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Resumen

El biogas es una fuente de energia renovable que se obtiene a partir de la descomposicion de sustratos
organicos en ausencia de oxigeno, esto en un proceso conocido como digestion anaerobia. Dentro de los
distintos tipos de sustratos aprovechables, los residuos agricolas representan una opcion destacada. En el
estado de Guanajuato, durante el afio 2024 se generaron aproximadamente 51,648 toneladas de residuos
derivados del cultivo de frijol, los cuales en su mayoria no cuentan con un manejo adecuado para su
disposicion final. Este estudio evalu6 el potencial de produccion de biogas a partir de paja de frijol (PF) sin
pretratar mediante digestion anaerobia, considerando tres variables clave: la relacion sustrato/inéculo (S/I)
(0.5, 1.0, 2.0 y 4.0), la concentracion del inéculo (250 y 500 g/L) y el tamafio de particula de la paja (mallas
#12 y #20). Los experimentos se realizaron en condiciones en lote durante 36 dias a temperatura ambiente.
Se observé que la mayor produccion acumulada de biogas (582.1 mL/g SV) se obtuvo con la relacion S/l de
0.5, concentraciéon de inoculo de 500 g/L y malla #20. La produccion disminuyd significativamente con
relaciones S/l de 2.0 y 4.0, probablemente debido a la acumulacién de acidos grasos volatiles que inhiben la
metanogénesis, reflejada en una caida del pH por debajo de 5.0. El analisis estadistico reveld que solo la
relacion S/l tuvo un efecto significativo en la produccion de biogas (p < 0.001), mientras que la concentracién
de inéculo y el tamafio de particula no mostraron diferencias estadisticas relevantes. Sin embargo, el uso de
particulas mas pequefias resultd en una ligera mejora en la produccion, aunque no significativa, por lo que
se sugiere utilizar tamafios mayores en futuros estudios para reducir costos de molienda. Ademas, se
concluy6 que el aumento en sélidos totales por mayor concentraciéon de inéculo no causé aglomeracion del
sustrato ni afectd negativamente el rendimiento, lo que permite utilizar cualquiera de las dos concentraciones
sin comprometer la eficiencia del proceso, siempre que se mantenga una relacién S/I baja (0.5 o 1.0). Los
rendimientos obtenidos fueron similares o superiores a lo reportado en estudios previos para otros sustratos
lignocelulésicos que fueron sometidos a pretratamientos. Estos hallazgos refuerzan la viabilidad de la PF
como fuente sostenible para la generacién de biogas.
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Abstract

Biogas is a renewable energy source obtained from the decomposition of organic substrates without oxygen,
a process known as anaerobic digestion. Among the various types of usable substrates, agricultural waste
represents a prominent option. In Guanajuato, approximately 51,648 tons of waste derived from bean
cultivation were generated during 2024, most of which were not properly managed for final disposal. This
study evaluated the biogas production potential from unpretreated bean straw (BS) through anaerobic
digestion, considering three variables: substrate/inoculum ratio (S/l) (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0), inoculum
concentration (250 and 500 g/L), and straw particle size (#12 and #20 mesh). Experiments were conducted
under batch conditions for 36 days at room temperature. The highest cumulative biogas production (582.1
mL/g VS) was observed with a S/I ratio of 0.5, an inoculum concentration of 500 g/L, and a #20 mesh size.
Production decreased significantly with S/I ratios of 2.0 and 4.0, probably due to the accumulation of volatile
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fatty acids that inhibit methanogenesis, reflected in a drop in pH below 5.0. Statistical analysis revealed that
only the S/l ratio had a significant effect on biogas production (p < 0.001), while inoculum concentration and
particle size did not show relevant statistical differences. However, the use of smaller particles resulted in a
slight, although not significant, improvement in production, so it is suggested to use larger sizes in future
studies to reduce milling costs. Furthermore, it was concluded that the increase in total solids due to higher
inoculum concentration did not cause substrate agglomeration or negatively affect yield, allowing either
concentration to be used without compromising process efficiency, provided a low S/l ratio (0.5 or 1.0) was
maintained. The yields obtained were similar to or higher than those reported in previous studies for other
lignocellulosic substrates that underwent pretreatment. These findings reinforce the viability of PF as a
sustainable source for biogas generation.

Introduccion

Los biocombustibles se han presentado como una opcién viable para reducir la dependencia de los
combustibles fosiles y mitigar las emisiones de gases de efecto invernadero (Demirbas, 2009). Su produccion
a partir de residuos agricolas no solo proporciona una solucion para la gestion de desechos, sino que también
impulsa el desarrollo econémico en areas rurales (Mussatto et al., 2010). El biogas es un biocombustible que
se obtiene a partir de un proceso conocido como digestion anaerobia el cual consiste en la descomposicién
de materia organica llevada a cabo por microorganismos en ausencia de oxigeno. La composicién tipica del
biogas es metano (CH,) en un 50-70 %, di6xido de carbono (CO,) en un 30-50 %, y trazas de gases como
sulfuro de hidréogeno (H.S), amoniaco (NHs), vapor de agua y compuestos organicos volatiles (Deublein &
Steinhauser, 2008). Se pueden emplear distintos sustratos organicos para la produccidon de biogas, entre
ellos, residuos generados durante y después de las cosechas.

En el 2024, México se posicioné como el octavo productor mundial de frijol, con una produccion de 723,642
toneladas, lo que represento6 el 3.9% del area global dedicada al cultivo y el 3.5% del volumen mundial
(Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2024). En particular, el estado de Guanajuato
se encuentra dentro del top 10 en volumen de produccion de frijol a nivel nacional con 37,426 toneladas
(CESAVEG, 2022). Durante la cosecha del frijol se generan residuos agricolas como paja, tallos y vainas
secas. Estos residuos comunmente se queman en el campo o se abandonan sin tratamiento, lo cual
contribuye significativamente a la contaminacién del aire, a la degradacion del suelo y a problemas de salud
publica. En el municipio de Irapuato, la quema a cielo abierto esta prohibida conforme al Reglamento de
Proteccion y Preservacion del Ambiente, y puede ser sancionada con multas que van desde $22,628.00 hasta
$5,657,000.00 pesos mexicanos (Gobierno Municipal de Irapuato, 2025). Se calcula que la generacion de
residuos procedentes del cultivo de frijol tan solo en el estado de Guanajuato fue de 51,648 toneladas en
2022. Para estimar la cantidad de residuos agricolas generados se utilizé una proporcién de vaina: rastrojo
de 1:1.38 de acuerdo con el Plan de Manejo de residuos agricolas en México publicado por la SAGARPA
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion [SAGARPA], 2015). Cabe
destacar que la paja de frijol contiene en promedio un 92% de materia seca (Escalante-Estrada et al., 2021),
lo que permite su potencial aprovechamiento como insumo agricola o energético.

Para evaluar el potencial de produccién de biogas, resulta esencial tener en cuenta factores como la relacién
sustrato-inéculo (S/1), la concentracion del indculo y el tamafio de particula. La relacion S/I constituye una
medida de la cantidad de microrganismos presentes para degradar el sustrato adicionado y es uno de los
factores mas importantes en pruebas de degradacion anaerobia en lotes (Elbeshbishy et al., 2012). Por otro
lado, el tamafio de la particula del sustrato afecta en la disponibilidad de un sustrato a las enzimas que lo
hidrolizan (Ward et al., 2008). Las particulas pequefias proveen de una mayor area superficial de contacto
para aprovechar el sustrato lo que resulta en un mayor rendimiento de produccion de biogas (Deublein &
Steinhauser, 2008; Kumar et al., 2013). En relacién con la evaluacién de la concentracion de indculo, al
aumentar dicha concentracién, también se incrementa proporcionalmente el contenido de sélidos totales en
la mezcla. El contenido de sdlidos totales puede influir en la produccién de biogas, ya que un incremento
puede provocar la aglomeracion del sustrato, dificultando su degradacion (Abbassi-Guendouz et al., 2012).

pag 2



VOLUMEN 37

‘: ¢ Verano XXX Verano De la Ciencia
/§ ciencia ISSN 2395-9797

www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Examinar estos parametros proporciona una perspectiva general sobre la viabilidad de emplear un sustrato,
ya sea en un proceso de mono-digestion o en co-digestion con otro residuo, con el fin de equilibrar la relacién
carbono/nitrégeno durante la digestion anaerobia. Ademas, la evaluacion de dichos parametros permite
determinar si es necesario aplicar pretratamientos fisicos, quimicos o biologicos que faciliten la
descomposicion del residuo. En el presente trabajo de investigacion, el objetivo fue evaluar el potencial de
produccion de biogas a partir de paja de frijol (PF) considerando distintos parametros como la relacion
sustrato-inéculo (S/1), la concentracion de indculo y el tamafio de particula, para con ello, analizar la viabilidad
como fuente de produccion de energia sostenible.

Metodologia

Recoleccion del sustrato y del inculo

La PF de la variedad de Flor de Junio se recolecté en una parcela de la comunidad Rincén de Centeno, del
municipio de Juventino Rosas, Guanajuato, México. Las coordenadas de localizacion son 20°41'32.2"N
100°54'10.0"W.

La paja seca fue molida en un molino de granos y se tamizé hasta obtener un tamafio de particula deseado.
Las mallas usadas para el tamizado (W.S. Tyler®) fueron #12 y #20.

El in6culo fue extraido de un biodigestor ubicado en la Divisién Ciencias de la Vida de la Universidad de
Guanajuato (20°44'58.0"N 101°19'30.0"W).

Caracterizacion de sustrato y del in6culo

Respecto a la caracterizacion del sustrato y de indculo, se procedié iniciando con la determinaciéon de pH,
esto de acuerdo con el método descrito por Kang et al., 2014. La determinacion de carbohidratos estructurales
(celulosa, hemicelulosa y lignina) se hizo mediante la metodologia reportada por van Soest et al. (1973) y el
contenido de solidos totales (ST) y sdlidos volatiles (SV) se determin6 segun los métodos estandares (APHA,
2005). En las Tablas 1y 2 se indican la caracterizacion fisicoquimica de PF y de inéculo, respectivamente.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de PF.

Parametros PF
Celulosa (%) 37.0+84
Hemicelulosa (%) 159+ 1.1
Lignina (%) 11.7+£2.6
ST (%) 91.5+0.3
SV (%) 85.9+0.5
pH 6.78 + 0.08

Tabla 2. Caracterizacion fisica del inoculo.

Parametro Inéculo

ST (%) 3.655 + 0.024
SV (%) 2.079 + 0.037
pH 8.02+0.11
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Se probaron diferentes valores de relacion S/l (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0), concentracién de indculo (250 y 500 g/L)
y tamafo de paja (malla #20 y #12) para evaluar su efecto sobre la produccion de biogas (Tabla 3). En la
Tabla 4 se indican los tratamientos incluidos en el disefio experimental. Se llevaron a cabo tres réplicas de

cada tratamiento.

Tabla 3. Diseiio experimental para la produccion de biogds a partir de PF.

Variable Nivel

Tamaiio de paja retenida (# malla)’ 20 12

Relacion S/l 0.5 1.0 2.0 4.0
Concentracion de inéculo (g/L) 250 500

Nota. 'El nimero de malla 20 retiene paja con un tamano de particula entre 0.35 a 0.84 mm y el nimero de malla 12 retiene paja con un tamafrio de

particula entre 0.84 a 1.7 mm.

Tabla 4. Tratamientos para evaluar la produccion de biogas a partir de PF.

Tratamiento Tamafo de paja retenida Relacion S/1 Concentracion de inéculo

(# malla) (9/L)
A1 20 0.5 250
A2 20 0.5 500
A3 20 1.0 250
A4 20 1.0 500
A5 20 2.0 250
A6 20 2.0 500
A7 20 4.0 250
A8 20 4.0 500
B1 12 0.5 250
B2 12 0.5 500
B3 12 1.0 250
B4 12 1.0 500
B5 12 2.0 250
B6 12 2.0 500
B7 12 4.0 250
B8 12 4.0 500

Para analizar el efecto de las variables independientes sobre la producciéon de biogés y las diferencias
significativas entre grupos se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn con
correccion de Bonferroni y Holm con un valor alfa de 5% utilizando el software de JASP (Version 0.19.3).

Ensayos de biogas

Para los ensayos de produccién de biogas se utilizaron botellas seroldgicas de un volumen de 120 mL,
manejando un volumen de mezcla de 80 mL y un espacio libre de 40 mL. Los experimentos se llevaron a
cabo en un régimen en lote durante un periodo de incubaciéon de 36 dias en condiciones estaticas a
temperatura ambiente (25 + 4 °C). A las mezclas se afiadid la cantidad correspondiente de sustrato e indculo
con base en la relacion S/l y concentracion de inéculo indicado en cada tratamiento (Tabla 3). El control
negativo consistié en la mezcla de inéculo en agua corriente sin afiadir sustrato.
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La cantidad de biogas se midié por el principio de desplazamiento de liquido usando solucién acidificada con
HCIl a un pH < 2.0. El volumen desplazado se considero igual a la produccion de biogas. Los reactores se
agitaban manualmente al momento de realizar la medicion de gas. Se hizo triplicado por cada tratamiento.

Resultados y Discusion

Produccion de biogas

En los ensayos de produccion de biogas en los que se usé un tamario de paja pequefio (malla #20), la maxima
produccion de biogas acumulada fue de 582.1 mL/g SV, obtenida a una relacién S/l de 0.5 y una
concentracion de indculo de 500 g/L (A2). La menor produccién se obtuvo en el tratamiento A8 (22.0 mL
biogas/ g SV) (Figura 1). Se observo que la produccion fue mayor cuando se emplearon los valores mas bajos
de relacion S/I (0.5 o 1.0). En cambio, a una relacion S/l de 2.0 o 4.0, la produccion de biogas disminuyé
significativamente (Figura 2).
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Figura 1. Produccion de biogds acumulada a partir de PF agrupada de acuerdo con la concentracién de inéculo: A) 250 g/L y b) 500 g/L usando el
tamafo de paja retenida con malla #20.
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Esto nos indica que conforme el contenido de sustrato aumenta en la mezcla, se inhibe la actividad enzimatica
de los microorganismos anaerobios probablemente por la acumulacion de acidos grasos volatiles (AGVs), los
cuales son compuestos inhibidores de la metanogénesis. El incremento de AGVs se ve reflejado en la
disminucion del pH de las mezclas. En las mezclas en las que se uso6 una relacion S/l de 2.0 y de 4.0, el pH
disminuyé por debajo de 5.0. En cambio, en las mezclas en las que se usé una relaciéon S/l de 0.5y 1.0, el
pH se mantuvo por arriba de 6.5. Este fendmeno también fue reportado por nuestro equipo de investigacion
usando residuos de planta de jitomate y de pimiento (Camarena-Martinez et al., 2020). Ademas, Camarena-
Martinez et al., (2020) indicaron que la mayor produccion de metano ocurrié a una relacion S/l de 0.5 al igual
que en este estudio.
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Figura 2. Grdfico de nube de puntos de la produccion de biogds acumulada a partir de PF usando el tamafio de paja retenida con malla #20.

En los ensayos en los que se us6 el tamafio de particula mayor (malla #12), la maxima produccion registrada
fue de 447.5 mL biogas/g SV en el tratamiento B1 (relacion S/l de 0.5 y concentracién de indculo de 500 g/L)
La menor produccion de biogas fue de 37.5 mL/g SV en el tratamiento B8 (relacién S/l de 4.0 y concentracion
de indculo de 500 g/L) (Figura 3). Como se puede apreciar en la Figura 4, también se observé el mismo efecto
de la relacion S/l sobre la produccion de biogas cuando se utilizé el tamario de particula menor. La produccion
de biogas mas alta fue obtenida al manejar valores de S/l 0.5 y 1.0. De igual forma, la produccién de biogas
disminuy¢ significativamente a una relaciéon S/l de 2.0 0 4.0.

pag é



gl - x - VOLUMEN 37
s> ¥ Verano XXX Verano De la Ciencia

DE LA

s ClenCIa ISSN 2395-9797
L www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

700.0

—a&—B1
600.0 ——B3
—8—B5

500.0

(mL/ g SV)
w A
o o
o o
o o

200.0

100.0

Rendimiento de biogas acumulado

0 200 400 600 800
Tiempo (h)

700.0
B2
600.0  —e—B4 b
—0—B6
500.0 |

(mL/ g SV)
w I
o o
o o
o o

200.0

Rendimiento de biogas acumulado

100.0

0.0 &

200 400 600 800
Tiempo (h)

o

Figura 3. Produccion de biogds acumulada a partir de PF agrupada de acuerdo con la concentracién de inéculo: A) 250 g/L y b) 500 g/L usando el
tamario de paja retenida con malla #12.
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Figura 4. Grdfico de nube de puntos de la produccion de biogds acumulada a partir de PF usando el tamafo de paja retenida con malla #12.

De acuerdo con los anadlisis estadisticos, la relacion S/l tuvo un efecto significativo (p < 0.001) sobre la
produccién de biogas. En cambio, las variables tamafio de paja y concentracion de indculo no tuvieron un
efecto significativo (p = 0.813 y p = 0.718, respectivamente). En la Tabla 5 se indican los valores obtenidos
de la prueba de Dunn con correccion de Bonferroni y Holm con respecto a la variable relacién S/I. Se puede
observar que hay diferencias significativas entre todos los grupos, excepto entre los valores de la relacion S/
de 0.5y 1.0. Estos valores de relacidon S/l también han sido reportados como los mas recomendables para
llevar a cabo el proceso de digestion anaerobia de diferentes sustratos (Lesteur et al., 2010; Raposo et al.,
2012).

Tabla 5. Prueba de Dunn para determinar las diferencias significativas entre los grupos de la variable relacion S/I.

Comparacion z Wi W Irb p Pbonf Phoim
05-1 0.860 38.958 34.042 0.410 0.390 1.000 0.390
05-2 3.580 38.958 18.500 1.000 <.001 0.002 0.001
05-4 5.679 38.958 6.500 1.000 <.001 <.001 <.001

1-2 2.719 34.042 18.500 1.000 0.007 0.039 0.020
1-4 4.819 34.042 6.500 1.000 <.001 <.001 <.001
2-4 2.100 18.500 6.500 1.000 0.036 0.215 0.072

Nota. Correlacion biserial por rangos basada en pruebas individuales de Mann-Whitney.

La relacion S/l influye de manera significativa en la produccién de biogas o metano, especialmente durante
la fase de puesta en marcha de la digestion anaerobia. Una relacién adecuada permite equilibrar la oferta de
materia organica del sustrato con la demanda microbiana del in6culo, lo cual favorece la actividad enzimatica,
evita la acumulacién excesiva de AGVs y mantiene condiciones de pH estables (Bong et al., 2017; Ma et al.,
2019). Estudios han demostrado que relaciones S/I demasiado altas (como 3:1 0 4:1) pueden conducir a la
acidificacion del sistema e inhibir la metanogénesis, mientras que relaciones mas bajas (1:2, 1:3 o 1:4) tienden
a estabilizar el proceso y mejorar la produccion de metano (Ma et al., 2019; Li et al., 2022; Demichelis et al.,
2022). Esta relacion representa un parametro critico, no solo para el disefio de sistemas eficientes de
digestion anaerobia, sino también para su aplicacion practica en el aprovechamiento de residuos organicos
tanto convencionales como lignocelulésicos (Parra-Orobio et al., 2015; Ma et al., 2019; Li et al., 2022).
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En fibras vegetales se ha reportado una mayor produccion de biogas al macerar mecanicamente el sustrato
entre 2 mm 100 mm (Mshandete et al., 2006). Ademas, las particulas pequefias evitan la obstruccion del
biodigestor (Kumar et al., 2013). En este estudio fue similar la produccién de biogas entre el tamafio de paja
mayor (#12) y el tamafio de paja menor (#20) por lo que para futuras investigaciones se recomienda el uso
de paja de mayor tamafio ya que requiere menos molienda.

Debido a que la produccion de biogas fue similar entre las diferentes concentraciones de indculo evaluadas
(250 y 500 g/L) se puede deducir que el aumento en los sélidos totales, asociado a una mayor concentracion
de indculo en la mezcla, no generd aglomeracion del sustrato. O bien, que el incremento de ST no fue la
causante de la inhibicion de la metanogénesis cuando se usaron valores de S/l de 2.0 y 4.0. Por lo tanto,
cualquiera de las dos concentraciones de indculo puede utilizarse empleando una relacion S/l de 0.5 o0 1.0
sin comprometer el rendimiento del proceso. El contenido de sdlidos totales varié desde un 0.9 % en los
tratamientos con menor concentracion (relacion S/l de 0.5 y 250 g/L de indculo) hasta alrededor de un 4.9 %
en aquellos con el mayor nivel de solidos totales (relacion S/l de 4.0 y concentracion de indculo de 500 g/L).

La produccion de biogas obtenida a partir de PF en este estudio fue similar o incluso superior a la reportada
para otros residuos lignoceluldsicos. Por ejemplo, Amnuaycheewa et al. (2016) registraron un rendimiento de
322.1 mL de biogas/g SV utilizando paja de arroz pretratada con acido citrico a 35 °C. Lizasoain et al. (2017)
reportaron 585 mL/g SV empleando rastrojo de maiz sometido a pretratamiento térmico mediante explosién
de vapor (160 °C por 2 min) y digestion a 37.5 °C. Theuretzbacher et al. (2015) lograron 286 mL/g SV con
paja de trigo tratada también por explosion de vapor. Por su parte, Abudi et al. (2020) alcanzaron un
rendimiento de 644 mL/g SV utilizando hojas de mango tratadas alcalinamente con NaOH. Asimismo, Dai et
al. (2018) obtuvieron entre 170 y 354 mL/g SV a partir de paja de arroz pretratada enzimaticamente con
celulasa. Finalmente et al., TiSma et al. (2018), lograron obtener 381 mL/g SV usando ensilado de maiz
pretratado con el hongo Trametes versicolor.

Es importante destacar que, a diferencia de estos estudios donde se emplearon diversos métodos de
pretratamiento fisico, quimico o bioloégico para mejorar la digestibilidad del sustrato, en el presente trabajo se
alcanzaron rendimientos elevados utilizando paja de frijol sin pretratar. Este hecho resalta el potencial de la
PF como una opcion viable y eficiente para la produccion de biogas, al reducirse los costos operativos y
energéticos asociados a etapas adicionales de pretratamiento.

Conclusiones

Los resultados de este estudio demostraron que la PF sin pretratamiento tiene un potencial viable como
sustrato para la produccion de biogas mediante digestion anaerobia en condiciones en lote y a temperatura
ambiente. Entre los factores evaluados, la relacion sustrato/indculo (S/I) fue el parametro que mas influyé en
la eficiencia del proceso, siendo las relaciones de 0.5 y 1.0 las que generaron mayores volimenes de biogas.
En cambio, valores mas altos de S/l (2.0 y 4.0) provocaron una disminucion significativa en la produccion,
atribuida a la inhibicién por acumulacién de acidos grasos volatiles y descenso del pH.

El tamafo de particula del sustrato no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la produccion de
biogas, aunque las particulas mas pequefas (malla #20) tendieron a favorecer una mayor liberaciéon de gas.
Debido al mayor requerimiento energético en la molienda, se recomienda el uso de particulas mas grandes
(malla #12) para optimizar el balance energético del proceso.

Por otro lado, la concentraciéon de in6culo (250 y 500 g/L) tampoco mostré diferencias significativas en los
rendimientos de biogas. Esto indica que el aumento de los sélidos totales en la mezcla, asociado a mayores
concentraciones de indculo, no provocd aglomeracion ni inhibicion del proceso, permitiendo el uso de
cualquiera de las dos concentraciones sin afectar la eficiencia, siempre y cuando se mantenga una relacion
S/l adecuada.

En conjunto, estos resultados sugieren que la digestion anaerobia de PF es una alternativa prometedora para
el aprovechamiento de residuos agricolas, contribuyendo a la produccién de energia renovable y a la gestion
sustentable de desechos en regiones productoras de frijol como Guanajuato.
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