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RESUMEN

Se realizd un estudio con el objetivo de evaluar la degradacion de los residuos del proceso
productivo de aceite de palma africana mediante el uso del hongo Pleurotus ostreatus en un analisis
preliminar in vitro. Para ello se tom6 una muestra de fibra de pinzote proveniente de la planta
extractora de la empresa Palma Tica ubicada en Quepos, Puntarenas. Dicho residuo es el Unico que
actualmente no recibe un aprovechamiento y este genera problemas debido a su lento proceso de

degradacion y la proliferacion de plagas.

Inicialmente, se realizaron analisis fisico-quimicos con el fin de establecer las propiedades del
residuo. Se obtuvo que, este presenta un 96,2% de materia organica, 52% de humedad, 55.79% de
carbono y 3% de aceites. En cuanto a materiales lignoceluliticos tiene un 43.89% de celulosa,
25.34% de hemicelulosa y 6.21% de lignina. Contiene porcentajes de fibra relativamente altos
(76,1% FND y 50,76% FAD). Adicionalmente, los analisis de nutrientes minerales reflejan que el
macronutriente que se encuentra en mayor cantidad es el potasio (1.01%), seguido por el nitrégeno
(0.65%), calcio (0.13%), magnesio (0.07%), fosforo (0.06%), y azufre (0.05%). En cuanto a los
microelementos, se encontré un muy alto contenido de hierro (829 ppm) y muy bajo contenido de

boro (7 ppm).

Seguidamente, se realizd un bioensayo donde se sometié la fibra de pinzote a la accion del
hongo Pleurotus ostreatusy se evalué su degradacion mediante observacion cualitativa y
determinacion de la relacion carbono nitrogeno (C/N). En esta fase, se demostré que el hongo P.
ostreatus es capaz de utilizar la fibra de pinzote como sustrato y degradarla eficientemente en
condiciones controladas y estériles, obteniendo un tiempo de corrida de micelio de 21 dias y una
relacion C/N de 11.76. Por otro lado, al haber presencia de otros microorganismos, el hongo P.
ostreatus presenta un bajo crecimiento y disminuye la eficiencia de degradacion de la fibra,

obteniendo una relacion C/N final de 29.45.

Por altimo, se determind la viabilidad del producto degradado en condiciones de laboratorio para su
uso como abono organico mediante el andlisis de nutrientes y la obtencion de relaciones entre los
elementos de la fertilidad. De manera que, en el ensayo con condiciones controladas y estériles se
obtiene un producto viable para su uso como abono organico, dado que cuenta con una adecuada

relacion C/N y un aporte de nutrientes méas balanceado que los controles del ensayo.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutora M.Sc. Ligia Dina Solis Torres por brindarme su apoyo, ensefianzas, motivacion,

paciencia y retroalimentacion durante todo este proceso.

A mis lectores M.Sc. Marianelly Esquivel Alfaro y Dr. Gilberto Piedra Marin por todo el apoyo,

aportes y retroalimentacion brindados.

Al Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Biologia por la donacion de la cepa del hongo P.

ostreatus.
A la empresa Palma Tica por la donacion de la muestra de fibra de pinzote.

Al Laboratorio de Hidrogeologia y Manejo de Recursos Hidricos, al Laboratorio de Ecologia
Aplicada de la Escuela de Ciencias Ambientales; al Laboratorio de Control Biol6gico de la Escuela
de Ciencias Agrarias y al Laboratorio de Investigacion y Tecnologia de Polimeros de la Escuela de

Quimica por su apoyo con asesoria, uso de instalaciones y de equipo de laboratorio.

Al Laboratorio de Anélisis de Productos Animales y Vegetales de la Escuela de Ciencias Agrarias

por su colaboracion con andlisis de muestras.

Al Centro de Investigaciones Agrondémicas por su capacitacion sobre hongos comestibles y

colaboracion con el anélisis de muestras.

A la Lcda. Jeanina Rubi Morera por su apoyo, colaboracién, y motivacion a lo largo de esta etapa

académica.

A todos mis seres queridos, quienes me han apoyado e impulsado durante el proceso. Este proyecto

no habria sido posible sin su ayuda.

A Dios y a la vida por esta experiencia y por todo el aprendizaje obtenido.



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ... .ottt h et bbb bbbt bbbttt b b bt e et iii
AGRADECIMIENTOS..... oottt bbbttt bbb bbbt b ettt iv
L INTRODUCCION ...ttt s e bbbt 1
F AN g1 (= To0 T [T 01 =TSSP PROR 2
JUSTITICACTON. ...t bbb bbbt E e bbbttt e e e bbbt n bbb e s 4
[ C T o T oTol o] g o (=] W] fo] o] [=T 1 o USSR 5
Problemas esSpecifiCoS 0 SECUNTAITOS. ........c.uiuriiiiiriiiiieisee et 5
(@] 0T LYo LSS 6
ODJELIVO GENEIAL .....vivieiii ettt et e et e s te e e e be e st e sbeeteesbesbeese e besaeesbesbeenneseeataerenres 6
ODJELIVOS BSPECTTICOS. ...ttt bbbttt et b bbbt ne e 6
. MARCO TEORICO ...ttt sttt ettt 7
Generalidades de 12 PalMa ACEITEIA ........c.uuiiiiiiiieie ettt e e 7
Caracteristicas del fruto y suU importancia ECONOMICA .........cevrririeirieise e 7
Cadena productiva de la palma africana en CoSta RICA............coviriririerieieici e 8
=TT 0o [V Tol o1 T o OSSR 8
(G0 1) TSRS 9
Procesamiento de 18 FrULA ..........cuiiiiiie et 10
Biomasa generada en el proceso de eXtracCion de aCEILE ............verveiiriririeirieiie e 11
RACIMOS VACIOS (RV) .. ittt ettt st ettt e et e et e st e e te e be s beesbesbeaaeestesbeentesbesteenbenreas 13
(08 0% T ] | - USSP 13
FIDra 08 MESOCAIPIO ......cuiiieiiieiieieit ettt bbb bbbt b bt nb et nn s nn s 14

oy U1 ] (=SSP 14
Gestion de 1a Diomasa GENEIAGA ..........ceiveiiiiecie ettt s sr et eebe e besreebesbe e e e sreeees 15
Marco JUITAICO APIICADIE. ..o bbbttt et 15
Datos de generaCion Y MANEJO........cviuiuirueieieirteeste ettt ettt sttt b st sb st e et et et e e et et e be st et e b nesnere e 16
Uso de microorganismos como alternativa de manejo de residuos vegetales..........ccocvvvvveveieivieseeieneenes 17
PlEUIOTUS OSTIEALUS . ... ettt bbbttt b bbbt bt s e bt a e bbb nnen e 18
Cultivo del hongo en residuos HGNOCEIUIASICOS ..........cviiieiiiiiiieeiee s 18
Efectos del hongo en la descomposicion de materia OrgANICA ........coveveveeeereniereseeeeee s 19
I METODOLOGIA ...ttt 20
Tipo de INVEStIgaCiON Y ENFOQUE: ......voviieiiiieiiieiee ettt ettt 20
(@] o] =2 (oI (=l 1Sy £ o [ TS 20
Fase I: Analisis composiCioNal del FESIAUO ........cveveieiiiceiee e 21
PreparaCion A8 18 MUESEIA. ........uiiiiiieieeie sttt ettt ettt sttt e s 21



ANBALISIS UIMICOS ..ottt et et et et e s e s e e seebe e s e e bessebe e e s e eneeseabeesenbenseneeseeneeneens 21

Fase Il. Inoculacion de muestra de residuos CON P. OSErEALUS............cvrveiriririiiieerieeeie e 22
(@A T 1L AV Zo X0 [=] I aTo] oo o S PSRP 22
PreparaCion 08 BNSAYOS ........cceiieiuiiieieie ettt se e rte st e st e te et e st e e re e be s re et e s beeae e s besteesbesbeereebesreesbesreaneenreares 23
Anélisis de la degradacion de 10S FESIAUOS .........cuiueiriiiriiiiieiieie ettt 24

Fase I11. Caracterizacion del producto degradado.............coceoeeiriiiiiiciiceeee e 25

IV. RESULTADOS Y DISCUSION........coiiiietiieeteteeescetese ettt sae st st ses s tes st ssseesas 27

Fase I: Analisis composicional del reSIAUO ...........coiiiiiiiiri s 27

Fase Il. Inoculacion de muestra de residuos CON P. OSErEALUS............ccvrveiriririeirieerieiee e 30
L@ T 1L AV Zo X0 [=] I aTo] o oo TSR 30
Montaje de ensayos y andlisis de la degradacion de 10S reSIdUOS .........ccccvveieiiiieiiine i 31

Fase I11. Caracterizacion del producto degradado .............ceieerriniiinieisieeseee e 39

V. CONCLUSIONES.......ccuiiitiiete ettt ettt ettt s et s e st s e et ese st ess et e e e b et ebe st ebe s etessenessesessennarin 42
V1. RECOMENDACIONES .......ctiiiieiiiet ettt sttt se st ese st e seabe e e se s e te st esessesensenesaesessenennan 43
VI REFERENCIAS ..ottt sttt sttt et b et bt s et e st e s e st ese st e s e et e e e b et et et ebe s ete st enesnenesrennarin 44
VL APENDICES ...ttt sttt sttt en et an et es et an e s st ane s anenean 53
G NN @ 1 TSRS 55

indice de Cuadros

Cuadro 1. Plantas extractoras de aceite de palma en Costa RICa. .........cccooveiiiiiiiiiieseeeee e 10
Cuadro 2. Porcentaje de residuos generados por un racimo de fruta fresca (RFF) en el proceso de extraccion
(0L Tot T (-SSP 11
Cuadro 3. Composicion de la biomasa residual solida de la industria de la palma aceitera..........c.c.ccoceeervenene. 12
Cuadro 4. Caracteristicas fisico-quimicas del efluente previo al tratamiento en las lagunas de oxidacion,
Planta Procesadora Palo Seco, division Quepos, Costa RICA. ........ccccvveiieiiiiiiiiiecccse e 15
Cuadro 5. Manejo de los residuos de la extraccion de aceite de palma durante el afio 2006. .............cccoveveneee 16
Cuadro 6. Métodos de determinacion de los analisis quimicos realizados en las muestras de fibra de pinzote.
........................................................................................................................................................................... 22
Cuadro 7. Preparacion de los ensayos para la evaluacion del efecto de P. ostreatus en los residuos
agroindustriales de 12 Palma ACEITETA. ............e ittt ee e enes 23
Cuadro 8. Valoracion cualitativa del crecimiento del hongo P. ostreatus en 1as muestras. .........cc.ccocvveererienns 25
Cuadro 9. Composicion general de la muestra de fibra de pinzote obtenidos en el presente estudio en
comparacion con valores reportados POr OtF0S QUEOTES. ........cviueirueireieierieiesiee et eenns 27
Cuadro 10. Porcentajes de materiales lignoceluliticos. FND y FAD en fibra de pinzote obtenidos en el
presente estudio en comparacion con valores reportados POr Otr0S AULOTES. .........vcerveriereeeeeeeeeseeeeseeseeneeeas 28
Cuadro 11. Andlisis de nutrientes presentes en fibra de pinzote obtenidos en el presente estudio. .................. 29

Vi



Cuadro 12. Evaluacidn cualitativa del crecimiento del hongo P. ostreatus durante el periodo del ensayo de

(0 [=T T2 To = o o o ST 32
Cuadro 13. Valores de la relacion C/N en las muestras al inicio y al final del ensayo. ..........ccccccoovirvennnnn 37
Cuadro 14. Analisis de los elementos de fertilidad del suelo en los ensayos al finalizar los 70 dias................ 39

Cuadro 15. Analisis de las relaciones de los elementos de fertilidad del suelo en los ensayos al finalizar los 70
0L SRR 41

Indice de Figuras

Figura 1. Partes del fruto de 1a palma affiCana. ...........cccviiiiiiii i 8
Figura 2. a) Racimos de fruta fresca o RFF, b) racimos vacios y ¢) fibra de pinzote. .........cccccccoveveviiiv e, 13
Figura 3. a) Fibra de mesocarpio y b) cascarilla de la fruta de aceite de palma...........cccoevviiiiniiniienciens 14

Figura 4. Cepas iniciales de P. ostreatus obtenidas del Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de
Biologia. Se observan las dos placas inoculadas con el hongo en el dia 0 (a.), crecimiento del hongo a una
semana de incubacién (b.) y colonizacion total de la placa a las dos semanas de incubacion (C.).................... 30

Figura 5. En la imagen de la izquierda (a.) se observan los medios liquidos inoculados con el micelio
proveniente de las placas totalmente colonizadas y en la imagen de la derecha (b.) se observa el medio a los
15 dias, donde se aprecia el crecimiento del MICElIO. .........ooviiiiiiiiine s 31

Figura 6. Fotos de los controles del ensayo durante distintas SEMAaNas. .........cccceeveiverreiieieseeneseeeesre e see s 33

Figura 7. Muestras de placas Petri con el cultivo de los microrganismos que contaminaron los controles (a 'y
b) e identificacion mediante microscopia de Penicillium sp. y Trichoderma sp. (c y d, respectivamente).......34

Figura 8. Fotos de las muestras del ensayo 5-E durante distintas Semanas. ...........ccoceovvevriiieisinsenscseees 36

Figura 9. Grafico de relacion C/N en las muestras de lasemana0ala 10. .....c.ccoocevviiiieiicne e, 38

indice de Apéndices

Apéndice 1. Determinacion de carbono, nitrégeno, relacion C/N y prueba de valores atipicos segin método
de Grubbs, realizado a las muestras al inicio del ensayo (SEmMana Cero). .........coovrirerererieiieisesese s 53

Apéndice 2. Determinacién de carbono, nitrégeno, relacién C/N y prueba de valores atipicos segin método
de Grubbs, realizado a las muestras al final del ensayo (semana 10)..........ccccceviviiiiiiiieic s 54

indice de Anexos

Anexo 1. Composicién quimica de la fibra de pinzote de Palma Tica, Planta Naranjo, afio 2006. .................. 55

Anexo 2. Composicion quimica de la fibra de pinzote de Coopeagropal, afio 2008............ccccovvvveierercereneenenn. 55

Vi



I. INTRODUCCION

El aceite de palma es uno de los principales productos oleaginosos a nivel mundial, lo cual se
atribuye a su alta productividad en relacion con otras plantas oleaginosas (International Union of
Food (IUF), 2015). El producto obtenido tiene gran diversidad de usos, como la elaboracion de
aceites de cocina, margarinas, concentrado para animales, elaboracion de jabones, produccion de

biocombustibles, entre otras aplicaciones.

En Costa Rica, la industria de la palma inicié durante la década de 1940 en la Regidn Pacifico Sur y
posteriormente en la Region Huetar Caribe por parte de la Compafia Bananera de Costa Rica
(Solérzano, 2019). A partir de esa época, la actividad ha venido en crecimiento en el pais, tomando
un gran peso dentro del sector de exportacion y con esto generando un aporte significativo al
producto interno bruto (PIB), ademas de ser una fuente de empleo para muchas personas tanto en los

cultivos como en las plantas extractoras de aceite de palmay de palmiste de diferentes localidades.

Sin embargo, esta industria también provoca un impacto ambiental, el cual diversos autores
atribuyen al uso de plaguicidas, a la expansion de monocultivos, erosion de suelos y fragmentacion
de bosques (Ramirez, Piedra, Morales y Orozco, 2017; Mack, 2019). Los impactos ambientales
descritos anteriormente se encuentran asociados al cultivo de la palma y generalmente no se
contemplan los impactos asociados a la extraccion del aceite. No obstante, de acuerdo con Clare
(2011) el procesamiento de la fruta es la etapa de la produccién en la que se genera la mayor

cantidad de residuos solidos y liquidos.

En el proceso de desfrutado de la palma se generan cuatro tipos principales de residuos: los racimos
vacios (conocidos como tuza, raquis o pinzote), la fibra del mesocarpio, la cascarilla de la nuez y las
aguas residuales. De acuerdo con Ramirez et al. (2015), la biomasa residual representa
aproximadamente un 40% de los racimos de fruta fresca (RFF), mientras que el aceite de palma
corresponde Unicamente a un 18-26 % (Borasino, 2016).

Como se puede observar, este proceso genera gran cantidad de residuos; por lo tanto, la presente
investigacion se centré en la busqueda de una alternativa para el aprovechamiento de estos
subproductos con el fin de disminuir las dificultades actuales de su manejo y posible impacto

ambiental.



ANTECEDENTES

De los residuos generados en la produccién de aceite de palma, los residuos que mas han generado
problemas para su manejo han sido el raquis y los efluentes. De acuerdo con Clare (2011), el
primero inicialmente se lanzaba al mar, luego se reemplazé esta medida por la incineracion, la
disposicion en botaderos y/o patios de acopio. Por su parte, hasta 1984 los efluentes grasosos eran
depositados en rios sin ningun tipo de tratamiento; sin embargo, posteriormente se implemento el
uso de lagunas de oxidacion (Clare, 2011). Por otro lado, la fibra y la cascara han sido aprovechadas
historicamente para la alimentacion de calderas debido a su alto poder calérico (Coto, 2013 y Clare,
2011).

Desde los inicios de la produccion de aceite de palma en el pais, los residuos generados han sido
estudiados con el fin de incrementar su aprovechamiento. Estos estudios se han dividido en dos
grandes lineas de investigacion a lo largo de los afios; la primera se ha enfocado en la fabricacion de
productos no relacionados con la cadena productiva de la palma y la segunda se ha centrado en la

reincorporacion de los residuos al proceso productivo.

Con respecto a la primera linea de investigacion, Clare (2011), reporta que durante la década de
1980 la cascarilla de coquito fue uno de los elementos mas estudiados en el pais para desarrollar
productos de valor agregado; se logré determinar que era viable elaborar carbon activado a partir de
este material, pero esto no se lleg6 a implementar. Durante este mismo periodo, también se comenzo
a investigar la posibilidad de crear tableros de construccion con los racimos vacios, pero el volumen

de produccion en ese momento no hacia rentable esta alternativa (Clare, 2011).

Hernandez (2010), retom6 la investigacion de la elaboracion de tableros de fibra de madera de
densidad media (MSD), pero usando tanto la cascarilla como el raquis, obteniendo productos de
buena calidad; sin embargo, no incorporé aspectos de viabilidad econémica de acuerdo con el nivel
de produccion actual. Asimismo, una investigacion similar realizada en Ecuador por Mejia (2012),
se centro en la preparacion de tableros de raquis; los resultados mostraron que los aglomerados

obtenidos presentaron pobre estabilidad con respecto a la humedad.

En los ultimos afios también se han evaluado otros usos para el raquis o pinzote, entre los cuales
destacan: la fabricacion de papel y sus derivados (Rojas, 2011; Sanchez, 2011), el tratamiento de
aguas residuales de la industria textil (Pineda, 2012) y la obtencién de bioetanol (Quesada, 2015 y

Charpentier, 2019). Para este tltimo uso, se reportaron estudios en Colombia que han utilizado tanto



pinzote como cascarilla y fibra (Gonzalez, Jiménez, Rodriguez, Restrepo y Gomez, 2008). Sin
embargo, no se han encontrado registros de la aplicacion de estas alternativas a nivel industrial, lo
cual se puede atribuir a que la mayor parte de estas investigaciones son de caracter experimental y/o
exploratorio, por lo que aln es necesario que se realicen mas estudios para poder verificar si su

ejecucion en campo es viable en términos econdmicos Yy técnicos.

Por su parte, la segunda linea de investigacion, también se ha centrado mayormente en estudiar los
posibles usos del raquis; en este caso para reincorporarlo al proceso productivo. En Costa Rica esta
comenzo en la década de 1980, se estudio su uso para el abastecimiento de calderas con resultados
poco prometedores y con la indagacién de su uso como fertilizante de los cultivos de palma con base

en resultados de autores malayos y de otras regiones (Clare, 2011).

Entre los resultados mas importantes en esta area, inicialmente se determiné que al elaborar compost
con fibra de pinzote y efluentes del proceso se obtiene un producto rentable y de buena calidad
(Torres, Chinchilla y Ramirez, 1999; Torres, Acosta y Chinchilla, 2004). Por otro lado, también se
ha investigado el uso de microorganismos, como Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju y
Thricoderma spp., para acelerar la descomposicion de los raquis de palma por medio de la
degradacidn de la lignina; ya sea para utilizar el producto obtenido como abono o para darle otros
usos (Syafwina, Honda, Watanabe, y Kawahara, 2002; Siddiquee, Shafawati y Naher, 2017;
Yahaya, Hossain, y Edyvean, 2017, entre otros). Adicionalmente, Arguedas (2012) propuso el uso
de microorganismos eficientes para la elaboracion de un compost que incorpore los cuatro residuos

mas importantes de esta industria (raquis, efluentes, cascarilla y fibra).

De las alternativas anteriores, la Gnica que se ha implementado en Costa Rica es la elaboracion de
compost a partir de pinzote y efluentes (Clare 2011). En cuanto al uso de esta practica, Ramirez et
al., (2007) report6 que un 67,5% del raquis producido en el pais se usaba como abono y el resto se

desechaba.

Esta alternativa también se ha popularizado en otros paises productores de palma, como es el caso
de Colombia, donde el 15% de la tuza es usada para elaborar compost, un 83% se utiliza como
acondicionador de suelos y los otros usos incluyen la disposicion en centros de acopio y

alimentacion de calderas (Ramirez et al., 2015 y Galindo y Romero, 2012).



JUSTIFICACION

Como se mencion0 anteriormente, el compostaje es la alternativa de manejo que se ha aplicado a
mayor escala, tanto en Costa Rica como en otros paises. Sin embargo, de acuerdo a Siddiquee et al.
(2017), aun utilizando esta tecnologia, el proceso puede tardar meses e incluso afios; esto se debe a
que la biomasa generada contiene una alta proporcion de carbono/nitrogeno (C:N) y de
macromoléculas como celulosa y lignina, los cuales actian como barreras contra la degradacion

natural.

En cuanto al uso de esta y otras tecnologias de aprovechamiento de los residuos, se encontré que
COOPEAGROPAL ha intentado utilizar el raquis para hacer compostaje y para alimentar calderas;
pero no han tenido éxito en ambos casos debido a la generacion de lixiviados y a que su alto
contenido de silicio provoca incrustaciones en las calderas, respectivamente (Sanchez, 2011).
Adicionalmente, Gutiérrez, encargado del sistema integrado de gestion de dicha empresa, menciona
que, el residuo biomasico de la extraccion del aceite se envia a un patio de residuos; esto genera
problemas debido al volumen generado, el tiempo de degradacion (puede llegar hasta tres afios), la
atraccion de plagas, y por ende el uso de plaguicidas (comunicacion personal, 22 de setiembre,
2017).

En el caso de Palma Tica, esta empresa tampoco tuvo éxito al elaborar compost con estos residuos
debido a los costos econémicos y operativos que se generaban; por lo tanto, actualmente los
almacenan y disponen en campo, para su descomposicion (Gabriel Oporta, comunicacion personal,
25 de abril, 2018). Sin embargo, de acuerdo con el entrevistado, esta técnica provoca la proliferacion

de moscas y requiere un tiempo de degradacion de aproximadamente dos afios.

Aunado a esto, se debe tomar en cuenta que el cultivo de la palma ha venido en aumento desde sus
inicios y actualmente ocupa el segundo lugar en hectareas sembradas a nivel nacional, con una
extension de 76 610 ha (Vargas et al., 2020 y Mora et al., 2021). En consecuencia, es de esperar que
el volumen de los residuos haya incrementado. Si esta tendencia continta, el manejo de la biomasa
generada presentara aun mayor dificultad, debido a la cantidad de espacio fisico que se requerira

para tratarlos, tomando en cuenta su lento proceso de degradacion.

Debido a la problematica presentada, se plantea el uso del hongo Pleurotus ostreatus como
alternativa para acelerar el proceso de descomposicion de los subproductos de la elaboracion de

aceite de palma. Se eligio este organismo por su capacidad de degradar materiales lignoceluliticos



(Mihai, Melo, Florescu y Catana, 2022). Otro factor importante fue la existencia de estudios previos
del hongo en palma africana (Marlina, Sukotjo y Marsudi, 2016 y Yahaya et al., 2017) e
investigaciones de la Universidad Nacional en sustratos como la pifia y el café (Rojas, 2015;
Fajardo, 2016; Quesada, 2017, Rubi, 2020). Esta propuesta tiene la ventaja de que, ademas de
descomponer los residuos, se les puede dar un valor agregado como sustrato para la produccién del

hongo, para la elaboracion de compost e incluso para otras aplicaciones.

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Debido a que las tecnologias aplicadas en la actualidad no han logrado atacar las dificultades en el
tratamiento de los residuos generados por la agroindustria de la palma, se definié el siguiente

problema de investigacion:

¢Puede el hongo Pleurotus ostreatus ser utilizado como una alternativa efectiva para acelerar la

degradacidn de los subproductos organicos provenientes de la agroindustria de la palma africana?

Problemas especificos o secundarios

1. ¢Cuales son las propiedades quimicas de los residuos generados en el proceso productivo de la

palma africana?

2. ¢(Cuales serian los efectos del hongo sobre una muestra de dichos residuos inoculada en

condiciones de laboratorio?

3. ¢Tiene el producto degradado, las caracteristicas fisicoquimicas necesarias y suficientes para

constituir un abono organico?



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la degradacion de los residuos generados en el proceso productivo de aceite de palma
africana utilizando el hongo Pleurotus ostreatus mediante un analisis preliminar in vitro para el

desarrollo de una nueva tecnologia de gestion.

Objetivos especificos

1. Realizar una caracterizacion de los residuos generados en el proceso productivo de aceite de
palma africana mediante andlisis fisicoquimicos para el establecimiento de las propiedades de la

biomasa.

2. Determinar el efecto in vitro de la aplicacion del hongo Pleurotus ostreatus sobre los residuos a
través del andlisis de la relacion carbono / nitrogeno para la determinacion de la degradacion
producida.

3. Determinar la viabilidad del producto degradado mediante un analisis nutricional para su uso
alternativo como abono orgénico.



I1. MARCO TEORICO

GENERALIDADES DE LA PALMA ACEITERA

La especie Elaeis guineensis Jacq, también conocida como palma aceitera o palma africana, es una
planta monocotiledénea de la familia Palmaceae originaria de Africa Occidental. Esta planta se
caracteriza porque puede llegar a alcanzar los 40 m de alto con un diametro de 30 a 60 cm, posee un
tallo recubierto por cicatrices de hojas viejas; las cuales son pinnadas y pueden llegar a alcanzar
longitudes de 4 a 5 m (Mejia, 2012).

La palma africana es una especie monoica que produce inflorescencias masculinas y femeninas por
separado (Vargas et al. 2020). Esta ultima se convierte en un racimo con frutos maduros por medio
de la fecundacidn con el polen de plantas vecinas, lo cual ocurre cinco meses después de la apertura
de las flores (Quesada, 2002).

Existen tres variedades principales a nivel mundial llamadas Dura, Tenera y Pasifera o Pisifera; cada
una presenta porcentaje de aceite, porcentaje de pulpa, dureza y tamaiio de la nuez diferente (Mack,
2019).

Caracteristicas del fruto y su importancia econémica

El fruto de la palma tiene una apariencia similar a la de un pejibaye y esta compuesto por: “un
exocarpio o piel lisa brillante, un mesocarpio o pulpa amarillo-anaranjada muy aceitosa, un
endocarpio o cascara dura de color negro y el endospermo que envuelve de una a cuatro almendras
(coquito)” (Clare, 2011). De acuerdo con Sierra-Marquez et al. (2017), cientos de estos frutos se
encuentran unidos por medio del racimo y estos presentan un color rojizo al alcanzar el estado de

madurez.

Este producto es de suma importancia porque a partir de la pulpa y la almendra, se extrae el aceite

de palma crudo y el aceite de palmiste, respectivamente.



Endospermo Exocarpio

Endocarpio
Mesocarpio

Figura 1. Partes del fruto de la palma africana.

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con Ramirez et al. (2017), la produccion de aceite que genera es hasta diez veces mayor
a la de otros cultivos. Adicionalmente, Borasino (2016), indica que este aceite tiene otras ventajas
como: que no necesita hidrogenarse y puede ser usado para producir alimentos con una menor

composicion de acidos grasos trans.

El aceite de palma es uno de los principales productos oleaginosos a nivel mundial debido a su alto
rendimiento de produccion, la mayor parte de este producto tiene su origen en Indonesia y Malasia,
le siguen Tailandia, Nigeria y Colombia y posteriormente otros paises; entre los cuales se encuentra
Costa Rica (Borasino, 2016). En el pais esta actividad es de suma importancia, ya que beneficia de
forma directa a cerca de 5800 familias, que equivalen a una poblacién de aproximadamente 20 000
personas, esto tanto por la explotacion del cultivo como industrializacion del aceite (Carlos Playa,

comunicacion personal, 19 de abril, 2018).

CADENA PRODUCTIVA DE LA PALMA AFRICANA EN COSTA RicA

La agro-cadena de la palma esta conformada por cuatro grandes etapas: preproduccion, cultivo,

procesamiento e industrializacion (Clare, 2011). Seguidamente se describe cada una de estas:

Preproduccién

Esta etapa inicial incluye la adquisicion de material genético, maquinaria agricola, insumos
agricolas e investigacion. Actualmente las semillas germinadas, clones y materiales compactos los

distribuye la empresa Agricultural Services Development Costa Rica (ASD), la maquinaria es
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otorgada a los productores por las compafiias Coopeagropal y Palma Tica, y la investigacion en este
tema la han realizado las tres empresas mencionadas (MAG, s.f.). En el caso de ASD, esta posee un
Programa de Investigacion en Palma Aceitera, conocido como PIPA. Ademas, en los ultimos afos,

diversas universidades estatales y privadas han realizado estudios de esta industria.

Cultivo

En Costa Rica el cultivo de la palma africana comenz6 en 1944 en el Pacifico Sur (Parrita, Golfito y
Corredores) y posteriormente se extendié a la Region Huetar Caribe (Solérzano, 2019 y Rodriguez,
2010). A partir de ese momento su expansion ha incrementado y las investigaciones mas recientes
reflejan que actualmente es el segundo cultivo en importancia por hectarea sembrada a nivel
nacional, contando con mas de 76 000 ha de palma sembradas (Mora et al., 2021); las cuales se
extienden mayormente Region Pacifico Central, Region Huetar Caribe y Region Brunca (Vargas et
al., 2020). De acuerdo con Soto (2018), el 70% de las fincas pertenecen a productores particulares y

el otro 30% a la empresa privada.

Entre los aspectos méas relevantes de este cultivo, cabe destacar que es perene y posee una clara
estacionalidad, teniendo mayor produccion en los meses
de invierno (mayo a noviembre) y una menor produccién en los meses de verano,
(diciembre a abril) (Rodriguez, 2010). El sistema de produccién generalmente inicia en viveros,
luego se trasplanta y a partir del primer afio de produccion se pasa a un sistema de monocultivo; la
planta comienza a producir entre 3y 4 afios después de plantada, su produccion maxima dura entre 8

y 10 afios con una vida econdémica promedio de 30 afios (Mack, 2019 y MAG, s.f.).

En cuanto a los requerimientos de la planta, esta necesita temperaturas entre 26 y 29 °C, abundante
radiacion solar, precipitacion constante de 2000 y 2500 mm al afio, baja altitud y épocas secas que

no duren méas de 90 dias (Borasino, 2016).

Con respecto a la fertilizacion de la planta, de acuerdo con el MAG (s.f.), se utilizan abonos de triple
superfosfato, urea y nitrato de amonio, con un ciclo de fertilizacién de tres a cuatro aplicaciones
nitrogenadas por afio y una de fésforo. Por otro lado, Quesada (2002) indica que la palma necesita
un sistema integrado de nutricion que utilice los subproductos de la extraccion del aceite como
abono organico, cultivos de leguminosas como coberturas intercaladas con el cultivo de palmay la
aplicacion de insumos quimicos de formulas bien equilibradas de acuerdo con los requerimientos de

los suelos.



Procesamiento de la fruta

Posterior a la cosecha, los racimos de fruta fresca (RFF) son enviados a la planta extractora de
aceite. De acuerdo con la Camara Nacional de Productores de Palma (CANAPALMA), hay cinco
plantas extractoras de aceite de palma en el pais, las cuales pertenecen a las empresas Palma Tica,
Coopeagropal y Palmatec (Cuadro 1).

Cuadro 1. Plantas extractoras de aceite de palma en Costa Rica.

Empresa Ubicacion
Palma Tica S.A. Coto 54, Golfito, Puntarenas
Palma Tica S.A. Quepos, Puntarenas
Palma Tica S.A. Parrita, Puntarenas
Coopeagropal R.L. El Roble, Corredores, Puntarenas
Palmatec S.A. Naranjo, Corredores, Puntarenas

Fuente: CANAPALMA (comunicacion personal, 27 de octubre, 2017).

Una vez en la planta, los racimos son transportados por medio de tolvas hidraulicas para iniciar el
proceso de esterilizacion (COOPEAGROPAL, 2017). La esterilizacion es un proceso térmico en el
que se utiliza vapor a presion para facilitar su separacion de los frutos del racimo, inactivar lipasas y

microorganismos enddgenos (Charpentier, 2019).

Posteriormente, se separan los frutos de los racimos por medio de un tambor rotatorio conocido
como desfrutador. De acuerdo con COOPEAGROPAL (2017), los pinzotes vacios son prensados y
desmenuzados para extraer el aceite que puedan contener. Luego, se continda con la digestion, que
consiste en someter la fruta a altas temperaturas con el objetivo de facilitar la extraccion del aceite

del mesocarpio (Charpentier, 2019).

A continuacion, el fruto es prensado y durante esta etapa se adiciona agua al proceso con el fin de
lavar la fibra y aumentar la eficiencia de extraccion del aceite; de lo cual se generan dos productos,
uno liquido y uno sélido (Hernandez, 2010). El liquido se compone de aceite, agua, y sélidos finos;
la mezcla pasa por un proceso de centrifugacion y decantacion para clarificar el aceite y separarlo de
las aguas y los lodos (COOPEAGROPAL, 2017). Al final de lo cual se obtiene el aceite crudo de

palma y aguas residuales.

El sélido se compone de la fibra del mesocarpio y la semilla de la palma (conocida como almendra,

nuez o coquito). Estos pasan por procesos de separacion de las fibras, quebrado del endocarpio y
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secado de las almendras con el fin de obtener aceite de coquito y la torta de palmiste (Hernandez,

2010). Posterior a esta etapa se generan las fibras y cascarillas como residuos del proceso.

Al final del proceso de extraccion el aceite crudo, el de coquito y la torta de palmiste continGan con
la etapa de industrializacion, en la que los aceites son refinados y utilizados para varios fines como
elaboracion de mantecas, margarinas, aceites de cocina, jabones, concentrados minerales,
concentrados para animales, etc. (Pineda, 2012). Por su parte, la torta de palmiste se utiliza para

alimentacion animal.

BIOMASA GENERADA EN EL PROCESO DE EXTRACCION DE ACEITE

La industria de aceite de palma produce mas biomasa residual que aceite, generando entre un 50 y
un 67% de residuos por cada racimo de fruta fresca (Cuadro 2). Es importante mencionar que las
proporciones de cada residuo dependen de la variedad de la palma (Clare, 2011). Sin embargo, el
residuo que se genera en mayores cantidades es el raquis, seguido por la cascarilla, la fibra de
mesocarpio y los efluentes.

Cuadro 2. Porcentaje de residuos generados por un racimo de fruta fresca (RFF) en el proceso de
extraccion de aceite.

Residuo Porcentaje de RFF
Racimos vacios 20-26%
Cascarilla 16-18%
Fibra de mesocarpio 5-14%
Efluentes 9%
Total 50-67%

Fuente: Adaptado de Ramirez et al. (2015), Clare (2011), Garcia et al. (2010) y Vargas y Zumbado (2003).

En cuanto a la composicion de estos residuos, los primeros tres estdn conformados principalmente
por materiales lignoceluldsicos (celulosa, hemicelulosa y lignina), en cantidades que varian de

acuerdo con la edad, condiciones de crecimiento y parte de la planta que se utilice (Mack, 2019).

De acuerdo con Mejia (2012), la fraccion de materiales lignoceluliticos en la biomasa juega un papel
muy importante en el comportamiento que esta tendra al momento de ser procesada. Por ejemplo,

las altas concentraciones de lignina y celulosa pueden provocar una lenta descomposicion natural de
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los residuos vegetales. Sin embargo, de acuerdo con Garcia et al. (2010), un alto contenido de

lignina se relaciona a un alto poder calorifico.

En el caso de los residuos de la extraccion de aceite de palma, existe mucha variacion en las
cantidades de celulosa, lignina y hemicelulosa que estos contienen. Dichas diferencias pueden estar
asociadas a las variedades de palma, factores edafocliméticos, desarrollo de las plantas o
tratamientos silviculturales (Lucana, citado por Gamarra, 2016). No obstante, se cree que la
cascarilla posee las mayores concentraciones de lignina y los racimos vacios tienen la mayor

proporcién de celulosa; mientras que la fibra de mesocarpio posee valores intermedios (Cuadro 3).

Cuadro 3. Composicion de la biomasa residual sélida de la industria de la palma aceitera.

Racimos Fibra de ) .
Componente ] . Cascarilla Referencias
vacios mesocarpio
Lignina (%) 4-28 26 - 33 5154 Gonzalez et al.
(2008)
Van Dam (2016)
Celulosa (%) 36 — 47 19-35 15-21
Hamzah et al.
(2019)
Hemicelulosa
] 16 - 35 15 - 32 16 - 23 Suksong et al.
(%) (2020)
Carbono (%) 45 - 49 46 - 47 52 —58 Nafissa et al.
Oxigeno (%) 37-48 37-50 37-50 (2008)
Hidrogeno (%) 6-8 6-9 6.3-12.6 Van Dam (2016)
Nitrégeno (%) 0.2-0.7 04-14 0.04 - 0-6 Hamzah et al.
Azufre (%) 0.2 0.3 0.2 (2019)
Suksong et al.
Cenizas (%) 15-73 35-93 1-3.2
(2020)
Van Dam (2016)
PCS? (kJ/kg) | 17500 —19000 | 19 060 - 19 700 20 500 - 21 500 Hamzah et al.
(2019)

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: *Poder calorifico superior.

12



Racimos vacios (RV)

Estos también son conocidos como pinzote, raquis o tuza. Los RV son residuos lignoceluliticos no
maderables con una composicion quimica compleja, ricos en elementos como silicio y otros metales,
los cuales presentan gran afinidad por la lignina y celulosa presente en sus filamentos (Law, citado
por Pineda, 2012). En cuanto a su morfologia, los RV se componen de un tallo principal y
numerosas espigas con espinas afiladas en las puntas (Mejia, 2012). Durante el procesamiento de la
fruta, los RV son cortados y prensados para extraer el aceite que absorben durante la esterilizacion,
obteniendo un material fibroso y desmenuzado conocido como “fibra de pinzote”, con lo cual se

disminuye su peso y su volumen (12-15% del peso de un RFF) (Torres et al., 1999).

Figura 2. a) Racimos de fruta fresca o RFF, b) racimos vacios y c) fibra de pinzote.

Fuente: Elaboracion propia.

Cascarilla

La cascarilla o cuesco se compone de particulas lignocelulésicas duras y compactas, que rodean las
almendras, las cuales se separan en el proceso de produccion de aceite de palmiste (Van Dam,
2016). La cascarilla se ha utilizado ampliamente como fuente energética sin pretratamiento debido a
gue cuenta con un alto poder calorifico (alrededor de 20 000 kJ/kg) y un bajo contenido de humedad
(12 %) (Hamzah et al., 2019). Por otra parte, de acuerdo con estudios de la ADS y de la Universidad
de Costa Rica, la cascarilla tiene mejores propiedades nutritivas que el raquis, y recomiendan

usarlos como abono en lugares con déficit hidrico (Clare, 2011).
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Fibra de mesocarpio

La fibra de mesocarpio se refiere a los restos de la pulpa de la fruta, una vez que se ha extraido el
aceite. Al igual que la cascarilla, su aplicacion como fuente energética se debe a que cuenta con un
alto poder calorifico (aproximadamente 19 000 kJ/kg) y un bajo contenido de humedad (37.09 %)
(Hamzah et al., 2019). Otro aspecto por destacar es que posee un porcentaje importante de nitrégeno

en comparacion con los residuos anteriores (Nafissa et al., 2008).

Figura 3. a) Fibra de mesocarpio y b) cascarilla de la fruta de aceite de palma.

Fuente: Gamarra (2016) y Hernandez (2010), respectivamente.

Efluentes

En esta categoria se incluyen el agua, los lodos y el aceite residual. Como se observa en el Cuadro 2,
cada racimo de fruta fresca genera solo un 9% de biomasa liquida. Sin embargo, como en el proceso
se aflade gran cantidad de agua (3,8 L /kg de aceite), las aguas residuales obtenidas al final del
proceso pueden llegar a representar entre 85-90 % de los racimos de fruta fresca (Clare, 2011 y
Garcia et al., 2010).

El efluente se caracteriza por presentar un pH bajo, un gran aporte de nutrientes (nitrégeno, fosfato,
potasio, etc.), de grasas y aceites, sdlidos, asi como altos valores de DQO y DBO (Cuadro 4); dichas
caracteristicas lo posicionan como el residuo con mayor potencial de contaminacioén (Galindo y
Romero, 2012). Por lo que generalmente, durante el tratamiento, se recupera parte del aceite para su
uso en concentrados de animales o fabricacion de jabones (Sanchez, 2011) y el resto de las aguas
son tratadas por medio de lagunas de oxidacion consecutivas, de las cuales las primeras son
anaerobias y las segundas aerobias (Galindo y Romero, 2012). Al final del proceso se obtienen

aguas residuales tratadas, lodos y biogas.
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Cuadro 4. Caracteristicas fisico-quimicas del efluente previo al tratamiento en las lagunas de
oxidacion, Planta Procesadora Palo Seco, division Quepos, Costa Rica.

Parédmetro Cantidad Unidades
Demanda quimica de oxigeno (DQO) 39 650 mg/L
Demanda bioguimica de oxigeno (DBO) | 20 040 mg/L
Grasas y aceites (Gy A) 4196 mg/L
Solidos totales 31 306 mg/L
Solidos suspendidos 10500 mg/L
Sélidos sediméntales 950 mg/L
Potencial de Hidrégeno (pH) 4,5 unidades de pH
Potasio 1350 mg/L
Nitrégeno total 494 mg/L
Fosfato 368 mg/L
Magnesio 244 mg/L
Calcio 149,6 mg/L
Hierro 76 mg/L
Zinc 4.2 mg/L
Manganeso 2,9 mg/L
Cobre 2,7 mg/L

Fuente: Adaptado de Torres et al. (2004).

GESTION DE LA BIOMASA GENERADA

Marco juridico aplicable

Se debe tomar en cuenta que existe un marco juridico ambiental muy amplio que regula el manejo
adecuado de la biomasa generada por esta industria. A continuacién, se mencionaran los mas

relevantes.

En primer lugar, se destaca la Ley de Gestion Integral de Residuos (N° 8839) y su Reglamento (N°
37567); los cuales velan por un manejo integrado de acuerdo con el siguiente orden jerarquico:
evitar la generacion de residuos, reducirlos, reutilizarlos, valorizarlos, tratarlos y disponerlos
adecuadamente. Esto es de suma importancia, ya que ayuda a disminuir el desperdicio y aprovechar
la biomasa al méximo, logrando un uso eficiente de los residuos y la reduccion de su impacto

ambiental.
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Por otra parte, el Reglamento de Vertido y Reuso de Aguas Residuales (N° 33601), el Reglamento
de Aprobacidn de Sistemas de Tratamiento de Aguas Residuales (N° 39887) y el Reglamento para el
Manejo y Disposicion Final de Lodos y Biosdlidos (N° 39316), regulan el tratamiento adecuado de
los efluentes y lodos generados. Lo anterior se logra mediante la definicién de pardmetros fisicos,
quimicos y microbioldgicos que se deben cumplir de acuerdo con el uso o disposicion final que se le

va a dar a las aguas y lodos tratados.

Debido a que parte de la biomasa generada es utilizada como combustible de calderas, también se
debe tomar en cuenta el Reglamento sobre Emision de Contaminantes Atmosféricos Provenientes de
Calderas y Hornos de Tipo Indirecto (N° 36551), el cual define valores méximos de emision de

gases y particulas con el fin de controlar la contaminacidn generada por estas fuentes.

Datos de generacién y manejo

Segun Coto (2013), la industria de la palma genera 7 toneladas de biomasa residual por hectarea
sembrada. Con base en lo anterior, y partiendo de que la extensién del cultivo para el afio 2020 fue
de 76 610 ha (Mora et al., 2021), se estima una generacion de 536 270 toneladas de residuos de

palma africana a nivel nacional.

Ademas de las grandes cantidades que se producen, estos residuos tienen un lento proceso de
descomposicion natural. Sin embargo, estas mismas caracteristicas, los hacen excelentes materias

primas para distintos procesos, entre los que destaca el compostaje y el aprovechamiento energético.

En cuanto al manejo de estos materiales, la encuesta realizada por Ramirez et al. (2007), indico que
durante el 2006 mas de la mitad del raquis producido se usaba para hacer compost y el resto se
desechaba; toda la fibra de mesocarpio servia de combustible para calderas, parte de la cascara
también se utilizaba para alimentar calderas y el resto servia como abono en los viveros; ademas el

100% del efluente se desaprovechaba.

Cuadro 5. Manejo de los residuos de la extraccion de aceite de palma durante el afio 2006.

Uso Residuo
Racimos vacios (%) | Cascarilla (%) | Fibra de mesocarpio (%) | Efluentes (%)
Abono 67,5 43,5 100 0
Combustible 0 56,5 0 0
Se desecha 32,5 0 0 100

Fuente: Elaboracidn propia con base en Ramirez et al. (2007).
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Con base en los datos presentados (Cuadro 5), cabe destacar que existe un alto desperdicio de raquis
y efluentes; que son los residuos generados en mayores cantidades. Ademas, se debe considerar que
a pesar de que se habia promovido el uso de estos materiales como abono, esta medida presenta
retos en su implementacion, principalmente porque implica largos periodos de descomposicion y la
generacion de lixiviados. Razon por la cual, como se mencioné anteriormente, en la actualidad no se

elaboran abonos a partir de este residuo tanto en Palma Tica como en Coopeagropal.

Por otro lado, el aprovechamiento energético de la cascarilla y la fibra, a pesar de ser una forma de
reincorporar los residuos al mismo proceso productivo, genera gran cantidad de gases y particulas
como brea y hollin de 20-100 micrometros y una carga de polvos de 3000-4000 mg/nm (Nafissa et
al., 2008); ademas, durante el proceso se produce una gran cantidad de cenizas, las cuales deben ser
gestionadas posteriormente. Por lo tanto, el uso de esta biomasa como combustible podria
reemplazarse por otra fuente de energia mas eficiente; como por ejemplo el biogés generado en el
tratamiento de las aguas residuales. De esta manera, dichos residuos se podrian utilizar en otras

aplicaciones que aprovechen su valor nutricional, como es el caso de la produccion de abonos.

Los datos expuestos reflejan que se deben buscar otras alternativas para mitigar los impactos
ambientales, atacar los desafios que implica el manejo de estos residuos y lograr el cumplimiento
legal. Una de estas alternativas consiste en el uso de microorganismos para acelerar el proceso su

descomposicion.

USO DE MICROORGANISMOS COMO ALTERNATIVA DE MANE]JO DE RESIDUOS VEGETALES

Actualmente, la mayor fraccidn de la biomasa residual esta constituida por residuos lignocelul6sicos
provenientes de la agroindustria, los cuales habitualmente son desperdiciados, generando gran
cantidad de basura y contaminacion (Garcia y Martinez, 2014; Grijalva, 2013). Como se mencion6
en la seccién de antecedentes, entre las soluciones existentes para darle un valor agregado a estos
productos se encuentran: la produccién de celulosa para la fabricacion de papel, la elaboracion de

abono y la produccion de bioetanol a partir de azlcares presentes en la celulosa y la hemicelulosa.

Sin embargo, la lignina dificulta el acceso a la celulosa y la hemicelulosa, esto porque es el
componente mas recalcitrante de la pared celular y se encuentra ligada al resto de los metabolitos
primarios; con lo cual crea una barrera que dificulta la degradacion natural de la biomasa vegetal

(Sanchez, 2009). Por lo tanto, es necesario degradar la lignina con el fin de mejorar la
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susceptibilidad a la hidrolisis enzimatica y poder aprovechar mejor estos residuos. Debido a esto ha
surgido el uso de tratamientos quimicos, fisicos y bioldgicos (Charpentier, 2019), como es el caso de
los hongos de podredumbre blanca.

De acuerdo con Grijalva (2013), los hongos tienen dos tipos de sistemas enziméticos extracelulares
encargados de degradar los metabolitos primarios: el sistema hidrolitico, responsable de romper las
cadenas de polisacaridos (celulosa, hemicelulosa, etc.) y el sistema lignolitico oxidativo y
extracelular, el cual degrada la lignina y abre los grupos fenilo. Especificamente, los hongos de
podredumbre blanca son un grupo de microorganismos filamentosos ampliamente utilizados por su
alta capacidad enzimética para degradar biomasa lignoceluldsica (Suksong, 2020), entre estos se

encuentra el P. ostreatus.

Pleurotus ostreatus

El P. ostreatus es un basidiomiceto comestible conocido como hongo ostra, gracias a la forma y
coloracion grisécea de su cuerpo fructifero. Este organismo requiere una fuente de carbono, fibras y
de materiales lignoceluliticos para su desarrollo adecuado (Rivera-Omen, Martinez-Mamian y
Morales-Velasco, 2013), los cuales se encuentran presentes en la biomasa producida por la
agroindustria de la palma africana. Para obtener dichos nutrientes, el hongo secreta enzimas al
medio donde se desarrolla (estas incluyen lacasas, oxidasas, endoglucanasas y p-glucosidasas), las
cuales ayudan a convertir la lignina, hemicelulosa y celulosa en carbohidratos mas simples como
glucosa (Diaz et al., 2019).

Cultivo del hongo en residuos lignoceluldsicos

Este hongo crece en ambientes con temperaturas entre 20 y 32°C, requiere una humedad relativa de
70 a 80%, un pH de 4.5 a 7 (con un valor 6ptimo de 5.5) y un sustrato rico en carbono; cominmente
se utiliza paja de trigo, desperdicios de café, subproductos de algoddn, residuos de la industria
papelera y bagazo de cafia para estos efectos (Diaz et al., 2019 y Hernandez y LOpez, 2006).
Adicionalmente, Fajardo (2016), encontré que las condiciones mas adecuadas para el crecimiento
del hongo y otros organismos presentes en un consorcio microbiano se daban a un 75% de humedad

relativa.
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Efectos del hongo en la descomposicion de materia organica

La descomposicion de la materia organica puede ser evaluada por distintos parametros, entre los
cuales se encuentra la relacion C:N. La disminucion de esta relacion es utilizada frecuentemente
para indicar que la degradacion de la materia orgénica se ha estabilizado; dependiendo del material
degradado, al final del proceso debe estar entre 15 y 20 (Isaza, Pérez, Laines y Castafion, 2009).
Fajardo (2016), utilizo este parametro para demostrar la degradacion y estabilizacion del rastrojo de
pifia luego de 60 dias de inocularlo con un consorcio bacteriano que incluye P. ostreatus;
obteniendo un producto final que puede ser utilizado como compost maduro. Asimismo, Siddiquee
et al. (2019), emplearon la relacion C:N para evaluar el proceso de compostaje de racimos vacios de
palma africana inoculadas con un hongo del género Trichoderma, obteniendo valores inferiores a 4 a
los 30 dias.

Por otra parte, Syafwina et al. (2002), utilizaron P. ostreatus, Dichomitus squalens y Ceriporiopsis
subvermispora como pretratamiento del raquis para la obtencion de azlcares fermentables,
obteniendo porcentajes de sacarificacion entre 25-15% a los 8 dias de incubacion. Estos autores
usaron la determinacién de actividad enzimética por espectrofotometria como indicador del proceso

de descomposicion.

Adicionalmente, Yahaya et al. (2017), analizaron los compuestos fendlicos en racimos vacios de
palma africana utilizados como medio de cultivo para el hongo Pleurotus sajor-caju y
posteriormente sometidos a un proceso de vermicompostaje; obteniendo un abono adecuado para

uso agricola y la produccion de hongos aptos para consumo humano.

Los datos presentados muestran la efectividad de este y otros microorganismos para la
descomposicion de residuos lignocelulésicos, con la ventaja de que el producto obtenido puede

usarse para diversas aplicaciones posteriores.

19



1. METODOLOGIA

TIPO DE INVESTIGACION Y ENFOQUE:

La presente investigacion posee un enfoque mixto, ya que incorpora la recoleccion, analisis y
vinculacion de aspectos cuantitativos y cualitativos para responder a un mismo problema de

investigacion. (Hernandez, Fernandez, y Baptista, 2006).

En cuanto al disefio, este es de caracter experimental debido a que consiste en la realizacién de
pruebas de laboratorio, con el fin de evaluar las caracteristicas de los residuos y la capacidad del

hongo para degradarlos sin mediar la interferencia de otros microorganismos.

OBJETO DE ESTUDIO

El objeto de estudio son los residuos organicos generados en el proceso de extraccion de aceite de
palma africana. Para efectos de la presente investigacion, el 25 de abril del 2018 se hizo un muestreo
por conveniencia de la fibra de pinzote proveniente de la planta extractora de aceite de la empresa
Palma Tica ubicada en Quepos, Puntarenas. Para ello, se extrajo una porcion del material disponible
en la salida del proceso de prensado, el cual se encontraba fresco. Debido a la homogeneidad del
material, se hizo una toma directa. Este fue recolectado en un saco de polietileno y transportado a
temperatura ambiente con el fin de proceder inmediatamente con la etapa de preparaciéon de la

muestra (ver Fase I).

Cabe indicar que, se utilizd unicamente fibra de pinzote, debido a que es el Unico residuo al que se
tuvo acceso. Ya que, tanto la fibra de mesocarpio como la cascarilla actualmente son aprovechados
dentro de la planta productora, siendo enviados directamente a las calderas para generacion

energetica.

A continuacion, se describe el procedimiento metodoldgico, el cual se divide en tres etapas de

acuerdo con los objetivos planteados.
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FASE I: ANALISIS COMPOSICIONAL DEL RESIDUO

Preparacién de la muestra

En primer lugar, se secd la muestra a 60°C hasta llegar a peso constante para asegurarse de haber
eliminado toda la humedad. Posteriormente, se procedio a la trituracién, molienda y tamizado del
material hasta obtener una granulometria de 425 micrémetros para realizar los distintos analisis.
Dicho procedimiento se realiz6 con el equipo de molienda del Laboratorio de Ecologia Aplicada de
la Escuela de Ciencias Ambientales, Universidad Nacional (UNA).

Cabe mencionar que, para la determinacion de la humedad no se realizé la preparacion previa de la

muestra, ya que interferiria con el analisis.

Andlisis quimicos

Para la caracterizacion de la muestra se realizd la determinacion el porcentaje de aceites y de
Carbono en el Laboratorio de Hidrogeologia y Manejo de Recursos Hidricos, de la UNA. Por otro
lado, se determind la humedad en el Laboratorio de Polimeros (POLIUNA). En ambos casos esto

fue realizado con apoyo en equipo, reactivos e instalaciones de los laboratorios.

Adicionalmente, se contrataron los servicios del Laboratorio de Analisis de Productos Animales y
Vegetales (LAPAV-UNA) para la determinacién de lignina, celulosa y hemicelulosa. En cuanto al
analisis de nutrientes (Nitrégeno, Fosforo, Calcio, Magnesio, Potasio, Azufre, Hierro, Cobre, Zinc,
Manganeso y Boro), estos fueron determinados por el Centro de Investigaciones Agronémicas
(CIA-UCR). Dichos anélisis fueron financiados por la investigadora y la tutora del proyecto.

En el Cuadro 6 se describen los métodos de determinacion para cada analisis y la fuente de donde se

obtuvieron dichos resultados.
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Cuadro 6. Métodos de determinacion de los analisis quimicos realizados en las muestras de fibra de

pinzote.
Analisis Meétodo de determinacion Fuente
% Humedad Balanza de humedad. POLIUNA
% Lignina, celulosa 'y ]
_ Método Van Soest LAPAV-UNA
hemicelulosa
_ Extraccién con hexano » )
% Aceites Elaboracion propia.

mediante método Soxhlet

% Carbono

Método Walkley-Black

Laboratorio de Hidrogeologia y

Manejo de Recursos Hidricos

Nitrégeno

Método Kjeldahl

Fosforo, Boro y Azufre

Espectrofotometria UV-VIS

Calcio, Magnesio, Potasio, CIA-UCR
Hierro, Cobre, Zincy ICP

Manganeso

Fuente: Elaboracion propia.

FASE II. INOCULACION DE MUESTRA DE RESIDUOS CON P. OSTREATUS

Esta fase se basa en la metodologia propuesta por Fajardo (2016) para la evaluacion del efecto de P.
ostreatus sobre la descomposicién de los residuos. A continuacion, se describe el procedimiento de

cultivo del hongo, la preparacion de los ensayos y de la medicién de la degradacion.

Cultivo del hongo

Se obtuvo una cepa de P. ostreatus en dos placas Petri, el cual fue donado por el Laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Biologia de la UNA el 13 de marzo 2018. Seguidamente este se
cultivé en medio papa agar dextrosa (PDA) y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente hasta
que el microorganismo colonizara toda la placa. Posteriormente, este se paso a medio liquido GMY
modificado para hongos segun la composicion descrita por Rojas (2015) y se incubo por 15 dias

bajo condiciones controladas (en oscuridad, agitacion a 125 rpm y temperatura entre 23-24 °C).

La inoculacion del hongo en los diferentes medios se realizo en condiciones de esterilidad dentro de
una camara de flujo laminar para disminuir el riesgo de contaminacion por otros microorganismos.
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Dichos procedimientos fueron realizados en el Laboratorio de Control biologico de la Escuela de

Ciencias Agrarias.

Cabe mencionar que, durante el proceso se requirié utilizar técnicas de preservacion del hongo con
el fin de contar con muestras viables del hongo al momento de la preparacion de los ensayos. Para
esto se probaron tres métodos de preservacion: agua destilada estéril (ADE), aceite mineral y
resiembra periddica en placas con medio fresco. De las técnicas anteriores, se evalud el crecimiento
a una semana de la inoculacion y Gnicamente se observo crecimiento con la resiembra periddica en

placas. Por lo tanto, se eligié este método para la preservacion de las muestras.

Preparacion de ensayos

Se montaron cinco ensayos por triplicado, de los cuales cuatro se tomaron como controles del
proceso (Cuadro 7). De acuerdo con la metodologia descrita por Fajardo (2016) se utiliz6 suelo y
residuo (fibra de pinzote) en una relacion de 2:1; ademas, las muestras se llevaron a una humedad
del 75% con agua destilada estéril. Estas fueron preparadas en la camara de flujo laminar del
Laboratorio de Control Bioldgico de la Escuela de Ciencias Agrarias, UNA, con el propdsito de
evitar la contaminacién con otros microorganismos. Luego de esto, los ensayos fueron trasladados al
Laboratorio de Hidrogeologia y Manejo de Recursos Hidricos de la Escuela de Ciencias
Ambientales para su almacenamiento durante el periodo del ensayo (70 dias). Cabe mencionar que,
todas las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en Erlenmeyers cubiertos con algodén y
aluminio.

Cuadro 7. Preparacion de los ensayos para la evaluacion del efecto de P. ostreatus en los residuos
agroindustriales de la palma aceitera.

N° Ensayo Descripcion

1-C 9 g Suelo estéril

2-C 9 g Suelo estéril + 1 ml P. ostreatus

3-C 9 g Suelo estéril + 3 g residuo estéril

4-C 9 g Suelo sin esterilizar + 3g residuo sin esterilizar + 1.5 ml P. ostreatus
5-E 9 g Suelo estéril + 3g residuo estéril + 1.5 ml P. ostreatus

Fuente: Elaboracion propia, con base en Fajardo (2016).
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Con el fin de no desviarse de las condiciones propuestas por Fajardo (2016), se utilizdé el mismo
suelo usado por dicha autora. Este es de orden Ultisol, un suelo acido, con altas concentraciones de
hierro y altos niveles de meteorizacion (INTA, 2016).

El periodo del ensayo fue aumentado en 10 dias respecto al reportado por Fajardo, originalmente de
60 dias. Esta limitacion fue producto de un evento externo al ensayo de afectacion a nivel

universitario que no permitia el ingreso al laboratorio.

Es importante mencionar que, en ambas investigaciones, el ensayo se realizd a temperatura
ambiente, por lo que no se puede asegurar que las temperaturas hayan sido las mismas. Sin embargo,
no se considera que este sea un factor determinante porque el hongo crece en un rango de
temperaturas muy amplio: De acuerdo con Diaz et al. (2019) y Hernandez y Lopez (2006), el rango
de temperaturas se encuentra entre 20 y 32 °C. Adicionalmente, Rubi (2020) encontré que, este
puede crecer incluso a temperaturas de 10°C.

Andlisis de la degradacion de los residuos

Esta etapa incluye la realizacion de analisis cuantitativos y cualitativos de las muestras para evaluar

el efecto del hongo en la degradacion de los residuos.

Para los andlisis cuantitativos, no se considera viable determinar los porcentajes de lignina y
celulosa durante el ensayo, ya que no se encontr6 un método que permita su medicién en la mezcla
con suelo y el hongo. Ademas, porque otros estudios han demostrado que durante la descomposicion
de biomasa existen interferencias en los analisis que generan como resultado un aumento en dichos
porcentajes (Rojas, 2015 y D’Acunha, 2015). Por lo tanto, se utilizé la relacion carbono-nitrégeno
(C:N) como indicador indirecto de la degradacién de lignina y celulosa en las muestras. Se eligié
este parametro porque al darse la ruptura de la lignina, celulosa y demas componentes del residuo, el
carbono se libera en forma de diéxido de carbono y el nitrégeno generalmente es fijado por los

microrganismos; lo cual genera una disminucion de la relacion C:N (Garcia, 2005).

Las mediciones de carbono y nitrdgeno se realizaron en el Laboratorio de Hidrogeologia y Manejo
de Recursos Hidricos de Ciencias Ambientales durante el dia 0 y el dia 70 del periodo del ensayo.
Para obtener la relacion entre ambos elementos, se dividié el porcentaje de carbono entre el de
nitrégeno. Cabe mencionar que, en esta etapa se utilizé el método de método de Grubbs para el

descarte de valores atipicos (Apéndices 1y 2).
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No fue posible realizar analisis de carbono y nitrogeno a la mitad del periodo del ensayo debido a
una limitacién presupuestaria. Por lo tanto, se decidié omitir para poder tener el dato final, que se

considerd mas importante.

Adicionalmente, se utilizo la técnica cualitativa de observacion experimental con el fin de evaluar el
crecimiento del hongo. Para esto se adaptd la metodologia utilizada por Fajardo (2016) y Rubi
(2020) incorporando elementos comunmente utilizados para medir la productividad de los hongos
ostra (Hernandez y Lopez, 2006 y Zakil et al. 2022).

Lo anterior consistio en la revision semanal del crecimiento micelial, determinacion del tiempo de
corrida de micelio (tiempo en que dura el hongo en colonizar todo el sustrato) y evaluacion de la
produccién de carpéforos (cuerpos fructiferos) en todas las muestras (Cuadro 8). Los resultados

obtenidos se analizaron mediante la comparacion del crecimiento entre las distintas muestras.

Cuadro 8. Valoracidn cualitativa del crecimiento del hongo P. ostreatus en las muestras.

Valoracion de crecimiento Descripcion
Negativo No se observa crecimiento micelial en el sustrato
Bajo Se empieza a observar micelio en una o varias secciones del
sustrato
Medio El sustrato esta totalmente colonizado por el hongo
Alto El sustrato esta totalmente colonizado por el hongo y este presenta
formacion de macroestructuras, ya sean primordios o carpéforos.

Fuente: Elaboracion propia.

FASE II1. CARACTERIZACION DEL PRODUCTO DEGRADADO

Con el fin de determinar el valor nutricional del producto obtenido, se tomaron muestras de cada
ensayo al finalizar los 70 dias. Dichas muestras fueron enviadas al Centro de Investigaciones
Agronomicas de la UCR para su analisis. Los parametros analizados incluyen: calcio (Ca), magnesio
(Mg), fosforo (P), cobre (Cu), hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn) y potasio (K). Con base en los
analisis realizados por el Centro de Investigaciones Agronomicas, se determinaron las siguientes
relaciones: Ca/Mg, Ca/K, Mg/K y Ca+Mg/K. Cabe destacar que en esta etapa también se utilizaron

los resultados de las proporciones de carbono, nitrogeno y C:N, obtenidas durante la fase anterior.
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Para determinar la viabilidad de este material como abono organico se tomo como referencia el nivel
critico de cada elemento para la solucion extractora utilizada, este dato fue brindado por CIA-UCR

junto con el resultado de los analisis. Adicionalmente, se complement6 el analisis con informacion

encontrada en la literatura.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

FASE I: ANALISIS COMPOSICIONAL DEL RESIDUO

En el Cuadro 9 se muestran los resultados referentes a la composicién general de la muestra de fibra
de pinzote empleada en este estudio y su comparacion con los valores referencia reportados en la
literatura. Se observa que el residuo cuenta con un muy alto contenido de materia organica (96,2%),
asi como altos contenidos de humedad y carbono (52% y 55,79%, respectivamente) y la presencia
de aceites en menor porcentaje (3%).

Cuadro 9. Composicion general de la muestra de fibra de pinzote obtenidos en el presente estudio en
comparacion con valores reportados por otros autores.

Valor Valores de referencia (%)
Componente | obtenido Palma Tica | Coopeagropal | Hamzahet | Suksong et
(%) 2006 2008 al. 2019 al. 2020
Materia 96.19 16.06 . . .
Organica
Carbono 55.79 9.32 - 48.7 45.1
Humedad 52 48.15 62.79 67 68.6
Aceites 3.04 - - - 4.23

Fuente: Elaboracion propia.
Nota: La humedad fue determinada por POLIUNA vy el resto de los analisis se realizaron en el Laboratorio de
Hidrogeologia y Manejo de Recursos Hidricos. Los andlisis de Palma Tica y Coopeagropal se presentan en

los Anexos 1y 2, respectivamente.

En la literatura, Gnicamente se encontrd un andlisis de materia organica reportado por Palma Tica en
el 2006 (ver Anexo 1), el cual arrojo un porcentaje relativamente bajo de este componente (16.06%),
a diferencia del presente estudio. Por otro lado, el porcentaje de carbono obtenido en el presente
trabajo concuerda con los resultados reportados por Hamzah et al. (2019) y Suksong et al. (2020); en
cambio, Palma Tica reporta un valor menor. En cuanto a los porcentajes de humedad y de aceites,

los valores obtenidos concuerdan con los valores de referencia.

En el Cuadro 10 se muestran los porcentajes de materiales lignoceluliticos presentes en la muestra
de fibra de pinzote estudiada; el componente que se encuentra en mayor porcentaje es la celulosa
(43.89%), sequida por la hemicelulosa (25.34%) y en Gltimo lugar, la lignina (6.21%). Se realizo

una comparacion de los resultados con los reportados por otros autores y se encontré una variacion
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importante, especialmente en el caso de la lignina (ver Cuadro 10). De acuerdo con Lucana (citado
por Gamarra, 2016), dicha variacién de los compuestos lignoceluliticos en una misma especie
vegetal puede estar asociada a factores edafoclimaticos, el desarrollo de las plantas o tratamientos
silviculturales.

Cuadro 10. Porcentajes de materiales lignoceluliticos en fibra de pinzote obtenidos en el presente
estudio en comparacién con valores reportados por otros autores.

| Valores de referencia (%)
Valor i
Componente | obtenido 'I_'orr(_as, Garcia Quesada Moncaday | Hamzah Suksong
(%) Chinchillay etal. 2015 Castro etal. et al.
Ramirez 1999 2010 2016 (2019) (2020)
Lignina 6.21 20 10.23 16 24.33 22.1 28.3
Celulosa 43.89 28.5 44.97 38 30.42 38.3 40.1
Hemicelulosa 25.34 16.2 19.92 28 12.55 35.3 24.3
Fibra neutro
detergente 76.1 70 - - - - -
(FND)
Fibra acido
detergente 50.76 54.2 - - - - -
(FAD)

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: los valores de FDN, FAN, lignina, celulosa y hemicelulosa fueron determinados por el LAPAV-UNA.

Adicionalmente, durante la revision de la literatura, se observé una variacion en los métodos
utilizados para realizar el andlisis de lignina, lo cual puede ser otro factor que influye en las
diferencias en los resultados de distintos autores. Algunas metodologias solo determinan una
fraccion de este componente, generalmente basado en su solubilidad en una disolucién de &cido
sulfarico. Cabe mencionar que, para el presente estudio se determiné la fracciéon de lignina acido
detergente empleando el método de Van Soest; mientras que otros autores determinan la fraccién de
lignina insoluble en &cido segun el método Klason, y otros reportan la lignina total (la cual incluye

tanto la fraccion insoluble en &cido como la soluble).

Con respecto a los porcentajes de fibras, los valores obtenidos son relativamente altos (76,1% FND
y 50,76% FAD) y concuerdan con los reportados por Torres et al (1999). Dichos autores atribuyen

la lenta degradacion de la fibra de pinzote a los altos porcentajes de fibras y de lignina que contiene.

Por otra parte, se realiz6 un analisis de nutrientes minerales presentes en la muestra de fibra de
pinzote, cuyos resultados se muestran en el Cuadro 11; los valores obtenidos se compararon con los

reportados por Palma Tica (ver Anexo 1) y Coopeagropal (Ver Anexo 2). Se encontré que hay
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bastante similitud entre los valores de este estudio con los reportados por Palma Tica en cuanto a las
proporciones de los elementos analizados, ya que en ambos casos el macronutriente que se
encuentra en mayor cantidad es el potasio, seguido por nitrégeno, calcio, magnesio, fosforo, y
azufre. En contraparte, los datos de Coopeagropal, presentan mayor concentracion de fésforo que
los casos anteriores. Por otro lado, en lo que respecta a los microelementos, se encontrd que los tres
analisis cuentan con concentraciones muy distintas, pero estos concuerdan en que el hierro presenta

los valores mas altos y el boro los mas bajos.

Cuadro 11. Andlisis de nutrientes presentes en fibra de pinzote obtenidos en el presente estudio.

Valores de referencia
Nutriente otlenoigl o Palma Tica | Coopeagropal
2006 2008
Nitrogeno 0.65% 1.29% 0.87%
Faésforo 0.06% 0.15% 1.04%
Calcio 0.13% 0.45% 0.24%
Magnesio 0.07% 0.24% 0.12%
Potasio 1.01% 1.96% 2.34%
Azufre 0.05% 0.11 % no reportado
Hierro 829 ppm 3855 ppm 359.8 ppm
Cobre 13 ppm 25 ppm 15.2 ppm
Zinc 16 ppm 38 ppm 72.36 ppm
Manganeso 30 ppm 70 ppm 15.11 ppm
Boro 7 ppm 15.38 ppm 12.25 ppm

Fuente: Elaboracion propia.
Notas: El analisis de nutrientes fue realizado por CIA - UCR. Los andlisis de Palma Tica y Coopeagropal se

presentan en los Anexos 1y 2, respectivamente.

Para efectos de los requerimientos nutricionales de P. ostreatus, este necesita sustratos con alto
contenido de carbono, fibras y materiales lignoceluliticos (Rivera-Omen, Martinez-Mamian y
Morales-Velasco, 2013); sin embargo, dichos los autores no indican valores especificos. Por su
parte, Chang y Miles (citado por Ruilova et al., 2017), recomienda usar sustratos con relacion C/N
entre 32 y 150 como los mas apropiados para el cultivo de Pleurotus spp. Para efectos del presente
trabajo se obtuvo un valor de C/N de 85.83, tomando como referencia los porcentajes de carbono y
nitrégeno presentados en los Cuadros 10 y 11, respectivamente. En lo referente al nitrégeno, de
acuerdo con Cruz (2015), los sustratos donde se desarrolla este hongo contienen valores de

nitrégeno que oscilan entre 0.1% y 1%.
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No se encontraron datos del efecto del resto de nutrientes analizados en el metabolismo del hongo.
Sin embargo, dado que la fibra de pinzote cuenta con las caracteristicas indicadas por la literatura, se

considera un sustrato adecuado para ser degradado por P. ostreatus.

FASE I1. INOCULACION DE MUESTRA DE RESIDUOS CON P. OSTREATUS

Cultivo del hongo

Las placas de P. ostreatus obtenidas del Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Ciencias
Biologicas de la UNA, se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente hasta que el
microorganismo colonizara la placa. En Figura 4a se observa la muestra inicial del hongo inoculado
en placas con medio PDA 'y en las figuras 4b y 4c, las placas colonizadas por el hongo a una semana

y las dos semanas, respectivamente.

Figura 4. Cepas iniciales de P. ostreatus obtenidas del Laboratorio de Microbiologia de la Escuela
de Biologia. Se observan las dos placas inoculadas con el hongo en el dia 0 (a.), crecimiento del
hongo a una semana de incubacion (b.) y colonizacion total de la placa a las dos semanas de
incubacién (c.).

Posteriormente, se utilizaron técnicas de preservacion del hongo con el fin de contar con muestras
viables al momento de la preparacién de los ensayos. Para esto se probaron tres técnicas de
preservacion: agua destilada estéril (ADE), aceite mineral y resiembra periddica en placas con
medio fresco. De las técnicas anteriores, se evalud el crecimiento a una semana de la inoculacion y
Unicamente se observé crecimiento con la resiembra periddica en placas. Por lo tanto, se eligio este

método para la preservacion de las muestras.

Seguidamente, se tomo una porcién del micelio de las placas colonizadas por el hongo y se paso a
medio liqguido GMY modificado. EI hongo se incubd en este medio por 15 dias bajo condiciones

controladas (en oscuridad, agitacion a 125 rpm y temperatura entre 23-24°C), con lo cual se obtuvo
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el crecimiento del micelio de P. ostreatus. Finalmente, se tomaron las alicuotas del medio con

micelio para realizar el montaje de los ensayos.

'b)

Figura 5. En la imagen de la izquierda (a.) se observan los medios liquidos inoculados con el micelio
proveniente de las placas totalmente colonizadas y en la imagen de la derecha (b.) se observa el
medio a los 15 dias, donde se aprecia el crecimiento del micelio.

Montaje de ensayos y analisis de la degradacién de los residuos

Como se mencion6d en la metodologia, se montaron cinco ensayos por triplicado, de los cuales,
cuatro se tomaron como controles del proceso. El primer ensayo (1-C) posee unicamente suelo
estéril, el segundo (2-C), tiene suelo estéril y una alicuota de P. ostreatus en medio liquido, el
tercero (3-C) tiene suelo estéril, y fibra de pinzote estéril, el cuarto (4-C) tiene suelo sin esterilizar,
una alicuota del hongo y fibra de pinzote sin esterilizar y el quinto (5-E) tiene todos los elementos
del ensayo anterior, pero en condiciones estéeriles. Cabe indicar que, ademéas de los elementos
mencionados, a todos los ensayos se les agreg6 agua destilada estéril en las semanas finales con el

fin de mantener la humedad requerida (entre 70 y 80%) para la supervivencia del hongo.

Todas las muestras fueron preparadas en la camara de flujo laminar del Laboratorio de Control
Biologico de la Escuela de Ciencias Agrarias, UNA y fueron trasladadas al Laboratorio de
Hidrogeologia y Manejo de Recursos Hidricos de la Escuela de Ciencias Ambientales para su
almacenamiento durante el periodo del ensayo (70 dias) para su evaluacion cualitativa y

cuantitativa.

Evaluacion cualitativa de los ensayos

La evaluacion cualitativa se realizé de forma semanal mediante la observacion de las muestras,
tomando como indicadores el crecimiento micelial en el sustrato y la formacién de macroestructuras
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del hongo. En el Cuadro 12 se presenta el nivel de crecimiento, observado por semana, del hongo P.

ostreatus durante el periodo del ensayo de degradacion.

Cuadro 12. Evaluacion cualitativa del crecimiento del hongo P. ostreatus durante el periodo del
ensayo de degradacion.

Semana
Ensayo Muestra
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1-C1 N N N N N N | N* | N* | N* | N* | N*
Suelo estéril 1-C2 N N N | N | N | N| N| N|]NJ|N/|N
1-C3 N N N N N N N N N N N
2-C1 N B B B | B* | B*| B*| B* | B* | B* | N
Suelo estéril + 2.C2 N B B B* B* B* B* B* B* B* B*
P. ostreatus

2-C3 N B B B | B* | B | B | B* | B* | B* | B*
Suelo + fibra 3-C1 N N* N* | N* | N* | N* | N* | N* | N* | N* | N*
de pinzote 3-C2 N N* N* | N* | N* | N* | N* | N* | N* | N* | N*
(estéril) 3-C3 N N N | N* | N* | N* | N* | N* | N* | N* | N*
Suelo + fibra 4-C1 N B* B | B* | B | B | B | B | B | B* | B
+ P. cz:}rr]eatus 4-C2 N B* B* B* B* B* B* B* B* B* B*
esterilizar) 4-C3 N B* B* | B | B*| B* B | B" | B*|B*| B*
. N B B M A A A A A A

Suelo + fibra >El A
+ P. ostreatus 5-E2 N B B M A A A A A A A
(esteril) 5E3 N B B M| M|A|A|A|A|A|A

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: N: negativo, B: bajo, M: medio, A: alto y *: se observé contaminacidn con otros microorganismaos.

Como se observa en el Cuadro 12, en los controles que no fueron inoculados con el hongo (1-C y 3-

C) no se observo crecimiento micelial de P. ostreatus. Sin embargo, estos fueron contaminados con

la presencia de otros microorganismos. Por otro lado, en los controles 2-C y 4-C se llegd a observar

un crecimiento bajo del hongo durante las 10 semanas del ensayo, ademas de contaminacion con

otros microorganismaos.
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Control 1-C

Control 2-C

Control
3-C

Control 4-C

4-C3 semana 7 4-C1 semana 10

Figura 6. Fotos de los controles del ensayo durante distintas semanas.

Fuente: Elaboracion propia.
La presencia de microorganismos diferentes al hongo P. ostreatus fue detectada en casi todos los
controles (a excepcidn de la muestra 1-C3). Este se determind por el crecimiento de micelio con
textura y coloraciéon distinta a la del Pleurotus (ver Figura 6). De acuerdo con Castillo, la
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contaminacion en los ensayos estériles (1-C, 2-C y 3-C) puede atribuirse a que estos organismos
hayan entrado en estado de latencia por cuestiones de supervivencia y al tiempo transcurrido

después del autoclavado (comunicacién personal, 03 de setiembre, 2018).

Figura 7. Muestras de placas Petri con el cultivo de los microrganismos que contaminaron los
controles (a y b) e identificacion mediante microscopia de Penicillium sp. y Trichoderma sp. (cy d,
respectivamente).

Para identificar los microorganismos que contaminaron los controles, se tomaron muestras de estos
y se cultivaron en placas con medio PDA para su posterior analisis en el microscopio. Este proceso
dio lugar a la identificacién de los hongos Trichoderma sp. y Penicillium sp. (Ver Figura 7) por

parte del personal del Laboratorio de Control Bioldgico de la Escuela de Ciencias Agrarias.

Segun Ardon (2007), estos microorganismos forman parte de un grupo de hongos verdes conocidos
por ser contaminantes comunes en cultivos comerciales de P. ostreatus. Ardén (2007) también
indica que los hongos del género Trichoderma son los mas dafiinos para estos cultivos porque
pueden descomponer celulosa, tienen capacidad de funcionar como parasitos y ocasionan descenso
del pH a valores entre 4 y 5. Esto concuerda con lo reportado por Filippi et al. (2019), quienes
indican que, el proceso de esterilizacion del sustrato con autoclave es insuficiente para la produccion

de hongos ostra libres de contaminacion; por lo que, utilizaron acido peracético activo sumado al
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tratamiento térmico inicial y obtuvieron resultados efectivos para asegurar el control de

contaminantes.

De acuerdo con lo anterior, el bajo crecimiento en los controles inoculados con P. ostreatus (2-C y
4-C), se atribuye en gran medida a la competencia con otros microorganismos. Adicionalmente, en
el caso del control 2-C, este contiene Unicamente suelo como sustrato, el cual no cuenta con los
requerimientos nutricionales del hongo y no favorece su crecimiento, ya que P. ostreatus se

alimenta de sustratos lignoceluliticos ricos en carbono (Rivera-Omen et al., 2013).

En los controles 1-C, 2-C y 3-C no se esperaba tener crecimiento de otros microorganismos debido a
que se procuraron condiciones estériles. Sin embargo, como se mencion0 anteriormente, esto se
atribuye a su resistencia al autoclave, por lo que se recomienda reforzar la esterilizacién mediante el

uso de &cido peracético activo.

Por otro lado, la resistencia de estos microorganismos y su crecimiento exitoso en el medio, dan
indicios de que también pueden ser evaluados como alternativa para acelerar la descomposicion de

la fibra de pinzote en futuras investigaciones.

En cuanto al ensayo 5-E (suelo y fibra de pinzote estériles inoculados con P. ostreatus), no hubo
contaminacion por otros microorganismos y en todas las muestras se observd un crecimiento
micelial a partir de la semana 1. En la semana 3 ya se encontraba el sustrato totalmente colonizado
por el hongo, obteniendo un tiempo de corrida de micelio de 21 dias. Por otro lado, se comenzaron a
observar primordios (primer componente visible del cuerpo fructifero del hongo), a partir de la

semana 4 del ensayo, obteniendo un alto crecimiento en todas las muestras.

En comparacion con el estudio realizado por Herndndez y Lépez (2006), el tiempo de corrida de
micelio se considera dentro de un rango adecuado; dichos autores utilizaron distintos residuos
lignoceluliticos como sustratos para P. ostreatus, obteniendo tiempos de corrida de micelio de 18,
20, 23 y 27 dias con: aserrin (control), capacho de uchuva, cascara de arveja y tuza de mazorca,

respectivamente.

Por otro lado, Fajardo (2016); reporta que, en un sustrato de rastrojo de pifia y suelo estéril, los
primeros componentes visibles del cuerpo fructifero de P. ostreatus se encontraron a partir de la
semana 7. Esto indica que; la fibra de pinzote es un sustrato mas eficiente que el rastrojo de pifia

para el crecimiento del hongo, al obtener primordios en menor tiempo.
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Con lo anterior se evidencia que el hongo P. ostreatus es capaz de utilizar la fibra de pinzote como
sustrato y degradarlo en condiciones controladas y estériles, donde no deba competir con otros

microorganismos.

Semana 1

Semana 3

Semana 7

Semana 10

Figura 8. Fotos de las muestras del ensayo 5-E durante la semana 1, 3, 7 y 10.

Fuente: Elaboracion propia.
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Evaluacion cuantitativa de los ensayos

Para esta etapa se realizaron mediciones de carbono y nitrégeno en el Laboratorio de Hidrogeologia
y Manejo de Recursos Hidricos de Ciencias Ambientales durante el dia 0 y el dia 70 del periodo del
ensayo. Con dichos datos se obtuvieron las relaciones carbono — nitrégeno (C/N) promedio para
cada uno de los controles y el ensayo, dichos datos se presentan en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Valores de la relacion C/N en las muestras al inicio y al final del ensayo.

Ensavo Semana 0 Semana 10
y CIN CIN
1-C Suelo estéril 5.95 1.26
2-C Suelo estéril + P. 577 1.035
ostreatus
3-C Suelo + fibra de 32.19 4.21
pinzote (estéril)
Suelo + fibra +
4-C P. ostreatus (sin 36.25 29.45
esterilizar)
Suelo + fibra +
5-E P. ostreatus 42.26 11.76
(estéril)

Fuente: Elaboracion propia.

Se observa que, en todos los ensayos se generd una disminucion de la relacion C/N, indicando
degradacion del material. Lo cual, en las muestras control, se atribuye a la presencia de distintos

microorganismos y en el ensayo 5-E principalmente a la accion del P. ostreatus.

En los controles 1-C y 2-C, la relacion inicial de C/N es muy baja y ambos tienen en comun que el
sustrato es Unicamente el suelo. De acuerdo con Soto et al. (2016), la relacién C/N es un indicador
de la mineralizacién de la materia organica, cuyos valores varian de acuerdo con las caracteristicas
predominantes del suelo y se considera que un indice de C/N normal, donde existe un balance de

inmovilizacion/mineralizacion del nitrgeno, se encuentra entre 10y 12.

En este caso, la relacion C/N indica que el suelo tiene baja cantidad de carbono con relacion al
nitrégeno, lo cual concuerda con los hallazgos de la evaluacion cualitativa; donde se observo que, el
crecimiento de P. ostreatus fue muy bajo en el control 2-C, lo que se atribuye a los requerimientos
nutricionales del hongo (sustratos lignoceluliticos ricos en carbono). Sin embargo, tanto en los
controles 1-C y 2-C, se observa disminucion de la relacién C/N, lo que indica que la materia

organica restante fue degradada por los otros microorganismos que colonizaron el sustrato.
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Con respecto a los valores iniciales de C/N, los mas elevados corresponden a los controles 3-C, 4-C
y el ensayo 5-E. Esto concuerda con lo indicado por Galindo y Romero (2012), quienes indican que
los valores iniciales del C/N en compost realizado a partir de racimos vacios de palma africana son
muy altos (entre 40 y 50) y son disminuidos en las primeras semanas, alcanzando valores inferiores

a 20 alrededor de la semana 5.

En la Figura 9 se muestra la variacion de la relacion C/N en la semana 0 y la semana 10. Se observa
una disminucioén mas significativa en el ensayo 5-E y el control 3-C con lo cual se evidencia que el
P. ostreatus realiza una degradacion mas eficiente en condiciones estériles (ensayo 5-E), donde no
hay competencia con otros microorganismos. Caso contrario sucede en el control 4-C, donde las
condiciones no son estériles y se determind la presencia de otros microorganismos que compiten con

el P. ostreatus, resultando en una mayor relacién C/N en la semana 10.

50
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Semana 0 Semana 10

——1-C —@—2-C 3-C —e—4-C 5-E

Figura 9. Gréfico de relacion C/N en las muestras de la semana 0 a la 10.
Por otro lado, el control 3-C no fue inoculado con el hongo por lo que la disminucidén de la relacidn
C/N se atribuye Unicamente a la presencia de los microorganismos que contaminaron la muestra,

identificados como Trichoderma sp. y Penicillium sp, que sugiere que estos organismos son capaces

de degradar la fibra de pinzote de manera eficiente.
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Esto concuerda con los hallazgos de Siddiquee et al. (2016), quienes sometieron racimos vacios de
palma africana a un tratamiento con cepas de hongos del género Thricoderma para acelerar el
proceso de compostaje a un periodo de 30 dias. En dicho estudio, los valores iniciales de C/N fueron
mas bajos (10.42), pero los valores al finalizar el estudio fueron de 3.33 y 2.79; los cuales son

similares al valor obtenido en el control 3-C (4.21).

Cabe mencionar que, en los controles 1-C, 2-C y 3-C se esperaba que no hubiera disminucion
significativa de C/N. Sin embargo, lo anterior no condiciona los resultados, dado que este cambio se
atribuye a la presencia de otros microorganismos resistentes al autoclave, lo cual fue un factor
imprevisto y se presentan las recomendaciones correspondientes para futuros estudios. Esta
degradacion observada permite suponer que estos microorganismos pueden también ser utilizados
para el tratamiento del residuo. Adicionalmente, en el ensayo 5-E se demuestra que, el P. ostreatus

en condiciones libres de competencia, genera una reduccion de la relacion C/N.

FASE I1I. CARACTERIZACION DEL PRODUCTO DEGRADADO

Con el fin de determinar el valor nutricional del producto obtenido, se tomaron muestras de cada
ensayo al finalizar el periodo de 70 dias. Dichas muestras fueron enviadas al Centro de
Investigaciones Agrondmicas de la UCR para su analisis. Los parametros analizados incluyen:
calcio (Ca), magnesio (Mg), fésforo (P), cobre (Cu), hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn) y
potasio (K). En el Cuadro 14 se muestra los resultados del anélisis de las concentraciones de los

nutrientes del suelo en los ensayos al finalizar los 70 dias.

Cuadro 14. Analisis de los elementos de fertilidad del suelo en los ensayos al finalizar los 70 dias.

Unidades cmol(+)/L mg/L

Elemento Ca Mg K P Zn Cu | Fe Mn
1-C 1.96 0.85 0.36 3 1.1 1 7| ND
2-C 1.85 0.87 0.52 3 1.1 1 6 | ND
3-C 1.64 1.33 1.6 3 1.1 1 174 55
4-C 1.8 1 1.44 2 1.1 1 15 3
5-E 2.29 1.66 151 1 1.2 3 18 2
Valor de

referencia

(nivel critico) 4 1 02| 10 3 1 10 5

Fuente: CIA-UCR.
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Para la interpretacion de los resultados, se tom6 como referencia el nivel critico de cada elemento
para la solucién extractora utilizada, este dato fue brindado por CIA-UCR junto con el resultado de
los andlisis. De acuerdo con Méndez y Bertsch (2012), el nivel critico es la concentracion de un
elemento por encima de la cual no hay un aumento significativo en la produccion de biomasa de la
planta, o bien, por debajo de la cual se espera respuesta positiva en la produccion si el elemento es

afadido.

Como se observa en el Cuadro 14, los ensayos que cuentan Unicamente con suelo (1-C y 2-C), a
nivel general, poseen una menor cantidad de nutrientes, presentando valores menores al nivel critico

en calcio, magnesio fésforo, hierro y manganeso.

Por otro lado, en todos los ensayos que contienen fibra de pinzote (3-C, 4-C y 5-E) se observa un
aporte importante de potasio, magnesio, hierro y manganeso; lo cual concuerda con la composicion
de la fibra de pinzote (ver Fase I, Cuadro 11). Adicionalmente, se nota un incremento en los valores
de calcio y cobre en el ensayo 5-E. Por lo tanto, se muestra el aporte nutricional que se realiza al
suelo mediante el uso de fibra de pinzote sometida a un proceso de degradacion microbiana.

En lo que respecta a los ensayos restantes, se observa que en el control 3-C los niveles de hierro y de
manganeso son de 174 y 55 mg/L, respectivamente. De acuerdo con Méndez y Bertsch (2012), los
valores mayores a 100 mg/L de hierro y a 50 mg/L de manganeso, son considerados valores altos en
la interpretacion de andlisis de fertilidad de suelos. Sin embargo, Bertsch (2022) indica que es
normal encontrar valores altos de estos elementos en abonos organicos (especialmente en el caso del

hierro).

Por otro lado, en los ensayos 4-C y 5-E, se observa un mayor balance en cuanto a las cantidades de
nutrientes, ya que aumentan macronutrientes como el calcio (en ambos casos) y magnesio (solo en
5-E); ademas, se regulan las cantidades de micronutrientes como hierro y manganeso. Esto se puede
atribuir a la presencia del P. ostreatus en ambos ensayos, a diferencia del control 3-C que no fue

inoculado con el hongo.

Pese a que las cantidades de macroelementos aumentan en el ensayo 5-E, algunos de los nutrientes
aun se encuentran por debajo del valor de referencia (nivel critico). Esto mayormente en el caso del
calcio, fésforo y zinc. Sin embargo, es importante recordar que, en los analisis de los elementos de

fertilidad de suelos, Unicamente se contempla la proporcién de los nutrientes que se encuentra
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disponible para ser absorbida por las plantas. Y en el caso de los abonos organicos, la liberacion de
nutrientes es méas lenta debido a que estos se encuentran en su forma orgénica y deben pasar por un
proceso de mineralizacion (Herndndez, 2014). En esta misma linea, Bertsch (2022) explica que,
existe poca informacion sobre valores minimos y porcentajes de variacion aceptables en la

interpretacion de analisis quimicos de abonos organicos.

En el Cuadro 15 se muestran los resultados del analisis de las relaciones de los elementos asociados
con la fertilidad del suelo, en los ensayos al finalizar los 70 dias. Se determinaron las siguientes
relaciones entre los elementos de la fertilidad del suelo: Ca/Mg, Ca/K, Mg/K y Ca+Mg/K.

Cuadro 15. Andlisis de las relaciones de los elementos de fertilidad del suelo en los ensayos al
finalizar los 70 dias.

Ensayo | Ca/Mg | Ca/K | Mg/K | Ca+Mg/K | C/N
1-C 231 | 544 | 236 4.27 1.26
C 213 | 356 | 1.67 3.98 1.04

-C 123 | 1.03 | 0.83 2.87 4.21
C
E

1.80 1.25 | 0.69 3.60 29.46
1.38 152 | 1.10 3.67 11.76
Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con Méndez y Bertsch (2012), la mayor parte de las muestras presenta escasez de
magnesio con respecto al potasio (Mg/K menor a 2.5) y escasez de calcio (Ca/Mg<2 y Ca/K<5).
Esto se debe a que los valores de potasio son mucho mayores y este presenta una relacion
antagonica con ambos elementos. Unicamente en los controles 1-C y 2-C se observa una relacion
Ca/Mg adecuada y en el caso de la relacion Ca/K solo el control 1-C se encuentra dentro del rango
adecuado; lo cual se ve afectado por la adicién de la fibra de pinzote, con altos contenidos de
potasio. En estos casos, se puede optar por enriquecer el sustrato con fertilizantes inorganicos que

aporten calcio y magnesio con el fin de aumentar el valor agronémico del abono.

En cuanto a la relacion C/N, Campitelli, (2014) indica que, un abono tipo compost debe tener
valores menores a 20 o o mas cercano a 15 para estar en condiciones de ser utilizado, si la relacién
es muy baja, se puede dar la perdida de nitrégeno por volatilizacion de amoniaco o por lavado. Por
otro lado, si la relacion es muy alta, los microorganismos empezaran a competir con las plantas por
el nitrégeno disponible (Galindo y Romero, 2012). Como se muestra en el Cuadro 15, solo el ensayo
5-E se encuentra dentro del rango indicado; ya que el control 4-C tiene un valor mayor y del 1-C al

3-C, los valores son muy bajos.
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V. CONCLUSIONES

La fibra de pinzote analizada presenta un 96,2% de materia organica, 52% de humedad, 55.79% de
carbono y 3% de aceites. En cuanto a materiales lignoceluliticos tiene un 43.89% de celulosa,
25.34% de hemicelulosa y 6.21% de lignina. Contiene porcentajes de fibra relativamente altos
(76,1% FND y 50,76% FAD). Adicionalmente, los andlisis de nutrientes minerales reflejan que el
macronutriente que se encuentra en mayor cantidad es el potasio (1.01%), seguido por el nitrégeno
(0.65%), calcio (0.13%), magnesio (0.07%), fésforo (0.06%), y azufre (0.05%). En cuanto a los
microelementos, el hierro es el que se encuentra en mayor concentracion (829 ppm) y el boro en

menor concentracion (7 ppm).

Se demostré que el hongo P. ostreatus es capaz de utilizar la fibra de pinzote como sustrato y
degradarla eficientemente en condiciones controladas y estériles. Obteniendo un tiempo de corrida

de micelio de 21 dias y una relacion carbono nitrégeno de 11.76 a los 70 dias.

Al haber presencia de otros microorganismos, el hongo P. ostreatus presenta un bajo crecimiento y

disminuye la eficiencia de degradacion de la fibra, obteniendo una relacién C/N final de 29.45.

Los hongos del género Trichoderma y Penicillium también mostraron ser descomponedores
eficientes de la fibra de pinzote, ya que en el ensayo 3-C se obtuvo una relacion C/N de 4.21 con la

presencia de estos hongos.

Se encontr6 que al exponer residuos de fibra de pinzote al hongo P. ostreatus en condiciones
controladas y estériles se obtiene un producto viable para su uso como abono organico, dado que
cuenta con una adecuada relacién C/N y un aporte de nutrientes mas balanceado que los controles

del ensayo.

42



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda implementar una fase a mayor escala en condiciones estériles, sustituyendo el

método de cultivo del hongo mediante el uso de semillas comerciales.

Se recomienda utilizar un método de esterilizacion que combine un tratamiento térmico inicial con
la adicion de acido peracético activo con el fin de asegurar el control de contaminantes en el

proceso.

Evaluar el uso de fibra de pinzote como sustrato para la produccion comercial de P. ostreatus y el
aprovechamiento del subproducto final como abono organico. Dicho estudio se debe complementar
con el analisis de residuos de agroquimicos en el hongo al final de la cosecha para determinar su

viabilidad para consumo humano.

Realizar estudios de hongos de los géneros Thricoderma y Penicillium como posibles aceleradores
de la descomposicion de fibra de pinzote. Ya que estos demostraron ser resistentes a las condiciones

de competencia en medios no esterilizados.

Para futuros estudios, se recomienda complementar los andlisis del sustrato con: medicion de pH,
tasa de respiracion de CO, biodisponibilidad de nutrientes y pruebas de germinacion. Esto con el fin

de complementar la informacion del valor agronémico del producto degradado.
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VIII. APENDICES

Apéndice 1. Determinacion de carbono, nitrogeno, relacion C/N y prueba de valores atipicos segin método de Grubbs, realizado a las

muestras al inicio del ensayo (semana cero).

Ensayo | Carbono | Nitrégeno C/N Promedio eDS(:Z\Qg;'ron R tF;bIe C/N Promedio eDsiz\::g;Iron
1-C1 3.0445 0.5125 | 5.9401 | 5.9401 1.148 | 5.94013938

1-C2 3.2602 0.5125 | 6.3611 | 6.3611| 6.0852 0.2390 0.9137 | 1.148 5.9473 0.0101
1-C3 3.0518 0.5125 | 5.9544 | 5.9544 1.148 5.95437

2-C1 3.4846 14524 | 2.3991 | 2.3991 1.148 2.39913

2-C2 5.1046 1.4524 | 3.5145| 3.5145| 2.7229 0.6893 0.3946 | 1.148 2.7229 0.6893
2-C3 3.2755 1.4524 | 2.2552 | 2.2552 1.148 2.25515

3-C1 ND 0.1617 ND ND 1.148

3-C2 5.2047 0.1617 | 32.1888 | 32.1888 | 32.1888 - - 1.148 32.18879 | 32.1888 -
3-C3 ND 0.1617 ND ND 1.148

4-Cl 9.2344 0.2703 | 34.1673 | 34.1673 1.148 34.16730

4-C2 9.4111 0.2703 | 34.8212 | 34.8212 | 36.2541 3.0657 1.148 34.82115 | 36.2541 3.0657
4-C3 10.7497 0.2703 | 39.7739 | 39.7739 0.9921 | 1.148 39.77392

5-E1 17.3842 0.4175 | 41.6393 | 41.6393 1.148 | 41.6392993

5-E2 17.8992 0.4175 | 42.8729 | 42.8729 | 50.0190 13.4599 1.148 | 42.8729494 | 42.2561 0.8723
5-E3 27.3646 0.4175 | 65.5448 | 65.5448 0.9900 | 1.148

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: En los casos que se indica ND no se pudieron obtener datos porque se perdio la muestra.




Apéndice 2. Determinacion de carbono, nitrégeno, relacion C/N y prueba de valores atipicos segun método de Grubbs, realizado a las

muestras al final del ensayo (semana 10).

Ensayo | Carbono | Nitrogeno C/N Promedio De§V|aC|én R R CIN Promedio De§V|aC|én
estandar tabla estandar

1-C1 0.34009 0.98 | 0.3470 | 0.3470 1.148 | 0.34702874

1-C2 20.327 0.98 | 20.7418 | 20.7418 | 7.7516 11.2866 1.824 | 1.148 1.2564 1.2861

1-C3 2.12251 0.98 | 2.1658 | 2.1658 1.148 | 2.16582225

2-C1 1.14479 0.56 | 2.0443 | 2.0443 1.148 | 2.04427411

2-C2 24.9645 0.56 | 44.5794 | 44.5794 | 15.5499 25.1605 | 0.7261 | 1.148 1.0351 1.4271

2-C3 0.01457 0.56 | 0.0260 | 0.0260 1.148 | 0.02601922

3-C1 1.98068 1.344 | 1.4737 | 1.4737 0.0880 | 1.148 | 1.47372183

3-C2 6.34566 1.344 | 4.7215| 4.7215| 4.2140 2.5250 1.148 | 4.72147415 | 4.2140 2.5250

3-C3 8.66439 1.344 | 6.4467 | 6.4467 1.148 | 6.44671859

4-Cl ND 0.448 | ND ND 1.148

4-C2 14.6193 0.448 | 32.6324 | 32.6324 | 29.4564 4.4916 1.148 | 32.6323801 | 29.4564 4.4916

4-C3 11.7736 0.448 | 26.2803 | 26.2803 1.148 | 26.2803437

5-E1 2.12979 0.42 | 5.0709 | 5.0709 1.1176 | 1.148 | 5.07093139

5-E2 5.71328 0.42 | 13.6030 | 13.6030 | 11.7628 5.9877 1.148 | 13.6030494 | 11.7628 5.9877

5-E3 6.97804 0.42 | 16.6144 | 16.6144 1.148 | 16.6143852

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: En los casos que se indica ND no se pudieron obtener datos porque se perdié la muestra
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Composicion quimica de la fibra de pinzote de Palma Tica, Planta Naranjo, afio 2006.

% mg/I %
N P Ca |Mg |K S Fe Cu|Zn|Mn | B MO | C.O. | Humedad
1291 015| 045|024 |1.96 | 011 | 3855 | 25 |38 | 70 | 15.38 | 16.06 | 9.32 48.15
Fuente: Miguel Garcia (comunicacion personal, 02 de abril, 2018).
Anexo 2. Composicion quimica de la fibra de pinzote de Coopeagropal, afio 2008.
Componente Resultados Oxidas
Macro Nutrientes ppm % %
Nitrégeno total N 8 700 0,87 NA
Fosforo P 10 420 1,04 2,39
Potasio K 23 430 2,34 2,82
Calcio Ca 2 425 0,24 0,34
Magnesio Mg 1237 0,12 0,21
Micro Nutrientes
Hierro Fe 359,8
Manganeso Mn 15,11
Boro B 12,25
Cobre Cu 15,20
Zinc Zn 72,36
Molibdeno Mo 6,04
Aluminio Al 1111
pH 6,77
Contenido de Humedad % 62,79
Conductividad Eléctrica 0,72

Fuente: Heiner Gutiérrez (comunicacion personal, 26 de setiembre, 2017).
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