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RESUMEN

La produccion de cafia de azucar en la provincia de Imbabura ha ido en auge en los
ultimos afios. Segln datos estadisticos llevados a cabo por el INEC en el afio 2016,
muestra a dicha provincia en el quinto lugar de produccion de este cultivo a nivel
nacional. Dicha produccién deja una gran cantidad de bagazo de cafia de azlcar, causando
la emision de contaminantes gaseosos. A pesar del potencial de este desecho, su
explotacion se ve limitada debido a la composicidon quimica que presenta. Se compone
principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina, siendo la ultima, el polimero méas
recalcitrante y dificil de degradar. Por otro lado, utilizando pretratamientos a la biomasa
se pretende dar un valor agregado a los desechos agroindustriales. Utilizando
pretratamiento biologico a través de hongos con capacidad ligninolitica se consigue
degradar la capa de lignina y dejar expuesta la celulosa y hemicelulosa para usarla en
fines bioenergéticos, productos quimicos, farmacéutica, entre otros. Dentro de esta
investigacion, se realizd pretratamiento bioldgico al bagazo de cafia de azlcar con
Trametes hirsuta y Ganoderma sp recolectados en la Reserva Sabia Esperanza para medir

la capacidad ligninolitica que estos poseen a través de andlisis termogravimétricos.

PALABRAS CLAVE
Biomasa lignocelulésica, Hongos ligninoliticos, Pretratamiento, Termogravimetria,
manejo de residuos.
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ABSTRACT

In Imbabura province in recent years, sugar cane production has been booming.
According to statistical data carried out by INEC in 2016, showings that province in fifth
place of production nationwide. This production leaves a large amount of sugarcane
bagasse, causing the emission of gaseous pollutants. Despite the potential of this waste,
its exploitation is limited due to the chemical composition. It mainly consists of cellulose,
hemicellulose and lignin, being the latter the most recalcitrant and difficult polymer to
degrade. On the other hand, using biomass pretreatments is intended to give added value
to agro-industrial waste. Using biological pretreatment through fungi with ligninolytic
capacity, which manage to degrade the lignin layer and expose the cellulose and
hemicellulose for uses in bioenergetic, chemical and pharmaceutical purposes, among
others. Within this research, biological pretreatment was carried out on sugarcane bagasse
with Trametes hirsuta and Ganoderma sp and the ligninolytic capacity they possess was

measured through thermogravimetric analyzes.

KEYWORDS

Lignocellulose Biomass, Ligninolytic Fungus, Pretreatment, Thermogravimetry
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los hongos constituyen uno de los mayores grupos de seres vivos, siendo 80000
especies aproximadamente consideradas como especies cripticas (Cubas, 2007). La
importancia ecologica de estos hongos se sostiene en su capacidad de degradar polimeros
y biomoléculas estructurales de la materia organica, entre ellos celulosa y lignina, para
convertirlas en productos de facil asimilacion para otros organismos, o en productos de

desecho final como gases o materia organica (Leeuwenhoek, 2012).

Su papel como saprofitos primarios, los establece en la base de las cadenas troficas de
descomposicion (Stamets, 1993). Para la degradacion de polimeros lignoceluldsicos,
estos hongos producen complejos enzimaticos extra e intracelulares que incluyen enzimas
de oxidacion de celulosa, hemicelulosa, xilano y lignina (Yan, Chen, Niu, Chen, &
Chagan, 2015).

Esta capacidad se puede utilizar para aprovechar los productos de desecho agricolas,
como el bagazo de cafia de azucar producido en la provincia de Imbabura (Chiriboga,
2012). En donde, ain no han sido utilizados estos desechos (Moreno, Pozo, & Néjera,
2017). Por otro lado, el aprovechamiento de residuos agroindustriales mediante
pretratamiento bioldgico hace posible un uso mas eficiente de los recursos disponibles
para la obtencion de productos de valor agregado y biocombustibles, debido a su alta

disponibilidad y bajo precio (Cardona, Quintero, & Paz, 2010).

En la presente investigacion, se aislaron organismos fungicos con capacidad ligninolitica
localizados en la Reserva Sabia Esperanza. Se realiz6 muestreo por conveniencia,
recolectando cuerpos fructiferos para su replicacion clonal en laboratorio con el fin de
realizar fermentacion solida y asi degradar la lignina presente en el bagazo de cafia de

azucar.
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1.2 Definicién del problema

El desarrollo industrial ha mejorado la calidad de vida de las personas, sin
embargo, la ha convertido en una sociedad dependiente de consumo que genera grandes
cantidades de residuos agroindustriales (Cury , Aguas , Martinez , Olivero y Chams,
2017). Dentro de los remanentes de la produccion agricola se puede destacar a los
rastrojos de campo y los residuos de procesamiento (Moreno et al., 2017). Ambos
materiales contienen abundante material lignoceluldsico que se desperdicia, sin embargo,

podria ser aprovechado en diversas areas (Vincenza, 2013)

Debido a su alta disponibilidad y bajo costo, los materiales lignocelul6sicos son
considerados como el futuro de las materias primas para el desarrollo de biocombustibles
y otros productos de interés (Cardona et al., 2010). No obstante, la mayor parte de su
volumen es desechado hacia el campo usandolo como abono o comida de ganado o a su
vez, siendo aglomerado en el campo trayendo mosquitos o malos olores (Chiriboga,
2012; Moreno, Becerra, y Blanco, 2004).

El principal motivo de la subutilizacion de este residuo es la presencia de polimeros
dificiles de degradar, entre ellos, se puede enumerar a la lignina (Hakeem, Jawaid, y
Rashid, 2014). Para degradar este polimero, se necesita conocer los cambios
fisicoquimicos que ocurre durante el pretratamiento y de esta manera optimizar estos
procesos y costos (Amin et al., 2017). Por tal motivo, varios estudios se han enfocado en
encontrar metodologias para la aceleracion de la ruptura de estas moléculas (Kristensen,
2008).

Para ello, pretratamientos fisicos, quimicos y fisicoquimicos han sido estudiados pero
traen a su vez desventajas por el alto costo de mantenimiento de las maquinarias, uso de
productos adicionales, pérdida del sustrato, pueden llegar a ser inhibidores de enzimas
debido al alto pH o temperatura con el que se trabaja (Teixeira et al., 2014). Entre estas
metodologias, se destaca el pretratamiento biologico con la ayuda de microrganismos que
facilitan su degradacién, y en este caso, la utilizacién de hongos basidiomicetos de

pudricion blanca que han presentado mejores resultados (Mosier et al., 2005).
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Estos hongos sintetizan una gran variedad de enzimas que rompen la lignina en
compuestos mas solubles, siendo esta capacidad la causa de interés en el &mbito industrial
(Morais, Forgacs, y Cserhéti, 2005). La conversion bioldgica de biomasa celulésica a
través de hongos de pudricion blanca ofrece altos rendimientos de productos a bajos
costos (Yang, Dai, Ding, & Wyman, 2011). A través de hidrélisis enzimatica convierte la
biomasa lignoceluldsica en azlcares fermentables que se puede usar para realizar

biocombustibles u otros productos quimicos (Yan et al., 2015).
1.3 Justificacion

En los altimos afios, la obtencion de bioetanol u otros productos quimicos a través de
materiales lignocelulésicos ha sido investigada con gran interés. No obstante, la
produccidn a gran escala ain no es viable debido a la falta de estudios que consideren la
integracion de procesos, aumento de los rendimientos de fermentacion e integracion de
operaciones unitarias para hacerla una tecnologia mas competitiva (Kim y Dale, 2004;
Rivera, Sarita, Garcia, Filho, y Carvalho, 2010)

En este contexto, el sector agropecuario ecuatoriano, constituye una de las principales
fuentes de sustento para la economia nacional generando soberania y seguridad
alimentaria (INIAP, 2012). Dentro de estos productos, la cafia de azucar constituy6 en el
afio 2016 el 3.30% en el PIB nacional (CFN, 2017). Guayas presenta mayor cosecha de
cafia de azUcar con un 82.83% a nivel nacional (Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos, 2017). Imbabura se localiza en el quinto puesto con el 2.18%, donde se registra
que sembr6 2393 ha y cosechd 1797 ha mensuales, dando una produccién anual de
255873 Tm (INEC, 2016).

A pesar de la ganancia econdmica que genera este cultivo, no se puede dejar de lado el
impacto ambiental producido (Corréa, Brugnari, Bracht, Peralta, y Ferreira, 2016). La
escasa tecnologia utilizada y no manipular de manera correcta los desechos producidos
en las azucareras o en los pequefios cafiicultores o debido al uso de procesos obsoletos
para la fabricacion del grano de azUcar, hace que no se utilice al maximo este producto al

ser desechado en su mayor parte (Barroso, 2013).
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Por este motivo, la presente investigacion pretende utilizar las enzimas provenientes de
hongos basidiomicetos de pudricidon blanca endémicos de la provincia de Imbabura en
Ecuador. Ademas, con ellas, realizar hidrolisis enzimatica en bagazo de cafa de azUcar
con el fin de degradar la capa de lignina y obtener subproductos a través del tratamiento

biologico.
1.4 Pregunta directriz
¢Con la aplicacion de hongos ligninoliticos basidiomicetos de pudricién blanca

encontrados en el bosque nublado de la Reserva Sabia Esperanza se puede realizar

hidrélisis enzimética y degradar la lignina?

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Analizar la capacidad ligninolitica de hongos basidiomicetos de pudricion blanca

encontrados en el bosque nublado de la Reserva Sabia Esperanza.
1.5.2 Objetivos especificos

e Muestrear hongos basidiomicetos en el bosque nublado de la Reserva Sabia
Esperanza
e Aislar cultivos puros de los hongos basidiomicetos de pudricion blanca

e Caracterizar morfol6gica y molecularmente los hongos basidiomicetos de
pudricion blanca
e Determinar la capacidad ligninolitica de los hongos basidiomicetos de pudricién

blanca en bagazo de cafia de azucar

1.5.3 Hipdtesis

Los hongos basidiomicetos de pudricién blanca encontrados en la Reserva Sabia

Esperanza son capaces de degradar biomasa lignocelulosica.
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1.6 Marco legal

Principalmente los puntos que se toman para el desarrollo del marco legal del tema de
tesis fueron receptados de la Constitucion del Ecuador 2008 y al Plan Nacional del Buen

Vivir 2017-2021, siendo los siguientes:
Dentro de la constitucion

Titulo I1: Derechos

Capitulo Segundo: Derechos del Buen Vivir
Seccion primera: Agua y alimentacion

Art. 13.- Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y permanente a
alimentos sanos, suficientes y nutritivos; preferentemente producidos a nivel local y en

correspondencia con sus diversas identidades y tradiciones culturales.
Capitulo Segundo: Ambiente sano

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano y
ecolégicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak

kawsay.

Art. 15.- El Estado promovera, en el sector publico y privado, el uso de tecnologias

ambientalmente limpias.
Capitulo séptimo: Derechos de la naturaleza

Art. 71.- La naturaleza o Pacha Mama, donde se reproduce y realiza la vida, tiene derecho
a que se respete integralmente su existencia y el mantenimiento y regeneracién de sus

ciclos vitales, estructura, funciones y procesos evolutivos.

Art 73. Se deberan aplicar medidas de precaucion sobre actividades que causen deterioro

en el ecosistema y alteraciones en los ciclos vitales.
Capitulo segundo: Biodiversidad y recursos naturales
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Seccion séptima: Biosfera, ecologia urbana y energias alternativas

Art. 413.- El Estado promovera la eficiencia energética, el desarrollo y uso de préacticas
y tecnologias ambientalmente limpias y sanas, asi como de energias renovables,
diversificadas, de bajo impacto y que no pongan en riesgo la soberania alimentaria, el

equilibrio ecologico de los ecosistemas ni el derecho al agua.
De acuerdo con el Plan Nacional del Buen Vivir 2017-2021.

Objetivo 3: Garantizar los derechos de la naturaleza para las actuales y futuras

generaciones.

Promueve buenas practicas ambientales que aporten a la disminucion de la
contaminacion, la conservacion, la mitigacion y la adaptacion a los efectos del cambio

climatico, e impulsar las mismas en el &mbito global.

17



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 Revisidn de literatura

2.1.1 Biomasa agroresidual

La biomasa agroresidual es cualquier material utilizado en actividades agricolas,
pecuarias y forestales derivada de organismos biologicos (excluyendo los residuos
fésiles), entre ellos se puede enumerar al maiz, paja, plantas, desechos animales, despojos
y pastos perennes para ser usados directamente como combustibles o después de un
proceso de conversion (Agbor, Cicek, Sparling, Berlin, & Levin, 2011). También, se
define como una fuente renovable de energia que se utiliza en diversas aplicaciones
domésticas y comerciales, como calefaccion directa, generacién de electricidad y
produccion de biocombustibles (OECD, 2014).

2.1.2 Bagazo de cafia de azucar

El bagazo de cafia de azUcar es un residuo gque se origina de la elaboracion de la azucar
constituyéndose un subproducto de esta produccién (Cheavegatti et al., 2011). Se
encuentra constituido por cuatro fracciones: fibra (45%), sélidos insolubles (2-3%),
solidos solubles (2-3%) y agua (50%) representando el mayor coproducto en tonelaje y
mayor volumen en la produccion industrial del azucar de cafia (Almazan & Rodriguez,
2016). Dentro del Ecuador, al bagazo de cafia de azlcar se lo utiliza como abono y comida
para vacas y cerdos (Elizalde, 2015).

2.1.2 Produccién de cafa de azucar en el Ecuador

Saccharum officinarum es una graminea que despierta un interés econémico debido a la
alta produccion en la industria azucarera, ademas, en los dltimos afios la industria
energética se ha visto interesada por este material, en especial con biocombustibles de
segunda generacién a partir de sus residuos (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Su
estructura esta conformada por celulosa (40.41%), hemicelulosa (27-38%) y lignina (10-
20%) (Karimi, 2015). El cultivo se extiende a lo largo de diferentes provincias del
Ecuador (Tabla 1).
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Tabla 1

Provincias con produccién de cafia de azlcar

Provincia Superficie (ha) Produccion Porcentaje
anual (Tm)
Plantada Cosechada

Guayas 88,052 87,255 6961,050 80.38
Canar 9,357 6,039 447,134 8.54
Loja 7,052 7,052 777,902 6.44
Los Rios 2,551 2,529 201,782 2.33
Imbabura 2.393 1,797 255,873 2.18

Fuente: INEC, (2016)
2.1.3 Composicion quimica del bagazo de cafia de azucar
2.1.3.1 Celulosa

Es el polisacarido mas predominante que constituye aproximadamente 40-50% de la
materia vegetal, siendo este degradado con la ayuda de celulasas transformandolas a
glucosa para la produccion de bioetanol (Bugg, Ahmad, Hardiman, & Rahmanpour,
2011). Tiene forma de fibrillas lineales de aproximadamente 30-40 cadenas unidas por
hidrogeno de B-1,4 glucopirandsidos y se encuentra formando parte de los tejidos de

sostén de la planta (Yang et al., 2011).
2.1.3.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero presente en la biomasa vegetal alrededor del 25 al 30%
aproximadamente cuya funcién es la formacion de la pared celular de las plantas (Pérez,
Martinez, Mufioz, & Rubia, 2002). Exhiben una distribucion mucho mas amplia de
azucares en relacion a la celulosa y son a menudo polisacaridos ramificados y
esencialmente amorfos (Hakeem et al., 2014). Estos polisacaridos generalmente estan
asociados con la celulosa, a menudo con enlaces de hidrégeno y con ramificaciones

compuestos por residuos -D-hexosilo unidos por enlaces 1,4 (Yang et al., 2011).
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2.1.3.4 Lignina

La lignina es un polimero aromatico con una estructura heterogénea que viene siendo el
segundo biopolimero mas abundante en la tierra, presentandose en un 15 a 21% en plantas
gramineas (Mékeld et al., 2016). No ha sido posible dar una definicion estructural clara
como a la celulosa y hemicelulosa, debido a la complejidad del aislamiento, el anélisis de
la composicion y la caracterizacion natural (Chavéz y Domine, 2013). Se conoce que
posee un elevado peso molecular debido a la union de varios &cidos y alcoholes
fenilpropilicos que son encargados de dar rigidez protegiendo a la celulosa y hemicelulosa
de degradarse (Geib et al., 2008).

2.1.4 Pretratamientos para delignificar biomasa agroresidual
2.1.4.1 Pretratamiento fisico

El principal objetivo del pretratamiento fisico es la reduccién del tamafio de particulas
del biopolimero mediante fragmentacién, molienda, entre otras con la ayuda de
interacciones mecanicas, radiacion de microondas, sonicacion secado por pulverizacion,

radiacion gamma o pirolisis (Kucharska, Rybarczyk, Hotowacz y Lukajtis, 2018).
2.1.4.2 Pretratamiento quimico

El pretratamiento quimico permite la desintegracion de la lignocelulosa en compuestos
simples debido a reacciones quimicas en soluciones acuosas como los pretratamientos
acido y alcalino, oxidacién, ozondlisis o la disolucion en liquidos idnicos o solventes
organicos obteniendo en menor tiempo un alto rendimiento de pentosas, aunque este tipo
de tratamientos genera al mismo tiempo subproductos perjudiciales (&cidos, amonio,
entre otras) (Sasmal y Mohanty, 2018). Por ejemplo, utilizando acido sulfurico o &cido
clorhidrico se logra hidrolizar la celulosa pero estos solventes organicos afectan la salud
humana y genera un alto impacto ambiental, por lo cual, es necesario neutralizar el pH
(Jonsson y Martin, 2016).
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2.1.4.3 Pretratamiento biologico

El pretratamiento bioldgico involucra utilizar microorganismos como hongos de
pudricion marrén para degradar lignina, hemicelulosa y poca cantidad de celulosa u
hongo de pudricion blanca que son eficientes para degradar solo lignina con la ayuda de
enzimas peroxidasas y lacasas (Dahiya y Goyal, 2018). Es efectivo, econdmico, amigable
con el ambiente, no es nocivo para la salud humana a comparacion de los tratamientos
quimicos o fisicoquimicos pero requiere un frecuente control ya que el proceso es lento
(Madadi, Yuanyuan, y Abbas, 2017).

2.1.5 Hongos Lignocelulésicos

Lo hongos basidiomicetos de pudricion blanca son eficientes para degradar lignina y
probablemente son la mejor opcion a nivel industrial donde se requiera delignificacién de
sustratos lignocelulésicos (Asgher, Ahmad, Muhammad, & Igbal, 2013). Algunos viven
como saprofitos (Manoharachary et al., 2005) siendo importantes, ya que son capaces de
degradar o descomponer la materia inorganica, convirtiéndola en gases o sales minerales
que seran emanadas al medio (Leeuwenhoek, 2012). Con la ayuda de enzimas como
lacasa, lignino peroxidasas y manganeso peroxidasas, estas setas juegan un papel

importante para la degradacion de lignina (Kavanagh, 2011).
2.1.5.1 Ganoderma sp

Pertenece al orden de los Polyporales siendo un hongo de podredumbre blanca cuyo
cuerpo fructifero es semejante a la madera que causa biodelignificacion en maderas duras
de arboles vivos 0 muertos (Teixeira et al., 2008) . Un rasgo distintivo es que su espora
surge con doble pared, con una capa interna de color oscuro que lleva un ornato que
perfora la capa exterior hialina, de esta manera, la espora parece tener una superficie
espinosa (Webster & Weber, 2007).

2.1.5.2 Trametes hirsuta

Es un hongo de pudricion blanca del orden de los Polyporales causante de la
descomposicion de la madera, posee la apariencia de orejas con un himenio blanco (Rodr1,

2006). Es un eficiente degradante de lignina por producir un alto nivel de enzimas lacasa
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y peroxidasa en diversos medios, especialmente cuando se suministra con inductores
especificos, sustancias fenolicas o materiales de lignocelulosa (Vasina, Pavlov, y
Koroleva, 2016). No existen reportes de tratamiento bioldgico en cafia de azlcar

desarrollado por esta especie.
2.1.7 Proceso biologico de la delignificacion

En la naturaleza, la degradacion de materiales lignocelulosicos es realizada por la accion
de diferentes enzimas especificas (Karimi, 2015). La lignina al ser un sistema complejo
recalcitrante es muy dificil de degradar por tal motivo, los hongos basidiomicetos secretan
enzimas extracelulares a través de sus micelios con el fin de penetrar estos polimeros y
asi degradar la celulosa, hemicelulosa y lignina, (Figura 1 Degradacion bioldgica de
lignina con la ayuda de enzimas ligninoliticas (Chen, 2014). Ultimamente, se han
realizado muchos estudios sobre el mecanismo de descomposicion catalitica del sistema
enzimatico que degrada la lignina, encontrando enzimas peroxidasas extracelulares como
las lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y la enzima fenol oxidasa
extracelular, como lacasa (Ruel y Ambert, 1994).
Lignina

Hemicelulosa

Celulosa
Pretratamiento

quimico )
Pretratamiento

flngico

Degradacion selectiva ) )
Degradacion no selectiva

Figura 1 Degradacion bioldgica de lignina con la ayuda de enzimas ligninoliticas

Fuente: Najiah, Nur, & Azlan, (2019)



2.1.8 Cuantificacion de lignina
2.1.8.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

El TGA es una técnica utilizada para estudiar las reacciones de descomposicion de la
muestra en la determinacion de las caracteristicas de la devolatilizacion y los pardmetros
cinéticos (Antolin y Deny, 2015), tales como la energia de activacion y el factor pre—
exponencial, asi como la influencia de la temperatura y velocidad de calentamiento en el
desarrollo de las reacciones de descomposicion térmica y los mecanismos de reaccion
(Cutifio y Medina, 2011). La materia a analizar disminuye conforme pasa el tiempo que
oscila desde los 0 a 120 min y la temperatura varia desde la temperatura ambiente hasta
los 750°C mientras se somete a un programa de temperatura controlado en una atmosfera

especifica (Granados, 2015).

Los datos obtenidos en el analisis termogravimétrico describen curvas denominadas
termogramas que representan el porcentaje de cenizas, humedad, volatiles (polimeros) y
carbon fijo (Carrier et al., 2010). A su vez, se obtiene la derivada del termograma (dTGA)
revelando picos que aparecen sobre las curvas, basado en ello, se conoce el porcentaje de
degradacion de un polimero en particular en dependencia a la temperatura a la cual este

se descompone (Tabla 2) (Melgar, Borge, & Pérez, 2008).

Tabla 2

Rango de temperatura de degradacién de polimeros vegetales

Rango de temperatura Pérdida de compuestos

<100°C Disminucion de humedad

100-250°C Fase inicial de descomposicién
250-350°C Degradacion hemicelulosa

350-500°C Degradacion celulosa y parte de lignina
>500°C Degradacion lignina

Fuente: Manals y Penedo, (2011)
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1 Descripcion del area de estudio

La presente investigacion se ejecutd en dos partes, una fase de bioprospeccion y una fase
experimental. La bioprospeccion se llevd a cabo en la Reserva Privada Sabia Esperanza
localizada en el canton Pimampiro, parroquia San Francisco de Sigsipamba, comunidad
la Floresta, comprendida por un area de 1 507,22 ha con un rango altitudinal entre los
2600 y 3600 msnm (Figura 2. Puntos de muestreo de hongos en la Reserva Sabia Esperanza.)
(Vallejos, 2017). La reserva fue seleccionada debido a que es un area donde no se han
realizado estudios ecoldgicos o de biodiversidad y posee condiciones climaticas
pertinentes para el crecimiento de los hongos basidiomicetos de pudricién blanca
(Sénchez, 2017). Todo ello se llevo a cabo con el permiso del Ministerio del Ambiente
No. 0017-2018-1CA-FAU-FLO-DEPAI/MAE.

La fase experimental se realizO en el campus Hospital San Vicente de Paul de la
Universidad Técnica del Norte en los laboratorios de Biotecnologia aplicada y
Biotecnologia Vegetal, ubicado en la Parroquia San Francisco, canton Ibarra, Provincia
de Imbabura, Ecuador (Latitud: 0.3469 y Longitud: -78.1142).
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Figura 2. Puntos de muestreo de hongos en la Reserva Sabia Esperanza.



3.2 Obtencion de material bioldgico
3.2.1 Recoleccion de muestras fungicas

El muestreo se llevo a cabo en el mes de abril de 2019 y se lo realiz6 por conveniencia
debido a que el 70% del area de la reserva es de dificil acceso. El punto de muestreo del
primer cuerpo fructifero fue latitud: 0.2762 y longitud: -77.89276 y del segundo latitud:
0.2763 y longitud: -77.89277. La temperatura ambiental registrada fue de 11.6 °C con
una humedad de 70% y una altitud de 3028 msnm.

Se cortaron los cuerpos fructiferos procurando mantener su estructura intacta. Se
desinfectd con etanol al 70% y se trasladd al laboratorio en recipientes plasticos de 500
ml cerrados herméticamente para evitar su posible degradacion (Furci y Nascimiento,
2007).

Posteriormente, se tomo el cuerpo fructifero y se fotografié su basidiocarpo e himenio.
Luego, se recolectaron los datos mas relevantes de cada especie fungica en una ficha
técnica (Anexo 1y 2). Los cuerpos fructiferos fueron llevados al laboratorio a temperatura

ambiente para su procesamiento y posterior aislamiento.
3.3 Obtencion de cepas puras de hongos basidiomicetos
3.3.1 Siembra del cuerpo frutifero en medio de cultivo PDA

Los cuerpos fructiferos fueron propagados dentro de la camara de flujo laminar
(TermoScientific®, 1323) previamente limpia y esterilizada. Se desinfectd el cuerpo
fructifero con una solucién de hipoclorito de sodio al 5% por 10 segundos (Siddiquee,
Yusuf, Ain, y Mohd, 2010).

Luego, se cortd un segmento del cuerpo fructifero aproximadamente de 1 cm? en la parte
del himenio con un bisturi estéril. A continuacion, fue sumergido en etanol al 96%, se
flameo para ser colocado en una caja de Petri de dimensién 100x15 mm con medio de
cultivo PDA (Neogen® Culture Media) (Salazar, 2014).
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3.3.2 Aislamiento y conservacion

Para obtener un cultivo puro, se realiz6 dos resiembras en cajas de Petri con medio PDA
con el fin de aislar los hongos. Fue necesario realizar microscopia para observar
estructuras caracteristicas de Basidiomicetos tifiendo las hifas con azul de metileno
(Mueller, Bills, & Foster, 2004). A continuacidn, se sembré en el medio de cultivo dentro
de una cdmara de flujo laminar con la ayuda de capilares. Luego se incubé a temperatura

ambiente.

Para evitar la pérdida de las cepas aisladas, se las conservé en glicerol al 10 % a -20°C
por un periodo de seis meses. Esto se realizé agregando 25 ml de medio de cultivo PDA
en un tubo cénico de 50 ml y se lo dejé solidificar inclinado. Ya solidificado, se cort6 un
segmento de aproximadamente 1 cm? de la cepa pura y se sembré en el tubo conico. Se
espero por una semana, se afiadieron 20 ml de glicerol al 10 % y se guardd en congelacién
a-20°C (Mueller et al., 2004).

También, las cepas fueron conservadas en una matriz compuesta de maiz, yeso y agua
destilada. Primero, se cocieron 20 g de maiz por 20 min para suavizar el grano. Luego se
afiadieron 6 g de yeso y 15 ml de agua destilada, para posteriormente esterilizar la matriz
por 15 minutos a 121°C. Una vez frio, se agreg6 la mezcla en la cepa pura que se desea
conservar. Con esta técnica se puede conservar el micelio del hongo hasta seis meses en

congelacién -4 °C (Salazar, 2014).

3.4 Caracterizacion morfolégica y molecular de hongos
3.4.1 Caracterizacion a partir del cuerpo fructifero

En la Tabla 3 se puede observar las principales caracteristicas morfoldgicas y de sustrato
de crecimiento de hongos del género Ganoderma y Trametes, el cual se usé para la

caracterizacion morfologica de los cuerpos fungicos recolectados en el muestreo.
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Tabla 3

Caracteristicas cuerpo fructifero de los géneros Ganoderma y Trametes.

Caracteristicas

Estructura Ganoderma Trametes Gréfico
Solitario En grupo
Cuerpo fructifero  Aplanado de Delgado, convexo de
aproximadamente 30 cm  aproximadamente 16
cm
Basidiocarpo No lacado No lacado

Blanca y carnoso.

Himenio Si se lastima la parte de Blanco y rugoso
las basidiosporas su color
se vuelve café y es

irreversible
Estipe No presenta No presenta
Apariencia Similar a madera Similar a madera
Habitat Madera en Madera en
Descomposicion descomposicion

Fuente: Binder et al., (2013); Salazar, (2014); Schmidt, (2006); Webster & Weber, (2007)
3.4.2 Microscopia Optica de hongos

Con la parte adherente de una cinta, se procedié a impregnar una parte del micelio sobre
esta superficie para colocarlo sobre un portaobjetos. Posteriormente fueron tefiidas con
azul de metileno y observadas al microscopio optico (LEICA, DM300) con aumento de
40x y 100x. Se identificaron estructuras caracteristicas como: basidiosporas, basidio,
hifas (esqueléticas, conjuntivas o germinativas), fibulas, entre otras (Menéndez, 2016).

3.4.3 Caracterizacion molecular de hongos

Para la caracterizacién molecular, se envio las cepas puras al laboratorio IDGEN en cajas
de Petri con cinco dias de crecimiento. De acuerdo con el laboratorio mencionado, la
extraccion de ADN se realizé tomando 100 mg aproximadamente de micelio. Luego, se
realizd electroforesis en gel de agarosa para evaluar la calidad e integridad del ADN.

Posteriormente, se diluyd hasta obtener una concentracion de aproximadamente 20 ng/uL
27



para la amplificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando
los primers universales ITS1/1TS4 (Webster & Weber, 2007).

A continuacion, los productos de PCR fueron secuenciados por el método SANGER. Se
obtuvo los cromatogramas para procesar las secuencias por medio del programa MEGA
version X obteniendo secuencias consenso (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, y Tamura 2018).
Con las secuencias obtenidas se realiz6 un alineamiento con el algoritmo BLAST usando
la base de datos de nucledtidos de GenBank del NCBI y comparando las secuencias

obtenidas con las ya reportadas (Kavanagh, 2011).

3.5 Descomposicion bioldgica de bagazo de cafia de aztcar

3.5.1 Preparacion del sustrato de bagazo de cafia

El bagazo de cafia de azUcar fue proporcionado por la empresa IANCEM y pertenece a la
variedad Puerto Rico 980 donde previamente fue triturado en un tamafio de particula entre
2 a 4 cm en dicha empresa. Todo este material se lavé con agua a 70 °C para eliminar
azucares. Después de secar al sol durante 6 horas, el sustrato se guardd en un recipiente
plastico de 20 litros (Huicochea, 2014). Antes de realizar la inoculacién con los hongos,
se pesd 40 g de bagazo en fundas polifan sellando con una cinta en su parte superior y se
llevo el sustrato a esterilizacion por calor himedo y presién a 121°C en un autoclave
(ALL AMERICAN, modelo 25x) por 2 horas (Cotter, 2014).

3.5.2. Inoculacion y desarrollo miceliar

Para facilitar el crecimiento del micelio, el bagazo fue enriquecido con el medio descrito
en la Tabla 4 y esta mezcla se autoclavo (TUTTNAUER, 3870 ML) durante 15 minutos
a 121°C. Pasado este tiempo, se dejo en reposo el medio hasta alcanzar temperatura
ambiente (Elisashvili & Kachlishvili, 2008; Pandey y Singh, 2009). Posteriormente, se
afiadieron 120 ml de medio de enriquecimiento juntamente con 8g de micelio previamente
aislado en cada funda, disponiéndolo de forma vertical y con incubacion a 27 °C (£2°C),
por seis semanas, evitando la exposicién a la luz solar. No se controld valores de pH y

humedad.
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Tabla 4

Composicion de medio de enriguecimiento.

Reactivo Cantidad (g)

NHiNO3 0.720
KH:PO, 0.576
NaH,PO,*H20 0.144
MgSO,*7H20 0.360
Extracto de levadura 2.880

* Estos valores fueron disueltos en 720 ml de agua destilada.
*Marca HIMEDIA
Fuente: Elisashvili y Kachlishvili, (2008)

3.6 Cuantificacion de polimeros vegetales por termogravimetria
3.6.1 Preparacion del sustrato

Para cada uno de los tratamientos, se tomaron 30 gramos de muestra y se procedié a
secarlas en una estufa de marca MEMMERT para eliminar el exceso de humedad a una
temperatura de 105°C por 2 horas. Después, se pulverizo la muestra a un tamafo de
particula de 0.05 mm en una trituradora de biomasa (FRITSCH, 55743) (Ramirez, 2019).
Se sellaron las muestras, se etiquetaron y fueron enviadas al Laboratorio de Quimica de
la Universidad Central del Ecuador. con el fin de desarrollar pruebas termogravimétricas
(TGA) y térmico diferencial (dTGA) de las mismas.

3.6.2 Andlisis termogravimétrico

Dentro del analisis termogravimétrico, se realizé pruebas termogravimétricas y térmico
diferencial en los tratamientos de bagazo (BC), bagazo més nutrientes (BENRIQ), bagazo
mas nutrientes mas hongo sin colonizacion del micelio (Gano PRE y TH PRE) y bagazo
mas nutrientes y hongo ya colonizado por el micelio (Gano POST Y TH POST).

En el laboratorio mencionado en el apartado anterior, se realizo las pruebas TGA. Las
muestras fueron llevadas a pirdlisis de 0 a 700°C alrededor de dos horas en un analizador
de TGA (METTLER TOLEDO). Finalizada la prueba y recopilados los datos, estos se
analizaron en el software OriginPro version 2020 con el fin de cuantificar el area bajo la
curvade los picos formados por la curva dTGA. De esta manera, se obtuvo los porcentajes
de los polimeros hemicelulosa, celulosa y lignina presentes en los diferentes tratamientos
(Maldonado, 2019).
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3.7 Analisis estadistico de datos

Para conocer que tratamiento fue mas efectivo en el porcentaje de degradacion de
hemicelulosa, celulosa, y lignina, se estableciéo un experimento con dos factores en
estudio y dos factores adicionales. El factor a fue fermentacion con dos niveles (al=sin
tratamiento y a2= con tratamiento). El factor b consistio en el tipo del hongo
lignocelul6sico con dos niveles (bl1= Trametes hirsuta y b2=Ganoderma sp). Los
tratamientos adicionales consistieron en c1= Bagazo o testigo absoluto y c2= bagazo
enriquecido (testigo enriquecido). Este disefio gener6 un total de 6 tratamientos, a los

cuales se realizaron 3 repeticiones (Tabla 5).

Para ver si existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, estos
se sometieron a un analisis de la varianza (ADEVA) considerando como significativos
los valores que presenten un p<0,05. Se realizd la prueba de Tukey al 5%. Para este

analisis, se utilizo el programa INFOSTAT version 2015.

Tabla 5

Variables en estudio

Tratamiento  Fermentacion Hongo Cédigo Descripcién
Sin tratamiento Trametes PRE TH Bagazo con medio
hirsuta enriquecido sin fermentar +
Trametes hirsuta
Bagazocon  Sintratamiento  Ganoderma PRE Bagazo con medio
medio sp GANO enriquecido sin fermentar +
enriquecido Ganoderma sp
Con tratamiento  Trametes  POST TH Bagazo con medio
hirsuta enriquecido + Trametes
hirsuta fermentando el
sustrato
Con tratamiento  Ganoderma POST Bagazo con medio
sp GANO  enriguecido + Ganoderma sp

fermentando el sustrato

Bagazo BC Sélo Bagazo
Bagazo con

medio BENRIQ Bagazo més nutrientes
enriquecido (Tabla 4)
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Aislamiento e identificacién morfolégica y molecular de los hongos de estudio
La fase de muestreo nos permitié obtener cuatro cuerpos fructiferos de los cuales dos

fueron aislados de manera in vitro y se clasifico en dependencia de su morfologia (Figura
3)

Figura 3. Caracterizacion morfolégica Trametes hirsuta. a) Cuerpo fructifero, b) Micelio, ¢) Micelio visto
al microscopio 100x y d) Imagen de micelio recuperada de Ryvarden y Gilbertson, (1993). Dentro de las
figuras c y d se encuentran: 1, hifas generativas; 2, hifas de unién; 3, hifas esqueléticas; 4, basidios.
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El primer microrganismo aislado se describe en la Figura 3, donde se visualiza la
morfologia caracteristica correspondiente a Trametes hirsuta. En a y b se aprecia un
cuerpo fructifero con una forma de abanico de un color blanquecino en las basidiosporas.
Ademaés, se aprecia un micelio blanco que conforme pasa el tiempo se torna su aspecto
més algodonoso. Dentro de la figura 3 en el apartado c, se observan hifas alargadas,
ramificadas y gruesas sin fibulas que dan consistencia al hongo, se las conoce como hifas
esqueléticas. Ademas, se aprecia hifas generativas con basidiosporas en las terminaciones
que son las productoras de esporas semejantes a la figura 4 reportada por (Ryvarden y
Gilbertson, 1993). Asimismo, se visualiza la presencia de basidios que son las encargadas
de la reproduccion asexual de estos hongos (Kavanagh, 2011; Mueller et al., 2004 y
Watanabe, 2010).

También, dentro del analisis molecular con la ayuda del algoritmo bioinformatico BLAST
se demostro que la secuencia amplificada pertenece a la especie Trametes hirsuta con un
100% de identidad, como lo describe la Tabla 6.

Tabla 6
Resumen del BLAST desarrollado en el NCBI

Organismo Fragmento  Longitud Identidad Acceso NCBI
(bp) (%)
Trametes hirsuta ITS1/ITS4 596 100 MN856345.1

Fuente: IDGEN 2019

Por otra parte, en la caracterizacion morfoldgica de Ganoderma sp, en la Figura 4 en el
cuadro a, se observa un cuerpo fructifero semejante a la madera en forma de oreja con un
himenio blanco que si se lastima cambia su color a café y esto es irreversible. Ademas,
en el cuadro b, se observa la forma del micelio en la caja de Petri siendo este, de color

blanco y recalcitrante, que cuando envejece torna su color a amarillo.

Adicionalmente, en la Figura 4 en el cuadros c, se observa hifas conectivas siendo estas
retorcidas y ramificadas, ensamblandose entre ellas, con el fin de dar una consistencia

lefiosa al carpdforo (Cotter, 2014; Schmidt, 2006). Se aprecio hifas alargadas de paredes
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gruesas con apices dendriticos ramificados, se las conoce como hifas esqueléticas. Por
otro lado, se tiene la presencia de una fibula que es propia de este tipo de hongos. Ademas,
se visualiza la presencia de hifas generativas con la presencia de basidiosporas que daran
origen a un nuevo cuerpo fructifero (Lopez, Gutierrez, Herndndez, Valenzuela, y
Esqueda, 2016; Salazar, 2014).

Figura 4. Caracterizacion morfolégica de Ganoderma sp. a) Cuerpo fructifero, b) Micelio, c) Micelio
visto al microscopio 100x y d) Imagen de micelio recuperada de Ryvarden y Gilbertson, (1993). Dentro
de las figuras C y D se encuentran: 1, hifas generativas; 2, hifas esqueléticas, algunas con épices
dendriticos ramificados; 3, hifas de unién; 4, basidios.

Igualmente, que para Trametes hirsuta, el andlisis bioinformatico demostr6 que la
secuencia amplificada pertenece a la especie Ganoderma australe con un 96.8% de
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identidad (Tabla 7). Dado a que el porcentaje de identidad es bajo, no se puede asegurar

que pertenezca a dicha especie, pero si que es perteneciente al género Ganoderma sp.

Tabla 7

Resumen de BLAST llevado a cabo en el NCBI

Organismo Fragmento  Longitud Identidad Acceso NCBI
(bp) (%)
Ganoderma australe  ITS1/ITS4 555 96.8 KU569541.1

Fuente: IDGEN, (2019)
4.3 Crecimiento miceliar

La colonizacion total del micelio se presentd en diferentes tiempos en los dos hongos. En
el caso de Trametes hirsuta, el sustrato fue colonizado en cuatro semanas, presentando
exudados de color amarillento al cabo de la tercera semana. Por otro lado, Ganoderma sp
tuvo complicaciones en su crecimiento, logrando colonizar parcialmente al sustrato en un
periodo de seis semanas, presentando exudados a la quinta semana. Estos datos se
recabaron mediante inspeccidn visual mientras durd el experimento por tal motivo no se

realiz6 un disefio estadistico (Figura 5)

Tratamiento bioldgico

Trametes hirsuta Ganoderma sp.

Semana 0 Semana 4 Semana 0 Semana 4
R |

Yoo
™ VR Jor

R e |

Figura 5. Desarrollo miceliar de Trametes hirsuta y Ganoderma sp en el sustrato.
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4.4 Cuantificacion de polimeros por termogravimetria

El andlisis termogravimétrico realizado en cada muestra demostrd que existieron

diferencias en el contenido de polimeros en todos los tratamientos Tabla 8.

Tabla 8

Anélisis dTGA de los polimeros por fermentacion con Trametes hirsuta

Trametes hirsuta

Polimeros BC (%) BENRIQ (%) PRE TH (%) POST TH (%)
Hemicelulosa 41 42 47 50
Celulosa 39 33 35 38
Lignina 20 25 19 12*

* Porcentaje (peso/peso) de reduccion de lignina.

Las Tabla 8 y Tabla 9, ilustran los promedios de las tres repeticiones que se realizaron.

En ellas, se aprecia el porcentaje de pérdida de lignina al que llegaron los dos hongos.

Tabla 9

Analisis dTGA de los polimeros por fermentacion con Ganoderma sp.

Ganoderma sp
Polimeros BC (%) BENRIQ (%) PRE GANO (%) POST GANO (%)

Hemicelulosa 41 42 48 47
Celulosa 39 33 36 41
Lignina 20 25 16 12*

* Porcentaje (peso/peso) de reduccién de lignina.

4.5 Analisis de degradacion de polimeros en cafia de aztcar
4.5.1 Diferencias entre bagazo y bagazo con medio enriquecido.

El andlisis de la varianza con dos adicionales reportdé deferencias estadisticamente
significativas en la presencia de lignina entre bagazo (BC) y bagazo con medio
enriquecido (BENRIQ) (F=5,88; p=0,03; gl=1) (Figura 6). En la cual bagazo enriquecido

tuvo un incremento en la cantidad de lignina con respecto a bagazo normal.
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Figura 6. Comparacion entre bagazo y bagazo con medio enriquecido. A) bagazo y B)
bagazo con medio enriquecido. Letras diferentes representan diferencias significativas (Tukey
5%; p<0,05). Barras de error verticales representan desviacion estandar.

4.5.2 Contenido de lignina

Por otro lado, también se constat6 que existe diferencias estadisticamente significativas
con respecto a la reduccion de lignina al ocurrir el tratamiento bioldgico por parte de los
dos hongos (F=5,88; p=0,03; gl=1). Con este resultado, se constatd que hubo reduccién
de este polimero en el bagazo de cafia de azucar (Figura 7). No obstante, no se reportaron
diferencias significativas para conocer cudl hongo es el mejor degradador de lignina
(F=0,02; gl=5; p=0,98).

25%

Ligina (%)

Sin tratamiento Con tratamiento

Figura 7. Delignificacion de bagazo de cafia de azucar. A) Bagazo sin tratamiento por los dos
hongos y B) bagazo con tratamiento por los dos hongos. Letras diferentes representan
diferencias significativas (Tukey 5%; p<0,05). Barras de error verticales representan desviacion
estandar.
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4.5.3 Contenido de celulosa y hemicelulosa

El andlisis de la varianza de la celulosa no report6 deferencia significativas en los factores
hongos (F=1; gl=1; p= 0,42), tratamiento (F=1; gl=5; p= 0,42) y Bagazo tratado (F=3;
gl=1; p=0,13). También, se observa que hubo un incremento de este polimero de un 9,4%
para Trametes hirsuta y 70,88% para Ganoderma sp. Por otro lado, para la variable
hemicelulosa, no se report6 diferencias significativas para el factor hongos (F=5; gl=1;
p=0,05), tratamiento (F=2; gl=5; p=0,22) y Bagazo tratado (F=4; gl=1; p=0,08). En este
caso se reportd un incremento del 16,48% tratado biolégicamente con Trametes hirsuta

pero disminuy0 la cantidad de este polimero en un 23,25% con Ganoderma sp.
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CAPITULO V
DISCUSION

La revision de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas juegan un papel
importante en la determinacion taxondémica de los hongos. Para Trametes hirsuta, se
observd que tenia un cuerpo fructifero de color gris obscuro y con vellosidades con una
forma parecida a un abanico cuyo sustrato es madera en descomposicion coincidiendo la
morfologia y hébitat con las reportadas por Asternatura, (2019); Schmidt, (2006). De
igual manera, al microscopio se observaron hifas esqueléticas, conectivas y generativas
con la presencia de basidiosporas y fibulas en su micelio lo que coincide con las
reportadas por Cotter, (2014) y Mueller et al., (2004). Con lo descrito anteriormente, se

pudo conocer que el género al que pertenecen los hongos colectados.

De igual manera para Ganoderma sp, se observé que son organismos solitarios dentro de
su habitat. Posee un basidiocarpo brillante, laqueado de color café con un himenio blanco
que al lastimarlo cambia su color a café obscuro, siendo esto irreversible coincidiendo
con las reportadas en (Ryvarden y Gilbertson, 1993; Salazar, 2014; Webster & Weber,
2007; Lopez, Gutierrez, Hernandez, Valenzuela, y Esqueda, 2016; Teixeira et al., 2008).
Asimismo, MycoBank, (2019); Webster & Weber, (2007) y Watanabe, (2010) reportan
que las caracteristicas microscopicas de este hongo son similares a las del género

Trametes ya que son pertenecientes al filo Basidiomycota.

La caracterizacion morfoldgica posee limitaciones ya que no se conoce con exactitud la
especie del organismo fdngico (Das, Lee, y Jung, 2020). En el caso de hongos
Polyporales, al tener caracteristicas similares como apariencia de madera, forma
semicircular, basidiosporas blancas y cantidad limitada de diferenciacion de hifas hacen
que exista confusién al momento de caracterizarlos de manera morfoldgica (Romanelli,
Sutton, Thompson, Rinaldi, y Wickes, 2014). Por tal motivo, (Cotter, 2014; Moore,
Robson, & Trinci, 2011) recomiendan realizar caracterizacion molecular ya que es una

manera concisa de conocer la identidad del especimen muestreado.

La caracterizacion molecular va a la par de la caracterizacion morfoldgica ya que
permiten conocer la especie de hongo con sus principales caracteristicas, permitiendo de

esta manera, dar las condiciones ambientales para el crecimiento del mismo (Kavanagh,
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2011). En estudios llevados a cabo por Badotti et al., (2017); Zhao, Xu, & Pfister, (2016)
para realizar la caracterizacion molecular, se amplifica la secuencia ITS como marcador
molecular fungico, ya que permite amplificar la region 5.8s del rDNA que representa una
huella genémica para cada hongo conservado en su interior. Esto lo corrobora Avin,
Bhassu, Lumpur, Tan, & Sabaratnam, (2012) en su investigacion, ya que para determinar
la especie de hongos, utilizé ITS 1 e ITS 2 denominandola como una herramienta

eficiente para la identificacion de especies de Basidiomicetos.

Los marcadores moleculares utilizados en esta investigacion fueron ITS1e ITS 4y dieron
como resultado en la electroforesis una amplificacion a 600 bp en la corrida del gel
(IDGEN, 2019). Esta informacidn coincide con la reportada por Batallas, (2016); R. Zhao,
Li, Sanchez-ramirez, & Stata, (2017) quienes utilizaron estos cebadores, logrando
amplificar un fragmento de 600 bp y su secuencia fue homdloga a la divisién
Basidiomycota. Analizando los resultados de porcentaje de similitud con las secuencias
obtenidas después del alineamiento, se aprecia que Ganoderma sp cuenta con 96,8% de
similitud con Ganoderma australe. Salazar, (2014); Suarez-medellin, Luna-rodriguez,
Mendoza, & Salinas, (2008) explican que con un porcentaje de identidad inferior al 98%
no se puede aseverar una especie de hongo luego del analisis bioinformatico BLAST, por
tal motivo, sugieren usar ITS1 e ITS2 para corroborar los datos expuestos en la
secuenciacion. Dentro de esta investigacion no se utilizo el primer ITS 2 para corroborar
resultados ya que las muestras fueron enviadas a realizar a un laboratorio privado quienes

ya tenian su protocolo establecido.

Conociendo las especies de los hongos, se considerd las condiciones ambientales y
nutricionales que necesitan para su crecimiento. Durante el desarrollo miceliar, Trametes
hirsuta coloniz6 el bagazo de cafia de aztcar. EI medio de enriquecimiento usado pudo
permitir al hongo acoplarse a las condiciones ambientales a la cual fue sometido
(Vrsanska y Palovcikova, 2015; Yan et al., 2015). Dentro de este estudio, se utilizo
diferentes sales, extracto de levadura como fuente de nitrégeno utilizando como fuente
de carbono el bagazo de cafia de azlcar. En estudios llevado a cabo por Carrasco, Zied,
Pardo, Preston, & Giménez, (2018) especifican que en especies de Pleurotus y Lentinula

es necesario adicionar fuentes de nitrogeno al sustrato para mejorar el rendimiento y
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calidad de estos hongos. Lograron incrementar el crecimiento de estos hongos entre un

25% a 40% en comparacion de los que no fue enriquecido el sustrato.

Por otro lado, el micelio de Ganoderma sp colonizé un tercio del sustrato. Posiblemente
fue por el envejecimiento de la cepa, ya que, su micelio presentaba un color amarillento
como lo reportado por Du, Dong, Wang, y Yao, (2019); Salazar, (2014) causado por las
maultiples resiembras que se realizo. Otro factor a tomar en cuenta es que Ganoderma sp
requieren sustratos superiores al 25% de lignina para su crecimiento. Madrignac y Flecha,
(2019), reportan que utilizaron arboles del género Quercus sp en su estudio, siendo
conocidos por presentar una alta concentracion de dicho polimero. En su investigacion
evidenciaron una mejora del desarrollo miceliar a comparacion de sustratos con una baja
cantidad de este polimero. Ampliando lo descrito, (Carrasco et al., 2018) sugiere realizar
una mezcla de aserrin de arboles del género antes mencionado con el desecho
agroindustrial a usar en proporcion 7:3 0 9:1, ya que, necesita una gran cantidad de

lignina para su desarrollo.

La temperatura en el cuarto de crecimiento de los hongos fue entre 22°C a 27°C. Cabe
recalcar que la humedad no fue controlada durante el crecimiento del micelio sobre el
sustrato, lo que pudo haber influido al momento del desarrollo miceliar, originando la
proliferacion de contaminantes de origen fungicos. En investigaciones llevadas a cabo
por Mueller et al., (2004); Watanabe, (2010); Webster & Weber, (2007) argumentan que
la temperatura es un factor critico que compromete el crecimiento. Los mencionados
autores reportan rangos 6ptimos comprendido entre 24 a 27 °C. Valores fuera de este
rango son causantes de truncar el crecimiento del cuerpo fructifero del hongo debido al
atrofiamiento de las basidiosporas, ya que a esta temperatura estimula su germinacién
(Pietika, 2005). Por otro lado, la humedad dentro de un rango entre 65-75% se la
considera como un rango 6ptimo para el crecimiento del hongo, ya que un calor hiUmedo
superior al descrito perjudicaria a las basidiosporas del hongo (Cotter, 2014; Ortiz,
Alatorre, & Valvidia, 2011).

Luego del desarrollo miceliar, se conocié el grado de reduccion de polimeros llevados a
cabo en pruebas termogravimetricas, donde todos los tratamientos manifiestan un

comportamiento similar a las temperaturas reportadas por (Manals y Penedo, 2011;
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Torres y Guardiola, 2007). En primer lugar, la desnaturalizacion del sustrato fue entre los
200°C a 650°C, presentando el termograma con las curvas de hemicelulosa, celulosa y
lignina dentro del programa Origin Pro2020. Para evitar errores de lectura Kasi,
Norshahirah y Ramesh, (2018) mencionan que para obtener un termograma claro es
importante que la mezcla se encuentre seca y la velocidad de calentamiento suba
paulatinamente. Zufiga, Salazar, y Ellen, (2016) argumentan que las pruebas TGA son
una herramienta eficiente para conocer los cambios existentes en los polimeros al
momento que ocurre el tratamiento biologico pero puede existir una interferencia en la
lectura al estar una pieza mal ensamblada, aparicion de una nueva sustancia o error en la
lectura. En este estudid, al adicionar una sustancia al sustrato cambi6 las proporciones de
los polimeros. En virtud de ello, el analista debe percatarse de ante mano las variables a
presentarse para no cometer errores en la lectura. Por este motivo, Aydemir y Ayrilmis,
(2018); Lalit, Mayank, y Ankur, (2018) recomiendan usar otro tipo de andlisis ya sea
térmico, microscopia infrarroja, reologia o resonancia magnética nuclear para corroborar

los datos obtenidos.

Posteriormente, el andlisis estadistico del resultado del analisis TGA reflejé que los
hongos estudiados son capaces de reducir el porcentaje de lignina presente en el bagazo
de cafia de azucar. Se presume esto, ya que dichos hongos poseen enzimas lacasas y
peroxidasas que son capaces de hidrolizar enlaces especificos en dicha molécula (Otjen
et al., 1987 y Ander y Eriksson, 1977). En estudios llevados a cabo por (Manavalan y
Manavalan, 2012) en Ganoderma lucidum, consiguieron un 24% de reduccion de lignina
resultando similar a esta investigacién que se consigui6 degradar un 25% de lignina. Por
otro lado, en Trametes hirsuta no se reporta estudios en degradacion de lignina en bagazo
de cafia. Ademas, en este estudio no se reportaron evidencias significativas de
degradacidn de bagazo de cafia de azUcar entre los dos hongos por lo tanto los dos sirven

para degradar lignina sin presenciar diferencias entre los dos.

También, se present6 un aumento del porcentaje de lignina al afiadir el medio enriquecido.

Elisashvili et al.,(2008) sugiere enriquecer el sustrato ya que se aporta nutrientes al

sustrato consiguiendo mejores resultados, aunque esto genera errores de lectura en los

resultados obtenidos. Para evitar interferencias en los resultados, Granados, (2015);

Huicochea, (2014); Manals y Penedo, (2011) recomiendan utilizar en sustratos con
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aditamento, un analizador de gas evolucionado ya que detecta diversos sucesos térmicos
de pérdida de masa a partir de cambios fisicos y quimicos del sustrato. Sin embargo,
necesitariamos repetir el ensayo y corroborar resultados, ya que posiblemente las
repeticiones no fueron las necesarias o las condiciones del crecimiento miceliar o la toma
de muestra no fue homogénea. Por tal motivo, existiria errores de lectura al momento de
realizar las pruebas termogravimétricas como las presenciadas en este estudio, que al
afiadir el medio enriquecido causé un incremento de los polimeros (Manals y Penedo,
2011).

En la celulosa se evidencid un incremento después del tratamiento bioldgico con los dos
hongos. Molina & Espin, (2014) en su estudio mencionan que estos hongos abren la
hemicelulosa para su degradacion, por ende, hay un incremento de este polimero. Por otro
lado, en Trametes hirsuta se evidencid un incremento de hemicelulosa. En estudios
llevados a cabo por (Ayuso, Rencoret, Gutiérrez, Ruiz, y Martinez, 2019; Otjen y
Blanchette, 1982) menciona que los hongos polyporales degradan la lignina dejando a la
celulosa disponible para la fabricacion de productos quimicos de gran interés, como
biocombustibles. Ademas, lo usan como reserva al momento de fructificar (Saito et al.,
2018). En el caso de Ganoderma sp, se cree que como crecié en una parte del sustrato
logro consumir los dos polimeros o a su vez, este hongo los utiliza como fuente energética
y nutricional como lo describe Masarin, Vicentim, y Pavan, (2008). Se deben realizar mas

pruebas para corroborar estos resultados.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Bajo las técnicas de muestreo establecidas se logro aislar hongos Basidiomicetos de
pudricion blanca procedentes de la Reserva Sabia Esperanza de los géneros Trametes y

Ganoderma.

La caracterizacion morfoldgica permitio describir el género al que pertenecen los hongos
Basidiomicetos procedentes de la Reserva Sabia Esperanza.

La caracterizacion molecular ayudd a conocer la especie de Trametes hirsuta utilizando

los cebadores ITS1 e ITS4 caso contrario con Ganoderma sp.

En la fase de crecimiento miceliar, Trametes hirsuta se desarroll6 de mejor manera en
bagazo de cafia de azucar colonizando el sustrato en su totalidad, caso contrario a la cepa

de Ganoderma sp que crecid en un tercio del sustrato.

Se presentaron inconvenientes al realizar las pruebas termogravimétricas ya que presenta

un margen de error al utilizar sustratos con aditamentos.

El tratamiento biol6gico con Trametes hirsuta y Ganoderma sp permitieron reducir la
cantidad de lignina que se encontraba en bagazo de cafia de azUcar pero no se obtuvo con
los resultados diferencias estadisticamente significativas que ayuden a corroborar cual

hongo es tiene un mayor porcentaje de delignificacion.

La hemicelulosa y celulosa presento un incremento después del tratamiento biol6gico
Ilevado a cabo por Trametes hirsuta; por otro lado, Ganoderma sp degrado la celulosa

pero no hemicelulosa que present6 un incremento en los resultados obtenidos.
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6.2 Recomendaciones

Utilizar un antifungico como orto fenilfenol al momento de aislar los hongos
basidiomicetos in vitro ya que permite la inhibicion de otros organismos fangicos como

ascomicetos.

Tomar en cuenta, las caracteristicas macro y microscopicas al momento de realizar la
caracterizacion morfolégica ya que esto influye al momento de conocer el género del

hongo.
Utilizar los primers ITS 1y ITS 2 para corroborar la identidad de Ganoderma sp.

Medir parametros como temperatura, pH y humedad ya que podrian repercutir en el
crecimiento o rendimiento de los hongos si se encuentran fuera de los parametros

recomendados.

Utilizar una mezcla de aserrin con bagazo de cafia de azlcar en proporciones 9:1 0 7:3

sin nutrientes anadidos.

Secar las muestras a 105 °C por dos horas antes de enviar las muestras con el fin de
eliminar la humedad presente en la misma ya que podria interferir en los resultados

enviados.
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7.2 Anexos

Anexo 1. Ficha de capo de Trametes

Mushroom collection

identification :fh?t: n a0

Possible Name: _ % G3n" Tmm,t. Um'»“lg, CC’("" J) {

Location: (llc“m 3 E“ E pecoar Date (d/mm/yy): 11{&/1{“3
Callector: g[fmﬁ, Canloginia

Latitude: O o 145 Longitude: - 75 1ii4 L Collection number:__ 2
Habitat (wood, soil, leaf litter, moss, other Volva: present or Absent
mushrooms etc, and type of trees Colour
nearby): Texture,

AL '\\4. “ i i

Persistent or disappearing with age

Growth habit: (solitary, gregaricus, Lamellae, pores or teeth
caespitose) i A Qas Form: blade, poraid (circular, angular, elongate,
Pileus: biameter: {(. o labryinthiform), toothed

Colour when young Qleen
Colour when mature Qx o ll'»J:

Shape (young/mature): convex, conic,

campanulate, ressed, umbonate, papillate, ;
RNLISER, depres PoRAlATe Attachment: free adexed. adnate, sinuate,

uplifted, parabolic, plane)

& decurrent,

o)

e Spacing: distant, moderate, close,
Colour Cfe” , S =

Colour changes/hygrophancus, 5'1. [ TS
Texture (hairy, scaly, fibrous, smooth, dry, moist,
sticky, slimy) Other

Margin: smooth, serrated, wavy, scalloped,
eroded; colour, RBlonge

Latex present or absent; if present, colour
(including colour changes)

Margin (smooth, striate, corrugated, with fringe of
B

tissue) Flesh of Pileus and Stipe:

Stipe: Lengh: — _ Width: _ — Colour —
Colour changes (if any) when exposed to

Shape (tapering at base or apex, flattened, equal,

bulbous base, clavate) = i
Context: solid, stuffed or hollow - Thickness:
Colour {including any changes when cut or Odour of whole fruiting body, flesh when cut
bruised) or crushed (farinaceous, geranium leaves,
Texture fungoid, radish, hot chili, flowers, fruit, almond,

. fish, ic, honey, chlorine, rank, licorice, maple,
Annulus or cortina: rresent or Abssat sh, garlic, honey U5 icoric P
S wintergreen) Other, HYumeddy
Texture:

Persistent or disappearing with age

modified by Amanda Bremner from Malloch, David, winter 2005-2006. Collecting Mushrooms for scientfic
Study. N.B. Naturalist 32(4): p. 117

56



Anexo 2. Ficha de campo Ganoderma

Mushroom collection
Possible Name: t

Location: Mn_&#m&

~17.3/4is

Latitude: O {7091 Longitude:

Habitat (wood. scil, leaf litter, moss, other
mushrooms etc. and type cf trees

nearby):

7?4&'(« lrggn.:l"m¢‘ en f’iah.gv-n

4 ponyd \n'u
Growth habit: (solitary, gregaricus,
Sut}:wca
Pileus: piameter: 30 ¢m
Shape (ygung/mature): convex, conic,
campanulate, depressed, umbonate, papillate,
uplifted, parabolic, plane)

caespitose)

C i asweo
Colour changes/hygrophanous,
Texture (hairy, scaly, fibrous, smooth, dry, moist,

Colour

sticky, slimy) Other €0

“ Margin (smogth, striate, carrugated, with fringe of
tissue)
Stipe: Length:

_—

Wwidth: __——

Shape (tapering at base or apex, flattened, equal,
bulbous base, clavate) 2
Context: solid, stuffed or hellow

Calour {including any changes when cut or
bruised)

Texture —

Annulus or cortina: present or Absent
D

Colour: =
Texture: ~
Persistent or disappearing with age___-

4, forad b

Date (d/mm/yy): 13/&/& 4
Collector: _( —,',EI Ca,!g,um"
Collection number: S

Volva: present or Absent
qbsent

Colour,
Texture,

Persistent or disappearing with age
Lamellae, pores or teeth

Form: blade. poroid (circular, angular, elongate,
labryinthiform), toothed

L]
—]z——— ;
Colour when young, Dlancy, 54*“71," QJL
Colour when mature QQ‘ ’w&:

Attachment: free, adexed, adnate, sinuate,
decurrent,

Spacing: distant, moderate, :.Ig&
crowded,

Margin: smooth, serrated, wavy, scalloped,
eroded; colour,

LateX present or absent; if present, colour
{including colour changes)
Flesh of Pileus and Stipe:

Colour
Colour changes (if any) when exposed to

air,

Thickness:

Odour of whele fruiting body, flesh when cut
or crushed {farinaceous, geranium leaves,
fungoid, radish, het chili, flowers, fruit, almond,
fish, garlic, heney, chiorine, rank, licorice, maple,

-

wintergreen) Other_{i; .

modified by Amanda Bremner from Malloch, David, winter 2005-2006. Collecting Mushrooms for scientific

Study. N.B. Naturalist 32(4): p. 117
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Anexo 3. Contenido promedio de hemicelulosa, celulosa y lignina en los factores y

tratamientos en estudio

Hemicelulosa DE Celulosa DE Lignina DE

F1 0,52 0,17 0,31 0,12 0,16 0,10
F2 0,49 0,03 0,42 0,05 0,09 0,05
Trametes hirsuta 0,47 0,14 0,40 0,11 0,13 0,09

0,54 0,08 0,33 0,10 0,13 0,05
THF1 0,43 0,22 0,38 0,16 0,18 0,07
TH F2 0,51 0,02 0,42 0,08 0,07 0,07
Gano F1 0,61 0,05 0,25 0,05 0,14 0,06
Gano F2 0,47 0,01 0,42 0,01 0,11 0,02
Factores 0,51 0,08 0,37 0,08 0,13 0,05
Bagazo 0,38 0,10 0,44 0,06 0,18 0,06
Bagazo 0,45 0,02 0,35 0,02 0,20 0,03
enriquecido

DE=Desviacion estdndar F1= Bagazo sin fermentar F2= Bagazo fermentado

Anexo 4. ADEVA para las variables hemicelulosa, celulosa y lignina

Hemicelulosa Celulosa Lignina

Fdv al F | p-valor F p-valor F p-valor
Repeticion 2 2 0,22 1 042 | 1,35 | 0,33
Tratamiento 5 2 0,22 1 0,42 | 3,23 0,11
Hongo 1 5 0,05 1 0,42 0,02 0,98
Fermentacion 1 4 0,08 3 0,13 | 6,45 | 0,03*
Hongo*Fermentacion 1 1 0,42 1 0,42 1,19 0,37
Factorial vs 1 0,15 | 0,86 0,23 0,80 | 0,35 0,72
Adicionales
bagazo vs Bagazo 1 0,2 0,82 1 0,42 6,45 | 0,03*
enriquecido
Error 6
Total 11

*Valores con p<0,05 por lo tanto considerados como significativos
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