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Se describe un procedimiento para la produccion de
biogas que utiliza una mezcla especifica de hongos
del rumen. El procedimiento mejorara la produccion
de biometano y biogéas de la digestion anaerdbica. Se
seleccionaron cuatro especies de hongos
anaerodbicos aislados del rumen, particularmente,
Orpinomyces sp., Piromyces sp. y Anaeromyces sp.,
Neocallimastix frontalis, y estas especies se
mezclaron. A continuacion, se afiadié la mezcla de
hongos del rumen que contenia cuatro especies en
los digestores anaerébicos alimentados con estiércol
animal en diferentes proporciones de inoculacién: 5%
(R1), 15% (R2), 20% (R3) (V/v).
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DESCRIPCION

Procedimiento para producir biogas en las digestiones anaerébicas con hongos del

rumen

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a la producciéon de biogas en digestores anaerdbicos.
La invencion esta particularmente relacionada con un procedimiento, que incluye una

mezcla que comprende hongos del rumen y mejora la produccion de biometano y biogas

en digestores anaerobicos.

Antecedentes de la invencion

Los beneficios por la produccién de energia amigable con el medio ambiente y de bajo
costo son de gran importancia en el uso diario debido a la sobrepoblacién y al rapido

crecimiento de las industrias en todo el mundo.

Dado que el objetivo principal de la energia renovable es reducir la pobreza y permitir un
desarrollo sostenible, en los Ultimos afnos muchos paises han comenzado a utilizar
energia renovable. Otra razén por la que la energia renovable se ha vuelto prominente es
que reduce las reservas de recursos energéticos no renovables que se sabe causan el

cambio climatico.

De este modo, las fuentes alternativas de energia, como por ejemplo la energia solar, la
geotérmica, la olamotriz, la biomasa y la hidraulica, se consideran posibles fuentes de
energia renovable. La biomasa es una de las alternativas mas importantes en las fuentes
de energia renovables, que se describe como una materia organica que se origina en la

captura fotosintética de la energia solar y se almacena como energia quimica.
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Por tanto, la biomasa es un material biolégico eficiente que se puede utilizar como
combustible proporcionando energia en términos de energia renovable y sostenible. Si
bien existen muchas fuentes de biomasa, incluidos los desechos y residuos de cultivos
agricolas, residuos sélidos municipales, aguas residuales, cultivos y residuos forestales,
y residuos industriales y animales, el estiércol animal se define como una fuente primaria

de biomasa, ya que generalmente se deposita en la tierra.

Ya existen algunos avances presentes y conocidos en el estado de la técnica que se han
proporcionado a la bioenergia a partir de la biomasa de estiércol y de los lodos de las

depuradoras.

Por ejemplo, en el documento de patente rusa con el nimero RU2419594C1 dentro del
estado conocido de la técnica, la invencién hace referencia a la produccion agricola, en
particular, para completar el tratamiento y recuperacion de desechos de estructuras de
animales para producir energia eléctrica y térmica, para agua circulante y fertilizantes. La
fase liquida de la sobrefermentacién se evapora para secar el fertilizante concentrado.
Hay que tener en cuenta que el vapor se convierte en agua para que sea utilizado en
segun se necesite en el proceso. Una parte de la masa homogénea se quema para limpiar
el biogas obtenido al pasar a través del agua para producir biometano para proveer al
consumidor. El agua se satura con sustancias organicas que se van a utilizar como
fertilizante liquido. El aire procedente de las instalaciones de produccion se recoge para
facilitar la combustién de la masa homogénea con mayor emision de calor. El residuo de
la combustién se utiliza como fertilizante mineral. Los gases de escape se limpian de los
aditivos volatiles sélidos pasandolos a través del agua y saturandolos con sustancias
minerales para su uso como fertilizantes minerales. El gas de escape purificado se utiliza

para generar energia eléctrica para alimentar invernaderos.

En el documento de patente internacional con el numero W09325671A1 conocido dentro
del estado de la técnica, se describe un método para clonar los clones de xilanasa a partir
de un hongo de rumen anaerébico que incluye las etapas de: (I) cultivar un hongo de
rumen anaerobico; (I1) aislar la totalidad del ARN del cultivo en la etapa (lll); (Ill) aislar el
poli A <+> ARNm de la totalidad del ARN mencionado en la etapa (ll); (IV) construir una
biblioteca de expresién de cDNA; (V) ligar el cDNA a un vector de expresién bacteriéfago

seleccionado de lambda ZAP, lambda ZAPIl o vectores de propiedades similares; (VI)
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seleccionar clones recombinantes positivos de xilanasa en un medio de cultivo que
incorpora xilano mediante deteccion de hidrélisis de xilano; y (VII) purificar clones
recombinantes positivos de xilanasa. También se proporcionan clones recombinantes
positivos para xilanasa producidos por el método mencionado anteriormente, asi como
clones recombinantes positivos para xilanasa que tienen las siguientes propiedades: (l)
produccion de zonas de eliminacion de xilano en un cultivo que contiene ADNc de
xilanasa derivado de N. patriciarum; (lI) que tiene actividad en la hidrdlisis de xilano pero
que no tiene actividad en relacién con la hidrélisis de CMC o celulosa cristalina. También
se proporcionan diversas moléculas de ADNc que pueden utilizarse en el método

mencionado anteriormente.

En el documento de patente de los Estados Unidos de América, nimero US6458580B1
dentro del estado conocido de la técnica, se describe un procedimiento para promover el
crecimiento de al menos un hongo anaerdébico en el rumen de un animal rumiante, el
procedimiento comprende la etapa de administrar al rumen una cantidad eficaz de una

fuente de azufre resistente a la degradacion.

A pesar del hecho de que es ventajoso depurar el estiércol de animal como fertilizante
para los suelos y para la obtencion de nutrientes para los cultivos alimentarios, estudios
recientes muestran que la limitacion de tierras para la eliminacién de grandes cantidades
de desechos [vertederos] y los procesos de alimentacion limitados se han convertido en
un problema en los ultimos tiempos. Ademas, la salud publica y el medio ambiente se ven
amenazados porque el estiércol animal es la principal fuente de mal olor, patégenos
dafinos y gases nocivos, que son téxicos y dafiinos para los organismos vivos. Por lo
tanto, el uso de estiércol animal como una fuente de biocombustible se ha vuelto crucial

para evitar la acumulacion de residuos y dafios ambientales.

Es por eso que se utiliza la bioaumentacion, que es un procedimiento para el
enriquecimiento de microorganismos especificos que se utiliza en los digestores
anaerobicos para mejorar los rendimientos de la hidrélisis, la recuperacion de nutrientes
y la produccién de biogas, aunque algunos estudios han evaluado la bioaumentacion de
los procesos de digestion anaerébica con fluido ruminal y bacterias ruminales

anaerodbicas.

Tal y como se puede comprender a partir de los documentos mencionados anteriormente,
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ya se utilizan diferentes métodos a fin de mejorar la composicion y aumentar la produccion

de biogas en los digestores anaerdbicos.

Breve descripcion de la invencién y sus objetivos

El objetivo de esta invencién es la produccién de biogas en digestores anaerébicos

mediante el uso de hongos del rumen.

Otro objetivo de esta invencion es obtener una mejora en la produccién de biometano a
partir del estiércol animal mediante bioaumentacion utilizando hongos anaerébicos en el

rumen.

En este procedimiento, se puede observar que los efectos de la bioaumentacién de
hongos del rumen anaerébicos en varias proporciones de inéculos sobre la produccion
de biogas de digestores anaerdbicos alimentados con estiércol animal. La mayor
produccién de biogas se observé en el digestor R2 (15%) con una tasa de 5500 mL/d,

casi el 60% del biogas total, debido a la adiciéon de hongos del rumen anaerdbicos.

En términos de la mayor produccion de biogas, los hongos anaerébicos del rumen
parecen ser una alternativa prometedora para mejorar la produccion de biogas a partir de
diferentes tipos de compuestos lignocelulésicos debido a su sistema enzimatico

ligninolitico extracelular no especifico.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente invencion, todas las muestras de rumen que comprenden liquidos y sélidos
se tomaron por medio de fistulas de rumen de animales lecheros (peso vivo 400-450 kg)
utilizando procedimientos secretos realizados por veterinarios. Un bovino tenia mas de
dos afos de edad y estaba alimentado con forraje para animales, apenas hierba,

hortalizas, ensilaje y proteina de soja durante los periodos de verano e invierno.
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Las muestras de rumen se recogieron a las 6 h después de la alimentacion desde la parte
focal del rumen. Todas las muestras de liquido ruminal se lavaron con nitrégeno gaseoso
(N2) para proporcionar condiciones anaerébicas como consecuencia del apilamiento y la

fijacion.

Una parte de las muestras de liquido del rumen se guardo a -20°C para extraer su ADN
para el examen metagenomico del liquido del rumen. A partir de ese fluido del rumen, se
analizaron hongos del rumen aislados y cultivados mediante el uso de técnicas de analisis
de la cepa y andlisis filogenético para identificar especies de hongos anaerdbicos del

rumen.

Se seleccionaron cuatro especies aisladas de hongos anaerdbicos del rumen
(Orpinomyces sp., Piromyces sp. y Anaeromyces sp., Neocallimastix frontalis) y estas
especies se mezclaron en una proporcion de 30% de Orpinomyces sp., 25% de
Piromyces sp., y 25% de Anaeromyces sp., y 20% de Neocallimastix frontalis. A
continuacion, se anadié una mezcla de hongos del rumen que contenia cuatro especies
en diferentes proporciones de inéculo: 5% (R1), 15% (R2), 20% (R3) (v/v).

Para comprender el efecto de los hongos del rumen anaerébicos en la produccién de
biogas, uno de los digestores no se bioaumenté con hongos del rumen anaerdbicos para

tenerlo como un digestor de control: 0% (RO).

Los digestores anaerdbicos alimentados con estiércol animal se prepararon y se pusieron
a funcionar con volumenes de 900 ml durante 40 dias a 40°C para comprender el efecto
de los hongos anaerébicos del rumen en la produccién de biogas. La produccion de
biogas y biometano se midié para evaluar el rendimiento de los digestores anaerobicos.
El efecto de inhibicién de los digestores se controlé con la medicién de los acidos grasos

volatiles (AGV o VFA por sus siglas en inglés de "volatile fatty acids").

Finalmente, se utilizd lllumina Miseq para identificar la dindmica de la comunidad
microbiana y se utilizé gPCR para determinar el numero de células activas de los hongos
anaerobicos del rumen. Posteriormente, los datos metagendémicos obtenidos a partir de
la totalidad de ADN purificado se analizaron detalladamente para determinar la

clasificacion de los hongos del rumen y la funcién del gen.
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En primer lugar, las muestras de ADN calificadas se nebulizaron en fragmentos mas
pequenos. Luego, se utilizaron la ADN polimerasa T4, la polinucleétido quinasa T4 y el
fragmento Klenow para convertir los salientes en extremos romos. Los adaptadores se
ligaron a cada fragmento de ADN tras la adicién de adenina al extremo 3' de los extremos
romos fosforilados. Se usaron perlas de ampure para deshacerse de los fragmentos

cortos.

Posteriormente, se evalud la calificacién y la cuantificacion de las bibliotecas de muestras
con Agilent 2100 Bioanalyzer y ABI StepOnePlus Real-Time PCR System. Las bibliotecas
se secuenciaron utilizando la plataforma lllumina HiSeq™. Las lecturas de secuenciacion
calificadas inicialmente producidas por la plataforma lllumina se refinaron y se sometieron

a un montaje de novo a través de SOAPdenovo2 y Rabbit.

Se utilizaron céntigos [del inglés "contig" o "contiguous"] ensamblados para predecir
genes a través de MetaGeneMark a finde construir un catélogo de genes especifico del

proyecto.

Después de mapear las lecturas preprocesadas en la base de datos IGC, se obtuvieron
los genes y se agregaron al catédlogo de genes. La redundancia fue eliminada usando
CD-Hit. Finalmente, el analisis BLAST del catalogo de genes con algunas bases de datos

se realizé con el propdsito de la anotacién funcional y taxondmica.

Los hongos del rumen anaerébicos se cultivaron en medios complejos mediante el uso
de protocolos descritos previamente. Soluciéon de sal contenida (g/L) KH2P04, 3,0;
(H)2S0, 3,0; NaCl, 6,0; MgSO, 0,6; CaCl, 0,6 se prepararon para su uso en medios.
Solucién salina, 150 ml; centrifugada con liquido ruminal, 200 ml; Bactocasitona (Difco),
10 g; extracto de levadura (Oxoid), 2,5 g; NaHCO, 6 g; L-cisteina, HC1, 1 g; fructosa, 2 g;
xilosa, 2 g; celobiosa, 2 g; solucién de resazurina (0-1%, p/v), 8 g; soluciéon de
oligoelementos, 10 ml; se afiadieron a los medios una soluciéon de haemin, 10 ml y agua

desionizada hasta 900 ml.

A continuacién, los medios se sometieron a autoclave durante 20 min a 115°C. Después
de tratar los medios en autoclave, se anadié una solucion de vitamina al 0,1% (v/v).
Solucién de antibiéticos al 0,1% (v/v) que contiene penicilina (5 g/L), estreptomicina (5

g/L), neomicina (5 g/L) y cloranfenicol (5 g/L) también se afiadio al medio de aislamiento
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para suprimir crecimiento bacterial.

Después de preparar los medios, todos los cultivos se incubaron bajo CO2 a 39°C durante
una semana para reproducir los hongos del rumen. Cuando los hongos anaerdbicos del
rumen alcanzaron la densidad éptica, se transfirieron anaerdbicamente a reactores

discontinuos para bioaumentar la digestion anaerdbica del estiércol animal.

Las especies de hongos aisladas del fluido ruminal y del estiércol de vaca se identificaron
mediante la secuenciacion del ADN micético por medio de la identificacidén de la cepa y
del analisis filogenético. Se utilizé un espaciador transcrito interno completo (ITS: parcial
18S, completo ITS 1, 5.8S, ITS 2 y parcial 28 S) para realizar la identificacion de cepas y

el analisis filogenético de hongos anaerdbicos aislados.

Se usaron pares de cebadores ITS1 (5'- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3")/ITS4 (5'-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') y L1 5'-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-
3')NL4 (5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3') para amplificar el dominio D1 y D2 en el
extremo 5' de la subunidad grande (LSU = /arge sub unit) de ADN ribosomal,

respectivamente.

Segun lo sugerido por Hibbett, se demarcaron diferentes regiones del locus de ARNr
utilizando las secuencias consenso CATTA/CAACTTCAG (final de 18S / inicio de 5.8S) y
GAGTGTCATTA / TTGACCTCAAT (final de 5.8S / inicio de 28S) de una manera
consistente. La alineacion de secuencias utilizando MAFFT y el analisis filogenético
utiizando Mr Bayes del paquete de bioinformatica Geneious v6 se realizaron para

reconstruir el analisis filogenético.

El impacto de los hongos anaerdbicos del rumen en la produccion de biogas y biometano
se determind utilizando lotes de reactores anaerdbicos. Se utilizaron lodos granulares
cultivados en un reactor anaerobico discontinuo en serie a escala de laboratorio (900 mL)
(ASBR por sus siglas en inglés de "anaerobic sequenced batch reactor”) como indculos

metanogénicos.

El ASBR se realizé a 40°C, y la glucosa y el acetato (80%:20%, calculado como demanda
quimica de oxigeno) se utilizaron como materia prima a una tasa de carga organica de 1

g de demanda quimica de oxigeno (DQO) / (L-dia). Se usaron diferentes concentraciones
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iniciales de hongos anaerdbicos del rumen y 3 g de VS/L de lodos metanogénicos en

experimentos por lotes realizados a 40°C.

Se mezclaron cuatro tipos de hongos anaerdbicos del rumen a una velocidad equivalente.
El medio de cultivo comprende hongos anaerdbicos del rumen (Orpinomyces sp.,
Piromyces sp., Anaeromyces sp. y Neocallimastix frontalis) se utiliz6 en varias
proporciones de inéculo: 0% (RO-Control), R1 (5%), R2 (15%), R3 (20%) (v/v). El reactor
de control no fue enriquecido por hongos anaerébicos del rumen. Se anadidé inéculo
fungico solo una vez al comienzo del experimento. Ademas del estiércol, se afiadieron

lodos granulares y agua para obtener las condiciones ideales.

Después del apilamiento y la fijacion, el nitrdgeno gaseoso proporciondé un ambiente
anaerobico en todos los reactores. Se utilizé el contador Miligas (Ritter Digital Counter,
U.S.A.) para medir las salidas de gas. El pH se ajust6é a 7-7,4 y se agrego alcalinidad para
mantener el pH. Todos los reactores se pusieron a funcionar durante 40 dias. El tampén
contenia (por L): 1,0 g de NH4CI; 0,4 g de K2HP04.3H20; 0,2 g de MgC12.6H20; 0,08 g
de CaC12.2H20, 10 ml de solucion de oligoelementos y 10 ml de solucién de vitamina

madre.

Se prepararon un oligoelemento y una solucion vitaminica. Después de la preparacion,

se ajustaron de acuerdo con el procedimiento descrito en nuestro estudio anterior.

Todos los analisis quimicos de alcalinidad, sélidos totales (TS por sus siglas en inglés de
"total solids") y solidos volatiles (VS por sus siglas en inglés de "volatile solids") se
realizaron de acuerdo con los métodos estandar. La produccion de biogas se controld

mediante el uso de contadores Milligas (Ritter Digital Counter, U.S.A.) en ambos SBR.

La composicién del gas y la concentracion de AGV se midieron mediante cromatografia
de gases con un detector de ionizacion de llama (Perichrom, France y Agilent
Technologies 6890N, USA, respectivamente) y una columna Elite-FFAP (30 mx 0,32 mm).
El punto de ajuste del horno fue de 100°C y la temperatura maxima de la entrada fue de

240°C. Ademas, se utilizé gas helio como gas portador a una velocidad de 0,8 ml / min.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir biogas en digestores anaerébicos mediante el uso de
5 mezclas que incluyen hongos del rumen, caracterizado por que el procedimiento

comprende las siguientes etapas:

- seleccionar cuatro especies de hongos anaerodbicos aislados del rumen en una
proporcion de 30% de Orpinomyces sp., 25% de Piromyces sp., 25% de

10 Anaeromyces sp., y 20% de Neocallimastix frontalis a la mezcla,

- anadir estas cuatro especies mezcladas en los digestores anaerdbicos
alimentados con estiércol animal en diferentes proporciones de inéculos: 5% (R1),
15% (R2), 20% (R3) (v/v).
15
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anaerobicos que comprenda afiadir una mezcla de los cuatro hongos mencionados en la reivindicacion 1 de la
solicitud.

Por ellos, la reivindicacién 1 cumple el requisito de novedad (art. 6.1 de la L.P.)
Sin embargo, dicha reivindicacion no cumple el requisito de actividad inventiva (art. 8.1 de la L.P)

El documento DO1 se considera el documento méas cercano del estado de la técnica ya que describe un proceso para
elevar el rendimiento en la produccion de biogéas a partir de estiércol animal utilizando hongos anaerobicos del rumen.
En este documento se utilizan tres de los hongos mencionados en la solicitud, como son Anaeromyces, Piromyces,
Orpinomyces, bien solos 0 combinados.

La reivindicacion 1 difiere del procedimiento descrito en DO1 en que se utiliza una mezcla de hongos que contiene,
ademas de hongos de los tres géneros mencionados en D01, otro hongo anaerdbico ruminal de la especie
Neocallimastix frontalis. Ademas, los cuatro hongos se encuentran en la mezcla en unas proporciones concretas
(25% de Anaeromyces, 25% de Piromyces, 30% de Orpinomyces, 20% Neocallimastix frontalis) y se utiliza en
diferentes proporciones al inocularla en los digestores.

En la solicitud en estudio no existen datos que prueben un efecto técnico asociado a esta diferencia (adicion de del
hongo Neocallimastix frontalis, combinacion de los cuatro hongos y adicion al digestor en las proporciones
reivindicadas), por lo que el problema técnico a resolver por la invencién se considera que es proveer de un método
para producir biogas en presencia de hongos anaerébicos del rumen, alternativo al ya divulgado en DO1.

La solucién que propone la solicitud de afiadir el hongo de la especie Neocallimastix frontalis y mezclar en unas
proporciones especificas los hongos no se puede considerar inventiva. Por un lado, el hongo anaerdbico
Neocallimastix frontalis ya ha sido aislado del rumen con anterioridad y utilizado en digestores anaerébicos con el fin
de producir biocombustibles (ver documentos D02-D04) y, por otro lado, las proporciones de cada hongo en la
mezcla, asi como las proporciones en que la mezcla se inocula en el digestor son elecciones arbitrarias, sin efecto
técnico demostrado.

Seria pues evidente para un experto en la materia, a la vista de documento D01, afiadir otros hongos anaerébicos a
los ya utilizados y probar diferentes proporciones de los mismos. Para que la selecciéon de una mezcla particular,
como la de la reivindicacion 1, tenga actividad inventiva, la seleccion debe implicar un efecto técnico y no ser
arbitraria.

Por tanto, la reivindicacionl cumple el requisito de novedad pero no el de actividad inventiva.
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