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RESUMEN

Antecedentes: La paja de trigo es un residuo agricola con un 17% de lignina, un polimero recalcitrante
con potencial biotecnolégico si se despolimeriza en aromiticos de interés para la industria; lo que es posible
por métodos quimicos, pero que son costosos y contaminantes. Una alternativa es su despolimerizacién
biol6gica por hongos mitospdricos ligninoliticos como Aspergillus y Penicillium spp. Sin embargo existen
pocos reportes del uso de hongos en la generacién de aromaticos por despolimerizacién de la lignina de
residuos agricolas. Objetivo: Determinar la generacién de aromiticos utilizando los hongos Aspergillus
y Penicillium por despolimerizacién de la lignina residual de paja de trigo semipurificada. Métodos: Para
ello los hongos se cultivaron en lignina residual de paja de trigo por 28 dias, que por despolimerizacién
generaron aromdticos que se identificaron en cromatografia de gases. Resultados: Los resultados mos-
traron que ambos hongos generan aromiticos como: guayacol 3,5, vainillina 3,3, dcidos hidroxibenzoico
3,2, vainillinico 3,3, siringico 10,1 y fertlico 21,9 mg mL". Conclusiones: Aspergillus y Penicillium son
una opcién ecoldgica en el aprovechamiento de la lignina residual de paja de trigo semipurificada para la
generacion de aromiticos de interés industrial, en un tiempo relativamente corto a partir de un residuo
abundante y barato.
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ABSTRACT

Background: Wheat straw is an agricultural waste, which contains 17% of lignin, a recalcitrant poly-
mer with biotechnological potential provided it is depolymerized. Lignin depolymerization has attracted
interest because it yields aromatics of industrial interest; chemical and physical methods are available but
entail economic and environmental constraints. An alternative is to exploit the ligninolytic capacity of
mitosporic fungi, such as Aspergillus and Penicillium spp. There are few reports on the use of these funguses
in the generation of aromatics by lignin depolymerization. Objetives: To use Aspergillus and Penicillium
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spp in the biological generation of aromatics from semipurified residual wheat straw lignin. Methods:
Funguses were grown in semipurified residual wheat straw lignin for 28 days; produced aromatics were
tollowed using gas chromatography. Results: Obtained results indicate a range of aromatics produced, i.c.
3,5 mg mL™" guaiacol, 3,3 vanillin, 3,2 hydroxybenzoic acid, 3,3 vanillinic, 10,1 syringic and 21,9 ferulic.
Conclusions: Aspergillus and Penicillium represent an ecological option in the exploit of semi-purified
residual lignin from wheat straw to generate aromatics in a shorter period from an abundant and cheap

residue.

Keywords: Ascomycete, depolymerization, fungus, mitosporic, ligninolytic.

INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los
principales cultivos agricolas en el mundo, con
una produccién de 675 x 10” kg afio™ (1), en con-
secuencia como subproducto se estima se generan
877 x 10” kg de paja (2), eliminada comtinmente
por incineracién “in situ”, con un impacto ambiental
negativo por la emisién de gases: CO,, NO,, SO,
y O, (3, 4). La paja de trigo se compone de un 35%
de celulosa, 26% de hemicelulosas y 17% de lignina
(5). Actualmente la celulosa y las hemicelulosas
se extraen por tratamiento fisicoquimico para su
conversion en bioetanol (6), pero la lignina es un
residuo recalcitrante sin alternativas de aprovecha-
miento biotecnolégico (7).

La lignina residual de paja de trigo (LIREPATO)
estd compuesta por polimeros de fenilpropanoides
que podrian ser fuente para la obtencién de aro-
miticos de interés en la industria farmacéutica y
alimenticia (8), una vez que se han eliminado la
celulosa y las hemicelulosas. Ejemplo de estos aro-
miticos son la vainillina (4-hidroxi-3-metoxiben-
zaldehido) saborizante de mayor consumo mundial
con produccién de 10 x 10° kg afio™ (9); el guayacol
(o-metoxifenol) usado como expectorante; el dcido
fertlico (3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoi-
co) un antiinflamatorio, antioxidante y bloqueador
solar; el 4cido hidroxibenzoico (salicilico) precursor
de aspirinas, conservador de alimentos, dentifricos
y repelentes de insectos (10).

Comercialmente los aromitico se generan por
sintesis quimica a partir de derivados del petréleo
(7), o por el tratamiento 4cido o alcalino de lignina
de madera proveniente del proceso kraft para la
fabricaciéon de pulpa de celulosa (8, 11) pero estos
procesos son costosos y contaminantes. Una alter-
nativa ambientalmente segura para su generacién
es por la despolimerizacién biolégica de la lignina
empleando basidiomicetos (12) y los hongos mi-
tosporicos ligninoliticos (HML) (13). Aunque han

sido poco investigados, se ha reportado que ciertos
HML tienen andloga o superior capacidad en la de-
gradacién de lignina que los basidiomicetos, como
Chan (14) que report6 un 28% mayor capacidad de
despolimerizacién de lignina con Fusarium monili-
forme, comparado con Phanerochaete chrysosporium.

Ademids son pocos los trabajos en los que se
aprovecha la capacidad de los HML en la des-
polimerizacién de lignina para la generacién de
mondmeros arométicos y generalmente se enfocan
en la transformacién de intermediarios como del
4cido ferilico a vainillina; mientras que el aprove-
chamiento de la LIREPATO en la produccién de
aromdticos inicamente se ha descrito por métodos
fisico-quimicos. Con base en lo anterior, el obje-
tivo de esta investigacién fue utilizar a los HML
Aspergillus 'y Penicillium spp para la generacién de
aromiticos por despolimerizacién de LIREPATO
semipurificada.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de la LIREPATO

A partir de paja de trigo por tratamiento icido
térmico se eliminé una fraccién de la celulosa y las
hemicelulosas con lo que se obtuvo LIREPATO
semipurificada. Para ello se empled paja de trigo
seca previamente molida y tamizada en una criba
de 0,0841 mm, se trat6 por aspersién con CH,-
COOH (icido acético) al 10% (v/v) por 30 min en
relacién 1:2 (p/v), luego se neutralizé con NaOH
(hidréxido de sodio) al 10% (p/v) y después se so-
meti6 a tratamiento térmico a 120° C por 60 min.
Finalmente se lav6 con agua destilada y sec6a70° C
por 24 h. Se caracteriz6 el contenido de lignina por
el método de extraccién con solventes organicos con
equipo Soxhlet de acuerdo a Sun (15) y precipitacién
de lignina con dcido sulfarico (72% v/v) de acuerdo
a Runkel (16); el contenido de celulosa y hemicelu-
losas se realizé por digestién con NaClO, (clorito
de sodio) de acuerdo con el método de Wise (17).
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Activacidon de Aspergillus spp y Penicillium spp

De la colecciéon del Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico
Biolégicas de la UMSNH Morelia, Michoacin se
emplearon las cepas de HML Penicillium chrysogenum
AT3y AT4,; Aspergillus fumigatus AT 11y A. tubigensis
AT12.

Estos HML se activaron en agar-LIREPATO
con la siguiente composicién quimica (g L™): LI-
REPATO 10,0; peptona de caseina 5,0; extracto de
levadura 1,3; K,HPO, 0,17; KH,PO, 2,61; MgSO,
1,5; NaCl 0,9; CuSO, 0,05; ademas se afiadi6 in-
dicador de pH azul de bromotimol 10,0 ppm; 2,5
mL de detergente Roma® al 10% (p/v), agar 18 g
L'y 1,0 mL L™ de solucién de oligoelementos que
se prepard con la siguiente composicién quimica
(g L™"): H,BO, 2,86; ZnSO,-7H,0O 0,22; MnCl,-
7H,0O 1,81; KMnO, 0,09. Finalmente se ajusto el
pH del agar-LIREPATO a 5,5 y se esteriliz6 a 121°C
por 20min (18).

Ambos HML se sembraron en cajas de Petri
con agar LIREPATO e incubaron a 30° C por 5
dfas. Luego el micelio de cada HML se separ6 con
15,0 mL de solucién salina-detergente estéril cuya
composicién es: 12,0 mL NaCl 0,85% y 3,0 mL
detergente Roma® 0,01%, y enseguida se removié
con asa bacteriolégica y finalmente el micelio sus-
pendido se colectd con una pipeta estéril.

A continuacién, se inocularon 12,5 mL de
micelio de cada HML en matraces Erlenmeyer de
500 mL con 250 mL de caldo LIREPATO con la
siguiente composiciéon quimica (g L™): LIREPATO
10,0; peptona de caseina 5,0; extracto de levadura
1,3; K,HPO, 0,17; KH,PO, 2,61; MgSO, 1,5;
NacCl 0,9; CuSO, 0,05 azul de bromotimol 10,0
ppm; 2,5 mL de detergente al 10% (p/v), y 1,0 mL
L de solucién de oligoelementos (g L™): H,BO,
2,86; ZnSO,-7H,0 0,22; MnCl,-7H,0O 1,81,
KMnO, 0,09; se ajust6 el pH a 5,5 que se esteri-
liz6 a 121°C/20 min. Estos matraces se incubaron
en aerobiosis en un agitador rotatorio por 28 dias
a30°Cy 150 rpm. Luego se tomé una muestra de
10,0 mL de cada matraz a los 7, 14, 21, 28 dias para
identificar y cuantificar los aromdticos derivados de
la despolimerizacién de la LIREPATO.

El disefio experimental fue aleatorio simple y
empled cinco tratamientos: cuatro hongos mds
un control sin inocular, con tres réplicas por
tratamiento.

Despolimerizacién de la LIREPATO

La despolimerizacién de la LIREPATO por los
Aspergillus spp y Penicillium spp se determind a los
28 dfas de incubacién, para ello el caldo LIREPATO
se filtr por succién al vacio y el remanente sélido
se lavé con agua destilada, se sec6 a 70°C por 24
h, se enfriaron en desecador por 4 horas y se pe-
saron a peso constante para calcular el porcentaje
de despolimerizacién por la pérdida de masa de las
mismas: % despolimerizacién = 100 (peso inicial —
peso final) / peso inicial. Se analizaron tres replicas
por tratamiento.

Cuantificaciéon de los aromaticos

Para extraer los aromiticos del caldo LIREPATO
después de su despolimerizacién con HML, se toma-
ron 5,0 mL que se centrifugaron a 8000 rpm (5000
) por 15 min (Universal 320 R Hettich), el sobrena-
dante se ajust6 a un pH de 2,0 con HCI concentrado
(37% p/p), se agregd NaCl a saturacién y 5,0 mL de
acetato de etilo concentrado; entonces se inyect6 1,0
wul de muestra en un cromatégrafo de gases (Varian
CP-3800%), equipado con una columna capilar de
fennilmetilpolisiloxano de 30 m x 0,53 mm, el gas
acarreador N, se mantuvo con un flujo de 35,0 mL/
min; la temperatura del horno, inyector y detector
FID fueron de 90, 270 y 300 °C, respectivamente.
Se us6 como patrén de los aromdticos una mezcla
estandar de los dcidos hidroxibenzoico, vanillinico,
feradlico y siringico, asi como de vainillina y guayacol
en concentracién de cada uno de 1,0, 0,5, 0,1 y 0,05
mg mL™" disueltos en acetato de etilo (19, 20), las
mediciones se realizaron por triplicado. Los datos
experimentales se analizaron con la prueba de Tukey,
con un nivel de significancia del 5% con el programa
JMP 8.0 (SAS®).

RESULTADOS

Se realiz6 una cinética de despolimerizacién de
LIREPATO durante 28 dias de cultivo con Asper-
gillus y Penicillium spp. Como variables respuesta se
determind el porcentaje de despolimerizacién y se
realizé la cuantificacién de aromiticos producto de
la despolimerizacién.

Caracterizacion de la lignina residual de paja
de trigo

La paja de trigo se sometié a tratamiento dcido-
térmico para semipurificarla, con el que el conteni-
do total de celulosa y hemicelulosas disminuyé de
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un 67,4 a un 33,3% (p/p), debido a la degradacién
de los polimeros. El contenido de la lignina de la
paja antes del tratamiento era de 21,3% y después
fue de 49,8% (Tabla 2), por lo que se consideré a la
LIREPATO como semipurificada.

Despolimerizacion de la LIREPATO

P. chrysogenum AT4 mostr6 la mayor despolimeri-
zacién de LIREPATO de 34,8% en 28 dias, seguido
de A. fumigatus AT11 con un 29,1%; ambos valores
estadisticamente superiores a los registrados en P.
chrysogenum AT3 y A. tubigensis AT12 (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de despolimerizacién de lignina
residual de paja de trigo (LIREPATO) por Aspergillus
spp. y Penicillium spp. El control es medio LIREPATO
sin inocular. Las lineas corresponden a la desviacién
estindar de tres mediciones. Las letras indican diferencia
estadistica con un nivel de significancia a=0,05.

Cuantificacion de aromaticos

Se identificaron 6 monémeros aromaticos a par-
tir de la despolimerizacién de la LIREPATO. Las
4 cepas de HML produjeron icido fertlico desde
la primera semana de crecimiento, el que genero la
mayor concentracién fue P. chrysogenum AT3 con
21,9 mg mL™ en la semana 3. A. tubigensis AT12
produjo hasta 10,1 mg mL™" de dcido siringico en la
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semana 2. A. fumigatus AT11 generé 3,3 mgmL™" de
4cido vainillinico en la semana 3. P. chrysogenum AT3
produjo 3,3 mg mL™ de vainillina hasta la semana
4, este aromdtico se generd a partir de la segunda
semana por las 4 cepas de HML. P. chrysogenum
ATH4 fue el tinico que generd dcido hidroxibenzoico
con 3,2 mg mL™" en la semana 2. Mientras que P.
chrysogenum AT3 produjo 3,5 mg mL™" de guayacol
en la semana 3 (Figura 2).

En el andlisis de la produccién acumulada de
aromiticos durante las 4 semanas de crecimiento
en la despolimerizacién de LIREPATO (Figura 3)
se observé que P. chrysogenum AT3 tuvo la mayor
produccién de aromiticos, seguido por P. chrysoge-
num AT4 que fue la tinica cepa que generd los 6 tipos
de aromaticos durante la cinética. Los aromadticos
que se produjeron en mayor proporcién fueron el
icido ferdlico y el siringico.

Produccion total acumulada de aromaticos
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Figura 3. Aspergillus spp y Penicillium spp en la sintesis de
aromiticos derivados de la despolimerizacién de lignina
residual de paja de trigo (LIREPATO). G-Guayacol,
V-Vainillina, H-icido p-hidroxibenzoico, AV-icido
vainillinico, S-icido siringico, F-icido ferdlico. En
los controles no se detectaron aromdticos. Las lineas
verticales corresponden a la desviacién estindar de tres
mediciones. Nivel significancia a=0,05.
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Figura 2. Cinética de la obtencién de aromiticos por Aspergillus spp y Penicillium spp en la despolime-
rizacién de LIREPATO. En controles no se detectaron aromdticos. Las lineas verticales corresponden a
la desviacién estindar de tres mediciones. Significancia a=0,05. Notese que en la grifica “a” la escala es
diferente al resto.
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DISCUSION

Los resultados mostraron que tanto Aspergillus
como Penicillium spp tiene potencial para la ob-
tencién de aromdticos guayacol, vainillina, 4cidos
hidroxibenzoico, vainillinico, siringico y fertlico
en un tiempo relativamente corto.

Los HML estudiados generaron acido feruli-
co durante las 4 semanas de ensayo y en mayor
cantidad que los otros aromaticos, con base a los
reportes en la literatura se considera que durante
la despolimerizacién de la LIREPATO semipuri-
ficada se producira primero icido ferdlico y luego
a partir de su transformacién se derivaran otros
aromdticos como el 4cido vainillinico, la vainillina
y el guayacol (21).

Aunque estd reportado que Aspergillus y Peni-
cilllium spp son eficaces en la degradacién de la
lignina (13, 22), no se ha descrito su capacidad en la
produccién de aromaticos a partir de pajas agricolas
ya que los estudios se han enfocado principalmente
en basidiomicetos y en la transformacién de aro-
miticos intermediarios. Por ejemplo con Trametes
versicolor a partir de dcido fertlico se gener6 alcohol
veratrilico y veratrilaldehido (23), mientras que con
Pycnoporus cinnabarinus se liberd vainillina con un
rendimiento de 0,064 mg mL™" en 7 difas (9). Por
otro lado, con el HML Paecilomyces variotii de 4cido
tertlico se produjo dcido vainillinico, vainillina,
alcohol vainillinico y 4 vinil-guayacol (24).

En general la obtencién de aromiticos se ha
estudiado principalmente a partir de lignina
procedente de procesos kraft, mientras de pajas
agricolas existen solo algunos reportes pero sin un
tratamiento previo de purificacién para eliminar la
celulosa y las hemicelulosas. Lesage-Meessen (25)
con Pycnoporus cinnabarinus en rastrojo de maiz y
20 g L' de maltosa produjeron 0,767 mg mL™" de
vainillina en 8 dias de cultivo. Granda (26) con
Lentinus crinitus en la degradacién 5,0 g de residuo
de hoja de platano (Musa paradisiaca) generaron aci-
do ferdlico, vainillina, dcido vainillinico y eugenol
en concentracién de 0,6, 0,04, 0,6 y 254 mg mL.
Estos valores en basidiomicetos fueron menores a
lo registrado por los géneros y especies de Aspergillus
y Penicillium spp de este trabajo (Tabla 1), pero al
no tenerse las mismas condiciones de cultivo, es
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necesario contar con investigaciones futuras para
afirmar que estos HML tienen mayor capacidad de
generacién de aromiticos que los basidiomicetos.
Mientras que los valores superiores en la generacién
de aromiticos también pueden explicarse por el uso
de LIREPATO semipurificada, lo que aceleré la de-
gradacién de la lignina en aromaticos, al disminuir
la concentracién de carbohidratos.

En el caso de paja de trigo no se encontraron ante-
cedentes sobre la obtencién de aromiticos por HML o
basidiomicetos, pero si por despolimerizacién quimica
como se describe en Tapin (27) con una produccién de
2mg g de 4cido ferdlico, 1,5 de coumdrico, 0,30 de
vainillina y 0,25 de dcido vainillinico; estos resultados
fueron similares a los obtenidos en esta investigacion,
pues en funcién del peso de la LIREPATO se tuvo
una produccién de guayacol con 0,35, vainillina
0,33, 4cidos hidroxibenzoico 0,32, vainillinico 0,33,
sirfngico 1,01 y ferdlico 2,19 mg g de LIREPATO
semipurificada. Estos resultados apoyan que la opcién
biotecnoldgica genera aromaticos de manera similar a
lalograda con métodos quimicos y sin liberar residuos
toxicos al ambiente (28).

Utilizar la capacidad de Aspergillus y Penicillium spp
en la generacién de aromaticos darfa valor agregado a
la LIREPATO semipurificada. Se estima que el valor
potencial de los aromiticos es de US$10-15 kg con
un mercado de 260 x 10° kg afio™ (7, 8). De acuerdo
con Vinals-Verde (29) la obtencién biotecnolégica de
aromiticos podria ser mis rentable que la sintesis qui-
mica, sin embargo se requiere mayor investigacién al
respecto, por ejemplo, en optimizar las condiciones de
cultivo y demanda nutricional de los HML empleados
para incrementar la produccién de aromiticos.

Finalmente consideramos que son factores im-
portantes para continuar con esta investigaciéon con
miras a su potencial escalamiento industrial: a) la
obtencién de aromiticos a partir de materia prima
abundante, renovable y de bajo costo; b) la creciente
demanda de productos orginicos como alternativa
a los de sintesis quimica; c) la conversién biologica
de LIREPATO en aromiticos disminuiria los cos-
tos de produccién de etanol a partir de celulosa;
d) en contraste la sintesis quimica de aromiticos
es compleja, costosa y con liberacién de residuos
contaminantes (7, 8, 30).
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Tabla 1. Comparativo de la produccién de compuestos aromiticos en investigaciones reportadas en la literatura.

Hongo Sustrato

Aromaticos Tiempo Fuente

Penicillium chrysogenum | lignina de paja de trigo

4cido vainillinico 1,5 mg mL"!

12,76 L
gudyacaol 2,76 mg m 7 dias Esta investigacién

4cido sirfngico 5,7 mg mL™!
4cido ferdlico 8,4 mg mL"!

Lentinus crinitus Plitano (Musa paradisiaca L.)

4cido ferdlico 0,6 mg mL™!

inlilli ymL!
vainlillina 0,04 mg m | 16dias Granda (26)

4cido vainillinico 0,6 mg mL”
cugenol 254 mg mL"!

Pycnoporus cinnabarinus | icido fertlico extraido de rastrojo de maiz

vainillina 0,767 mg mL™! 8 dfas Lesage-Meessen (25)

Pycnoporus cinnabarinus | dcido feralico

vainillina 0,064 mg mL™! 7 dias Lomascolo (9)

Sintesis quimica lignina de paja de trigo

4cido ferdlico 2 mg g™

4cido coumdrico 1,5 mg g™ )
Tapin (27
vainillina 0,30 mg g”' apin (27)

icido vainillinico 0,25 mg g

Los datos de esta investigacién se ajustaron a la semana 1 para compararlos con los otros reportes experimentales.

CONCLUSIONES

Para la demanda de aromiticos en el mercado
se propone la LIREPATO extraida a partir de un
residuo abundante, barato y recalcitrante. Con base
alos resultados, se concluye que Aspergillus spp y Pe-
nicillium spp son una opcién ambientalmente segura
en el aprovechamiento de la LIREPATO semipu-
rificada para la obtencién de aromiticos de interés
biotecnolégico, en un tiempo relativamente corto.

Limitaciones del presente estudio

La deteccién de compuestos aromidticos por la
despolimerizacién de la LIREPATO con géneros
y especies de HML fue relativamente alta; sin em-
bargo es necesario continuar la investigacion para
explotar su potencial aprovechamiento industrial,
ya que aun se desconocen las condiciones y costos
de ese escalamiento. La potencial aplicacién del
método de semipurificacién de la LIREPATO es en
este punto limitada, ya que se ignora el resultado
con una lignina de otra fuente vegetal diferente a
esta graminea. La idoneidad de los resultados tendra
que compararse con los basidiomicetos conocidos
y con otros hongos mitosporicos, para medir ob-
jetivamente la capacidad de Aspergillus y Penicillium
utilizados en esta investigacion.

Trabajos futuros deberdn tomar en cuenta las
enzimas ligninoliticas sintetizadas con los com-
puestos aromaticos durante la despolimerizacion de
la LIREPATO, vy evitar las reacciones secundarias
de despolimerizacién y/o incluso de polimeriza-

cién de los mondémeros generados. Finalmente,
las sucesivas investigaciones tendrin que avanzar
con el empleo de mejores técnicas de extraccion y
purificacién de los compuestos aromdticos producto
de la despolimerizacién biolégica de la LIREPATO.
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