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RESUMEN

Se realiz6 una investigacion utilizando hongos de putrefaccién blanca en pulpa de café para
estudiar el impacto en sus propiedades fisicoquimicas y evaluar el posterior uso de esta broza
en procesos termoquimicos y/o bioquimicos para obtencién de energia o de algiin producto
con valor agregado. Se selecciond de cepa mediante crecimiento en placas de Petri, y
posteriormente se inoculd pulpa fresca con una cepa de Trametes versicolor y una de
Pleurotus ostreatus. Cada tratamiento se mantuvo durante siete semanas en crecimiento.
Posteriormente se realizé la medicién de cada una de las variables de respuesta que se
utilizaron para caracterizar la pulpa fresca, estas incluyeron concentracion de celulosa,
hemicelulosa, lignina, polifenoles totales extraibles, cenizas totales, humedad, calor de
combustion y andlisis termogravimétrico. Las mediciones se realizaron tanto en la pulpa
fresca como en la matriz broza-hongos al final del tratamiento.

Se obtuvo un impacto sobre la concentracién de polifenoles totales extrafbles con una
reduccidn aparente de 87,7% en la pulpa tratada con Trametes versicolor y un 80,5% en la
tratada con Pleurotus ostreatus, con respecto a la broza fresca. La concentracién de lignina
también se vio afectada, no obstante, se encontraron errores en el método analitico asociados
presencia del hongo en los andlisis, lo que llevd a lecturas erréneas en este pardmetro. Sin
embargo, gracias a los anélisis termogravimétricos se puede observar un cambio en la matriz
completa microorganismo-broza. El tratamiento bioldgico generd un impacto positivo en la
region de pirdlisis a temperaturas en el rango de 150 °C a 400 °C, mejorando los procesos
de descomposicién. Ambos tratamientos presentaron una estabilizacién de la termolisis en
laregién de temperaturas mayores a400 °C. Para evaluar el impacto a una escala mayor del
pretratamiento sobre el proceso gasificacion, especificamente sobre la produccién de
alquitranes, es necesario llevar a cabo pruebas de campo en un equipo piloto e igualmente
para el caso de fermentacién enzimatica.

Se recomienda realizar pruebas de concentracidn de ergosterol y de lignina en la matriz con
respecto al tiempo para cuantificar el crecimiento de los hongos el consumo de nutrientes.
Ademas, se recomienda realizar una aproximacion analitica para la interpretacidén del método
de van Soest con respecto a los resultados de concentracién de lignina en la pulpa de café o
bien separar la matriz para poder cuantificar el impacto real del tratamiento sobre el sustrato
y sus caracteristicas fisicoquimicas.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. Justificaciéon

La broza del café es uno de los principales desechos en el beneficiado del mismo. A nivel
mundial todavia no se le ha explotado su total potencial energético, y su principal uso en
Costa Rica es mediante compostaje para abono orgénico. No obstante, este tipo de biomasa
posee dentro de su estructura quimica una cantidad apreciable de energia que puede ser

aprovechable para asf disminuir los costos energéticos del proceso (Murthy & Naidu, 2012).

Uno de los problemas que posee la broza del café es su fitotoxicidad, y esta se debe a su
contenido de polifenoles y lignina, (Esquivel & Jiménez, 2012) compuestos que afectan la
biodegradabilidad de la misma negativamente (Yakovlev, Hietala, Courty, Lundell, &
Solheim, 2013). Conforme aumenta la produccién de café por afio, as{ aumenta
proporcionalmente la cantidad de desecho sélido que se debe tratar, lo cual implica aumento
en los costos as{ como en el 4rea necesaria para realizar el proceso de compostaje. Ademds,
este Ultimo no posee un valor agregado lo suficientemente alto para que genere utilidades a
las empresas que benefician el café. Por lo tanto, una de las posibles soluciones a explorar
es tratar de disminuir estos compuestos mediante un tratamiento biolégico con hongos de
putrefaccién blancos. De estos Ultimos se conoce que degradan la lignina y polifenoles
disueltos en esta mediante un mecanismo bioldgico no del todo entendido, pero que se ha

demostrado existe mediante la cuantificacién de diferentes enzimas denominadas lignina

peroxidasas, entre otras (Eriksson, 2011).

Una vez que se disminuya el contenido de lignina y celulosa mediante el tratamiento
bioldgico, se puede evaluar el impacto de esta disminucién en procesos de obtencién de

energfa como la gasificacién y la fermentacidn. Para la gasificacién, la presencia de



compuestos ricos en iignina afecta negativamente la seccidn de pirolisis en términos cinéticos
(Lv, y otros, 2010). Esto implica que el proceso de gasificacién del aceite generado durante
la pirolisis también es més lento, lo que da cabida a una operacién con un mayor contenido
de alquitranes y de compuestos sélidos carbonizados, implicando asi una baja produccién de
gas de sintesis y requerimientos de tiempos de residencia mayores y esto implica que en la
zona pirolitica se puede realizar polimerizaciones indeseadas que complican la operacién

(Lv, y otros, 2010).

En el caso la utilizacidn del proceso de fermentacién para el tratamiento de los demés
compuestos presentes en la broza, la disminucién de compuestos polifendlicos y
lignoceluldsicos facilitaria cinética y operativamente el proceso, ya que al ser més complejas
las moléculas, més complejas son las rutas metabdlicas de degradacidn que estas requieren
(Tuomela, Vikman, Hatakka, & Itavaara, 2000), por lo que microorganismos como bacterias,
o inclusive otros tipos de hongos (como comestibles) crecerian de una manera més rapida
que en el sustrato (broza) sin tratamiento previo. El posible impacto del pretratamiento
biolégico se puede medir mediante cambios en la concentracién de lignina, polifenoles y

calor de combustidn, as{ como anélisis termogravimétrico.

1.2. Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicas y quimicas de la broza de café al ser sometida a un tratamiento
biolégico y su impacto potencial en posteriores procesos bioldgicos o termoquimicos como

materia prima.

1.3. Objetivos especificos

- Realizar un muestreo de broza.

- Elegir dos cepas para ser utilizadas como tratamiento biolégico.



- Determinar los métodos de analisis para cuantificar los parametros quimicos escogidos
como criticos.

- Caracterizar quimicamente la broza del café.

- Someter a tratamiento biologico la muestra de broza.

- Caracterizar quimicamente la broza sometida al tratamiento biolégico.

- Analizar y evaluar el posible impacto del tratamiento en el desecho.






CAPITULO 2
CAFE

El café es la comodidad alimenticia més importante en el mundo y se encuentra de segundo
Jugar, luego del petréleo, como comodidad general. Alrededor de 60 paises producen cafe,
y en Costa Rica es el segundo producto de exportacién (Esquivel & Jiménez, 2012). La
principal importancia econdmica del café se da en la bebida que se produce a partir de este,
la cual es utilizada en todo el planeta y lo ha ido convirtiendo en una bebida de consumo
diario. La mayor cantidad de café consumido mundialmente es producida a partir de las
especies Coffea arabica (Arébica) y Coffea canephora (Robusta) (Esquivel & Jiménez,
2012). |

El Ardbica (o Arébiga) se considera de mejor calidad debido a sus propiedades de sabor,
aroma y textura, por lo que el precio del mismo en el mercado es superior (Esquivel &
Jiménez, 2012).  Se conoce el café como estimulante, principalmente por la cafeina y
ademads contiene una cantidad de compuestos quimicos que pueden tener varios atributos
beneficiosos para la salud, como antioxidantes tales como el 4cido fendlico, el cual es un
neuroprotector (Cheong, y otros, 2013). No obstante, del beneficiado de café se obtiene una
cantidad importante de desechos, que si no se manejan bien pueden generar un problema

ambiental (Esquivel & Jiménez, 2012).

2.1. Morfologia de la fruta del café

Estas frutas son pequeflas y tienen un didametro aproximado de 1,5 cm. La fruta tiene un
recubrimiento denominado pericarpio exterior que, al madurar, se torna de color rojo-violeta
y encierra el mesocarpio o pulpa y el grano (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009). Posterior
a este se encuentra una capa delgada, transparente, viscosa y altamente hidratada, de

mucilago (también denominada capa de pectina) seguida de un delgado endocarpio



amarillezco denominado pergamino o cascarilla. Recubriendo a la semilla se encuentra el
espermoderma o pelicula plateada (en inglés “silverskin”) que es un integumento seminal y
por ultimo se encuentra la semilla propiamente constituida o endospermo (Esquivel &

Jiménez, 2012) como se puede observar en la Figura 2.1.

Cascara o pericarpio exterior Pulpa o mesocarpio

S

Pergamino o cascarilla

Pelicula plateada

Mucilago o capa de pectina

Figura 2.1. Partes del fruto del café (Esquivel & Jiménez, 2012)

2.2. Produccion de mundial de café

La bebida de café se obtiene a partir de los granos de la fruta, luego de ser secados y tostados.
La mayor cantidad de café¢ consumido a nivel mundial pertenece a la variedad de Coffea
arabica (Arabica), considerada como superior en el mercado debido a sus propiedades
organolépticas. Esta variedad se corresponde a un 75% de la producciéon mundial de café,

mientras que €l Coffea canephora (Robusta), que es mas acido, constituye el 25% (Teixeria



& Vicente, 2013). En el Cuadro 2.1. se observa la produccién de café por regién, tipo y
grupo.

Cuadro 2. 1. Produccién de café por regidn, tipo y grupo (Oliveira Silva, 2013).

Aiio de inicio e de
1o coconha 2009 2010 2011 2012 cambio
2011/2012
Total mundial 122 952 132 983 132304 145 116 9,7
Africa 16 000 16 053 15708 16 650 6,0
Asiay 37 222 36016 37 896 42 359 11,8
Oceania
Mexico y 16 685 18 021 20298 18 541 8,7
Centroamérica
Suramérica 53 045 62 893 58 403 67 565 15,7
~ Arsbica 72 883 84 108 81 880 88 850 8,5
Robustas 50 069 48 876 50 424 56 266 11,6

*En miles de sacos, cada saco son 60 kg, datos reportados de la Organizacién Internacional
de Café.

La cosecha de café ocurre anualmente, aproximadamente de diciembre a febrero del norte
del Ecuador hasta el Trépico de Céncer, mientras que al sur del Ecuador hasta el Tropico de
Capricornio ocurre de mayo hasta agosto. La recoleccién se realiza a mano desde la planta
una vez que las frutas han madurado. El procesamiento inicia con la remocién de la pulpa
del café mediante dos técnicas generales: seca o himeda (Belitz, Grosch, & Schieberle,

2009).
2.3. Produccion de café en Costa 'Rica

En Costa Rica el café se procesa mediante el método htimedo y su cosecha para 2013 inicid
en setiembre-octubre. Para este perfodo se produjeron 2 245 543 fanegas de café, cada fanega
corresponde aproximadamente a 258 kg de café fresco, lo que implica que se produjeron
alrededor de 579 350 toneladas métricas de café fresco (ICAFE, 2013). Por cada fanega de

café se producen alrededor de 46 kg de café procesado (oro), lo que implica una produccién



de 103 295 toneladas métricas de este Gltimo. De esta produccién para este afio se exportaron
1 823 638 sacos de 46 kg de café oro, que se traducen en 83 887 toneladas métricas (ICAFE,
2013). Estas exportaciones representaron 3,6% de los ingresos del pais para ese periodo y
un 9,6% del total de las exportaciones (Bach, 2013). Adicionalmente a esta informacidn, el
pafs tiene aproximadamente 90 000 hectéreas de su terreno como plantaciones de café (De

Camillis, 2011).
2.4. Proceso de beneficiado de café en Costa Rica

El procesamiento de café en Costa Rica se realiza mediante el método hiimedo, como se
menciond anteriormente. Este método es utilizado mayormente en café tipo Arébica
(Prakash Tamang & Kailasapathy, 2010). Inicialmente se realiza una clasificacién de las
frutas mas maduras y las verdes mediante el uso de agua y el principio de densidad,
posteriormente los lotes inician el proceso de despulpado (Ramalakshm & Raghavan, 2003).
El proceso de despulpado generalmente se realiza en dos etapas. En la primera, la fruta se
somete a fuerza mecénica un cilindro rotatorio o un disco con textura dspera y una superficie
maés lisa. El paso por esta seccién genera la separacién de la pulpa del resto de la fruta debido
a la fuerza mecénica aplicada. En la segunda etapa la pulpa es completamente separada de

la semilla, esto se realiza también por medios mecéanicos.

Generalmente se utiliza un plato con bordes para evitar que la fruta se pierda y, mediante un
movimiento mecénico, la pulpa fibrosa y flexible lo atraviesa, mientras que la semilla se
separa para la siguiente parte de la operacién. En el mercado actualmente se conocen tres
tipos de despulpadores: de tambor, de disco y verticales (Ramalakshm & Raghavan, 2003).
La pulpa separada se encuentra cubierta de una pequefia capa de aproximadamente 0,80 mm
de espesor de mucflago. Tiene una composicién quimica general que consiste en
protopectinas, pectinas, pectinasas y bajas concentraciones de azlicares. Ademds presenta

ciertas enzimas naturales como la pectasa, pectiesterasa y protopectinasa, entre otras. El



mucilago es insoluble en agua y se observa como un gel amorfo (Ramalakshm & Raghavan,

2003).

La remocién del mucilago se realiza mediante fermentacidn o medios mecénicos. Los
medios de fermentacién son més antiguos ya que actualmente se han implementado medios
mecénicos que permiten una mejor optimizacién del recurso hidrico. El método de
fermentacidn implica la hidrélisis de pectinas mediante las enzimas que se encuentran
naturalmente en la fruta. El mucflago se separa de la semilla al mantenerse alrededor de 12
a 24 horas en un tanque con agua en reposo, luego de este tiempo se vuelve a lavar con agua
para la remocién completa de esta capa rica en compuestos asociados a la pectina
(Ramalakshm & Raghavan, 2003). Posteriormente estas aguas se envian a tratamiento para

entregarlas al cuerpo receptor segin la legislacién del pais (Murthy & Naidu, 2012).

Luego el café separado se lleva a secado, que puede ser natural o mecénico. Y por tltimo se
le elimina el pergamino y la pelicula gris (o plateada) mediante maquinas mecanicas que

operan mediante impacto o friccién (Ramalakshm & Raghavan, 2003).
2.5. Broza de café

En el momento que se procesa café, se produce una cantidad importante de broza, nombre
que se le da al desecho posterior al despulpado, qué contiene en su mayoria pulpa, pero
ademds posee cantidades de mucilago, y dependiendo de la madurez del café, también puede
contener pergamino. Para efectos del presente estudio se considerard que la broza estd
compuesta por pulpa tmicamente, ya que es la mayoria de desecho. Estarepresenta alrededor
de 29% de la fruta en base seca y se produce en una razén aproximada de 0,5 toneladas
métricas por tonelada métrica de café procesado (Teixeria & Vicente, 2013). Esto quiere
decir, que con los datos de 2013 de la Organizacién Internacional de Café, se produjeron

alrededor de 289 675 toneladas métricas de broza en Costa Rica.
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Este desecho estd compuesto quimicamente por carbohidratos, proteinas, y minerales
(especialmente potasio) y contiene cantidades apreciables de taninos, polifenoles y cafeina.
Los polifenoles en el café tipo Arédbica (variedad que se produce en Costa Rica) se pueden
clasificar en 4 clases mayores: flavo-3-ols, &cidos hidoxicindmicos, flavonoles y
antocianinas. Ademads se incluyen 4cidos clorogénicos, entre otros compuestos fendlicos
(Teixeria & Vicente, 2013). Los polifenoles son metabolitos secundarios que son utilizados
por las plantas en sus mecanismos de defensa contra ambientes severos, radiacién ultra
violeta y microorganismos patdgenos (Wang & Ho, 2009). Ademés de los polifenoles, la
broza presenta concentraciones apreciables de ligninas. Estas son sintetizadas por las plantas
para cumplir diversas funciones, como almacenamiento de energfa, agente estructural,
hidrofébico y de proteccién contra microorganismos ademads de antioxidante (Fulekar, 2012).

En el Cuadro 2.2. se presenta la composicidén quimica de la pulpa de café.

Cuadro 2.2. Composicion quimica de la pulpa de café (Murthy & Naidu, 2012).

Pardmetros Valor (% masa)
Celulosa 63
Hemicelulosa 2.3
Proteina 11,5
Grasa 2,0
Fibras totales 60,5
Polifenoles totales 1,5
Azicares totales 14,4
Sustancias pécticas 6,5
Lignina 17,5
Taninos 3,0
Acido clorogénico 2,4
Cafeina 1,5

La presencia de estas sustancias hace que el tratamiento de este desecho sea un problema, ya
que su biodegrabilidad se ve afectada por estos compuestos antioxidantes y fitotéxicos. Esto
implica que existe un problema ambiental e industrial debido a que la cantidad que se genera
es bastante alta. Por ejemplo, el uso directo de la pulpa para alimento animal se encuentra

restringido debido a la presencia de taninos, cafeina y demds polifenoles y, por otro lado, la
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bioconversién es complicada por las razones expuestas anteriormente. No obstante, la
remocién parcial o total de es estos componentes antinutricionales podria lograr reactivar su
uso en los campos mencionados, por lo que se ha estado investigando en el uso de levaduras,
hongos filamentosos y bacterias para tal fin (Ramalakshm & Raghavan, 2003). Una potencial
aplicacion de broza de café es su uso como biomasa para obtener energia mediante algiin tipo

de tecnologfa en el tema de bioenergfa.
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CAPITULO 3
BIOENERGIA

La bioenergia es la energfa obtenida a partir de la biomasa. Esta se considera como la materia
organica que posee energia obtenida del Sol, ya sea mediante fotosintesis e inclusive luego
de procesamiento animal. Es, basicamente, la energia transformada mediante la fotosintesis
que se encuentra presente en las diferentes estructuras vegetales (y en algunos casos
animales). La bioenergfa o los biocombustibles incluyen todo desde aziicares y grasas, hasta
etanol y biodiesel. No obstante los biocombustibles han evolucionado de lo que se
consideraba primera generacién, como lo son el etanol proveniente del maiz o el biodiesel de
la soya, a lo que hoy en dia se le denomina segunda generacién. Estos Gltimos incluyen

productos derivados de biomasa lignoceluldsica (Carpenter, 2014).

Los biocombustibles se caracterizan por sus propiedades fisicas, similar a como se
caracterizan los combustibles fésiles. Por ejemplo, alcoholes de bajo punto de ebullicidén
incluyen no solo al biometanol, y etanol, sino también biobutanol. E! denominado
biopetréleo o “bio-0il” se obtiene primordialmente de la pirélisis de biomasa y, las moléculas
pesadas presentes en este, mantienen las caracteristicas de compuestos orgénicos con puntos
mayores de ebullicién. EI biodiesel es el liquido més pesado conocido hasta el momento
(Carpenter, 2014). Por otro lado, se encuentran los gases obtenidos a partir de la biomasa,
como lo son el biogés, que proviene de la digestion anaerdbica de biomasa, o el “syngas” o
gas de sintesis, que proviene de la gasificacién de la biomasa. Por Ultimo, se encuentra

también la combustién directa de la biomasa (Carpenter, 2014).
3.1. Problematica con la bioenergia

El principal problema que ha existido con respecto a la bioenergia es siyprocedencia..y el

impacto social que este implica, ya que inevitablemente se genera la pregunta sobre qué es

13
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m4s importante, la energia o el alimento. Teniendo claro el concepto de bioenergia ademas
de ser una fuente renovable, relativamente limpia de energia, muchas veces el concepto se
asocia a produccién de biomasa directamente para ser trasformada en energia y no para
consumo humano, situacién que puede generar problemas sociales y politicos en seguridad
alimentaria (Rutz & Janssen, 2014). No obstante, es necesario leer entre lineas en todo el
concepto de bioenergia como una solucion integral a la crisis energética mundial, ya que si
se aplican estas tecnologias a desechos, especialmente de la industria agroindustrial, para
produccién energética, no solamente se esta eliminando esta situacion socio-politica sobre
seguridad alimentaria, sino que ademds se aprovechan mucho mejor los recursos naturales y
se disminuye la huella de carbono (Pond, Nichols, & Brown, 2009). Para el caso del presente
proyecto se utiliza este concepto de uso de residuos agroindustriales como fuente de energias

renovables.

3.2. Tecnologias

Existen diversas tecnologias para la produccion de bioenergia. Cada tecnologia depende de
muchos factores como lo son la composicion quimica, humedad, caracteristicas fisicas, etc.
En el Cuadro 3.1. se observan las diferentes rutas de obtencion de bioenergia mediante las

rutas mas antiguas y utilizadas.

Cuadro 3.1. Tecnologias convencionales para obtener energia a partir de biomasa
(Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

Ruta Tipo Proceso Intermed. Conversion Producto
Maiz, s
B T = Hidrolisis Glucosa, n
Bioquimica cafia de Lo i Fermentacion Etanol
: enzimatica sacarosa
azucar
Soya, =
M Extraccion o =
" aceite P Bio-oil vezetal Trans- Biodiesel
Quimics de . g esterificacion glicerol
disolventes

palma
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No obstante, en los tltimos aflos, debido al incremento mundial en la demanda energética, se
han ido desarrollando nuevas tecnologias en el tema de bioenergia, como se expone en el

Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2. Tecnologias avanzadas para obtener energia a partir de biomasa (Shonnard,
Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

Ruta Tipo Proceso Intermed.  Conversion Producto
. Glucosa, e Etanol,
Biomasa e xilosa, Hidrdlisis
. . Hidrdlisis - butanol,
Bioquimica ligno- .. galactosa,. enzimatica o .
. quimica . S hidrocar-
celuldsica arabinosa, fermentacidn
buros
manosa
Tri-
glicéridos:  Extraccidon Bio-oil Hidro-
algas, con vegetal tratamiendo
jatropha, disolventes
camelina
Tlf’rr;ni(; Gasificacion Gas de Fischer- Combustibles
qui sintesis Tropsch
Lignocelu-
16sica
Pirdlisis, Py-oi1l, Hidro-

hidropirélisis HydroPy-oil = tratamiento

Hay que agregar, que en conjunto a estas tecnologias de conversién se encuentra la
combustién e incineracién directa de la biomasa, que se considera como un caso especial
entre las tecnologias de conversién termoquimica (Lee & Shah, 2012). Ademés de las
tecnologias en conversiéon a energia utilizando biomasa, se han ido desarrollando e
implementando pre tratamientos para que la materia prima se encuentre en un estado que
permita mejorar la eficiencia global de la conversién, o bien para facilidad de transporte y
conservacién de las propiedades fisicoquimicas de la misma (Lee & Shah, 2012). En la

Figura 3.1. se puede observar una resumen de las tecnologias y su clasificacién.



Biocombustibles de primera generacion

Biocombustibles de segunda generacion { ) \
Biomasa lignocelul6sica Caila de azicar/maiz Aceite vegetal Cosechas
Reformacion por vapar {. Y
EIOHACIOT por vapo Gasificacion
bioldgica
A
Potencia/Calor j¢ Lignina Hemicelulosa Celulosa Hidrogeno
Extraccién
y transesterificacion
3| Glucosa
s I Fermentacién
“Thermal cracking” Plrt")h.s1s Gsificacion Fermenfacién
250°C a 600°C mplda completa
catalisis bisica Gaslfication |
"Bic-oil” > “Syngas” i€
Bioetanol Biodiesel
TFenoles
de bajo PM ‘ + +
: Fraccién Fraccidn Glicerol Glicerol
Hidro- . fenblica carbohidratos
procesamiento
Reform. | vapor Productos
. cat, Fisher-
Alquil Resinas Tropsch
bencenos fendlicas Hidrdgen Metanol a olefinas
Metanol Metanol a gasolina

Figura 3.1. Rutas globales para el aprovechamiento de la biomasa (Carpenter, 2014)

91
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Los pretratamientos asf como sus ventajas y desventajas se exhiben en el Cuadro 3.3.

Cuadro 3.3. Resumen de ventajas y desventajas técnicas de pretratamientos en biomasa (Lee

& Shah, 2012)
Pretra.tamlento Ventajas Desventajas
de biomasa
La naturaleza no quebradiza de varios
tipos de biomasa dificulta muchas
veces esta operacion, ademds del
. Ajusta la materia prima a contenido de humedad, el cual es muy
Reduccion  de - . . d & d .
tamafio tamafios  requeridos para Vgrlable ependiendo del tipo de
i operaciones en lecho biomasa. Debe ser realizado previo a
(molienda, 1 . .
) . fluidizado, ademdas de mejorar transporte, no obstante,
trituracion, . . .
.7, la transferencia de masa y almacenamiento de materiales con
pulverizacidn) ~ .
calor. tamafios reducidos aumentan las
pérdidas en material seco y aumentan
la actividad microbioldgica, creando
emisiones de CH4N20O.
Reduce las pérdidas de
materia seca,
descomposicidn, auto .
cescomp ’ El secado natural es dependiente de las
ignicidén, y desarrollo de .. ..
condiciones atmosféricas no
Secado hongos durante el
. confrolables; secar en secadores
almacenamiento. . ., -
AdemAs inerementa la Feduiere reduccidn de tamafio.
potencial generacion
mediante vapor.
Mejor para almacenamiento o . .,
Compactado JOr D Y No puede ser utilizado sin reduccién de
(Enfardado) fransporte, mayor densidad y tamafio para procesos de gasificacié
bajo contenido de humedad. para procesos de gasilicacion.
Mayor densidad energética, y Puede volver ala materia higroscépica,
permite la posibilidad de un lo que implica potencial degradacién
Briqueteo mejor almacenamiento y bioldgica. Por lo que pueden
transporte. Reduce la requerirse condiciones especiales de

combustion esponténea.

almacenamiento.
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Cuadro 3.3 (Continuacién). Resumen de ventajas y desventajas de pretratamientos en
biomasa (Lee & Shah, 2012).

Pretratamiento . .
; Ventajas Desventajas
de biomasa
Reduce la corrosién y la
posible presencia de Le aumenta la humedad a la biomasa.
depdsitos en el caso de La adicion de dolominta o caolinita
Lavado combustion directa o aumenta el punto de fusién de cenizas
incineracién. El lavado tiene y puede tener también efectos
especial  importancia en negativos en compuestos alcalinos.
materiales herbaceos.
Mayor densidad de energia,
mejor transporte . o . .
J . POTES, Sensible a dafios mecanicos, ademas
almacenamiento, y o 1
. S . de absorcién de humedad y pérdida de
Peletizado disminuye potenciales . . -
consistencia. Demanda condiciones
efectos adversos para la . .
. . especiales de almacenamiento.
salud, mejora transferencia
de masa y calor.
Mejoramiento de naturaleza
hidrofébica, facil de
almacenar y transportar. La .
P . No hay procesos comerciales
degradacién bioldgica es casi .
) . . actualmente de torrefacciéon. La
imposible. Mejora .
! .. biomasa torrefactada no reduce los
- propiedades para reduccion . .
Torrefaccion ~ depésitos corrosivos en calderas,
de tamafio, resultando en .
. debido a que los componentes en
menores requerimientos . . ..
i cenizas se mantienen, hay limitado
energéticos en procesos de -
> . conocimiento en
peletizado o  molienda.
Aumenta la durabilidad y
uniformidad
Combina las ventajas de No hay procesos comerciales
torrefaccién y peletizacién. actualmente de torrefaccién. Hasta el
Procesos de Mejor densidad energética momento no toma en cuenta los
TOP volumétrica, dando cabida a problemas existentes en la biomasa

mejor almacenamiento y
transporte.

asociados a su composicién quimica y
corrosion, depdsitos, etc.
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3.2.2. Resumen técnico de tecnologias para la produccidn de energia a partir de la

biomasa

En el Cuadro 3.4. se presenta un resumen de las tecnologias més utilizadas para el

aprovechamiento de la biomasa para produccién energetica.

Cuadro 3.1. Resumen técnico general de tecnologias utilizadas para la produccién de energia
a partir de biomasa.

Tecnologia

Resumen general del proceso

Biodiesel

Gasificacidon

Inicialmente el aceite proveniente de la biomasa, seco y refinado se somete
a dos etapas de reacciones de transesterificacién. Se alimenta metanol
fresco y reciclado en exceso estequiométrico al tanque de mezclado donde
un catalitico basico como el hidréxido de sodio es agregado. La mezcla es
agregada en conjunto con el aceite seco y refinado a un reactor calentado
(generalmente con una chaqueta o un serpentin) (Lee, Speight, & Loyalka,
2014).

Luego este efluente es llevado a un tanque de separacién por gravedad
donde la capa superior se lleva a la otra seccién de transesterificacidn
mientas que los fondos se llevan a proceso para recuperacion de metanol
(Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

La gasificacién de biomasa puede producir varios productos renovables,
como lo son el gas de sintesis (0 “syngas™) para produccién de combustibles
liquidos, para su uso directo como combustible o bien para produccién de
celdas combustibles o “fuel cells™.

Este proceso consiste en una oxidacién y descomposicion térmica que se da
a temperaturas altas (de 800 °C a 900 °C) en presencia de un agente
gasificante, que puede ser aire, oxigeno o vapor de agua para producir un
gas de sintesis que contiene mayoritariamente CO, Ha, CO2 v agua con
pequefias cantidades de cenizas, amoniaco, sulfuros de hidrégeno,
alquitranes y carbono particulado asi como trazas de cianuros de hidrégeno,
halégenos, metales alcalinos y otros metales (Wang L. , 2014)

Estas tltimas impurezas deben ser removidas del gas para poder utilizarlo
para generacién eléctrica o térmica o para conversién catalftica
combustibles liquidos y productos quimicos de alto valor (Shonnard,
Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).
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Cuadro 3.4. (Continuaciéon). Resumen técnico general de tecnologias utilizadas para la
produccion de energia a partir de biomasa.

Tecnologia Resumen general del proceso

Pirdlisis La pirolisis es un proceso donde se dan despolimerizaciones térmicas y
fragmentacién molecular que se da a cabo en un ambiente sin oxigeno (o
aire) y a moderadas temperaturas (de aproximadamente 450 °C — 700 °C).
Estas reacciones t€rmicas ocurren en etapas, cada una corresponde a la
gravedad de la reaccion, esto se refiere a mayores tiempos de residencia y
mayores temperaturas (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, &
Kalnes, 2012).

Las reacciones primarias producen gases como el CO2, CO y agua ademads
de vapores organicos y productos liquidos. Las reacciones secundarias
toman la mayor cantidad de compuestos de la biomasa y descomponen
moléculas con altos pesos moleculares a mas sencillas, tanto liquidas como
gaseosas. [Estas ultimas reacciones también producen materiales solidos
ricos en carbono (Lee, Speight, & Loyalka, 2014).

Por ultimo, las reacciones terciarias degradan estos ultimos compuestos
para producir gas de sintesis, lo que implica que hay tres productos a la
salida del reactor termoquimico: gas de sintesis, “bio-0il” y restos solidos
ricos en carbono (Lee & Shah, 2012).

Combustion Los metales se deben separar previo a la incineracidon. Durante esta Gltima,

directa e gases son generados que contienen cierta cantidad de energia que puede ser

incineracion transformada para su uso como electricidad o energia térmica. La materia
orgénica se quema cuando se ha alcanzado el punto de ignicion y esta entra
en contacto con el oxigeno (Chakraverty & Singh, 2014).

El proceso global de oxidativo de la combustion es altamente exotérmico,
aunque este ocurre en las etapas de secado, pirdlisis, gasificacion y
combustion; reacciones que no todas son exotérmicas en su naturaleza, por
ende, se requiere energia para iniciar el proceso. No obstante, una vez que
se desencadena el proceso de combustion, no es necesaria més energia. Para
una incineracion correcta, se debe alimentar alrededor de 2,5 veces la
cantidad estequiométrica de oxigeno. Este nimero puede variar
dependiendo de la naturaleza de 1a biomasa que se le alimenta asi como del
disefio del horno (Chakraverty & Singh, 2014). El tamafio del incinerador
también dependeré de las condiciones de cantidad y composiciéon de la
biomasa. Existen tres tipos generales de incineradores: de lecho fluidizado,
rotatorios y de rejilla (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, &
Kalnes, 2012).
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Cuadro 3.4. (Continuacién). Resumen técnico general de tecnologias utilizadas para la
produccion de energia a partir de biomasa.

Tecnologia Resumen general del proceso
Fermentacién La conversiéon bioquimica de biomasa lignoceluldsica se enfoca
ezimatica principalmente en el aislamiento de los azlcares en su forma de

monémeros a partir de polimeros como la hemicelulosa y la celulosa
(Carpenter, 2014)

Los tres procesos principales son la reduccién mecanica de la biomasa,
pretratamiento quimico, hidrélisis enzimética y fermentacién (Spellman,
2011)

El objetivo principal de la hidrdlisis enzimaética es fraccionar y recuperar
azlcares monomeéricos provenientes de biomasa lignocelulésica, mientras
que la fermentacién toma estos azicares y los convierte en productos con
un valor agregado. La celulosa es un homopolimero lineal de glucosa,
molécula que posee 6 carbonos. Por otro lado la hemicelulosa es un
heteropolimero con ramificaciones compuesto de azicares de 5 carbonos
y 6 carbonos, principalmente xilosas, arabinosas, galactosas, glucosas y
manosas (Carpenter, 2014).

Los microorganismos que transforman hexosas (azicares de 6 carbonos)
se conocen bastante bien, mientras que son poca la cantidad los que
transforman pentosas (azicares de 5 carbonos) (Shonnard, Brodeur-
Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

3.3. Comparacion de tecnologias y posible aprovechamiento de la broza de café

En este punto se tiene una percepcién muy general sobre el tema de bioenergia, sobre los
tipos de biomasa utilizados como materia prima, asi como los diferentes procesos disponibles

y productos obtenibles.

La incdgnita principal luego de obtener esta informacién se centra sobre cual de tadas las
tecnologias es 1a mas viable para la broza de café. Para facilitar esta seleccion se contecciono- -
el Cuadro 3.5. donde se hace comparacién de las tecnologfas con respectaz:su eficiencia, y.,=

por supuesto, su composicién (tipo de biomasa).
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Cuadro 3.2. Inversidn total y eficiencia energética de tecnologias para produccién de energia
. a partir de biomasa (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes,

2012).
Meétodo de Inversiéon Eficiencia de
transporte Ruta de produccion Tipo de biomasa total para la tecnologia
energético 2005 (8/kW) (% LHV)*
., . Cualquier tipo, 27,7
Blectricidad ~ -ODUSHOR (directa, T opeible 397 - 926 32,5
cogeneracion) . . ’
lignocelulésica 37
Cualquier tipo,
Hidrégeno Gasificacién preferiblemente 439 - 586 60
lignoceluldsica
Combustibles Cualquier tipo,
de Fischer- Gasificacién preferible 659 — 879 45
Tropsch lignoceluldsica
Etanol a partir Fermentacién . B1omas’a' 219 —428 46
de madera lignocelulésica
Btanolapartir g ohacion Caffa de azficar 208 — 354 43
de azicar
Biodiesel Extraccmn’ quimica o Sen.nllas 135 — 184 45
mecanica aceltosas
o Extraccién quimica o :
Biodiesel o i hicaftratamiento  ‘N225JATOPHA, o oagek 55
renovable . ‘o camelina
hidrocatalitico

*Low Heating Value: valor inferior de poder caldrico, **Valores para el afio 2008

Con el Cuadro 2.2. y el Cuadro 3.5. se puede afirmar que la cantidad de aceites y grasas es
muy pequefia en la broza, por lo que la produccién de biodiesel a partir de cualquiera de las
tecnologias- aueda descartada, ya que técnicamente no habria una produccién apreciable
debido ado estudrado en el presente Capitulo. Otra opcidn para considerar serian los procesos
termoquimicos’y los bioquimicos. La pulpa de café tiene concentraciones apreciables de

ligning, celulosa y hemicelulosa. Esto implica que puede ser materia prima para la
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gasificacién, que si bien es relativamente nueva y desconocida, sus productos son de alto
valor agregado y es mucho més eficiente desde un punto de vista energético que la
combustién directa. Por otro lado, la cantidad de celulosa, ademas de los azcares presentes
en la pulpa como tal, abre la posibilidad de procesos de fermentacion para obtencién de algin

metabolito de interés.

Lo interesante es que para ambas tecnologias, la composicién quimica de la broza de café
dificulta su operacién. Principalmente por la presencia de compuestos como polifenoles

totales y ligninas.

Para poder entender bien el impacto de estos compuestos en ambos procesos, se debe ir més
profundo en cada una de las fecnologias una vez habiendo conocido la mayoria ellas, al
menos de una manera general. Se debe conocer sobre su operacién, las reacciones
involucradas, problematicas, impacto de composicién quimica, configuraciones de equipos,

etc.






CAPITULO 4
GASIFICACION DE BIOMASA

La gasificacién se define como la conversién térmica de materia orgénica a gases
combustibles. Este proceso se da en condiciones de reduccién en presencia de oxigeno
alimentado en proporcién subestequiométrica, a diferencia de la combustién completa a CO2
y agua. La gasificacién puede lograrse mediante la alimentacién directa de oxigeno al
sistema, utilizando la oxidacidn exotérmica para obtener la energia necesaria, o mediante la
pirélisis a través de la adicién de calor sensible en un ambiente sin oxigeno (Bain & Broer,
2011). En ambos casos, se puede agregar agua en forma de vapor para promover la
generacion adicional de hidrégeno mediante la reaccién de reformado con vapor (Reddy,

Nanda, Dalai, & Kozinski, 2014).

Mediante la gasificacién de biomasa el material heterogéneo proveniente de la biomasa es
transformado a un gas intermediario de una calidad consistente que puede tener usos en
generacién térmica y eléctrica, aplicaciones en procesos industriales y produccién de
combustibles liquidos. El gas con bajo poder calérico producido es una mezcla de CO, Ho,
CO,, CHsy compuestos organicos con bajo peso molecular y N2. El denominado gas de
sintesis o “syngas” se refiere a una mezcla compuesta mayormente de Ho y CO y fue
desarrollado principalmente para la sintesis de productos quimicos y combustibles (Bain &

Broer, 2011).

Para poder Illevar a cabo este proceso se necesita una razén de equivalencia de oxigeno, la
cual es la cantidad de oxigeno alimentada a los procesos oxidativos comparados con la
cantidad requerida para la combustién completa. Esta cantidad estequiométrica es calculada
mediante razones aire-combustible, que puede realizarse con base mésica o molar. Para fines

précticos se considera que la biomasa tiene una composicién general de CH1,400s, 10 que
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implicaria que para que se dé un proceso de combustiéon completa habria un requerimiento

minimo de 1,05 moles de oxigeno (Bain & Broer, 2011), como se muestra en la ecuacién 4.1.

CHy 4006 + 1,050, — CO, + 0,7 Hy (4.1)

Por lo tanto la cantidad estequiométrica de la razén de biomasa/aire es 1,05, por lo que la

equivalencia dptima para gasificacién es aproximadamente 0,26 (Bain & Broer, 2011).
4.1. Conceptos basicos de gasificacion

Los pasos en los cuales la biomasa es transformada en gas de sintesis son parcialmente
compartidos con la combustién directa. Estos pasos implican un primer paso de secado,
pirolisis, reacciones s6lido-gas y reacciones en fase gaseosa. La cinética de la reaccién por
supuesto depende del tamafio de particula asi como de la transferencia de masa y de calor
global del proceso (Bain & Broer, 2011). En la Figura 4.1. se observa graficamente una

aproximacion del proceso de gasificacién de biomasa.

Secado Pirélisis Reacciones de gas-solido Reacciones gaseosas
Gases voldtiles:
CO, COq, 1, agua,
Agua hidrocarburos livianos,
Calor alquitranes

r o,
%20, | CO+H,0—+CO,+H,
CO + 8H, — CH, + H,0

Frente térmico Incremento de co 2H,

Penetra la particula porosidad HZO H, CH,
Reacciones Reacciones
endotérmicas exotérmicas

Figura 4.1. Resumen del proceso de gasificacién en biomasa (Bain & Broer, 2011)
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4.1.1. Secado

El secado y calentamiento de la biomasa es el primer paso en la gasificacién, donde se
transforma la biomasa htimeda a materia seca a aproximadamente 300 °C. En el momento
que se calienta la materia prima, el contenido de humedad se transforma a vapor, el cual
puede reaccionar con més biomasa y sustancias voldtiles que se desprenden durante la
combustién parcial y/o pirolisis si se les da el suficiente tiempo y temperatura. Tanto calor
sensible como latente deben ser agregados al proceso paré calentar la biomasa y evaporar el
agua que esta posee. Se debe tomar en cuenta que aunque se puede realizar el proceso de
gasificacién en hiimedo, la energia éxtra requerida para secarla se toma a expensas de la
entalpia quimica del gas producido (Bain & Broer, 2011). Por esta razdn es que se prefiere
secar la biomasa previa a la gasificacidén, ademds que permite reducirle el tamafio y asi

mejorar la transferencia de masa y calor (Tinaut, Melgar , Pérez, & Horrillo, 2008).

El proceso de secado inicia en la superficie y luego progresa hacia el centro. Se crea un
frente térmico, donde la temperatura de la superficie exterior aumenta inmediatamente luego
de entrar al reactor yla temperatura del centro de la particula es menor. Mientras més grande
sea el tamafio de particula que ingresa al reactor, mas tiempo tomara que el centro de las

particulas se sequen por completo (Bamn & Broer, 2011).

4.1.2. Pirolisis

La pirolisis es un proceso de descomposicién térmica en ausencia de oxigeno. No obstante,
ademads de ser todo un proceso aparte para hacer uso de los aceites producidos, la pirdlisis es
un paso intermediario dentro de la gasificacidn; la gasificacion en si es un proceso combinado
que involucra reacciones de pirolisis y oxidacién (de Lasa, Salaices, Mazumder, & Lucky,

2011). Y aunque algunas reacciones pueden comenzar a temperaturas como 225 °C, el
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proceso se ve cinéticamente favorecido y més completo en el momento que las temperaturas

alcanzan valores de 400 °C a 500 °C (Bain & Broer, 2011).

Este proceso estd acompafiado por el desprendimiento de materia orgénica voldtil, que
incluye el vapor de agua producido, gases permanentes (que no condensan al enfriar), vapores
de alquitranes (que sf condensan al enfriar) y la formacién del compuesto carbondceo poroso
denominado “char”. Los gases permanentes incluyen CO, CO», Ha e hidrocarburos livianos,
principalmente metano (de Lasa, Salaices, Mazumder, & Lucky, 2011). Los vapores de
alquitranes consisten en anhidroazicares y otros compuestos altamente oxigenados
provenientes de la descomposicién de celulosas y hemicelulosas. Ademaés, estos vapores
poseen mondémeros fendlicos y oligémeros provenientes de la depolimerizacién de las

ligninas presentes en la biomasa (Basu , 2010).

No obstante, estos compuestos pueden descomponerse a moléculas mas simples o condensar
en compuestos méas complejos, incluyendo hidrocarburos poliaromaéticos, los cuales pueden
ser los mayores constituyentes en los alquitranes finales condensados. La pirdlisis puede
convertir hasta un 80% de la biomasa a vapores y gases, dependiendo de las caracteristicas

de esta y las condiciones de operacién (Bain & Broer, 2011).

4.1.3. Reacciones s6lido-gas

Posterior a la pirdlisis ocurren una serie de reacciones que ocurren entre el “char” y oxigeno
y vapor de agua; el oxigeno agregado como agente gasificante y el vapor de agua desprendido
de la misma biomasa o agregado como agente de gasificacidén. En este paso ocurren cuatro
reacciones mayoritarias, donde el carbono sélido es transformado a productos gaseosos: la
reaccién de combustién incompleta de carbono-oxigeno, la reaccién de Boudouard, la

reaccién carbono-agua y la reaccién de hidrogenacién de carbono (Bain & Broer, 2011).
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Estas reacciones tienen diferentes entalpias de formacidn, algunas endotérmicas y otras

exotérmicas, como se muestra a continuacidn:

Reaccion de combustién incompleta carbono-oxigeno

(:Jr%o2 & CO Ahg = —110,5 MJ/kmol 4.1)

Reaccién de Boudouard

C+CO, © 2C0 Ahg = 172,4 MJ/kmol 4.2)

Reaccién de carbono con agua

C+H,0 < H, +CO Ahg = 131,3 MJ/kmol (4.3)

Reaccidn de hidrogenacién

C+2H, ¢ CH, Ahg = —74,8 MJ/kmol (4.4)

La reaccién de combustién incompleta de carbono tiene una alta importancia, ya que es la
que entrega la energia necesaria para los procesos de calentamiento, secado y pirélisis que
son endotérmicos. Ademas, es la reaccidon que provee la energia para la Reaccién de
Boudouard y la reaccidn de carbono-agua, las cuales gasifican al carbono en fase sélida a CO
v a Hy. La reaccién de hidrogenacién también ayuda a entregar un poco de energfa a pesar
que la baja concentracién de Ha en el ambiente de gasificacidn hace que la contribucién sea

menor que la de combustién incompleta (de Lasa, Salaices, Mazumder, & Lucky, 2011).

Si el equilibrio quimico fuese alcanzado durante el proceso de gasificacion, todo el carbono
serfa gasificado. En la préctica, €l tiempo de contacto entre la biomasa y los reactivos
gaseosos a elevadas temperaturas es insuficiente para alcanzar el equilibrio, esto implica
que hasta un 10% de la biomasa alimentada se convierte en el compuesto carbondceo
conocido como “char” como producto del proceso termoquimico de gasificacién. Por

supuesto que la cantidad de carbono que se obtenga al final, asf como la composicién del gas



dependen de las condiciones de operacidn y de la composicién quimica de la biomasa.

4.1.4. Reacciones en fase gaseosa

Las sustancias volétiles que se producen durante la seccidn pirolitica de la gasificacidén
participan en reacciones en fase gaseosa siempre y cuando se mantenga la operacién a alta
temperatura. Dos de las reacciones mdas importantes reacciones son la reaccién de

reformacién de vapor y la reaccién de metanacién (Bain & Broer, 2011):

Reaccién de reformacion de vapor de agua

CO 4+ H,0  H, + CO, Ahg = —41,1 MJ/kmol 4.5)

Reaccidon de metanacion

CO + 3H, © CH, +H,0 Ahg = —206,1 MJ/kmol (4.6)

La reaccidén de reformacién de vapor de agua es muy importante debido a que aumenta la
tasa global de produccién de Ha, que es el producto que se busca maximizar en los procesos
termoquimicos de gasificacién. Este Gltimo se puede utilizar en la produccién de
combustibles sintéticos o inclusive en tecnologias de hidrogenacién, mientras que la reaccién
de metanacidn es la encargada de la produccién de metano, el cual se utiliza para la sintesis

de gas natural (Bain & Broer, 2011).

Ambas reacciones son exotérmicas, 1o que implica que son termodindmicamente favorecidas

a bajas temperaturas.

No obstante, las bajas temperaturas influyen negativamente en las tasas de produccién de
estos compuestos. Por lo que para aumentar la tasa de produccién de hidrégeno se puede
agregar vapor de agua al proceso de gasificacidn, mientras que para la metanacion se puede

aumentar la presion parcial de H presente en el reactor. Estas condiciones de operacidn se
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deben evaluar con un balance financiero asi como técnico dependiendo del uso posterior del

proceso (Bain & Broer, 2011).

4.2. Catalizadores

El uso de sustancias cataliticas en los procesos de gasificacién no necesariamente es
obligatoria, pero puede ayudar a mejorar sustancialmente la eficiencia del proceso. Se
utilizan principalmente para remover alquitranes presentes en el producto gaseoso,
especialmente en operaciones “downdraft” o si el equipo instalado no tolera estos alquitranes
y para reduccién de la cantidad de metano si se busca una mayor concentracién de Ha debido
a que los catalizadores en procesos de gasificacién mejoran la selectividad de las reacciones
simultdneas que ocurren en fase gaseosa, pues al ser selectivos mejoran la cinética de una
reaccién en especifico, lo que implica una mayor formacién del producto deseado (Chan &

Tanksale, 2014).

El desarrollo de la gasificacién catalitica se basa en la necesidad de la reformacién de
alquitranes. Cuando el producto gaseoso atraviesa las particulas cataliticas, los alquitranes
condensables presentes pueden ser reformados en la superficie del catalitico con vapor de
agua o con diéxido de carbono, sustancias que se encuentran presentes en los medios de
gasificacién, produciendo una mayor cantidad de Hz o de CO,. Esto Gltimo se obtiene

mediante las reacciones 4.5. y 4.6.

Estas dos reacciones se dan mediante mecanismos de reaccién cataliticos; y como se observa
en ambas ecuaciones, se toman los productos no deseados y se obtiene asf una tasa mayor de
los combustibles deseados en los procesos de gasificaciéon. No solamente la composicién
quimica del producto final cambia, sino que también el poder caldrico de la mezcla (de Lasa,
Salaices, Mazumder, & Lucky, 2011). Otra manera de realizar este proceso es mediante el

“cracking” o la ruptura de moléculas mas grandes a mas pequefias a temperaturas muy altas,
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como se ha realizado con el petréleo. El problema con este tratamiento es que requiere de
temperaturas muy altas (mayores a 1100 °C), no obstante, este tratamiento produce CO», de
manera que es menor la cantidad de energia que se extrae de los alquitranes (Laksmono,

Paraschiv, Loubar, & Tazerout, 2013).

Otra de las razones por las cuales es favorable el uso de catalfticos en los procesos de
gasificacién es la remocién de CH4 mediante la reformacién del mismo. Este proceso se da
a temperaturas altas (de 700 °C a 1100 °C) mediante un catalizador metalico mediante las

siguientes expresiones (Basu , 2010):

Reaccién de reformacién de metano mediante vapor:

CH, +H,0 — CO+ 3H, Ahg = 206 MJ/kmol 4.7.)

Reaccién de reformacion de metano mediante didxido de carbono:

CH, + CO, — 2CO + 2H, Ahg = 247 MJ /kmol (4.8.)

Para la reformacién mediante vapor de agua, comercialmente se utilizan catalizadores
basados en niquel. Por otro lado, la reaccidén mediante CO2 no es tan comercialmente
utilizada, no obstante, tiene la atraccién de disminuir la presencia de dos gases con efecto
invernadero en una sola reaccién. Ambas reacciones son altamente endotérmicas y pueden
ser realizadas mediante niquel como catalizador (de Lasa, Salaices, Mazumder, & Lucky,

2011).

4.2.1. Tipos de catalizadores utilizados

Los catalizadores funcionan in sifu (primario) y en sistemas de posgasificacién (secundario).
La operacién puede implicar una impregnacién del catalizador en la biomasa alimentada al
gasificador o puede ser agregado directamente al reactor. Al hacer esto se reduce la cantidad

de alquitranes, perono es efectivo en reducir la cantidad de CHa, en ese caso es mejor realizar
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un sistema posgasificacion en el que ademads se puede operar a temperaturas Optimas para las
reacciones de reformado (Bulushev & Ross, 2011). Hay tres grupos grandes de cataliticos

en gasificacion:

Catalizadores basados en metales de transicion: la dolomita (CaCO3-MgCO3) es muy efectiva

para la remoci6n de alquitranes, ademas es barata y abundante, obviando los pasos normales
de reactivacion de cataliticos. Puede ser utilizada como catalitico primario combinandolo
con la biomasa o como secundario en una reformacién quimica mediante la configuracién
“downstream”. Este compuesto quimico no funciona para transformar el metano, y funciona

mejor para eliminar alquitranes con CO2 que con vapor de agua (Basu , 2010).

Catalizadores basados en metales alcalinos: el carbonato de potasio y el carbonato de sodio
son importantes en la gasificacion de biomasa. El primero es mejor como catalitico primario
que como secundario y a diferencia de la dolomita, pueden catalizar la reacciéon de
reformacién de metano (Basu , 2010). Muchos tipos de biomasa poseen potasio en su
composicion, no obstante este tipo de sustancias pueden conducir a aglomeraciones que

tienen impactos negativos en el proceso de gasificacién (Bulushev & Ross, 2011).

Catalizadores basados en niquel: este es altamente efectivo como reformador para

reducciones de alquitranes ademas como ajustador de la razén de composicién CO/H2
mediante la conversiéon de metano. No obstante, presenta problemas en la reactivacién
debido a depoésitos de carbono. El niquel tiene un precio relativamente bajo, no tanto como
la dolomita, y es abundante aunque se requiere de equipos y procesos extra para una Optima

operacion (Chan & Tanksale, 2014).

El potasio es un caso de importante estudio, ya que aunque cataliza, cuando este se combina
con silice en procesos de gasificacion forma un compuesto eutéctico con bajo punto de fusion
en las temperaturas de gasificacion. El impacto puede ser més severo en las oxidaciones

parciales, especialmente en los reactores de lecho fijo. Este compuesto forma
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aglomeraciones que tapan el reactor y normalmente para arreglar este problema se debe
agregar un compuesto que cambie el comportamiento de las fases sdlido-liquido.
Generalmente esto se realiza mediante magnesio. Los gasificadores que utilizan carbonatos
como medios de transporte energético también presentan problemas de congestionamiento

debido a oxidaciones del mismo (Bain & Broer, 2011).
4.3. Configuracion de reactores

La secuencia de los procesos, asi como la tasa de produccién de los diferentes productos
depende de la configuracién de los reactores. Existen tres tipos generales: lecho fijo

“downdraft”, lecho fijo “updraft” y de lecho fluidizado.

4.73.1. Reactor “updraft” de lecho fijo

En un reactor tipico “updraft” la biomasa es alimentada desde la parte superior del equipo, y
el gas producido también sale en la seccién superior. El agente gasificante es ligeramente
precalentado e ingresa al gasificador por el fondo del equipo. El gas sube atravesando el

lecho de biomasa y ceniza (Basu , 2010).

La temperatura en la seccion inferior del gasificador excede de la de ignicién del carbono,

por lo que se da la reaccion de combustién que es altamente exotérmica.

El calor liberado calienta tanto al gas que va subiendo como a los sélidos que van bajando.
Lareaccidn inicial es muy répida y consume el oxigeno velozmente, asi que el poco oxigeno
que queda ingresa a la seccién de gasificacién donde se dan las reacciones de oxidacidn
parcial que ya se han comentado anteriormente. Lueg.o el gas caliente, combinacién de CO,
CO2 y vapor de agua (ya sea agregado o de secado previo a la combustion de la biomasa,

gasifican los productos de la pirdlisis en la segunda seccion del reactor (Basu , 2010).
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4.3 2. Reactor “downdraft” de lecho fijo

En este tipo de reactores las regiones donde ocurren las reacciones en el equipo son
diferentes, aunque la alimentacién es similar, los productos de la pirdlisis y combustién
fluyen hacia abajo. El gas caliente se mueve por debajo donde tiene contacto con los
productos sélidos en carbono, donde ocurre la gasificacién como tal. Este tipo de arreglos
normalmente implican menor contenido de alquitranes pero tiene la desventaja que los gases
producidos tienen contenidos energéticos bajos (Masmoudi, Sahraoui, Grioui, & Halouani,

2014). En la Figura 4.2. se observa un reactor con esta configuracion.

Biomasa

|

/I\ Alquitranes
Gas, alquitranes ¢———__ \ Pirélisis A L 200-500 °C
Alquitranes y agua e mmmm - S I
T l f 500-700 °C
C+0,—-CO, |4~~~ ~""=~—"~"——- - -
W Combustién (
Aire ___: Reduccién 1000-1400 °C
C+C0,=2C0 1V Conpes V1t
C +H,0 — CO +H, Temperatura

(&)

Figura 4.2. Diagrama de un gasificador de lecho fijo tipo “downdraft” (Basu , 2010)

Los gasificadores de este tipo requieren que el la biomasa tenga un contenido de humedad
inferior al 20% para poder alcanzar temperaturas suficientemente altas para poder realizar la

operacién de “cracking” de los alquitranes (Sheth & Babu, 2009) ya que al aumentar la
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cantidad de humedad se requiere una mayor cantidad de energfa para la zona de secado, y
disminuye de esta manera la cantidad de biomasa convertida a gas de sintesis, ademés de
afectar la calidad de este. Es decir, la humedad afecta no solo la operacién de la gasificacién

sino también la composicién quimica del producto (Dejtrakulwong & Patumsawad, 2014).

4.3.3. Reactor de lecho fluidizado

Existen dos tipos de reactores de lecho fluidizado: de lecho burbujeante y de lecho circulante.
En el primero, el lecho alimentado ya sea por la seccién superior o lateral se mezcla
relativamente rdpido con el cuerpo completo del lecho fluidizado. El agente gasificante
también tiene la funcién de gas fluidizante y es ingresado en el fondo del reactor. En este
tipo de reactores, las particulas sélidas frescas se ponen en contacto con el lecho caliente que
rapidamente les aumenta la temperatura, lo que facilita los procesos de secado y pirdlisis,

produciendo gases y alquitranes (Kim, y otros, 2013).

Aunque las particulas sélidas se mantienen en mezcla, el gas de fluidizacién se mantiene
generalmente en modo tapdn, entrando por la parte inferior y saliendo por la parte superior.
Luego que entra el oxigeno por la parte inferior, este experimenta reacciones exotérmicas
con los alquitranes que se encuentran mezclados con los s6lidos del lecho. Los materiales
de este dispersan inmediatamente el calor liberado por estas reacciones a toda la cama de
sélidos. Esta cantidad de energia es funcién de la cantidad de oxigeno en el gas fluidizante

asi como de la cantidad de alquitranes presentes (Basu , 2010).

Reacciones subsecuentes de gasificacion ocurren conforme el gas atraviesa el lecho hacia
arriba. Las burbujas de lecho pueden funcionar como principal conducto del gas hacia la
parte superior del equipo, ya que se encuentran relativamente libres de s6lidos. Y aunque
ayudan a la mezcla de los materiales involucrados en las reacciones, estas burbujas pueden

permitir que los gases atraviesen el lecho sin que existan reacciones gas-sélido. Los
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productos de la pirdlisis que tienen contacto con los sélidos calientes se descomponen en
compuestos mas simples; en gases no condensables. Si escapan el lecho, se forman carbdén
y alquitranes (de Souza-Santos, 2010). Un reactor de lecho fluidizado burbujeante no puede
alcanzar una conversiéon completa de la materia prima debido a la cantidad de sélidos que
existen como mezcla. Normalmente se utiliza arena para mezclar y transferir calor. Estos
sélidos permiten mantener uniformidad en la temperatura, pero al precio que algunas de estas
particulas se lleven consigo material gasificable. Otro de los problemas de estos equipos es
la difusién de oxigeno de las burbujas a la fase donde se encuentra la emulsién, esto favorece
las reacciones de combustién en las burbujas, lo que implica que disminuye la eficiencia de
gasificacién. A diferencia de lecho fluidizado burbujeante, los de lecho circulante se
caracterizan por poseer un circuito caracterizado por mezcla y mayor tiempo de residencia

de los sélidos (Basu, 2010).

Los reactores de lecho fluidizado circulante pueden ser utilizados para oxidacién parcial o
como gasificadores calentados indirectamente. En los sistemas de oxidacién parcial la zona
donde ocurre este fendmeno es normalmente la seccién de retorno del equipo y los productos
de estas oxidaciones se vuelven parte del producto gaseoso. Por otro lado, en los sistemas
de calentamiento indirecto, el producto rico en carbono conocido como “char” es
combustionado externamente, los gases son separados de los sélidos y solo los sélidos

calentados son regresados al gasificador (Basu, 2010).
4.4. Efecto de la composicion quimica de la biomasa en la gasificacion

Uno de los principales retos de la gasificacién de biomasa de desecho consiste en aumentar
la cantidad de gas de sintesis producido y disminuir la cantidad de alquitranes y “char”
producidos en el en proceso. Hasta el momento se ha estudiado que la configuracién del
reactor, asf como la adicién de més etapas y el pretratamiento de la biomasa tiene una gran

nfluencia en estos productos. No obstante, también existe una razén intrinseca donde la
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composicién quimica de la biomasa influye en estas reacciones, ya que no solamente es
importante la presencia del carbono en las diferentes reacciones, sino coémo este se encuentra
a manera de estructura quimica (Lv, y otros, 2010). La estructura quimica afecta la
reactividad y también la cinética de las reacciones quimicas. Si la cinética se ve afectada
negativamente, la produccién de alquitranes serd mayor, debido a la necesidad de mayores

tiempos de residencia dentro de los equipos (Hosoya, Kawamoto, & Saka, 2008).

Como se explicoé en el Capitulo 3, la biomasa que se alimenta a los gasificadores es la
denominada lignoceluldsica. Esto implica que sus componentes principales son: celulosa,
lignina y hemicelulosa. De estas en especifico, se hablard en el Capitulo 6. La concentracién
de cada uno de estos componentes tiene un impacto cinético en los procesos de gasificacién

(de Lasa, Salaices, Mazumder, & Lucky, 2011).

Se ha observado que la lignina produce mayor cantidad de Ha que cualquier otro de los
componentes de la biomasa y que la celulosa produce una cantidad mucho mayor de
alquitranes solubles en agua. No obstante, estos resultados son atribuidos a los componentes
puros, ya que se ha observado que las interacciones entre celulosa y lignina tienen una
influencia importante en la seccién pirolitica de gasificacién (de Lasa, Salaices, Mazumder,

& Lucky, 2011).

Aparentemente la lignina inhibe la polimerizacién térmica de levoglucosin ademas de
fomentar la formacién de productos de bajo peso molecular de la celulosa, esto reduce la
produccién del carbono, compuesto que se gasifica, y més bien influye en aumentar la
produccién de especies derivadas de la lignina, como lo son el guayacol, 4-metilguyacol y 4-
vinilguayacol. También se han encontrado estas interacciones, pero en menor proporcidn

entre la celulosa y 1a hemicelulosa (de Lasa, Salaices, Mazumder, & Lucky, 2011).

Los alquitranes que se producen en los procesos de gasificaciéon poseen composiciones

quimicas muy variadas y complejas. No obstante, existe cierto comportamiento similar en
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los alquitranes producidos por las celulosas, hemicelulosas y ligninas. Se han encontrado
naftalenos y acenaftilenos, compuestos que aumentan su presencia al aumentar la
temperatura, ademas de fenoles, furfurales, dibenzofuranos y benzofuranos. La formacién
de alquitranes se ha observado en una mayor proporcién en compuestos ricos en lignina (Yu,

Zhang, Li, & Chen, 2014).

4.4.1. Pirdlisis de lignina

La pirdlisis de lignina produce gases no condensables, “char” y alquitranes condensables que
estan compuestos de fenoles de bajo y alto peso molecular y se forman a temperaturas de

bajas a moderadas (aproximadamente 700 °C).

La lignina es el compuesto mds dificil de descomponer debido a la gran actividad de los
enlaces quimicos aromaticos presentes en su estructura, lo que hace que el dmbito de
temperaturas de descomposicién varie de 100 °C a 900 °C. Durante su pirélisis hay una
presencia alta de compuestos oxigenados, mayormente guayacoles con algunos furanos,
hidrocarburos poliarométicos ciclcicos y derivados de azicares como el levoglucosén
(Palma, 2013). En el Cuadro 4.1. se observan los productos principales de la pirdlisis de

lignina.

Cuadro 4.1. Productos tipicos de la pirélisis de lignina (Palma, 2013).
Tipo de producto Grupo de los compuestos Ejemplos

Livianos, solubles Metanol, compuestos

en agua liquidos solubles en agua

Fendlicos Fenoles Fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol,
monohidroxilicos, etilfenol, 4-propilfenol, xilenoles
Guayacoles Guayacol, 4-metilguayacol, 4-

etilguayacol, 4-propilguayacol

Catecoles Catecol, 4-meticatecol, 3-metoxicatecol
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Cuadro 4.1. (Continuacion). Productos tipicos de la pirdlisis de lignina (Palma, 2013).
Tipo de producto  Grupo de los compuestos  Ejemplos
Gases Hidrocarburos Metano, etano, etileno, propano,
propileno, n-butano e isobuteno

Oxidos de carbono CO, CO2

Compuestos azufrados H>S, metil mercaptanos

4.4 2. Pir6lisis de celulosa

Anélisis termogravimétricos han mostrado que la pirdlisis primaria de celulosas se da en
rangos de temperatura de 300 °C a 500 °C y produce levoglucosin como principal producto.
Existen otros tipos de productos provenientes de la este proceso como furfurales,
glicolaldehidos, hidroxiacetonas, 4cido férmico y 4cido acético. Mayores cantidades de CO,
CHy y Hz estan asociados a menores cantidades de estos ltimos productos provenientes de

la pirdlisis (Palma, 2013).

Broido-Shafizadeh propuso un modelo para la pirélisis de celulosa que sea usado en varias
ocasiones. Este modelo exhibe la descomposicidén de la celulosa en dos reacciones
consecutivas de primer orden. El primer paso genera una “celulosa activa” seguido de dos
_reacciones que compiten entre si donde una descompone este polimero en “char” y gases
(CO y vapor de agua) o bien lo sigue despolimerizando a compuestos volatiles con

levoglucosén como su principal componente (Palma, 2013).

El modelo de Diebold consiste en siete reacciones de primer orden para la pirdlisis de la
celulosa. Primero se descompone mediante dos reacciones que compiten entre si: una para
producir celulosa “activa” y otra de deshidratacién para formar carbén y agua. La celulosa
activada se puede transformar mediante tres mecanismos diferentes, rompiéndose
directamente para formar gases, pirolizarse y volatilizarse a vapores primarios 0

deshidratarse a “char” y agua. Luego los vapores primarios pueden reaccionar con gases
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secundarios o alquitranes secundarios. Dentro de los que pueden reaccionar también se

encuentran gases con estructuras quimicas més complejas (Palma, 2013).

El modelo de Lin es un mecanismo donde la celulosa se descompone a oligosacéridos con
relativamente menos unidades moleculares hasta que se alcanzan suficiente concentracién de
para produccién de levoglucosén. Este ltimo luego puede deshidratarse e isomerizarse para
formar otros anhidro monosacéaridos como la levoglocosonona, la cual puede repolimerizarse
o transformarse mediante fragmentacién para formar aldehidos y cetonas, deshidratarse para

formar furanos, descarbonilarse o descarboxilarse (Palma, 2013).

4.4 3. Pirdlisis de hemicelulosa

La hemicelulosa es el compuesto menos estable de la biomasa, por esta razén es el que més
rapido se descompone a bajas temperaturas en comparacién a la celulosa y la lignina. EIl
xilano se descompone en pirdlisis a temperaturas entre 220 °C y 315 °C (Palma, 2013). Se
ha reportado que los principales productos de la pirdlisis de hemicelulosas son el metanol,
acido acético, furfurales, acetonas y 1,4-anhidro-D-xilopiranosas. Se ha encontrado que esta
Gltima actia como intermediaria para generar compuestos de dos y de tres carbonos mas
simples (Palma, 2013). El principal mecanismo de formacion de 4cido acético se sugiere que
estd involucrado con la eliminacién de grupos activos de o-acetil ligados a la cadena primaria
de xilano en su segundo carbono (Palma, 2013). En el Cuadro 4.2. se observan los principales

productos de la pirdlisis de la hemicelulosa.

Cuadro 4.2. Productos tipicos de la pirélisis de hemicelulosa (Palma, 2013).

Unidad monomérica Grupo funcional Compuestos principales
Xilano Alcoholes Etanol
Aldehidos Acetaldehido,
malondialdehido,

formaldehido
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Cuadro 4.2. (Continuacién). Productos tipicos de la pirdlisis de hemicelulosam (Palma,

2013).
Unidad monomérica Gru}é funcional Compuestos principales
Xilano Aldehidos heterociclicos Furfural

Cetonas Acetona

Gases CO, CHas, Ha
o-acetil xilano Aldehidos Acetaldehido, formaldehido

Acidos carboxilicos

Cetonas
Gases
4-o-metil-glucoro-xilano Alcoholes

Aldehidos

Acidos carboxilicos

Aldehidos heterociclicos

Cetonas

Acido acético, acido
propidnico

Acetona
CO,, CO
Metanol

Acetaldehido,
glicolaldehido

Acido acético, acido
férmico

Furfural

Acetona

Por lo tanto, se puede ir observando que una posible gasificacién de broza de café requiere

de pretratamientos para mejorar no solamente pardmetros de transferencia de masa y calor,

sino también buscar alguna opcidén para que su composicion quimica permita una operacion

més favorable en gasificacion ya teniendo en cuenta la mayoria de factores que influyen en

esta operacién. Para este caso, hay que tomar en cuenta que la naturaleza quimica de esta

biomasa, incluyendo sus azicares y contenido de polifenoles totales, puede tener

implicaciones interesantes en este proceso termoquimico.



CAPITULO 5
FERMENTACION DE BIOMASA

Debido a su composicidn quimica, otra de las posibles aplicaciones de la pulpa de café como
sustrato es la fermentacion, ya que esta utiliza biomasa lignoceluldsica. En el Capitulo 3 se
traté el tema de fermentacion, al igual que el de gasificacién, de una manera muy general.
En el presente se tomaré el proceso de fermentacién luego de alguno de los pretratamientos

explicados.

Una de las partes mas criticas de los procesos de fermentacién de biomasas que poseen
compuestos lignocelulésicos, es la hidrdlisis enzimatica. El desecho sélido que queda luego
del pretratamiento con acido o con liquido ibnico, etc. contiene celulosa, ademas de
hemicelulosa y lignina, dependiendo del tipo de tratamiento que se realizé. La celulosayla
hemicelulosa presentes deben ser hidrolizadas a compuestos monoméricos para la
fermentacion. La hidrdlisis enzimaética es el proceso que puede permitir que la produccion
de etanol a partir de biomasa pueda competir con la produccién de.otros combustibles
provenientes de materias renovables (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, &

Kalnes, 2012).
5.1. Celulasas

Las enzimas que degradan la celulosa estin clasificadas por su secuencia homdloga en
familias 1, 3, 5-9, 12, 44, 45, 48, 61 vy 74 de glucosidasas. Pueden ser clasificadas en tres
grupos: exo-1,4-B-D-glucanasas, endo-1,4-B-D-glucanasas vy B-glucosidasas (Shonnard,
Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012). En los sistemas naturales, estas
enzimas funcionan sinérgicamente para romper las celulosas a glucosas para ser utilizadas
en los ciclos metabdlicos. Las endoglucanasas rompen los enlaces celulésicos al azar,

mayormente las regiones armofas de las cadenas, produciendo mayor cantidad de sitios
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activos para uniones de celubiohidrolasas. Estas ltimas producen celobiosas y algunas
celotriosas de los sitios mas cristalinos de la estructura de la celulosa, uniéndose en sitios
activos y progresivamente rompiendo la cadena polimérica (Shonnard, Brodeur-Campbell,
Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).Las enzimas (-glucosidasas rompen los enlaces de las
celobiosas y celotriosas a mondmeros de glucosa. Todas estas enzimas pueden ser
producidas como una sola enzima compleja dependiendo de la especie. No obstante, para
funcionar efectivamente las enzimas celuléticas deben tener la posibilidad de asociarse al
sustrato insoluble, romper la estructura y guiar una cadena de polimero simple a través del

dominio catalitico (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

La biomasa lignocelulésica es una matriz heterogénea de diversas uniones de polisacaridos
y compuestos arométicos, y la hidrdlisis de esta es mas compleja que aquella de la celulosa
pura. La actividad enzimaética asociada a celulosa pura no necesariamente se correlaciona
con la actividad enzimaética en la biomasa (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, &

Kalnes, 2012).
5.2. Hemicelulasas

Este tipo de enzimas act@ian especificamente en la hemicelulosa. Ya que esta es un
heteropolimero ramificado, se requieren diferentes hemicelulasas para una eficiente
hidrdlisis enzimatica.  Estas enzimas incluyen a las xilansas, B-mananasas, o-L-
arabinofuranosidasas, o-L-arabinanasas, a-D, glucorinadasas, B-xilosidasas, xilan esterasas

y feruloil esterasas

5.3. Fermentacion de azucares de derivados de biomasa

La fermentacién se refiere a la conversién anaerébica de sustratos a productos mediante

microorganismos. Algunos de los productos que se pueden obtener son acetona, 2-propanol,
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butanol, hidrégeno, metanol y cadenas de hidrocarburos. La mayor aplicacién comercial se
enfoca en azlcares de 6 y 5 carbonos. Tradicionalmente la fermentacién se ha aplicado a
sustratos que poseen cadenas polisacéridas o disacéridas de 6 carbonos como la cafia de
azucar o el maiz, no obstante la biomasa lignoceluldsica posee en sus polimeros tanto hexosas
como pentosas, y estas Ultimas en cantidades apreciables (Shonnard, Brodeur-Campbell,

Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

Esto implica que se requiere desarrolla uno o mas microorganismos que procesen ambas o
una mezcla que puedan fermentar ambos. La principal fuente de hexosas es la celulosa,
especialmente glucosa, mientras que la hemicelulosa es la fuente de azticares como xilosa,

manosa y galactosa (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

5.3.1. Fermentacién de azicares de seis carbonos

En el Cuadro 5.1. se exhiben las rutas globales de fermentacion mas utilizadas para hexosas.

Cuadro 5.1. Rutas bioquimicas mas utilizadas en procesos de fermentacién utilizando

hexosas (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

Eficiencia tedrica

Producto Reaccion bioquimica
(gproducto/ gsustrato)

Butanol CeH1206 — C4H100 + 2C0O, + H,0 0,41
Acetonae 0,32 para acetona
hidrégeno o120 T Ha0 = C5He0 +3C0, + 4T, 0,04 para hidrégeno

Etanol C6H1206 - ZCZHGO -+ ZCOZ 0,51

Acido

butirico C6H1206 - C4H802 + ZCOZ + ZHZ

Acido

acético C6H1206 + Hzo - 2CH3COOH + ZCOZ + 4 HZ
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La manera preferida de obtener energia en una célula es mediante la glucosa. Cuando esta
es utilizada como fuente de energia bajo condiciones aerébicas, sufre un proceso llamado
glicdlisis. Este ciclo metabdlico consiste en una serie de reacciones que mayormente
producen adenosin trifosfato (ATP), sustancia de transporte energético de todos los procesos
bioquimicos dentro de una célula. La fermentacion de glucosas consiste en una serie de diez
reacciones que rompen los enlaces del carbohidrato en dos moléculas de piruvato, que luego
pueden ser utilizadas para obtener productos como acetona, 2-propanol, etanol, entre otros
(Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012). Para producir etanol, la
molécula de piruvato debe ser descaboxilada por la enzima piruvato descarboxilasa en
presencia de magnesio (II) y tiamina pirofosfato. Como producto de este proceso se obtiene
acetaldehido. Este altimo es reducido a etanol mediante la enzima alcohol dehidrogenasa en
la presenciade NADH y H'. El proceso global para la produccion de etanol mediante medios
bioquimicos presenta una eficiencia tedrica de 0,51 g de producto por cada g de sustrato

(Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

5.3.2. Fermentacion de azucares de cinco carbonos

Pentosas como la xilosa y la arabinosa en las c€lulas se transforman a xilulosa. Esta tltima
entra en el ciclo metabdlico de pentosa fosfato, donde 6 unidades de xilulosa se convierten
en 5 unidades de glucosa o su isomero, fructuosa. Estas tltimas entran a la ruta de la glicdlisis
explicada anteriormente. La expresion que resume estos dos procesos para la produccion de

etanol se exhibe a continuacidn:

6C<H,,0s — 10C,Hs0 + 10CO, + 10H,0 (5.1.)

5.3.3. Microorganismos asociados a la fermentacién de biomasa

La produccion de etanol a partir de sustratos lignoceluldsicos debe fermentar tanto pentosas

como hexosas. Este proceso puede ser llevado a cabo simultdneamente o por separado.
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Cuando se realiza por separado, es posible seleccionar el microorganismo selectivamente
para fermentar el sustrato presente en el equipo (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-
Garcia, & Kalnes, 2012). Cuando se realiza simultdneamente, se puede alcanzar el mismo
fin utilizando una mezcla de microorganismos o alguno genéticamente alterado para
consumir ambas sustancias. Ademds hay que tomar en cuenta condiciones previas a la
fermentacién que puedan producir alguna sustancia que inhiba los microorganismos, por
- ejemplo, cuando se realiza tratamiento con acido a alta temperatura se forma furfural y 5-
hidroximetilfurfural y el microorganismo Saccharomyces cerevisiae es inhibido por estos
compuestos (Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012). En el Cuadro
5.2. se observa informacién general sobre fermentacidn y microorganismos que se utilizan

para producir etanol a partir de sustratos lignoceluldsicos.

Cuadro 5.2. Produccién de etanol a partir de sustratos lignoceluldsicos (Shonnard, Brodeur-
Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes, 2012).

. Eficiencia .,
Microorganismo Sustrato Tipo de (gproducto/ Configuracién
fermentacion gp trato) del proceso
Sustrato
Saccharomyces Unicamente
cerevisiae Maderas suaves Por lotes 0,47 fermentacié
Y-1528 .
Saccharomyces Unicamente
cerevisiae Maderas suaves Por lotes 0,44 .,
fermentacién
Tembec T1
Candida shehatae }éllolsoa e/nilrzng%o Por lotes 0,40 — Unicamente
NCL-3501 g%L 0,43 fermentacion
Azlcares Fermentacidén e
Hscherichia coli  Provemientes de hidrélisis
¢ FBCR 5 cafia mediante Por lotes 0,26 enzimatica
pretratamiento . \
simultianea

enzimatico
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Cuadro 5.2. (Continuacion). Produccién de etanol a partir de sustratos lignocelulésicos
(Shonnard, Brodeur-Campbell, Martin-Garcia, & Kalnes,

2012).
. . Tipo de Eficiencia Configuracién
Microorganismo Sustrato .. (gproducto/
fermentacion del proceso
. gsustrato)
Cascarilla de 0.49 I;I;draorng
Escherichia coli ~ arroz pretratada Por lotes ’ parace
! 0,48 Fermentacién en
alcalinamente s
fase sé6lida
SaCCC}fa7‘ZIZZJ/eCQS Mezcla de r(iloiél;ggaazloirsl Unicament
erevist glucosa a 35 g/l & 0,48 reamete
y Candida <ilosa a 15 o/ mos fermentacién
shehatae ¥ inmobilizados
Lavados con
omOmOnas acido diluido a
24 o Residuos de maiz Por lotes 0,30 cocorriente e
mobilis A
hidrélisis
enzimatica

5.4. Efecto de lignina en sistemas biologicos

Es conocido que la lignina se consume como fibra dietética cuando las frutas y los vegetales
con ingeridos. Se piensa que la fibra dietética es util en la prevencién de algunas
enfermedades, como el cancer, aunque una gran parte es excretada del organismo. Se ha
reportado que la lignina tiene un efecto antibacterial en las enterobacterias, especificamente
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, y Staphylococcus

aureus (Popa, 2013),

Otro de los problemas que se presentan en la fermentacién de biomasa lignoceluldsica son
los productos que se obtienen a partir de la hidrélisis de lignina en los pretratamientos que se
expusieron en el Capitulo 3. Estos incluyen 4cidos orgémicos, furanos, y compuestos

fenélicos producidos a partir de los tratamientos con acidos que se utilizan para reducir la
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matriz a una mas sencilla para que los microorganismos puedan tomar los nutrientes e

incluirlos en sus ciclos metabolicos (Zeng, Zhao, Yang, & Ding, 2014).

Estos compuestos inhiben la fermentacién por parte de microorganismos, causando
disrupcién de membranas, mutacién de ADN, debalance de pH intracelular e inhibicién
enzimdtica, entre otras. La influencia de estos compuestos se ha estudiado en
microorganismos como Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y Zymomonas para
determinar su toxicidad, en especifico la interaccién con compuestos como furfual y acetatos

(Zeng, Zhao, Yang, & Ding, 2014).

Por otro lado, los compuestos polifendlicos en las plantas inhiben microorganismos
fitopatogénicos y en respuesta a esto, estos tltimos controlan sus secuencias genéticas para
responder a estos en una competencia por supervivencia (Zeng, Zhao, Yang, & Ding, 2014).
Una consecuencia de esto es una disminucidén en la posibilidad de fermentar sustratos

lignoceluldsicos o ricos en sustancias polifenélicas.

Sintetizando la informacién hasta el momento, tanto para gasificacién como para
fermentacién de cualquier ruta bioldgica es un hecho que la concentracién de lignina asf
como posibles compuestos polifendlicos afectan a estos procesos de una manera negativa, lo
que puede llevar a pensar que disminuir este compuesto puede, o puede que no, mejore estas

posibles rutas para obtener energia a partir de la broza de café.

No obstante, hasta el momento no se ha expuesto claramente qué es la lignina, qué es la
celulosa y qué es la hemicelulosa desde un punto de vista quimico. Si se quiere atacar este
pardmetro como una variable de respuesta, se debe tener claro qué es para elegir una ruta de
degradacién 6ptima asf como los métodos para su medicién. Por lo que lo que continta es

conocer qué son estos compuestos que posee la pulpa de café en el préximo Capitulo.
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CAPITULO 6
LIGNINA, CELULOSA Y HEMICELULOSA

Las plantas tienen en sus paredes celulares lignina, celulosa y hemicelulosa para una variedad
de funciones vitales, como dar estabilidad, transporte de nutrientes, defensa contra
patdgenos, entre otras (Moerschbacher, 2002). En la Figura 6.1. se observa un esquema de

la interaccién de las diferentes secciones de la pared celular.

Hemicelulosa

Interaccién
lignina-hemicelulosa

Regién <
cristalina
o
=
Regién
amorfa
a0
¥ Interaccién

celulosa-hemicelulosa
Lignina Celulosa

Figura 6.1 Esquema representativo de los componentes de la pared celular de las plantas
(Zhang, Yang, & Blasiak, 2011)

6.1. Celulosa

La celulosa es un polimero linear de unidades de B-1,4-D-glucopiranosa. La celulosa natural
puede ser dividida en dos grupos: cristalina y amorfa. La estructura global y general de la

celulosa en la naturaleza es cristalina y ademas la celulosa es uno de los biopolimeros mas
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comunes en el planeta porque es parte de la estructura de las plantas (Takahashi, 2010). En

la Figura 6.2. se muestra la estructura del polimero de celulosa.

HOH,C, OH HOHzC

3, OH
o
< WhC, © OH

HOH,C

Figura 6.2. Estructura de la celulosa (Zhang, Yang, & Blasiak, 2011)
6.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo biopolimero mas importante del planeta. Consiste de un
polimero ramificado con unidades monoméricas de hexosas, como lo son la glucosa, manosa,
galactosa, etc. y también pentosas como la xilosa y la arabinosa. El mondmero principal de
este polimero es la xilosa. Como esta no forma una cadena cristalina debido a su condicion
de polimero amorfo, es facil de romper (Castro-Montoya & Jiménez-Gutiérrez, 2012). Enla

Figura 6.3. se muestra la estructura de la hemicelulosa.

Figura 6.3. Estructura de la hemicelulosa (Castro-Montoya & Jiménez-Gutiérrez, 2012)
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6.3. Lignina

La lignina a diferencia de la celulosa y la hemicelulosa es un polimero fenilpropanoico
compuesto por las unidades monomeéricas que se exhiben en el Cuadro 6.1. Una estructura
global de lignina no se puede definir, porque esta varia entre planta y planta y porque cada
uno es formado a partir de un complejo patrén de unidades monoméricas unidas a proteinas
y carbohidratos estructurales (Mongeau & Brooks, 2001). En la Figura 6.4. se observa la
unidad monomérica general sobre la cual se genera la lignina, con las unidades presentes en

el Cuadro 6.1.

HO LCH=CH—X

R,
Figura 6.4. Unidad monomérica de lignina (Mongeau & Brooks, 2001)

Cuadro 6.1. Estructura quimica de las unidades monoméricas que componen la lignina
(Mongeau & Brooks, 2001).

X ~ Ri R2 Nombre
-CH.OH H H Hidroxifenil
H OCH3 Guayacil
OH OCH;3 5-hidroxiguayacil
OCH3 OCH3 Siringil
-COOH H H 4-hidroxifenil
H OCH3 3-metoxi-4-hidroxifenil
OCH3 OCH3 3-metoxi-4,5-hidroxifenil

La complejidad de la estructura quimica de la lignina se puede explicar mediante la
polimerizacién aleatoria que involucra uno de cuatro radicales fenoxilicos formados a partir
de la accién de peroxidasas en la planta. Estos radicales son estabilizados mediante la

deslocalizacion del electron Gnico presente en el oxigeno enlazado al C-4 del anillo fenilico,
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de la posiciéon C3 y C-1 del mismo anillo o del carbono 8 de la cadena de 2-propen-1-ol
(Mongeau & Brooks, Chemistry and Analysis of Lignin, 2001). Tedricamente las cuatro
posiciones pueden ser combinadas dando una mezcla de 16 diferentes enlaces. Esto ha sido
demostrado a partir de estudios de polimerizacion dehidrogenativa de alcohol coniferilico
catalizada por peroxidasas (Mongeau & Brooks, 2001). La lignina varia de planta a planta
como se ha comentado, no obstante, se ha observado que generalmente estd compuesta de
tres monolignoles principales: alcohol coniferilico (unidades G), alcohol paracumarilico
(unidades H) y alcohol sinapilico (unidades S) (Zhang, Yang, & Blasiak, 2011). En la Figura
6.5. se observan lo monoligoles anteriores y en la Figura 6.6. se observa un ejemplo de la

estructura de la lignina.

oH  HiCO on HCO ~"oH
Alcohol paracumarilico Alcohol coniferilico Alcohol sinapilico
{Unidades H) (Unidades G) (Unidades S)

Figura 6.5. Monolignoles mayoritarios en la esctructura de la lignina (Zhang, Yang, &
Blasiak, 2011)

6.4. Interacciones entre los tres componentes mayores de la biomasa

lignoceluldsica

Se ha reconocido que los enlaces de hidrégeno son parametros muy importantes en la
interaccién entre celulosa y hemicelulosa debido a la gran cantidad de sitios que existen entre
estos polisacaridos. También existen enlaces de hidrégeno intramoleculares entre la celulosa

y el xilano (Zhang, Yang, & Blasiak, 2011).

Se ha propuesto, para la lignina en madera, que esta se encuentra quimicamente ligada a los
polisacaridos de las matrices presentes en la pared celular secundaria. Y en ciertos tipos de

maderas como la proveniente de Picea sitchensis, donde se encontraron seis complejos de
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carbohidratos con lignina. Uno de los mas importantes es un complejo de glucomanano-
lignina-xilano, que contenia alrededor de 48% de la lignina presente en la madera. Otro
también encontrado fue el complejo de xilano-lignina-glucomanano, que presentaba un 40%
de la lignina. Se cree que las interacciones mas importantes de las matrices lignoceluldsicas
varian entre estos tres componentes, no obstante, la variedad tan grande que existe en la
naturaleza de compuestos lignoceluldsicos dificulta identificar precisamente sus
mecanismos, por lo que la mayor aproximacién para maderas, ha sido mediante modelos

computacionales (Zhang, Yang, & Blasiak, 2011).

HiC—OH
HC—0---
HC —OH
H,C— OH
G=dH © H,C ~OH
5 CH
CH HC ~CH
H,C—0
H,C~
0 Haf = H,C —OH
CiH 0——?H H, (-0 2?
; 0
HC —OH |
HC —OH _< >_
OH i ¢
cH,
0 CH H;C-0
HC
HO~CH,
HC
| 0—CH,
HC——0
H3c_0
H,C—0 H,C—OH  HyC —OH
o tJIH 0
HC - OH
Hy)C—0 ‘! ‘

Figura 6.6. Ejemplo de estructura de lignina (Popa, 2013)
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En esta seccion ya se tiene claro cudles son los procesos para ¢l aprovechamiento de biomasa,
a qué tipo de biomasa pertenece la broza del café y las variables que influyen en los procesos
de gasificacion y fermentacion en relacion a la composicion quimica (entre otras) de la pulpa
de café. La lignina y los polifenoles totales afectan este tipo de procesos de obtencion de
energia, asi que el objeto de estudio es buscar una ruta viable para la reduccion de la misma,

que tenga una aplicabilidad viable desde un punto de vista técnico asi como financiero.

Puede utilizarse pretratamientos con 4cido, como se mostrd para la seccion del Capitulo 5, o
bien se puede realizar torrefaccion, como se explicé en el Capitulo 3, no obstante estos
procesos implican una inversion financiera relativamente alta con respecto al valor agregado
para una aplicacion a corto o mediano plazo en los procesos de beneficiado de café en Costa

Rica.

Afortunadamente, en la naturaleza existen ciertos microorganismos denominados hongos de
putrefaccién blanca, que se utilizan para procesos de pulpaje en madera, ya que consumen
naturalmente la lignina para su crecimiento. Los mecanismos, aplicacion y condiciones para
el crecimiento de estos, seran explicados en el Capitulo siguiente, sintetizando asi cudl sera
la aplicaciéon buscada en esta investigacion; utilizando hongos de putrefaccién blanca,
observar si hay crecimiento de estos en la broza de caf€, si existe cambio en los contenidos
de lignina y cuél puede ser el impacto en los procesos de obtencidén de energia que se
determinaron, con criterios técnicos y financieros, como 6ptimos para usar la broza de café

como materia prima.



CAPITULO 7
HONGOS DE PUTREFACCION BLANCA

El reino Fungi est4 constituido de un grupo de microorganismos que se pueden utilizar en
mejorar sustratos lignoceluldsicos para transformar compuestos recalcitrantes xenobibticos
como ligninas. Diferentes especies de hongos pueden modificar o completamente degradar
los mayores componentes en maderas. Los hongos que modifican la lignina y utilizan los
azicares polisacaridos expuestos mediante esta modificacién se denominan hongos de
putrefaccion café, basados en la apariencia del sustrato degradado. También se encuentran
basidiomicetos que completamente mineralizan la lignina, denominados hongos de
putrefaccidn blanca y estos tltimos son los considerados como los mejores degradadores de

lignina en la naturaleza (Eriksson, 2011).
7.1. Clasificacion de hongos de putrefaccion blanca

La degradacién de lignina mediante hongos de putrefaccion blanca es un proceso oxidativo,
que probablemente involucra enzimas como lignina peroxidasas (LiP), manganeso
peroxidasas (MnP) y lacasas. Muchos hongos de putrefaccién blanca, con excepcién del
Phanerochaete chrysosporium producen lacasas extracelulares, otro componente esencial
lininolitico son las peroxidasas extreacelulares, como la glioxal oxidasa y la arialcohol
oxidasas. Este tipo de microorganismos se clasifica dependiendo de la enzimas que producen

més comtnmente (Yang, y otros, 2013).

7.1.1. Grupo lignina-manganeso peroxidasa

Phanerochaete chrysosporium, €l cual es el hongo de pufrefaccién blanca mas utilizado, es

un representante tipico del grupo LiP-MnP. Este es un eficiente degradador de lignina y
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algunas cepas poseen propiedades que los hacen industrialmente viables, como degradacion

selectiva de lignina en biopulpaje (Eriksson, 2011)

La manera usual de determinar la habilidad para degradar lignina es la cultivacién de hongos
en una atmosfera de oxigeno y medir la evolucion de CO; a partir de lignina sintética. Se ha
observado que este tipo de cultivo favorece a las cepas que producen LiP (Pham, Eom, &
Kim, 2014). Existen familias que ademas de estas peroxidasas producen MnP, lo que los
hace superiores en la degradaéién de lignina, en condiciones de laboratorio, entre las mas
importantes familias se encuentra la Corticiaceqe. La presencia de un gen de LiP en un
hongo es la tinica prueba contundente de la produccién de estas enzimas (Yang, y otros,

2013)

7.1.2. Grupo lacasa-manganeso peroxidasa

Algunos hongos que degradan lignina, y que son especialmente Utiles para degradacién
especifica de lignina, aparentemente no producen LiP (Eriksson, 2011). La combinacién de
MnP-lacasa aparenta ser la més comiin entre los hongos presentes en la madera y
especialmente los hongos de putrefaccion blanca. Se han ejecutado estudios que muestran
que Panus tigrinus, Lentinus tigrinus, Dichomitus squalens, Polyporus anceps, Rigidosporus
lignosus, entr otros producen MnP y lacasa pero no LiP. Algunos hongos comestibles, como
el Pleurotus ostreatus pueden presentar otro tipo de degradacién basados en lacasas y

arilalcohol oxidasas (Eriksson, 2011).

7.1.3. Grupo lignina peroxidasa-lacasa

Hasta el momento solo se han encontrado dos hongos que secretan ambas LiP y lacasa, pero
no MnP, incluso en condiciones de laboratorio donde se encuentran altas concentraciones de

Mn(IT) peroxidasas. No obstante, estos hongos degradan lentamente los anillos aromaticos
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presentes en las ligninas. La tasa de degradacidn lenta sugiere que los hongos que presentan
Unicamente este tipo de enzimas no son buenos degradadores de lignina a CO3 (Eriksson,

2011).

7.2. Enzimas lignoliticas: propiedades y mecanismos cataliticos

7.2.1. Lignina peroxidasa

Esta enzima se ha logrado purificar mediante una combinacién de cromatografia de
intercambio anidnico, filtracién mediante gel, cromatografia de proteinas répida vy
concentracidn isoelétrica. La enzima estd presente como un conjunto de isoenzimas con
puntos isoeléctricos que varian de 3,2 a 4,0 y masas moleculares que se encuentran entre 38

kuma a 46 kuma (Wong, 2009).

Cada isoenzima contiene 1 mol -de hemo hierro por mol de proteina (Eriksson, 2011). LiP
cataliza la oxidacién que depende de peroxidasas de varios compuestos presentes en
diferentes ligninas. Su habilidad para oxidar anillos arométicos con potenciales mayores a

las peroxidasas presentes en el rdbado y muchas otras peroxidasas es Unica.

El producto de la reaccion primaria de LiP con H202 es un compuesto I que posee un estado
de dos electrones oxidados, denominado LiPI. Luego este ltimo es reducido a la enzima
inicial en dos pasos radicales con un compuesto II, denominado LiPIl, como intermediario
(Wong, 2009). En el proceso, un sustrato reductor aromético se oxida a un catién radical
arilico (Ar") (Eriksson, 2011). Este dltimo se puede descomponer quimicamente, las

reacciones se muestran a continuacion.

LiP 4+ H,0, — LiPI + H,0, (7.1.)

LiPI + Ar — LiPII + Ar* (7.2.)
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LiPII + Ar — LiP + Ar* + H,0 (7.3))

A pesar del trabajo detallado en los mecanismos de reaccién de las LiPs, hay poca evidencia
si realmente pueden romper una lignina polimérica. Se ha realizado experimentaciéon en
ligninas de bajos pesos moleculares que sugieren que si existe un rol lignolitico, pero no se
puede probar a un tamafio mayor de ligninas debido a su gran variabilidad y complejidad

(Eriksson, 2011).

7.2.2. Manganeso peroxidasa

La enzima manganeso peroxidasa también se ha logrado purificar. Existe como una serie de
isoenzimas glicosiladas con puntos isoeléctricos que varfan de 4,2 a 4,9 v masas moleculares
que se encuentran entre 45 kuma y 47 kuma. Similar a la LiP, cada isoenzima contiana 1
mol de hierro por mol de proteina (Wong, 2009). Esta enzima cataliza la oxidacién de
ligninas dependientes de H202. La oxidacién de lignina y otros fenoles mediante este
compuesto depende de un ion de manganeso. El sustrato primario reductor de la enzima es
el Mn(IT), que reduce no solo el compuesto I, denominado MnPJ, sino también el compuesto
IT (MnPII), generando Mn(IIl) de manera que se puede difundir de la superficie de la enzima
v oxidar el sustrato terminal insoluble: la lignina (Wong, 2009). El ion de manganeso
funciona como un par redox, no como un activador enzimatico (Eriksson, 2011). Se ha
realizado experimentacién con MnP y LiP purificado que indican que solamente la MnP
posee propiedades decolorativas. Esto implica que ademas de degradar compuestos
lignocelulésicos, tiene el potencial de realizar degradaciones de polifenoles con naturaleza

diferente que tienen colores asociados (Eriksson, 2011).

7.3.3. Lacasa

Es una enzima multiple producida por un gran nimero de hongos. La lacasa es una enzima

multicobre oxidativa azul que cataliza la oxidacion unielectronica de orto y para difenoles y
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aminas aromaticas mediante la remocién de un protén y un electrén de un grupo hidroxilo

para formar un radical (Flurkey, 2002).

Puede también catalizar la ruptura y cambios alquil-fenil o Ca-CB de dimeros fenélicos
presentes en la lignina. También cataliza la demetoxilacién de varios compuestos presentes
en los modelos ligninicos. Su capacidad oxidativa es acompafiada por la reduccién de

oxigeno molecular a agua (Flurkey, 2002).

La actividad de la lacasa en hongos puede ser aumentada mediante la adicion de diferentes
compuestos aromaticos al medio. Diferentes hongos que producen lacasa excretan diferentes
formas de la misma debido a la cantidad de compuestos aromaticos presentes, como pueden

ser toluidina, acido vainillinico, acido parahidroxibenzéico y anilina (Flurkey, 2002).

7.3. Posibles cepas en el uso de broza de café

Se ha observado en publicaciones el uso de hongos para deslignificacion de sustratos.
Generalmente estos son maderas que tienen una humedad baja, ademas de una cantidad de
azucares reductores baja. Pleurotus ostreatus es un hongo comestible que existe
naturalmente en Costa Rica que se ha utilizado para medicién de actividad de lacasa y
degradacion de lignina (Parenti, y otros, 2013), Trametes versicolor es un hongo de
putrefaccién blanca que se ha utilizado como degradador principal de lignina en aserrin de
roble (Knezevic, Milovanovic, Stajic, & Vukojevic, 2013), Pycnoporus sanguineus es otro
microorganismo de estos tipos que se ha utilizado para degradacion de lignina, celulosa y
hemicelulosa en desechos de banano (Norhaslida, y otros, 2013) y también se ha estudiado
el potencial de hongos filamentosos, especialmente el Aspergillus niger, para degradacién de
ligninas de Kraft (Yang, Zhou, Lu, Yuan, & Zhao, 2011). Algunos de estos hongos, que se

encuentran naturalmente en Costa Rica, pueden presentar un impacto en la broza de café y
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su composicién quimica en las variables que se han identificado como criticas, a través de la

presente mvestigacidn.



CAPITULO 8
MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefio de la experimentacion

La experimentacién constd en dos secciones globales: seleccion de cepa y aplicacién del
tratamiento. La primera se realizé a nivel mucho més controlado para escoger, de una serie
de cepas, las dos més adecuadas para luego ser aplicadas en la broza de café en un ambiente
menos controlado. Luego se inocularon estas dos cepas en la muestra fresca y se dejaron
crecer durante un tiempo. Posteriormente se realizaron mediciones a la muestra inoculada y
a la pulpa fresca de los pardmetros escogidos como variables de respuesta. Estos se exponen
en la seccién 8.3. del presente Capitulo y se escogieron para poder evaluar el impacto del
tratamiento bioldgico propiedades fisicas y quimicas as{ como y el potencial uso de la pulpa
tratada como materia prima en los procesos escogidos como posibles: gasificacién y

fermentacion.

Una vez conocidos los dos hongos que mejor crecieron en la pulpa en condiciones de
laboratorio, estos se aplicaron en la broza sin ningun tipo de tratamiento fisico ni quimico.
Esta aplicacién se realizé en pulpa de café lo mas fresca posible, dentro de las posibilidades
del proyecto, para medir precisamente el impacto de cada uno de los tratamientos y disminuir
la posibilidad de interferencias de microorganismos que se encuentran normalmente en el
residuo agroindustrial que pudieran afectar las variables de respuesta. No se le redujo el
contenido de humedad, ni el tamafio de particula, ni se le realizé6 ningin tipo de
pretratamiento. Esto debido a que el propdsito principal del presente estudio es evgluar el

impacto en la broza en condiciones que puedan ser reproducibles en la magstria.

Si se realizara algtn tipo de pretratamiento en el estudio, se podria influénciar una o mas

variables de respuesta e implicaria que, para extrapolar el uso de hongos-en la 1hdustria de
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beneficiado de café en Costa Rica, se requeriria de procesos de pretratamiento de la pulpaa
escala industrial, y estos implicarfan una inversién financiera importante que podria reducirle

su viabilidad.

Por esta misma razén, luego de su moculacidn, cada uno de los tratamientos se mantuvo en
crecimiento en condiciones ambientales v no en condiciones estériles, a diferencia de la

seleccién de cepa.
8.2. Disefio estadistico del experimento

Se utilizd la estadistica como otra herramienta para evaluar la aplicacién del tratamiento
sobre la broza de café una vez finalizada la seleccidn de cepa. Se realizaron seis repeticiones
de cada tratamiento, para asi tener cinco grados de libertad por tratamiento y realizarle a cada

uno una prueba de varianza para determinar si hay variaciones dentro de cada grupo de dato.

Luego delaprueba de varianza y de normalidad de datos (para observar cudl es la distribucién
de probabilidad que siguen) se realizara una prueba de hipdtesis para comparar las medianas

de cada poblacién.
8.3. Variables de respuesta

Las variables presentes a continuacién se midieron una vez finalizada la seleccién de cepa.
Se midieron una vez aplicados los hongos en la pulpa fresca asi como en la broza tanto en
la muestra sin tratamiento asi como en cada una de las seis repeticiones de cada tratamiento
biolégice. parasijoder medir los cambios en las mismas y asi evaluar su impacto. Cada
“parametro se midio-minimo por triplicado (excepto el termogravimétrico) y se utilizé su
- Promediowcomo valer reportado. Estos son los valores que se utilizaron para las pruebas

:eéstadisticas expuestas. Las variables en cuestion fueron la concentracidn de lignina, celulosa,
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hemicelulosa, polifenoles totales, cenizas, humedad total, calor de combustién y un analisis
termogravimétrico. Ademas de esto se midid la concentracion de diferentes elementos como

carbono, nitrégeno, azufre y potasio.

8.4. Muestreo

Se realizaron dos muestreos para la presente investigacion. Ambos siguieron el método
aleatorio y se tomaron ambas muestras frescas del beneficio CoopeTarrazi R.L. en el mes de
enero de 2013 y enero de 2014. La recoleccion se dio directamente en el beneficio en las
pilas de salida de broza, como se muestra en la Figura 8.1., luego del procesamiento del café

durante el pico de cosecha.

Figura 8.1 Pileta donde se tomaron las muestras de broza
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Se tomaron de diferentes puntos, incluyendo lixiviados, y se colocaron en bolsas tipo

“Ziplock™ para su transporte en hielera como se observa en la Figura 8.2.

Figura 8.2 Medio de transporte de la muestra en hielera

Luego de tomada la muestra se transport6 en vehiculo hasta Jardin de Dota donde se mantuvo
durante la noche en refrigeracion para disminuir la descomposicion biolégica natural de la

misma y asi minimizar errores en la experimentacion.

Al otro dia se transporté al Centro de Investigaciones en Productos Naturales de la
Universidad de Costa Rica (CIPRONA) donde se congelé o se sometié a secado para su
posterior analisis. La muestra tomada en 2013 se congeld para su uso posterior en pruebas

preliminares y en la seleccion de las cepas a utilizar.
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La tomada en el afio 2014 se dividi6, y una parte se secd para la caracterizacién de las
variables de respuesta expuestas en la muestra sin tratamiento y la otra se llevé al Centro de
Investigaciones Agronémicas de la Universidad de Costa Rica (CIA) donde se realizé la

inoculacién de cada uno de los hongos que se habian elegido anteriormente.

Esta eleccidn se expondra a continuacion.
8.5. Seleccién de cepa

Esta seccidn se realiz6 toda en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos del CIA. Como
primer paso se consiguieron cepas de los hongos Pleurotus Ostreatus, Trametes Versicolor
y Pycnoporus sanguineus purificadas gracias a la contribucién del Ph.D Alexander Berrocal
Jiménez del Centro de Investigacién en Integracién Bosque-Industria (CIIBI) del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR).

Luego, el personal del Laboratorio de Microbiologfa de Suelos del CIA aislaron con éxito
una cepa de Aspergillus niger. Inicialmente se crearon medios de cultivo en placas de Petri
estériles con diferentes concentraciones en porcentaje masa/volumen de broza de café con

agua y agar como agente solidificante.

También se crearon medios con diferentes concentraciones de broza pero en este caso con

caldo de papa-agar-dextrosa (PDA).

Para crear estos medios primero se tuvo que descongelar 1a broza que se muestred en 2013 y
se licud en una licuadora electrodoméstica de hogar, como se muestra en la Figura 8.3. La
densidad aparente de la broza presenté un valor de 1,084 g/mL. Con este valor se crearon
diferentes concentraciones a 200 mL de volumen en botellas para autoclavar el medio. Los

valores se resumen en el Cuadro 8.1. y Cuadro 8.2.
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Figura 8.3. Inicio de creacion de medios de cultivo con diferentes concentraciones de
broza. Inicialmente reduccion de tamafio en licuadora

Cuadro 8.1. Masas, volumenes y concentraciones aproximadas de medios de broza-agua-

agar.
Mass Velaminde Volumen Volumen .« Concentraciéon
de agua oy Concentracion -
) de broza total aproximada
broza agregado (mL) (mL) (% m/v) (%% m/v)
_® (mL) i
0 200 0,0 200,0 0,0 0
54,2 150 50,0 200,0 20,1 30
108,5 100 100,1 200, 1 54,2 55
130,1 80 120,0 200,0 65,0 65
151,9 60 140,1 200,1 75,9 76

Cuadro 8.2. Masas, volimenes y concentraciones aproximadas de medios de broza-PDA.
Masa  Volumen de

¥ PDA Volumen Volumen T Con?en-tracmn
Nt apregado de broza total (% m/v) aproximada
4 0
@ mL) (mL) (mL) (% m/v)
0 200 0,0 200,0 0,0 0
54,3 150 50,1 200,1 27,1 30
108,5 100 100,1 200,1 54,2 55
130,1 80 120,0 200.,0 65.0 65

1519 60 140,1 200,1 789 76
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Ejemplos de estos medios en las botellas que se llevaron a autoclavar se observan en la Figura

8.4.

Figura 8.4. Medios de cultivo a diferentes concentraciones de broza ya sea en medio de
agar-agua o PDA antes de ser enviados al autoclave

Los diferentes medios de cultivo se chorrearon en una camara de flujo laminar en los platos

de Petri.

Se evalué el crecimiento de cuatro hongos en 5 concentraciones de cada uno de los medios
de cultivo. En total se realizaron cinco repeticiones por tratamiento En la Figura 8.5. se
observan los medios una vez chorreados. Luego de esto se dejaron solidificar para iniciar la

inoculacioén.
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Figura 8.5. Medios de cultivo de broza a diferentes concentraciones una vez estériles y
chorreados en una biocamara estéril

La inoculacién const6 en tomar con la parte superior de una pipeta Pasteur estéril, un pequefio
bocado de agar con hifas de los hongos puros y colocarlos en las placas con los medios de

cultivo.

Para evaluar el crecimiento de los hongos se utilizé el didmetro equivalente como variable

de respuesta de crecimiento de los microorganismos en estos medios.

Para poder realizar esta medicion los hongos se inocularon en el centro de la placa y se dibujo

un eje coordenado, donde se realizaron mediciones diarias de los ejes para luego realizar un
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tratamiento matematico con promedios logaritmicos para normalizar la geometria variable

presente en este crecimiento. En la Figura 8.6. se observa la inoculacién de los medios.

Figura 8.6. Inoculacion de hongos en cada uno de los platos con medios de cultivo

Las placas se sellaron para evitar la entrada de contaminantes y los resultados se midieron

una vez cada dos dias (ver Anexo 1).

8.6. Inoculacion de broza de café

Una vez escogidos los hongos se realizé la inoculacién en broza de café. Para tal efecto se

tuvo que generar suficiente biomasa del hongo en condiciones estériles para poder inocularlo

en la broza. Esto se realizo mediante la creacion de un sistema de fermentacion durante una
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semana, donde se tomaron dos Enrlenmeyer de 1000 mL y se llenaron a aproximadamente

800 mL con caldo de papa-dextrosa.

Luego se cerro el sistema con un tapén que permitia la conexion con mangueras de hule para
alimentarle aire al sistema y ayudar al metabolismo de los hongos escogidos. La manguera
que daba hacia las bombas de pecera se coloco a un filtro estéril. Todo el sistema se cerr6

completo y se envio a la autoclave para su esterilizacion.

Una vez estéril, se monto todo el sistema en la biocamara esterilizada y se inoculo cada
Erlenmeyer con cada uno de los hongos. Para garantizar que se creara suficiente biomasa,
se realizo por duplicado cada uno de los fermentadores. Una vez inoculados los Erlenmeyer
se conecto la salida a bombas de pecera para la inyeccion de aire. El sistema se mantuvo en
continuo durante una semana, en la Figura 8.7. se observa el sistema realizado ya autoclavado

e inoculado.

Figura 8.7. Sistema de fermentacion para el crecimiento de biomasa de los dos hongos
escogidos
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Una vez obtenida suficiente biomasa para garantizar la inoculacion de cada uno de los
tratamientos, se tomo la muestra de broza de café del 24 de marzo de 2014 y se inoculd un
dia después de muestrada. El micelio se separd centrifugando el medio de cultivo en tubos
de centrifuga de 50 mL a 3500 rpm durante media hora. El micelio de cada hongo se recolectod

en un solo tubo.

Posteriormente se tomo esta biomasa presente en el tubo y se inoculd en la pulpa de café,
como se muestra en la Figura 8.8. Se midié la masa de hongo humedo agregada a cada
repeticion de cada tratamiento asi como la masa de cada uno de los tratamientos para poder

expresar su concentracion.

Figura 8.8. Inoculacién de tratamientos en la broza de café fresca una vez separado el
micelio del sistema de fermentacion
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Cada una de las repeticiones de los tratamientos se rotulé respectivamente para su
identificacion, como se muestra en la Figura 8.9. Cada una de estas cajas se mantuvo
drenandose a diario. Estos tratamientos se mantuvieron en control fotografico (ver Anexo 2)
y control de drenado durante siete semanas. En la cuarta semana se mezcld la broza. La

finalizacién de los tratamientos se realizé mediante la operacion de secado.

B

Figura 8.9. Tratamientos de los dos hongos escogidos con su respectiva identificacién una
vez inoculados ambos

8.7. Secado

Se realizé en el Centro de Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA) de la UCR
mediante un secador solar llamado SOLARE, perteneciente a la marca ENERTIVA. Este se
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programo para secar, durante una semana, todas las muestras a una temperatura de 40 °C.

En la Figura 8.10. se observa el equipo utilizado.

Figura 8.10. Secador solar utilizado para el secado de las muestras de broza de café

8.8. Lignina, celulosa, hemicelulosa y cenizas

Este andlisis se realizo en el Centro de Investigaciones en Nutricion Animal (CINA) de la
UCR mediante un analizador de fibras marca ANKOM y basado en el método AOAC 973.18.

El reporte de los resultados del Centro se exhibe en el Anexo 3.
8.9. Analisis termogramivétrico
Se realizé en el Laboratorio Nacional de Materiales y Modelos Estructurales (LANAME) de

la UCR mediante un equipo TGA Q5000 IR de la marca TA Instruments. Tal equipo se

exhibe en la Figura 8.11.
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Figura 8.11. Analizador termogravimétrico utilizado en todas las muestras

Las condiciones de todos los anélisis se mantuvieron constantes, en una rampa de 5 °C/min,
en el intervalo de 0 °C a 800 °C se utiliz6 nitrégeno como medio inerte y luego de 800 °C a
1000 °C se cambid a oxigeno para terminar de oxidar la materia orgénica presente. La
temperatura de finalizacién para todos los andlisis fue de 1000 °C. Todos los graficos se

pueden observar en el Apéndice A.7.

8.10. Calor de combustion

Se realiz6 en el Centro de Electroquimica y Energia Quimica (CELEQ) de la UCR mediante
una bomba calorimétrica siguiendo el método de referencia ASTM D240. El reporte de los

resultados del Centro se puede observar en el Anexo 4.
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8.11. Polifenoles totales

Los polifenoles totales se realizaron en el Laboratorio de Investigacién de la Escuela de
Quimica de la UCR a cargo de Ph.D Mirtha Navarro. Se utilizd como método de extraccién
de polifenoles la acelerada por solvente (Accelerated Solvent Extraction, ASE) en un equipo
Thermo Scientific-Dionex 150 utilizando metanol como disolvente. Luego de la extraccién
se procedid a utilizar el método de Folin-Ciocalteau para la determinacién de polifenoles

totales. El reporte de los resultados entregados se puede observar en el Anexo 5.
8.12. Analisis Elemental
Se realiz6 en el Centro de Investigaciones Agrondémicas mediante el método de

Espectrometria de Emisién Atémica por Plasma de acuerdo al método interno del CIA-SC09-

01-01-P10. El reporte de resultados se puede observar en el Anexo 6.
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~ CAPITULO 9
RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluar un posible impacto en una operacién sin realizar esta en pequefia escala es una
situacién compleja. En una situacién ideal, en el caso de gasificacién, el impacto del
tratamiento bioldgico se evaluarfa mediante la comparacién de la calidad del gas de sintesis,
su pureza y su tasa de produccién y la operacién global del reactor, al utilizar pulpa fresca y

pulpa tratada

En el caso de la fermentacion enzimética, el impacto del tratamiento bioldgico se mediria
mediante la tasa de produccién del metabolito de interés, ademés de medir otros parametros
importantes como tiempos de residencia, relaciéon nutrientes-producto y la operacién global

al utilizar la broza, tanto tratada como fresca, como materia prima en este proceso.

No obstante, como realizar estas pruebas a menudo es costoso, es importante utilizar otros
métodos de caracterizacién, donde se midan los cambios fisicos y quimicos de la pulpa del
café, al ser tratada con hongos de putrefaccidén blanca, y se evalle, mediante criterios
cientificos, técnicos y tecnolégicos, una posible aplicacion a pequefia escala para su posterior

escalamiento.

Por lo tanto la broza de café, la posible materia prima de estos procesos (gasificacién y
fermentacién), debia ser caracterizada mediante una serie de variables que puedan dar un
panorama general de cémo las propiedades fisicas y quimicas se afectan con la inoculacién
con hongos. Env este estudio, estas variables se escogieron mediante fundamentos tedricos y
operativos del proceso de gasificacién y el de fermentacién enzimatica, los cuales se
presentan desde el Capitulo 2 hasta el 7. La evaluacién de la posible viabilidad técnica de
estos procesos se determind mediante el anélisis de resultados. El principal objetivo del

mismo es evaluar los posibles impactos en la operacién asociados a los cambios en la
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composicién quimica de la biomasa. Una de las variables de respuesta mas significativas fue
la concentracidén de lignina, compuesto que ha mostrado ser critico tanto para procesos de

gasificacion como de fermentacion en los Capitulos 4y5.

Otros dos pardmetros importantes fueron la concentracion de celulosa y hemicelulosa, ya que
estos polimeros son vitales como nutrientes en procesos de fermentacién, como se mostrd en
el Capftulo 5, pero ademaés son los compuestos que mas facilmente se gasifican, como se

explico en el Capitulo 4.

El poder calérico fue un pardmetro de vital importancia para los procesos de gasificacién, ya
que como se expuso en el Capitulo 4, la combustién de la biomasa es el proceso que alimenta

la energia necesaria para los posteriores procesos de termolisis.

Tanto para la gasificaciéon como para la fermentacidn, la concentracion de polifenoles es un
pardmetro clave para su aplicabilidad como se expuso en los Capitulos 4 y 5. Esta fue la

quinta variable de respuesta.

Por dltimo se realizd un andlisis termogravimétrico (TGA) a la muestra inicial y a cada una
de las repeticiones de cada tratamiento. Esta es una herramienta que mide los cambios de
masa con respecto al aumento de temperatura en un ambiente con gas inerte (N»), lo que
permite simular un proceso de pirdlisis y observar impactos en la termoélisis asociados a
cambios en la composicién quimica de la muestra. Ademaés, el andlisis TGA permiti6
explicar comportamientos termoliticos asociados a cambios en la composicién quimica, esto

se realiza mediante una curva diferencial.

A lamuestra sin tratamiento se le realizé una prueba extra que incluy6 carbono total y metales
alcalinos para tener un insumo més para evaluar si existe dentro de su propia estructura
quimica compuestos catalizadores para procesos de gasificacién o inhibidores para procesos

de fermentacidn,-como se explicéd en el Capitulo 4.
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Inicialmente era necesario realizar una seccion experimental para la eleccion de las cinco
cepas posibles mencionadas en el Capitulo 7: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus,
Pycnoporus sanguineus y Aspergillus niger, la cual se realizé mediante medios controlados
y estériles, ademas de la utilizacién de una muestra de pulpa de café que se mantuvo en
congelacion. Sin embargo, estas dos condiciones no generaron problemas en la evaluacion
de las propiedades fisicoquimicas en el tratamiento, pues esta parte del proyecto se realizd
como seccion preliminar para escoger una cepa mediante un criterio mds técnico y

experimental.

En las Figuras de la 9.1. ala 9.8, se observan los esquemas gréficos del crecimiento de cada
uno de los hongos para todas las concentraciones de broza de café, tanto en medios de cultivo
basados en agua, como los medios a los que se les incluy6 caldo de papa-dextrosa-agar

(PDA).
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Figura 9.1. Crecimiento del hongo P.osfreatus en diferentes concentraciones en agua
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Se oBserva que en los medios menos concentrados, y especialmente el que posee un 30% de
pulpa de café, los hongos presentaron un crecimiento mayor. Esta situacion se puede deber
a que entre mds broza de café habia en el medio, més irregularidad se presentaba en la
superficie. Esto puede haber dificultado el acceso de los nutrientes a los microorganismos,
debido a una reduccidén en el drea de contacto en la interfaz hongo-sustrato, asi como una

posible mayor concentracién de sustancias inhibidoras.

Una justificacién de la afirmacién anterior es el tiempo promedio que se requirid para lograr
una determinada drea de colonizacidon. En el caso del P.ostreatus para el medio de cultivo
con pulpa, agua y agar, se necesitaron 8 dfas para que en el medio menos concentrado se
lograra aproximadamente 4050 mm? de 4rea, mientras que en este mismo tiempo en el mas
concentrado logré una colonizacién de 290 mm?. Bsta es una diferencia de 3760 mm? entre

el medio menos concentrado y el que presenta una mayor cantidad de pulpa.

A los dos dfas de por medio, es decir, a los cuatro difas, se observa un cambio en la concavidad
de lamayorfa de graficas. Esto quiere decir que, en los primeros dias, la tasa de crecimiento,
(medida como el 4rea ocupada por las hifas de los hongos) se mantuvo relativamente lineal,
v luego del cuarto dfa se inicid un proceso de crecimiento con una tendencia exponencial. Es
importante aclarar que este fendmeno se dio a nivel de laboratorio, en medios estériles y con

una atmosfera controlada.

En una eventual aplicacién que cambie estas condiciones, la curva de crecimiento no

necesariamente serd la misma.

Ademés, con la informacién presentada en las Figuras no se puede afirmar con certeza los
tiempos necesarios para alcanzar, en condiciones naturales, un determinado crecimiento
mediante una extrapolacién matematica o grafica. Esto debido a que el crecimiento de los
se ve afectado por una cantidad diversa de variables, como humedad, temperatura,

concentracion de nutrientes, etc. y esto los hace dificil de pronosticar. Para poder conocer
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este fendmeno con certeza, se requiere de mayor experimentaciéon. En la Figura 9.2. se

expone el crecimiento del P.ostreatus en medios de PDA enriquecidos con pulpa de café.
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Figura 9.2. Crecimiento del hongo P.ostreatus en diferentes concentraciones en PDA

Una diferencia entre las Figuras 9.1. y 9.2. reside en el area maxima alcanzada por el hongo.
Se present6 ademas, un crecimiento mucho mayor en el medio menos concentrado que solo

poseia pulpa, que en el de la misma concentracion pero en el medio de broza-PDA.

Especificamente se dio una diferencia de 2450 mm? de é4rea durante el mismo tiempo de
crecimiento, situacidon sugiere que el microorganismo tiene una tasa crecimiento y un
crecimiento maximo mayor en el medio solo con pulpa de café que en el que posee broza y

PDA, especialmente el de menor concentracion.

Este fenémeno puede deberse a que los medios con PDA tienen una menor 4rea de contacto

a nivel microscopico entre los microorganismos y los nutrientes. Si bien es cierto ambos
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tenfan una cantidad similar de pulpa, el que posefa papa-dextrosa-agar tuvo una mayor
cantidad de macromoléculas (debido a la dextrosa y almidén proveniente del caldo de papa
agregado), v a nivel de difusion, esto reduce el 4rea de transferencia de masa en la interfaz.

Ademds de lo anterior, los nutrientes que el hongo parece preferir ihﬂuyen en tanto en la tasa
como el crecimiento maximo. En este caso especifico, el P.ostreatus, favorecid el medio con
pulpa sola que con PDA, pero hubo microorganismos que presentaron un mayor crecimiento

en los medios con papa y dextrosa.

Tanto la naturaleza del ser vivo, como el fendmeno de transferencia de masa deben ser
tomados en cuenta a la hora de aplicar un bioproceso a cualquier escala, ya que caracterizar

y modelar seres pluricelulares y complejos como los hongos es una situacidén compleja.

Por otro lado, no se puede inferir que el crecimiento maximo en un periodo de tiempo mayor,
mantenga la misma tendencia presente en las Figuras analizadas, ya que el medio con PDA
posefa una mayor cantidad de nutrientes a nivel global que el medio solo con pulpa y agua.
No obstante, condiciones como salinidad o relacion C/N y una mayor cantidad de C pueden

afectar el crecimiento del hongo en un mayor intervalo de tiempo.

Esto abre la posibilidad que el hongo pueda crecer més, pero que tome una mayor cantidad
de tiempo, ya que el medio tenia una mayor cantidad de alimento, pero menos accesible.
Para poder comprobar esto se requiere de mas experimentacién. De igual manera, el medio
de PDA se cred como control asi como para tener un punto de referencia en caso que el otro

cultivo no presentara colonizacion.

Adicionalmente, el cambio de concavidad se dio en los primeros cuatro dias en ambos
medios, esto quiere decir que el medio de cultivo no influy6 en el tiempo que requiere el
P.ostreatus para pasar de un crecimiento con tendencia lineal a exponencial. En la Figura

9.3. se observa la curva de crecimiento del microorganismo T.versicolor. Latendencia de lo
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analizado con el hongo anterior es similar, con la diferencia que el medio de control sin pulpa
y solo con agua present6 un crecimiento mucho mayor.

El hongo generd una hifa (y micelio) que se extendié a través de la placa, pero no se midio
la altura o grosor de la colonia, ya que hubo limitaciones metodologicas, ademas que se

buscaba una aproximacidn para escoger las cepas.
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Figura 9.3. Crecimiento del hongo T.versicolor en diferentes concentraciones en agua

La situacion presentada en medio con agua y agar (sin pulpa) no necesariamente significa
que el hongo crece sin nutrientes, sino que coloniza, en una muy pequefia parte, la placa de
Petri mediante una hifa, y esta ademas de muy delgada, solo se observo al colocarla contra

la luz. El medio con agua y agar se realiz6 para tener un control.

En este caso, al igual que el anterior, se observé un cambio de concavidad al cuarto dia, y un
mayor crecimiento en el medio menos concentrado. Esta reproducibilidad fundamenta aun
mas la discusion realizada hasta ¢l momento. En la Figura 9.4. se observa el crecimiento del

mismo hongo pero en el medio con PDA y pulpa.
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La diferencia fundamental es el cambio de concavidad que se observa inicia alrededor del
sexto dia, a diferencia de los observados al momento. Esto implica que la tasa de crecimiento
se mantiene aproximadamente lineal en un periodo de tiempo mayor en los medios con PDA

especificamente para este microorganismo.

5000

4000

5

3000

Area (mm

2000

1000

0,0 0,5 1,0 1:5 2,0 2.5 3,0 3.5 4,0
Tiempo (dias de por medio)
Broza PDA 55%

Broza PDA 30% Broza PDA 65% =—— Broza PDA 76%

Figura 9.4. Crecimiento del hongo T.versicolor en diferentes concentraciones en PDA

Esta tendencia es importante para una eventual aplicacion pues significa que el tiempo que
se requiere para que se dé la colonizacién de forma exponencial es mayor. Esto no seria un
buen escenario ya que lo que se busca es el mayor crecimiento en la menor cantidad de

tiempo.

No obstante, en una aplicacion industrial no habria PDA agregado en la pulpa fresca, por lo
que no presenta un mayor problema. A diferencia del P.ostreatus, el T.versicolor si presenta
un crecimiento maximo mayor en el medio con papa-dextrosa que en el medio solo con pulpa,
agar y agua en bajas concentraciones. En el caso del medio sin nutrientes extra y la menor
concentracion, el drea maxima alcanzada fue de 1990 mm? aproximadamente, mientras que

en el medio con PDA vy pulpa se alcanz6 una colonizacién de 2220 mm?, lo que implica una
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diferencia de 230 mm?

. En la Figura 9.5. se observa la curva de crecimiento en placas de
Petri del microorganismo P.sanguineus. El cambio de concavidad se dio en los primeros
cuatro dias, igual que en los casos anteriores, sin embargo, tanto para el medio con PDA
como el medio solo con pulpa, agua y agar se da un crecimiento maximo, menor en
comparacion con los ya estudiados. Esto redujo la posibilidad de utilizar este

microorganismo como tratamiento.
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Figura 9.5. Crecimiento del hongo P.sanguineus en diferentes concentraciones en agua

La tendencia de mayor tasa de crecimiento asi como crecimiento mayor en medios de cultivo

con baja concentracion en materiales solidos, como la pulpa, se mantuvo en este hongo.

En el caso de la Figura 9.6., donde se exhibe el crecimiento del P.sanguineus en el medio
con tnicamente PDA (medio de control), se ve una tendencia completamente diferente en la
curva del medio que no poseia pulpa. De esta grafica se desprende el hecho que, para este
microorganismo, si existen interacciones de los nutrientes y el medio, a tal punto que genera

un cambio en su crecimiento, y asi se disminuye el tiempo en el que se comporta como
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exponencial. Luego del sexto dia, el crecimiento se dio en una menor proporcién y con un
cambio a tendencia convexa, indicando un caso probable de muerte endogena.

Ademas de esto, el cambio en concavidad se dio hasta el sexto dia, similar al T.versicolor.
Esto implica que para estos dos microorganismos se da una tasa de crecimiento menor cuando
existen medios con nutrientes extra, pues su zona exponencial toma una mayor cantidad de
tiempo en alcanzarse. Notese que esto no necesariamente implica que en este tiempo se dé
un menor crecimiento maximo, ya que la intensidad de la seccién exponencial puede ser

mayor. Para poder observar esto con claridad, es necesario realizar el experimento por un

periodo mayor de tiempo.
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Figura 9.6. Crecimiento del hongo P.sanguineus en diferentes concentraciones en PDA

En el caso de P.sanguineus se tiene que, en el medio con PDA y broza al 30% se alcanz6 un
grea de 1175 mm? aproximadamente, mientras que su contraparte con agua y agar con 30%
de pulpa fue de 1350mm?. Este microorganismo al igual que el P.ostreatus present6 un

crecimiento maximo mayor en los medios sin PDA que en los que si tenian, en el caso de la
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concentracion més baja de broza de café. En la Figura 9.7. y 9.8. se observan las curvas para
el hongo filamentoso A.niger. Este hongo se ha observado que consume sustratos
lignoceluldsicos a un nivel relativamente bajo, como se mencioné en el Capitulo 7, pero es
un hongo fécil de conseguir y muy barato, razén por la cual se considerd para la presente

investigacion.

La tasa de crecimiento se vio favorecida en el medio con baja concentracion en pulpa para
ambos medios de cultivo, al igual que los hongos de putrefaccién blanca. Para el caso del
medio sin PDA el valor del crecimiento méximo fue de 2565mm? aproximadamente mientras
que en el medio con papa-dextrosa-agar y pulpa se obtuvo un valor de 4rea de 2722mm?.
Este hongo, al igual que el T.versicolor creci6 en mayor cantidad y presenté un mayor

crecimiento maximo en el medio con PDA y pulpa de café al 30%.
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Figura 9.7. Crecimiento del hongo 4.niger en diferentes concentraciones en agua

En el caso del 4.niger se eliminé la medicion de los medios de control debido a la alta

esporulacion, como se presenta en la Figura 9.9.
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Figura 9.8. Crecimiento del hongo A.niger en diferentes concentraciones en PDA

La esporulacion en el medio de control fue muy alta, lo cual afectaria la representatividad de

la tasa de crecimiento debido a la dificultad de la medicion de las hifas. Las graficas

presentadas se crearon con los datos presentes en el Apéndice A.1.

honiger (DA

Figura 9.9. Crecimiento al segundo dia de 4.niger en PDA
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Para tomar una decision mas fundamentada sobre cual cepa utilizar, se generaron las Figuras
9.10 y9.11, donde se toma el medio menos concentrado, 30% en masa/volumen y se observa
el crecimiento de todos los hongos. Hasta este punto, las curvas que tienen mayor relevancia
son las que presentan menor concentracion en pulpa, ya que mostraron las tasas de
crecimiento mayores en todos los casos. Estas son las que se escogieron para analizar entre

los microorganismos para decidir las dos cepas utilizadas.
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Figura 9.10. Crecimiento de todos los hongos en medio de cultivo de 30% de broza con
agua y agar

En el medio sin PDA se present6 un crecimiento mayor del P.ostreatus, no solamente en su
tasa sino también en su crecimiento maximo. Esto implica que este hongo tiene un buen
crecimiento en medios de cultivo con pulpa tinicamente, lo que inclina a escoger la primera

indicacion de la eleccion de la primera cepa.
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Es importante también la comparacién con el otro medio de cultivo que incluye nutrientes

especificos para los hongos.
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Figura 9.11. Crecimiento de todos los hongos en medio de cultivo de 30% de broza con
PDA

En el caso del medio con nutrientes extra se observo una tasa de crecimiento mayor del
A.niger, pero todos los hongos presentaron un crecimiento maximo menor que en el medio
sin nutrientes extras. Esto quiere decir que la broza de café con agua, en medios de
laboratorio, posee nutrientes mas atractivos para los hongos de putrefaccion blanca,
probablemente debido a las ligninas y polifenoles que se encuentran en una mayor
concentracion al no agregar papa y dextrosa al medio, y que los microorganismos inoculados
degradan, ademas de presentar menores concentraciones de C, asi como una posible relacion
mas favorable para el crecimiento de C/N. Esto en el caso de los medios con menor

concentracion de sélidos (30% de pulpa). Este resultado es favorable para el experimento en
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cuestion, ya que aclara la duda sobre si los hongos crecerfan o no en pulpa de café, y por esta
razon se realizaron controles, para tener una referencia y poder observar si el crecimiento se
debia a los nutrientes agregados o a aquellos presentes en la pulpa de café, asi como las
diferencias que pudieran existir con el control y poder tener una mejor caracterizacién del
crecimiento. Resulta interesante observar los tiempos para el cambio de concavidad, o mejor
dicho, €l tiempo requerido para que se inicie el crecimiento en placa de Petri con tendencia
exponencial. En ambos medios, a baja concentracién de pulpa, se nota que los primeros
cuatro dfas son relativamente lineales, y que posteriormente se da un incremento exponencial
en el crecimiento, medido como 4rea alcanzada de las hifas en el plato. Esta tendencia se ha
observado en la mayoria de los casos, con excepciones como la del A.miger que inicia
alrededor del segundo dia en el medio con PDA. Estos resultados indican que existe un
tiempo que €] microorganismo requiere para que se empiece a dar una esporulacién y
colonizacién exponencial. Esta situacién debe ser tomada en cuenta en una eventual
aplicacién industrial y determinar este tiempo inicial requerido bajo las condiciones de
crecimiento en una eventual operacién. La opcidn para la eleccién segunda fue el 4.niger,
segln el crecimiento en el segundo medio y su tasa, as{ como crecimiento méximo. No
obstante, este hongo no es apto debido a su alta esporulacién, y ademés que puede colonizar
café procesado, de no aislarse el proceso bien, pues este es el denominado moho comtn que
crece en los alimentos. Un proceso con aislamiento aumentaria los costos potenciales de una
aplicacion, y utilizarlo sin aislamiento podria afectar algiin lote de producto. Tomando en
cuenta que es una industria alimentaria, este hongo se elimin6é como opcién. Como el
P.sanguineus fue el que presentd menor crecimiento posee en todos los casos, la opcioén que
se eligié fue el hongo T.versicolor en conjunto con el P.ostreatus. Una de las enormes
ventajas que tiene el este Ultimo es que ademds de ser un potencial deslignificador, es

comestible.

Luego de realizar el tratamiento durante siete semanas, se midieron los parametros asociados
a las variables de respuesta. En el Cuadro 9.1. se observan los resultados de las pruebas tanto

para la muestra de pulpa fresca como el promedio de los tratamientos.
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Cuadro 9.1. Resumen de resultados de las variables de respuesta a excepcion del analisis

termogravimétrico.
Pardmetro Pulpa fresca Pul;ll)a tratada con  Pulpa trajcada con
.ostreatus T.versicolor
Lignina (% masa) 9,01 22,04 22,78
Celulosa (% masa) 20,8 21,85 21,35
Hemicelulosa (% masa) 14,0 11,70 11,43
Cenizas (% masa) 1,2 1,2 1,2
Humedad (% masa) 85,4 84,89 84,77
Polifenoles totales 139 027 0.17
(mg GAE/g pulpa seca) 7 ? ’
Poder caldrico MJ/kg) 16,6 15,17 16,43

En el Cuadro 9.2. y 9.3. se sintetizan los cambios presentes en las variables de respuesta con

respecto a la pulpa fresca.

Cuadro 9.2. Cambios absolutos y relativos de las variables de respuesta con respecto a la
broza fresca, para el caso del tratamiento con P.osfreatus.

Parametro Desvio absoluto Desvio relativo (%)
Lignina (% masa) 13,0 144,6
- Celulosa (% masa) 1,1 ' 5,0
Hemicelulosa (% masa) -2,3 -16,4
Cenizas (% masa) 0,0 0,0
Humedad (% masa) -0,5 -0,6
Polifenoles totales
(mg GAE/g pulpa seca) -1 , -80,6
Poder caldrico (MJ/kg) -1,4 -8,6

Cuadro 9.3. Cambios absolutos y relativos de las variables de respuesta con respecto a la
broza fresca, para el caso del tratamiento con T.versicolor.

Pariametro Desvio absoluto Desvio relativo (%)
Lignina (% masa) 13,8 152,8
Celulosa (% masa) 0,6 2,6

Hemicelulosa (% masa) -2,6 -18,4
Cenizas (% masa) 0,0 0,0
Humedad (% masa) -0,6 -0,7
Polifenoles totales :
(mg GAE/g pulpa seca) 12 -87.8

Poder calérico (MJ/kg) -0,2 . -1,0
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Estos tres Gltimos Cuadros, donde se resumen la mayoria de resultados, exhiben situaciones
interesantes con varias de las variables de respuesta, especialmente con el contenido de
lignina y de polifenoles totales. Es importante aclarar que, analiticamente, es complejo
afirmar si la pulpa es la que presenta un cambio en las variables de respuesta, mas bien es la
matriz que contiene broza y el hongo. Medir el impacto de esto es complicado ya que
implicarfa realizar una separacion, o bien un arreglo a los métodos analiticos para poder tener
una representacién del impacto sobre el sustrato. A nivel de la aplicacién ingenieril, la matriz
completa seria la que se someteria a los procesos de gasificacién o fermentacién, ya que la
separacién no tendria sentido practico, pues requerirfa un costo extra innecesario. Es
importante aclarar que a nivel del presente proyecto, los valores de resultados se atribuyen a
la matriz completa, por lo que no se puede afirmar que es un cambio en la composicién

quimica Unicamente de la broza.

Se realiza un anélisis de cada una de las variables de respuesta, posteriormente se analiza el
procesamiento estadistico de los tratamientos, para asi finalizar con los andlisis
termogravimétricos. En el Cuadro 9.4. se presentan los resultados de las pruebas de

concentracién de celulosa para cada tratamiento y repeticion.

Cuadro 9.4. Concentracién de celulosa presente en cada una de las repeticiones de los
tratamientos bioldgicos.

Celulosa Celulosa

Muestra 1,8 %masa) Muestra (1.8 Ymasa)
T.versicolor 1 21,5 P.ostreatus 1 245
T.versicolor 2 20,4 P.ostreatus 2 242
T.versicolor 3 22,5 P.ostreatus 3 19,9
T.versicolor 4 21,9 P.ostreatus 4 19,8
T.versicolor 5 20,9 P.ostreatus 5 21,4
T.versicolor 6 20,9 P.ostreatus 6 21,3

Promedio 21,4 Promedio 21,9

Desviacion estandar 0,769 Desviacion estandar 2,052



96

Las desviaciones estandar de cada muestra exponen que cada tratamiento se realizé de la
manera mds parecida posible, sin controlar las variables que precisamente no se decidié
controlar para simular una aplicacién eventual, como lo son la temperatura, presién
atmosférica y humedad del ambiente, ademas de tamafio de particula y humedad del sustrato.
Si se analizan los V8.101”€S> del Cuadro 9.3. en conjunto con las desviaciones presentadas en el
Cuadro 9.2. y 9.1. se pueden observar que son cambios de 5% para el P.ostreatus y de 2,6%

para el T'versicolor.

No se puede concluir ciertamente si estas variaciones en la composicién quimica son
producto Unicamente del tratamiento con los hongos, ya que dentro de la misma muestra
existen valores que oscilan entre 19,9% y 24,5% en el caso del T.versicolor y entre 20,9% y

21,9% en el P.ostreatus.

Si existiera un cambio de al menos un 10% - 30% de variacién en cada repeticién, se podria
inferir sobre el efecto del tratamiento en esta variable de respuesta. Pero con una variacién
tan baja como un 5% no es suficiente para llegar a esta conclusién ya que se puede deber no
solo a la aleatoridad, sino también al hecho que se midié la matriz completa en vez de la

pulpa nicamente.

Por lo que en el caso de la celulosa, se concluye que no hay suficiente evidencia para mostrar
cambios en esta, en el caso de la metodologia utilizada. El anélisis estadistico se comentard

mas adelante.

En el Cuadro 9.5. se presentan los resultados asociados a la hemicelulosa. En el caso de la
hemicelulosa ocurre una situacién similar al de la celulosa: no se puede concluir un impacto

con cambios porcentuales tan bajos en los tratamientos.

Estas dos variables son muy importantes no solo para el proceso de gasificacion, sino también

para la fermentacién.
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Cuadro 9.5. Concentracién de hemicelulosa presente en cada uno de las repeticiones de los
tratamientos biologicos.

Hemicelulosa Hemicelulosa

Muestra (#0,9 Yomasa) Muestra (£0,9 Y% masa)
T.versicolor 1 10,8 P.ostreatus 1 11,6
T.versicolor 2 10,6 P.ostreatus 2 12,8
T.versicolor 3 12,2 P.ostreatus 3 11,3
Tversicolor 4 11,4 P.ostreatus 4 11,4
T.versicolor 5 12,4 P.ostreatus 5 11,7
T.versicolor 6 11,2 P.ostreatus 6 11,4
Promedio 11,4 Promedio 11,7
Desviacion estandar 0,731 Desviacién estdndar 0,559

Para poder tener acceso a estos carbohidratos, el hongo debe primero descomponer la lignina
mediante los mecanismos expuestos en el Capitulo 7, esto toma tiempo, y ademés es dificil
de medir. Ademas, en algiin punto cuando los nutrientes estan més disponibles, mediante la
accién de las enzimas producidas por los hongos, puede haber accién de otros
microorganismos en la atmésfera que tengan impacto sobre la variable de respuesta. En el
caso de la concentracién de hemicelulosa, no se puede concluir acerca del impacto del
tratamiento (en el caso de los valores de concentracién), debido a la misma situacién

presentada con la celulosa y fundamentada en el parrafo anterior.

En el Cuadro 9.6. se muestran los resultados para la variable de respuesta de humedad. Es
importante aclarar que para favorecer el crecimiento del hongo yno de bacterias anaerébicas,
se realizaron drenados a diario a cada tratamiento una vez aplicado el tratamiento, como se
explicé en el Capitulo 8. Por consiguiente, si existe un impacto en la humedad al aplicar el
tratamiento, pero no estd asociado al microorganismo inoculado, sino a la operacién. Para
poder medir este cambio, se debe realizar la medicién de masa justo antes de secar la muestra
tratada, yno lamasainicial inoculada, situaciéon que se realizé en este proyecto. No obstante,
la informacién del cambio asociado a la operacién no es objetivo del presente proyecto, pero

es de vital importancia aclarar que los datos del Cuadro 9.6. expresan los cambios medidos
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con respecto a la masa inicial inoculada, y es por esa razén que no hay cambios significativos.
Lo relevante de esta seccién es el hecho que en una eventual operacién es necesario drenar

el sustrato para un correcto pretratamiento.

Cuadro 9.6. Humedad presente en cada uno de las repeticiones de los tratamientos

biolégicos.
Humedad Humedad

Mouestra (20,1 %masa) Muestra (0,1 Ymasa)
T.versicolor 1 84,3 P.ostreatus 1 85,6
T.versicolor 2 85,6 P.ostreatus 2 83,9
T.versicolor 3 85,9 P.ostreatus 3 84.6
T.versicolor 4 84,5 P.ostreatus 4 84,8
T.versicolor 5 83,6 P.ostreatus 5 84,6
T.versicolor 6 84,7 P.ostreatus 6 85,9
Promedio 84,8 Promedio 84,9
Desviacion estandar 0,861 Desviacién estandar 0,721

Asi como en la variable de respuesta de humedad, las cenizas no presentaron variacién
alguna, mas que su propia incertidumbre. Esto tiene sentido, ya que los metales ademés de
materiales inorganicos, en las condiciones de operacién no deben cambiar si no hay fuentes

o consumo de los mismos. Los resultados se resumen en el Cuadro 9.7.

Cuadro 9.7. Cenizas presentes en cada uno de las repeticiones de los tratamientos biologicos.

Cenizas totales Cenizas totales

Muestra (20,1 % masa) Muestra (20,1 % masa)
T.versicolor 1 1,1 P.ostreatus 1 1,2
T.versicolor 2 1,2 P.ostreatus 2 1,1
T.versicolor 3 1,1 P.ostreatus 3 1,1
T.versicolor 4 1,2 P.ostreatus 4 1,2
T.versicolor 5 1,2 P.ostreatus 5 1,1
T.versicolor 6 1,2 P.ostreatus 6 1,2
Promedio 1,2 Promedio 1,2

Desviacidén estandar 0,052 Desviacién estandar 0,055
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En el caso de calor de combustidn se repiti6 basicamente lo visto con respecto a la celulosa,
y hemicelulosa ya que los valores difieren de aquel de la broza inicial pero con una tendencia
parecida. Este pardmetro es de vital importancia para los procesos termoquimicos, ya que de
ser bajo o inclusive de tener cambios significativos, se afectan de la misma manera los
procesos termoquimicos que dependen energéticamente de la combustién, como lo son el

secado de biomasa ademas de la pirdlisis, como se estudi en el Capitulo 4.

En el caso del tratamiento bioldgico, este no tiene un impacto apreciable en el poder caldrico,
situacién que implica que para un proceso de combustién, el mismo no tiene mayor impacto,
lo cual es beneficioso para el proceso de gasificacion. Los resultados se pueden observar en
el Cuadro 9.8.

Cuadro 9.8. Calor de combustién en cada uno de las repeticiones de los tratamientos

biolégicos.
Calor de Calor de
Muestra combustion Muestra combustién
(20,2 MJ/kg) (0,2 MJ/kg)

T.versicolor 1 15,5 P.ostreatus 1 15,3
T.versicolor 2 - 16,1 P.ostreatus 2 14,6
T.versicolor 3 16,1 P.ostreatus 3 15,2
T.versicolor 4 17,1 P.ostreatus 4 15,5
T.versicolor 5 16,7 P.ostreatus 5 15,2
T.versicolor 6 17,1 P.ostreatus 6 15,2
Promedio 16,4 Promedio 15,2
Desviacién estandar 0,641 Desviacion estandar 0,301

El valor de poder caldrico de la broza sin tratamiento fue de 16,6 MJ/kg. Esto implica
variaciones con respecto a los promedios de los tratamientos de 0,17 MJ/kg con el
T.versicolor y 1,46 MJ/kg con respecto al P.ostreatus. Se nota una pequefia tendencia de
mayor calor de combustién en el T.versicolor, pero las variaciones son pequefias al igual que

las de las variables de respuesta de celulosa y hemicelulosa. Las desviaciones estandar de
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todas las variables de respuesta hasta el momento exhiben que cada tratafniento se realizé de
manera correcta y que los cambios dentro de cada muestra se deben a aleatoriedad asi como
a condiciones ambientales que son incontrolables pero que no tienen el peso para generar una
variacién lo suficientemente grande dentro de cada tratamiento para generar valores

extremos, o atribuirlos como impacto del tratamiento.

Los valores de polifenoles totales fueron los que presentaron una mayor variacién dentro de
todas las variables de respuesta. Es importante tener claro que el contenido de polifenoles
totales se expresa como equivalentes de 4cido gélico (GAE), y estos corresponden a los

equivalentes de polifenoles extraibles.

Lo concerniente al método se puede apreciar en el Anexo 5, donde se observa el reporte de

la Ph.D Mirtha Navarro de la Escuela de Quimica de la Universidad de Costa Rica.

En el momento que se habla de polifenoles totales, se habla de compuestos fendlicos como
acidos clorogénicos, taninos, flavonoles y carotenoides que se encuentran presentes en el

pericarpio exterior (cascara) de la fruta del café, que se encuentra en conjunto con la pulpa.

Esta céscara de color rojo es la que presenta la mayor cantidad de estas sustancias que se
componen de unidades fendlicas. Los polifenoles totales extrafblesson diferentes a la lignina,
aunque esta presenta unidades denominadas monolignoles, que también tienen anillos
aromaticos con un grupo alcohol, pero ademés presentan grupos metilo, metoxi y demas,
como se explico en el Capitulo 6 y como se observa en la Figura 6.4. En el Cuadro 9.9. se

presentan los resultados de polifenoles totales.

El valor inicial de polifenoles totales en broza de café, expresado como mg GAE/g broza
seca fue de 1,39. Esto implica reducciones de polifenoles totales extraibles de un 87,8% para
el Trametes versicolor y un 80,6% para el Pleurotus ostreatus en la matriz total

microorganismos-pulpa. Esto puede deberse a dos razones principales. La inicial se debe a
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la apertura del pericarpio exterior debido al proceso de despulpaje, lo que permite la
fermentacién natural de la broza mediante bacterias que existen en la misma, de ahf su olor

caracteristico.

Cuadro 9.9. Polifenoles totales en cada uno de las repeticiones de los tratamientos

biolégicos.
Muestra mg GAE/g broza Muestra mg GAE/g broza
seca seca
T.versicolor 1 0,20 P.ostreatus 1 0,25
T.versicolor 2 0,19 P.ostreatus 2 0,23
T.versicolor 3 0,14 P.ostreatus 3 0,28
T.versicolor 4 0,23 P.ostreatus 4 0,30
T.versicolor 5 0,14 P.ostreatus 5 0,22
T.versicolor 6 0,12 P.ostreatus 6 0,34
Promedio 0,17 Promedio 0,27
Desviacién estdndar 0,043 Desviacion estandar 0,046

No obstante, al encontrarse con materiales fibrosos presente en la misma (ligninas) la
degradacion de los compuestos se favorece debido a las propiedades antibacteriales de esta.
Por lo tanto, la combinacién tanto de los hongos de putrefaccion blancos en conjunto con las
bacterias presentes en la broza son las que permiten que exista una remocion aparente de tal
magnitud de polifenoles totales. No se puede afirmar categéricamente una reduccién de
polifenoles totales en la pulpa como tal, debido a los lixiviados, bacterias, levaduras e
inclusive los mismos hongos presentes en la matriz y esta fue la que se analizd. No obstante
si se observa la materia prima como un todo, la broza fresca presenta una mayor cantidad de

GAE que las tratadas.

Mow
sy e

Al final del tratamiento se hizo un recuento de bacterias y habia més de 108 colonias de:

oo P
bacterias por cada gramo de matriz. Ademés, se encontré una cantidad: importante de -
levaduras que también pudieron contribuir a la reduccién de este compuesto. Otro factor que

pudo influir en la diferencia encontrada en los valores de polifenolaes to_tales"‘ dela matriz. fue
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la apertura que realizan los hongos de putrefaccién blanca en la pared celular secundaria de
las plantas. Esto permite que los nutrientes que se encuentran “encerrados” por la matriz
lignoceluldsica sean accesibles no solo a estos, sino también a otros microorganismos
presentes en la broza y en el aire. De nuevo es importante tener sumamente claro, que las
variaciones y reducciones en esta variable de respuesta, as{ como en las demds, se atribuyen
a la matriz microorganismd—pulpa y no se puede afirmar que sean cambios quimicos

Unicamente en la broza de café.

Por tltimo, los valores de concentracion lignina fueron también afeétados. Hasta el momento
solamente se han observado cambios aparentes en la variable de concentracién de polifenoles
totales extraibles, mientras los demds pardmetros fisicoquimicos se mantuvieron
relativamente constantes. En el caso de la lignina se present6 una irregularidad en los datos,
ya que, como se observa en el Cuadro 9.1.,9.2. y9.3., ademas del Apéndice A 4., los valores
de lignina medidos aumentaron en casi un 15%. Esto no tiene sentido bioldgico, ya que los
hongos de putrefaccién blanca consumen lignina y 2l no ser plantas, no la producen. Una
hipétesis acerca de este suceso tiene que ver con el método de obtencién de fibras. La
posible razén radica en el método y su relacién con los hongos de putrefaccién blanca. Esto,
con base en el hecho que la tnica diferencia entre la broza sin tratar y la tratada es una
inoculacién con dos hongos de putrefaccién blanca. Estos hongos producen enzimas que son
protefnas de cadenas tipo alfa que tienen puntos isoeléctricos de 3,6 a 4 aproximadamente,
como se estudi6 en el Capitulo 7. Ademas de estas enzimas, los hongos también tienen una
cantidad importante de proteinas que componen su micelio incluyendo sustancias quimicas
complejas que pueden interferir con la metodologia utilizada. Estas sustancias no se
encuentran en. la broza inicial, ya que esta no estd inoculada, y ademéas no presenta valores

tan altos La mterferenc1a de estos compuestos quimicos complejos puede atribuirse, a

‘:‘maner’“ de h1p otesm a que al bajar el pH, se da precipitacion isoelétrica que se refleja como

un aumento en la masa en conjunto a las fibras insolubles que se consideran como lignina, o

pe

" »/blreri ‘quese r931sten a las digestiones a las que se somete el sustrato mediante el método de

van Soest. Sumado a esto, desde el tratamiento con detergente neutro se encuentra un valor
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mayor de masa que queda en cada uno de los medios que se miden a través del método. Esto
se puede deber a que el detergente neutro no es lo suficientemente fuerte para disolver estos
compuestos compléjos y esta situacién se mantiene también en el paso de lavado con
detergente 4cido, que no solamente no disuelve estos, sino que también al bajar el pH puede
que cause precipitacién. En el paso final, donde se agrega una disolucién de 4cido sulfirico
al 72%, el medio es suficientemente 4cido para que probablemente se dé precipitacidén
1soeléctrica, posiblemente agregando un error positivo en la lectura de masa final, o bien que
estas sustancias sean resistentes a la digestion 4dcida. Para poder comprobar estas
afirmaciones e hipétesis es imperativo realizar mas investigaciéon. De igual manera, como
con las demaés variables, en esta se nota que lo que se midié mediante el método de van Soest

es la matriz completa, ya que las fibras medidas no corresponden Unicamente a la broza.

Esta situacién fue dificil de prever, no obstante, es uno de los resultados mds interesantes del
presente proyecto pues si bien es cierto es contradictorio con lo estudiado en los Capitulos
del 2 al 7, se puede concluir con relativa seguridad que el parametro fue afectado en conjunto
con el valor de polifenoles totales a nivel de la matriz completa hongos-pulpa. Esta
afirmacién se puede justificar un poco mas mediante los andlisis termogravimétricos que se

encuentran mas adelante. En el Cuadro 9.10. se observan los resultados de lignina 4cida.

Cuadro 9.10. Lignina 4cida en cada uno de las repeticiones de los tratamientos bioldgicos.

Lignina Lignina

Muestra ( :t0,18% % masa) Muestra (0,1 8% o masa)
T.versicolor 1 23,09 P.ostreatus 1 20,99
T.versicolor 2 21,80 P.ostreatus 2 23,11
T.versicolor 3 22,59 P.ostreatus 3 22.59
T.versicolor 4 23,74 P.ostreatus 4 23,08
T.versicolor 5 22,35 P.ostreatus 5 21,83
T.versicolor 6 23,11 P.ostreatus 6 20,64

Promedio 22,78 ' Promedio 22,04

Desviacion estandar 0,6810 Desviacion estandar 1,0606
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Adicionalmente, los valores dentro de cada tratamiento no presentaron mayor variabilidad
entre ellos. Esto, en conjunto con las desviaciones estandar de los demas resultados hasta el
momento, podrian indicar que la aplicacidén e inoculacién del hongo se realizd de manera
correcta, e inclusive que no se dieron mayores variaciones asociadas al hecho de haber estado
en un ambiente menos controlado. Lo que si es claro, es que para poder tener
reproducibilidad de los resultados, es necesario realizar un ajuste al método analitico

tomando en cuenta los diferentes aspectos analizados hasta el momento.

Una vez teniendo claro analiticamente qué significa fisica, quimica y bioldgicamente qué
sucedié con cada una de las variables de respuesta, se realiza un anéalisis estadistico para
comprender de una mejor manera cada uno de estos cambios, y darle un valor de confianza
estadistico a varias de las aseveraciones que se han realizado en el presente informe con

respecto a la variacidn dentro de las muestras.

La muestra de los célculos estadisticos se encuentran en el Apéndice C.1., y las graficas se
pueden observar en el Anexo 7. Inicialmente se realizé una prueba de normalidad para cada
muestra, luego una prueba de varianza entre ambas muestras (dependiendo sila muestrasigue
una distribucién normal o no) y por Ultimo una prueba de medias entre ambas muestras
(considerando varianzas semejantes o diferentes dependiendo de la prueba anterior). Esta
{ltima prueba se realizé para determinar si existen diferencias significativas entre las medias
poblacionales de cada uno de los tratamientos. Los resultados de las pruebas se resumen en

el Cuadro 9.11.

Las hip6tesis para la prueba de varianza de Fisher se exhiben en la ecuacién 9.1. que dice lo

siguiente,

Hg: S2 = S2 (9.1)

H,: SE + S% 9-2)
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La ecuacién 9.2. exhibe que la prueba estadistica es de dos colas, ya que no hay conocimiento
previo de las variables de respuesta para poder estimar la direccién de la hip6tesis alternativa.

De la misma manera, la hip6tesis para la prueba t-Student se presenta a continuacion.

Hoipp = pr (9:3)
Hpipp # pr 0.4)

De la misma manera, al no tener informacién previa del comportamiento de las medias
poblacionales de cada uno de los tratamientos, se preserita una prueba de dos colas para las
medias poblacionales.

El valor de significancia dado es « = 0,05 para un 95% de confianza.

Cuadro 9.9. Resultados de pruebas estadisticas.

Normalidad Valor p Valor p
Muestra T.versicolor/ prueba  Conclusion pruebat- Conclusién
P.ostreatus Fisher Student
Celulosa Si/S1 0,044 Acepta Hp 0,573 Retiene H',,
Hemicelulosa Si/Si 0,569 Retiene Hy 0,494 Retiene H',
Humedad S{/81 0,747 Retiene H, 0,777 Retiene H',
Cenizas Si/S{ 0,900 Retiene Hy 0,601 Retiene H'
Calor de SUS{ - 0123  RetieneH, 0,001  Acepta H'
combustién ’ 1e Ho ’ cepta Ha
Polifenoles Si/81 0,896 Retiene H, 0,003 Acepta H
Lignina SU/si 0354  RetiencH, 0,182  Retiene H',
corregida

Todos los resultados de varianzas presentaron valores de probabilidad que no demuestran
suficiente evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula de varianza. Es decir, todas
las variables de respuesta presentaron varianzas similares dentro de sus seis repeticiones a
excepcion de la variable de respuesta de concentracion de celulosa, conclusiones

considerando un 95% de confianza. Este resultado de la prueba se utiliza para el célculo del
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estadistico de prueba para la prueba t-Student, ya que existen dos maneras de hacerlo:
considerando varianzas semejantes o diferentes. Con estas pruebas se puede entonces
calcular un estadistico de prueba éptimo para la comparacién de medias poblacionales para
cada tratamiento en cada variable de respuestas. El Cuadro 9.11. también exhibe que
unicamente las variables de respuesta de polifenoles totales y de calor de combustién
presentan diferencias estadisticas en sus medias poblacionales. Es decir, que el impacto en
estas dos variables de respuesta es diferente si se utiliza el P.ostreatus o el T.versicolor. Para
las demas variables no hay suficiente evidencia estadistica para considerar que existen

diferencias en sus medias poblacionales al aplicar un hongo u otro.

En el caso de polifenoles totales, se observa que el impacto del P.ostreatus es menor que el
del T.versicolor observando sus medias, 0,27 mg GAE/g broza seca y 0,17 mg GAE/g de
broza seca, respectiva. La disminucién de polifenoles totales extrafbles fue mayor en el
segundo que el primero, respectivamente, y sus medias fueron estadisticamente diferentes
luego de aplicar la prueba, con un 95% de confianza. Es decir, para consumir polifenoles
totales extraibles es mejor utilizar el Trametes versicolor como tratamiento bioldgico, para

el caso de matriz microorganismo-pulpa.

En el caso del calor de combustion, existié una disminucién mayor en este por parte del
P.ostreatus que el T.versicolor, con medias de 15,2 MJ/kg y 16,4 MJ/kg respectivamente.
Esto implica que existe una diferencia estadistica, reflejada en los valores de calor de
combustién, al aplicar tratamiento u otro, pues sus medias poblacionales fueron diferentes de
acuerdo a las pruebas realizadas. No obstante, no hay suficiente evidencia para afirmar
categéricamente si hay diferencias con respecto al valor de la pulpa sin tratar, o si en una
aplicacién eventual del tratamiento, habria un impacto significativo sobre el poder calérico

de la broza de café.

Finalmente, después de analizar cientifica y estadisticamente cada uno de los sets de datos

de cada variable de respuesta, se procedié a analizar las curvas termogravimétricas
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diferenciales. [Estas graficas son las que permiten observar el impacto potencial del
tratamiento bioldgico en un posible proceso termoquimico. En el Apéndice A.7. se observan
todas las graficas termogravimétricas diferenciales. La primera que se analiza es la curva
que compone a la broza de café sin tratamiento, y una serie de reactivos de la compaifiia
Aldrich que se compraron para obtener una idea de las tendencias generales de los
componentes presentes en la broza. En la Figura 9.12 se exhibe la gréfica termogravimétrica

en cuestion.
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Figura 9.12. Curva diferencial termogravimétrica de reactivos y broza sin tratar
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Esta grafica presenta las tendencias mas importantes en la biomasa analizada. La celulosa
microcristalina presenta un pico caracteristico entre las temperaturas de 200 °C y 300 °C,
donde es posible que se realice la conversién de celulosa a levoglucosdn como se comenté
en el Capitulo 4. Adema4s de este pico, todas las curvas presentan alrededor de los 50 °C, un
pico inicial que implica la pérdida de material organico volatil que se encuentra en todas,

incluyendo en los reactivos comprados.

Si la materia est4 bien seca, entonces no se observara el pico alrededor de los 100 °C donde
se da la evaporacién del agua presente en la muestra. El siguiente pico caracteristico se
encuentra de 150 °C a 250 °C, que se puede afribuir a hemicelulosa, el biopolimero mas fécil
de descomponer y se empiezan a crear alquitranes, “char” y compuestos derivados de xilanos,

mayoritariament, como se comenté en el Capitulo 4.

Luego, a partir de los 400 °C y hasta los 800 °C es la zona donde se da la descomposicién de
ligninas y compuestos fendlicos, los méas complejos de degradar. La celulosa y hemicelulosa
son los biopolimeros que presentan condiciones més factibles para la termélisis, debido a su
estructura. Aunque tanto la estructura de la celulosa, hemicelulosa y lignina presentan grupos
funcionales hidroxilo que implican fuerzas intermoleculares similares, como puentes de
hidrégeno y fuerzas de van der Waals, al no poseer enlaces dobles en su estructura implica
que son menos estables y requieren menos energia para descomponerse. Los enlaces dobles
generalmente implican una mayor estabilidad energética en una molécula, lo que la vuelve
maés dificil de descomponer tanto térmica, como biolégicamente. Ademas, la presencia de
ramificaciones en la lignina hace que la descomposicién sea més dificil de realizar, pues es
més probable que haya una mayor interaccién mediante fuerzas intermoleculares, como
puentes de hidrégeno, como se observa en la Figura 6.6. Este caso de estabilidad se puede
ejemplificar con la lignina, que posee anillos aromaticos con enlaces dobles y es el compuesto
quele da larigidez a las plantas, ademds de ser antibacterial, como se expuso en los Capitulos
6 v 7. Estan complejo reducir la lignina a monolignoles, que en la naturaleza existen muy

pocos microorganismos que la procesan, como son los hongos de putrefaccion café y blanca.
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En el perfodo Carbonifero se seleccionaron plantas capaces de producir lignina ya no habia
animales ni microorganismos que la consumieran, debido a que la lignina es insoluble,
demasiado grande para pasar a través de las paredes celulares, demasiado heterogénea para
enzimas especificas (en ese perfodo), y téxica, por lo que pocos organismos ademads de los
hongos basidiomicetos pueden degradarla. Tampoco puede ser oxidada en una atmésfera de
menos del 5% de oxigeno. La celulosa y hemicelulosa son la fuente de energia para procesos
de fermentacion una vez hidrolizados. Como se observa en la Figura 6.1., 6.2. y 6.3., estos
compuestos se encuentran encerrados en una matriz protegida por la lignina en la pared
celular secundaria y ademas su estructura estd compuesta de pentosas y hexosas. Por estas
razones es que los picos de los anélisis termogravimétricos se atribuyen a cada biopolimero

asi como las interacciones entre los mismos.

Se observa la tendencia tanto en la Lignina de Kraft asi como la sal lignosulfénica de sodio,
que fueron reactivos que se compraron para tener una referencia aproximada de la
descomposicién térmica de la lignina. No obstante, es muy importante aclarar que las
ligninas presentes en estas son diferentes de las ligninas presentes en la broza, y por esa
misma razén las graficas no coinciden. A partir de los 400 °C se empieza a dar la
descomposicidén de los compuestos arométicos presentes en todas las muestras, la celulosa
microcristalina contiene un estabilizador de metilcelulosa, que es el que presenta la

descomposicién en las temperaturas mayores a 450 °C.

Tanto la sal lignosulfénica, como la Lignina Kraft y la broza sin tratar presentaron una
tendencia de concavidad luego de los 400 °C y hasta los 800 °C. Estos picos implican la
descomposicién de compuestos de la matriz presente en la Figura 6.4., no solamente de
ligninas y compuestos estables, sino también compuestos que interactiian entre si, como

lignina-celulosa y lignina-hemicelulosa en menor cantidad. -

Para el caso de las ligninas comerciales, los &mbitos de temperaturas son mayores, pero las

tendencias son parecidas. Noétese que esta descomposicién termoquimica se da en medios
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inertes, hasta los 800 °C, que se agrega aire para terminar de oxidar toda la materia orgdnica
presente, situacion que se da en una manera muy intensa en la sal lignosulfénica de sodio,
probablemente se debe a combustiones fuertes de compuestos ricos en carbono que se
encuentran disponibles luego de la termolisis en las temperaturas mas bajas. Teniendo clara
la situacion sobre la descomposicion de la broza sin tratamiento, se procedidé a analizar la
broza tratada con el hongo Pleurotus ostreatus, y los resultados se observan en la Figura 9.13.

a continuacion.
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Figura 9.13. Curva diferencial termogravimétrica de broza sin tratar y cada repeticién de
P.ostreatus
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La primera impresion que se obtiene de la Figura anterior es el primer pico que no se present6
en la broza sin tratamiento ni ninguno de los reactivos comerciales. Este probablemente se
debe a agua presente en el medio que el hongo absorbi6 de manera quimica en forma de
grupos hidroxilo, y este pico se puede atribuir a humedad quimioabsorbida en estos rangos

de temperatura.

Posteriormente se observa una reduccion en el rango de temperaturas asociado a las
interacciones hemicelulosa-celulosa y compuestos volatiles-celulosa. Al disminuir en la
matriz que se someti6 al analisis la concentracion de polifenoles totales extraibles, ademas
de abrir la matriz lignocelulésida, permite que las reacciones de termolisis se realicen de una
manera mas controlable en las temperaturas bajas, como se observa en la Figura 9.13. ya que
el pico tan pronunciado implica un mayor cambio de masa a esa temperatura y el ser mas
angosto implica un rango de temperaturas menor donde se da la descomposicion. El hecho
que el pico sea tan suave implica que las reacciones de descomposicion en este punto con
controlables, a pesar que si se dan varias reacciones simultineas que son opacadas o se

encuentran dentro del pico.

Por otro lado, probablemente debido a la produccion de compuestos quimicos complejos
provenientes del tratamiento biologico, la tasa de conversion decreci6 en los rangos
superiores de temperatura. En la muestra de broza sin tratar existe un pico luego de los 400
°C mucho mas pronunciado que en las tratadas con el P.ostreatus. Este fue atribuido a las
ligninas, segin la Figura 9.12., lo que implica una termolisis mas efectiva pues presenta
cambios de masa en un rango de temperaturas menor. Por otro lado los tratados con los
hongos presentan un achatamiento en sus graficas y un rango de temperatura requerido para
la descomposicién termoquimica mucho mayor. En pulpa fresca se observa un rango de 400
°C a aproximadamente 600 °C, mientras que las matrices con hongos-pulpa presentan rangos
de 400 °C a casi 800 °C. No solamente el rango es mayor, sino que tampoco exhibe ningiin
pico, indicando que los cambios en masa con respecto a la temperatura son mucho menores

en este punto, es decir, que se requiere un mayor rango de temperatura, o energia, para poder
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descomponer térmicamente la matriz en una proporcion menor que en la pulpa fresca, para
el caso de los rangos posteriores a los 400 °C. Es complejo poder realizar todas estas
afirmaciones solo mediante derivadas, por lo que para poder tener un criterio mejor para
evaluar esta descomposicion, se construyé la grafica de conversién con respecto a
temperatura, con la correccion de materia que no reacciona, es decir, las cenizas. No se
utiliza el tiempo, debido a que para los objetivos del proyecto resulta mas conveniente
analizar cambios en el proceso termolitico y no analizar su cinética.. Esta herramienta se ha
utilizado en los Gltimos cuarenta afios en diferentes publicaciones, para poder comprender

mejor los analisis termogravimétricos asociados a biomasa.
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Figura 9.14. Conversién en funcion de la temperatura para broza sin tratamiento y todas
las repeticiones de P.ostreatus
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Lo primero que se desprende de la Figura 9.14. a continuacién es precisamente una
comprobacién del andlisis realizado anteriormente: la conversién es mejor a menores

temperaturas y se vuelve negativamente afectada conforme se aumenta la temperatura.

Probablemente el hongo estabiliza la descomposicidn termoquimica a temperaturas mayores,
debido a los compuestos que este sintetiza, no obstante, no se puede del todo aceptar esto
como una conclusién ante una posible aplicacion, ya que un impacto positivo en una zona
pirolitica a bajas temperaturas, puede tener implicaciones sumamente positivas en la
produccién de gas de sintesis en una eventual gasificacidn, ya que las condiciones de pirdlisis
son las mismas a estas temperaturas, mientras que al aumentar las temperaturas en una
aplicacidn, las condiciones cambian debido a las combustiones parciales y demds reacciones

que se estudiaron en el Capitulo 4.

En el rango de 100 °C a 300 °C aproximadamente se da una mayor conversion, mientras que
de 300 °C a 800 °C se dauna menor conversidén. Esto, bajo las condiciones de una atmdsfera
con gas nitrégeno tnicamente, cosa que impide las oxidaciones parciales que se dan en la
gasificacion. Estas oxidaciones puede que se den de una mejor manera, si la tasa de “char”
es mayor y la de alquitranes menor en una eventual operacion y utilizando este tratamiento

bioldgico. Para poder observar esto es necesario realizar mas experimentacion.

El caso para el T.versicolor fue bastante parecido. Enla Figura 9.15. se observa la tendencia
muy similar a la del otro hongo en la gréfica termogravimétrica diferencial. La primera
diferencia que se puede observar entre ambas graficas es la intensidad entre los primeros
picos, ya que el producido por el hongo ostra es mayor casi en 0,10 unidades de %masa/ °C.

Esto implica una mayor absorcién quimica de agua del P.ostreatus sobre el T.versicolor.

Para el T.versicolor se observa una tendencia parecida con la excepcioén que la region luego
de los 400 °C presenta picos mayores, 0 mejor dicho, una altura mayor que en el caso del

P.ostreatus.
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Figura 9.15. Curva diferencial termogravimétrica de broza sin tratar y cada repeticion de
T.versicolor

Esto da el indicio que para este caso la termolisis presenta mayores cambios de masa con
respecto a la temperatura, lo que implica, que si bien es cierto al compararlo con el sustrato
solo sigue siendo afectado negativamente, se logra un impacto ligeramente menos negativo

para el caso de la termélisis en este rango de temperaturas (400 °C a 800 °C).

Para poder observar esto de una manera mds general y comparar cada tratamiento se
construy6 la Figura 9.16. donde se exhiben los promedios de los tratamientos, pues ha
existido una consistencia muy interesante entre ambos tratamientos, en los tres rangos de

temperatura que se han analizado hasta el momento.
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Figura 9.16. Curva diferencial gravimétrica del promedio de cada tratamiento y de la broza
sin tratar

Se ve una diferencia de aproximadamente 0,05 %masa/ °C entre cada promedio de los
tratamientos, donde el mayor es el presente en P.ostreatus. Es decir, este tratamiento permite
una mayor conversion en este rango de temperaturas, aunque a partir de los 400 °C presenta
una disminucion en los picos sobre el T.versicolor. Para el caso de los rangos superiores a
los 400 °C, se observa una diferencia aparente de 0,05 %masa/ °C que se mantiene hasta los

700 °C, donde el T.versicolor presenta una mayor altura, lo que fundamenta lo discutido con

respecto a la Figura 9.15.

Luego se observa que ambas se intersecan luego de los 700 °C, lo permite inferir que el

P.ostreatus tiene un mejor comportamiento termolitico que el T.versicolor, hasta los 800 °C.
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Esto puede tener implicaciones en una eventual aplicacion, debido a que en funcion de las
temperaturas en las que se opere, asi sera el comportamiento de la materia prima, y el hongo
ostra tiene indicios que una “desactivacién” termolitica mas fuerte que el T.versicolor en el

ambito de 400 °C a 700 °C, pero una “reactivacion” muy sutil a partir de los 700 °C y hasta
los 800 °C.

En la Figura 9.17. se observan las conversiones termoquimicas del sustrato tratado con el

T.versicolor.
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Figura 9.17. Conversién en funcién de la temperatura para broza sin tratamiento y todas
las repeticiones de T.versicolor
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Al igual que con la grafica 9.16 se observa que el T.versicolor tiene mejor comportamiento
termolitico sobre el P.ostreatus a temperaturas bajas. A temperaturas altas mantiene una
tendencia parecida a la del otro hongo, con las diferencias explicadas anteriormente. En la
Figura 9.18 se observa mas clara la tendencia, con los promedios de las conversiones

termoquimicas para poder comparar ambos tratamientos.
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Figura 9.18. Conversion en funcidon de temperatura para los promedios de ambos
tratamientos y la broza sin tratar

Se observa una tendencia general en la grafica anterior, con una ligera ventaja del P.ostreatus
sobre el T.versicolor. En esta seccidn se puede buscar una relacion entre las tendencias de

las graficas y las variables de respuesta. Interesantemente, el inico que presenta variaciones
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estadisticas en sus medias es la cantidad de polifenoles totales extrafbles. Para esta variable
la reduccién en la matriz se dio mayormente en el T.versicolor pero el P.ostreatus presenta
ligeramente mejor conversion termoquimica, ademds de un pico ligeramente mayor en las

temperaturas de pirdlisis atribuidas a descomposicién de celulosas y hemicelulosas.

No obstante, gracias a los anélisis termogravimétricos sf se puede concluir con certeza que
hubo un impacto en la matriz, y que existe una posibilidad que sea las variables afectadas

sean la concentracidn de lignina y el contenido de polifenoles totales extrafbles.

Como se observa en la Figura 4.2., en el caso de un gasificador “downdraft”, la regién de
pirélisis se encuentra entre los rangos de 200 °C y 700 °C. Lo que implica que estos analisis
termogravimétricos son una acertada aproximacién a este proceso, pues los procesos de
combustion y reduccion dependen de esta, en esta configuracidn de reactor. Por lo tanto, se
podria indicar que aparentemente favorece al control operacional de la termélisis de la
biomasa y se debe evaluar el impacto en la produccién de alquitranes asociada a la

selectividad de las reacciones quimicas que se dan en los procesos termoquimicos.

Es importante aclarar, que, al igual que una eventual aplicacién del tratamiento biolégico, es
necesario conducir investigaciones a nivel de piloto para poder comprobar las diferentes
hipétesis resultantes del presente proyecto, pues estos andlisis termogravimétricos se
realizaron en una atmdsfera inerte con Nifrégeno. En una operacidn real, la seccién de
pir6lisis se da en total ausencia de oxigeno, y no se puede afirmar que el comportamiento
termoliticos sea el mismo que en una atmosfera inerte, no obstante es una muy buena

“herramienta gomo una primera aproximacion.

‘Para el caso de una posible fermentacidén, se observa también que el tratamiento es
sumamente aplicable, ya que a un bajo costo, se hace un consumo de variables como la
lignina y los polifenoles totales que afectan negativamente el crecimiento de bacterias y

microorganismos que puedan producir algin metabolito de interés. Esto en la matriz
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completa del sustrato tratado, que se utilizarfa como materia prima en una eventual

fermentacion enzimatica.

Para el caso de esta aplicacién, lo més importante son los cambios en lignina y polifenoles
totales posibles, ademés de asociar la reduccién con los nutrientes que se hidrolizaran, como

lo son la celulosa y hemicelulosa.

Si existen los nutrientes necesarios para producir un metabolito de interés, ademds de una
potencial disminucién en compuestos téxicos, los otros microorganismos que se utilizarian
para un fermentador en estado s6lido tendrian una posibilidad mayor de mejorar su

crecimiento, al disminuir inhibidores mediante los hongos de putrefaccion blanca.

Es importante aclarar que se debe de realizar mds investigacidn para poder tener claro cudles
serfan los comportamientos de competencia en un proceso bioldgico posterior a la
inoculacién con microorganismos como los hongos. Esto porque no solamente se encuentran
estos, sino que probablemente al dejar nutrientes mdas accesibles puede haber colonizacién
por otros microorganismos que se encuentren en €l ambiente y que interfieran con una

operacién en el bioproceso.

De igual manera es un buen indicio que en la matriz completa los valores de celulosa y
hemicelulosa (nutrientes) ademds, mediante los andlisis termogravimétricos, no se observo
que estos pardmetros tuvieran cambios significativos, mediante los métodos aplicados en el

presente proyecto.

Ademés de estas dos aplicaciones, gasificacién y fermentacidén, se puede utilizar el
tratamiento para aplicaciones como alimento animal, o inclusive para acelerar los procesos
naturales de descomposicién y generar un proceso de produccién de abono orgdnico més

eficiente.
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En el Cuadro 9.12. se muestran los resultados elementales que pueden influir en estas

posibles aplicaciones.

Cuadro 9.10. Resultados de andlisis elemental.

Pardametro Valor (Y%omasa)
N : 2,36
P ' 0,15
Ca 0,47
Mg 0,16
K 4,00
S 0,18
C 42,06
Fe (mg/kg) 164
Cu (mg/kg) 20
Zn (mg/kg) ' 14
Mn (mgkg) 74
B (mg/kg) 38

Se observa que la cantidad de potasio es un parametro bastante alto y que es importante tanto
para la gasificacién como catalizador del proceso y ademds como nutriente tanto para abonos
orgAnicos como para aditivos en alimento animal. Es importante aclarar que estos resultados
que se presentan son solamente de la broza sin tratamiento, por lo que con el tratamiento con
hongos puede haber variaciones, especialmente en el contenido de nitrégeno. No obstante,
es diffcil que los metales cambien apreciablemente su concentracién: Las opciones para el
uso de la broza de café en procesos de obtencidn energética y ademads, aparentemente son
favorecidos mediante el crecimiento de hongos de putrefaccién blanca sobre la misma,
proceso que es sencillo de operar, no presenta grandes problemas a la salud, es barato y puede
presentar mejoras sustanciales en procesos termoquimicos y bioquimicos. El estudio de esta
aplicaéién en los procesos como tal es vital para poder tener una herramienta mucho mas
clara del impacto asi como arreglaf los diferentes pardmetros de medicién, especialmente la
lignina y poder darle un uso efectivo a este desecho que se produce en tanta cantidad
anualmente y que representa, ademas, un costo para los beneficiadores asf como un costo

ambiental.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los hongos que prés entaron un crecimiento mas adecuado para la aplicacién en pulpa de
café fueron el Pleurotus ostreatus y el Trametes versicolor.

No se pudo medir el impacto de las variables de respuesta sobre la pulpa de café, sino
sobre la matriz microorganismo-broza debido a su dificultad de separacion.

No se presentaron variaciones significativas estadi’sticas entre las medias poblacionales
de las variables de respuesta de cada tratamiento, con excepcidn de la concentracién de
polifenoles totales extraibles y calor de combustién, con una ligera ventaja para una
eventual aplicacic’)ﬁ de la cepa de Trametes versicolor.

Se presentd un impacto en a las variables de respuesta de concentracién de polifenoles
totales extraibles y concentracién lignina 4cida en la matriz microorganismo-broza con
respecto a la pulpa de café fresca.

Se presentd una cambio en la concentracién de polifenoles totales de 87,7% en la matriz
pulpa-microorganismo tratada con Trametes versicolor y un 80,5% en-la tratada con
Pleurotus ostreatus con respecto a la broza de café fresca.

Se presentd impacto positivo, con respecto a la broza no tratada, en la termdlisis de la
matriz puipa—hongo al aplicarle ambos tratamientos, con una ligera ventaja de la tratada
con Pleurotus ostreatus, en el rango de temperaturas de 150 °C a 400 °C donde ocurren
la pirdlisis de los compuestos menos estables.

Se presentd una estabilizacion del sustrato en los rangos de temperaturas de 400 °C a 800
°C para la pulpa de café tratada con ambos hongos de putrefaccién blanca.

Se present6 una absorcién quimica de humedad en la pulpa de café tratada con ambos
hongos de putrefaccién blanca.

Se presentd una detoxificacién aparente de la broza de café al aplicarle ambos
tratamientos, abriendo la oportunidad de utilizarla posteriores procesos bioquimicos.

Se recomienda realizar una modificacién en el método de van Soest para medir

correctamente las ligninas acidas de la pulpa de caf€ tratada con hongos.
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e Se recomienda modificar los métodos analiticos del presente proyecto para medir el
impacto del tratamiento en la pulpa de café¢ y no en la matriz que incluye broza y
microorganismos.

» Se recomienda realizar pruebas de ergosterol con respecto al tiempo en conjunto con
lignina para cuantificar el crecimiento de los hongos en la pulpa de café y el consumo de
lignina.

¢ Serecomienda realizar un disefio preliminar para crecimiento del Trametes versicolor y
el Pleurotus ostreatus en pulpa de café y utilizar esta matriz compuesta en un gasificador
“downdraft” piloto para cuantificar el impacto real sobre el proceso termoquimico y la
tasa de gas de sintesis.

¢ Serecomienda realizar un disefio preliminar para crecimiento del Trametes versicolor y
el Pleurotus ostreatus en pulpa de café y utilizar esta pulpa eﬁ un fermentador piloto para
cuantificar el impacto real sobre el proceso bioquimicos y la tasa de produccidn de etanol

o el metabolito de interés escogido.
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APENDICES

Apéndice A. Datos experimentales

Apéndice A.1. Coordenadas de crecimiento de cepas con respecto al tiempo

Cuadro A.1. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 2 3 4 2 2,5 2.9 2,7 5,3

2 2 4,5 2 3 3,1 2,5 2,8 5,5

3 3 1 0,5 5 1,8 2,0 1,9 3,8

4 2 4 3 4 2,9 3,5 3,2 6,3

Cuadro A.2. Coordenadas de T.versicolor para el 15/1/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 4 1,5 3 4,0 2,5 32 6,4
2 45 3 2 4.5 4.5 2,0 3,1 6,2
3 3 3 1,5 4 2,0 3,0 2,5 4.9
4 3 1,5 2 3 1,0 45 2,3 4,7

Cuadro A.3. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 2,5 2 2,5 3,2 22 2,7 5,4
2 2 3 4,5 1 2,5 2,3 2.4 4,8
3 4 1 2 4 2,2 2.9 2,5 5,0
4 2 2,5 2 3 2,2 2,5 2,4 4,7
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Cuadro A.4. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N v+ y- X+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 3,5 1 2 2,5 2,0 2,2 2,1 4,2
2 1 4 2 2,5 2,2 2,2 22 4,4
3 1 3 3 2,5 1,8 2,7 2,3 4.5
4 3 2 1 4 2,5 2,2 2,3 4.6

Cuadro A.5. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 2,5 2 3 2,2 2,5 2,4 4.7
2 3 2 1 3 2,5 1,8 2,1 43
3 3 2 5 2 2,5 3,3 2,9 5,7
4 1,5 3 2 3 2,2 2,5 2,3 4.6

Cuadro A.6. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 3 3,5 2 6 3,2 3,6 3,4 6,9
2 4 2 3 2 2.9 2,5 2,7 5,3
3 4 2 4 2 2,9 2,9 2,9 5,8
4 5 3,5 3 2,5 4,2 2,7 3,4 6,8

Cuadro A.7. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N v+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 2,5 3 3,5 2,2 : 3,2 2,7 5,4
2 2,5 3 5 2,5 2,7 3,6 3,2 6,3
3 3 2 1,5 5,5 2,5 3,1 2,8 5,5
4 4 2 3 3,5 2,9 3,2 3,1 6,1
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Cuadro A.8. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diimetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
I 2 3 3 2.5 2,5 217 2,6 52
2 | - 3,5 2 22 2.7 24 438
3 2 3 2 3 2,5 2,5 2,5 4,9
4 3 1 3 2 1.8 2,5 2,1 43

Cuadro A.9. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
" (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 E 1.5 6 1 2.9 2,8 2.7 Dy
2 9D 1 1 55 2,5 2,6 2,6 5,1
3 3 2 3 3 2,5 3,0 2,7 5.4
4 3 29 ] 6,5 2.7 2,9 2,8 8.7

Cuadro A.10. Coordenadas de T.versicolor para el 15/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 4 3 2,5 2,9 257 2,8 5,6
2 23 2 4,5 2 2:9 3,1 2,8 5.5
3 45 13 3 3 2.7 3,0 2.9 Sal
4 2 3 2 3 2,5 2.9 2,5 4,9

Cuadro A.11. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua
y+ y- x+ X- Media logy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 13 14 15,5 15 13,5 15,2 14,4 28.7
2 8 15 13 14 11,1 13,5 123 24.6
3 13 14 13:5 17 13,5 152 14.3 28,6
4 13 15 13 17 14,0 14,9 14.4 289

N
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Cuadro A.12. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 11 11 10 10,5 10,5 10,5 21,0
2 6 9 9 9 7,4 9,0 8,2 16,3
3 6 9 8,5 12 7,4 10,1 8,7 17,4
4 8 10 8 10 9,0 9,0 9,0 17,9

Cuadro A.13. Coordenadas de T .versicolor para el 17/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 6 S 8 7,0 6,4 6,7 13,3
2 6 7 9 5 6,5 6,8 6,6 13,3
3 95 8 S 10 8,7 7,2 7,9 15,9
4 8 7 7 g 7,5 7,5 7,5 15,0

Cuadro A.14. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

N T y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 6,5 4 5 4 5,1 4.5 4.8 9,6

2 6 6,5 5 5 6,2 5,0 5,6 11,2

3 25 6 3 3 4.0 3,0 3,5 7,0

4 5 4 1,5 7 4,5 3,6 4,0 8,0

Cuadro A.15. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y-+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 7 4 3 15 5,4 1,5 6,4 12,7
2 9 4 3 8 6,2 5,1 5,6 11,2
3 S 4,5 7 4 4.7 5,4 5,0 10,1
4 6 7 4 5 6,5 4,5 54 10,8



Cuadro A.16. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: PDA.

135

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
I 12 13 15 19 12,5 16,9 14,6 29,2
2 20 13 20 17 16,2 18,5 17,3 34,7
3 14 17 18 19 15,5 18,5 16,9 33,9
4 15 15 15 18 15,0 16,5 15,7 31,4

Cuadro A.17. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- xt X- Media logy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 10 10 12,5 10,0 11,2 10,6 21,2
2 10 12 13,5 11 11,0 12,2 11,6 23,2
3 11,5 11 9,5 15 11,2 12,0 11,6 23,3
4 12 11,5 11,5 14 11,7 12,7 12,2 24,4

Cuadro A.18. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 7 7,5 8 7 1,2 7,5 7,4 14,7
2 55 8 5 7 6,7 5,9 6,3 12,6
3 6 8 7,5 5 7,0 6,2 6,6 13,1
4 9 5 7,5 7 6,8 1,2 7,0 14,0

Cuadro A.19. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 3,5 8 5 5,4 6,4 5,9 11,8
2 9 3 4 6 5,5 4.9 5,2 10,4
3 8 6 6 3 7,0 4.3 5,5 11,1
4 4 4 4 9 4.0 6,2 5,0 10,0
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Cuadro A.20. Coordenadas de T.versicolor para el 17/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 8 5 5 5,8 5,0 5,4 10,8
2 6 4 6 5,5 4.9 5,7 5,3 10,7
37 3 5 6 4,7 5,5 5,1 10,2
4 4 2,5 2 5 3,2 3,3 3,2 6,5

Cuadro A.21. Coordenadas de T'versicolor para el 19/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diidmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 16 20 12 20 17,9 15,7 16,8 33,5

2 12 23 17,5 18 16,9 17,7 17,3 34,6

3 19 20 16,5 17,5 19,5 17,0 18,2 36,4

4 19 19 15 24 19,0 19,1 19,1 38,1

Cuadro A.22. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 13 15 16,5 12 14,0 14,1 14,1 28,1
2 85 135 14 11 10,8 12,4 11,6 23,2
39 12 12 13 10,4 12,5 11,4 22,9
4 12,5 15 13 15 13,7 14,0 13,8 27,1

Cuadro A.23. Coordenadas de T-versicolor para el 19/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 7 6,5 12 8,0 9,0 8,5 16,9
2 7 8 9 7 7,5 8,0 7,7 15,4
3 12 10 8 13 11,0 10,3 10,6 21,3
4 10 9 9 9,5 9,5 9,2 9,4 18,7
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Cuadro A.24. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8,5 6,5 3 6,5 7,5 4.5 5,9 11,7
2.8 8 7,5 8 8,0 7,7 7,9 15,7
3 3 9 7 7 5,5 7,0 6,2 12,4
4 6 5 3 8 5,5 51 5,3 10,6

Cuadro A.25. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) - (mm) (mm)

1 10 4 6 20 6,5 11,6 8,8 17,7

2 10 4 5 9 6,5 6,8 6,7 13,4

3 7 5 8 5 5,9 6,4 6,2 12,3

4 7 7 5 6,5 7,0 5,7 6,3 12,7

Cuadro A.26. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 15 40 20 23 25,5 21,5 23,4 46,8
2 29 20 32 21 242 26,1 25,2 50,3
3 20 20 18 25 20,0 21,3 20,6 41,3
4 23 18 22,5 24 20,4 23,2 21,8 43,6

Cuadro A.27. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: PDA broza 30%. |

PD y broza 30%
N y+ y- X+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) (mm) (mm) (mm)
1 15 15 17 16,5 15,0 16,7 15,9 31,7
2 15 17 17 15 16,0 16,0 16,0 32,0
3 15 15 14 18 15,0 15,9 15,5 30,9
4 16 14 15 15 15,0 15,0 15,0 30,0
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Cuadro A.28. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 10 10 10 9,5 10,0 9,7 19,5
2 7 10 7,5 8 8,4 N 8,1 16,1
3 9 10 9 8 9,5 8,5 9,0 18,0
4 12 10 11 9 11,0 10,0 10,5 20,9

Cuadro A.29. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 6,5 10 7 7,7 8,4 8,0 16,1
2 11 7 7 6,5 8,8 6,7 7,8 15,5
3 10 8 8 5 9,0 6,4 7,6 15,2
4 6 4 6 10,5 4.9 8,0 6,4 12,7

Cuadro A.30. Coordenadas de T.versicolor para el 19/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+t X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 9 7 7 6,2 7,0 6,6 13,1
2 7 6 7,5 8 6,5 7,7 7,1 14,2
3 9 4 7 6,2 5,9 6,1 12,1
4 5 4 3 5 4,5 3,9 4,2 8,4

Cuadro A.31. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mum) (mm) (mm) (mm)

1 27 30 30 28,5 28,5 29,2 28,9 57,7

2 14 17,5 25 28 15,7 26,5 20,6 41,2

3 22 28 23 30 24.9 26,3 25,6 51,2

4 19 29 21 33 23,6 26,5 25,1 50,1
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Cuadro A.32. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 18 20 22 18 19,0 19,9 19,5 38,9
2 14 19 19 14,5 16,4 16,6 16,5 33,0
3 13,5 15 16 17 14,2 16,5 15,3 30,7
4 20 18 19 20 19,0 19,5 19,2 38,5

Cuadro A.33. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diadmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 7 9,2 12 8,4 10,5 9.4 18,9
2 95 10 12,5 6,5 9,7 9,2 9,5 18,9
3 16 16,5 125 16 16,2 14,2 15,2 30,4
4 12 12 12,5 11 12,0 11,7 11,9 23,7

Cuadro A.34. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
111 8,5 8 9 9,7 8,5 9,1 18,2
2 85 8,5 8 7,5 8,5 7,7 8,1 16,2
3 5 9,5 9 6 7,0 7,4 7,2 14,4
4 7 5,5 55 11,5 6,2 8,1 7,1 14,3

Cuadro A.35. Coordenadas de T versicolor para el 21/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76% .
N vt y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9,5 5 5 8 7,0 6,4 6,7 13,4
2 10 5,5 1,5 9,5 7,5 10,5 8,9 17,8
3 7 7.5 8 7 7,2 7,5 7,4 14,7
4 7 10 4,5 9 8,4 6,5 7,4 14,8
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Cuadro A.36. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 27 30 30 28,5 28,5 29,2 28.9 57,7
2 37 17,5 25 28 26,0 26,5 26,3 52,5
3 35 28 23 30 31,4 26,3 28,8 57,6
4 33 29 21 33 . 31,0 26,5 28,7 57,4

Cuadro A.37. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N v+ . y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 20 20 19,5 19,5 20,0 19,8 19,9 39,7
2 19 21 22 27 20,0 24 4 22,1 443
3 19,5 19 18,5 21 19,2 19.7 19,5 39,0
4 22 19 20 20 20,5 20,0 20,2 40,5

Cuadro A.38. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio? PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialog tot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 13 12,5 14 14 12,7 14,0 13,4 26,7
2 14 19 11,5 12 16,4 11,7 13,9 279
3 13 13,5 14 11,5 13,2 12,7 13,0 26,0
4 15 12 14,5 12 13,4 13,2 13,3 26,7

‘Cuadro A.39. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 8,5 10 9,5 9,2 9,7 9,5 19,0
2 15 10 7 11 12,3 8,8 10,5 21,0
3 95 7 9,5 5 8,2 7,0 7,6 15,2
4 10 7 6 14 8,4 9,4 8,9 17,8
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Cuadro A.40. Coordenadas de T.versicolor para el 21/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 7 6%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 5 9,5 6,5 8 7,0 7,2 7,1 14,2
2 8 6,5 8 8 7,2 8,0 7,6 15,2
3 9 4 8 7 6,2 7.5 6,8 13,6
4 75 4.5 6 8 5.9 7,0 6,4 12,8

Cuadro A.41. Coordenadas de T .versicolor para el 23/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 34 35 35 33 34,5 34,0 342 68,5

2 29 37,5 35 35,5 33,1 35,2 34,1 68,3

3 35 35 30 35 35,0 324 33,7 67,4

4 335 37 30 37 35,2 334 343 68,6

Cuadro A.42. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 27 28 30 25 27,5 27,4 27,5 54,9
2 19 27 27 20 22,8 23,3 23,0 46,1
3 20 22 22 26 21,0 23,9 22,4 44.9
4 28 30 25 28 29,0 26,5 27,7 55,4

Cuadro A.43. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) _(mm) (mm)

1 19 18 18 18 18,5 18,0 18,2 36,5

2 13 18 15 15 15,4 15,0 15,2 30,4

3 16 18 19 15 17,0 16,9 17,0 33,9

4 19 18 19 19 18,5 19,0 18,7 37,5
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Cuadro A.44. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) _(mm) (mm) (mm) (mm)
1 14 12 10 12 13,0 11,0 11,9 23,9
2 10 9 11 10,5 9,5 10,7 10,1 20,2
3 5 14 10 10 8,7 10,0 9,4 18,7
4 8,5 12 8 12 10,1 9,9 10,0 20,0

Cuadro A.45. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx ©Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 19 9 12 12,7 10,4 11,5 23,1
2 13 5 6 10 8,4 7,8 8,1 16,2
39 10 11 7,5 9,5 9,1 9,3 18,6
4 7 11 5 10 8,8 7,2 8,0 16,0
Cuadro A.46. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: PDA.
PDA
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 33 45 40 42 38,7 41,0 39,8 79,7
2 41 37 40 40 39,0 40,0 39,5 79,0
3 39 38 39 39 38,5 39,0 38,7 77,5
4 40 37 38 40 38,5 39,0 38,7 77,5

Cuadro A.47. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%

N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 25 27 25 25 26,0 25,0 25,5 51,0

2 25,5 28 29 25 26,7 27,0 26,8 53,7

3 25 28 25 29 26,5 27,0 26,7 53,4

4

28 27 27 27 27,5 27,0 272 54,5
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Cuadro A.48. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {mm) (mm)
1 13 13,5 14 15 13,2 14,5 13,9 27,7
2 12 14 15 10 13,0 12,3 12,7 25,3
3 19 17 18 20 18,0 19,0 18,5 37,0
4 17 19 16 18 - 18,0 17,0 17,5 35,0

Cuadro A.49. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {mm) (mm)
1 14 11 14 12,5 12,4 13,2 12,8 25,7
2 22 15 23 23 18,3 23,0 20,5 41,1
3 13,5 11 13 10 12,2 11,4 11,8 23,6
4 14 12 9 15 13,0 11,7 12,3 24,7

Cuadro A.50. Coordenadas de T.versicolor para el 23/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 7 14 10 10 10,1 10,0 10,0 20,1
2 10 8 9,5 10 9,0 9,7 9,3 18,7
3 12 7,5 8,5 10 9,6 9,2 9,4 18,8
4

10 ) 6,5 8 8,7 7,2 7,9 15,9

Cuadro A.51. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N v+ y- <+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)

1 2 4 2 3 2.9 2,5 2,7 5,3

2 45 3 2,5 2 3,7 2,2 2,9 5,8

3 3 3 3 3 3,0 3,0 3,0 6,0

4 3 1,5 3,5 3 2,2 3,2 2,7 5,3
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Cuadro A.52. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/1/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 3 2 2 2,5 2.5 2,2 2,4 4,7
2 15 25 3 2 2,0 2,5 22 4.4
3 15 2 1,5 2 1,7 1,7 1,7 3,5
4 2 2 2,5 2,5 2,0 2,5 2,2 4.5

Cuadro A.53. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 3 L5 2 2 2,2 2,0 2,1 4,2

2 2 2 2,5 2,5 2,0 2,5 2,2 4,5

3 15 2 2 1,5 1,7 1,7 1,7 3,5

4 3 1 1 25 1,8 1,6 1,7 3,5

Cuadro A.54. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
12 1 2 2,5 1,4 2,2 1,8 3,6
2 2 3 1 2 2,5 1,4 1,9 3,8
3 2 25 2 1 2.2 1,4 1,8 36
4 3 2 2 1,5 2,5 1,7 2,1 42

~ Cuadro A.55. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (om)
1 45 1 4,5 1 23 2,3 2,3 4,7
2 1 2 5,5 0,5 1,4 2,1 1,7 3,5
3 2 2 1,5 2,5 2,0 2,0 2,0 4,0
4 25 1,5 2 2 2,0 2,0 2,0 4,0
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Cuadro A.56. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) _ (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 3 2 4 2,5 2,9 2,7 5,3
2 2 2 2 3 2,0 2,5 2,2 4,5
3 3 2 1,5 2 2,5 1,7 2,1 4,2
4 1,5 2 2 2 1,7 2,0 1,9 3,7

Cuadro A.57. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 2,5 1,5 3 2,2 2,2 2,2 4.4
2 2 1,5 1,5 2 1,7 1,7 1,7 3,5
3 25 1,5 1,5 2 2,0 1,7 1,8 3,7
4 25 2 2 2 2,2 2,0 2,1 4,2

Cuadro A.58. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%

N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 2 1 2 2,5 1,4 2,2 1,8 3,6

2 35 1 2 3 2,0 2,5 2,2 4,4

3 2 2,5 1 3,5 2,2 2,0 2,1 4,2

4 3 1,5 2 7 2,2 4,0 3,0 6,0

Cuadro A.59. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 1 1 4 2,2 2,2 2,2 43
2 3 1 2 3 1,8 2,5 2,1 4,3
3 1 5 2 2 2,5 2,0 2,2 4.5
4 4 1 3,5 1,5 2,2 2,4 2,3 4,5
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Cuadro A.60. Coordenadas de P.ostreatus para el 15/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%

y+ y- X+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 2 3 1,5 2,0 2.2 2,1 4,2
2 1 3 1 2.5 1,8 1,6 157 3.5
3 2 4 2 1 29 1,4 2,1 4,2
4 3 1 15 2 1,8 B 1,8 3,6

Cuadro A.61. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

; y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 7 ) 5 9 8,0 6,8 7.4 14,7

2 J2 5 10,5 5 8.0 7,4 5,0 15,4

3 6 9 9 13 7.4 8,2 7,8 15,6

4 6 8 8 8 7,0 8,0 Py 14,9

Cuadro A.62. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%

N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

] 13 12 13 12 125 12,5 12,5 25,0

2 12 15 12 14 13,4 13,0 13.2 26,4

3 10 12 11,5 12 11,0 11,7 11,4 22.9

4 10 12 12 10 11,0 11,0 11,0 21,9

Cuadro A.63. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
L LS 6.5 6 5 7,0 55 6,2 12,4
2 9 7 7 9 8,0 8,0 8,0 15,9
3 7 8 8 7 fi% 7,5 T 15,0
4 10 6 6 9 7,8 7,4 7,6 15,2
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Cuadro A.64. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) ~ (mm) (mum) (mm)
1 5 6,5 4,5 6,5 5,7 5,4 5,6 11,2
2 5 5 5 6 5,0 5,5 5,2 10,5
35 6 6 5 5,5 5,5 5,5 11,0
4 8

5 6 7 6,4 6,5 6,4 12,9

Cuadro A.65. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 4 7 2 4.9 4,0 4.4 8.9
2 3 4 10 2 3,5 5,0 42 8,4
3 5 5 5 4 5,0 4,5 4,7 9,5
4 5 4 S 4 4.5 4,5 4,5 9,0

Cuadro A.66. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) _(mm) (mm)
1 75 11 9 15 9,1 11,7 10,4 20,8
2 9 8 10 11,5 8,5 10,7 9,6 19,1
3 85 10 7 10 9,2 8,4 8.8 17,6
4 5 15 10 12,5 9,1 - 11,2 10,1 20,2

Cuadro A.67. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 9 8 10 8,5 9,0 8,7 17,4
2 85 5 7 8 6,6 1.5 7,0 14,1
3 7 8 7 10 7,5 8,4 7,9 15,9
4 6,5 5 6 5 5,7 5,5 5,6 11,2
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Cuadro A.68. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mum) (mm) (mm)
1 25 1,5 2 2 2,0 2.0 2,0 4.0
2 5 4 5 5 4.5 5,0 4,7 9,5
3 4 4.5 3 5 4.2 3,9 4,1 8,2
4 6 3 3 9 4.3 5,5 4.9 , 9,7

Cuadro A.69. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 2 5 8 5,0 6,4 5,6 11,3
2 8 5 5 7 6,4 5,9 6,2 12,3
3 5 9 6 5 6,8 5,5 6,1 12,2
4 10 5 8 5 7,2 6,4 6,8 13,6

Cuadro A.70. Coordenadas de P.ostreatus para el 17/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Media logtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) (mm)
1 5 6 5 5 5,5 5,0 5,2 10,5
2 3 5 3 4 3,9 3,5 3,7 7,4
3 5 5 7 5 5,0 5,9 5,5 10,9
4 7 4 3 5 5,4 3,9 4.6 9,2

Cuadro A.71. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) _ (mm) (mm) (mm) (mm)

1 9 15 - 12 10 11,7 11,0 11,4 22,7

2 8 12 8 11,5 9,9 9,6 9,8 19,5

3 15 7,5 15 8 10,8 11,1 11,0 22,0

4 9 17,5 12 10 12,8 11,0 11,9 23,7
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Cuadro A.72. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ x- Media logy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 17 17,5 17,5 16 17,2 16,7 17,0 34,0
2 18 20 18,5 19 19,0 18,7 18,9 37,7
317 19 17,5 17,5 18,0 17,5 17,7 35,5
4 17 18 18 17,5 17,5 17,7 17,6 35,2

Cuadro A.73. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N v+ y- x+ x- Media logy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 12 11 12 9 11,5 10,4 11,0 21,9

2 13 10 10 12,5 11,4 11,2 11,3 22,6

3 10 14 12 10 11,9 11,0 11,4 22,8

4 15 11 9,5 12 12,9 10,7 11,8 23,5

Cuadro A.74. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

y+ y- xt X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 8 7 8,5 7,0 7,7 7,3 14,7
2 7 8,5 7,5 9 7,7 8,2 8,0 15,9
3 8 7,5 9 7 7,7 8,0 7,9 15,7
4 95 8 9 10 8,7 9,5 9,1 18,2

Cuadro A.75. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ x- Media logy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mim) (mm)
1 75 6,5 9 4 7,0 6,2 6,6 13,1
2 85 6 11 4 7,2 6,9 7,0 14,1
3 7 8 8 6 7,5 7,0 7,2 14,4
4 7 5 6 7 5,9 6,5 6,2 12,4
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Cuadro A.76. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: PDA.

PDA
v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 14,5 16,5 14 19 15,5 16,4 15,9 31,8
2 14 11,5 15 17,5 12,7 16,2 14,4 28,8
3 14 17 10 16 15,5 12,8 14,1 28,1
4 10,5 20 14 16,5 14,7 15,2 15,0 30,0

Cuadro A.77. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) - (mm) (mm) (mm)
1 11,5 14 11 14 12,7 12,4 12,6 25,1
2 13 10 9 12 11,4 10,4 10,9 21,8
3 14 11 10 16 12,4 12,8 12,6 25,2
4

11 8 10 10,5 9,4 10,2 9,8 19,7

Cuadro A.78. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55% .
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 3,5 4.5 4 3,7 4,2 4.0 8,0
2 15 6 7 8 6,7 7,5 7,1 14,2
3 6 7 5,5 7 6,5 6,2 6,4 12,7
4 9 6 5 10 7.4 7,2 7,3 14,6

Cuadro A.79. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 12,5 5 9 7,5 8,2 8,2 8,2 16,4
2 18 8 8,5 9 12,3 8,7 . 10,4 20,9
3 88 9 9 8 8,9 8,5 8,7 17,4
4 14,5 8 12 8 10,9 9,9 10,4 20,8
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Cuadro A.80. Coordenadas de P.ostreatus para el 19/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diimetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 7 8 7 6 7,5 6,5 7,0 14,0
2 4 7 5 6 5,4 5,5 5,4 10,8
3 7 8 9 7 7,5 8,0 7,7 15,4
4 8 5 6 7 6,4 6,5 6,4 12,9

Cuadro A.81. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diimetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 13 18,5 12,5 10 15,6 11,2 13,3 26,6

2 11 15 8 11 12,9 9,4 11,1 22,1

3 10 7 15,5 8 8,4 11,3 9,8 19,6

4 95 175 12 10,5 13,1 11,2 12,1 243

Cuadro A.82. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 26,5 24 25 23 25,2 24,0 24,6 49,2
2 27 275 27 27 27,2 27,0 27,1 54,2
327 27 26,5 27 27,0 26,7 26,9 53,7
4 24 25 25,5 25 24,5 25,2 249 49,7

Cuadro A.83. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 15,5 15 16,5 12 15,2 14,1 14,7 29,4
2 17,5 14 14 14 15,7 14,0 14,8 29,7
3 16 17 17,5 14 16,5 15,7 16,1 32,2
4 185 14 14 16 16,1 15,0 15,6 31,1
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Cuadro A.84. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N v+ y- X+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mum) (mm) (mm) (mm)
1 7 7,5 9 10 7,2 9,5 8,3 16,6
2 75 8 9 9 7,7 9,0 8.4 16,7
3 9 9,5 10 8 9,2 9,0 9,1 18,2
4 12 7,5 8,5 9 9,6 8,7 9,2 18,3

Cuadro A.85. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%

N y+ y- - Xt X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diiametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 7 8 10 4 7,5 6,5 7,0 14,0

2 10 6 14 4 7,8 8,0 7,9 15,8

3 6,5 8 7,5 6,5 7,2 7,0 7,1 14,2

4 9 5,5 8,5 8,5 7,1 8,5 7,8 15,6

Cuadro A.86. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: PDA.

PDA
v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 22 24 21 29 23,0 24,8 23,9 47,7
2 19 18 29 24 18,5 26,4 22,2 444
3 20 24 14,5 24 21,9 18,9 20,4 40,7
4 23 27 21 22 24.9 21,5 23,2 46,4

Cuadro A.87. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- Xt X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(um) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)
1 18 17 15,5 19 17,5 17,2 17,3 34,7
2 17 15 15,5 16,5 16,0 16,0 16,0 32,0
3 20 16 15 19 17,9 16,9 17,4 34,8
4 17 13 14 15,5 14,9 14,7 14,8 29,6
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Cuadro A.88. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) {(mm)
1 5 4 5 4.5 4.5 4.7 4.6 9,2
2 8 6 8,5 10,5 7,0 9,5 8,1 16,3
3 6 7 7 8 6,5 7,5 7,0 14,0
4 9 7 5,5 11 8,0 - 7,9 7,9 15,9

Cuadro A.89. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- X+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 12 5,5 9 10 8,3 9,5 8,9 17,8
2 13,5 10 11 13 11,7 12,0 11,8 23,6
3 8,5 14 12 11 11,0 11,5 11,3 22,5

4 13 10 14 10 11,4 11,9 11,7 23,3

Cuadro A.90. Coordenadas de P.ostreatus para el 21/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) (mm)
1 7 8 7,5 7 7,5 7,2 7,4 14,7
2 45 7 5 8 5,7 6,4 6,0 12,0
3 7,5 8 9 6,5 7,7 7,7 7,7 15,4
4 9 6 5,5 7 7,4 6,2 6,8 13,6

Cuadro A.91. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) {(mm) (mm) (mm)

1 15 25 15 19 19,6 16,9 18,2 36,4

2 11 16 11 16 13,3 13,3 13,3 26,7

3 15 13 19 13 14,0 15,8 14,9 29,7

4 15 18 21,5 16 16,5 18,6 17,5 35,0
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Cuadro A.92. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Media log tot  Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (nm) (mm) (mm)
1 35 35 35 34 35,0 34,5 34,7 69,5
2 38 39 36 39 38,5 37,5 38,0 76,0
3 37 37 35 37 37,0 36,0 36,5 73,0
4 345 33 34 35 33,7 345 34,1 68,2

Cuadro A.93. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 19,5 22 21,5 17 20,7 19,2 19,9 39,9
2 22 18 21 19 19,9 20,0 20,0 39,9
3 20 22 21 19 21,0 20,0 . 20,5 41,0
4 225 19 17 20 20,7 18,5 19,6 39,1

Cuadro A.94. Coordenadas de P.ostreatus parael 23/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

N v+ y- x+ X- Media logy : Medialogx Medialog tot  Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 12 12 10,5 13,5 12,0 11,9 12,0 23,9

2 10 11,5 10 13 10,7 11,4 11,1 22,2

3 10,5 12 13 10 11,2 11,4 11,3 22,7

4 14 12 14 14 13,0 14,0 13,5 27,0

Cuadro A.95. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 11 12 6 10,5 8,7 9,5 19,1
2 11 10 15 6 10,5 9,8 10,2 20,3
3 9 8 10,5 9 8,5 9,7 9,1 18,2
4

9 9 11 9,5 9,0 10,2 9,6 19,2
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Cuadro A.96. Coordenadas de P.osfreatus para el 23/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (o) (mm) (mm)
1 30,5 335 30 36 32,0 32,9 32,4 64,9
2 29 285 32 34 28,7 33,0 30,8 61,6
3 31 34 24 35 - 32,5 29,2 30,8 61,6
4 27 37 30 35 31,7 324 32,1 64,2

Cuadro A.97. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
I 25 24 20,5 26 24,5 23,1 23,8 47,6
2 28 20 22,5 24 238 232 23,5 47,0
3 235 20 21,5 23 21,7 22,2 22,0 439
4 23 18 21 22 20,4 21,5 20,9 41,9

Cuadro A.98. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)
1 5 3 4.5 4 3,9 4,2 4,1 8,2
2 12 11,5 11,5 13 11,7 12,2 12,0 24,0
3 8 10 9 10 9,0 9,5 9,2 18,4
4 12 10 9 14 11,0 11,3 11,1 22,3

Cuadro A.99. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N YT y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) - (mm) (mm) (nm) (mm)
I 12 5,5 12 14 8,3 13,0 10,5 21,0
2 16 14 14,5 16 15,0 15,2 15,1 30,2
3 12 17 15,5 15 14,4 15,2 14,8 29,6
4 17 14 17 13,5 15,5 15,2 15,3 30,6
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Cuadro A.100. Coordenadas de P.ostreatus para el 23/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Media logy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) . (mm)
1 7 9 7,5 7 8,0 7,2 7,6 15,2
2 55 10 8 8 7,5 8,0 7,8 15,5
3 8 8 0 8 8,0 9,0 8,5 16,9
4 11 8 9 7 9,4 8,0 8,7 17,3

Cuadro A.101. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 3 4 3 4 3,5 3,5 3,5 7,0

2 4 2.5 3 2 3,2 2,5 2,8 5,6

3 2 3 5 2 2,5 3,3 2.9 5,7

4

25 4 45 25 3.2 3,4 3.3 6,6

Cuadro A.102. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/1/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N yt+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 3 2 1,5 5,5 2,5 3,1 2,8 5,5
2 3 2 2 6 2,5 3,6 3,0 6,0
3 25 2 2,5 5,5 2,2 3,8 3,0 5,9
4 15 3 2,5 4 2,2 3,2 2,6 5,3

Cuadro A.103. Coordenadas de P.sanguineus parael 15/11/13, medio: agar con Broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 1,5 3 4 1,7 3,5 2,5 5,0
2 35 1,5 1 4 2,4 2,2 2,3 4,5
3 2 1,5 2,5 2 1,7 2,2 2,0 4.0
4 6 0,5 2 4 2,2 ' 2,9 2,5 ‘ 5,1
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Cuadro A.104. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
| 3 | 2 2,5 1,8 2,2 2,0 4,0
2 1,5 2,5 5,5 1,5 2,0 2,2 2,1 42
3 2 3 1,5 5 2,5 2,9 2,7 5,4
4 1,5 1 1 4 1,2 2,2 1,7 3,3

Cuadro A.105. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
| 4 | 2 3 2,2 2,5 2,3 4,6
2 3 2 3 2 2,5 2,5 2,5 49
3 5 0,5 2 2 2,0 2,0 2,0 4.0
4 2 2,5 2 4,5 2,2 3,1 2,6 5,3
Cuadro A.106. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: PDA.
PDA
N y+ - x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 3 2,5 3 3 2,7 3,0 2,9 5,7
2 2 3 3 3,5 2,5 3,2 2,8 5,7
3 3 5 5 2,5 3,9 3,6 3,8 7,5
4 2 2,5 3 3,5 2,2 3,2 2,7 5,4

Cuadro A.107. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) (mm)
1 3 1 3,5 2,5 1,8 3,0 2.3 4.7
2 15 2,5 1 5 2,0 2,5 2,2 4.4
3 2. 3 4 2,5 2,5 3,2 2,8 5,6
4 2 2 2 4.5 2,0 3,1 2.5 5,0
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Cuadro A.108. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 1 3 3 2 1,8 2,5 2,1 43
2 2 1 1 5 1,4 2,5 1,9 3,8
3 2 1,5 4.5 2 1,7 3,1 2,3 4,7
4 1 3,5 5 2 2,0 33 2,6 5,2

Cuadro A.109. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 1,5 2 3 1,7 2,5 2,1 4,2
2 1 3 1 5 1,8 2,5 2,1 43
3 1 2 2 3 1,4 2,5 1,9 3,8
4 55 05 1 3 2,1 1,8 1,9 3.9

Cuadro A.110. Coordenadas de P.sanguineus para el 15/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 25 1,5 2 3 2,0 2,5 2,2 4.4
2 2 3,5 2 4 2,7 2,9 2,8 5,6
3 3 2 6 1 2,5 2,8 2,6 5,3
4 1,5 3 2 2,5 2,2 2,2 2,2 4.4

Cuadro A.111. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua
N y+ ¥y- x-+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 8 6 6 7,0 6,0 6,5 12,9
2 10 7 8 5 8,4 6,4 7,4 14,7
3 5 8 8 4,5 6,4 6,1 6,2 12,5
4 5 7 8 3 5,9 , 5,1 55 11,0
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Cuadro A.112. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 4 6 8,5 6,2 7,2 6,7 13,3
2 9 5 6 9,5 6,8 7,6 7,2 14,4
3 6 7 6 7,5 6,5 6,7 6,6 13,2
4 4 7 4 6 5,4 4,9 5,1 10,3

Cuadro A.113. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 3 6 5 3,5 5,5 4.4 8,8
2 6 3 3,5 5 43 4,2 4,3 8,5
3 7 3 5 5 4,7 5,0 4.9 9,7
4 5 7 2 8 5,9 4,3 5,1 10,2

Cuadro A.114. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 2 4 8 2,9 5.8 4,2 8,3
2 4 3 6 3 3,5 4,3 3,9 7,8
3 6 4 3 5 4,9 3,9 4,4 8,8
4 8 4,5 3 5 6,1 3,9 4,9 9,8

Cuadro A.115. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 3 4 4 5,1 4.0 4,5 9,1
2 5 3 6 4 3,9 4,9 4,4 8,8
3 8 0,5 6 4 2,7 4.9 3,7 7,4
4 4 4 2 6 4.0 3,6 3,8 7,6
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Cuadro A.116. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: PDA.

: PDA
N y+ y- xt X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 10 6 7 9,0 6,5 7,7 15,3
2 65 8,5 9 7 7,5 8,0 7,7 15,4
3 175 9 9 6,5 8,2 7,7 8,0 15,9
4 7 7 8 7 7,0 7,5 7,2 14,5

Cuadro A.117. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- xt X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (m) (mm)
I 65 11,5 7 5,5 8,8 6,2 7,4 14,8
2 5 7 5 8 5,9 6,4 6,2 123
3 5 8 7 5 6,4 5.9 6,2 12,3
4 8 6,5 8 5 7,2 6,4 6,8 13,6

Cuadro A.118. Coordenadas de P.sc_znguineus para el 17/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- xt X- Media logy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 6 7 7 4.9 7,0 5,9 11,8
2 6 4 3 8 4.9 5,1 5,0 10,0
3 9 4 7 3,5 6,2 5,0 5,6 11,2
4 3 6 8 4 4.3 5,8 5,0 10,0

Cuadro A.119. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- xt x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mu) (mm)
1 6 4 5 6 4.9 5,5 5,2 10,4
2 4 5 3 8 4,5 51 4,8 9,6
3 35 6 5 5 4,6 5,0 4,8 9,6
4 8 1 2 5 3,4 3,3 3,3 6,6
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Cuadro A.120. Coordenadas de P.sanguineus para el 17/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N Yt y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 3 3,5 5 3,5 4.2 3,8 N
2 4 5 3 6 4,5 4,3 4.4 8.8
3 5 2,5 9 2 3,6 4,7 4,1 8,2
4 3 4 4 5 3,5 4,5 4.0 7,9

Cuadro A.121. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mimn) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 10 9 9 8 9,5 8,5 9,0 18,0

2 14 9 14 9,5 11,3 11,6 11,5 22,9

3 85 9 9,5 9 8,7 9,2 9,0 18,0

4 17,5 9 9 10 8,2 9,5 8,8 17,7

Cuadro A.122. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 145 7 15 14 10,3 14,5 12,3 24,6
2 12 9,5 9,5 12 10,7 10,7 10,7 21,4
3 11,5 10 10 12 10,7 11,0 10,9 21,7
4 8 9,5 6,5 10,5 8,7 8,3 8,5 17,1

Cuadro A.123. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) (mm)
1 17,5 5,5 8 7,5 6,4 1,7 7,1 14,2
2 7 6 6 6,5 6,5 6,2 6,4 12,7
3 9 5,5 10,5 4 7,1 6,7 6,9 13,8
4 10 5 7 9 7,2 8,0 7,6 15,2
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Cuadro A.124. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {mm) (mm) (mm)
1 6 4 5 11 4,9 7,6 6,2 12,3
2 4 5 8 5 4,5 6,4 5,4 10,8
3 5 5,5 4 6 5,2 4.9 5,1 10,2
4 10 12 4 9 11,0 6,2 8,3 16,7

Cuadro A.125. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {(mm) (mm) (mm)
1 7 3 4 5 4,7 4,5 4,6 9,2
2 5 6 7 5 5,5 5,9 . 5,7 - 114
3 9 0,5 7 5 2,9 5,9 4,3 8,5
4 6 5,5 3 7 5,7 4,7 5,2 10,4

Cuadro A.126. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) _ (mm) (mm) (mm) (mm)
1 14 13 12 12,5 13,5 12,2 12,9 25,7
2 10,5 14 12 13 12,2 12,5 12,3 24,7
3 12 13 14 11,5 12,5 12,7 12,6 25,2
4

10 12 11 11 11,0 11,0 11,0 22,0

Cuadro A.127. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- xt+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 95 14 11 8 11,6 9,4 - 10,5 20,9
2 85 105 8 10,5 9,5 9,2 9,3 18,7
3 8 11,5- 10 9 9,6 9,5 9,6 19,1
4 8 10 10 11,5 9,0 10,7 9,8 19,6
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Cuadro A.128. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- xt X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 65 8,5 8 8,5 1,5 8,2 7,8 15,7
2 7 5,5 6 8 6,2 7,0 6,6 13,2
3 7 5 8 4 5,9 5,8 5,9 11,7
4 3 8,5 8 5 5,3 6,4 5,8 11,6

Cuadro A.129. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 19 7 9 12,7 8,0 10,2 20,3
2 5 7 5 8 5,9 6,4 6,2 12,3
3 4 7 7 7,5 5,4 7,2 6,3 12,5
4 75 5 6 8 6,2 7,0 6,6 13,1

Cuadro A.130. Coordenadas de P.sanguineus para el 19/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
17,5 5 4 6 6,2 4.9 5,5 11,1
2 4 6 6 7,5 4.9 6,7 5,8 11,6
3 5 3 9 2 3,9 4.7 4.3 8,5
4 4 5 4 5,5 4.5 4.7 4.6 9,2

Cuadro A.131. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mum) (mm) (mm) (mm)

1 20 15,5 13 13,5 17,7 13,2 15,3 30,7

2 17 14 13 11 15,5 12,0 13,6 27,3

3 13 10 13,5 11 11,4 12,2 11,8 23,6

4 13 13 9,5 17,5 13,0 13,1 13,0 26,1
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Cuadro A.132. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)" (mm) (mm) (mm) (mm)
1 19 12 20 22,5 15,2 . 21,2 18,1 36,1
2 16,5 14 13,5 15 15,2 14,2 14,7 29,4
3 15 15 14 16 15,0 15,0 15,0 30,0
4 12 14,5 10,5 15 13,2 12,6 12,9 25,8

Cuadro A.133. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) () (mm) (mm) (mm)

1 9 9 10,5 9,5 9,0 10,0 9,5 19,0

2 12 7 6 12 9,3 8,7 9,0 17,9

3 10 8 9 9 9,0 9,0 9,0 18,0

4 95 7,5 12 6 8,5 8,7 8,6 17,1

Cuadro A.134. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 85 6 5,5 14 7,2 9,1 8,1 16,2

2 4 8 9 4 5,8 6,2 6,0 11,9

3 8 5,5 4 9 6,7 6,2 6,4 12,8

4 12 12,5 7 9 12,2 8,0 , 9,9 19,9

Cuadro A.135. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) __ (mm) (mm) (mm)
1 75 35 5 5 52 5,0 51 10,2
2 55 4 7 5,5 4,7 6,2 54 10,9
3 9 1 7 5 3,6 5,9 4,7 9,4
4 6 5,5 3 6,5 5,7 4,5 5,1 10,2
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PDA
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (nm) (mm)
1 171 18 16 17 68,0 16,5 36,3 72,7
2 17 19 17 18 18,0 17,5 17,7 35,5
318 175 19 13 17,7 15,8 16,8 33,5
4 14,5 175 17 17 16,0 17,0 16,5 32,9

Cuadro A.137. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ x- Media logy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 14 21 17 12 17,3 14,4 15,8 31,5
2 13 14 12 15,5 13,5 13,7 13,6 27,2
312 15,5 14 1 13,7 4.9 8,6 17,1
4 15,5 14 14 15 14,7 14,5 14,6 29,2

Cuadro A.138. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 9,5 9 11,5 9,2 10,2 9,7 19,4
2 12 7,5 6 12 9,6 8,7 9,1 18,2
3 95 7 11,5 55 8,2 8,1 8,2 16,3
4 7 10,5 11,5 6,5 8,6 8.8 8,7 17,4

Cuadro A.139. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N v+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
15 19 7,5 7 10,5 7.2 8,8 17,5
28 9,5 5 9,5 8,7 7,0 7,8 15,7
3 4 8 8 7 5,8 7,5 6,6 13,2
49 4 6 8 6,2 7,0 6,6 13,1
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Cuadro A.140. Coordenadas de P.sanguineus para el 21/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 5,5 7,5 7 7.5 7,2 7,4 14,8
2 6 7 4 7 6,5 5,4 5,9 11,8
3 6 3,5 9 2,5 4,6 5,1 4.9 97
4 35 5 4 6 4,2 4.9 4.6 9,1

Cuadro A.141. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: agar con agua.

Agar con agua

N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Diidmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 20,5 19 18 17,5 19,7 17,7 18,7 37,5

2 20 19 23 18 19,5 20,4 19,9 39,9

3 16,5 16 13,5 14 16,2 13,7 ' 15,0 29,9

4 19 19 15 23,5 19,0 18,9 19,0 37,9

Cuadro A.142. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 25 18 25 29,5 21,3 27,2 24,1 48,3
2 24 18 19 22 20,9 20,5 20,7 41,3
3 19 18 19 22 18,5 20,5 19,5 38,9
4 18,5 22 14 21 20,2 17,3 18,7 37,4

Cuadro A.143. Coordenadas de P.sanguineus parael 23/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

112 11 14 11 11,5 12,4 12,0 23.9

2 13 10,5 1T 12 11,7 11,5 11,6 23,2

3 13 10,5 12,5 125 11,7 12,5 12,1 24,2

4 15 8 10 15 11,1 12,3 11,7 23,4
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Cuadro A.144. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: agar con broza 65%.

"Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) ~ (mm) (mm)
111 6 9 15 8,2 11,7 9,9 19,8
2 6 10 10 4 7,8 6,5 7,2 14,3
3 9 8 7 10 8,5 8,4 8,5 16,9
4 14 35 15 12 22,9 13,4 17,8 35,5

Cuadro A.145 Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 4 4,5 5 58 4,7 5,2 10,5
2 75 7 8,5 5 7,2 6,6 6,9 13,8
3 9 1 7 5 3,6 5,9 477 9,4
4 6 6 3 6 6,0 43 5,1 10,2

Cuadro A.146. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: PDA.

PDA
N y+ y- x+ X- Media logy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 23 22 23 24 22,5 23,5 23,0 46,0
2 23 25 23,5 24 24,0 23,7 23,9 47,7
3 24 25 25 22 24,5 23,5 24,0 48,0
4 24 23 22 23 235 22,5 23,0 46,0

Cuadro A.147. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N Tyt y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 19,5 24 21 17 21,7 18,9 20,3 40,5
2 17,5 19 18 21 18,2 19,5 18,8 37,7
3 18 20 19 18 19,0 18,5 18,7 37,5
4 22 17 18 21 19,4 19,5 19,4 38,9
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Cuadro A.148. Coordenadas de P.sanguineus para €l 23/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%

N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

111 12,5 10 14 1,7 11,9 11,8 23,6

2 16 11 11 15 13,3 12,9 13,1 26,2

3 11,5 12 15 8 11,7 11,1 11,4 22.9

4 9 14,5 13,5 9,5 11,5 11,4 11,5 22,9

Cuadro A.149. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 85 35 30 25 18,7 27,4 22,8 45,6
2 8 10 13 12 9,0 12,5 10,6 21,3
3 7 10 9 10 8,4 9,5 8,9 17,9
4 12 4 6 10 7,3 7,8 7,6 15,1

Cuadro A.150. Coordenadas de P.sanguineus para el 23/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(um) (mm) (mm) (mm) ~ (mm) (mm) (mm) (mm)
1 11,5 6 g 7 8,5 7,5 8,0 15,9
2 8 8,5 4 7 8,2 5,4 6,7 13,4
3 6 6 12 2 6,0 5,6 5,8 11,6
4 4 8 7,5 7 5,8 7,2 6,5 13,0

Cuadro A.151. Coordenadas de A4.niger para el 15/1/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) .
1 2 2 2 3,5 2,0 2,7 2,3 4,6
2 3 2 1,5 2 2,5 1,7 2,1 4,2
3 25 2 2 2 2,2 2,0 2,1 4,2
4 25 2 3 3 2,2 3,0 2,6 5,2
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Cuadro A.152. Coordenadas de 4.niger para el 15/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 1,5 4 "~ 3 2 2,5 2,5 2,5 5,0

2 2 4 2.5 2 2,9 2,2 2,5 5,1

3 4 1 3 2.5 2,2 2.7 2,4 4.9

4 25 2 1 2 2,2 1,4 1,8 3,6

Cuadro A.153. Coordenadas de A.niger para el 15/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 4 1,5 2 2 2.5 2,0 2,3 4.5

2 5 0,5 7 0,5 2.0 2,5 2,2 4.4

3 45 1 2 3 2.3 2,5 2.4 4.8

4 4 1 3 1,5 2,2 2,2 2,0 4.0

Cuadro A.154. Coordenadas de 4.niger para el 15/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 45 1 2 3 2,3 2,5 2,4 4,8
2 2 1,5 2 2 1,7 2,0 L9 3,7
3 5 2,5 5,5 2,5 3,6 3,8 3,7 7,4
4 3 2 0,5 10 2,5 3,2 2,8 5,6

Cuadro A.155. Coordenadas de A.niger para el 15/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 3,5 2 2,5 2,7 2,2 2,5 4.9
2 2 2 1 2 2,0 1,4 1,7 3,4
3 3 2 2 3 2.5 2,5 2.5 4.9
4 - 25 2 2 3 2,2 2.5 2,4 4.7



170

Cuadro A.156. Coordenadas de A.niger para el 15/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2 1,5 2 2,5 1,7 2,2 2,0 4,0
2 2 2 1,5 3 2,0 2,2 2,1 42
3 3 2 2 4 2,5 2,9 2.7 5,3
4 3 2 2 2 2,5 2,0 2,2 4,5

Cuadro A.157. Coordenadas de A.niger para el 15/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 3 1,5 3 2 2.2 25 2,3 4.6
2 8 0,5 3 3 2,7 3,0 2,8 5,7
3 2 1 3,5 1 1,4 2.0 1,7 3,4
4 3 1,5 1,5 4 2.2 2,5 2.4 4,7

Cuadro A.158. Coordenadas de A.niger para el 15/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 4 2 2 3 2.9 2.5 2,7 5,3
2 9 0,5 2,5 2 2,9 2.2 2,6 5,1
3 2 2,5 3,5 1,5 2,2 2,4 2,3 4.6
4 2 3 1 3 2,5 1,8 2,1 43

Cuadro A.159. Coordenadas de 4.niger para el 17/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 3 6,5 7 43 6,7 5,4 10,9
2 10 7,5 8 8 8,7 8,0 . 8,3 16,7
3 7 7 6 8 7,0 7,0 7,0 14,0
4 15 4 15 7 5,6 10,5 7,8 15,5
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Cuadro A.160. Coordenadas de A.niger para el 17/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N v+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) ~ (mm) (mm) (mm)
1 4 9 7 3 6,2 4,7 5,4 10,8
2 6 5 9 6 5,5 7,4 6,4 12,8
37 2 5 5 4,0 5,0 4,5 9,0
4 2,5 7 4 5 4,4 4,5 4.4 8,9

Cuadro A.161. Coordenadas de A.niger para el 17/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 2 5 4 3,6 - 45 4,0 8,1
2 7 4 3 6 5,4 4,3 4.8 9,7
3 7 3 2,5 5 4,7 3,6 4,1 8,3
4 7 3 5 g 4,7 6,4 5,5 11,0

Cuadro A.162. Coordenadas de 4.niger para el 17/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 4 5 8 6,5 6,4 6,5 12,9
2 10 3 5 8 5,8 6,4 6,1 12,2
3 9 4 9 7 6,2 8,0 7,0 14,0
4 4 4 0,5 10 4,0 3,2 3,6 7,1

Cuadro A.163. Coordenadas de 4.niger parael 17/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N Y y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 g 12 11 g 9,9 9,4 9,6 19,3
2 12 10 8 9 11,0 8,5 9,7 19,4
3 95 6 10 g 7,6 9,0 8,3 16,5
4 8 9 8,5 7 8,5 1,7 8,1 16,2
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Cuadro A.164. Coordenadas de 4.niger para el 17/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 5,5 8 3 5,7 51 54 10,8
2 6 4 4 6 4,9 4,9 4,9 9,9
3 8 4 7 5 5,8 5,9 5,9 11,7
4 5 4 7 7 4,5 7,0 5,6 11,3

Cuadro A.165. Coordenadas de 4.niger para el 17/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (nm) (mnm) (mm)
1 7 7 6 6 7,0 : 6,5 6,7 13,5
2 9 6 6 7 7,4 6,5 6,9 13,9
3 5 3 8 3 3,9 ' 5,1 4,5 9,0
4 6 4 3 8 4,9 5,1 5,0 10,0

Cuadro A.166. Coordenadas de 4.niger para el 17/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8 4 9 5 5,8 6,8 6,3 12,5
2 14 0,5 9 5 4,1 6,8 5,3 10,6
3 4 6 6,5 3 49 4,5 4,7 9,5
4 9 10 7,5 9,5 9,5 8,5 9,0 17,9

Cuadro A.167. Coordenadas de A.niger para el 19/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N ¥ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 43 8 27 16 20,8 21,0 20,9 41,8
2 8 ‘10 8,5 8 9,0 8,2 8,6 17,2
3 15 20 30 8 17,4 16,6 17,0 34,0
4 8 .5 15 8 6,4 11,1 8,5 17,1
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Cuadro A.168. Coordenadas de A.niger para el 19/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 5 13,5 12 7 8,6 9,3 8,9 17,8
2 15 5 15 7 9,1 10,5 9,8 19,6
3 22 2 9 6 8,3 7,4 7,9 15,7
4 6,5 11 7 5 8,6 5,9 7,2 14,3

Cuadro A.169. Coordenadas de A4.niger para el 19/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) {mm) (mm)

1 55 4.5 7,5 7 5,0 7,2 6,0 12,1

2 8,5 5 3 9 6,6 5,5 6,0 12,0

3 75 3 3 7,5 4.9 4.9 4.9 9,8

4 7 5 5 11 5,9 7,6 6,7 13,5

Cuadro A.170. Coordenadas de 4.niger para el 19/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mum) (mm) (mm)
1 9 4,5 6 9 6,5 7,4 6,9 13,9
2 11 4 5,5 4 6,9 4,7 5,7 11,5
3 9 4 13 7 6,2 9,7 7,8 15,6
4 5 4 1 11 4,5 4,2 4,3 8,6

Cuadro A.171. Coordenadas de 4.niger para el 19/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 18 14 14 36 15,9 23,3 19,4 38,7
2 13,5 10 11 13 11,7 12,0 11,8 23,6
3 13 29 20 15 19,9 17,4 18,6 37,3
4 39 12 11,5 10 22,9 10,7 16,1 32,1
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Cuadro A.172. Coordenadas de A4.niger para el 19/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 6 11,5 7 7,4 9,1 8,2 16,4
2 6,5 7 4.5 8,5 6,7 6,3 6,5 13,0
3 10,5 4 9 6 6,7 7,4 7,1 14,1
4 14 5 7,5 7 8,7 : 7.2 8,0 15,9

2

Cuadro A.173. Coordenadas de A.niger para el 19/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Me’dia log tot  Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 7 7 7 8.4 7,0 7,7 15,4
2 14 6,5 6 9 9,8 7,4 8,5 17,1
3 6 5 8 7.5 5,5 7,7 6,6 13,1
4 75 5 3,5 11 6,2 6,5 6,4 12,7

Cuadro A.174. Coordenadas de A.niger para el 19/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mim)
1 9 4 8 5 6,2 6,4 6,3 12,5
2 13 0,5 10 19 3,8 14,0 7,9 15,7
3 8 9 13 4 8,5 7,6 8,1 16,1
4 9 10 10 9,5 9,5 9,7 9,6 19,2

Cuadro A.175. Coordenadas de A.niger para el 21/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%
N y+ y- x+ X~ Media logy Medialogx Medialogtot Didametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (nm) (mm) (mm)
1 6 17 30 19 10,6 24,1 16,4 32,8
2 225 24 17 44 23,2 28.4 25,7 51,5
3 22 26,5 32 17 24,2 23,7 23,9 47.9
4 30 19 24 22 24,1 23,0 23.5 47,1
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Cuadro A.176. Coordenadas de 4.niger para el 21/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%
N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 55 13 15 6,5 8,7 10,2 9,4 18,8
2 27 9,5 20 10 16,8 14,4 15,6 31,1
3 28 13,5 13 20 19,9 16,2 18,0 36,0
4 9 11 7 9 10,0 8,0 8.9 17,8

Cuadro A.177. Coordenadas de A.niger para el 21/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 10 11 7,5 7,8 91 8,5 16,9
2 9 8 3 9 8,5 5,5 6,9 13,7
3 10 5 7 9 7,2 8,0 7,6 15,2
4 7 8 8,5 13 7,5 10,6 9,0 17,9

Cuadro A.178. Coordenadas de A.niger para el 21/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%
N y+ . y- x+ X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 10 4 6 9 6,5 7,4 7,0 13,9
2 11 4 6 14 6,9 9,4 8,1 16,2
310 6 13 7 7,8 9,7 8,7 17,5
4 5 4 1 10 4,5 3,9 42 8,4

Cuadro A.179. Coordenadas de 4.niger para el 21/11/13, medio: PDA broza 30%.

PD y broza 30%
N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 22,5 19 20 40 20,7 28.9 24.6 49,1
2 20 40 19 20 28,9 19,5 23,9 47,7
3 14 35 23 22 22.9 22,5 22,7 454
4 40 26 27 14 32,5 19,8 25,6 51,2
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Cuadro A.180. Coordenadas de 4.niger para el 21/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 13 38 19 10 23,3 14,0 18,3 36,5
2 13 10 9 12 11,4 10,4 10,9 21,8
3 14 9 13 12 11,3 12,5 11,9 23,8
4 30 5 11 10 14,0 10,5 12,1 243

Cuadro A.181. Coordenadas de 4.niger para el 21/11/13, medio: PDA. broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 11,5 7 9 7,5 9,1 8,2 8,6 17,3
2 165 6,5 3 12 10,7 9,9 10,3 20,6
3 9 85 11,5 65 8,7 8,8 8,8 175
4 8 5,5 4,5 8,5 6,7 6,3 6,5 13,0

Cuadro A.182. Coordenadas de A.niger para el 21/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro-
(mm) (mm) (mm) (mm) _(mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 4 12 3 6,2 9,9 7,9 15,7
2 18 0,5 10 20 4,9 14,4 8,8 17,6
3 10 11,5 5 6 10,7 5,5 7,8 15,6
4 95 10 10,5 95 9,7 10,0 9,9 19,7

Cuadro A.183. Coordenadas de 4.niger para el 23/11/13, medio: agar con broza 30%.

Agar con broza 30%

N v+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) _ (mm) (mum) (mm)

1 35 19 21 43,5 26,2 30,9 28,5 57,0

2 23 24 21 42 23,5 30,3 26,8 53,5

3 23 27 35 22 24.9 28,0 26,4 52,9

4 36,5 39 28 28 37,7 28,0 32,6 65,3
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Cuadro A.184. Coordenadas de A.niger para el 23/11/13, medio: agar con broza 55%.

Agar con broza 55%

N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 55 145 18 6,5 9,3 11,3 10,3 20,5

2 30 15 23 26 21,6 24,5 23,0 46,1

3 30 18,5 18 32 23,8 243 24,1 48,1

4 135 14 19 13 13,7 15,8 14,8 29,5

Cuadro A.185. Coordenadas de 4.niger para el 23/11/13, medio: agar con broza 65%.

Agar con broza 65%

N y+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 9 13 11 9 10,9 10,0 10,4 20,8

2 8 7,5 3 9,5 7,7 5,6 6,6 13,3

3 14 8 10,5 10,5 10,7 10,5 10,6 21,2

4 10 11 9 15 10,5 11,7 11,1 22,2

Cuadro A.186. Coordenadas de 4.niger para el 23/11/13, medio: agar con broza 76%.

Agar con broza 76%

y+

}7-

x+

N X~ Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm). (mm) (mm) (mm)

1 10 4 7 14 6,5 10,1 8,2 16,4

2 15 6 6 13 9,8 9,1 9,4 18,9

3 13,5 6,5 12,5 10 9,6 11,2 10,4 20,7

4 55 4,5 1 18 5,0 5,9 5,4 10,8

Cuadro A.187. Coordenadas de A.niger para el 23/11/13, medio: PDA broza 30%.

, PD y broza 30%

N v+ y- x+ x- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) _(mm)

1 26 27 27 40 26,5 33,1 29,7 59,3

2 24 40 21 22 31,3 21,5 26,1 522

329 37 21 28 32,8 24,3 28,4 56,7

4 40 33 31 31 36,4 31,0 33,6 67,2
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Cuadro A.188. Coordenadas de A.niger para el 23/11/13, medio: PDA broza 55%.

PD y broza 55%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 19 40 22 14 28,2 17,7 22,5 45,1
2 16 14 14 15 15,0 14,5 14,7 29,5
3 25 9 18 18 15,7 18,0 16,8 33,6
4 30 10 14 14 18,2 14,0 16,0 32,0

Cuadro A.189. Coordenadas de 4. niger para el 23/11/13, medio: PDA broza 65%.

PD y broza 65%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 12 7 9 10 9.3 9,5 9,4 18,8
2 19 9 11 23,5 13,4 16,5 14,9 29,7
3 11 9,5 14 g 10,2 10,7 10,5 20,9
4 12 11 9 13 11,5 10,9 11,2 22,4

Cuadro A.190. Coordenadas de A4.niger para el 23/11/13, medio: PDA broza 76%.

PD y broza 76%
N y+ y- x+ X- Medialogy Medialogx Medialogtot Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 6 16 8 7,4 11,5 9,3 18,6
2 17 14 9 28 15,5 16,7 16,1 32,2
3 13 14 17 7 13,5 11,3 12,3 24.7
4 12 13 10,5 12,5 12,5 11,5 12,0 23,9




Apéndice A 2. Masas de broza de café pre y pos secado

Cuadro A.191. Masa de broza de café pre y pos secado.

Muestra Masa himeda (g) Masa seca (g)

Broza sin tratar 2100 307,3
Broza T.versicolor 1 ‘ 573,1 90,2
Broza T.versicolor 2 617,5 88,8
Broza T.versicolor 3 656,5 ' 92,5
Broza T.versicolor 4 6420 99,2
Broza T.versicolor 5° 637,3 104,5
Broza T.versicolor 6 665,1 102,0
Broza P.ostreatus 1 693,4 99.9
Broza P.ostreatus 2 574.,6 92,5
Broza P.ostreatus 3 641,8 98,9
Broza P.ostreatus 4 672,3 102,4
Broza P.ostreatus 5 682,3 105,0
Broza P.ostreatus 6 662,1 93,6
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Apéndice A.3. Masas de broza de café v de hongo inoculado

Cuadro A.192. Masas de broza de café y su respectiva masa de hongo inoculado.

Muestra Masa pulpa de café =~ Masa de hongo Concentracion
(2 inoculado (g) (% masa)
Broza T.versicolor 1 1421,8 1,16 0,082
Broza T.versicolor 2 1387,2 1,25 0,090
Broza T.versicolor 3 14842 1,27 0,085
Broza T.versicolor 4 1506,6 1,25 0,083
Broza T versicolor 5 1518.,6 1,17 0,077
Broza T.versicolor 6 1530,1 1,22 0,080
Broza P.ostreatus 1 1327,8 1,14 0,086
Broza P.ostreatus 2 1412,7 1,27 0,090
Broza P.ostreatus 3 1520,1 1,18 0,078
Broza P.ostreatus 4 1475,6 1,59 0,108
Broza P.ostreatus 5 1457,6 1,19 0,082
Broza P.ostreatus 6 1326,7 1,08 0,081
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Apéndice A.4. Resultados de variables de respuesta obtenidas del CINA

Cuadro A.193. Variables de respuesta obtenidas del CINA.

Muestra Lignina Celulosa Hemicelulosa Cenizas
(£0,18% masa)  (£1,8% masa) (£0,9% masa)

Broza sin tratar 8,98 20,8 14,0 1,2
Broza T versicolor 1 23,09 21,5 10,8 1,1
Broza T.versicolor 2 21,80 20,4 10,6 1,2
Broza T versicolor 3 22,59 22,5 12,2 1,1
Broza T versicolor 4 23,74 21,9 11,4 1,2
Broza T.versicolor 5 22,35 20,9 12,4 1,2
Broza T.versicolor 6 23,11 20,9 11,2 1,2
Broza P.ostreatus 1 20,99 24.5 11,6 1,2
Broza P.ostreatus 2 23,11 24,2 12,8 1,1
Broza P.ostreatus 3 22,59 19,9 11,3 1,1
Broza P.ostreatus 4 23,08 19,8 11,4 1,2
Broza P.ostreatus 5 21,83 21,4 11,7 1,1
Broza P.ostreatus 6 20,64 21,3 11,4 1,2
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Apéndice A.5. Resultados de variables de respuesta obtenidas del CELEQ

Cuadro A.194. Variables de respuesta obtenidas del CELEQ.

Muestra Calor de combustién (+0,2 MJ/kg)

Broza sin tratar 16,6
Broza T.versicolor 1 15,5
Broza T.versicolor 2 16,1
Broza T.versicolor 3 16,1
Broza T.versicolor 4 17,1
Broza T.versicolor 5 16,7
Broza T.versicolor 6 17,1
Broza P.ostreatus 1 15,3
Broza P.ostreatus 2 14,6
Broza P.ostreatus 3 15,2
Broza P.ostreatus 4 ‘ 15,5
Broza P.ostreatus 5 15,2

Broza P.ostreatus 6 A 152
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Apéndice A.6. Resultados de variables de respuesta obtenidas de EQ

Cuadro A.195. Variables de respuesta obtenidas de la Escuela de Quimica,

Y% mg GAE/g Desviacion DE mg GAE/g
Muestra Rendimiento de extracto Estandar Relativa de broza
extraccion de broza (DE) (%) seca
Broza sin fratar 9,57 14,56 0,28 1,92 1,39
Broza 5.95 3,35 0,05 1,43 0,20
T.versicolor 1 >
Broza 6,39 2,94 0,03 0,93 0,19
T.versicolor 2 > ’
Broza 6,07 2,29 0,01 0,58 0,14
T.versicolor 3
Broza 6,14 3,80 0,13 348 0,23
T.versicolor 4 d
Broza 7,81 1,77 0,05 2,78 0,14
T versicolor 5
Broza 5,66 2,08 0,09 4,10 0,12
T.versicolor 6
Broza
Poseen 1 6,19 4,04 0,07 1,73 | 0,25
Broza
P ostreatus 2 5,84 3,93 0,12 3,05 0,23
Broza
P ostreatus 3 6,56 421 0,04 0,95 0,28
Broza
P ostreatus 4 6,87 431 0,06 1,39 0,30
Broza ’
P ostreatus S 5,54 4,06 0,09 222 0,22
Broza 6,93 4,90 0,17 3.47 0,34

P.ostreatus 6
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Apéndice A.7. Resultados de variables de respuesta obtenidas del LANAME
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Apéndice A.8. Resultados de variables de respuesta obtenidas del CIA

Cuadro A.196. Resultados de andlisis elemental de pulpa no tratada realizada mediante ICP

Parametro Valor (Y%emasa)
N 2,36
P 0,15
Ca 0,47
Mg : 0,16
K 4,00
S ' 0,18
C 42,06
Fe (mg/kg) 164
Cu (mg/kg) 20
Zn (mg/kg) 14
Mn (mg/kg) 74
B (mg/kg) 38
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Apéndice B. Datos intermedios

Apéndice B.1. Areas con respecto al tiempo para la seleccién de cepa

Cuadro B.1. Areas con respecto al tiempo: medio agar con agua.

Dia P.ostreatus (mm?) T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?) A.niger (mm?)
1 24.8 21,6 30,4 -
3 180,7 602,4 128,2 -
5 379,1 1000,5 287,7 -
7 420,7 1969,1 569,3 -
9 3652,2 1034.,9 -

Cuadro B.2. Areas con respecto al tiempo: medio PDA.

802,9

Dia P.ostreatus (mm?) T.yversicolor (mm?) P.sanguineus (mm?) A.niger (mm?)
1 15,4 30,3 29.1 -
3 296,9 818,6 183,3 -
5 691,8 1626,4 467,1 -
7 1577,5 2489,3 1497,1 -
9 3123,8 48272 1728,7 -

Cuadro B.3. Areas con respecto al tiempo: medio agar con broza 30%

Dia P.ostreatus (mm?)  T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?) A.niger (mm?)
1 14,3 24,1 25,4 16,3
3 452.9 259,2 128.8 159,9
5 995,9 509,3 3524 595,4
7 2102,2 977,0 723,1 1576,7
9 4034,7 1989,0 1350,8 2565,3

Cuadro B.4. Areas con respecto al tiempo: medio PDA con broza 30%

Dia P.ostreatus (mm?) T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?) A.niger (mm?)
1 12,3 26,8 19,2 15,8
3 168,5 416,0 1383 250,1
5 414,2 761,6 301,6 852,1
7 844.,2 1311,1 541,9 1838,0
9 1598,7 2218,2 1172,6 27229
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Cuadro B.5. Areas con respecto al tiempo: medio agar con broza 55%

Dia _ P.ostreatus (mm*) T.versicolor (mm®) P.sanguineus (mm?)

A.niger (mm?)

1 11,9 19,4 16,9
3 168,2 162,2 68,1
5 405,7 256,9 153,3
7 734,2 414.,6 2543
9 1254,4 938,2 440,8

17,0

84,2
2233
529,1
1020,6

Cuadro B.6. Areas con respecto al tiempo: medio PDA con broza 55%

Dia P.ostreatus (mm?)  T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?)

A.niger (mm?)

1 16,4 18,1 15,8
3 48,2 145,7 91,0
5 120,2 272,6 133,7
7 150,4 564,1 250,0
9 260,6 766,2 449,1

15,7
93,8
173,8
556,4
964,8

Cuadro B.7. Areas con respecto al tiempo: medio PDA con broza 65%

Dia P.ostreatus (mm?) T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?)

A.niger (mm?)

1 11,4 15,5 14,0
3 101,5 62,9 59,3
5 204.,4 125,0 122,5
7 239,7 1953 181,8
9 449,8 336,8 367,8

15,4
67,4
110,4
199,3
295,1

Cuadro B.8. Areas con respecto al tiempo: medio PDA con broza 65%

Dia P.ostreatus (mm?) T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?)

A.niger (mm?)

1 15,2 22,9 12,8
3 120,0 91,9 64,5
5 279,4 173,8 166,5
7 373,8 261,3 173,8
9 609,3 650,3 489,3

16,7
105,5
166,5
2292
413,9

Cuadro B.9. Areas con respecto al tiempo: medio agar con broza 76%

Dia P.ostreatus (mm?) T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?)

A.niger (mm?)

1 12,7 18,3 17,3
3 62,5 98,8 53,2
5 143,6 154,2 76,9

22,8
105,3
120,8
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Cuadro B.1.9. (Continuacién). Areas con respecto al tiempo: medio agar con broza 76%

Dia P.ostreatus (mm?) T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?) A.niger (mm?)
7 1744 181,3 81,4 153.9
9 289,5 2681 94,8 219,3

Cuadro B.10. Areas con respecto al tiempo: medio PDA con broza 76%

Dia P.ostreatus (mm?)  T.versicolor (mm?) P.sanguineus (mm?) A.niger (mm?)

1 11,5 23,4 18,9 18,4
3 70,8 71,1 52,2 125,4
5 138,5 112,3 79,9 198.,6
7 152,7 153,1 101,2 231,9
9 2074 265,0 142,4 485,5
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Apéndice B.2. Humedad de tratamientos

Cuadro B.11. Humedad de la muestra inicial y cada una de las repeticiones del tratamiento.

Muestra Humedad (% masa)

Broza sin tratar 85,4
Broza T.versicolor 1 84,3
Broza T.versicolor 2 85,6
Broza T.versicolor 3 85,9
Broza T.versicolor 4 84,5
Broza T.versicolor 5 83,6
Broza T.versicolor 6 84,7
Broza P.ostreatus 1 85,6
Broza P.ostreatus 2 83,9
Broza P.ostreatus 3 84,6
Broza P.ostreatus 4 84,8
Broza P.ostreatus 5 84,6

. Broza P.ostreatus 6 85,9
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Apéndice C. Muestra de calculo

Apéndice C.1. Muestra de calculo de drea de crecimiento de hongo

El 4rea se construye con la ecuacién C.1.1. a continuacién
A=lp2 (C.1.1)
4

donde,
A = 4rea, mm?

D = promedio de didmetros equivalentes, mm

El promedio de los didmetros equivalentes se construye con la ecuacién C.1.2. a

continuacion.

1< (C.12)
D == __Z di
n

donde,
n = numero de observaciones, adim

d = diametros equivalentes por observacién
El didmetro equivalente por observacion se obtiene del promedio logarftmico por eje
coordenado, que a su vez es un promedio logaritmico entre ambos gjes. Este se construye a
partir de la ecuacién C.1.3. a continuacién.

Inry —Inry
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donde,

r = radio por coordenada, mm
Y los radios por coordenada se crean a partir de la expresion C.1.4.

xt — x” (C.14)

ry=r—"
* Inxt—Inx

Tomando los datos del Cuadro A.1.1., columna 2, fila 1 y columna 3, fila 1 y utilizando la

ecuacion C.1.4. se obtiene

2 —3
Iy = —————=2,5mm
In(2) —In(3)

Y con este calculo se generan los datos presentes en columna 6 del Cuadro A.1.

Luego con estos promedios generados se toman por coordenada y se realiza el mismo célculo
para obtener el didmetro equivalente. Tomando Jos datos del Cuadro A.1. columna 6, fila 1

ycolumna 7, filaly utﬂizando la ecuacidén C.1.3. se obtiene

2,5—2,9

dzz'm@5y—m@9)

=53mm

l

Con este célculo se generan los datos presentes en la columna 9 del Cuadro A.1.

Con los datos generados, y utilizando la ecuacién C.1.2., tomando los datos de la columna 9

del Cuadro A.1.1. se obtiene

D_a3+&5+&8+@3
B 4

= 5,2 mm
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Con este dato, se utiliza la ecuacién C.1.1. para construir el dato presente en el Cuadro B.1,

columna 2, fila 1 de la siguiente manera
T
A= i (5,2 mm)?

Con este algoritmo se construyen los datos en el Apéndice B.1.
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Apéndice C.2. Muestra de cdlculo de humedad de pulpa de café

La humedad de calcula mediante la ecuaciéon C.2.1.

my —m
%M :%. 100 (C.2.1)
h

donde,
mj, = masa de broza inicial, g

mg = masa de broza seca, g

Tomando los datos del Cuadro A.2.1 fila 2, columna dos y fila 1 columna tres, utilizando la

ecuacion C.2.1. se obtiene,

2100 —307,3
%M = 100 100 = 85,4%

Utilizando este algoritmo se construyen los datos del Cuadro B.11. en la columna 2.
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Apéndice C.3. Muestra de calculo de pruebas estadisticas

Inicialmente se realiza un grafico de cada set de datos ordenandolos de mayor a menor y
graficandolos contra su porcentaje de representacion. Si estos tienen una tendencia lineal se
puede considerar que el grupo de datos sigue una distribucién normal. Sino es determinante
se pueden realizar pruebas estadisticas como la de Kolgomorov. No obstante, al hablar de
tamafios de muestra pequefios, con la grafica es suficiente. Estas grdficas se observan en el
Anexo 7. Luego de verificar la normalidad de los datos es necesario determinar si ambas
muestras poseen o no varianzas considerables como iguales, esto se realiza mediante una
prueba F. Inicialmente se debe calcular la media aritmética de las observaciones, mediante

la expresion C.3.1.

_ i
P ) B (C.3.1)

donde,
X = media aritmética de grupo de datos
X; = dato puntual

n = numero de datos

Tomando los datos del Cuadro B.2.1. columna 2, desde la fila 2 hasta la fila 7, se tiene,

utilizando la ecuacién C.3.1. lo siguiente:

_ 84,3+85,6+859+84,5+83,6+84,7

o 6

84,8

El mismo célculo debe de hacerse para la otra muestra con la que se quiere comparar las
varianzas, por lo tanto, utilizando los valores del Cuadro B.2.1., columna 2, desde 1a fila 7

hasta la 13 y utilizando la ecuacion C.3.1. se obtiene:
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85,6 + 83,'9' + 84,6 + 84,8 + 84,6 4+ 85,9
6

Y =

= 84,9

Posteriormente se calculan las varianzas de cada una de las muestras, mediante la ecuacién

a continuacion

n

1 _

5= — 1Z(Xi _%? (€3.2)
i=1

Tomando el mismo grupo de datos, del Cuadro B.2.1., columna 2, desde la fila 2 hasta la 7,

se tiene, utilizando la ecuacion C.3.2. lo siguiente

1
S§ == [(843—842) + (856~ 842)* + (859 —842) + (84,5 — 84,.2)°

+ (83,6 — 84,2)% + (84,7 —84,2)%] = 0,7

Para el otro grupo de datos se calcula de la misma manera la varianza, utilizando los valores
del Cuadro B.2.1, columna 2, desde la fila 7 hasta la trece y utilizando la ecuaciéon C.3.2. se

obtiene.

1

5}2, e [(85,6 — 84,9)% + (83,9 — 84,9)* + (84,6 — 84,9)* + (84,8 — 84,9)?

+ (84,6 — 84,9)% 4+ (85,9 — 84,9)?] = 0,5

Con las varianzas de cada una de las muestras se calcula el estadistico de prueba F, mediante

la expresion C.3.3.

Sk
F== C.3.3.
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Con ambas varianzas calculadas, y utilizando la expresion C.3.3. con los valores calculados,

se obtiene el estadistico de prueba a continuacion.

Con este valor y con 5 grados de libertad (n — 1) se procede a buscar el valor de probabilidad
asociado al estadistico de prueba a dos colas (ya que no se sabe la direccion de la hipétesis
alternativa) mediante una tabla o un software y se recupera el valor de 0,747. Luego se toma
un valor de 0,05 de significancia para un valor de 95% de confianza, se analizan los casos de

prueba de hipdtesis de varianza:

Hy:S2 = S% (C3.4)
Hy:S2 # 52 (C3.5)

Debido a que €l valor de significancia es menor que el valor de probabilidad asociado al
estadistico de prueba, se puede afirmar con un 95% de confianza que no hay suficiente
evidencia estadistica para rechazar la hipdtesis nula. Esto implica que se puede considerar
que ambas muestras poseen la misma varianza y asi aplicar una prueba t-Student
considerando varianzas iguales para determinar mediante un criterio estadistico si poseen
diferencias significativas entre sus medias poblacionales. Para la prueba de medias, una vez
escogida la distribucién, asi como conocer los valores de las varianzas entre cada muestra,
se procede a realizar el célculo de la ecuacién C.3.6. a continuacién, para el estadistico de

prueba.

X- Y

’ 1 1 (C3.6.)
SP_‘ n_x+n_y

t =
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donde,

Sp = estimador de varianza muestral comuin

Este estadistico de prueba se utiliza en el caso que la varianza de las muestras se considere
como igual para ambas. Este se calcula estimando mediante la ecuacién siguiente, que toma
en consideracion los parametros ya calculados, como varianzas. Esto se realiza mediante la
ecuacion C.3.7. como se muestra a continuacion, utilizando los dados del Cuadro B.2.1., de

ambas muestras.

(ny — SZ+ (ny, —1)S2
Ny +ny, —2

St = (C3.7)

Utilizando los datos del Cuadro B.2.1., filas de la 2 a la 13 de la columna 2, y los datos

calculados se obtiene lo siguiente

SL_®—1N7+(6—DQ5_
P 64+6—2 -

0,6

Ahora utilizando los datos calculados anteriormente y la ecuacién C.3.6. se obtiene el

siguiente dato

84,9 — 84,8
t=——F—

1 1
0,6 g—{-g

= —0,347

De la misma manera se busca el valor de probabilidad para compararlo con el valor de
significancia. Utilizando una tabla de obtiene que el valor de probabilidad para el estadistico
de prueba para dos colas es 0,777. Luego se toma un valor de 0,05 de significancia para un
valor de 95% de confianza, se analizan los casos de prueba de hipétesis para medias

poblacionales:
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Hoipix = by (C.3.8)
Hp: iy # Hy | (C.3.9.)

Debido a que el valor de significancia es menor que el valor de probabilidad asociado al
estadistico de prueba, se puede afirmar con un 95% de confianza que no hay suficiente
evidencia estadistica para rechazar la hipdtesis nula. Esto implica que se puede considerar

que no existen diferencias significativas en las medias poblacionales de ambas muestras.

De esta manera se realizaron las pruebas estadisticas en el presente proyecto.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de crecimiento de hongos en placas de Petri

PM{&«}&H 28 /. 3? osirentor 254 Do PD

P,or(mﬂu §O_» Pwea PP

?. ostieahs €0/ Prota - g ‘p'fo"ﬁf'c‘"”’ 60/ Frota-PD

Figura E.l1. Ejemplo de crecimiento del hongo P.ostreatus en medios de cultivo realizados
con diferentes concentraciones de pulpa de café
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2
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Tovessicter 0.7 Brova- ager T vecsicoler 0. B -PDs

Figura E.2. Ejemplo de crecimiento del hongo T.versicolor en medios de cultivo realizados
con diferentes concentraciones de pulpa de café
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/. Brota-agasr

Figura E.3. Ejemplo de crecimiento del hongo P.sanguineus en medios de cultivo
realizados con diferentes concentraciones de pulpa de café
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Figura E.4. Ejemplo de crecimiento del hongo A4.niger en medios de cultivo realizados con
diferentes concentraciones de pulpa de café



Anexo 2. Fotografias de crecimiento de hongos en broza en cajas

04/04/291

Figura E.5. Crecimiento de P.ostreatus en pulpa de café€, 8 dias luego de inoculacién
inicial

04/04/2014

W e

Figura E.6. Crecimiento de T.versicolor en pulpa de café, 8 dias luego de inoculacion
inicial
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»

07/04/2014
Figura E.7. Crecimiento de P.ostreatus en pulpa de café, 11 dias luego de inoculacion
inicial

07/04/2014

e ——mm—

Figura E.8. Crecimiento de T.versicolor en pulpa de café, 11 dias luego de inoculacion
inicial
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Figura E.9. Crecimiento de P.ostreatus en pulpa de café, 19 dias luego de inoculacién
inicial

Figura E.10. Crecimiento de Tversicolor en pulpa de café, 19 dias luego de inoculacion
inicial



2

32

Figura E.11. Crecimiento de P.ostreatus en pulpa de café, 33 dias luego de inoculacién
inicial

0 s

- R e

Figura E.12. Crecimiento de 7.versicolor en pulpa de café, 33 dias luego de inoculacion
inicial
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Figura E.13. Crecimiento de P.ostreatus en pulpa de café, 40 dias luego de inoculacion
inicial, fecha de finalizaciéon de tratamiento

Figura E.14. Crecimiento de T.versicolor en pulpa de café, 40 dias luego de inoculacion
inicial, fecha de finalizacién de tratamiento
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Anexo 3. Reporte de resultados obtenidos del CINA

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA %
Centro de Investigacion en Nutricion Animal 1 i @f
Teléfono (506) 2511-2048 ¢ (506)2511-2055. Fax: 2234-2415 @
Ciudad de la investigacion, Sabanilla, San José, Costa Rica

Cadigo: R-TE-18 Fecha de Emision:
Version: 4 INFORME DE ENSAYO 29-05-2012
INFORMACION GE L DE LA SOLICITUD
Conseculivo Fecha de recepcion de muestras: Tipo de cliente:
GE-1897 14-05-2014 09:32:01 Exonerado

INFORMACION GE AL

Nombre:  Direccion CINA

Teléfona: Fax: Correo Electronico: Nombre Solicitante:
2511-2056 2234-2415 auguslo.rojas@ucr.ac.cr Edgar Valverde Camacho
TNFORMAGION GENERAL DE LA(S) MUESTRA(S)
Tipo de muestra: |Broza de caté
INombre o descripcion del producto: Pza tratada con hongos
P ion de la muestra: olsa ziplock cerrada con broche
Fecha de loma de la muestra(s): |24-3-14
roceso de elaboracion: |Luego de ratamientos y tambien para la no tratada seca, molida a 1mm tamfafio m
Parte de la planta/animal que compone:  jdesecho producto luego de procesar el fruto del arbusto de cale
Procedercia Geogréfica: |San José-Tarrazu-San Marcos
Importado de: I.ﬁe
Elaborado por: neficio de Calé Coope Tamazu R.LJ Edgar Valverde
Forma de muestreo ulilizada: aleatoria simple
-El muestreo es responsabilidad del cliente y los resultados en este informe se refieren Gl alas
-Los f Quimicos se reportan uli un factor de cobertura k=2 y una probabiidad de de 5%y P
al método de ensayo utikzado. La incerfidumbre se expresa de lorma relativa o como de y refiejan la precisidn del

Para el andlisis de energla beuta, el factor de conversidn s 4,184 Jical. El méndo de Eschenchia cok por NMP

delecta las cepas indol positivas (95 %),

-Documento no valido sin firmas originakes y sello blanco del Centra de igaci @n Nutricién Animal. C ier copla parcial de
este invalida los dos en él.

-Se conserva una muesira de respaldo por 3 meses, excepto para las con

Figura E.15. Reporte de resultados obtenidos del CINA, primera parte
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS e,

Acredlitados=Verde : Ry Eca

No Acreditados=Negro R erimtir R
et

Pégina # 1 o)

Confrato # GE-1897

Cuando apfique resultados en base frescay seca, se Indica el primero en base fresca y entre parélesis cuadrados en base seca

1dantifi

fon Muestra | Laboratorl Anilisis Solicitados Resuitados
Quimica Hymadiad 138 °C (10,7740,04)5/100 g
Broza fresca
GE-1897-1 JAQAC 830.15]
Quimica Humedad 135 °C (10,4530,03)9/100 g
T.versicolor 1
GE-1897-2  |{ADIAC 840.15]
' °,
T.versicolopz | Cuimica | Mumecdad 135 °G (10,5920,04)g1100 ¢
GE-1897-3 JADAG 630.15)
1 138 °
Tversicolara | QUmiea Humegad 135 °C (10,4240,03)gH00 g
GE-1897-4  ||AOAC 830.15)
135 ©
Tverslcobor 4 Quimica Humaduad 135 °C (10,2340,03)g/100 g
GE-1897-5 {ADAC 930.15)
T.verskolor 5 Quiimica Humedad 135 *C (9,8840,03)g/100 g
: GE-1897-6  |JAGAE 830.15]
. versicolor & Quimica Humedad 135 °C (10,0540,03)9/100 g
SVEISIOOT® | GE-1807-7 | INOAC BOD.15)
Quimlca Humedad 135 *C (10,3140,03)9/100 g
P. ostreatus 1
GE-1897-8 [AOAL 830.15]
. Quijmica Humedad 135 °C {10,1740,03)9H00 g
P. ostreatus 2
GE-1897-9 JAOAC 830.15]
P, ostreatus 3 Quimica Humedsd 135 *C (10,23£0,03)9H00 g
- osliealts S | GE-1eer-10 |[AQAC 93D.15]
P ostrealts 4 Quimica Humedad 135 °C (10,7620,04)9/100 g
-OSeRUS T | GE-18e7-11 | [AUAC B3D.15}
Quimica Humedad 135 *C (10,20:0,03)g/100 g
P, ostreatus 5
GE-1897-12 [[AOAC 530.15]
P. ostreatus 6 Qulmica Humedad 135 °C (10,6840,04)9/100 g
- OSBRSS | GE-18e7-13 [|AOAC 830.15]
Quimica Hymedad 135 °C (6,690,02)g/100 g
P.Fuentes
GE-1897-14 |{ADAC 830.15]
Bromalologla {Fibra Detergente Neutro (38,7£0,9)g/100 g
Broza fresca
GE-1897-1 [AOAC 2002.04]
Bromatologla |Fbra Detergente Ackla (26,241,8)9/100 g
Broza fresca
GE-1897-1 [AOAC 973.18)
Bromatologla |Lignina Detergente Acido (8,0410,18)g/{00 g
Broza lresca
GE-1897-1 [AOAG 973.18)
Bromatologla |Fibra Detergente Neutro {49,6£0,9)g/100 g
T. versicolor 1
GE-1897-2  |[AOAG 2002.04)

Pégina 2

Figura E.16. Repoﬁe de resultados obtenidos del CINA, segunda parte




Acreditados=Verde

No Acreditados=Negro
Pagina # 2

Contralo ¥ GE-1897

RESULTADOS DE LOS ENSAYOS

Cuando aplique resultados en base fresca y seca, se indica el peimero en base fresca y entre paréntesis cuadratos en base seca

igentifcacion Musstrs | Laboratorio Andlisis Solicitsdos Resultsdos
" B logia |Fibra Detergente Acida {39,8+1.8)g/100 g
. versi 1
versicolor e 1ea7.2  |{AOAG 973.18)
f B ia |Lignina Detergente Adido (20,6820,18)g100 g
. versi 1
versicor ! | 6E.1g972  |[AOAC 873.18)
T logia |Fiora Detergente Neutro (47.0£0.9)g/100 g
. T
e GE-1887-3  |[AOAG 2002.04]
iogla |Fibra Detergente Acida (37.621.8)g100 g
T. versicolor 2
|GE-1897-3  |[ADAC 973.18)
| Bromatologla [ Lignina Detergente Acido (19,5020.18)g/100 g
T. versicolor 2
GE-1887-3  [[ADAC 973.18]
Bromatodogia | Fibra Detergente Neutro {51.1:0.9)9/100 9
T. versicolor 3
GE-1887-4  |[ADAC 2002.04]
Bromatologia | Fibra Detergente Acida (40,2¢1.8)g100 g
T. versicolor 3
GE-1887-4  |[AOAC 873.18)
Lignina D Acido 20.2410,18}9/100
T. versicolor 3 9 ; Pty
GE-1897-4  |[ADAC 873.18)
B Fibra Detergente Neutro {51,120.8)g1100g
T. versicolor 4
GE-1897-5 | [ADAC 2002.04]
Fibra Detergente Acida (40.9+1.8)9/100 g
T. versicolor 4
GE-1897-5 [ADAC 873.18]
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Figura E.17. Reporte de resultados obtenidos del CINA, tercera parte
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Figura E.18. Reporte de resultados obtenidos del CINA, cuarta parte




Anexo 4. Reporte de resultados del CELEQ

CENTRO DE ELECTROQUIMICA Y ENERGIA QUIMICA (CELEQ)

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 2060 Tel. 2511-3217
P-15:F-10
CELEQ MR: MANUAL DE REGISTROS Edicion N° 03
Fechs: 2010-06-16
@ INFORME DE ANALISIS Pégins 2 de 2 |

Calor de combustion ASTM D240 (16,6 £ 0,2) MJ/kg

Los resultados de este anlisis se refieren solo al material presentado como muestra.
Este informe no podra ser reproducido sin la aprobacion del Laboratorio, y en tal circunstancia lo

sera en facsimil integro.
Atentamente,

1 —

. — -
e
— ‘r’-.”

B.Q. Jatro[’Bustos Carmona
Encargado Técnico
Laboratorlo de Hidrocarburos
CELEQ

CELEQ-VE-0023-2014

Figura E.19. Reporte de resultados obtenidos del CELEQ, primera parte
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CENTRO DE ELECTROQUIMICA Y ENERGIA QUIMICA (CELEQ) f"“'\

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 2060 Tol. 25113217 %‘
=
CFLEQ | MR: MANUAL DE REGISTROS i
|
@ | INFORME DE ANALISIS B s

Calor de combustion = ST 240

Calor de combuslién ASTM D240

Calor de combuslion

Qbservaclones; No hay
Advertencias;

Los resullados de este andlisis se refieran sdlo al maleral presentado como muestra.

Esle Informe no podra ser reproducido sin la aprobacién del Laboratorio, y en tal circunstancia o
serd en facsimil integro 4

Atenlamente, ! = AN e

e W\ ¥ f.;
4{',.-/ 0 \‘_.",'I \":5
i I 1F ) })

B.Q,dﬁldl/sust;sEamor‘i?‘ i et oy

" Encargado Técnico -\ w0 D
Lahoratorio de Hidrocarburos, p\*":,’,,-;.\"‘/ 7
CELEQ ) -

-

CELEQ-VE-0037-2014

Figura E.20. Reporte de resultados obtenidos del CELEQ, segunda parte
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CENTRO DE ELECTROQUIMICA Y ENERGIA QUIMICA (CELEQ)
Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 2060 Tel. 2511-3217 g‘*! \
o
P-15:F-10
Kecha: 2010-U6-16
INFORME DE ANALISIS "Paghn 2de3

ASTM D240

Calor de combuslion ASTM D240 (18,1 £ 0,2) MJ/kg

Calor de combustion ASTM D240 (17,1 £ 0,2) MJikg

Observaclones: Nc hay.

Los resultados de este analisis se refieren solo al material presentado como muestra.
Este informe no podra ser reproducido sin la aprobacion del Laborattp[lo. ¥ en tal clrcunstancia lo
sera en facsimil Integro. :

Alentamente, { o

- -

g 5. e

B.Q Jairpl Bustos Carmona
Encargado Técnico
Laboratorio de Hidrocarburos
CELEQ

CELEQ-VE-0038-2014

Figura E.21. Reporte de resultados obtenidos del CELEQ), tercera parte
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CENTRO DE ELECTROQUIMICA Y ENERGIA QUIMICA (CELEQ)

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 2060 Tel. 2511-3217
: " P-15:F-10
MR: MANUAL DE REGISTROS Fulicién N° 03
Fecha: 2010-06-16
INFORME DE ANALISIS Pagina 2 de 2

(17.1 £ 0,2) MJ/kg

Calor de combuslion ASTM D240

Qbservaclones: No hay.

Advertencias:
Los resultados de esle analsis se refieren solo al material presentado como muestra

Este informe no podra ser reproducido sin la aprobacion del Laboratorio, y en tal circunstancia lo
sera en facsimil inlegro.

Atenlamente,

B.Q. J8ird] Bustos Carmona /|’
"Encargado Técnlico /. 4
Laboratorio de Hidrocarburos '}
CELEQ \

CELEQ-VE-0038-2014

Figura E.22. Reporte de resultados obtenidos del CELEQ, cuarta parte



Anexo 5. Reporte de resultados de EQ

Polifenoles Totales (PT) en muestras de Broza de Café

El presente andlisis se realiza en la Escuela de Quimica (EQ) de la UCR, como parte de la
investigacién en broza de café desarrollada por el investigador Edgar Valverde, de la Escuela
de Ingenierfa Quimica (EIQ), dirigido por la Ing. Cindy Torres, en colaboracién asimismo

con el CELEQ, el CIA y el CIPRONA de la UCR.

Como se explica en el documento principal de investigacién, debidamente referenciado,
como parte del estudio, se desea establecer el valor de polifenoles totales de las muestras de
broza de café previamente a su tratamiento biolégico, asi como después de los mismos, de

forma a establecer la variacién —de haberla- de dichos valores pre y post tratamientos.

Este conocimiento contribuird, con el analisis de los otros factores, a la optimizacién de
dichos procesos de tratamiento, en la obtencién de muestras de broza con los pardmetros

adecuados para los procesos de aprovechamiento de la biomasa.

Para efectuar este andlisis, se necesita en primer lugar asegurar el proceso de extraccién de
los polifenoles de la broza de café, para luego proceder a realizar el analisis de polifenoles

totales (PT) del extracto por el método de Folin-Ciocalteau.

Extraccion de polifenoles

En una primera instancia, se decidi6 aplicar un método de extraccién polifenélica optimizado
por el laboratorio de la EQ en otro tipo de materias primas, tal como matrices secas y molidas
de diferentes partes de plantas: hojas, tallos, corteza, madera interna; asi como matrices

liofilizadas y molidas de partes de frutos: cascara y pulpa. Asf, métodos de extraccién en
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diferentes solventes organicos polares y agua, que inclufan diferentes etapas y modalidades,
tales como temperatura ambiente y calentamiento, uso de soxhlets, fraccionamiento

dependiente de polaridad, entre otros.

Se selecciond el uso de extraccién acelerada por solvente (dccelerated Solvent Extraction,
ASE), que es una extraccién automatizada (equipo Thermo Scientific-Dionex 150) bajo
pardmetros de temperatura, presién y tiempo que habfan dado buenos resultados en
porcentajes de rendimiento, con la aplicacién de andlisis factorial, usando la prueba de Folin-

Ciocalteau como otro de los factores de resultados para decisién.

Se utiliz6 metanol como solvente en las series de extracciones por triplicado para proceder
al andlisis de polifenoles totales, obteniéndose resultados dentro de los rangos encontrados

en la literatura (como también se menciona en el siguiente acéapite).

El rendimiento obtenido para el extracto de la muestra de broza sin tratamiento entregada
por el investigador de la EIQ —tratada segin el procedimiento estandarizado de la
mvestigacion- fue de 9,57% (w/w), es decir 95,7 mg de extracto seco por cada g de broza de
café seca y molida, luego de la extraccién ASE y la evaporacién a sequedad en rotavapor,
sin exceder los 40°C. El mismo procedimiento de extraccién ASE fue realizado con las
muestras de broza con tratamiento con P. ostreatus y 1. versicolor, obteniéndose

rendimientos promedio w/w de 6,32% vy 6,34% respectivamente.-

Andlisis Folin-Ciocalteau

Se trabajé con los extractos secos obtenido con el anterior procedimiento de extraccién ASE,
tomdndose alicuotas que se disolvieron en metanol acidificado con &cido clorhidrico en un
balén aforado. A partir de esta solucién madre, se tomaron alicuotas con micropipeta para
preparar disoluciones a distintas concentraciones, en balones aforados, utilizando también

MeOH:HCI.
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Para la medicién en si, en balones aforados de 25 mL se agregaron 500 pL del extracto
muestra de determinada concentracién, 500 L del reactivo de Folin-Ciocalteau (preparado
en el laboratorio de acuerdo a la referencia original) y 10 mL de disolucién de carbonato de
sodio; afordndose con agua destilada y conservando la mezcla en la oscuridad, para después
medirse su absorbancia a 750 nm, utilizando como blanco, una mezcla similar a la aqui
descrita, sustituyendo el extracto muestra por 500 uL de MeOH: HCl. Los valores de
absorbancia obtenidos, fueron interpolados en la ecuacién de la curva elaborada (en el
laboratorio) utilizando el 4cido gélico como patron de referencia, para obtener equivalentes
de acido gélico (Gallic Acid Equivalents, GAE) que se asociaron a la concentracion de la
muestra, para obtener los GAE/g de muestra-extracto, que es una forma usual de expresar

el contenido de polifenoles totales (PT), por el método de Folin-Ciocalteau; realizdndose los

experimentos por triplicado.

El valor de PT obtenido con el extracto de polifenoles de la muestra inicial sin tratamiento
fue de 14,56 = 0,28 GAE/g extracto (+ DE: desviacion estandar), el que se encuentra en el
rango reportado en la literatura. Cuando se extrapola el resultado con el rendimiento del
extracto para obtener el contenido de PT en la muestra de boza seca, el valor que se obtiene
es de 1,32 GAE/g de muestra de broza seca sin tratamiento.

Los resultados anteriores se resumen a continuacion.

% Contenido Total de Polifenoles (PT) (n=3)
| Rendimiento | mg GAE/g | Desviaciéon DE mg GAE/g
de de extracto | Estidndar | Relativa | de broza
extraccion de broza (DE) (%) seca
9,57 14,56 0,28 1,92 1,39

Asimismo, se resumen a continuacién los valores obtenidos con las seis muestras de broza
de café tratadas con P. ostreatus, que, como se puede observar muestran que efectivamente
el tratamiento produjo una disminucién importante del contenido de polifenoles, con un valor

promedio de 80,67% = 3,15 de disminucién de PT (+ DE: desviacion estandar).
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Contenido Total de Polifenoles (PT) (n=3)

%
% ms iacié ms disminucion
Muestra Rendi{niento GﬁE/f ]I)Eessgsgfrn Rell?.@l]fi::iva (;AE/g de
debroma | B | () | (g | Polifenoles

P.o-1 6,19 4,04 0,07 1,73 0,25 82,05
P.o-2 5,84 3,93 0,12 3,05 0,23 83,53
P.o-3 6,56 4,21 0,04 0,95 0,28 80,18
P.o-4 6,87 4,31 0,06 1,39 0,30 78,74
P.o-5 5,54 4,06 0,09 2,22 0,22 83,86
P.o-6 6,93 4,90 0,17 3,47 0,34 75,63
Promedio 6,32 4,24 0,27 80,67

Por otro lado, se resumen también en la siguiente tabla, los valores obtenidos con las seis

muestras de broza de café tratadas con T. versicolor, que como se puede observar muestran

de forma similar que el tratamiento produjo una disminucién importante del contenido de

polifenoles, con un valor aun mayor que con el tratamiento anterior, obteniéndose en

promedio 87,86% = 3,19 de disminucién de PT (= DE: desviacién estandar).

Contenido Total de Polifenoles (PT) (n=3) o
% ME | Desviacién| DE ME | disminucién
Muestra Rendimiento e(;ti:aﬁlc/fo Estandar |Relativa %ﬁg’g de
de broza (DE) (%) seca Polifenoles
T.v-1 5,95 3,35 0,05 1,43 0,20 85,69
T.v-2 6,39 2,94 0,03 0,93 0,19 86,52
T.v-3 6,07 2,29 0,01 0,58 0,14 90,03
T.v-4 6,14 3,80 0,13 3,48 0,23 83,27
T.v-5 7,81 1,77 0,05 2,78 0,14 90,08
T.v-6 5,66 2,08 0,09 4,10 0,12 91,55
Promedio 6,34 2,71 0,17 87,86

Los resultados indicaron que con I. versicolor se obtiene un valor 8.91% mayor de

disminucién del contenido de polifenoles que con el tratamiento con P. ostreatus




Anexo 6. Reporte de resultados del CIA
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Figura E.23. Reporte de resultados del CIA, primera parte
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Figura E.24. Reporte de resultados del CIA, segunda parte



Anexo 7. Graficas de normalidad y de varianza de pruebas estadisticas

Trametes versicolor
Normal
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Figura E.25. Grafica de normalidad para los datos de humedad del T.versicolor, realizado
en el software MiniTAB 17
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Figura E.26. Grafica de normalidad para los datos de humedad del P.ostreatus realizado en
el software MiniTAB 17
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Test and CI for Two Variances: C2. C4
Ratio = 1vs Ratio # 1

95% (I for Variance{C2) / Variance(C4)
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P-Valie 0,747

SRFRRS E—
L

0 2 4 6 [ B

95% Chi-square CIs for Variances

2 -
Al =
[ 1 2 3 H
Boxplot of C2. C4
@ ——
o e
Bs 840 BAS =0 855 #60

Figura E.27. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta de
humedad, realizado en MiniTAB 17
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Figura E.28. Gréfica de normalidad para los datos de celulosa del T.versicolor, realizado
en el software MiniTAB 17
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Pleurotus ostreatus

Mean 219
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Figura E.29. Grafica de normalidad para los datos de celulosa del P.ostreatus realizado en
el software MiniTAB 17
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Figura E.30. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta de
celulosa, realizado en MiniTAB 17
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Figura E.31. Grafica de normalidad para los datos de hemicelulosa del T.versicolor,
realizado en el software MiniTAB 17
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Figura E.32. Grafica de normalidad para los datos de hemicelulosa del P.ostreatus
realizado en el software MiniTAB 17



Test and CI for Two Variances: C2; C4
Ratio = 1vs Ratio # 1

95% d for Variance(C2) / Variance(C4)

- =~

0 2 K & 8 » ©

95% Chi-square (s for Variances

2 =
(e P
an as 10 15 20 25 10
Boxplot of C2; C4
o e 1
o [ == =======uu
ns no ns 20 ns Bo

233

F-Test
P-Vale 0,569

Figura E.33. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta de

hemicelulosa, realizado en MiniTAB 17
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Figura E.34. Grafica de normalidad para los datos de cenizas del T.versicolor, realizado en

el software MiniTAB 17
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Figura E.35. Gréfica de normalidad para los datos de cenizas del P.ostreatus realizado en
el software MiniTAB 17
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Figura E.36. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta de
cenizas, realizado en MiniTAB 17
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Figura E.37. Grafica de normalidad para los datos de calor de combustion del T.versicolor,
realizado en el software MiniTAB 17
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Figura E.38. Grifica de normalidad para los datos de calor de combustion del P.ostreatus
realizado en el software MiniTAB 17
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Figura E.39. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta de
calor de combustion, realizado en MiniTAB 17
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Figura E.40. Grafica de normalidad para los datos de lignina del T.versicolor, realizado en
el software MiniTAB 17
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Figura E.41. Grafica de normalidad para los datos de lignina del P.ostreatus realizado en
el software MiniTAB 17
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Figura E.42. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta
lignina (corregida), realizado en MiniTAB 17
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Figura E.43. Grafica de normalidad para los datos depolifenoles totales del P.ostreatus,
realizado en el software MiniTAB 17
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Figura E.44. Grafica de normalidad para los datos de polifenoles totales del T.versicolor,
realizado en el software MiniTAB 17
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Figura E.45. Cuadros de varianza para para ambas muestras en variable de respuesta
polifenoles totales, realizado en MiniTAB 17








