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RESUMEN

En el desarrollo de tecnologias para la obtencién de energia de recursos naturales
renovables mas econdmicas y amigables con el ambiente, los materiales
lignocelulésicos como la madera son una fuente interesante. La obtencion de etanol a
partir de ellos esta limitada, entre otras cosas, por la presencia de lignina, que constituye
una barrera en la sacarificacion enzimatica. Este trabajo estudia el efecto de pretratar
madera de Eucaliptus globulus, con cinco cepas de hongos de pudricion blanca (HPB) y
tres tiempos de accion, sobre el rendimiento de azlcares fermentables. Astillas finas de
esta especie fueron inoculadas separadamente con los HPB y mantenidas en camara de
incubacion por 30, 45 y 60 dias. Adicionalmente, se incluyé como testigo madera sin
pretratar. Finalizado el pretratamiento bioldgico, se determind la pérdida de peso
producida por la accion fangica. La hidrolisis enzimatica se realizd6 en un reactor
discontinuo a temperatura constante de 37 °C. Se emplearon enzimas celulasas,
manteniendo constante la relacion sélido/liquido en 1/10 (p/v) y una velocidad de
agitacion de 150 rpm., relacion enzima / sustrato en 0,004 g/g. Finalmente, se determino
la cantidad de azUcares obtenidos. Los resultados preliminares indican que la reduccion



de peso promedio se correlacioné con el tiempo de incubacion con los HPB. Los valores
mas altos para cada uno de los tiempos probados se registran con Stereum sp. y Lentinus
sp., con 27,2 'y 25,8 % a los 60 dias respectivamente. Las menores pérdidas de peso se
obtuvieron con Coriolus sp. y Pleurotus sp., con un 6,0y 9,1 % a los 60 dias.

INTRODUCCION

La celulosa, el componente mayoritario de materiales lignocelulésicos tales como la
madera y los residuos agricolas, constituye una de las fuentes renovables de
polisacaridos méas abundantes con que cuenta el ser humano. Puede ser aprovechada por
medio de su conversion a etanol, lo que implica una hidrélisis de la misma a los
azlcares constituyentes, pudiendo realizarse esta sacarificacién por medio de acidos o
enzimas.

Una de las limitaciones en la hidrolisis enzimética de la celulosa es la presencia de
lignina, que constituye una barrera fisica para la penetracion de las enzimas
celuloliticas. Ademas, la cristalinidad de las moléculas de celulosa dificulta ain maés la
accion de las enzimas, requiriéndose una modificacion de su estructura mediante un
pretratamiento que permita aumentar los rendimientos de azlcares fermentables
(Romano, et al, 2005)., los cuales pueden ser posteriormente convertidos en etanol
mediante microorganismos, proceso conocido como fermentacion, que puede utilizar
uno o varios de los azucares presentes en el material lignocelulésico pretratado e
hidrolizado. Este proceso y las etapas posteriores de destilacion, son bastante conocidas
y de aplicacion industrial con azlcares provenientes de la cafia de azlcar y la
remolacha, asi como de otras fuentes de azucares por ejemplo almidones de maiz y
otros granos (Oliva, 2003).

El  pretratamiento bioldgico de sustratos lignocelul6sicos utilizando Hongos de
Pudricion Blanca (HPB) ha sido utilizado en paja de arroz (Taniguchi et al, 2005), paja
de trigo (Hatakka, 1983) y madera de latifoliadas (Sun y Cheng, 2001; Ballesteros,
1999). Dado que este tipo de microorganismos son capaces de desarrollarse utilizando
preferentemente la lignina como fuente de energia; su inclusion como tratamiento
inicial del complejo lignocelulosico permitiria evitar reducciones significativas en el
rendimiento en azUcares en las etapas posteriores para la obtencion de etanol. (Fengel y
Wegener, 1984; Blanchette et al, 1985; Jarpa, 1988). EI empleo de este tratamiento
biolégico implica bajos requerimientos de energia, condiciones de reaccién suaves,
aumento en la actividad de las celulasas y en el rendimiento de la hidrolisis de la
celulosa, ademéas de menos reacciones colaterales (Sun y Cheng, 2001; Hamelink et al
2003; Romano et al, 2005). Ademas, la alteracion provocada al complejo
lignocelulésico por los HPB reduce la energia necesaria para el astillado (molienda) y
mejora el acceso de productos quimicos al mismo, reduciendo los tiempos de
tratamiento (Tapia et al, 2000).

La utilizacién de los residuos forestales, derivados de las operaciones de manejo y
cosecha en el bosque y de la transformacion mecanica de la madera en aserraderos,
permitiria un sustancial incremento de la capacidad de produccion de etanol
combustible y una reduccién del costo de produccion, debido a los bajos costos de la
materia prima. Junto con ello, cabe destacar el hecho de que el bioetanol producido a
partir de biomasa, se ha identificado como una opcion altamente efectiva desde el punto



de vista economico, para la reduccion de las emisiones de CO, en el sector del
transporte (Romano et al, 2005). Por ejemplo, se ha estimado que el reemplazo de un
Litro de gasolina por un Litro de Bioetanol reduciria en un 70% la produccién de CO;
(Oliva, 2003).

En la produccion a gran escala de etanol a partir de biomasa lignocelulésica, la relacion
entre energia liberada durante la combustion de etanol y la energia necesaria para su
produccion, considerando todo el ciclo de produccion, es 6, desde la extraccion de las
materias primas y los insumos requeridos, hasta el proceso de transformacion a
bioetanol (Sanchez y Cardona, 2005).

Uno de los principales desafios en la produccion de etanol a partir de biomasa
lignoceluldsica es el pretratamiento e hidrdlisis de la materia prima, aspecto que fue
abordado en este estudio y cuyo objetivo general fue determinar el rendimiento en
azucares reductores en la sacarificacion enzimatica de madera sometida a pretratamiento
bioldgico con Hongos de Pudricién Blanca, con miras a la obtencion de etanol.

MATERIALES Y METODO
MATERIALES

El material lignocelulésico empleado en el estudio consistié en madera de Eucalyptus
globulus Labill procedente de una Planta de Astillado. Este subproducto del proceso de
astillado corresponde a particulas de madera con dimensiones aproximadas de 1mm de
espesor, 1 a 3 mm de ancho y 5 mm de largo.

Los hongos utilizados fueron obtenidos del Laboratorio de Biodeterioro y Preservacion
del Departamento de Ingenieria de la Madera, Facultad de Ciencias Forestales,
Universidad de Chile. Estos hongos corresponden a Coriolus spp. (168-H), Peniophora
spp.(127-G) Lentinus spp. (156-E), Stereum spp. (168-H), Pleurotus spp.(190-0); todos
de pudricioén blanca.

Para la sacarificacion enzimatica se utilizo una celulasas comercial: Cellulase (EC
3.2.1.4) de SIGMA, obtenida del hongo Trichoderma viride (C 1794).

METODO

Tratamiento con Hongos de Pudricién Blanca (HPB)

Los niveles de las variables en estudio, Especie de hongo y Tiempo de accién sobre la
madera, correspondieron a cinco hongos y tres tiempos de exposicion: 30, 45y 60 dias.
De la combinacion de los distintos niveles de las variables indicadas surgen 15
tratamientos, méas un tratamiento control consistente de madera sin pretratar con hongos,

realizandose tres repeticiones para cada uno de ellos.

Tratamiento Enzimatico



Para el tratamiento enzimatico de los pin-chips, atacados previamente por los hongos y
en los tiempos ya indicados, se utilizd una celulasa comercial (EC 3.2.1.4). Se aplicaron
4,0 mg de enzima por gramo de pin-chips seco, equivalente a una dosis de 38 unidades
de enzima por gramo de pin-chips. La enzima comercial en polvo fue disuelta en
tampdn citrato-fosfato (acido citrico 0,1M; fosfato disédico 0,2M) a pH 5,0. La
concentracion de la disolucién enzima-tampén fue de 0,04% (p/v). El tratamiento de los
pin-chips se realiz6 como sigue. Primeramente se tomaron 3 g. de pin-chips de cada una
de las tres repeticiones, provenientes de cada pretratamiento hongo-tiempo, incluidos
los testigos, los que fueron mezclados y molidos en un molino Wiley a una
granulometria que pasa las 20 mallas. Luego, de estos 9 g de pin-chips molidos se
tomaron tres muestras, de 1 g cada una, las que fueron puestas en tubos de ensayo
independientes. A continuacion se adicion6 a cada tubo de ensayo 10 ml de la
disolucion enzima-tampon, correspondiente a la dosis de enzima prefijada. Finalmente,
los tubos de ensayo fueron tapados y llevados a un agitador orbital, a 37 °C y 150 rpm
por, un tiempo de 38 horas. Adicionalmente, se midieron los azucares reductores en la
mezcla de tratamiento (tampon-enzima) y los obtenidos en madera sin pretratar con
HPB sometida al tratamiento enzimatico

Los azlcares reductores se midieron mediante reduccion de &cido dinitrosalicilico
(Bailey, 1981) (ADNS). Se usé un método adaptado al formato de microplacas de 96
pocillos (Salazar O. et a, 2006). 50 uL de una dilucion de la muestra proveniente de la
mezcla de tratamiento, previamente centrifugada, se mezclaron con 50 uL de solucion
de ADNS (&cido dinitrosalicilico 1 %, NaOH 0,2 N, sal de Rochelle 30%) en placas de
96 pocillos termoresistentes. Las placas se incubaron a 100 °C por 10 min y
posteriormente se transfirieron a hielo por 5 min. Una alicuota de 50 pL se us6 para
medir absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro lector de placas Anthos modelo
2010. Para transformar estos valores en concentracion de glucosa, los valores de
absorbancia se interpolaron en una curva de calibracion con glucosa, cuya linealidad se
mantuvo entre 0.5 y 8.5 mM de glucosa.

ANALISIS DE RESULTADOS

Pérdida de peso.

En el cuadro N° 1, se muestran los valores de pérdida de peso obtenidos en cada uno de
los tratamientos evaluados.

Cuadro N° 1. Pérdida de peso promedio obtenidas en el Pretratamiento con HPB.

PERDIDA DE PESO PROMEDIO (%)
TIEMPOS DE ACCION (DIAS)

HONGO 30 45 60

Stereum spp.(168-H) 15,8 21,7 27,2
Lentinus spp. (156-E) 111 20,1 25,8
Peniophora spp.(127-G) 9,2 15,7 20,0
Coriolus spp. (162-V) 2,6 5,3 6,0
Pleurotus spp (190-0) 54 7,4 9,1

Cada valor corresponde al promedio de tres repeticiones.



En general, se obtuvo una mayor pérdida de peso al aumentar el tiempo de accion de los
distintos hongos sobre el sustrato lefioso. No obstante, existe variacién entre las
determinaciones individuales correspondientes a cada repeticion. Los valores mas altos
se obtuvieron con los hongos 168-H y 156-E con maximos de 27,2 y 25,8 % a los 60
dias, y minimos de 15,8 y 11,1 % a los 30 dias, respectivamente. Los hongos menos
agresivos correspondieron a 162-V y 190-O, con pérdidas de peso maximas a los 60
dias de 6,0y 9,1 %, y minimas de 2,6 y 5,4 %, a los 30 dias, respectivamente.

Rendimiento de azlcares reductores

De los cinco hongos probados en el pretratamiento de la madera, fueron seleccionados
tres , 168 —H; 127-G y 190 - O para medir el efecto sobre el rendimiento de azucares
reductores, expresados como milimoles de azUcares reductores. Los resultados medidos
después de la hidrolisis enzimatica se muestran en el cuadro siguiente (N° 2).

Cuadro N° 2. Rendimiento en azUcares reductores obtenidos para los tres HPB y
tiempos evaluados.

RENDIMIENTO DE AZUCARES REDUCTORES

(mM)

HONGOS
TIEMPO  168-H 127-G 190-0
(DIAS)
30 20,84 13,91 15,62
45 37,22 30,98 10,27
60 39,79 28,25 14,23

Cada valor corresponde al promedio de dos determinaciones en cada una de las tres
repeticiones por tratamiento enzimatico.

La medicion de los azlcares reductores en la mezcla de tratamiento (tampon-enzima)
dio un valor de 0,96 mM, mientras que en la madera sin pretratar con HPB (Testigo)
esta fue de 6,45 mM.

Al comparar el valor de azlcares reductores obtenido en el tratamiento testigo con todos
los tratamientos en que se emplearon HPB previamente, existe un significativo aumento
en el rendimiento de éstos. La madera pretratada muestra un alza que oscila entre 1,59 y
6,17 veces la cantidad de azUcares reductores que se obtuvieron en el testigo. EI hongo
mas eficiente fue 168-H con 3,23; 5,77 y 6,17 veces la cantidad de azUcares del testigo,
a los 30, 45 y 60 dias de tratamiento fungico. Le sigue el hongo 127-G, con 2,16; 4,80 y
4,38 veces a los 30, 45 y 60 dias, respectivamente. Estos valores disminuyen
ligeramente si se resta el valor de 0,96 mM que arrojo la solucion con la enzima
empleada en el tratamiento de sacarificacion.

El rendimiento en azlcares reductores muestra un aumento con la duracion del
tratamiento con los HPB, observandose un fuerte incremento entre los 30 y 45 dias, para
168-H y 127-G. El hongo 190-O muestra los valores mas bajos, los que no aumentan
con el tiempo de tratamiento.



Por otra parte, los valores de obtenidos en azUcares reductores se muestran directamente
relacionados con los valores de pérdida de peso (Ver cuadro N°1), para los hongos 168-
H y 127-G, coincidiendo el aumento en la pérdida de peso con aumentos en el
rendimiento de azucares para los 30 y 45 dias. Se verifica ademas, un menor aumento
en el rendimiento de azucares con relacion a la pérdida de peso a los 60 dias. Esto es
atribuible a que los HPB, si bien atacan selectivamente la lignina, poseen la capacidad
de depolimerizar polisacaridos y consumir los azUcares liberados, dejando las fracciones
de celulosa y hemicelulosas mas resistentes al ataque enzimatico después de un periodo
inicial. La actividad de los complejos enziméticos propios del hongo durante el
pretratamiento, también incidio en la variabilidad de los resultados. No obstante, tal
como se observa en el cuadro N°2, existen claras diferencias en el efecto de los
tratamientos con los hongos de pudricion blanca.

Los resultados obtenidos avalan la potencialidad del pretratamiento fngico con miras a
la obtencion de etanol. No obstante, es necesario complementar la informacion con
andlisis del residuo sélido de la sacarificacion, y con la presencia y tipo de enzimas en
la fraccion liquida después del tratamiento de sacarificacion.

CONCLUSIONES

- Existe un significativo aumento en el rendimiento de azlcares reductores producto del
pretratamiento con HPB.

- El tipo de hongo y el tiempo de accion del mismo son variables que inciden en la
pérdida de peso y en el rendimiento de azlcares reductores .

- Existe una relacion directa entre la pérdida de peso y el rendimiento de azlcares
reductores para los hongos 168-H y 127-G a los tiempos de 30 y 45 dias.

- Los mejores tratamientos, considerando el tiempo de accién de los hongos y el
rendimiento de azUcares fermentables, corresponden a los obtenidos al aplicar los
hongos 168-H y 127-G a los 45 dias.
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