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Resumen

Uno de los principales residuos generados en México son los desechos urbanos
de jardineria, principalmente compuestos de residuos lignocelulosicos que
contienen azlcares que no se encuentran disponibles para ser utilizados por los
microorganismos y aprovecharlos para generar compuestos quimicos de alto
valor agregado. En este estudio por fermentacion en medio sélido utilizando los
residuos de jardineria como sustrato, se evalud la capacidad de degradacion de
lignina y produccién de azucares como glucosa, galactosa y xilosa, probando tres
diferentes especies de hongos del género Aspergillus a humedades de 60%, 70%
y 80%. Las diferentes especies de hongos del género Aspergillus fueron
designados como cepas Al, A2 y A3. Los maximos valores de degradacién de
lignina de 60.2910.57% y produccién de glucosa de 116.52+0.99 ppm, galactosa
de 50.86+0.51ppm y xilosa de 38.27+0.47 ppm fueron obtenidos para la cepa Al
a una humedad de 70%.

Palabras claves: Aspergillus, Lignina, Degradacion, Residuos de jardineria,
azucares fermentables

Abstract

One of the main residues generated in Mexico is urban garden waste, mainly
composed of lignocellulose residues that contain sugars that are not available for
use by microorganisms and use them to generate chemical compounds of high
added value. In this study by solid state fermentation using garden waste as a
substrate, the capacity for lignin degradation and production of sugars such as
glucose, galactose and xylose was evaluated, testing three different species of
fungi of the genus Aspergillus at humidity of 60%, 70% and 80%. The different
species of fungi of the genus Aspergillus were designated as strain A1, A2 and A3.
The maximum values of lignin degradation of 60.29 + 0.57% and production of
glucose of 116.52 + 0.99 ppm, galactose of 50.86 + 0.51 ppm and xylose of 38.27
+ 0.47 ppm were obtained for the strain Al at a humidity of 70%.
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1. Introduccion

La acumulacién de residuos lignocelulésicos en grandes cantidades en lugares en los que no se pueden
tratar para su eliminacion, llegan a ser un problema, que da como resultado el deterioro del medio
ambiente y la pérdida de material potencialmente valioso que puede utilizarse en la fabricacién de
papel, produccién de combustible de biomasa, compostaje, alimentacién humana y animal entre otros
(Carota et al., 2021) (Sanchez, 2009).

Entre los residuos organicos mas abundantes que estdn siendo dispuestos en México, en rellenos
sanitarios y en los tiraderos de basura a cielo abierto, controlado y no controlado, se encuentran los
residuos lignocelulosicos. De acuerdo a datos reportados por la secretaria de medio ambiente
(SEMARNAT) en México se generaron 120,128.00 toneladas de residuos sélidos urbanos (RSU) por dia
y se estimo que el 10.84% fueron residuos lignocelulosicos (SEMARNAT, 2020).

Este tipo de residuos en su proceso de degradacién natural desprenden gases como el metano,
involucrados en el cambio climatico global, asi como malos olores, los cuales atraen fauna nociva y
especies transmisoras de enfermedades (Granados et al., 2012). Asi como también, provocan la
formacidén de lixiviados que arrastran contaminantes hacia los cuerpos de agua superficiales o se
infiltran hacia los mantos acuiferos, deteriorando las fuentes de abastecimiento de agua para consumo
humano e irrigacién de campos agricolas, amenazando ademas los ecosistemas acuaticos (Granados
etal., 2012)

Una solucidn a esta problematica es la produccidn de biocombustibles a partir del uso de los residuos
agricolas, y residuos sélidos urbanos, mediante la conversidon de materiales ligninocelulosicos (Bugg et
al., 2011).

El material lignoceluldsico consiste en tres tipos de polimeros, celulosa, hemicelulosa y lignina, que
estan fuertemente entrelazados y unidos quimicamente por fuerzas no covalentes y por enlaces
covalentes (Baldrian y Valaskova, 2008).

La celulosa es un biopolimero lineal de moléculas de anhidro-glucopiranosa, conectadas por enlaces
glucosidicos B-1,4 y es componente principal de todo el material lignoceluldsico. Las hemiceluldsas,
son polimeros heterogéneos de pentosas, hexosas y azlcares acidos constituyen el segundo
componente mas abundante del material lignoceluldsico (Dashtban et al., 2009).

La lignina es un polimero aromatico que contiene tres alcoholes aromaticos, incluidos el alcohol
coniferilico, sinapilico y el p-cumarilico (Li et al., 2020). La lignina es el tercer componente principal en
los residuos lignoceluldsicos que actia como una barrera uniéndose tanto a hemicelulosa como a la
celulosa, y evita la penetracion de las enzimas lignoceluloliticas en la estructura lignocelulésica interior,
afectando la accesibilidad de los polisacaridos ricos en energia. Debido a las caracteristicas de la lignina
hace que sea el componente mas recalcitrante del material lignocelulosico para degradarse (Li et al.,
2020). Los hongos suelen degradar mejor los constituyentes de la pared celular de las plantas debido
a su sistema enzimatico extracelular y a la penetracion de las hifas (Sharma y Arora, 2015).

Las bacterias no son tan eficientes para el pretratamiento de biomasa lignoceluldsica, como lo
demuestra un estudio que compard hongos y bacterias, para el pretratamiento de desechos de cafia
de azucar (Rouches et al., 2016).

La capacidad de los hongos para degradar materiales lignoceluldsicos se debe a su sistema enzimatico
altamente eficiente. Los hongos tienen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares; el sistema
hidrolitico, que produce hidrolasas que son responsables de la degradacion de los polisacaridos y un
sistema ligninolitico extracelular y oxidativo Unico, que degrada la lignina y abre los anillos de fenilo
(Andlar et al., 2018).

Algunos hongos pertenecientes al género de Aspergillus tienen una capacidad ampliamente reconocida
para degradar la lignocelulosa, sin embargo, existe una gran diversidad de hongos de este género y
poco se ha explorado e informado en la degradacidon de residuos lignocelulosicos (Carota et al., 2021).
El objetivo de este estudio fue evaluar la eficiencia de la degradacion de lignina y liberacidn de azucares
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en residuos de jardineria por fermentacidn en medio sélido probando tres especies de hongos del
género Aspergillus a diferentes niveles de humedad.

2. Metodologia experimental

2.1. Materia prima

Los residuos de jardineria se recolectaron en la facultad de ciencias quimicas de la UACH Chihuahua
Chih., México, en las fechas de octubre. Debido a la temporada en la que se recolectaron los residuos,
no se requirié de un secado . Los residuos se trituraron pasandolos por un tamiz de 0.75 mm vy se
guardaron en un recipiente plastico a temperatura de 4°C.

A) Residuos de jardineria recolectados B) Molienda de los residuos de jardineria () Muestrae residuos de
y depositados en bandejas de plastico jardineria molidos %
tamizados

Figura 1. Acondicionamiento de los residuos de jardineria

2SO

Una vez que los residuos de jardineria se molieron y tamizaron (Figura 1A-C), se tomd una muestra
homogénea para su caracterizacion, y el resto se utilizd para realizar los pretratamientos con los
hongos aislados. En la Tabla 1 se muestra la caracterizacidn de los residuos de jardineria.

Tabla 1. Caracterizacion de los residuos de jardineria

Parametro Resultado
Azucares Reductores 0.067+2.83E3 g/L
Glucosa 3.53+2.90E2 ppm
Galacatosa 1.1940.14 ppm
Xilosa -
Humedad 12.09+3.82E% p/p
Ceniza 3.28+4.24E2 % p/p
Nitrégeno 4.20+7.07E2%p/p
Celulosa 30.92+5.09E% p/p
Lignina 37.08+1.70E1% p/p
pH 4.49+1.41E7

2.2. Aislamiento e identificacion de hongos

En frascos estériles se tomaron muestras de estiércol de vaca de una pila de almacenamiento de un
biodigestor localizado en Gdmez palacio, Dgo. El propdsito de tomar en este sitio las muestras fue aislar
hongos con capacidad de degradacién de residuos lignocelulosicos.

Las muestras tomadas fueron diluidas serialmente con agua estéril (10 hasta 10°). Posteriormente de
cada dilucién se sembré en placas de agar papa dextrosa (PDA) que fueron incubadas a 30 °C por 4-7
dias (Anita et al., 2013).
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Los hongos obtenidos fueron sembrados sobre placas de celulosa agar que contenian: 20 g/L de
celulosa pulverizada, 15 g/L de agar-agar y medio mineral modificado descrito originalmente por
Castillo et al. (2015) (0.5 g/L NaNQOs, 1 g/L KH,POQ,, 0.5 g/L MgS04, 0.5 g/L KCl, 0.01 g/L FeSO47H,0). Las
placas fueron incubadas a 30 °C por 4-7 dias.

Para la identificacidn, los tres hongos aislados que presentaron la mayor capacidad celulolitica fueron
identificados a nivel de género, a partir de los protocolos de Barnett y Barry (1998) y Domsch et al.
(1993).

2.3. Pretratamiento con los hongos

El pretratamiento de los residuos de jardineria utilizando los tres hongos aislados fue realizado por
fermentacién en medio sdélido variando la humedad en 10%, 20% y 30%. Para el montaje de las
unidades experimentales, se tomaron 100 g residuos de jardineria para mezclarlos con medio mineral
descrito originalmente por Castillo et al. (2015) y depositar la mezcla en charolas de aluminio.
Finalmente, la mezcla correspondiente a cada experimento fue inoculada en forma independiente con
cada uno de los hongos con 5% p/p de indculo de la suspension de esporas que contenia
aproximadamente 1.0x 107 esporas/mL (Figura 2).

\

1. Preparacién de inoculo 2. Mezclado de los residuos de 3. Deposicidn de la mezcla en
jardineria con el medio mineral charolas de aluminio

Figura 2. Etapas del pretratamiento de los residuos de jardineria

También se realizaron experimentos control para evaluar el efecto de los factores abidticos del proceso
de fermentacién en medio sélido. En estos experimentos no se agregd inéculo y se utilizaron las mismas
condiciones con respecto a los experimentos que si fueron inoculados. Todos los experimentos se
incubaron a 30°C durante 40 dias (Figura 2). La asignacion de los experimentos se muestra en la tabla
2.

2.4. Métodos analiticos

La determinacién de azucares reductores se realizé por el método DNS de acuerdo al procedimiento
experimental descrito por Miller (1959). La determinacion de pH, humedad y cenizas se determiné de
acuerdo a los métodos descritos por la AOAC (1995).

El contenido de lignina se determind como lignina de Klason, de acuerdo a la norma ANSI/ASTM
(1977a). El contenido de celulosa se determiné de acuerdo a la norma ANSI/ASTM (1977b).
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Para la determinacidn de la concentracién de glucosa, galactosa y xilosa se utiliz6 un HPLC Thermo
Scientific Dionex ICS-5000 equipado con un detector electroquimico con electrodo de trabajo de oroy
electrodo de referencia de AgCl usando una columna PA-100 CarboPac (4 x 250 mm) (Thermo
Scientific).

2.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de concentracidon de lignina, glucosa, galactosa y xilosa fueron analizados
estadisticamente por ANOVA de analisis de medias para examinar las diferencias entre niveles de una
variable o mas variables. El analisis se realizo utilizando el software Minitab versién 18.1.

3. Resultados y discusion

3.1 Aislamiento e identificacion de las cepas de hongos A1, A2 y A3.

En la figura 3 se muestra la morfologia microscépica y macroscépica de cada uno de los hongos
aislados. A partir del andlisis comparativo de las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas, se
identificaron que las tres cepas de hongos aislados pertenecen al género Aspergillus

Morfologia microscdpica con objetivo 100x del microscopio.

o e e} A E— . SSSSSRR
A) Cepa Al. Aspegillus Terreus B) Cepa A2. Aspergillus Candidus C) Cepa A3. Aspegillus Fumigatus

Figura 3. Morfologia macroscdpica y microscopica de las tres diferentes cepas de hongos aislados

La cepa Al se identificd como Aspegillus Terreus ya que las caracteristicas fisicas del cultivo en medio
PDA presento colonias de color marrén canela o marrén amarillento. En cuanto a la morfologia
microscopica presenté cabezas conidiales biseriadas y columnares con conidios globosos, lisos y de
paredes delgadas (Figura 3A) (Abarca, 2000).

La cepa A2 se identificd como Aspegillus Candidus ya que las caracteristicas fisicas del cultivo en medio
PDA presento colonias de color blanco, con textura aterciopelada o espumosa. En cuanto a la
morfologia microscépica presentd cabezas conidiales globosas (esféricas) con conidios globosos, lisos
y de paredes delgadas (Figura 3B) (Abarca, 2000).

La cepa A3 se identific6 como Aspegillus Fumigatus, ya que las caracteristicas fisicas del cultivo en
medio PDA presento colonias de color verde-azulado a verde-grisdceo y textura aterciopelada. En
cuanto a la morfologia microscépica presentd cabezas conidiales uniseriadas piriformes con conidios
de superficie lisa (Figura 3C) (Abarca, 2000).
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3.2 Degradacion de la lignina

En la figura 4 se muestran los recipientes después de 40 dias de incubacién por fermentaciéon en medio
solido de los residuos de jardineria utilizando diferentes cepas de hongos. En los experimentos control
TC1 hasta TC3 no se observé crecimiento micelial. En los experimentos T1 hasta T9 se observé diferente
crecimiento micelial, lo que demuestra que la cepa del hongo que se inoculd, tuvo la capacidad de
crecer y propagarse en los residuos de jardineria.

Tabla 2. Porcentajes de degradacidn de lignina obtenida para los diferentes experimentos a los 40 dias
de fermentacion

Experimento Humedad Cepa de Degradacion de Concentracion de  Concentracion de  Concentracidn de

(%) hongos lignina (%) glucosa (ppm) galactosa (ppm) xilosa (ppm)

TC1 60 - 0.32+0.07 3.51+0.01 1.29+0.02 -

TC2 70 - 0.3410.31 3.58+4.7E7 1.30+0.01 -

TC3 80 - 0.35+0.48 3.60+0.01 1.31+0.01 -

T1 60 Cepa Al 54.40+2.07 85.15+0.30 42.17+1.14 26.24+0.48

T2 70 Cepa Al 60.29+0.57 116.52+0.99 50.86+0.51 38.27+0.47

T3 80 Cepa Al 47.85+1.77 62.96+0.85 37.92+1.39 15.03+0.47

T4 60 Cepa A2 40.07+2.32 61.12+0.18 25.66+0.48 14.70+0.47

T5 70 Cepa A2 45.46+1.70 88.52+0.68 32.87+1.09 28.81+0.34

T6 80 Cepa A2 35.17+2.00 26.49+0.65 20.24+0.95 10.96+0.56

T7 60 Cepa A3 50.99+0.19 72.70+0.54 33.85+0.35 15.08+0.22

T8 70 Cepa A3 57.42+0.91 102.68+0.46 39.96+0.56 30.70+0.80

T9 80 Cepa A3 42.54+2.17 40.39+1.22 28.31+0.93 13.01+0.91

S|

Figura 4. Crecimiento en caja del control y de los diferentes experimentos por fermentacion en medio sélido de
los residuos de jardineria después de los 40 dias de incubacion

En la figura 5A se muestra que la humedad del 70% y la cepa Al tuvieron el mayor efecto significativo
sobre la degradacidn de lignina. Por otro lado, la humedad del 80% y la cepa A2 tuvieron el efecto mas
bajo sobre la degradacién de lignina. En la figura 5B se muestra que entre la humedad al 70% y la cepa
Al se tuvo el mayor efecto interactivo sobre la degradacidon de lignina, teniendo que en esas
condiciones experimentales se obtuvieron los mdaximos valores de degradacidon de lignina de
60.29+0.57 % (Tabla 2).
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El crecimiento y degradaciéon que se dio en todos los experimentos excepto en los experimentos
control, se puede deber a que se ha reportado varias especies del género Aspergillus son capaces de
crecer en ambientes ricos de lignina ya que su condicidon metabdlica les permite degradar compuestos
aromaticos y complejos carbohidratos presentes en los residuos lignocelulosicos (Chandra et al., 2016).
También ha sido reportado que los hongos del género Aspergillus tienen la capacidad de producir
enzimas celuloliticas como son peroxidasa y lacasa que pueden degradar eficientemente la lignina
(Emtiazi et al., 2001).

El efecto desfavorable de degradacion de lignina a humedad de 80%, se puede atribuir a que cuando
el contenido de humedad es alto disminuye la porosidad del sustrato, afectado el intercambio de
nutrientes y cambiando las condiciones del medio de cultivo (pH, temperatura y concentracién)
(Carrasco et al., 2003). Valores de 70% humedad han sido reportados como dptimos para la
degradacion de lignina por fermentacién en medio sdlido utilizando como sustrato residuos de cafia
de azucar (Valifio et al., 2002).

A) Efectos principales de porcentaje de humedad y tipo de cepa de hongo.

6 Humedad (%) Hongo

Media
8 & & & & 8 ¢

3

60 70 80 Cepa Al Cepa A2 Cepa A3
B) Efecto de interaccidn entre porcentaje de humedad y tipo de cepa de hongo.

60
55
@ 50
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D
=
45
40
35
Cepa Al Cepa A2 Cepa A3
Honao

Humedades 60% —=— 70% —®— 80%-—*-
Figura 5. Graficos de efectos principales de porcentaje de humedad y tipo de cepa de hongo e interaccidn entre
ambos sobre la degradacion de lignina en fermentacion en medio sélido de residuos de jardineria
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3.3 Analisis de azucares

En la tabla 2 se muestran los valores de concentraciones de glucosa, galactosa y xilosa obtenidos para
los diferentes experimentos. Los datos nos muestran que los experimentos inoculados con los
diferentes hongos, los tres carbohidratos fueron producidos, obteniéndose valores de concentracion
mas altos en comparacién con las muestras de residuos de jardineria sin tratamiento.

En los experimentos control no se mostraron cambios en los valores de concentracidon de glucosa,
galactosa y xilosa, por lo que el incremento en la concentracién de carbohidratos de los experimentos
inoculados, fue debido a la accién metabdlica de los hongos.

A) Glucosa
Humedad (%) Hongo

Media
8

g
3
8

Cepa A1 Cepa A2 Cepa A3
B) Galactosa
Humedad (%) Hongo

Media

25

3
3
8

Cepa Al Cepa A2 Cepa A3
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60 70 80 Cepa Al Cepa A2 Cepa A3

Figura 6. Grafico de efectos principales de porcentaje de humedad y tipo de cepa de hongo para la produccién
A) Glucosa, B) Galactosa y C) Xilosa a partir de los diferentes experimentos por fermentacion en medio sélido
de los residuos de jardineria.
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B) Galactosa
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Figura 7. Grafico de interaccidén de porcentaje de humedad y tipo de cepa de hongo sobre la produccion de
glucosa, galactosa y xilosa a partir de los diferentes experimentos por fermentacién en medio sélido de los
residuos de jardineria

3.4.1 Glucosa

La glucosa fue el carbohidrato que se obtuvo en mayor concentracién en comparacion con la galactosa
y laxilosa. En las figuras 6 y 7 se muestran los efectos principales de humedad, el tipo de cepa de hongo,
y el efecto interactivo entre ambos sobre la produccion de glucosa.

En las figuras 6A, nos muestran que la humedad al 70% tuvo un efecto significativamente positivo en
la produccién de la glucosa de los residuos de jardineria. Mientras que a una humedad del 80%, afectd
significativamente la produccién de glucosa. La cepa Al se muestra tuvo un efecto positivo en la
produccién de glucosa, obteniéndose valores significativamente mayores con respecto de las cepas A2
y A3.

En la figura 7A se muestra la interaccidn entre la humedad y el tipo de cepa de hongo con respecto a
la produccion glucosa. Los resultados nos muestran que con la interaccion entre la cepa A1y humedad
de 70% se tuvo el mayor efecto positivo de produccidn, ya que se obtuvieron los valores mas altos de
concentracién de glucosa. Por otro lado, la interaccién entre cepa A2 y humedad de 80% tuvo el menor
efecto en la producciéon de glucosa, obteniéndose los valores mas bajos de concentracién (Tabla 2).

3.4.2 Galactosa

La galactosa fue otro carbohidrato analizado en los productos de fermentacion de los diferentes
experimentos. El andlisis de efectos principales nos dio a conocer que la humedad del 70% tuvo el
mayor efecto positivo en la producciéon de galactosa (Figura 6B). La cepa Al tuvo el mayor efecto en la
produccién de galactosa en comparacion con las cepas A2 y A3. El efecto interactivo nos mostrd que la
cepa Al con una humedad del 70% se obtuvo la mayor concentracidn de galactosa. Por otro lado, la
interaccion de la cepa A2 a una humedad del 80% no favorecio la produccién de galactosa obteniendo
la concentracion mas baja (Tabla 2).
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3.4.3 Xilosa

La xilosa fue el otro carbohidrato analizado en los productos de fermentacidon de los diferentes
experimentos, teniendo que a una humedad del 70% se tuvo el mayor efecto positivo de produccion
de este carbohidrato. Evaluando el efecto de las diferentes cepas, se tuvo que la cepa Al tuvo el mayor
efecto positivo en la produccién de xilosa. El efecto de interaccién entre humedad y tipo de cepa nos
mostré que la cepa Al a una humedad del 70% favorecié notablemente la produccién de xilosa
obteniéndose los valores mas altos de concentracién. Mientras que la cepa A2 con una humedad del
80%, la produccion de xilosa no se vio tan favorecida obteniéndose los valores mas bajos de
concentracion.

Se corroboré que la humedad al 70% no solo favorece a la degradaciéon de lignina, sino que ademas
favorece la produccion de glucosa, galactosa y xilosa. Por tanto es un factor muy importante a
considerar en la fermentacién en medio sdlido de residuos de jardineria. Los experimentos T1, T2 y T3
de los que se obtuvieron los valores mas altos de degradacidon y produccion de azucares se
correlacionaron con el crecimiento micelial (Figura 4). Este comportamiento se puede deber a que el
crecimiento micelial permite que el hongo transporte nutrientes y tenga una mayor asimilacion del
sustrato (Sanchez, 2009).

La cepa Al que fue identificada como Aspergillus terreus a humedad de 70% mostro la mayor capacidad
de degradacion lignina y produccidn de glucosa, galactosa y xilosa. Atribuimos este comportamiento a
qgue la cepa Aspergillus terreus se ha reportado, tiene la capacidad de degradar materiales
lignocelulosicos debido a que posee un sistema enzimatico que puede bioconvertir la celulosa y
hemicelulosa a moléculas como son hexosas y pentosas (Sanchez, 2009).

4. Conclusiones

A partir de los datos obtenidos de caracterizacion de los residuos de jardineria, se encontré que
presentan un alto contenido de lignina (37.08% p/p) lo que indica que es un sustrato complejo de
degradar. Sin embargo, los pretratamientos con los hongos del género Aspergillus usados en este
estudio permitieron la liberacién de glucosa, galactosa y xilosa.

Por fermentacién en medio sélido de los residuos de jardineria usando la cepa Al a una humedad del
70% fue el experimento del que se obtuvo la maxima degradacidn lignina y los valores mas altos de
concentracién de glucosa, galactosa y xilosa.

Los datos obtenidos del presente estudio ratifican el potencial de los residuos de jardineria para la
produccién de azucares fermentables por fermentacidn en medio sélido que presenta algunas ventajas
interesantes, como son: bajo consumo de energia, no se generan subproductos téxicos al medio
ambiente, escalamiento del proceso a nivel industrial y reduccién de la concentracién de inhibidores
por fermentacién.
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