1. INTRODUCCION

Las biotecnologias, definidas por Ericksson (1990) como la explotacién técnica (uso) de
procesos bioldgicos, han sido desarrolladas desde tiempos remotos por variadas culturas
en todo el planeta, pero a partir de la segunda mitad del siglo XX, han sufrido un fuerte
incremento en lo relativo a su investigacion y aplicacién en multiples campos como salud,
industria y agricultura, entre otros. Una de estas biotecnologias es la conocida como
biopulpaje, que se podria explicar brevemente como una técnica que utiliza organismos
vivos (generalmente hongos), o los productos o sustancias que estos son capaces de

sintetizar (enzimas), para la produccién de pulpa, celulosa y papel.

Dentro de los productos forestales de exportacion que Chile produce, se destaca
claramente la celulosa. Este producto estrella del medio exportador, se fabrica en el pais
a partir de Pinus radiata D. Don (pino insigne o pino) y Eucalyptus globulus Labill
(eucalipto) mediante el proceso Kraft principalmente. Ademas de este método de pulpaje,
existen otros procesos de obtencién de pasta como el pulpaje mecanico, el quimico y al
sulfito entre otros. No obstante el niumero de procesos que existen, Gémez (1995)
menciona que la técnica Kraft se encuentra masificada a nivel mundial y estima que
continuara siendo el método mas importante de produccion en los préximos anos. De
hecho el 81% de la pulpa quimica es derivada del proceso Kraft (Gonzalez y Garay,
1998).

En la obtencién de la pulpa, una actividad clave es la deslignificacion de la materia prima.
Esta tarea se logra a través de una combinacion de presion, temperatura y reactivos
quimicos, sobre la madera, que varian segun el método de pulpaje utilizado. En la
mayoria de los procesos de pulpaje ocupados en la actualidad, la combinacion de estas
variables requiere de un alto consumo de reactivos y energia. Por otra parte, se suman a
estos costos otros inconvenientes, como las descargas de efluentes contaminantes que
son producto de los procesos de pulpaje y blanqueo, que aparte de causar un dafo en si
al entorno natural y a la vida silvestre, disminuyen las posibilidades de venta del producto

al extranjero.



En muchos lugares del mundo, la conciencia publica respecto al dafo al medioambiente
estd teniendo un fuerte impacto en la industria de celulosa y papel. Por ejemplo,
limitaciones de los volumenes de contaminantes (aéreos, liquidos y sélidos) de las
empresas, determina una restriccion en el uso de cloro y diéxido de cloro para el blanqueo
(Akhtar et al., 1997a). Mas aun, sumado a las presiones sociales y legales nacionales; las
nuevas restricciones que estan imponiendo los mercados mundiales, presentes en los
tratados de libre comercio suscritos recientemente, han impulsado la busqueda de

procesos mas limpios.

Bajo estos conceptos, el biopulpaje, biotecnologia mediante la cual se ha descubierto y
utilizado, parte de las bondades de los hongos de pudricién blanca (HPB), ha adquirido
interés internacional. Estos hongos, que eran considerados una fuente de problemas y
costos para el desarrollo de cualquier actividad forestal maderera, se muestran, en el
presente, promisorios para los objetivos antes sefalados. En sus procesos de
degradacion, estos organismos afectan en diversos grados a la lignina presente en la
madera, dejando a su paso el caracteristico color blanquecino en ella, siendo esta
cualidad la que se esta tratando de aprovechar. La virtud de esta tecnologia, se encuentra
en la capacidad de establecer reacciones especificas, ahorrar energia, entregar procesos
mas inocuos al medioambiente y en constituir una solucién cuando la quimica tradicional
es objetable (Eriksson, 1990). Ademas, el pretratamiento fungoso es un proceso natural;
por lo tanto, no se advierten consecuencias negativas para el entorno (Akhtar et al.,
1998Db).

En adicidn, a los efectos que estos hongos tienen sobre la pulpa, se encuentran cambios
en las caracteristicas de los papeles producidos; la mayoria positivos, algunos negativos y
otros indiferentes, dependiendo de diversos factores que actian generalmente en
multiples combinaciones. En el biopulpaje, como en cualquier proceso industrial que
utiliza microorganismos, existe la posibilidad de aumentar la efectividad y la eficiencia del
proceso con disminucién de los costos involucrados, al optimizar las variables adecuadas
(Akhtar et al., 1996). Por lo antes expuesto, es necesario desarrollar los conocimientos
sobre este tipo de hongos y evaluar tanto cuali como cuantitativamente los compuestos
lignoceluldsicos que han sido afectados en la madera sustrato, como la combinacion de
factores ambientales considerados, para obtener los mejores resultados posibles

(variables respuesta).



La presente memoria esta enfocada a realizar determinaciones de ciertos factores
ecoldgicos que modifican el crecimiento y desarrollo de dos hongos de pudriciéon blanca:
Lentinus edodes y Stereum hirsutum, para hacer una contribuciéon original de la
capacidad lignivora utilizable en los procesos de pulpaje, bajo las variables estudiadas.
Ambas especies, pertenecen al grupo de los Basidiomycetes y en particular a los
denominados hongos lignivoros (destructores de madera). Ademas se trata de especies
saprofitas y de alto valor nutritivo (L. edodes) y en el caso de S. hirsutum, de un hongo
cosmopolita de amplia distribucion en Chile, por lo cual se evitan las complicaciones a

menudo graves, implicitas en la introduccion de entes ajenos al entorno.

Teniendo presente los propésitos de esta memoria, se establecen los siguientes objetivos.

Objetivo general

Analizar el efecto de algunos factores ambientales sobre el crecimiento de dos hongos de
pudricion blanca (Lentinus edodes y Stereum hirsutum) sobre dos especies forestales

(Pinus radiata y Eucalyptus globulus).

Objetivos especificos

"M Establecer los 6ptimos de pH y temperatura del ambiente para obtener el mayor

crecimiento de ambas especies de hongos por separado.

"M Realizar determinaciones de pérdida de peso en las dos especies madereras, para
albura y duramen, en forma separada después de ser atacadas por los hongos en
cuestion, en los 6ptimos de pH y temperatura logrados en el objetivo anterior y

bajo distintas condiciones de tiempo y humedad.

"M Realizar determinaciones quimicas de contenido de lignina, de los tratamientos
que obtuvieron mayor y menor pérdida de peso, para las cuatro combinaciones de
las especies lefiosas bajo la accién de cada uno de los hongos determinados en el

objetivo anterior.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La madera

2.1.1 La estructura de la madera

La madera estd compuesta por células mayoritariamente elongadas. Estan,
preferentemente orientadas en posicion axial. Se comunican entre si a través de
aberturas llamadas puntuaciones o punteaduras. Estas células, varian en su forma de
acuerdo a sus funciones, proveen de resistencia mecanica al arbol y también desarrollan
tanto el transporte de liquidos como el almacenamiento de reservas alimenticias
(Sjostrom, 1993). Su formacién no es constante durante el afo; las células de la madera
de primavera son de paredes delgadas y de lumen amplio. A su vez las células formadas
en verano son generalmente mas largas y delgadas que las de primavera, pero sus

paredes son mas anchas (Gullichsen, 2000).

La madera esta conformada principalmente por células con forma ahusada. Las gruesas
paredes celulares estan compuestas por tres polimeros estructurales (celulosa,
hemicelulosa y lignina) y tiene células contiguas unidas entre si por lignina y pectinas
(lamela media) (Kirk y Cullen, 1998). La pared de una célula lefiosa adulta se compone de
varias capas distintas que difieren unas de otras tanto en su estructura como en su
composicion quimica. Una representaciéon comun de la organizacion de la estructura de la

pared celular y su ultraestructura, se puede observar en la figura 1.



Figura 1: Esquema de la estructura de la madera. Fuente: Kirk y Cullen, 1998.

hiatriz de lignina-hemicelulosa

Figura 1. llustracidn esquemnatica de la ultraestructura de la pared celular. Se presenta la relacidn
entre células contiguas (izg), una vista de todas las capas celulares (centro) ¥ una descripcidn de
las relaciones entre |a lignina, hemicelulosas y celulosa en la pared secundaria (der). El diametro de
cada célula es de aproximadamente 25 pm. 5153, capas de |a pared celular. P, pared primaria y L.
kM, lamela media.

2.1.1.1 Estructura de la pared celular y polimeros constituyentes

La pared celular esta compuesta por capas de microfibrillas: en la pared primaria, las
fibrillas se encuentran orientadas al azar dentro de una matriz consistente de xiloglucanos
y sustancias pécticas en la superficie de la célula (Kirk y Cullen, 1998). La razén del
desorden de esta capa es que, al ser la primera en formarse, permite la expansion de la
célula (Fengel y Wegener, 1984). Sjostrom (1993) observd que esta pared tiene un
espesor de 0,1-0,2 um. y una composicién quimica de celulosa, hemicelulosas, pectina y

proteinas embebidas en una matriz de lignina.

Hacia adentro estan las capas de la pared secundaria (el grueso del peso de la madera),
en las cuales las microfibrillas de celulosa estan organizadas en forma paralela unas de
otras en capas. Dentro de la capa (subestructura de organizacién de las microfibrillas), las
microfibrillas forman un espiral en un angulo con el eje longitudinal de la célula. Tres

regiones son identificadas dentro de la pared secundaria: S1, S2 y S3; dentro de ellas las
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microfibrillas, paralelas entre si, tienen diferentes orientaciones con respecto al eje de la
célula (Kirk y Cullen, 1998)

En la S1, las fibrillas tienen una pendiente helicoidal que varia entre 50 — 70° con respecto

al eje de la célula y su espesor es de 0,2-0,3 pm (Sjostrom, 1993).

La mayor parte de la pared es la capa S2, en la cual las microfibrillas estan en un angulo
agudo con respecto al eje de la célula; el angulo disminuye de la madera joven hacia la
madera adulta, y practicamente las fibrillas estan paralelas al eje celular (Kirk y Cullen, op
cit.). Su espesor varia entre 1 y 5 ym dependiendo si forman parte de madera de
primavera o verano respectivamente y se conforma por un nimero de lamelas variable
(30-150) (Sjostrém, op cit.).

Las fibrillas de celulosa cercanas al lumen de la célula comprenden la tercera capa (S3) y
estan orientadas casi en forma perpendicular al eje longitudinal de la célula (Kirk y Cullen,
op cit.). Es una delgada capa de 0,1 ym aproximadamente y es muy variable dependiendo
de la especie (Sjostrom, op cit.). Se presenta en células parenquimaticas (Fengel y
Wegener, 1984).

La ultima capa fibrilar que rodea el [limen es la capa cerosa. Tiene una alta concentracion
de sustancias no estructurales y le brinda al lUmen una apariencia mas o menos suave
(Fengel y Wegener, op cit). Se presenta en todas las coniferas y en algunas latifoliadas.

Cada especie tiene una capa cerosa caracteristica (Sjostrom, op cit.).

Entre las células existe una fina capa llamada lamela media, que une las células entre si.
En principio no contiene celulosa (Fengel y Wegener, op cit.). Tiene un espesor de 0,2-1
pm excepto en las esquinas. En estadios tempranos de crecimiento se compone
principalmente de sustancias pécticas, para después tornarse altamente lignificada
(Sjostrom, op cit.). Otros autores diferencian una lamela media compuesta, que es una
zona de la lamela media que se encuentra en estrecha asociacion con hemicelulosas,

formando una “zona de transicion” entre la lamela media y la pared primaria.



2.1.1.2 Madera de coniferas

También se las conoce como gimnospermas debido a que su semilla se encuentra

desnuda o no protegida por el ovario de una flor.

En ellas se observa claramente los crecimientos estacionales en forma de anillos; la
madera de primavera es mas clara que la de verano. Se componen principalmente de
traqueidas y de parénquima, aunque también existen células radiales fusiformes, radios
celulares y canales resiniferos. Se comunican por puntuaciones areoladas (Gullichsen,
2000).

En coniferas existen fibras de 3 a 7 mm. de longitud y el diametro dificiimente alcanza a
0,1 mm. (Gonzalez y Garay, 1998). Estudios recientes en Sequoia sempervirens,

creciendo en Chile, constatan longitudes adn superiores’.
2.1.1.3 Madera de latifoliadas

Las angiospermas tienen por su parte, la semilla protegida dentro de un ovario.
Anatémicamente se dice que su madera es porosa debido a la presencia de vasos. Su
composiciéon es mas variada que la de coniferas. El principal componente sigue siendo la
fibra lefosa, pero es mucho mas corta que la traqueida de conifera. También contienen
elementos de vasos que varian enormemente entre especies. Los finales de estas células
son abiertos pero a través de un tejido conectivo llamado placa de perforacion.

(Gullichsen, op cit.).

Las fibras de las especies latifoliadas corresponden a cerca de un tercio en longitud y la

mitad del diametro de las fibras de coniferas (Gonzalez y Garay, op cit.).

2.1.2 Composicién quimica de la madera

' Juan Donoso, Ing. Forestal, Universidad de Chile. Ph.D. Universidad de Paris. Comunicacion personal.



Anselmo Payen en 1838, fue la primera persona en reconocer la composicién natural de
la madera (Adler, 1977). Encontré un tratamiento para la madera con acido nitrico con el
que removia parte de la sustancia lefiosa dejando a su paso un material fibroso al que
llamé celulosa. También notd que el contenido de carbén en la madera era distinto al del
material removido. A esta fraccién rica en carbon que envolvia a la celulosa en la madera
la llamé “la materia incrustante”; mas tarde el concepto de lignina fue acufiado por F.
Schulze en 1865. Sjostrom (1993) menciona que en 1819 De Candolle ya habia
introducido el concepto de lignina derivado de la palabra latina lignum usada

antiguamente para referirse a la madera.

Fengel y Wegener (1984), realizan una separacion de los componentes quimicos de la
pared celular (figura 2). Es asi como describen por un lado a los principales componentes
macromoleculares de la pared (celulosa, poliosas o hemicelulosas y lignina) y por otro a
los componentes de bajo peso molecular (materia organica o extraibles y sustancias
minerales o cenizas). Esto obedece a que el primer grupo se presenta en todas las
maderas y el segundo esta mas relacionado a maderas particulares y cuenta con
variaciones cuali y cuantitativas. En todo caso, las proporciones y la composicién quimica
de la lignina y las poliosas difieren entre coniferas y latifoliadas, mientras que la celulosa
es un componente uniforme en todas las maderas. Dentro de los componentes
lignoceluldsicos, la glucosa y la xilosa son las azucares mas importantes (Cullen y
Kersten, 1996).

Figura 2: Esquema general de los componentes quimicos de la madera. Fuente: Fengel y Wegener
(1984).

Madera

Sustancias de bajo peso maolec. Sustancias macromoleculares
| |
|Materia Drgénica| | Materia inorganica | Folisacaridos Lignina
1 1
| Extraibles | | Cenizas | | Celulosa | | Paliosas

2.1.2.1 Celulosa



La celulosa es la sustancia natural mas importante producida por los organismos vivos.
Se puede estimar que su masa en la biosfera alcanza las 26,5x10"° toneladas (Fengel y
Wegener, 1984). A su vez es el principal componente de la madera, comprende entre 40-
45% de la materia seca de plantas lefiosas y se ubica predominantemente en la pared

secundaria (Sjostrom, 1993).

Su funcidn es ser el principal componente estructural de la pared celular y por extension

del vegetal.

Es un polimero lineal de unidades de anhidrocelobiosa unidas entre si por uniones 3-1.4-
glicosidicas (Kirk y Cullen, 1998). Una molécula de celulosa cristalina (altamente
ordenada) comprende cerca de 10.000 unidades de glucosa (Sjostréom, op cit.). Fuerzas
de Van der Waals y puentes de hidrégeno que interactiuan entre y dentro de las moléculas
de celulosa, hacen a la estructura natural de la celulosa compleja; las moléculas
individuales de celulosa se agrupan en haces conocidos como microfibrillas, las cuales
contienen aproximadamente 40 moléculas individuales de celulosa. Dentro de estos
manojos la celulosa esta ordenada y por eso aparece cristalina en mediciones de
difraccién de luz, pero debido a que las fibrillas tienen un largo rango de curvatura en su
estado natural y estan sujetas a torsiones, en mediciones de difraccidn se observan zonas
de caracter amorfo. Normalmente las celulosas comerciales tienen un grado de
cristalinidad cercano al 48% (Gonzéalez y Garay, 1998). Las microfibrillas estan arregladas
en capas en los planos de la pared celular (Kirk y Cullen, op cit.). Grupos de microfibrillas

conforman fibrillas y por ultimo fibras de celulosa (Sjéstrom, op cit.).

La figura 3 muestra el esquema de la celulosa y de su arreglo espacial en distintos niveles

de organizacién.



Figura 3: Esquema de la celulosa, y microfibrillas de la madera. Fuente: Kirk y Cullen, 1998.

Figura3. La estructura de la celulosa es compleja, aungue la molécula basica (&) es simple, el
namero (n) de unidades de celobiosa por molécula puede ser del orden de 5.000. Una vista de un
terminal de 5 moléculas de celulosa (B), muestra el arreglo en la zona cristalina de la celulosa. Las
microfibrillas de celulosa en la madera contienen aproximadamente 40 cadenas v tienen zonas
cristalinas gque promedian entre 100 v 150 unidades de celobiosa, separadas por zonas amorfas de
menar orden. Los finales de las cadenas de celulosa probablemente se encuentran enterrados
dentro de la matiz (C). a: zona amorfa, b zona cristalina.

2.1.2.2 Hemicelulosas o poliosas

En un principio se creyd que eran un producto intermedio en la biosintesis de celulosa.
Sin embargo, hoy las hemicelulosas pertenecen a un grupo de polisacaridos
heterogéneos que se forman a través de rutas biosintéticas distintas a la de la celulosa.
Al igual que la celulosa, la mayoria de las hemicelulosas cumplen la funcién de soporte en

la pared celular (Sjostrom, 1993).

Las hemicelulosas conforman entre el 22% y el 26% del peso de la madera®. Como la
celulosa, su columna es un polimero lineal de monosacaridos con uniones 3-1,4, pero las
moléculas de hemicelulosa son mucho mas cortas que las de celulosa (del orden de 150 a
200 residuos de azucar). También, al igual que la celulosa, tienen una estereo-regularidad
(figura 4). Sin embargo, difieren de la celulosa en que tiene grupos radicales de azucares,
acidos de azucares y acetil ésteres. Esos grupos limitan a las hemicelulosas en no
cristalinas o sélo pobremente cristalinas, asi es que ellas existen mas como un gel que

como fibras orientadas (Kirk y Cullen, 1998). Las unidades de azucar que posee, permiten

* Javier Gonzalez, Ing. Forestal, Universidad de Chile. Comunicacion personal.
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su descomposicién en grupos como pentosas, hexosas, acidos hexurdnicos y deoxy-
hexosas. La cadena principal de una poliosa puede consistir sélo de una misma unidad
(homopolimero) o de dos o mas unidades diferentes (heteropolimero). En general se las
clasifica segun su componente principal en xilanos, mananos y galactanos (Fengel y
Wegener, 1984).

Existen diferencias entre las hemicelulosas componentes de coniferas y latifoliadas. Las
principales son galactoglucomananos, arabinoglucouronxilanos y arabinogalactanos para
las primeras, y glucouronoxilanos y glucomananos para las deciduas (Sjostrém, 1993).
Como ejemplo, la mayor hemicelulosa en madera de angiospermas (latifoliadas), entre
15% y 30% del peso, es O-acetilglucuronoxilano, y en madera de coniferas la mayor
hemicelulosa es la O-acetilgalactoglucomanano, que comprende cerca del 20% del peso
de la madera (Kirk y Cullen, 1998).

Figura 4: Ejemplo de la estructura de las hemicelulosas. Fuente: Kirk y Cullen, 1998.

CH,0OH_0O, 1 CH,0H_O 4
Sl RO, AT e} RO A
o % o] 4 RO @]
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OH |
HQ o
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H

Figura 4. Esctructura del O-acetilyalactoglucomanano (R = H o acetil), la mayor hemicelulosa de las coniferas. La
relacidn galactosaglucosa:manosa es aproximadamente 1:1:3. Las latifoliadas contienen una menor cantidad de

glucomanano (sin los residuos de galactosa),cuando la relacion glucosa:manosa es 1:1 a 1:2, el polimero puede

o no encontrarse acetilado.

Por otra parte, las coniferas contienen menos poliosas que las latifoliadas (Fengel

y Wegener, op cit.).
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2.1.2.3 Lignina

La lignina es el compuesto aromatico mas abundante en la tierra y comprende cerca del
15% de toda la biomasa terrestre (Cullen y Kersten, 1996; Fengel y Wegener, 1984;
Hammel, 1996). Normalmente los contenidos de lignina varian entre 20 y 40% del peso
seco en las plantas lefiosas. Aparte de esta variacion porcentual, su ubicacién tampoco es
uniforme en la pared celular y en las diferentes partes del arbol (Fengel y Wegener, op
cit.). Higuchi (1990) senala que la lignina se distribuye generalmente con las
hemicelulosas en los espacios intercelulares de las microfibrillas en las paredes primaria y
secundaria y en la lamela media como componente cementante entre las células y como
endurecedor de las paredes celulares del tejido xilematico. Adler (1977) menciona que
para un caso de picea negra observd concentraciones de 22,5%, 49,7% y 84,8%
(peso/peso) para la pared secundaria, lamela media compuesta y las esquinas de las
células respectivamente. Pero hace notar que aunque la pared secundaria es la zona de
menor concentracion de lignina, es la que en total acumula el 72,1% de toda la lignina al
ocupar el 87,4% del volumen del tejido de traqueidas. También existen otras variaciones
como las diferencias entre las maderas de verano y primavera o entre madera de
compresion o traccién y la madera normal. La composicién quimica de la lignina en estas
distintas locaciones generalmente varia. Wardrop (1957) citado por Donaldson (1991),
establece que la lignina se deposita primero en las esquinas de la pared primaria, para
subsecuentemente repartirse dentro de las esquinas de la lamela media, lamela media
compuesta tangencial, lamela media compuesta radial, y por ultimo en la pared

secundaria.

Ademas de la funcién cementante y endurecedora de la lignina, Srebo et al. (1997)
mencionan que este polimero es también una barrera contra el ataque microbiano a la

celulosa y hemicelulosa en los tejidos lefiosos.

La lignina es una estructura completamente diferente de la celulosa y de la hemicelulosa.
Es un polimero ramificado de unidades de fenilpropano unidas entre si por uniones C-C y
C-O-C (figura 5). La mayor union, la subestructura arilglicerol-p-aril eter, comprende cerca

de la mitad del total de uniones entre unidades (Kirk y Cullen, 1998).
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Figura 5: Esquema teorico de la lignina. Fuente: Kirk y Cullen, 1998.
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Figura 5. Formula esquematica mostrando la mayor union entre las unidades fenilpropano de la lignina de coniferas.
En la zona punteada se muestra la mas importante subestructura arilglicerol-B-aril eter

Este compuesto se forma en las paredes celulares de las plantas vasculares mediante
una unién oxidativa de varios precursores relacionados de fenilpropano: alcohol coniferil,
alcohol sinapil, y alcohol p-hidroxycinamil. Peroxidasas o lacasas en la pared celular de la
planta oxidan estos monémeros en un electrén, produciendo radicales fenoxy transitorios
y estables a la resonancia que luego se polimerizan en una variedad de configuraciones.
Los posibles caminos por los que los precursores puedan unirse, pueden ser retratados
de forma simple al dibujar formas convencionales resonantes de radicales fenoxy, para

luego unir a los mas importantes en diferentes combinaciones de parejas (Hammel, 1997).
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En general las ligninas se denominan de dos formas: las guaiacil que derivan del alcohol
coniferil, y las guaiacil-siringil que derivan del alcohol coniferil mezclado con cantidades
variables de alcohol sinapil (Adler, 1977). La mayoria de las ligninas en coniferas son del
tipo guaiacil mientras que las latifoliadas tienen mayor proporcién de ligninas tipo guaiacil-

siringil (Fengel y Wegener, 1984).

La lignina se asocia en forma covalente con las hemicelulosas en la pared celular por
medio de numerosos tipos de uniones. Entre las mas importantes estan las uniones de
éter entre el carbdén bencilico de la lignina y la mitad carbohidratada, las uniones éster
entre carbon bencilico de la lignina y los residuos de acidos uronicos, y las uniones
lignina-glicosidicas. Esta matriz de lignina y hemicelulosa incrusta y protege a la celulosa

de la pared celular vegetal (Jeffries, 1990 citado por Hammel, 1997).

Como se mencion6 anteriormente, existen variaciones en los contenidos y tipo de lignina
dentro de un mismo individuo. Para el caso de P. radiata, Donaldson (1991) investigo su
cambio estacional. Al respecto menciond que aunque el patrén de lignificacién permanece
constante y que el mayor numero de células lignificadas varia alcanzando su maximo en
verano. La lamela media estd completamente lignificada antes de que comience la
lignificacion de la pared secundaria. La fase de lignificaciéon es la ultima etapa en ser
completada al final de la estacion de crecimiento, en el proceso de diferenciacion de una
célula. Es asi como la madera tardia esta sélo parcialmente lignificada al comienzo del

invierno.

2.1.2.4 Compuestos de bajo peso molecular

Su distribucién y composicion es variable en las distintas estructuras morfologicas del
arbol. No participan en las funciones mecanicas y estructurales como los compuestos
antes mencionados, pero su presencia es fundamental para llevar adelante los diversos
procesos metabdlicos que dan vida a un arbol como entregar energia, proteger de
ataques de insectos y hongos o formar parte de enzimas. Su naturaleza es diversa y
como forma de simplificacion para clasificarlos, se los divide en materia organica y

materia inorganica (Sjostrdm, 1993).
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Los primeros son también conocidos como extraibles y entre ellos se pueden mencionar
los compuestos aromaticos (fendlicos) como los taninos y flavonoides, los terpenos, los
acidos alifaticos y los alcoholes. La materia inorganica o ceniza, se compone
principalmente por iones metalicos tales como potasio, calcio y magnesio (Fengel y
Wegener, 1984). Como masa alcanzan generalmente tan solo el 1% del peso seco del
arbol (Sjostréom, 1993), pero en algunas especies puede ser muy superior (ej: entre 1,41%
y 3,05% en tamarugo) (Donoso et al., 1989). Son importantes en la clasificacién
taxondmica de las especies y también juegan un rol importante en procesos industriales
como el pulpaje. Existen otros compuestos en la madera que pertenecen a estos grupos,

pero en tan bajas concentraciones que no es relevante mencionarlos.

2.1.3 Pinus radiata D. Don.

El P. radiata, también conocido como pino insigne o pino de Monterrey, se planta
extensamente en el hemisferio sur, principalmente en Chile, Nueva Zelanda, Australia y
Africa del Sur. Los arboles de plantaciones forestales pueden alcanzar alturas de entre 26
y 30 m. a los 20 afios (Miller, 1999).

El duramen de los arboles de plantaciones es café claro a café rosaceo mientras que la
albura es de colores crema palidos. Los anillos de crecimiento son generalmente anchos y
distinguibles. Son comunes los anillos falsos. La textura de la madera es moderadamente
lisa y fina, y el grano no es entrelazado. La madera de plantaciones de pino tiene una
densidad entre 320 y 480 kg/m® a 12% de contenido de humedad. Se compara su
resistencia a Pinus ponderosa, pero la ubicacién y la tasa de crecimiento pueden causar
variaciones considerables en sus propiedades. La madera se seca rapidamente con una
pequena degradacion. Las sierras trabajan facilmente aunque el grano se tiende a rasgar
alrededor de los nudos. La madera se clava y pega facilmente, acepta bien la pintura y
tiene una buena terminacién. La albura es propensa al ataque de hongos de mancha y
vulnerable a insectos taladradores. Sin embargo, el stock de las plantaciones es
generalmente albura que puede recibir faciimente tratamiento de preservantes. El
duramen se lo considera como durable sobre el suelo y es moderadamente resistente al

tratamiento con preservantes (Miller, op cit.).
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En relacién a sus propiedades fisicas, la estabilidad y homogeneidad del pino radiata se
incrementan con la edad de los arboles. La contracciéon volumétrica por efecto del secado

es de aproximadamente un 11% para la madera adulta (Serra y Garay, s.a.).

La densidad de la madera, crece continuamente con el aumento de anillos y en forma
pronunciada los primeros 20 afos, para después tener un aumento mas suave
(Sepulveda y Melo, 1996). Ademas, se observa que también existe un aumento del peso
especifico desde el centro hacia la periferia (Paz y Melo, 1964; Alert, 2002), variacién que
alcanzé un 16,5% en la investigacion de Alert (op cit.) y hasta un 33% en un estudio de
Ortiz (1964).

Los productos mas importantes producidos a partir de esta especie son celulosa, papel,
madera aserrada, rollizos pulpables y aserrables, astillas, tableros de fibras y particulas,
revestimientos, laminados, cerchas, muebles, componentes y dentro de otros productos

finales (Serra y Garay, op cit.).

2.1.4 Eucalyptus globulus Labill.

Pertenece a la familia de las Mirtaceas, subgénero Sympbyomyrtus. Es originario de
Australia y algunas islas cercanas y crece principalmente en la isla de Tasmania y en la
costa sureste de Victoria. Se ha plantado extensivamente fuera de Australia debido a su
rapido crecimiento (40 m*ha/afio y mas), fuste recto, capacidad de rebrote vigoroso y a
las buenas caracteristicas de su madera. Esta establecido en plantaciones principalmente

en Espana, Portugal, Estados Unidos, India, Sudafrica, oeste de Australia y Chile.

Puede alcanzar un gran tamafio a edad adulta 45 a 55 m, tiene un tronco derecho y
macizo y una copa abierta con hojas alternas, pecioladas, a menudo curvadas y muy
aromaticas. La corteza se caracteriza por su desprendimiento en largas tiras. La madera,
en tanto, es de color pardo amarillento claro, de textura abierta, con anillos de crecimiento

evidentes, grano entrelazado y relativamente durable. (Lyon, s.a.).

Es de alta densidad y al igual que en el pino, estudios en Argentina demuestran que la
densidad de la madera aumenta desde la médula hacia el exterior. Igartua et al. (2001)

encontraron un aumento de un 24% en la densidad basica al considerar este sentido de
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muestreo. Obtuvieron valores extremos de 487 kg/m?® para la médula a la altura del DAP y

de 637 kg/m® al 60% de la altura comercial.

Presenta problemas de aserrio debido fundamentalmente a que desarrolla tensiones

internas, que se traducen en colapso y rajaduras.

Los productos que se obtienen a partir de esta especie son pulpa, lefia, postes, madera
aserrada y chapas. Ademas, de sus hojas, se pueden obtener aceites esenciales como

cineol y eudesmol (Lyon, s.a.).

2.1.5 Naturaleza quimica del pino y eucalipto

En el caso del pino insigne y para un experimento montado en Chile por Mansilla et al.
(1991), la composicion quimica de la madera se configuré de la siguiente forma:
holocelulosa en un 73,8%, celulosa en un 45,6%, lignina en un 27,5% y extraibles en un
1,8%°. Del mismo estudio y para eucalipto, la composicion quimica fue la siguiente:
holocelulosa 76,5%, celulosa 43,3%, lignina 20,0% y extraibles 5,1%. Segun Mansilla et
al. (op cit.), estos valores se encuentran en los rangos logrados por otros investigadores
con anterioridad. Esto se observa en las siguientes notas: Fengel y Wegener (1984)
mencionan que Brasch y Wise en 1956, encontraron los siguientes valores para pino
insigne: celulosa en un 45,5% vy lignina en un 26,8% y por otra parte Sjostrom (1993)
también entrega valores para ambas especies; en el caso de la conifera, la lignina
observada alcanzé el 27,2% y en la latifoliada lleg6 al 21,9%. Gonzalez y Garay (1998)
mencionan valores medios de 28% y 21% para la lignina en coniferas y latifoliadas
respectivamente, mientras que sobre P. radiata, Galvez (2001) determina un 26,34% vy

Olea (2002) un 29,33%.

Desde el punto de vista industrial, en general y segun la especie forestal, el contenido de
lignina en la madera destinada a la produccién de celulosa varia entre 20 y 30%, siendo
mayor el porcentaje en coniferas que en latifoliadas. Es de notar que ademas del
contenido de lignina, cuando se trata de la fabricacion de papel, interesan la longitud de la

fibra, su diametro, espesor de pared y la ultraestructura (Gonzalez y Garay, op cit.).

* Los porcentajes pueden diferir del 100% debido a que no se realiz6 un andlisis completo a la composicion
quimica de la madera.
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2.2 Pulpaje

La producciéon de pulpa es basicamente un proceso mediante el cual se separan las fibras
de la madera (celulosa y hemicelulosas) de otros componentes no deseados como la
lignina y los extraibles. El proceso de pulpaje se divide generalmente en dos sistemas:
quimico y mecanico, los que producen fibras con caracteristicas sustancialmente
diferentes. La eleccién del proceso depende de la aplicaciéon final de la pulpa y de la
materia prima a utilizar. En muchas operaciones de manufactura de pulpa, se usa una
combinacion de pulpaje quimico y mecanico para obtener papeles de determinadas

caracteristicas.

El pulpaje quimico comprende varias formas de procesos, desde el fuertemente alcalino o
Kraft, hasta el fuertemente acido. Industrialmente se usan principalmente solventes
inorganicos y reactivos en soluciones acuosas a elevadas temperaturas y presiones
(Gullichsen, 2000). Se incluye el uso de quimicos para degradar y disolver la lignina de las
paredes celulares de la madera, liberando las fibras de celulosa. El proceso quimico tiene
una baja tasa de conversion de la materia prima (40%-50%) y requiere un importante
tratamiento de desechos y operaciones de reciclado de quimicos; sin embargo, las pulpas
producidas tienen una alta resistencia (Akhtar et al., 1997a) empleandose principalmente

en papeles finos del tipo impresién-escritura (Gonzalez y Garay, 1998).

Segun Gullichsen (op cit.), dentro del pulpaje quimico el proceso Kraft es el procedimiento

dominante debido a:

utilizar cualquier tipo de especie lefiosa como materia prima
ser relativamente insensible a la corteza

tener tiempos de coccidn relativamente cortos

tener problemas menores con la resina

ser eficiente en el uso de quimicos y energia

DO SO SR (I SIS

producir fibras fuertes y flexibles a partir de coniferas, siendo también eficiente con
latifoliadas y
"X tener la habilidad para manejar los extraibles en forma eficiente y por poder

obtener productos adicionales de valor
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2.2.1 Proceso Kraft

En forma resumida el proceso Kraft se explica de la siguiente manera (Gullichsen, 2000):

1. La madera se descorteza, chipea y se seleccionan los chips del tamafio requerido.
El espesor es un factor relevante para llevar a cabo un proceso €eficiente.

2. Los chips aceptados pasan al digestor donde son tratados con vapor para eliminar
la mayor cantidad de aire que posean.

3. El digestor con chips se llena con el licor de cocciéon (mezcla de licor blanco y licor
negro que viene de una coccion anterior) entre 80° - 100° C. La proporcion es de
3,5 a 5 toneladas de licor por 1 tonelada de madera.

4. Posteriormente se procede a calentar el digestor a 160°-170° C. Esta etapa dura
un tiempo determinado, suficiente para lograr un grado de deslignificacion
predefinido.

5. Cumplido el tiempo de coccion, el contenido del digestor pasa a un tanque de
soplado, donde disminuye violentamente la presién y la temperatura. Este cambio
brusco de condiciones, provoca una explosion del material que ayuda a separar
las fibras de celulosa.

6. La pulpa del tanque de soplado es luego lavada y tamizada.

En seguida, la pulpa se compacta y almacena en forma concentrada para luego
recibir otro tipo de tratamientos. Estos pueden ser: blanqueo o pasar directamente

a manufactura de papel no blanqueado y/o produccion de cartones.

En las etapas antes descritas se reutilizan permanentemente los reactivos. Estos se
acumulan en una caldera reductora que cumple dos funciones: reducirlos para ser
quemados y obtener diéxido de carbono, agua y producir un fundido inorganico de
carbonato de sodio y sulfito de sodio (para producir licor blanco), y convertir la energia
caldrica de los gases en energia eléctrica o para reaprovechar el vapor y reinsertarlo en
las primeras etapas del proceso. Los gases provenientes de los digestores son evacuados
para mantener la presion y temperatura correctas. Luego son condensados para obtener
extraibles volatiles (ej. trementina al sulfato), y también reutilizados como fuente de calor

(Gullichsen, op cit.).

19



Las industrias que producen pulpa Kraft ocupan dos métodos de coccién: uno de
digestién discontinua (batch o vaciado) en que se carga el digestor para realizar la
deslignificacién y luego se vacia para volver a repetir el proceso, y otro en que el proceso
es continuo. La primera forma de trabajo es menos eficiente en el uso de la energia y
reactivos pero es mas flexible con la materia prima (debido a que se pueden cambiar las
condiciones en cada carga). Actualmente se ha mejorado el proceso de vaciado y se
identifican tres subtipos: el de desplazamiento rapido de calor, el superbatch, y el
enerbatch (Uusitalo y Svedman, 1999). En el caso de los digestores continuos se
observan 4 subtipos: el simple hidraulico, el simple de fase vapor/licor, el doble de fase
vapor/licor y el doble hidraulico (Marcoccia et al., 2000). Todos apuntan a optimizar la

utilizacién de la energia y los reactivos y a producir pulpa de mejores caracteristicas.

2.2.2 Proceso mecanico

El pulpaje mecanico implica el uso de fuerza mecanica para separar las fibras de celulosa.
Tiene una alta tasa de aprovechamiento (sobre 95%) y produce un papel con alto
volumen especifico, buena opacidad y de una excelente impresion. No obstante, su
operacion es muy intensiva en el uso de energia y produce papel de baja resistencia y
alta reversion de color (tendencia al amarillo con el tiempo) (Akhtar et al., 1997a).
Ademas, el producto posee una alta cantidad de lignina residual. Debido a su alta tasa de
aprovechamiento, algunos investigadores lo consideran como uno de los métodos mas
apropiados para mejorar la utilizacion del recurso y disminuir la presion sobre los

bosques.

Con respecto al consumo, se estima que las 12,9 millones de hectareas necesarias para
cubrir la produccion mundial de fibra seran casi duplicadas (23 millones de ha.) para el
afio 2010 (Kaldor, 1992 citado por Sabharwal et al., 1994). Tal superficie es requerida
para cubrir el incremento medio anual de la capacidad de produccién de las empresas de
pulpa a nivel mundial. Esta tasa alcanza a un 2% (Sabharwal et al., op cit.). En 1996 el
mercado de la celulosa y papel se cifro6 en US$ 141 billones a nivel mundial, con un
consumo de 287 millones de toneladas. Se espera para el 2000 un consumo de 314

millones de toneladas (Gonzalez y Garay, 1998).
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2.2.3 Estadisticas forestales nacionales de pulpa y papel

Las siguientes tablas y valores que se presentan a continuacion, muestran el estado de la

empresa de pulpa y celulosa nacional en el afio 2001 (INFOR, 2002).

La balanza chilena en dicho afio, tuvo un saldo positivo con exportaciones que llegaron a
los US$ 17.440 millones FOB. La participacion de la empresa forestal en este item,
alcanzé el 13% con US$ 2.205,6 mill. FOB, después de la mineria (44%) y la industria
(35%).

La pulpa quimica es el principal producto de exportacion de la empresa forestal con un
40% del total (2.173,2 miles de ton.), valor muy superior al de la remanufactura (24%) que
se posiciona como el segundo item. Es mas, si se le agrega el 5% proveniente del papel
periodico, la participacion de las empresas de pulpa, celulosa y papel, se vuelve

completamente predominante en el sector forestal.

En cuando al consumo de materia prima, el principal aporte lo realizan las plantaciones de
pino con 7.453,5 mil m? ssc. y 2.771,1 mil m® de astillas. Esto equivale a la mitad del
consumo de esta especie al afio. Tal cantidad de materia prima se transformé en 2.216,1
ton. de pulpa que en un 98% se comercializ6 fuera del pais. Ademas absorbe 1.205,3 mil
m?® ssc. y 63,7 mil m® de astillas de eucalipto, para producir 451,7 ton. de celulosa de las

cuales se export6é un 91%.

En el desglose del tipo de pulpa producida, del total de 2.667,8 mil ton. de celulosa
producida, 1.830,4 son del tipo quimica de fibra larga, 451,7 de quimica de fibra corta y
385,7 de pulpa mecanica. Ademas se produjo 276 mil ton. de papel periddico y 600,6 mil
ton. de otros papeles y derivados.

La siguiente tabla detalla los productos de la empresa de pulpa y celulosa y sus aportes a
la exportacién. Se observa la predominancia del pino sobre el eucalipto como materia

prima de los productos exportados.

Tabla 1: Productos de la empresa de pulpa y celulosa y sus aportes a la exportacion.

Producto |  ValorFOB | Volumen H
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(US$ mill.)

(MILES DE TON.)

Blanqueada y Fluff de pino

554,7

1330,8

Pulpa

Blanqueada de eucalipto

170,4

410,8

quimica Cruda de iino 138, 1 4-31 6

Con respecto a los paises destino de esta pulpa quimica (Tabla 1), se puede mencionar a

China, ltalia, Taiwan, Japon y Bélgica como los principales destinos con 683,4; 190; 116;

104,5 y 103,5 miles de toneladas respectivamente.

En cuanto al mercado de las pulpas quimicas, predominan los paises del lejano oriente y

en menor medida paises europeos. Los principales compradores se observan en la

siguiente tabla.

Tabla 2: Principales destinos de la pulpa quimica exportada.

Producto

(Valores en %. 100%= 2205,6 mill. US$ FOB

= total de exportaciones sector forestal.)

Pulpa blanqueada 8

PAIS

China

Italia

Corea del Sur

Bélgica

Japén

Taiwan

3,6 1,8

2,1

1,7 1,3

La variacion del precio de la pulpa y el papel periddico de los ultimos 4 afios se observa a

continuacion.

Tabla 3: Ultimos precios de la pulpa y papel (US$ FOB/TON).

Blanqueada Blanqueada
Cruda . ) Papel periédico
eucalipto pino
1999 348 425 412 442
2000 507 628 624 628
2001 320 415 417 571
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Al observar lo anterior, se puede cuantificar la importancia de la empresa de pulpa y
celulosa para la economia chilena. Es realmente el motor y el termdmetro de la industria
forestal. Pero también es facilmente observable, el por qué esta actividad econémica se
ha visto tan perjudicada en afios anteriores con los problemas de las economias
extranjeras, en especial de las orientales, y con las fluctuaciones del precio de este
commodity a nivel mundial. Hay que hacer notar que el panorama chileno en el concierto
mundial ha cambiado notablemente después de los tratados alcanzados con la
Comunidad Europea, Estados Unidos y Corea del Sur. Por lo tanto, se necesita un mayor
analisis para comprender el estado del sector forestal y sus proyecciones a mediano y

largo plazo.

2.2.4 Biopulpaje

La produccion de pulpa es una de las areas mas promisorias para la incorporacion de
procesos bioldgicos. Como se menciond anteriormente, el biopulpaje se ha definido como
el tratamiento de chips de madera con hongos degradadores de lignina previo al pulpaje
(Akhtar et al., 1996). Esta definicibn no se debe considerar en forma estricta ya que
existen experiencias positivas al tratar trozas de madera directamente con hongos tanto
en el extranjero (ej.: Blanchette et al., 1998), como en el pais (Galvez, 2001; Olea, 2002) y
otras especies vegetales no lefiosas como kenaf, lino, cafiamo y cascara de coco con
enzimas (Micales, 2001). Es mas, Blanchette (op cit.) indica que como beneficio extra, se

facilita el descortezamiento de las trozas una vez tratadas con hongos.

Se utilizan los HPB debido a su eficiencia en la degradacion de la lignina y debido a su
especificidad en el ataque que les permite remover el polimero, mientras dejan a las
azucares casi intactas (deslignificacion). Debido a estas caracteristicas, los investigadores

buscaron su aplicacién en el campo del pulpaje industrial.

Ya en la década de los 50, la empresa privada de E.E.U.U. (Virginia Pulp and Paper
Company) realizaba investigacion sobre el biopulpaje y en 1972, Kirk y Kringstad
demostraron que el pretratamiento sobre chips de alamos con Rigidoporus ulmarius,
reducia los requerimientos eléctricos en pulpaje mecanico y producia papeles mas fuertes
(Akhtar et al., 1998a). El conocimiento al respecto de este tema ha ido en constante

aumento desde entonces con importantes aportes del Swedish Products Laboratory de
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Estocolmo y del Forest Products Laboratory de Madison, Estados Unidos. Con respecto a
la investigacion dentro del pais, el 67% de las empresas chilenas consideradas en el
estudio de Gonzalez et al. (1996), realizan estudios sobre bioblanqueo. Los proyectos
FONDEF D211-1032, DO0T-2057 y D02I-1086, desarrollados en el departamento de
Ingenieria de la Madera de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad de Chile,

han demostrado importantes beneficios al utilizar esta técnica.

Uno de los principales motivos del auge de la investigaciéon en biopulpaje, es la posible
escasez de materia prima a futuro. Debido a esto las miradas se han volcado hacia el
pulpaje mecanico, que con su alto rendimiento, es visto como un buen camino para
extender estos escasos recursos. Sin embargo, este es un proceso energéticamente
intensivo y produce papel de baja resistencia al compararlo con el producido en el pulpaje
quimico. El biopulpaje, tiene el potencial para sobrellevar estos problemas (Micales, 2001;
Akhtar, 1998b). Los hongos alteran la lignina en las paredes celulares de la madera,
dando el efecto de “ablandamiento” de los chips. Esto reduce sustancialmente el
requerimiento de energia eléctrica para el pulpaje mecanico y conlleva a mejoras en las
propiedades mecanicas del papel (Ahktar, 1998d). Otro motor de investigacion lo
proporciona la busqueda permanente de las empresas por reducir sus costos y disminuir

las emanaciones contaminantes.

Los detalles de qué es lo que realmente da el efecto de biopulpaje es materia de variadas
hipétesis. ElI grupo de Messner et al., (1998), plantea que dos mecanismos estan
involucrados en el biopulpaje: (1) modificacion de la pared celular, probablemente por un
agente difusor, y (2) una mejora de la penetracion y difusiéon de los quimicos de coccion
causados por la accién del hongo sobre el chip. Este punto de vista difiere de lo que
resulta mas légico en una primera apreciacion y que se refiere a la accién directa que
tiene el hongo sobre la cantidad de lignina en la madera. Gomez (1995), concluye en
forma similar a los investigadores recién mencionados: no se manifiesta una alta
biodegradacion de los componentes quimicos de la madera, sin embargo se supone que
para el caso de la lignina, celulosa y sustancias pécticas, existio un desdoblamiento de las
cadenas de moléculas lo que se manifesté en mayores rendimientos. Oriaran et al.
(1991), también comparten las razones por las que el proceso mejora: la mejor
penetracién del licor de coccidén durante la digestion. Esto puede ser debido la aumento

de la porosidad, consecuencia de la remocién de biomasa por las enzimas que mejoran el
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acceso del licor al los componentes de la pared celular o por una mejor relacion
holocelulosallignina que entra al digestor. Por su parte, Siika-aho ef al., (2001) establecen

los siguientes efectos de la utilizacion de enzimas:

Tabla 4: Beneficios de la accion de enzimas en los diferentes componentes de la madera

Modificacion
Componente - .
fisiomecanica
Microfibrilacion
Celulosa Depolimerizacion
Depolimerizacion
Xilanos Depolimerizacion

Depolimerizacion

Reduccion de
estabilidad coloidal
Disminucion de la
solubilidad

Glucomananos

Pectinas Depolimerizacion
. Depolimerizacion
Lignina epolimerizacion,
polimerizacion
. Aumento de la
Extraibles

hidrofilidad

Aunque el porqué del beneficio del biopulpaje no esté del todo claro, lo que si se sabe es
que la especie fungosa es totalmente determinante para el éxito o fracaso del proceso.
Aparte de la especificidad de algunos hongos, se han documentado observaciones mas
generales. A saber, tanto ascomycetes como basidiomycetes producen pudricién blanca,
pero para el pulpaje llamado biosulfito, las reducciones en el nimero kappa son mucho
mas dramaticas con basidiomycetes que con ascomycetes. Para basidiomycetes,
reducciones del numero kappa entre 30% y 50% son comunes; mientras tanto, con
ascomycetes se han observado reducciones de entre 7% y 10%. Para el pulpaje
denominado bioKraft, las reducciones del nimero kappa fueron solo un poco mejor para

basidiomycetes que para el ascomycete testeado Ophiostoma piliferum (Messner et al.,
1998).
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No obstante los avances en este campo de investigacion existen algunos problemas que
hay que superar y que se estan investigando para llevar esta técnica a escala industrial.
Dentro de estos se pueden mencionar el lograr un grado de asepsia minimo de
funcionamiento, reducir los costos del in6culo de hongo, mantener un ambiente
hospitalario en la pila de chips, y optimizar el proceso econdmico (Scott et al., 1998).
Silva (2002) determiné que la presencia de Trichoderma viride, genera problemas para
HPB como Ceriporiopsis subvermispora, Pleurotus ostreatus y Peniophora gigantea.
Una forma posible de superar el problema de la asepsia, es buscar especies resistentes a
la competencia de otros organismos o condiciones que favorezcan el desarrollo del hongo

objetivo por sobre el hongo no deseado.

2.2.4.1 Ventajas en el proceso de produccion

La introduccidén de los hongos a los procesos de produccion de pulpa proveniente de
vegetales (generalmente lefiosos), trae consigo numerosos beneficios para la
manufactura del mencionado producto. Claramente son estos beneficios los que han
atraido con mayor fuerza tanto al mundo cientifico como al sector privado, al traducirse

principalmente en suculentos beneficios econdmicos.

Numerosas publicaciones dan cuenta de los beneficios del biopulpaje y del tiempo vy

recursos que se han visto involucrados en pos de mejorar las faenas de produccion.

Las mejoras al proceso se resumen en una reduccion los requerimientos de energia
eléctrica durante la refinacion, en potencialmente incrementar la produccion de un molino
o digestor al reducir los tiempos de refinacion, evitar la accién de hongos de mancha,
disminuir los problemas de resinas en molinos y digestores y mejorar las propiedades del

papel producido.

En general el punto de referencia para los items 2.3.2.1 y 2.3.2.2 es el numero kappa.
Entonces, las mejoras se explican como una reduccién en la energia requerida para
producir una pulpa con un determinado numero, o de la misma forma al considerar el

tiempo como variable a optimizar.
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2.2.4.1.1 Reduccion en el consumo de energia

El principal logro de la experiencias en torno a este campo de investigacion, ha sido el
logro de importantes reducciones de en la energia utilizada para los procesos de pulpaje.
Cabe recordar que es tal el consumo de energia de estas empresas, y principalmente de
las que producen pulpa mecanica, que es normal que en sus instalaciones cuenten con
una planta generadora de electricidad. Debido a esto, una reduccién de unos pocos
puntos porcentuales en el consumo, puede ser muy atractivo para el sector privado y ha

permitido que continue el respaldo de capitales a la investigacion.

Para un experimento con trozas de Pinus resinosa sometido a un ataque de
Phlebiopsis gigantea, Blanchette et al. (1998) observaron un aumento en la porosidad
de la pared celular y una reduccion en el consumo de energia (9 a 27% menos) en
pulpaje mecanico. Akhtar et al. (1998c) revelan ahorros energéticos en pulpaje mecanico
de entre un 27 a un 40% con distintas especies de HPB enriquecidas con licor de maiz
sobre chips de alamo. En otro estudio sobre P. resinosa tratado por 17 semanas con P.
gigantea y luego procesado mecanicamente, Behrendt et al. (2000) obtuvieron un ahorro
de 27%. Por su parte, Fisher et al. (1994) probaron Ceriporiopsis subvermispora sobre
Pinus taeda obteniendo un ahorro de 30%. Adamski et al. (1987) citado por Messner et
al. (1998), demostraron que un pretratamiento con Phellinus pini y S. hirsutum

disminuyd el consumo de energia en un pulpaje Kraft.

Ademas de la materia prima tradicional de la celulosa, que son los arboles, existen ciertas
plantas no lefiosas que representan otra alternativa para la fabricacién de pulpa. Este es
el caso del kenaf (Hibiscus cannabinus), una herbacea que ha sido estudiada por
Sabharwal et al. (1994). El ahorro producido por la accion de C. subvermispora sobre el

kenaf alcanzoé 37,6%.

Akhtar et al. (1996) encontraron que un 0,3% de inéculo de C. subvermispora (basado
en peso seco) ahorra un 19% de energia y mejora propiedades de resistencia del papel,
tales como el indice de rasgado, al compararlo con el método control. Esta cantidad de
inéculo es bastante alta. Sin embargo, la cantidad de inéculo puede ser disminuida al
0,0005% o menos al adicionar a la suspension de micelio, una fuente nutricional barata y

comercialmente disponible como el licor de maiz macerado. Estudios subsecuentes han
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identificado mejores cepas de este hongo que producen mas de un 38% de ahorro en
energia y que mejora el indice de rasgado en un 51% al compararlo con el método de

control en la presencia del licor de maiz.

En pruebas de pulpaje con bisulfito de sodio, el numero kappa de la pulpa de P. taeda
tratado con dos cepas de C. subvermispora, se redujo en un 27%, con una pequefia
reduccion de la produccion. Y en pruebas con pulpaje bajo bisulfito de calcio, las cepas lo

redujeron en un 48 y en un 21% pero sin pérdidas de produccion (Scott et al., 1995).

2.2.4.1.2 Aumento de la produccion

La reduccion en el requerimiento de energia tiene una consecuencia que puede ser de
gran importancia para algunos molinos. Algunos de estos que tengan su produccion
limitada como resultado de su capacidad de refinacion, pueden asignar un valor sustancial
al efecto de desembotellamiento que el tratamiento fungoso puede proveer. (Akhtar et al.,
1998c; Scott y Swaney, 1998).

En pruebas con P. chrisosporium sobre Quercus rubra, Oriaran et al. (1991) lograron

aumentar la produccion de pulpa hasta en un 5%.

Gdémez (1995), en su estudio sobre pino insigne, menciona que existe un aumento del
rendimiento total y rendimiento clasificado de pasta cruda Kraft, por efecto de la
inoculacion de los HPB P. ostreatus y Polystictus versicolor. Gonzalez et al., (2002),
también trabajando con pino y P. ostreatus, logra disminuir el numero kappa en el
proceso de pulpaje y aumentar la produccion en mas de un 3% después del blanqueo.

Con respecto al crecimiento en el rendimiento de un molino de produccién, se han logrado
aumentos de 30% en la produccion industrial debido a la aplicacion del biopulpaje (Akhtar
et al.,1997b). Para una coccion con al sulfito acido de calcio, Scott et al. (1996), también
alcanzaron producir pulpa con un mismo numero kappa que el control pero en menor

tiempo.

Para el caso del kenaf, Ahmed et al. (1998) obtuvieron aumentos en el rendimiento
cercanos al 8% a los que se suma una reduccion en el numero kappa de entre 5 a 8

puntos, al haber tratado esta herbacea con C. subvermispora y Phlebia subserialis.
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Chen et al. (1999), lograron una disminucion del tiempo total de pulpaje (Kraft) de un 20%,

al tratar chips en paquetes compactados de Pinus banksiana con C. subvermispora.

Por otra parte, la utilizacién de xilanasas y celulasas ha aumentado el drenaje de la pulpa
en un 20%, lo que permite un aumento de la velocidad de formacién del papel. Esto
también se observa en el reciclaje, ya que el papel a reutilizar tiene un drenaje mas bajo
que la pulpa virgen (Micales, 2001). El aumento del drenaje se debe a que las enzimas
convierten los finos y hemicelulosas solubles en azucares solubles, reduciendo la

viscosidad de la solucién (Kirk, 1996).

2.2.4.1.3 Control de mancha azul

Uno de los problemas en el proceso de pulpaje es causado por la mancha azul. La
presencia de esta mancha en los chips utilizados para pulpaje mecanico, reduce el brillo
de la pulpa y por lo tanto implica un incremento sustancial en la utilizacion de quimicos

blanqueadores (Blanchette et al., 1992).

Blanchette et al. (1998), inocularon troncos de P. taeda con P. gigantea y debido a su
rapida colonizacion, evité la entrada de hongos de mancha azul. Lo mismo ocurrié sobre
P. resinosa donde (Behrendt y Blanchette, 2001) lograron disminuir la colonizacién de las

trozas por hongos de mancha de un 53% a un 2%.

2.2.4.1.4 Disminucioén de resinas

Otro de los problemas de produccion son las resinas. También conocidas bajo el concepto
anglo pitch, representan el mayor problema en las operaciones de produccién de pulpa
(Blanchette et al., 1992). Causan varios problemas en el pulpaje y en la manufactura del
papel, incluyendo tiempos muertos para limpieza, rupturas en la lamina de papel en
formacion, hoyos en el papel y reducciones en las propiedades de resistencia (Kirk, 1996).
Son un término general para los materiales oleofilicos de bajo peso molecular, que son
extraidos de chips de madera en solventes organicos, neutros y no polares. Estas

sustancias resinosas pueden ser triglicéridos, acidos grasos y resinas acidas. (Brush et
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al., 1994). Los triglicéridos son los componentes mas problematicos de las resinas

derivadas de la madera (Kirk, op cit.).

Opuestamente al problema anterior, un hongo de mancha azul (O. piliferum) ha sido
reconocido como un beneficio al proceso al degradar grandes cantidades de la resina
presente en la madera. Cepas incoloras de esta especie han probado reducir en 40% la
fraccion de diclorometano de los extraibles (Blanchette et al., 1992). Este mismo hongo
actuando sobre una combinacién 1:1 de chips de P. taeda y Pinus virginiana, redujo los
extraibles en éter en un 22%. Se pudo detectar una disminucién de un 60% de
triglicéridos y de un 36% de acidos grasos. Estos ultimos, son probablemente la fuente de

carbono para el hongo (Brush et al., 1994).

Behrendt ef al. (2000), inocularon P. gigantea sobre P. resinosa y obtuvieron una
disminucion de las resinas de un 59% tras 11 semanas de accién del hongo. Fischer et al.
(1994) en pruebas de pulpaje al sulfito, encontraron que C. subvermispora y O.
piliferum reducian el contenido de resinas de P. taeda entre un 17 y un 27% después de
2 semanas de accién del hongo y de hasta entre 33 y 35% después de un mes de accion.
De forma mas especifica, en Japon las lipasas han sido desarrolladas y
actualmente son usadas en forma comercial para el control de resinas en los
molinos de pulpaje mecanico. Este tipo de enzimas hidrolizan triglicéridos a acidos

grasos y glicerol (Kirk, op cit.).

2.2.4.2 Ventajas en las propiedades del producto final

El aumento de la flexibilidad de la fibra y de su hinchazén, incrementan el entrelazado de
las fibras en la hoja de papel, y por lo tanto, las propiedades mecanicas de la hoja
producida (Sachs et al., 1989).

La colonizacion exitosa de trozas de P. resinosa por P. gigantea, condujo a un
incremento en las propiedades de la hoja de papel producida. Aumentos en el indice de

explosion, rasgado y traccion fueron de 17, 20 y 13% respectivamente, después de un
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tratamiento de 22 semanas. Pero en forma opuesta, se observé una disminucion del brillo
del papel (Blanchette et al., 1998).

Metha et al. (1992), experimentaron sobre pulpa Kraft cruda de Eucalyptus sp., con un
proceso de bioblanqueo acelerado (72 hrs.), y redujeron el indice kappa en un 55%,

mientras que aumentaron el brillo en un 76%.

En otra experiencia Chen et al. (1999), notaron que el papel producido a partir de pulpa
Kraft de P. banksiana tratado con C. subvermispora, tuvo mejorias en el indice de

explosion, de rasgado y traccion.

También se han notado mejorias en monocotileddneas. Segun Ahmed et al. (1998), el
tratamiento con HPB sobre fibras de kenaf aumentd el brillo en el blanqueo en un 8% y
Sabharawal et al. (1994), anotaron grandes mejoras en las propiedades del papel. Es asi
como los indices de explosion, traccion y rasgado aumentaron en una 65, 58,3 y 56,6%

respectivamente.

2.2.4.3 Ventajas ambientales

Como en la mayoria de los procesos productivos que lleva a cabo el ser humano, los
desechos de la industria de pulpa y papel tienen efectos adversos para el medioambiente.
En el caso de la celulosa, las principales emanaciones son de tipo liquido y gaseoso
(malos olores y particulas en suspension) (Gonzalez et al., 1996). Pero hay que
considerar que los procesos quimicos, son mucho mas dafiinos que los mecanicos y
termomecanicos, ya que en ellos se ven involucrados reactivos quimicos que de una

forma u otra y en mayor o menor cantidad, son vertidos al medio ambiente.

En la industria de celulosa, los principales factores de contaminaciéon provienen de la
coccion, lavado y blanqueo (Gonzalez et al., 1996). Desafortunadamente, los efluentes de
las etapas de cloracion y extraccion alcalina no pueden ser recuperados debido a su alto
nivel de cloruro corrosivo. Ademas, los efluentes contienen grandes cantidades de
compuestos organicos clorados, los que tienen efectos toxicos, mutagenos y cancerosos
(Akhtar et al., 1997a).
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Los procesos de pulpaje liberan al ambiente materiales como azucares, ligninas de bajo
peso molecular y extraibles de la madera (Eriksson, 1985 citado por Messner et al., 1998).
Ademas, la descarga de subproductos en efluentes hidricos, altera la DBO principalmente

a través de productos organoclorados (Gonzalez op cit.).

En este marco, Scott et al. (1995), hallaron que los efluentes de un pulpaje con sulfito de
P. taeda redujeron en gran parte su toxicidad al haber tratado la madera con un HPB,
mientras que la demanda bioldgica (DBO) y quimica de oxigeno (DQO) se mantuvo igual.
En otro caso, Akhtar et al. (1997a), lograron una DBO un poco menor, pero una DQO
mucho mayor, probablemente debido a la liberacion de productos relacionados con la

lignina. En este caso, la toxicidad disminuyo6 considerablemente.

Chen et al. (1999) encontraron en su estudio, que aunque el brillo del papel producido a
partir de pulpa biokraft, no tuvo una variacién significativa, el consumo de peréxido de
hidrégeno disminuyd. Esto trae beneficios directos para el medioambiente al disminuir la

contaminacion.

Al referirse a la etapa de blanqueo, también se pueden encontrar casos con resultados
positivos para el medioambiente. En forma particular, las xilanasas han demostrado
reducir la cantidad de quimicos requeridos para el blanqueo. Pero el proceso debe ser
limitado debido a que los mejores resultados ocurren cuando la hemicelulosa es
depolimerizada pero no removida de las fibras de celulosa (Micales, 2001). Para esta
misma etapa, Ahmed et al. 1998, encontraron que el tratamiento con hongos sobre kenaf,
permitié producir papeles de un brillo superior con un menor gasto en blanqueadores
(CIO2) y reducir en mas de la mitad el consumo de estos mismos, para lograr un mismo

nivel de brillo en el papel.

2.2.4.4 Ventajas econémicas

Los beneficios antes expuestos que trae consigo la aplicacion del biopulpaje, han tenido
una primera aproximaciéon a lo que seria su equivalente econémico. Es una primera
aproximacion, porque no existen en el mundo plantas de pulpaje en funcionamiento bajo
este sistema y por ende los analisis corresponden a estimaciones de los beneficios que

podrian lograrse.
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El biopulpaje reduce los requerimientos de energia eléctrica durante el refinado,
incrementa el potencial de produccién del molino y mejora la resistencia del papel, lo que

tiene un beneficio econdmico directo (Ahktar et al., 1998d; Scott y Swaney, 1998).

En la investigacion de Ahktar et al. (1996), una evaluacion econdmica basada en el
proceso de pulpaje termomecanico fue llevada a cabo. Los resultados indicaron que una
reduccion del 25% en la energia para el pulpaje con el tratamiento con hongos podria
ahorrar US$ 21 por tonelada seca de pulpa (US$ 33 con un 40% de ahorro de energia). El
valor capitalizado del ahorro de energia fue estimado en US$ 250.000 por cada punto
porcentual de energia ahorrada, considerando un costo de electricidad de US$
0,035/kWh.

Un analisis econémico de 600 ton/dia de pulpa de un molino termomecanico, indica que
basado solamente en ahorros de energia, el proceso es economicamente factible,
resultando en ahorros generales cercanos a US$ 10 por tonelada de pulpa. El incremento
de la produccién del molino en un 20% alcanza un ahorro adicional sobre US$ 40 por
tonelada de pulpa. El reemplazo de pulpa termomecanica por pulpa Kraft da ahorros
adicionales, pero hay que analizar cada molino en forma particular (Ahktar et al., op cit.;
Scott y Swaney, op cit.). En otro analisis realizado por Gonzalez et al., (2002), la
implementacién de esta tecnologia reportaria beneficios diarios por US$ 26.000, en

molinos de 1000 ton/dia de produccion.

En el mismo estudio realizado por Ahktar et al. (1998d), se observa en el analisis algo
muy interesante. El periodo de retorno de la inversion es de entre 2,66 a 0,49 afos,
dependiendo del tipo de produccion elegida. Para los beneficios futuros y el costo de la

inversion, es un periodo extremadamente corto.

Por otra parte, para ayudar a minimizar los costos del biopulpaje, puede ser factible
emparejar las necesidades de la industria del pulpaje con la metodologia, y subproductos
de otra industria como la de las callampas comestibles. Oriaran et al., (1989) aceptan que
como posibilidad para un uso eficiente de la madera en biopulpaje se podria producir un

producto de alto valor como el shiitake (L. edodes) o el hongo ostra (P. ostreatus),
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seguido por la extraccion de las enzimas remanentes y/o uso de los chips para hacer

productos de papel.

Por lo antes expuesto, se puede sefalar que el proceso de biopulpaje puede ser
tecnolégicamente factible, econdmicamente beneficioso y ambientalmente mas

amigable que los actuales métodos de produccion.

2.3 Los hongos

Las estimaciones del nimero de especies fungosas presentes en el planeta son muy
variadas y dependen del autor y la sistematica que este utiliza para su clasificacion. Por
ejemplo, Lodge (2001) establece que existen por lo menos un millon de especies, y
posiblemente alcancen los cinco millones. Sugiere esta estimacion debido a que cree que
la mayoria de los hongos todavia no han sido descritos (por ejemplo, los que atacan a
insectos). Por otro lado, Donoso estima que el nimero de especies fungosas se acerca a
500.000".

El reino de los hongos tiene tres divisiones principales: Myxomycota, Phycomycota y
Eumycota. De esta ultima division, se desprende el grueso de los hongos mas conocidos
por la gente como las setas y lo mohos. Dentro de esta division se encuentran la
subdivisién Basidiomycotina y la clase Hymenomycetes que concentra a casi todos los
hongos de degradacion de la madera, litter y descomponedores, ademas de los hongos
micorrizicos (Burdsall Jr., 1998). Los micdlogos usan la morfologia microscopica de la

esporas, basidios y de los esporocarpos para identificar al hongo.

Los hongos degradadores de madera también pueden ser separados por su metabolismo.
Existen dos grupos principales. Los hongos de pudricion café destruyen y metabolizan
s6lo la hemicelulosa y celulosa. Pueden modificar la estructura de la lignina, pero
realmente no la pueden metabolizar como fuente de carbono. Y los hongos de pudricion
blanca que pueden digerir y metabolizar los tres principales componentes de la madera.
Un tercer grupo de pudricion es la denominada blanda (destruye capa S2), que podria

asimilarse a una variante de pudricion café®. Algunos de los hongos de pudricion blanca

* Juan Donoso, Ing. Forestal, Universidad de Chile. Ph.D. Universidad de Paris. Comunicacion personal.
> Juan Donoso, Ing. Forestal, Universidad de Chile. Ph.D. Universidad de Paris. Comunicacion personal.
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realizan esto en forma secuencial, destruyendo inicialmente la lignina antes de digerir la
hemicelulosa y celulosa (Micales, 2001). Debido a esta caracteristica, son apuntados

como los organismos de mayor interés industrial en la produccion de celulosa y papel.

2.3.1 Rol ecolégico de los hongos

Los hongos son los microorganismos mas comunes en el ataque de la madera (Gonzalez
y Garay, 1998) y los principales descomponedores de los ecosistemas terrestres (Akhtar
et al., 1997a). Degradan la madera desde contenidos de humedad de un 20% en adelante
(Libby, 1969) y su ataque se manifiesta generalmente como pudricion que es un
reblandecimiento, decoloraciéon y con frecuencia desintegracion de los tejidos de un
vegetal (Agrios, 1996). Dentro de los organismos descomponedores de la madera, los
hongos de pudricion blanca son los uUnicos hongos capaces de atacar a todos los
componentes de la madera (Akhtar et al., op cit.; Kim y Singh, 2000; Levin y Agueda,
1998; Micales, op cit.) y son los mas eficientes dentro de los hongos de pudricién (Gémez-
Alarcon et al., 1991; Srebotnik et al., 1997). Poseen un mecanismo altamente eficiente
para degradar la lignina, y por lo tanto, juegan un rol esencial en el ciclo del carbono en la
tierra (Srebotnik et al., op cit.). Cabe mencionar que los hongos son los encargados de
degradar la materia organica y reinsertar los elementos basicos presentes en grandes
moléculas, como el carbono, a la base de las distintas cadenas tréficas. Es asi como las
condiciones que desfavorecen la ruptura bioldgica de la lignocelulosa, conducen a suelos
con pronunciadas acumulaciones de litter. Por ejemplo, los suelos de bosques de
coniferas en el noroeste de Estados Unidos, pueden contener una capa de “litter” de 50
afos debido a su bajo pH y a la falta de lluvias en verano, que inhiben la actividad
microbiana. En bosques maduros de este tipo, el material lefioso como troncos muertos y

ramas, pueden llegar a constituir entre el 50-60% de la capa de litter (Hammel, 1997).

2.3.2 Los hongos de pudricién blanca

Los hongos de pudricién pertenecen al grupo de hongos superiores denominados
Basidiomycetes. Esto significa que ellos producen sus esporas en estructuras llamadas

basidios (Micales, 2001). Estos pueden estar dispuestos tanto en laminas como en tubos

35



(Agaricales y/o Polyporales); sin embargo hoy en dia se les segrega como

Gimnocarpicos y Hemi-angiocarpicos®.

Su nombre, HPB, proviene de la observaciéon de la madera que ha sido atacada por estos
organismos. Al degradar en una alta proporcién la lignina (que da el color café a la
madera) presente en los tejidos lefiosos, el material residual se vuelve blanquecino a la
vista, debido a un aumento relativo de la celulosa (blanca). Los hongos que provocan la
pudricidon blanca pertenecen principalmente a la subdivisibn Basidimycotina, clase
Basidiomycetes, que es la clase mas evolucionada dentro de los hongos. Este grupo
tiene por caracteristica principal presentar su espermogeénesis en estructuras llamadas
basidios, dentro de los cuales se producen las basidiosporas (exdgenas), generalmente

en numeros pares (2 y 4).

Los HPB son un grupo que consta de cerca de 10.000 especies (Ahktar et al., 1996a) y
cada una cuenta con distintas capacidades para degradar lignina y holocelulosa. Debido
a la gran diversidad natural de estos microorganismos y a sus caracteristicas propias, se
sabe que los basidiomycetes (tipo de hongo bajo estudio) remueven la lignina de muy
variadas formas (Levin y Agueda, 1998). Generalmente se produce un ataque simultaneo
tanto a los polisacaridos (holocelulosa) como a la lignina (Eriksson, 1990), pero existen
diferencias en la fraccién de los componentes de la madera que es atacada dependiendo

de la especie fungosa, sustrato y condiciones ambientales.

Existen distintos factores que alteran el ataque de un hongo sobre una especie lefiosa.
Uno de estos condicionantes del ataque es el sustrato. Muchos hongos presentan una
alta especificidad, mientras que otros no (Lodge, 2001). Pero en general se cree que las
latifoliadas son mas susceptibles al ataque de HPB que las coniferas (Kim y Singh, 2000).
Como ejemplo, Levin y Agueda (1998) encontraron diferencias en el patron de ataque de
Trametes trogii sobre dos especies con propiedades xylotecnholdgicas similares como
Salix sp. y Populus sp. Las variaciones de su estudio se observaron tanto en la
especificidad del ataque como en los elementos celulares que fueron atacados. Akhtar et
al. (1996) notan que diferentes cepas de una misma especie, también varian su
selectividad hacia la lignina; algunas son selectivas sélo hacia latifoliadas mientras que

otras son efectivas tanto en coniferas como en latifoliadas. Esto se podria deber a las

6 Juan Donoso, Ing. Forestal, Universidad de Chile. Ph.D. Universidad de Paris. Comunicacion personal.
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diferencias en las caracteristicas de la lignina. Se percataron, igualmente, que la

colonizacién es funcion de la especie fungosa.

Otro condicionante es la presencia de oxigeno. La madera saturada de agua o en lugares
con baja presencia de oxigeno (ej. ambientes acuaticos o madera bajo tierra) no es
propensa de ser degradada por estos hongos pero si por bacterias. De hecho, diversos
estudios arqueoldgicos sugieren que en tiempos remotos (con bajo porcentaje de oxigeno
atmosférico) los principales degradadores de la madera eran bacterias y hongos de

pudricién blanda (Kim y Singh, op cit.).

Por otra parte, los hongos tienen una gran variacién en cuanto al tipo de degradacién.
Esta se produce entre especies y entre cepas de una misma especie. Se da el caso de
que a veces un mismo hongo, causa degradacion simultdnea en una parte de la madera y
deslignificacidon en una parte cercana. Los factores responsables de la ocurrencia de uno
u otro patrén de degradacién no estan todavia claros (Kirk y Cullen, 1998). Los efectos en
el biopulpaje también pueden ser drasticos. Scott et al. (1995), encontraron variaciones
en la accion de dos cepas de C. subvermispora sobre el numero kappa. Un caso arrojo

una disminucién de un 21% mientras que otra una de un 48%.

Los hongos que degradan la lignina enfrentan diversos problemas pero que han sabido
salvar eficazmente. Se pueden mencionar entre estos que el polimero es
extremadamente grande y altamente ramificado y por lo tanto los mecanismos
enzimaticos deben ser extracelulares. Ademas, como las uniones son del tipo éter estable
y carbén-carbon, estos mecanismos deben ser oxidativos mas que hidroliticos. Mas aun,
en vista de que la lignina consiste en una mezcla de unidades estereoirregulares, los
agentes lignoliticos del hongo deben ser mucho menos especificos que los tipicos
catalizadores bioldgicos. Finalmente, el hecho de que la lignina es insoluble en el agua,
limita su biodisponibilidad a los sistemas lignoliticos y establece a la lignolisis como un

proceso lento (Hammel, 1997).

Los hongos lignoliticos no son capaces de usar la lignina como su unica fuente de energia
y carbén. En lugar de eso, ellos dependen de polisacaridos mas digeribles presentes en
sustratos lignoceluldsicos, y la primera funcion de la lignolisis es la de exponer estos

polisacaridos para que puedan ser rotos por las celulasas y hemicelulasas fungicas
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(Hammel, op cit.). Es por esto que muchos experimentos sobre biopulpaje se llevan a

cabo con sustratos enriquecidos con azucares.

2.3.2.1 Caracteristicas microscopicas de los procesos de
pudriciéon blanca

Como la mayoria de los hongos, los hongos de pudricion blanca existen primeramente
como hebras ramificadas denominadas hifas, usualmente de 1 a 2 micrones de diametro,
que crecen por las puntas. Originadas de esporas o de colonias cercanas, las hifas
invaden rapidamente las células lefiosas y se ubican a lo largo de las paredes del lumen.
Desde esa posicién de privilegio, secretan una bateria de enzimas y metabolitos que
permiten la depolimerizacion de la celulosa y hemicelulosas y la fragmentacion de la
lignina (figura 9.6) (Kirk y Cullen, 1998).

Como se menciond anteriormente, los hongos de pudricion blanca presentan dos
patrones principales morfoldgicos de degradacion: una degradacién simultanea, en la cual
la celulosa, hemicelulosas y lignina son removidos mas o0 menos en forma simultanea, y
una deslignificacién, en la cual la lignina y hemicelulosas son removidos antes que la

celulosa (Kirk y Cullen, op cit.).

En la degradacién simultanea, se observa degradacion de la lignina a lo largo de los
polisacaridos de la pared celular, con canales de erosion bajo las hifas. Las paredes
celulares comienzan a adelgazarse, generalmente de una manera no uniforme, con
apariciones de perforaciones entre las células a medida que la degradacion avanza. Esto
concluye con células de paredes cribadas o con canales de erosidon o con extensos
adelgazamientos de la pared secundaria. La extensién de la degradacién varia de una
célula a otra, es asi como células fuertemente atacadas pueden estar al lado de células
relativamente sanas (Levin y Agueda, 1998; Kirk y Cullen, 1998). Estudios
micromorfolégicos indican que los hongos de pudricién simultanea (lignina y holocelulosa
al mismo tiempo), causan un adelgazamiento progresivo de la pared celular procediendo
desde la capa S3 de la pared secundaria hacia la lamela media compuesta (Blanchette et
al., 1985). En este mismo estudio los investigadores determinaron que en las areas
deslignificadas por los hongos bajo prueba, la lamela media compuesta fue

extensivamente degradada produciendo la desfibrilacion de las células. En una
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investigacion de Sachs et al. (1989), las hifas del hongo Phanerochaete chrisosporium
después de tres semanas de accién, penetraron a través del lumen, puntuaciones y
perforaciones horadadas por el hongo. A su paso, se observé una clara degradacion de
las paredes del lumen celular, producida por las enzimas secretadas por el hongo y toda
la estructura lefiosa adoptd una apariencia blanda y laxa en respuesta al ataque. Esta
forma de ataque es la que se repite en la mayoria de las investigaciones con hongos de

este tipo.

Por otra parte, la deslignificacién generalmente progresa profundo en la pared celular. Lo
importante es que las células mantienen su morfologia. La remocion enzimatica selectiva
de la matriz lignina-hemicelulosa comenzaria en la superficie del lumen para exponer una
mayor superficie de contacto a las enzimas, permitiendo el trabajo de ellas hacia el interior
de las paredes (Kirk y Cullen, op cit.). Este es el patron de degradacién que se quiere

aprovechar para la produccion de pulpa.

En ambas formas de degradacion la bateria enzimatica actia sobre los componentes
estructurales de la madera, pero la presencia de hifas en contacto directo con la zona

afectada, no es un requisito para que se produzca la degradacion (Kim y Singh, 2000).

2.3.2.2 Biodegradacion

La habilidad para degradar lignocelulosa eficientemente se cree que esta asociada al
habito de crecimiento del micelio, que permitiria al hongo transportar los nutrientes que
escasean, por ejemplo nitrégeno y hierro, en un substrato lignocelulésico pobre en

nutrientes y que constituye su fuente de carbén (Hammel, 1997).
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Figura 6: Esquema de una hifa, sus enzimas extracelulares y reacciones quimicas. Fuente: Kirk y
Cullen, 1998.
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Figura B. llustracidn esquematica de la accidn de enzimas extracelulares hidraliticas y oxidativas sobre los
polimeros estructurales de la madera. Las enzimas convierten a los polisacaridos en manosacandaos y acido
acetico, y a |3 lignina en fragmentos de bajo peso malecular, todes los cuales son tomados por |a hifa en
deszarrallo 12 que log convierte en COZ, H20 ¥ nueva masa fungosa.

Como se menciond anteriormente, los HPB atacan la madera por medio de enzimas que
secretan sus hifas. Esta bateria enzimatica es un complejo sistema de distintas sustancias
capaces de degradar por etapas al polimero de lignina y a las fuentes de carbdn

(azucares) que necesita para subsistir (Figura 6).

Los HPB en su evolucion, han enfrentado las dificultades de degradaciéon de la madera
con peroxidasas y oxidasas extracelulares que actuan en forma no especifica generando
radicales libres de lignina, los cuales son inestables y sufren variadas y espontaneas

reacciones de descomposicion.

Las enzimas mas importantes que actuan directa o indirectamente sobre la lignina son la

lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa (figura9.9).

40



Existe la evidencia de que las tres enzimas pueden actuar con mediadores de bajo peso
molecular para posibilitar la oxidacion de la lignina (Kirk y Cullen, 1998). Pero su
presencia no es absoluta en los hongos de pudricion blanca. Por ejemplo, Cullen y
Kersten (1996) y Hammel (1996) mencionan que no se detecta lacasa en la actividad
enzimatica de P. chrisosporium, y Srebotnik et al. (1997), establecen que C.
subvermispora no utiliza Lip en su degradacion. Otros autores han detallado las enzimas
de algunos de los hongos mas importantes para el biopulpaje, y al igual que los autores
anteriores, han descubierto que no todos presentan las 3 enzimas antes mencionadas,
aunque Orth et al. (1993), establecen que las LiP existen en casi todos los hongos
lignoliticos, pero que se expresan en forma diferenciada en funcion de la especie.
Entonces existe una variabilidad sustancial en los niveles y tipos de enzimas lignoliticas

producidas por los diferentes HPB.

Investigaciones han caracterizado, en cierto grado, varios mecanismos de deslignificacion
de los HPB, y han demostrado que todos tienen una similitud fundamental: la
dependencia de generacion de radicales libres de lignina. Esto debido a que su
inestabilidad quimica conduce, subsecuentemente, a una variedad de reacciones

degradativas espontaneas (Hammel, 1996).

A continuacion se describe la accion de las principales enzimas fungicas y un esquema de

su accion en la figura 7.

2.3.2.3 Lignina peroxidasas

Las LiP tienen un peso molecular de aproximadamente 40 kilodalton (kDa), son
glicosiladas, pH 6ptimo y operan con el tipico ciclo catalitico de las peroxidasas. Asi la
LiP es oxidada por agua oxigenada a un intermediario llamado compuesto I, que vuelve a

su estado de reposo al realizar dos oxidaciones de 1 electron de sustratos donantes: el
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término intermedio deficiente en 1 electron se denomina compuesto Il. Las LiPs son
oxidantes mas fuertes que las tipicas peroxidasas, y consecuentemente, oxidan no solo
los sustratos usuales - fenoles y aminas aromaticas - sino que una variedad de otros
éteres y aromaticos policiclicos con potenciales de ionizacién adecuados (Kersten et al.,
1990 citado Hammel 1997 y Kirk y Cullen, 1998). Los sustratos aromaticos mas simples

para las LiP son los bencenos metoxilados y alcoholes bencilicos (Hammel, op cit.).

Las LiP son consideradas generalmente las primeras catalizadoras para la
descomposicion de las estructuras no fendlicas de la lignina (Srebotnik et al., 1997). La
oxidacion de subestructuras de lignina catalizadas por las LiP comienza con la extraccion
de un electron del anillo aromatico del sustrato donante; el radical cation aril resultante,
reacciona tanto como un radical o como un catién, formando una amplia variedad de
fragmentos degradados. Las otras subestructuras de la lignina pueden dar paso a

reacciones analogas (Kirk y Cullen, op cit.).
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Figura 7: Esquema teorico del sistema lignolitico de un HPB. Fuente: Kirk y Cullen, 1998.

Ol[I{hCIOII glloml
2‘92
ngnma |1erox|tlasa +H 02 Productos
; variados
OCH;  Alcohol ventlyl
LlJnma Radical cation
Manganeso peroxidasa + Hgoz
: % ; T e
Manganeso peroxidasa Mn? . Brasas no saturadas an+ Mﬂs‘
OH _——, OH OH M OH
HO L HO L HO L HO L
5 o - c"‘ 0~ o”
Productos
—
L""" variados Lacasa + 02
0CH, OCH, OCH, | OCH,
o) o Q- OH
“~ : . i
L \‘L Radical fenoxi Lignina
Lignina Radical benzilico
Figura 7. Otra ilustracidn esguematica del sisterna lignolitico de un hongo de pudricidn blanca. Se muestran las
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Debido a que las enzimas degradadoras de madera, incluyendo las LiP, son muy grandes
para entrar por los poros de la pared celular, deben actuar sobre la lignina en las
porciones expuestas en la superficie del lumen. Este modus operandi de degradacién
fungica de la lignina se puede observar en degradaciones simultaneas, pero no es el
patrén en el caso de degradadores selectivos. En la forma selectiva, los hongos de
pudricion blanca remueven la lignina desde el interior de la pared celular antes que la
degradacién sea lo suficiente como para penetrarla. Se ha propuesto que la LiP puede
actuar indirectamente oxidando sustratos de bajo peso molecular, que vuelven a penetrar
la pared celular para luego oxidar el polimero (Harvey et al., 1986 citado por Kirk y Cullen,
1998). El problema de asignarle un rol central a las LiPs es, como se menciono
anteriormente, que no se encuentra en todos los hongos que degradan bien la lignina,

incluyendo C. subvermispora, que es el hongo para biopulpaje mas estudiado.
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Descartando este problema, la LiP es el unico oxidante fungico conocido que puede imitar
eficientemente, in vitro, el clivaje C.-Cy y el clivaje extracelular de anillos aromaticos que

son caracteristicos de la lignolisis de los hongos de pudricion blanca (Kirk y Cullen, 1998).

2.3.2.4 Manganeso peroxidasas

Las MnP pueden proveer de oxidantes difusibles de bajo peso molecular (Glenn et al.,
1986 y Paszczynski et al., 1986 citados por Kirk y Cullen, op cit.). Son un poco mas largas
que las LiP (50-60 kDa), pero al igual que las LiP, son glicosiladas y tienen un pH o6ptimo.
A semejanza de las LiP, ellas presentan un ciclo catalitico convencional de peroxidasas,
pero con Mn(ll) como sustrato. EI compuesto | de MnP (producto intermedio de la
oxidacion de 2 electrones por H.O;) puede oxidar sustratos fendlicos o Mn(ll), pero el
compuesto Il de MnP aparentemente es reducido sélo por Mn(ll). EI Mn(ll) debe ser
quelado por acidos organicos bidentados como el glicolato o el oxalato, que estabilizan el
producto Mn(lll) y promueven su liberacién de la enzima (Hammel, 1996). El resultante
Mn(lll) quelado es un oxidante difusible que puede actuar a cierta distancia de la enzima.
Sin embargo, no son oxidantes fuertes y no pueden atacar las unidades persistentes no
fendlicas de lignina (Hammel, op cit.); pueden oxidar un poco estructuras fendlicas, que
son cerca del 10% de las unidades que conforman la lignina (Kirk y Cullen, op cit.). El
Mn(lll) se quelosa porque debido a su pequefio tamafo, es capaz de penetrar en la
madera sana e iniciar su deslignificacion para facilitar el posterior ataque del oxidante mas

poderoso: las LiP (Hammel, op cit.).

Parece poco probable que la reaccién MnP-catalizada de unidades fendlicas de la lignina
a radicales fenoxi pueda resultar en una depolimerizacion extensiva. Aun asi, hongos de
pudricion blanca que no poseen LiP pero tienen MnP, han demostrado poder degradar
subestructuras no fendlicas de lignina (Jensen et al., 1996). Este hecho apunta a otros
mecanismos lignoliticos. Investigaciones recientes muestran que la produccion de
oxiradicales difusibles por la MnP puede ocurrir por otro mecanismo en vez de la
quelacién de Mn(lll). En la presencia de Mn(ll), la MnP promueve la peroxidacion de
grasas no saturadas, generando lipoxiradicales intermedios pasajeros: estos han
demostrado que oxidan modelos de compuestos de lignina no fendlica. El sistema de

peroxidacion MnP/graso, depolimeriza tanto ligninas sintéticas fendlicas y fendlicas-
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bloqueadas (metiladas), indicando que el sistema puede funcionar depolimerizando

lignina en la realidad (Bao et al., 1994 citado por Kirk y Cullen, 1998).

Como se menciono anteriormente, muchos hongos lignoliticos parecen carecer de LiP, la
enzima que generalmente parte las estructuras de lignina no fendlicas, recalcitrantes y
mas grandes. No obstante, C. subvermispora es capaz de degradar estas estructuras.
Experimentos demostraron que depolimerizé y mineralizé rapidamente un modelo de
lignina que representaba el modelo no fendlico de mayor tamafio. Este reemplazo podria
llevarse a cabo cuando las MnP peroxidan acidos grasos no saturados (Jensen et al.,
1996).

2.3.2.5 Lacasas

Las lacasas son oxidasas azul cobre que catalizan las oxidaciones de 1-electron de
fenoles, aminas aromaticas y otras sustancias ricas en electrones. Como los Mn(lll)
quelados, ellas oxidan las unidades fendlicas de lignina a radicales fenoxi, que pueden
llevar a la ruptura de enlaces aril-Ca (Kawai et al., 1988 citado por Kirk y Cullen, op cit.).
Las lacasas catalizan cuatro oxidaciones consecutivas de 1-electrén para luego transferir
los electrones a oxigeno molecular, reduciéndolo a agua, y volviendo la enzima a su
estado natural. Las lacasas estudiadas de los hongos de pudricion blanca son de entre 60

y 80 kDa, tienen pH 6ptimo y son glicosiladas (Kirk y Cullen, op cit.).

2.3.3 Hibridismo

Se trata de un concepto establecido por Donoso y Gonzalez (1999) a través del cual, se
postula que es factible condicionar la accidon de los hongos mediante la alteracion y
combinacion de factores ecoldgicos agrupados de acuerdo a su naturaleza en: fisicos (T°,
CH, etc.), quimicos (pH, nutricién, etc.) vy biolégicos (naturaleza de la madera,

composicion quimica, etc.).

Este manejo debe considerar el propédsito que se persigue de manera tal de determinar el
tipo de factor actuante, su intensidad y su combinacion 6ptima considerando, lIégicamente,

la variable respuesta previamente establecida.
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Es asi como el hibridismo puede, y de hecho es, altamente necesario para fines de
produccion de biomasa fungosa (hongos comestibles), produccién de enzimas

determinadas; antibiosis frente a organismos competidores (Silva, 2002), etc.

2.3.4 Lentinus edodes (Berk.) Sing.

Sinénimos: Lentinula edodes (Berk.) Earle
Familia: Polyporaceae

Orden: Agaricales

Clase: Basidiomycetes

Phylum: Basidiomycotina

Su género se caracteriza por tener esporas blancas, pie (tallo) contiguo céntrico a
excéntrico, bordes de agallas generalmente serrados, y una distintiva preferencia por los
bosques. Su carne se compone de hifas dimiticas y tiene una alta irregularidad o células

entretejidas en la trama de lamelas (Stamets y Chilton, 2000).
Es un hongo de pudricion blanca, comestible y saprofito.

Tiene un sombrero de entre 5 a 25 centimetros de ancho, hemisférico, expandido a
convexo y eventualmente plano cuando maduro. Es de color café oscuro a negro en un
principio, cambiando a café claro con la edad o al desecarse. El margen del sombrero es
liso a irregular, enrollado en un principio, luego curvado, aplanado en la madurez y
generalmente ondulado en la vejez. Lamelas blancas, desde el principio, volviéndose
serradas o irregulares con la edad y cafés cuando se dafian. Tallo fibroso y de textura
correosa con manchas cafés (Stamets y Chilton, op cit.). Segun Rambelli (1983) el tallo
es pequefo, carnoso y firme. Al rehidratarse reasume sus caracteristicas morfolégicas y

las lamelas son decurrentes.

En forma natural se distribuye en el lejano oriente. Es nativo de Japon, Corea y China. No
se conocen casos en América del Norte o Europa (Stamets y Chilton, 2000). En el oriente

se lo conoce por el nombre vulgar shiitake (shii= latifoliada y take= hongo) y crece sobre
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madera muerta de arboles de géneros como Pasania, Quercus y Fagus entre otros
(Garcia, 1976).

Se considera que este hongo saprofito tiene propiedades hipocolesterdlicas y
antitumorales (Rambelli, 1983). Estas cualidades sumadas a sus atributos comestibles lo
han llevado a ser el segundo hongo mas transado en los mercados internacionales
(U.S.D.A. Forest Service, 1993).

2.3.5 Stereum hirsutum (Willd.) Fr.

Sinénimos: Thelephora hirsuta Hill., Auricularia reflexa Bull.
Familia: Stereaceae

Orden: Aphyllophorales

Clase: Basidiomycetes

Phylum: Basidiomycota

Su género presenta especies delgadas y coriaceas, extendidos sobre la madera como
una costra cuyo borde superior suele doblarse hacia afuera, sobresaliendo en visera o
plataforma. Himenio mas o menos liso, soportado por una capa gruesa de hifas paralelas.

Esporas blancas lisas (Garcia, op cit.).

Al igual que en el caso anterior, este es un hongo de pudricién blanca y sapréfito, pero

varia en cuanto su carne no se considera comestible.

S. hirsutum forma costras delgadas (resupinado reflexo), de contornos redondeados u
ondulados y con el borde superior despegado y saliente, formando sombrerillos o viseras
de pocos centimetros. Su cara superior es clara o grisacea, erizada de pelillos o
pequefios mechones claros, a veces algo zonada; el borde es amarillento. La cara inferior
(himenial) es lisa, amarilla o anaranjada, aunque se pone parduzca O grisacea con la
edad. Suelen disponerse en grupos confluentes o imbricados (Garcia, op cit.), que pueden
medir hasta 5 cm. de anchura (Calonge, 1979). Carne coriacea, elastica, blanquecina
(Garcia, op cit.), muy delgada y sin olor ni sabor apreciable (Calonge, op cit. . Esporas

claras, lisas, de 4 — 8 x 2.5 — 3.5 micras (Garcia, op cit.).
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Calonge (1979) lo describe como saprofitico y cosmopolita. Es muy frecuente todo el afio
sobre cualquier clase de madera, aunque prefiere la de frondosas cortadas (Garcia,
1976.; Calonge, op cit.) y es extremadamente comun en madera caida y ramas muertas
de varias latifoliadas como roble, abedul y haya entre otras (Cartwright y Findlay, 1950).
De hecho se considera que es probablemente la causa mas importante de degradacion
de la albura de Quercus que son dejados sobre el suelo después de talados. Esto ultimo
sucede aun considerando que la madera es procesada en forma bastante rapida después
del volteo (Cartwright y Findlay, op cit.). En Chile se presenta regularmente en madera
rolliza de Nothofagus que ha permanecido durante largo tiempo en el bosque, y

raramente en P. radiata (Butin y Peredo, 1986).

Segun Hood (1992) esta especie esta cercanamente emparentada con Stereum
complicatum y se presenta en forma natural tanto individualmente como en grandes
grupos. Geograficamente, se encuentra ampliamente distribuido tanto en América como

en Europa.

Con respecto a la pudricion que causa, Cartwright y Findlay (op cit.) describen a la
madera de Quercus mucho mas liviana en peso que la madera normal y mas clara de
color; blanda, pero sin deshacerse en polvo, porque mantiene cierta estructura fibrosa. La
madera degradada es amarillenta a blanca. Bajo ciertas condiciones el hongo es capaz de
pasar desde ramas muertas al fuste principal causando pudricion central en porciones de
madera en fase de envejecimiento, pero generalmente permanece mas o menos
confinado a la albura de ramas pequefas y a troncos caidos. También senalan que para
un experimento de 4 meses (durabilidad natural), este hongo provocd una pérdida de

peso de 15%.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 Materiales

Acido clorhidrico, acido sulfurico, hidroxido de sodio, agar-agar, extracto de malta
Autoclave

Balanzas de precision (+/- 0,01 gr.)

Bomba de vacio/presion

Camaras de cultivo

Campana de flujo laminar

Capsulas petri

Desecador

Equipo menor de laboratorio (asas, pinzas, sacabocados, etc.)
Estufas de secado

Extractor Soxhlet

Medidor de pH

Molino de cuchillos Wiley y tamices

Lupas

Parafilm

Vasos de precipitado

DO IS R (I S R SO (R S S I I S O S {

Cepas de hongos de Lentinus edodes y Stereum hirsutum obtenidas de la

micoteca del Laboratorio de Biodeterioro y Preservacion del Departamento de

Tecnologia de la Madera

W 216 probetas de Pinus radiata y 216 probetas Eucalyptus globulus de
dimensiones dadas por la norma NF x 41-502 (3x1x0,5 cm).

% Software STATGRAPHICS Plus for Windows Version 4.1

Las probetas para andlisis, fueron obtenidas a partir de material entregado por
Forestal Celco y corresponden a la primera troza de ambas especies. Los diametros
de las piezas bordeaban los 35 cm, por lo que se asume presencia de duramen. De
las 216 probetas, 108 corresponderan a albura (madera de baja densidad) y 108 a

duramen (madera de alta densidad) para cada especie.
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Foto 1: Campana de flujo laminar.

Foto 2: Una de las camaras de clima.
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3.2 Método

El trabajo de esta memoria se realizd integramente en los laboratorios de Biodeterioro y
Preservacion y con apoyo del Laboratorio de Quimica de la Madera, ambos
pertenecientes al Departamento de Ingenieria de la Madera de la Facultad de Ciencias

Forestales de la Universidad de Chile.

De acuerdo a los objetivos especificos planteados en esta memoria, la metodologia se
puede separar en dos partes: etapa de obtencion de dptimos de crecimiento y etapa de

biodeterioro.

3.2.1 Etapa de obtencion de 6ptimos de crecimiento de los
hongos de ensayo

Para cumplir el objetivo, primeramente se confeccioné el medio de cultivo de agar-malta al
2% y 3% (peso/volumen) respectivamente, con tres pH distintos: 5 - 6 y 7. Esto se logro
aplicando al medio de cultivo, acido clorhidrico o hidroxido de sodio (ambos al 4%), para
acidificar o hacer mas basico el medio, segun correspondiera. Después se dosificaron 10
ml. aproximadamente del medio de cultivo, ya diferenciado por pH, a cada capsula para
luego llevarlas a la autoclave y proceder a la esterilizacion (20 min a 15Ib/pul?). Cumplido
el paso anterior, comenzé el trabajo en la campana de flujo laminar, en la cual se
inocularon las capsulas con las cepas de hongos (un hongo por cada capsula y en su
centro). Estando las capsulas listas con el hongo en su medio de prueba, fueron selladas
con parafilm y ubicadas en las camaras de clima. Las capsulas fueron manipuladas de
forma que los hongos se desarrollaron bajo tres temperaturas distintas: 20°, 25°, y 30°
Celsius (tabla 5).

Tabla 5: Resumen de factores y niveles del primer experimento.

Factor Hongo T® pH Repeticiones Total (caps)

Niveles 2 especies 20°, 25° y 30° 5,6y7 3 54

Las observaciones de crecimiento, se llevaron a cabo diariamente, marcando en la misma

capsula el avance del hongo. Esto es posible ya que las capsulas son transparentes y el
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hongo es facilmente observable. El hongo realiza generalmente la invasion del medio en

forma radial.

El tratamiento que dio las condiciones para la ocupacion mas rapida de la superficie de la
capsula, para cada hongo por separado, fue considerado el mejor y son esos niveles de
pH y T° los que seran usados en el segundo objetivo. Los valores a comparar, son

obtenidos de la media obtenida de las 3 repeticiones.

3.2.2 Etapa de biodeterioro

Luego de obtenido los resultados del primer objetivo, se repitieron los primeros pasos
hasta el punto en que cada capsula, se encontré con la superficie del medio de cultivo

completamente cubierto de hongo.

Las variables de pH y temperatura con las que se manej6 esta fase, fueron las obtenidas

en el objetivo anterior (6ptimos).

Se confeccionaron las probetas de madera, bajo la norma AFNOR NF x 41-502
correspondientes a las dos especies forestales y a los dos tipos de madera a evaluar
(albura y duramen); y a cada una se le determind el volumen humedo. Luego se procedio
a medir el peso anhidro de cada una de las probetas a usar. Con los datos de las
probetas ya listos, se las clasific6 segun su densidad basica (peso seco/ volumen
humedo); para efectos practicos se consideré como alta densidad (duramen) a todas las
probetas que se encontraron sobre la densidad media observada y de la misma forma se
clasificé a las probetas de baja densidad (albura). Esta segmentacion por densidades se
realiz6 como forma de representacion de la naturaleza biolégica de la madera (albura y
duramen), puesto que en general se reconoce que la madera de duramen es de mayor
densidad que la de albura. Dentro de cada bloque de densidad, se las ordend de forma
aleatoria, y se las llevé al contenido de humedad requerido. Para el caso los contenidos

de humedad a probar son 40% y 60%, medidos en base a peso humedo.

Después de esto, se esterilizaron las probetas (20 min a 15Ib/pul®). Posteriormente en la

campana de flujo laminar, se procedié a la siembra de las probetas en las capsulas con el
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cultivo de hongos. EI numero de probetas usadas fue de 3 por capsula y distribuidas
sobre una U de vidrio (Fotos 3 y 4). Por ultimo se colocaron en la camara de clima,
dejandolas ahi el tiempo que el tratamiento especificaba y a la temperatura 6ptima,

previamente establecida.

Foto 3: Capsula cubierta de micelio. Foto 4: Ubicacion de las probetas de madera.

El numero total de probetas fue 432 que corresponde al factorial de la siguiente tabla.

Tabla 6: Resumen de factores y niveles del segundo experimento.

Factor Hongo | Sp. forestal | Nat. biolégica | CH | Tiempo | Repeticiones | Total (caps)

Niveles 2 2 2 2 3 3 144

Transcurrido los tiempos de prueba de 15, 30 y 45 dias, se retiraron las probetas para
someterlas a mediciones de peso seco y asi cuantificar la pérdida de masa para estimar

el biodeterioro. Dicha pérdida o variaciéon de peso se expresé en forma de porcentaje.

Luego de ser obtenidos y tabulados los resultados, se efectudé un andlisis de varianza
(ANDEVA,) factorial (2x3) para determinar diferencias significativas entre resultados de los
tratamientos efectuados. En los casos en que existieron diferencias, se procedio a realizar
la prueba de comparacion multiple de medias de Duncan, para identificar los tratamientos

que realmente tuvieron diferencias estadisticas.

Se ocupod el siguiente modelo estadistico para el analisis de varianza.

53




Yik = M+ o + B; +(af); + €

coni=1,..,aj=1,.,bk=1,..,n

donde:

2a=2B=ZZ(aB)=0

M: media global

a;: efecto del i-ésimo nivel del factor a

B;: efecto del j-ésimo nivel del factor

(aB);: efecto de interaccion para el i-ésimo nivel del factor a y el j-ésimo nivel del factor 3

eix: efecto del k-ésimo error aleatorio en el tratamiento ij

3.2.3 Etapa de determinacion de lignina en madera biodegradada

Se efectuaron determinaciones quimicas para contar con una aproximacién de la
capacidad lignivora de estos hongos. Las observaciones se efectuaron sobre las
muestras extremos del objetivo anterior. Esto es, sobre las repeticiones que tuvieron
mayor y menor pérdida de peso, para las dos especies forestales con sus respectivas
densidades y los dos hongos en cuestion, ademas de testigos para realizar la

comparacion. No se efectud un analisis estadistico.

Como paso previo, las muestras de madera a analizar, fueron molidas y tamizadas hasta
lograr la granulometria adecuada (0,18 a 0,25 mm.). Posteriormente el aserrin de madera
fue tratado para retirar los extraibles mediante sucesivos lavados con hexano, etanol y
agua. La lixiviacion se efectud con extractores soxhlet durante un tiempo de 4 horas por

cada solvente.
La metodologia utilizada para la determinacién quimica, es la descrita por la norma ASTM

D 1106-56, que regula la obtencion de la lignina Klason de una muestra de madera

mediante la utilizacion de acido sulfurico a una concentracion del 72%.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Optimos de crecimiento

Completado los tiempos propuestos de evaluacion, se obtuvieron los siguientes
resultados para cada especie fungosa por separado, en relacion a los dos factores

ecoldgicos evaluados.

4.1.1 Stereum hirsutum

En el ensayo realizado para establecer los éptimos de crecimiento modificando los niveles
de los factores ambientales (T° y pH), se observa que en el caso de S. hirsutum (Tabla
7), la combinacién de éstos que favorece un crecimiento mas rapido es T°= 25° C y pH 6.
Bajo éste régimen, el micelio crece y ocupa toda la superficie de la capsula en tan solo
una semana. De forma opuesta, un pH 7 y T°= 30° C, dan las peores condiciones de

crecimiento.

Tabla 7: Tiempo de colonizaciéon de capsula por hongo S. hirsutum bajo distintos niveles de pH y T°.

Temperatura 20 25 30
pH 5 6 7 B 6 7 5 6 7
Media de dias 10 9 1933 8 7 8 19 | 15 | 26,5

La media de crecimiento del tratamiento que dio el crecimiento mas rapido alcanza los
12,8 mm/dia. Esta tasa de crecimiento es menor a la observada por Cartwright y Findlay
(1950), que constataron un maximo de 20 mm/dia a 25° C sobre el mismo medio de
cultivo sin indicar el pH. La diferencia en las tasas de crecimiento se puede deber a la
procedencia del micelio o cepa, que como se menciond anteriormente tiene un importante

efecto sobre el comportamiento del hongo, y a su manejo en la micoteca.

La temperatura éptima concuerda con la obtenida por Silva (2002), que también obtuvo
25° C y obviamente con la de los autores recién mencionados en el parrafo anterior.

Con respecto al pH, Silva (2002) obtuvo un valor éptimo de 5,5, que es levemente inferior
al establecido en este estudio. Existe una congruencia entre estos valores en vista de
que en esta experiencia, a diferencia de la de Silva, no se trabajé con intervalos menores
de pH.
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En general, la mayoria de los tratamientos ensayados con esta especie culminaron
(ocupacion total de la capsula) como maximo a los 10 dias, mientras que todos los
ensayos a 30° C tuvieron un desarrollo mas lento, dandose el caso de que en algunas
repeticiones el micelio detuvo casi totalmente su crecimiento y no alcanzé a llenar la
capsula al cabo de 6 semanas. En estos casos se podria pronosticar que el avance del
hongo se detendria completamente, considerando que el medio de cultivo tenia una
importante reduccion (visual) del contenido humedad, factor que a esa altura de la

experiencia es completamente determinante, pese a mantener selladas las capsulas.

Con respecto a la relevancia de los factores utilizados, se puede apreciar que existe una
mayor influencia de la temperatura que del pH sobre el crecimiento del micelio (en los
niveles evaluados). El tratamiento que ocupé los niveles 6ptimos, superd tan soélo en un
dia al tratamiento T°= 25° C y pH 5 y al tratamiento con la misma temperatura pero con pH
7. A su vez todos pertenecen al nivel de 25° C. A temperatura mayor, el hongo disminuy6
fuertemente su crecimiento y es probable que el crecimiento se hubiese detenido si es
que se hubiese extendido el tiempo de prueba. Segun Cartwright y Findlay (1950) este
hongo crece hasta con temperaturas de 37° C, pero al observar el desarrollo de esta cepa
en particular, bajo los niveles de temperatura probados, se puede inferir que dificiimente
este hongo podria llegar a soportar semejantes valores medios de T°. Si se lo considera
como un valor maximo y no prolongado en el tiempo, es probable que 37° C sea su limite
de tolerancia. Por el contrario en el caso del pH, la variacion, en los niveles evaluados, no
modificé en forma sustantiva el crecimiento del hongo, excepto en la combinacion T°= 30°
CypH7.

4.1.2 Lentinus edodes

En el caso de L. edodes, el tratamiento que tuvo la combinacion de factores ambientales
bajo los cuales el hongo crecié mas rapido, fue el que combind una temperatura de 25° C

y un pH 5. Con estas condiciones el tiempo medio que requirié el micelio para llenar la
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capsula fue de 21,3 dias (Tabla 8). Este tratamiento tuvo una media de crecimiento que

llegd a los 4,23 mm/dia.

Tabla 8:Tiempo de colonizacion de capsula por hongo S. hirsutum bajo distintos niveles de pH y T°.

Temperatura 20 25 30
pH 5 6 7 5 6 7 5 6 7
Media de dias 273 | 28 12531213 12531253 - | - -

Existen variadas publicaciones en medios escritos y electronicos que hablan del cultivo
del shiitake, debido a las ya mencionadas cualidades comestibles, y no hay un consenso
en un valor 6ptimo de T°. Es por eso que existen también variadas recomendaciones
sobre sus condiciones 6ptimas de crecimiento. En general se recomiendan temperaturas
en rangos bastante amplios. Por ejemplo Stamets y Chilton (1983) recomiendan
temperaturas entre 21° C y 27° C para el crecimiento del micelio y Leatham (1982)
temperaturas entre 15° C y 28° C. Esta variacion, seguramente obedece a que se trabaja
con distintas cepas u origenes, lo que produce una alta variabilidad en los resultados y

posteriores recomendaciones.

En este caso, el periodo de crecimiento se prolongdé como maximo hasta los 31 dias y la
mayoria ya habia ocupado todo el espacio disponible a los 26 dias. En este marco, el
crecimiento del tratamiento con T°= 25° C y pH 5, supero6 con creces los rendimientos del

hongo bajo las otras condiciones.

Si en el caso del hongo anterior la temperatura se consideré como el factor de mayor
relevancia, aca se puede apreciar que es totalmente determinante. Es notable como al
nivel de temperatura de 30° C el hongo simplemente no se desarrollé, mientras que el
crecimiento del micelio bajo el nivel medio de temperatura, fue superior al del nivel mas
bajo de temperatura.

También de forma similar a S. hirsutum, las variaciones en los niveles de pH produjeron
una escasa variacion en el tiempo requerido para la ocupacién total y no se observa una
preferencia del hongo hacia un medio mas acido o mas basico. No obstante, se aprecia

que S. hirsutum logra las mayores velocidades de crecimiento con un pH 6.

Es probable que con niveles mas extremos de pH y T°, si se aprecien diferencias en el

desarrollo micelar en ambas especies fungosas.
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Bajo las condiciones anteriormente descritas, se pudo apreciar que el HPB S. hirsutum
tiene una tasa de crecimiento en sus primeros estadios de desarrollo que

aproximadamente triplica a la del hongo L. edodes.

4.2 Pérdida de peso

En esta etapa de determinacion de pérdidas de peso y ponderacion de los tratamientos en
estudio, se realizaron 8 andlisis de varianza (ANDEVA) con los valores porcentuales
obtenidos del pesaje de todas las probetas tratadas. Los sustratos sobre los cuales los
hongos fueron aplicados son 4, correspondientes a los distintos tipos de madera: duramen
de pino, albura de pino, duramen de eucalipto y albura de eucalipto. Por lo tanto,
considerando las 2 especies fungosas, tenemos 8 experimentos distintos y cada uno con

sus fuentes de variacién (factores).

En lo referente al andlisis estadistico, se debe considerar que el nivel de significacion
utilizado tanto para el ANDEVA como para la prueba de comparaciones multiples de
Duncan es p<0,05. Ademas, en la eventualidad de que la interaccion entre los factores
sea significativa, el analisis posterior se centrara sélo sobre este caso (la interaccién),
puesto que el analisis sobre los factores en forma individual (cuando ademas existe una
interaccion entre ellos), tiene otras interpretaciones no utiles en esta investigacion.
Cuando se hable de efecto o no efecto de algun factor, se debe entender que dicha

aseveracion tiene significancia estadistica.

Los valores se expresaran como porcentajes medios de pérdida de peso. Las tablas que
resumen los analisis de varianza y las pruebas de Duncan, se pueden consultar en las

secciones de apéndice 1y 2.

Las densidades basicas medias observadas fueron de 0,650 gr/cm®y 0,452 gr/cm®, para
E. globulus y P. radiata respectivamente. Los valores limites para la latifoliada fueron
0,558 gr/cm®y 0,773 gr/cm® mientras que para la conifera alcanzaron 0,324 gr/cm® en su

limite inferior y 0,565 gr/cm® en su cota superior.
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4.2.1 Duramen de pino tratado con L. edodes

El duramen de pino tiene una densidad basica superior a 0,452 gr/cm®. En esta
experiencia, se puede observar que los factores evaluados modifican la magnitud del
ataque del hongo a la madera, tanto en forma individual o aislada (CH y Tpo), como

cuando interactuan entre si (CH x Tpo).

Grifico 1: Porcentaje de pérdida de peso medio en duramen de pino con L. edodes.

a de peso

%

o L _}ﬁml_l

CH | CH | 15 | 30 | 45 |Int(40-|int (40-|Int (40-|Int (60- |Int (60-|Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)

Medias de p. peso| 0,35 | 2,36 | 0,08 | 1,39 | 259 | 0,15 | 0,30 | 0,59 | 0,00 | 2,49 | 4,60

Al observar el test de Duncan (Apéndice 8.2, tabla 18), se observa que solo los
tratamientos 60-45 y 60-30, son distintos al resto de las otras medias de la interaccién y a
su vez distintos entre si. Para este caso, se observé un porcentaje de pérdida de peso
medio de 1,35%, aunque el valor maximo llegé a los 4,60%, en el tratamiento de 45 dias
y 60% de CH (Grafico 1).

4.2.2 Albura de pino tratada con L. edodes

La albura de pino tiene una densidad basica menor a 0,452 gr/icm®. Se repite el caso
anterior, y los dos factores estudiados en forma independiente, ademas de su interaccion,
arrojan diferencias estadisticas. El tratamiento que dio la mayor pérdida de peso, fue el
que tuvo las probetas con un contenido de humedad de 60% y que se extendié por 45
dias (Grafico 2).
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Grifico 2: Porcentaje de pérdida de peso medio en albura de pino con L. edodes.

de peso

%

o L1 ﬁ}.—'ﬁl_l B

CH | CH | 15 | 30 | 45 |int(40-|Int (40-|Int (40-|Int (60-|int (60-| Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)

Medias de p. peso| 0,51 | 2,60 | 0,17 | 1,55 | 294 | 0,35 | 0,50 | 0,69 | 0,00 | 2,61 | 5,20

Bajo la prueba Duncan (Apéndice 8.2, tabla 19), se observa que también son los mismos
tratamientos los que se diferencian del resto de las medias (60-45 y 60-30), y que a su
vez mantienen una diferencia entre si. La pérdida de peso media para este experimento

es de 1,56% y la combinacion de 45 dias y 60% de CH, establecié la mayor diferencia.

4.2.3 Duramen de pino tratado con S. hirsutum

La madera de alta densidad de pino que fue tratada con el HPB S. hirsutum, mantiene el
comportamiento anterior y las variables de contenido de humedad y tiempo de
tratamiento, interactian entre si sobre la variable dependiente. En este caso, el
tratamiento que arrojé la mayor pérdida de peso (4,16%) es el de 45 dias de tratamiento
pero que comenzo con un CH de 40%. Este tratamiento tiene diferencias estadisticas con
todos los otros tratamientos y aquel de 40-30 se diferencié de los tres tratamientos que
menos degradaron la madera (Apéndice 8.2, tabla 20). A saber, este tratamiento tuvo una

disminucion de peso media de 2,26%, y también comenz6 con un CH de 40%.
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Grifico 3: Porcentaje de pérdida de peso medio en duramen de pino con S. hirsutum.

de peso

%

0 |_|l_|—’>|—| 0 = [

CH | CH | 15 | 30 | 45 |int(40-|int(40-|Int (40-|Int (60- |Int (60-|Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)

Medias de p. peso| 2,24 | 0,65 | 0,46 | 1,35 | 263 | 0,32 | 2,26 | 4,16 | 0,61 | 0,43 | 0,90

Este caso se diferencia de todos los demas en que es el unico en que la biodegradacion
se vio favorecida con un contenido de humedad menor. Se puede observar en el grafico

3, que la media para el contenido de humedad de 40% es muy superior a la del CH= 60%.

4.2.4 Albura de pino tratada con S. hirsutum

En este caso, se destaca el hecho que las variables no interactuan entre si. Eso si, al
considerar a los factores en forma individual, todos los niveles evaluados consignaron
diferencias estadisticas entre si. Esto significa que los dos niveles de CH se diferenciaron,
particularmente en el factor tiempo. De hecho, en este factor las tres medias difieren
estadisticamente entre si (Apéndice 8.2, tabla 21). La variacién de peso observada para el
tratamiento de 45 dias, fue de 9,83 x 102 gr. o en forma equivalente un 4,98%. Cabe
notar que, aunque la interaccion no arrojé diferencias estadisticas, el tratamiento que en
mayor medida alter6 el peso de la madera, fue el tratamiento de 45 dias y 60% de CH
(Grafico 4).
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Grifico 4: Porcentaje de pérdida de peso medio en albura de pino con S. hirsutum.

6
2 5 — ]
]
o
[ 4
el
X
0 1 [ —

CH | cH | 15 30 | 45 |Int(40-|Int (40-|Int (40-|Int (60- |Int (60-|Int (60-

(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)
‘Mediasdep_ peso| 2,38 | 273 | 043 | 2,25 | 498 | 0,51 | 1,87 | 4,76 | 0,35 | 2,63 | 520

4.2.5 Duramen de eucalipto tratado con L. edodes

El duramen de eucalipto tiene una densidad basica superior a 0,650 gr/cm®. En el analisis

estadistico aplicado a la madera de eucalipto de alta densidad, sometida a la accion del

hongo L. edodes, se concluyd que las variables evaluadas tienen un comportamiento

aditivo entre si, o lo que es lo mismo, no interactian. Al igual que en el caso anterior, se

procedidé a observar la diferencia entre los niveles de los factores en forma individual. Los

niveles de CH, mantuvieron una diferencia, y en el caso del tiempo, la media del

tratamiento de 45 dias, fue la que se diferencio del resto de las medias (Apéndice 8.2,

tabla 22).

Grifico 5: Porcentaje de pérdida de peso medio en duramen de eucalipto con L. edodes.

4
. _
o
o 3 —
(]
T —
=
0
CH | CH | 15 | 30 | 45 |Int(40-|int (40-|Int (40-|Int (60- |Int (60-|Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)
Medias de p. peso| 1,73 | 2,37 | 1,62 | 1,75 | 2,78 | 129 | 198 | 192 | 1,96 | 152 | 364
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No obstante la aditividad entre los factores estudiados, el tratamiento de CH= 60% y T=
45 (Gréfico 5), fue el que arrojé la mayor diferencia porcentual de peso (3,64%). Es
notable en este caso, que la influencia del tiempo disminuya sobre la variable respuesta.
Obsérvese que las columnas 7, 8 y 9 del gréfico 5, comprenden toda la amplitud de
valores del factor tiempo, y aunque incluye un valor diferente de CH, es notoria la

existencia de una minima diferencia entre los valores de madera biodegradada.

4.2.6 Albura de eucalipto tratada con L. edodes

La albura de eucalipto tiene una densidad basica menor a 0,650 gr/cm®. Como en casos
anteriores, se aprecia una interaccion positiva entre las variables probadas y también se
repiten los tratamientos de mayor influencia. Para este caso en particular, el tratamiento
60-45 superd a todos los demas (manteniendo diferencia estadistica con el resto) y lo
secundod el tratamiento 60-30 que solo se iguald estadisticamente al tratamiento 40-45
(Apéndice 8.2, tabla 23).

Grifico 6: Porcentaje de pérdida de peso medio en albura de eucalipto con L. edodes.

a de peso

1l 15

CH | CH | 15 | 30 | 45 |Int(40-|Int (40-|Int (40-|Int (60- It (60-|Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)

Medias de p. peso| 0,95 | 298 | 0,79 | 1,58 | 3,62 | 0,72 | 0,35 | 1,76 | 0,87 | 2,81 | 527

]
]

La media de 5,27% del tratamiento 60-45 (Grafico 6), equivale en la realidad a una
disminucion de masa de 0,143 gr. como promedio, y la pérdida de peso media total del
hongo L. edodes sobre la albura de eucalipto fue de 1,97%. Este es el valor medio
observado mas pequefo, de todas las pruebas en que se utilizé esta latifoliada como

sustrato de crecimiento.
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4.2.7 Duramen de eucalipto tratado con S. hirsutum

Este es el unico caso en que las variables no interactuaron y en que el unico factor que
genero diferencias estadisticas fue el tiempo (Apéndice 8.1, tabla 16). El tercer nivel, el
que corresponde a una duracién de 45 dias, se diferencié de los otros dos niveles bajo
prueba y el porcentaje de 8,00% corresponde a una reduccion media de masa de 0,245
gr. Del mismo modo el tiempo de prueba de 30 dias también se diferencié del T= 15
(Apéndice 8.2, tabla 24).

Grifico 7: Porcentaje de pérdida de peso medio en duramen de eucalipto con S. hirsutum.

10 —
5 9
@ 8
g 6 —
©
= 1 | :%
: mim 1

CH | CH | 15 | 30 | 45 |int(40-|int (40-|Int (40-|Int (60- |Int (60-|Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)

Medias de p. peso| 3,38 | 4,79 | 1,37 | 2,87 | 800 | 1,13 | 2,83 | 6,18 | 1,61 | 2,92 | 9,82

Este experimento arrojé los valores medios porcentuales mas altos de pérdida de peso de
todos los experimentos realizados. Se puede observar en el gréafico 7, que la media de la
variable T=45 dias tiene un 8,00%, y esto se ve reflejado en que el tratamiento que
comprende la interaccion 60-45, alcanza una disminucién de 9,82%. Este valor casi
triplica al mayor tratamiento observado en eucalipto de alta densidad, pero con L.

edodes.

4.2.8 Albura de eucalipto tratada con S. hirsutum

Por ultimo, se vuelve a observar la interaccién positiva entre los factores sobre la madera
de eucalipto de baja densidad, y se vuelven a repetir los niveles de mayor influencia
dentro de los estadisticamente diferentes: 60-45 contra todas las medias y 60-30 contra

las 2 menores (Apéndice 8.2, tabla 25).
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Este caso también se destaca por el alto porcentaje de madera degradada en la
interaccion 60-45, que es de 7,35%, y que es un poco inferior al caso anterior, en que sélo

varia la densidad de la madera (Grafico 8).

Grifico 8: Porcentaje de pérdida de peso medio en albura de eucalipto con S. hirsutum.

8
o 7 []
o
-4 6
S 5 ]
X
0 [] O [ ]
CH | CH 15 30 45 |Int (40-|Int (40-|Int (40-|Int (60- |Int (60-|Int (60-
(40) | (60) | dias | dias | dias | 15) | 30) | 45) | 15) | 30) | 45)
Medias de p. peso| 2,06 | 3,85 | 0,85 | 2,87 | 514 | 0,74 | 2,51 2,94 | 0,96 3,23 | 7,35

En general se puede observar que los dos HPB probados en esta memoria, modificaron el
peso de ambos sustratos evidenciando una biodegradaciéon. No siempre los factores
interactuaron en forma positiva, pero si se aumenta la amplitud de los niveles de los

factores evaluados, es probable que siempre exista una interaccién entre ellos.

4.2.9 Analisis del biodeterioro

Al observar el grafico 9, se puede apreciar que la especie fungosa L. edodes realiza una
mayor biodegradacion en la madera de eucalipto que en la conifera, comportamiento
esperado al considerar su habitat natural de desarrollo y que también fue observado por
Oriaran et al., (1989). Cuando se considera también la influencia de la madera de albura o
de duramen, se puede observar un comportamiento disimil entre las dos especies
sustrato. Se podria esperar una mayor pérdida de peso en la madera de albura (debido a
su menor densidad), como sucede con el pino, pero en la madera de eucalipto se da lo

contrario. En todo caso, las diferencias entre las maderas de eucalipto es casi nula y esta

65



supuesta incongruencia en los resultados se podria deber a errores propios del

experimento (presencia de anillos de crecimiento y mediciones y paralaje, entre otros).

Grifico 9: Porcentajes medios de pérdida de peso para L. edodes en los distintos sustratos.
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Si se observa el comportamiento de S. hirsutum (Grafico 10), se aprecia facilmente que
presenta fuertes diferencias en el biodeterioro pero sin un patrén fijo en relacién al tipo de
madera, ya que cuando actud sobre pino degradé un 76% mas en el caso de la madera
de albura en comparacion a la de duramen, y a la inversa cuando lo hizo sobre eucalipto,

la madera de duramen tuvo un 38% mas de pérdida de peso que la madera de albura.

Los hongos se movilizan a través de los espacios naturales de la madera (lumen celular) y
a través de espacios creados por la degradacion que ellos mismos provocan. Por lo tanto,
se podria esperar que en la madera de albura hubiese mayor degradacion, ya que el
hongo tendria una mayor facilidad de movimiento. Ademas, la presencia de parénquima
en esta madera, con sustancias de facil absorcién para el hongo, permite una
colonizaciéon mas rapida y con un mayor beneficio energético para el hongo. Se suma a
esto que la madera duraminizada, tiene una mayor acumulacion de extraibles (Sjostrom,
1993), entre otros, que le otorgan una mayor durabilidad natural. Estas suposiciones se
confirman solo para el pino como sustrato, ya que en el caso del eucalipto sucede lo

contrario, especialmente con el HPB S. hirsutum. Es por esto que cabe la posibilidad de

que el material considerado como duramen de eucalipto no sea en realidad duramen, es
decir, la densidad no seria un buen factor de disgregacion entre albura y duramen.
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Grifico 10: Porcentajes medios de pérdida de peso para S. hirsutum en los distintos sustratos.
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Al analizar la influencia de los factores tiempo y contenido de humedad (Graficos 11, 12,
13 y 14), se puede observar que en general existe un aumento del biodeterioro cuando los
niveles de los mencionados factores aumentan. Es asi como el tratamiento de 45 dias y
60% de contenido de humedad inicial, es en casi todos los casos la combinacion de
factores que dio una mayor biodegradacion. Esta situacion se dio para ambas especies de
HPB a excepcion del caso de S. hirsutum sobre duramen de pino (Grafico 3). En ese
experimento el biodeterioro fue superior transcurridos 45 dias de tratamiento pero con un
contenido de humedad de 40%. Con respecto a la variable tiempo, se confirma lo
observado por Oriaran et al. (1989) en L. edodes, Levin y Agueda (1998) en T. trogii y lo
que sucede en forma natural, en cuanto a que a mayor cantidad de tiempo de accion del
hongo, es mayor la biodegradacion sufrida por la madera en los primeros meses de
deterioro. Es frecuente encontrar un comportamiento exponencial en la curva de
degradacion, en este caso sucede lo mismo. En el periodo entre 15 y 30 dias, L. edodes
aumento la biodegradacion a una tasa diaria de 0,06%, mientras que en el periodo 30-45
dias, aumenté a una tasa de 0,092%. Considerando los mismos periodos de analisis, S.
hirsutum, sufri6 un aumento en su tasa diaria de perdida de peso medio de 0,1% a
0,18%. Si consideramos una tasa media de crecimiento, L. edodes y S. hirsutum

lograron 0,076% y 0,14% respectivamente.
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Grifico 11: Porcentajes medios de pérdida de peso para L. edodes en los distintos tiempos.
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Sustrato - Contenido de humedad

Al considerar los efectos de las dos especies de HPB sobre la madera, en general se da

el caso que para un mismo contenido de humedad, el biodeterioro aumenta cuando

aumenta el nivel del factor tiempo. Sucede lo mismo cuando aumenta el contenido de

humedad dentro de un mismo tiempo, o sea, generalmente existe un aumento del

biodeterioro, pero no es una condicién que se cumpla en todos los casos.

Grifico 12: Porcentajes medios de pérdida de peso para S. hirsutum en los distintos tiempos.
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Griafico 13: Porcentajes medios de pérdida de peso para L. edodes con distintos contenidos de
humedad.

% pérdida de peso

Alburade pino Duramende eucalipto

Especie madera - Tipo madera

Alburade eucalipto

Al observar el efecto del aumento del contenido de humedad (Graficos 13 y 14), se
aprecia que el hongo L. edodes tuvo un comportamiento bastante definido y con un
mayor biodeterioro en 60% de CH. En cambio, S. hirsutum tuvo un comportamiento un

poco menos marcado y hasta opuesto cuando degradd duramen de pino.

Grifico 14: Porcentajes medios de pérdida de peso para S. hirsutum con distintos contenidos de
humedad.
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Los valores maximos de degradacion del hongo S. hirsutum son 9,82% y 7,35% en el
caso de duramen y albura de eucalipto respectivamente y 5,2% y 4,12% en el caso de la
albura y el duramen de pino respectivamente. Para el hongo L. edodes se establecié una

pérdida de peso maxima de 5,27% para la albura de la latifoliada y de 3,64% para el
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duramen, mientras que en pino produjo un 5,2% de pérdida de peso en la albura y un
4,6% en el duramen. Estos valores son muy semejantes al 5% obtenido con C.
subvermispora sobre madera de pino por Akhtar et al. (1992c) citado por Fisher et al.,
(1994). Existe una preferencia notoria por la madera de eucalipto en el caso de S.
hirsutum, no asi L. edodes, que se comportd de forma similar en ambas especies
forestales. Se puede apreciar en la foto 4 el estado visual en que queda el ensayo

experimental, al final del tiempo de prueba.

Foto 4: Vista del tratamiento de duramen de pino con L. edodes, al cabo de 45 dias y 60% de CH inicial.

4.3 Analisis quimico
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Las determinaciones de lignina se realizaron sobre las maderas que obtuvieron los
valores extremos (mayor y menor degradacién) en el objetivo anterior. Es por esto que
existen dos mediciones para cada especie atacada con un hongo en particular. Las

identificaciones se modificaran y quedaran de la siguiente forma:

* P4> = Albura de pino atacada por L. edodes con tratamiento 60-45

* P4< =Duramen de pino atacado por L. edodes con tratamiento 40-15

* P5> = Albura de pino atacada por S. hirsutum con tratamiento 60-45

®* P5< =Duramen de pino atacado por S. hirsutum con tratamiento 40-15

* E4> = Albura de eucalipto atacada por L. edodes con tratamiento 60-45

* E4< = Albura de eucalipto atacada por L. edodes con tratamiento 40-30

* E5> =Duramen de eucalipto atacada por S. hirsutum con tratamiento 60-45
* E5< = Albura de eucalipto atacada por S. hirsutum con tratamiento 40-15
* TPD = Testigo de duramen de pino

* TPA = Testigo de albura de pino

* TED = Testigo de duramen de eucalipto

* TEA = Testigo de albura de eucalipto

El analisis del contenido de lignina se realizé sobre muestras libres de los extraibles de la
madera. La siguiente tabla muestra el efecto de los hongos tanto sobre esta fraccion de la
madera como también sobre la lignina. Las variaciones se expresan en relacion a los
testigos. Los resultados sobre la lignina son una media calculada a partir de 3

repeticiones.

Tabla 9: Contenido y variacion de extraibles y lignina en las muestras observadas.

| % de | % de | % de Lignina | % de |

71



Extraibles variacion variacion

E4> 4,75 51,76 18,56 - 18,81
E4< 2,47 - 21,09 16,86 - 26,25
ES> 7,83 150,16 16,98 -25,72

4.3.1 Contenido de extraibles

Los valores de los extraibles obtenidos de las muestras testigo de pino son entre un 5% y
un 19% superiores al 1,8% observado por Mansilla et al. (1991) y mucho mayores al
1,5% que presenta Fengel y Wegener (1984), pero los testigos de eucalipto tienen una
mayor diferencia entre si y también con respecto a lo presentado en el estudio de Mansilla
et al. (op. cit.) (5,1%). Esto posiblemente puede deberse a la influencia del muestreo ya
que al no contar con una cantidad mayor de material (repeticiones), los errores de este
tipo aumentan su influencia sobre el total. Se puede apreciar en la tabla 9, que la cantidad
de extraibles que presenta el pino, son mayores tanto en las muestras tratadas con L.
edodes como con S. hirsutum. Para la madera de alta densidad, P4< tiene un poco mas
de 2,5 veces la cantidad de extraibles del testigo, mientras que P5< tiene un poco menos
que el doble de estos elementos. En el caso de la madera de pino de baja densidad los
valores son aun mayores. La muestra P4> tiene 2,73 veces la cantidad de extraibles del
testigo y P5> tuvo mas del triple de extraibles que el testigo. En los casos de las maderas
de eucalipto tratadas con los HPB, las cantidades de los extraibles, en comparacion con
los testigos, variaron entre 0,79 y 2,5 veces.

Desde el punto de vista de la especie fungosa, S. hirsutum super6 levemente a L.
edodes en el aumento de la cantidad de extraibles presentes en las muestras de madera
después del biodeterioro. En ambos casos se puede apreciar una concordancia entre la
cantidad de extraibles presente en las maderas y la cantidad de masa perdida por la
accion fungica. O sea que para ambas especies lefiosas, e independientemente del HPB
que las atacd, se observa una proporcionalidad directa entre la severidad del ataque o

cantidad de biodeterioro y la cantidad de extraibles. Esta relacién se repite en otras
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investigaciones sobre biopulpaje como en Oriaran et al. (1989), y segun este autor, podria
atribuirse a la actividad oxidativa de fenoles y a otros productos derivados de la
degradacion. Olea (2002) nota un aumento en los contenidos de extraibles al aumentar
los tiempos de accion fungica y Gomez (1995) también detecta aumentos de esta fraccion

de la madera.

4.3.2 Contenido de lignina

Ahora, al observar la cantidad de lignina de las muestras testigo (Tabla 9), para el pino se
aprecia un valor levemente inferior a lo mencionado por otros autores (Mansilla et al.,
1991; Fengel y Wegener, 1984; Sjéstrém, 1993) que dan valores en torno al 27%,
mientras que en el caso del eucalipto, los valores estan cercanos al rango observado por
Mansilla et al. (op cit.) y Sjostrdm (op cit.) que determinaron valores de 20% y 21,9%

respectivamente.

Al contrastar las maderas de pino con sus respectivos testigos, se aprecia que los valores
no fueron modificados en gran forma y la mayor variacién la alcanzé la muestra P5> con
un 2,48% de disminucion frente a las demas muestras que no alcanzaron a llegar al 1%.
Pero en el caso de la madera eucalipto se puede apreciar que todos los tratamientos
tuvieron efectos mucho mayores que en el caso del pino, superando el 26% de reduccioén

de lignina en el tratamiento E4<.

Una situacion especial se da al comparar los casos P4 y E4. En ambas especies atacadas
por L. edodes, se nota que el tratamiento mas agresivo en la etapa de biodeterioro tuvo
una reduccion de lignina muy inferior en comparacién al menos agresivo. Esto no sucede

con S. hirsutum que mantuvo una relacion proporcional con la pérdida de biomasa.

En Cartwright y Findlay (1950), Campbell determiné que S. hirsutum redujo el contenido
de lignina del aserrin de Quercus sp., en un 26,98% desde 21,5% a 15,7%, después de
ser tratado durante 13 meses, y Oriaran et al. (1989) observaron que sobre chips
pulpables de Quercus rubra, L. edodes redujo el contenido de lignina en un 1,31%
después de 1 mes de tratamiento mientras que sobre los chips de Picea glauca la
reduccion alcanzé a un 3%. En una escala similar de tiempo (40 dias) con respecto a la

presente memoria, Olea (2002) obtiene como maximo un 7,77% de reduccion de lignina al
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tratar trozas de pino con el hongo 24P, y Galvez (2001) ocupando el mismo sustrato, pero
con los hongos P. ostreatus y C. subvermispora, no encontré variaciones significativas.
En este punto, es probable que el aumento del tiempo de biopulpaje, aumente la cantidad

de lignina degradada, y por lo tanto, sean alternativa real para un futuro proceso industrial.

Ambas especies fungosas utilizadas en esta memoria, han sido descritas como hongos
que en forma natural se encuentran sobre latifoliadas como las del género Quercus, y
esto se puede apreciar en la tabla 6 donde las reducciones de lignina son mucho mayores
en eucalipto que en pino. Sobre la conifera degradaron como maximo un 2,48% de la
lignina, mientras que en la latifoliada el tratamiento que arrojo la menor variacion de
lignina superd el 18%. Esta selectividad, caracteristica de estos hongos, puede ser
aprovechada en el proyecto FONDEF DO02I-1086, de la Universidad de Chile, que

actualmente esta investigando el biopulpaje en madera de eucalipto.

5. CONCLUSIONES

MTanto S. hirsutum como L. edodes se ven afectados en su desarrollo por los niveles
de pH y T° del medio de cultivo. Para ambas especies, la influencia de la temperatura es

mayor que la influencia del pH en relacion al crecimiento. Para la primera especie los
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valores optimos de crecimiento son T= 25° C y pH 6, mientras que para la segunda

especie son T=25°Cy pH 5.

"MLas dos HPB bajo prueba son capaces de provocar un biodeterioro, evidenciado por
una pérdida de peso de la madera de P. radiata y de E. globulus. Este deterioro es

mayor en la latifoliada en comparacion con la conifera.

" Los porcentajes maximos de biodegradacién de L. edodes y S. hirsutum sobre madera
de eucalipto son 5,27% y 9,82% respectivamente y sobre madera de pino es de 5,2%

para ambas especies, para este ensayo de 45 dias de exposicion.

*MLas maderas de albura y duramen son biodegradadas en forma similar por el HPB L.
edodes. Mientras que en el caso de S. hirsutum, se aprecian fuertes diferencias entre el
tipo de madera utilizada como sustrato. En ambas especies de HPB, existe una leve
tendencia a degradar mas el duramen en el caso del eucalipto, y la albura en el caso del

pino.

"MDe acuerdo a lo observado y concluido en el punto anterior, es probable que la

densidad no sea una buena variable predictora de duramen y albura en eucalipto.

*MEn relacién al tiempo del tratamiento, en ambas especies fungosas se da que mientras

mayor es el tiempo de duracién, mayor es la biodegradacion.

"MEI mismo comportamiento del punto anterior se manifiesta en relacion al contenido de

humedad inicial del sustrato, en que a mayor CH, mayor biodegradacion.

*MLos HPB bajo prueba alteran la composicién quimica de la madera tanto en la cantidad
de extraibles como en la cantidad de lignina. S. hirsutum, redujo la cantidad de lignina en
la albura de pino en un 2,48% mientras que en duramen lo hizo en un 0,69%. La mayor
reduccion sobre eucalipto es de 25,72%. Por su parte, L. edodes redujo la lignina de pino
en 0,24% y 0,49% para la albura y duramen respectivamente, y sobre la albura de

eucalipto alcanzo6 a degradar como maximo 26,25%.
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6. RECOMENDACIONES

En virtud de los resultados arrojados por esta investigacion, el memorante recomienda
profundizar el estudio de ambos HPB para los objetivos de biopulpaje, y en especial

utilizando la madera de eucalipto como sustrato.
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También se recomienda aumentar la escala de tiempo de prueba y la determinacién en

profundidad de los efectos quimicos del biopulpaje sobre esta especie.
Por ultimo, es necesario llevar a cabo pruebas de pulpaje, para determinar cuales son los

efectos que estos tratamientos tienen sobre los productos de celulosa y papel que se

confeccionan a partir de esta materia prima.
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8.1 Tablas de ANDEVA

Tabla 10: Duramen de pino tratado con L. edodes

Analysis of Variance for P.peso

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 50,2741 5 10,0548 22,77 0,0000
Residual 5,29949 12 0,441624

Total (Corr.) 55,5736 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 18,2296 1 18,2296 41,28 0,0000
Tpo 19,0034 2 9,5017 21,52 0,0001
CH*Tpo 13,0411 2 6,52055 14,76 0,0006
Residual 5,29949 12 0,441624

Total (corrected) 55,5736 17

Tabla 11: Albura de pino tratada con L. edodes

Analysis of Variance for P.peso

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 60,428 5 12,0856 25,56 0,0000
Residual 5,67441 12 0,472867

Total (Corr.) 66,1024 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 19,6943 1 19,6943 41,65 0,0000
Tpo 22,9941 2 11,4971 24,31 0,0001
CH*Tpo 17,7396 2 8,86978 18,76 0,0002
Residual 5,67441 12 0,472867

Total (corrected) 66,1024 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 12: Duramen de pino tratado con S. hirsutum

Analysis of Variance for P.peso
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Model 33,951 5 6,79019 9,67 0,0007
Residual 8,42708 12 0,702257

Total (Corr.) 42,378 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 11,499 1 11,499 16,37 0,0016
Tpo 12,9141 2 6,45703 9,19 0,0038
CH*Tpo 9,53786 2 4,76893 6,79 0,0107
Residual 8,42708 12 0,702257

Total (corrected) 42,378 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 13: Albura de pino tratada con S. hirsutum

Analysis of Variance for P.peso

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 64,1011 5 12,8202 11,62 0,0003
Residual 13,2391 12 1,10326

Total (Corr.) 77,3402 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 0,540211 1 0,540211 0,49 0,4974
Tpo 62,9087 2 31,4543 28,51 0,0000
CH*Tpo 0,652144 2 0,326072 0,30 0,7494
Residual 13,2391 12 1,10326

Total (corrected) 77,3402 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 14: Duramen de eucalipto tratado con L. edodes

Analysis of Variance for P.peso

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 10,2801 5 2,05602 3,33 0,0407
Residual 7,40803 12 0,617335

Total (Corr.) 17,6881 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 1,86026 1 1,86026 3,01 0,1082
Tpo 4,85204 2 2,42602 3,93 0,0487
CH*Tpo 3,5678 2 1,7839 2,89 0,0945
Residual 7,40803 12 0,617335

Total (corrected) 17,6881 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 15: Albura de eucalipto tratada con L. edodes

Analysis of Variance for P.peso
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Model 51,1442 5 10,2288 16,29 0,0001
Residual 7,53552 12 0,62796

Total (Corr.) 58,6798 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 18,6878 1 18,6878 29,76 0,0001
Tpo 23,578 2 11,789 18,77 0,0002
CH*Tpo 8,87836 2 4,43918 7,07 0,0094
Residual 7,53552 12 0,62796

Total (corrected) 58,6798 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 16: Duramen de eucalipto tratado con S. hirsutum

Analysis of Variance for P.peso

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 165,297 5 33,0595 5,81 0,0059
Residual 68,2471 12 5,68726

Total (Corr.) 233,544 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 8,90561 1 8,90561 1,57 0,2347
Tpo 145,006 2 72,5032 12,75 0,0011
CH*Tpo 11,3853 2 5,69266 1,00 0,3962
Residual 68,2471 12 5,68726

Total (corrected) 233,544 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Tabla 17: Albura de eucalipto tratada con S. hirsutum

Analysis of Variance for P.peso

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 85,2288 5 17,0458 13,01 0,0002
Residual 15,7194 12 1,30995

Total (Corr.) 100,948 17

Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
CH 14,2988 1 14,2988 10,92 0,0063
Tpo 55,2197 2 27,6098 21,08 0,0001
CH*Tpo 15,7103 2 7,85515 6,00 0,0157
Residual 15,7194 12 1,30995

Total (corrected) 100,948 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.

8.2 Tablas de comparacién de medias de Duncan
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El simbolo (*) en la resta, indica diferencia estadistica entre la pareja de medias

comparadas.

Tabla 18: Duramen de pino tratado con L. edodes (Interaccion)

60-45 60-30 40-45 40-30 40-15
60-15 4,5954* 2,4877* 0,5900 0,3014 0,1536
40-15 4,4418* 2,3341* 0,4364 0,1478 0,0000
40-30 4,2939* 2,1863* 0,2885 0,0000
40-45 4,0054* 1,8978* 0,0000
60-30 2,1077* 0,0000
60-45 0,0000

Tabla 19: Albura de pino tratada con L. edodes (Interaccion)

60-45 60-30 40-45 40-30 40-15
60-15 5,2001* 2,6102* 0,6859 0,4994 0,3490
40-15 4,8511* 2,2612* 0,3369 0,1503 0,0000
40-30 4,7008* 2,1108* 0,1865 0,0000
40-45 4,5143* 1,9243* 0,0000
60-30 2,5899* 0,0000
60-45 0,0000

Tabla 20: Duramen de pino tratado con S.hirsutum (Interaccién)

40-45 40-30 60-45 60-15 60-30
40-15 3,8394* 1,9429* 0,5840 0,2884 0,1142
60-30 3,7253* 1,8287* 0,4699 0,1742 0,0000
60-15 3,5511* 1,6545* 0,2957 0,0000
60-45 3,2554* 1,3588 0,0000
40-30 1,8966* 0,0000
40-45 0,0000

Tabla 21: Albura de pino tratada con S.hirsutum (Tiempo)

45 30 15
15 27,2891* 10,8782 0,0000
30 16,4109 0,0000
45 0,0000

Tabla 22: Duramen de eucalipto tratado con L. edodes (Tiempo)

45 30 15

15 6,9432* 0,7306 0,0000

30 6,2126* 0,0000

45 0,0000

Tabla 23: Albura de eucalipto tratada con L. edodes (Interaccion)
60-45 60-30 40-45 60-15 40-15

40-30 4,9191* 2,4582* 1,4100 0,5136 0,3672
40-15 4,5519* 2,0910* 1,0428 0,1463 0,0000
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60-15
40-45
60-30
60-45

4,4055*
3,5090*
2,4609*
0,0000

1,9446*

1,0482
0,0000

0,8965
0,0000

0,0000

Tabla 24: Duramen de eucalipto tratado con S. hirsutum (Tiempo)

45 30 15
15 39,7789* 9,0136* 0,0000
30 30,7653 0,0000
45 0,0000

Tabla 25: Albura de eucalipto tratada con S. hirsutum (Interaccion)

60-45 60-30 40-45 40-30 60-15
40-15 6,6037* 2,4873* 2,1941 1,7713 0,2221
60-15 6,3816* 2,2653* 1,9720 1,56492 0,0000
40-30 4,8324~ 0,7161 0,4228 0,0000
40-45 4,4096* 0,2932 0,0000
60-30 4,163~ 0,0000
60-45 0,0000
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RESUMEN

Como un aporte al biopulpaje, se evaludé bajo el concepto de hibridismo, el efecto de
modificar la T° y el pH del medio de cultivo agar-malta, sobre el crecimiento de hongos de
pudricion blanca (HPB): Stereum hirsutum y Lentinus edodes. Se establecieron tres
temperaturas: 20°, 25° y 30° Celcius y tres pH: 5, 6 y 7. S. hirsutum presenta el mayor
incremento en biomasa a 25° C y pH 6; en tanto que L. edodes lo logra con la
combinacion de 25° C y pH 5. La segunda variable respuesta que fue determinada, la
constituyo la pérdida de peso de maderas de distinta naturaleza biologica. En este caso,
se combind la mejor alternativa de T° y pH que se establecié para cada uno de los
hongos, en madera de albura y duramen de dos especies forestales (Pinus radiata y
Eucalyptus globulus), bajo tres tiempos de exposicion a cada uno de los hongos: 15, 30
y 45 dias, y dos contenidos de humedad inicial de la madera: 40% y 60%. Las mayores
disminuciones de peso se obtuvieron con E. globulus y fueron de 5,27% en el caso de L.
edodes y de 9,82% en el caso de S. hirsutum. La madera de P. radiata fue degradada
en un 5,2% por las 2 especies de hongos. Estos maximos de degradacion se obtuvieron
siempre en albura de ambas especies con un 60% de contenido de humedad y después
de 45 dias de tratamiento. La excepcion fue S. hirsutum sobre E. globulus, que provoco
una mayor pérdida de peso en duramen. Por Ultimo, se realizé una evaluacién del
contenido de lignina residual de las muestras de madera que mas y menos alteracion
sufrieron en el proceso de biodegradacion. La pérdida de lignina mas notable en P.
radiata fue de 2,48% caso S. hirsutum y de 0,49% para L. edodes, mientras que en el
caso de E. globulus, S. hirsutum provocé una reduccién de este compuesto de 25,72%
y L. edodes una de 26,25%. En general, la metodologia se demuestra adecuada para

este tipo de estudios y se recomienda la continuacién de esta linea de trabajo.

Palabras clave: biopulpaje, biodegradacién, hongos de pudricién blanca, hibridismo.
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SUMMARY

As a biopulping contribution, in the frame of the hibridism, the effect of modifying T° and
pH of the agar-malt culture medium, over the white rot fungi (WRP): Stereum hirsutum y
Lentinus edodes growth, was evaluated. Three temperatures: 20°, 25° and 30° Celcius,
and 3 pH levels: 5, 6 and 7, were established. 25° C and pH 6 proved to be the optimum
combination for the higher increase of S. hirsutum biomass, while 25° C and pH 5 were
the best conditions for the L. edodes fungus. The loss of weight in wood of different
biological nature, determined the second response variable. In this case, the best
combination of T° and pH for each fungus, was established. The loss of weight
(biodegradation) of sapwood and heartwood of Pinus radiata and Eucalyptus globulus
due to these fungus was also evaluated. Three testing times: 15, 30 and 45 days, and 2
initial moisture contents: 40% and 60% were tested. The mayor loose of weight in E.
globulus were 5,27% with L. edodes, and 9,82% in the case of S. hirsutum. P. radiata
was degradated 5,2% by both white rot fungi. These maximum of degradation were always
obtained from the sapwood of both species with a 60% of moisture content and after 45
days of treatment. The only exception was S. hirsutum over E. globulus which
generated a mayor loss of weight over heartwood. Finally, an evaluation of the residual
lignin content of the samples with more and less alteration of biodegradation process was
performed. The most remarkable reductions were of 2,48% in the case of L. edodes and
0,49% with S. hirsutum) over P. radiata. And in the case of E. globulus, S hirsutum
caused 25,72% of loss of weight, while in the case of L. edodes, the loss of weight was of
26,25%, meanwhile, S hirsutum caused a 25,72% and L edodes a 26,25% of reduction
of this compound in the E. globulus wood. In general, for this kind of study the methology

used, proved to be suitable and the application of this line of work is recommended.

Key words: biopulping, biodegradation, white rot fungi, hibridism.
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