 200
T5 86,88 11,16 1,96 - 200
T6 88,64 7,44 3,92 - 200
T7 92,16 - 7,84 - 200
In6culo - - - - 200

Tabla 1: Composicion de las mezclas en los difesstnégamientos.

Con los resultados obtenidos se realizé un anéksilistico de varianza con medidas repetidas: Maléedos factores, con
medidas repetidas en un factor, con un nivel dafgigncia de 0,05. Modelo con un factor inter-soge TRATAMIENTOS,
con un grupo de sujetos en cada nivel de factoiv@es en total: T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 e ynlin factor intra-sujetos
(por cuyos niveles pasan todos los sujetos): TIEMB® utilizé el programa estadistico SPSS (StatByintax Editor).
También se realiz6 una comparacion de medias coanalisis de varianza (ANOVA) de una via en el diéh pico de
produccién de T4, a los 6 dias que coinciden coertzera medicion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Composicién quimica de los sustratos utilizaglng& digestion anaerobia

En la Tabla 2 se presenta el contenido de sélidiages (ST), solidos volatiles (SV) y solidos fij(8F) de los sustratos

utilizados para realizar las mezclas en los distiitatamientos. La paja de trigo degradada postPeatus presenta valores
ampliamente inferiores de ST, SV y SF en relaciémpaja de trigo sin degradar (Tabla 2). Tsara),et987 reportaron que

Pleurotus sajor-caju, P. sapidus, P. cornucopi&e,ostreatus, cultivados en paja de trigo sinesuphtos redujeron un 18%
en promedio el peso de la paja.
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ST SV SF
In6culo (In) 6,89 £ 0,67 4,93 £ 0,54 1,96 +0,12
Paja de Trigo (PT) 95,19+ 0,11 88,78 + 0,07 6,406
Estiércol ovino 46,33 £ 0,66 33,64 +0,98 12,69,32
PT degradada por P. ostreatus 21,73 +2,0f 181681+ 3,09 +0,28

Tabla 2: Contenido de sélidos totales (ST), solidalatiles (SV) y sélidos fijos (SF;) de los difeéemnsustratos utilizados en
los diferentes tratamientos.

3.2 Volumenes acumulados y diarios de biogas, neieditos de las mezclas digeridas anaerdbicamente

Se han encontrado diferencias en cuanto al vollmamulado de biogéas, expresado en ml por Kg derimateca (MS),
resultado de la composicion de las mezclas digeridd resulté ser el tratamiento que mayor produrcae biogas
acumulado present6 (402.015,24 ml/(kg MS), le sigani orden decreciente T7 con un valor de prodoca@umulada de
384.123,92 ml/(kg MS). Los cultivos anuales son leanmente utilizados en los sistemas mas eficiedeeproduccion de
biogas, ya que aportan gran cantidad de energisads para los microorganismos involucrados epreteso de
biodigestiéon. El silo de maiz es considerado eftse cultivos energéticos el de mayor potencial dedimiento en
produccién de biogas (Torgg al., 1990). En este caso la paja de trigo utilizadadei@xcelente calidad y tuvo efectos que
resultaron favorables al proceso de biodigestidrs tratamientos con menores rendimientos acumuladasen In con
64.830 ml/(kg MS)y T1 con 101.223,67 ml/(kg M8ientras que el resto de los tratamientos mostraatores intermedios
de biogas acumulado (Figura 2).
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Figura 2: Produccion de Biogas acumulada (ml/(kg)Msh funcion del tiempo en dias en los distintagtnientos.

En la Figura 3 se observa la produccion diaria de biogaarde el ensayo (ml/(kg MSdia)). El efecto dekdadiempo
resulté significativo, asi como también el efectbfector tratamiento (el nivel critico asociad@saladistico F resulté menor
a 0,05). La interaccion Tiempo/Tratamiento tamb&Esulté tener efectos significativos.

T4 concentrd la mayor produccién entre el segunédbogtavo dia del ensayo. EI maximo rendimieniimlargo del ciclo en
T4 se obtuvo al dia 6, en la tercera medicionalemen de biogas (valor medio: 66.338,05 ml/(kg KPd(Figura 3). El
andlisis estadistico mostré que la produccion deehdel dia 6, es significativamente diferenteeata de los tratamientos.
T1 resultd ser similar a In y a T5. T2 no mostremincias significativas con T6 y T5, asi como taampse observaron
diferencias entre T3, T6 y T7 en este punto dei@saEl rendimiento de T4 en el dia 6 resultd 8n 9B % mayor que T7
(tratamiento siguiente a T4 en valor acumulado elyccion de biogés) y un 92,56 % mayor que Inyseg tratamiento
con mayor valor).
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Los pretratamientos con P. ostreatus resultarorurem degradacion selectiva de lignina por sobre clmsiponentes
holocelulésicos y aumento6 la susceptibilidad dedia de arroz a la hidrélisis enzimatica (Taherhaated Karimi, 2008). Sin
embargo contemplando el ciclo total de producciémidgas, T4 presenté un 4, 451 % y un 83,874 %deaendimiento
acumulado que T7 e In respectivamente; no mostratifdoencias significativas con T7, pero si conredto de los
tratamientos. Segun Tsang et al, 1987 la digestétilde la celulosa de la paja de trigo residuapdés de la cosecha de
Pleurotus ssp. fue generalmente menor que la dajéaoriginal y segun los autores no parece factbbducir de forma
simultanea fructificaciones de Pleurotus y un nesidltamente deslignificado de paja de trigo.

No hubo diferencias entre los tratamientos que mast menores rendimientos (In y T1). Tampoco sseniaron
diferencias significativas entre T2, T3, T5 y T6.
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Figura 3: Produccidn diaria de Biogd#nl/(kg MSdia)).

4. CONCLUSIONES

Se pudo observar que los desechos de la produdeibhongo comestible P. ostreatus cultivado en gajarigo puede

utilizarse como co-digestor para la obtencion dg&s, proporcionando altos rendimientos relati@ien la paja de trigo

tiene varios usos, uno de ellos es la produccidrhalego P. ostreatus, los desechos de este prpcedactivo no tienen

valor comercial. A partir de este trabajo se puddanciar la posible integracion de ambos proceAdemas, se observaron
claras diferencias en los picos de produccion aientre el tratamiento que contenia 100% Paja ide @egradada por P.
ostreatus y 100% Paja de Trigo. A modo practico &she gran importancia ya que significaria que esaterial podria

utilizarse para producir biogas con tiempos denéa hidraulico menores a la paja de trigo. Mesdi@mpos de retencion
permiten biodigestores de menor tamafio, reducieadsiderablemente los costos de produccion de dioga
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ABSTRACT

This paper discusses the possibility of using whsta the production of edible mushroom Pleurotsiseatus in the process
of anaerobic digestion. Biogas production from digellulosic biomass requires the depolymerizatibthese materials
into fermentable sugars by methanogenic bactesigorgsible for this natural process. The potensalin biotechnology
and environmental applications of white-rot fungigurotus spp) for the biodegradation of lignin Hegn widely
discussed, and favorable results have been obsentee process of bio-digestion. The objectiveshig work are: to
evaluate the process of anaerobic co-digestionastevproduction of P. ostreatus grown on wheatvstharacterize the
biogas production and analyze the feasibility aégnating the production of edible fungi with bisgg&heep feces were
used, wheat straw and waste from the productiorP.obstreatus. Physico-chemical variables and tke ttaily
production of biogas were measured. The resultsated the importance of co-digestion and the fdagilof using
wheat straw and wheat straw degraded by mushramimsrease the yields of anaerobic digesters.

Keywords: Anaerobic fermentation, Biogas, Co-digestion, Preastis, Wheat straw.
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