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RESUMEN

Esta contribucién presenta los primeros resultados del desarrollo de una metodologia para
el tratamiento quimio-enzimatico de desechos lignocelul6sicos urbanos y de la industria
platense. Especificamente, se analiz6 la composicion del bagazo de malta de cervecerias
regionales, del residuo generado por la poda urbana y del aserrin de eucaliptus, sauce y adlamo
subproducto de la construccion de cajones para hortalizas. Entre ellos, los aserrines resultaron
los residuos mas recalcitrantes, con contenidos de lignina de 14y 20%, mientras que el bagazo
cervecero presenta la mejor relacion holocelulosa/lignina. Como parte del desarrollose propone
la obtencion de cdcteles enzimaticos nativos empleando hongos aislados en Misiones, su
caracterizacion y optimizacién para la obtencién de azlcares reductores a partir de deshechos
locales. En este sentido, la cepa Coriolopsis rigida CLPS#232 presentd los resultados méas
promisorios, logrando degradar los residuos lefiosos ricos en lignina.

Introduccion

El fuerte crecimiento de las agroindustrias en la capital bonaerense, asi como la expansion
urbana asociada al desarrollo econdmico regional, aparejan una cuantiosa generacion de
residuos. Aquellos desechos compuestos por biomasas lignocelulésicas son de interés para la
biorrefineria, concepto que aborda los procesos fisicoquimicos y bioquimicos que logran la
conversién de biomasa en productos como combustibles, polimeros, moléculas, etc.

La region platense tiene una importante produccion de residuos a partir de las agroindustrias
cerveceray de pequefos aserraderos. En la Gltima década, el polo cervecero ha tenido un rapido
crecimiento que conlleva el desecho de aproximadamente 62 toneladas mensuales de bagazo
de malta [1], un residuo que se compone de 9-25% de celulosa, 7-28% de lignina, 17-28% de
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polisacaridos no celulésicos y 15-48% de proteina [2].Otra industria prospera en el polo es la
de los aserraderos, que se desarroll6 a partir de la cadena frutihorticola abasteciéndola de
cajones de hortalizas e insumos para invernaderos. El aserrin del sauce contiene 40-44% de
celulosa, 17-22% de hemicelulosa y 24-26% de lignina; mientras que el de eucaliptus reporta
48% de celulosa, 13% de hemicelulosa'y 30% de lignina[3]. Estos desechos, asi como el follaje
que constituye el residuo de poda urbano, pueden ser materia prima de biorrefinerias.

La primera etapa de la biorrefineria es la deconstruccion de la biomasa en azlcares
reductores que actuaran como building blocks en la sintesis de sustancias carbonadas mas
complejas. Luego del pre-tratamiento fisicoquimico, la celulosa y hemicelulosa obtenidas son
hidrolizadas por enzimas celuloliticas, generalmente de origen fungico. Los cocteles que
contienen estas actividades enzimaticas pueden ser comerciales u obtenidos de especies nativas.
Respecto de esta Ultima alternativa, existe un potencial poco explorado en nuestros bosques
que, de ser aprovechado, podria derivar en la obtencidon de coOcteles mas eficientes en su
aplicacidn sobre biomasas nativas, mejor adaptados a las condiciones requeridas por la industria
local y de menor costo, mejorando la rentabilidad de los bioprocesos. El presente trabajo aborda
el andlisis de la composicion lignocelulésica de residuos locales platenses y la caracterizacion
inicial de cepas fangicas nativas respecto de su capacidad de degradarlos.

Experimental

Analisis fisicoquimico de los residuos lignoceluldsicos.

Los residuos caracterizados en su composicién lignocelulésica segin Coronado y col. [4]
fueron bagazo de malta cervecero (BMC), aserrin de eucaliptus (AE), aserrin de sauce y alamo
(ASA) y residuo de poda urbana (RPU) compuesto por hojas y ramas de Mespilus germanica,
Tipuana tipu, Persea americana, Quercus robur y Jacaranda mimosifolia.

Cada biomasa se lavo con agua, sec6 a 50 °C hasta peso constante para cuantificar humedad
y se molié. Los extractables organicos se determinaron en equipo Soxhlet durante8h con
acetona (normativa estandar T 264 cm-07). A continuacion, las biomasas molidas y libres de
extractables organicos se sometieron a extraccion acuosa a 100°C durante 3h; el solido
recuperado se secO a 100°C y sepesO en balanza analitica. ElI contenido de celulosa y
hemicelulosa (holocelulosa) se obtuvo gravimétricamente por deslignificacion de las biomasas
tratando con 4cido acético y clorito desodio a 75°C durante 5h. A partir de la holocelulosa se
determind gravimétricamente el contenido de celulosa por tratamiento con NaOH 17,5% p/V
durante 100 min a 20°C. El sélido recuperado se lavd con &cido acético 10,0% V/V y agua
destilada hasta alcanzar pH neutro, se sec6 a 100°C y pes6. El contenido de hemicelulosa se
determiné como la diferencia entre las fracciones de holocelulosa y celulosa. Finalmente, el
contenido de lignina Klasson sedeterminé tratando las biomasas molidas y libres de extractables
organicos con &cido sulfurico 3,0% V/V a 100°C durante 4h. El s6lido obtenido se lavo con
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agua destilada hasta pH neutro, se seco y peso.

~ N

Cepas fungicas y caracterizacion de su capacidad celulolitica sobre residuos biomasicos.

Se utilizaron hongos autdctonos aislados de la selva de Misiones, Argentina, pertenecientes
al Cepario del Instituto Spegazzini, UNLP: Coriolopsis rigida CLPS#232 y Ulocladiumbotrytis
CLPS#813. Estos se cultivaron en agar extracto de malta (extracto de malta 30,0 g/L, peptona
de soja 3,0 g/L, agar agar 15,0 g/L) durante 7 dias a 30°C para obtener pre-indculos.

Posteriormente, las cepas se cultivaron en medios disefiados con los residuos BMC, AE,
ASA y RPU como fuente de carbono [5]. Los hongos se sembraron desde los pre-inoculos en
medio minimo salino (MM) suplementado con 5,0 g/L de los residuos secos y molidos o
estandar carboximetilcelulosa (CMC), 15,0 g/L de agar agar y azul de tripan. Las placas de
MM-sustrato se incubaron durante 14 dias a 30°C para determinar la capacidad de las cepas de
crecer en cada sustrato y detectar la presencia de un halo incoloro alrededor del micelio,
asociado a la degradacion de la biomasa tefiida con azul de tripan.

Resultados y discusion

La Tabla 1 presenta los resultados del analisis composicional de los residuos. Respecto al
contenido de holocelulosa, compuesta de azUcares reductores plausibles de ser reutilizados, las
biomasas lefiosas AE y ASA presentan el mayor contenido, seguidas del residuo de poda. Sin
embargo, dichos azucares seran dificiles de recuperar, dado que AE y ASA tienen elevados
contenidos de lignina que aumentan su recalcitrancia a la deconstruccién y sacarificacion. Si se
considera la porcion libre de humedad del BMC, la relacion holocelulosa/lignina resulta la méas
promisoria a los fines de obtener azlcares reductores con el menor esfuerzo de pre-tratamiento.

Tabla 1. Composicion porcentual de los residuos lignocelul6sicos analizados.
Biomasa % Hum % EO % EA %Lig % Holo % Cel % Hemi
BMC 742+£04 124+001 92+01 46x05 14x1 7.2x05 6.8
AE 13.8+£0.8 0.36x0.04 15%1 201 54+4 446+ 0.7 94
ASA  51.0+3.0 0.23+t0.03 64+08 14+2 36+2 27.7+£0.1 8.3
RPU  48.0+3.0 18+0.1 194+04 103 20+ 2 14 6

% Contenido porcentual de: Hum (humedad), EO (Extractables organicos), EA (Extractables acuosos), Lig
(lingnina), Holo (holocelulosa), Cel (celulosa) y Hemi (hemicelulosa). Se informa el promedio de los
triplicados de cada determinacion + su desviacion estandar.

A continuacion, se inicid el estudio de cepas fungicas nativas respecto de sus capacidades

SEEY, 1
CONICET /B UNIVERSIDAD eﬂ
% NACIONAL

DE LA PLATA COMISION DE

INVESTIGACIONES CIENTIFICAS




VII Jornadas en Ciencias Aplicadas Dr. Jorge J. Ronco

:Q;‘;“x:;a:
CINDECA

“Edicion CINDECA de ORO”

4 al 6 de octubre de 2023

La Plata, Buenos Aires, Argentina

de crecer y secretar enzimas que degraden las biomasas residuales caracterizadas en la primera
etapa. La Tabla 2 muestra los resultados de cada cepa en MM-sustrato-azul de tripan.

Tabla 2. Caracterizacion de la capacidad celulolitica de hongos nativos sobre residuos.

Residuo/sustrato  C. rigida CLPS#232  U. botrytis CLPS#813

CMC I ’
BMC i .
AE +++ .
ASA et .
RPU ++ ’

+

Ambas cepas fueron
capaces de crecer en los
sustratos propuestos. Sin
embargo, s6lo  en
algunos de ellos
desarrollaron un halo de
celuldlisis (+). La cepa
U. botrytis CLPS#813,
aislada de hojarasca de
suelo, crecié
prominentemente en
CMC, BMC y RPU. Su
desarrollo fue menor en
los residuos con
mayor contenido de

lignina, como ASA y AE. Un claro halo pudo verificarse en placas de MM-CMC (Tabla 2).
C. rigida CLPS#232, aislada de arboles en descomposicion, crecié en todos los sustratos y
desarrolld halos de degradacion en CMC, ASA y AE, incluso un pequefio halo en RPU.

Conclusiones

El BMC es un residuo abundante en la region, rico en holocelulosa y con bajo contenido de
lignina aprovechable en biorefineria. Ambos hongos nativos pudieron crecer en BMC y se
profundizara su caracterizacion como agentes degradadores. C. rigida CLPS#232 tuvo los
resultados méas promisorios para la obtencidn de cActeles enzimaticos capaces de sacarificar

las biomasas mas recalcitrantes.
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