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RESUMEN

Los procesos agroindustriales relacionados con la cafia de azlcar generan residuos agricolas que, en su
mayoria, no son tratados adecuadamente y a menudo son finalmente quemados. Esta gestion deficiente de
los residuos conlleva problemas socioeconémicos y medioambientales, como la contaminacion del aire, el
suelo y el agua. La biomasa de la cafia de azlcar (Saccharum officinarum) esta constituido principalmente
de celulosa, hemicelulosa y lignina, siendo esta Ultima un biopolimero complejo que representa desafios
para su degradacion debido a su resistencia a tratamientos fisicoquimicos y de manera natural en el
ambiente, de forma que, la utilizacién de microorganismos y enzimas en el tratamiento bioldgico de
materiales lignocelulésicos fomenta la sostenibilidad. Por lo tanto, el proposito de esta investigacion
consistid en identificar el método més eficiente para lograr la descomposicidn total de la lignina insoluble
presente en la biomasa de cafia de azUcar, utilizando cuatro enfoques metodoldgicos distintos a fin de lograr
laintegracion a los suelos, cerrando el ciclo. Los métodos empleados en este estudio lograron la degradacion
completa de lignina insoluble, por lo cual, se recomienda la aplicacion de discos de matriz sélida inoculados
con Pleurotus ostreatus para la degradacion de la lignina insoluble.

Palabras clave - Pleurotus ostreatus, broza, Saccharum officinarum, lignina.

ABSTRACT
Agroindustrial processes related to sugar cane generate agricultural waste that, for the most part, is not

treated adequately and is often finally burned. This poor waste management leads to socio-economic and
environmental problems, such as air, soil, and water pollution. The biomass of sugar cane (Saccharum
officinarum) is mainly made up of cellulose, hemicellulose and lignin, the latter is a complex biopolymer
which represents challenges for its degradation due to its resistance to chemical and physical treatments
naturally in the environment. Therefore, the use of microorganisms and enzymes in the biological
treatment of lignocellulosic materials promotes sustainability. Therefore, the purpose of this research was
to identify the most efficient method to achieve the total decomposition of insoluble lignin present in
sugarcane biomass, using four different methodological approaches to achieve integration into soils,
closing the cycle. The methods used in this study achieved complete degradation of insoluble lignin,
therefore, the application of solid matrix discs inoculated with Pleurotus ostreatus is recommended for the
degradation of insoluble lignin.

Keywords - Pleurotus ostreatus, bagasse, Saccharum officinarum, lignin.

I. INTRODUCCION

Los procesos agroindustriales de cafia de azlcar (Saccharum officinarum) generan grandes residuos
agricolas dado que su cosecha se enfoca principalmente en los tallos de la planta (1). Debido a falta de
tecnologias, estos residuos agroindustriales a menudo suelen ser inciderados. ElI manejo inadecuado de los
residuos agricolas presenta problemas significativos con impactos sociales y econdmicos negativos, ademas
de contaminacion del aire, suelo y agua (2,3).

Estos residuos producidos por la cosecha, conocidos como “biomasa de la cafia de azlicar” estan
constituidos principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina, siendo esta Gltima un polimero aromético
natural complejo amorfo (biopolimero) compuesto de unidades heterogéneas de fenilpropano. La lignina
es considerada una valiosa fuente de biomasa lignocelulésica para la sostenibilidad, pero su resistencia a
tratamientos fisicoquimicos y/o bioquimicos conlleva un desafio. La degradacion de manera natural, de
manera similar representa un desafio para su posterior uso en diferentes procesos como el compostaje. (4)
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El uso extensivo de fertilizantes quimicos causa problemas de acumulacion de sales y desequilibrio en
los suelos. (5) Por lo tanto, emplear microorganismos o sus enzimas en la degradacién de materiales
lignocelulésicos e incorporarlos a los suelos representa una practica sostenible. (6)

El proposito de esta investigacion consistid en lograr la descomposicion de la lignina insoluble presente en
la biomasa de cafa de az(car, utilizando cuatro enfoques metodolégicos distintos.

I1. BIOMASA DE LA CANA DE AZUCAR

La biomasa de cafia de azUcar son los residuos de la cosecha conformada por hojas verdes y secas, los
cuales estan formados estructuralmente por lignina, celulosa y hemicelulosa. (2) Estos, generalmente, no
tienen aprovechamiento, por lo cual son quemados o desechados.

Estos residuos podrian transformarse en productos utilizables, sin embargo, la mayoria se convierte en
fuente de problemas ambientales, debido a que son vertidos indiscriminadamente al medio ambiente sin
tratamiento alguno, puesto que su degradacién natural es muy lenta y casi imposible.

Los residuos ricos en lignina son dificiles de compostar. Su estructura quimica es compleja, al ser un
polimero aromético que forma parte de las paredes celulares de los vegetales, por lo que su degradacion
microbiana es lenta. (Figura 1).
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Figura 1. Polimeros de carbohidratos (celulosa y hemicelulosa); polimero aromético (lignina).
Fuente: Oliveira Arnoldi, Veiga Sepulchro, & Polikarpov, 2020.

La biomasa lignoceluldsica se puede utilizar de manera eficiente para el desarrollo sostenible debido a
su enorme abundancia. (7) En ese sentido, el enfoque de este estudio se centra en la lignina insoluble, ya
gue no es facilmente biodegradable por los microorganismos de manera natural en el medio ambiente.

1. IMPACTO AMBIENTAL

La quema de residuos agricolas, segiin el MINAM (Ministerio del Ambiente) en el Inventario Nacional
de Gases de Efecto Invernadero (INGEI), genera 9.06 giga-gramos de metano (CH.), 0.22 giga-gramos de
oxido nitroso (N20) y 257.33 giga-gramos de emisiones de GEI (CO>) que causa un deterioro de la capa de
ozono y contamina el aire, afectando la salud de los seres humanos.

Segln el articulo 27 de la normativa peruana sobre la gestién de los residuos de las actividades
agricolas, se indica la prohibicién de la quema de los residuos de cultivo o cosecha, por ende, es de
importancia su tratamiento mediante metodologias amigables con el medio ambiente (Articulo 27 - cap.
VII).

IV. IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA EN LA AGRICULTURA

La biotecnologia juega un papel importante en la transformacion tecnoldgica de la materia orgéanica
resultante de los procesos agroindustriales, al dirigir sus investigaciones en el campo del aprovechamiento
de los residuos, hacia la utilizacién de nuevas herramientas que prevengan, controlen y remedien la
contaminacién ambiental producida por los procedimientos convencionales (8,9). La aplicacion de
diferentes fuentes de residuos es una practica ambiental importante para la restauracion de suelos
degradados. (10)
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Los hongos y las bacterias son fundamentalmente los responsables de que se efectlen los procesos
bioguimicos en la descomposicién de los residuos organicos. Estos participan en las primeras etapas de
descomposicion y consumen principalmente azlcares y aminoéacidos. Conforme progresa la
descomposicion, el proceso se ralentiza y los hongos septados especializados, tales como Ascomycetes,
Basidiomycetes y Actinomycetes, participan en dichos procesos, debido a que tienen la capacidad de
degradar la celulosa, la lignina y las proteinas mas complejas.(6)

Por otro lado, las enzimas microbianas juegan un papel importante para la despolimerizacién de la
lignina, para mejorar la utilizacién de la biomasa lignocelulésica. De esta manera, el compostaje puede
mineralizar y estabilizar la materia organica, para obtener un fertilizante organico de alta calidad sin
fitotoxicidad ni patégenos, resolviendo asi los problemas de contaminacion ambiental y evitar el
desperdicio de estos recursos de biomasa agricola. (5,11). Se han descubierto microorganismos con
capacidad de descomponer la lignina en diversos entornos, que incluyen plantas, suelos, madera e incluso
en el tracto intestinal. Se ha observado que ciertas cepas bacterianas, como Bacillus, Rhodococcus,
Streptomyces y Pseudomonas, tienen la habilidad de descomponer la lignina. De manera que la aplicacion
de las bacterias en el proceso de degradacién de la lignina, desempefian un papel fundamental en dicho
proceso. (12) Asimismo, el compost como acondicionador organico natural mejora a mediano y largo plazo
las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los suelos, incrementa la porosidad, disminuye la densidad
aparente, consolida la estructura y consistencia, aumenta la capacidad de intercambio catiénico, capacidad
buffer, la concentracion de algunos nutrientes esenciales y la actividad bioldgica del suelo. (13,14).

El presente estudio utiliz6 cuatro metodologias distintas para la degradacién de lignina insoluble:
aplicacion de discos de matriz sélida inoculados con Pleurotus ostreatus, aplicacién de discos de matriz
solida inoculados con Aspergillus, aplicacion de microorganismos lignoceluloliticos en pozas y pilas
adicionado con cachaza y guano; a fin de mineralizar de la materia organica y su posterior uso como abono
organico.

V. METODOLOGIA sp.

V.1. DISCOS DE MATRIZ SOLIDA INOCULADOS CON PLEUROTUS OSTREATUS

Esta primera metodologia consistio en la aplicacion de discos de matriz sélida inoculados con Pleurotus
ostreatus. Se parti6 del cultivo en medio sélido en agar extracto de salvado de trigo en placas Petri para el
crecimiento del hongo. Se procedi6 con la elaboracién de la matriz sélida con biomasa lignocelulolitica,
para lo cual se pesd la biomasa lignocelulolitica bajo dos condiciones: molida (picado menor a 1 cm) y
entera. Se realiz6 la matriz s6lida en forma de discos utilizando una compresa hidraulica. (6).
Posteriormente, se hidrataron los discos con cal y se dejaron al oreo por 24 horas para ambas condiciones
de biomasa lignocelulolitica (molida y entera). Finalmente, se inoculé el hongo realizando cortes a
esterilidad y siendo monitoreados a condiciones de temperatura de 18°C y 82% de humedad por 30 dias.
Cada disco fue colocado en una bandeja la cual fue sellada.

V.2. PILAS DE DEGRADACION CON MICROORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS

Esta metodologia consistié en la realizacién de compostaje mediante las cepas bacterianas del cepario
del laboratorio de Biotecnologia, codificadas como CQ1, PC1 y BC1 que fueron conservadas en agar
nutritivo. Se transfirieron en 200 mL de caldo nutritivo (para cada cepa) y se procedié con el escalado en
caldo melaza a 2 L, 20 L, 200 L y 10 m3. Posteriormente se realizé la formacioén de pilas de biomasa y
cachaza en una relacién 30/70. Se realiz6 el regado a los 15 dias afiadiendo 10% de los microorganismos
lignocelul6sicos dos veces durante los 60 dias de duracion del proceso.

V.3. POZAS DE DEGRADACION CON MICROORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS

Esta metodologia consistié en la realizacién de compostaje mediante las cepas bacterianas del cepario
del laboratorio de Biotecnologia, codificadas como CQ1, PC1 y BC1 que fueron conservadas en agar
nutritivo. Se transfirieron en 200 mL de caldo nutritivo (para cada cepa) se procedio con el escalado en
caldo melazaa 2 L, 20 L, 200 L y 10 m®. Posteriormente se realizd las pozas de biomasa y cachaza en una
relacion 30/70, con una profundidad de 70 cm, finalmente se realizd el regado a los 15 dias afiadiendo 10%
de los microorganismos lignocelulésicos dos veces durante los 60 dias de duracion del proceso. La humedad
se mantuvo entre 45 a 60 %.
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V.4. DISCOS DE MATRIZ SOLIDA INOCULADOS CON ASPERGILLUS SP.

Esta metodologia consistié en la aplicacion de discos de matriz sélida inoculados con Aspergillus. Se partio
del cultivo en medio sélido en agar extracto de salvado de trigo en placas Petri para el crecimiento del
hongo. Continuando con la elaboracion de la matriz sélida con biomasa lignocelulolitica, para ello se pesé
la biomasa lignocelulolitica bajo dos condiciones: molida (picado menor a 1 ¢cm) y entera. Se realizo la
matriz sé6lida en forma de discos utilizando una compresa hidraulica. (6). Posteriormente, se hidrataron los
discos con cal y se dejaron al oreo por 24 horas para ambas condiciones de biomasa lignocelulolitica
(molida y entera). Finalmente, se inocul6 el hongo realizando cortes a esterilidad y siendo monitoreados a
condiciones de temperatura de 18°C y 82% de humedad por 30 dias.

V.4. EVALUACION DE LIGNINA INSOLUBLE POR EL METODO TAPPI T222

La determinacion de lignina insoluble en las muestras de hojas de cafia de azucar fue realizada por
diferentes métodos de degradacién en el Departamento Académico de Industrias Forenses, en el area de
Transformacidn Quimica del Laboratorio de Pulpa y Papel de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

VI. RESULTADOS

VI.1. DISCOS DE MATRIZ SOLIDA INOCULADOS CON PLEUROTUS OSTREATUS

Tras la aplicacion de discos de matriz sélida inoculados con Pleurotus ostreatus se evidencio el
crecimiento micelial en la matriz de biomasa a los 30 dias. Asimismo, se logré la degradacion de la biomasa
a diferencia de los discos control que se mantienen en el volumen y caracteristicas iniciales.

Figura 2. A. Discos control. B y C discos inoculados con Pleurotus ostreatus.

VL.2. PILAS DE DEGRADACION CON MICROORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS
En ambos dias de evaluacion, se evidencio la correcta oxigenacion mediante cromatografia. (Figura

3).

Figura 3. Discos de cromatografia en el dia 15 (izquierda) y dia 60 (derecha).

La materia organica se hizo evidente a los 85 dias, presentando también mayor presencia de actividad
microbiana en el mismo tiempo.
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La materia organica se mantuvo por encima de 70% por lo que esta disponible para su interaccion con el
suelo y cultivo. La lignina tiene una tendencia a bajar en todo el proceso, y los resultados de azlcares
reductores cuanto mas elevados, indican se relaciona con el proceso de degradacion o rotura de enlaces de
carbonos que se relaciona con la lignina, celulosa y hemicelulosa. Se evidencia la gran presencia de materia
organica pues se mantiene por encima de 70% por lo que indica que esta disponible para su interaccién con
el suelo y cultivo. Por otro lado, la lignina tuvo una tendencia a la baja de aproximadamente 40% a 20% en
todo el proceso, y los resultados de azlcares reductores estuvieron fluctuando al alza, pues cuanto mas
elevados indican que se esta desarrollando el proceso de degradacién o rotura de enlaces de carbonos de la
lignina, celulosa y hemicelulosa. De esta manera podemos determinar que se ha logrado la degradacion de
la lignina generando un abono enriquecido.

Inicio de hidrolisis 15 dias Inicio de compostaje

e 3 s
Pila de broza de un dia

Corte control a los 74 dias de
+riego evaluacion

Figura 4: Proceso de incorporacién mediante regado de los microrganismos lignoceluloliticos.

VL.3. POZAS DE DEGRADACION CON MICROORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS

Tras realizar los analisis se evidencio una correcta oxigenacion. Asimismo, los analisis fisicoquimicos
evidencian que las pozas con aplicacion de microrganismo generan un mayor porcentaje de materia
organica en relacion con la poza control.

ANALISIS QUIMICO
% %’
80 M 80

NI )]

Materia orginica
=0~ Lignina 10
-0-DNS
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Figura 5. Evaluacién de materia orgénica, lignina y DNS durante los 60 dias de proceso.
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Figura 6. Pozas de degradacion.
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de las tres pozas. Pozal y 2 posas de aplicacion y poza 3 controles.

HUESTRA ANALISIS DE BROZA, ENSAYO POZAS PAMPA BALLENA

DENSIOAD (gl | SHUNEDAD | %MO | %CENZA | pH | CONDUCTVIOAD

(mSiem)
CAMA 0 THE IR T
CAlA2 0 WO 08 64 0 1n

CAMAS 0 30 uy | 8e 15 11

VI1.4. DISCOS DE MATRIZ SOLIDA INOCULADOS CON ASPERGILLUS SP.

Tras la aplicacion de discos de matriz s6lida inoculados con Aspergillus sp se evidencio el crecimiento
micelial en la matriz de biomasa a los 30 dias. Asimismo, se logré la degradacién de la biomasa a diferencia
de los discos control que se mantienen en el volumen y caracteristicas iniciales

Figura 7. A. Discos inoculados con Aspergillus sp. By C Discos control
Fuente: Elaboracidn propia.

VL5. EVALUACION DE LIGNINA INSOLUBLE POR EL METODO TAPPI T222

Se obtuvieron los resultados del departamento Académico de Industrias Forestales, area de
Transformacion quimica del laboratorio de Pulpa y Papel de la Universidad Nacional Agraria la Molina.
Se observa que el microorganismo Pleurotus logré una degradacion total de lignina insoluble. Asimismo,
también en ensayo realizado en Pampa Ballena con microorganismos lignoceluldsicos nos indica un gran
potencial de degradacion de lignina, seguido del compostaje, en el cual también se han empleado estos
microorganismos.

Tabla 3. Determinacién de Lignina insoluble por el método TAPPI T222

Muestras Valor (%)

CONTROL 18.38

DISCOS DE MATRIZ SOLIDA

n.
INOCULADOS CON P
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PLEUROTUS OSTREATUS

PILAS DE DEGRADACION CON
MICROORGANISMOS 3.96
LIGNOCELULOLITICOS

POZAS DE DEGRADACION CON
MICROORGANISMOS 1.03
LIGNOCELULOLITICOS

DISCOS DE MATRIZ SOLIDA
INOCULADOS CON 5.06
ASPERGILLUS SP.

n.p*: no presenta lignina.

VI1I. DISCUSION

La agroindustria de la cafia de azlcar produce anualmente una gran cantidad de residuos agricolas,
incluyendo hojas, cogollos y cafias no recuperables. Estos residuos pueden ser valiosos para la industria de
derivados como alimento animal, energia y fertilizantes, contribuyendo a la sostenibilidad. La biotecnologia
desempefia un papel fundamental en la transformacién tecnoldgica al investigar el aprovechamiento de
estos residuos (2). La liberacion inadecuada de estos residuos puede causar contaminacién ambiental y
riesgos para la salud. La lignocelulosa, el componente principal de la biomasa vegetal, es abundante y se
genera en grandes cantidades en la industria cafiera. Puede ser utilizado de diversas formas, como abono,
para mejorar la calidad del suelo (3).

Los hongos son destacados recicladores de carbono de la lignina, gracias a su habilidad hidrolitica y
capacidad como degradadores de lignina, siendo organismos lignoceluloliticos de gran importancia. (2)
Pleurotus ostreatus es ampliamente utilizado debido a su capacidad Unica de degradar eficientemente la
lignina a CO2 y agua, descomponiendo este componente resistente en la pared celular de diversos
residuos.(15). Las principales enzimas que actlan directa o indirectamente sobre la lignina son: lignina
peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas (MnP) y lacasas. P. ostreatus secreta una o mas de las tres
enzimas extracelulares oxidativas esenciales en la mineralizacion de lignina: la LiP que, por sintesis
enddgena de H202, oxida el veratril alcohol y compuestos aromaticos no fenélicos; la MnP, que oxida
componentes fendlicos de la lignina; y la lacasa, una fenoloxidasa con cobre, que oxida anillos de la lignina
(16). En los resultados de la evaluacion de Lignina insoluble por el método TAPPI T222 se indica que de
las cuatro metodologias, la empleada con Pleurotus ostreatus ha logrado la total desintegracién de la lignina
insoluble. Asi mismo el ensayo por pozas de degradacion realizada en Pampa Ballena también mostr6 una
gran capacidad degradadora. El compostaje produjo resultados satisfactorios, con analisis fisicoquimicos
gue muestran un alto contenido de materia organica. La lignina disminuy6 de alrededor del 40% al 20%
durante el proceso, y los niveles de azucares reductores fluctuaron al alza, indicando una degradacion de
los enlaces de carbono en la lignina, celulosa y hemicelulosa. Esto confirma la degradacion de la lignina y
la generacidn de un bono enriquecido, como lo reflejan los resultados cromatograficos. Estudios previos
respaldan estos hallazgos. En un estudio realizado por Vargas y colaboradores (2012) en el que se emple6
el hongo Pleurotus ostreatus y el sustrato empleado fue hojarasca de roble y bagazo de cafia, logré un
agotamiento de las mismas mostrando una disminucion del contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa,
diversos estudios determinan resultados similares. Teniendo en cuenta que la lignina en la biomasa
lignocelulolitica de cafia de azlcar suele estar en el rango del 15 al 20%, en los resultados se logra ver una
diferencia significativa en cuanto a la degradacién de lignina insoluble entre el control y los diferentes
tratamientos, de manera que el empleo de microorganismos tiene un gran impacto en la degradacion de la
lignina (Velazquez et al., 2020; Enshasy et al., 2019; Knezevi¢ et al., 2013).

Los suelos agricolas suelen ser pobres en materia organica, con menos del 1%. Un suelo con 1% de
materia organica aporta 17,4 kg de N por hectarea, mientras que uno rico en materia organica (4%) puede
contribuir con hasta 69,6 kg de N por ha anual. Esto destaca la importancia de la materia organica en el
suelo, no solo nutricionalmente, sino también para mejorar las propiedades fisicas y mantener la vida
microbiana del suelo. Para mantener un buen contenido de materia orgénica en el suelo, es esencial agregar
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abonos organicos y residuos vegetales e industriales transformados como compost. Es asi que al emplear
un acelerador biolégico como Pleurotus ostreatus y microorganismos lignoceluloliticos, para el compostaje
de la biomasa generara un enriquecimiento de los suelos. Dado los resultados TAPPI T222 los hongos
Pleurotus ostreatus son potentes agentes bioldgicos capaces de degradar materiales muy complejos ricos en
lignina, celulosa y hemicelulosa. Esto lo pueden realizar con la secrecién de enzimas como celulasas,
lacasas, peroxidasa que rompen las moléculas, convirtiendo estos residuos en alimento. Por otro lado, los
resultados TAPPI T 222 realizados en pilas de biomasa y los realizados por pozas de degradacién, arrojan
resultados diferentes pese a tener composicion similar (biomasa, cachaza y microorganismos
lignocelulésicos) se obtuvo mayor degradacion en las pozas de degradacion, pues estas condiciones
favorecieron el desarrollo microbiano y por ende generar mayor degradacion de la lignina. Como se
evidencia en las muestras control el porcentaje de presencia de lignina insoluble es alto, he alli la
importancia de emplear microorganismo para acelerar la degradacion y en algunos casos obtener la
degradacion total. Diversos estudios se han enfocado en determinar la fraccién de lignina restante de manera
natural en un periodo de tiempo. En un bosque boreal, Berg et al. (1982) determiné una pérdida del 48%
de la fraccion de lignina después de 5 afios. Por otro lado, después de 9 afios en cultivos de maiz, el 47%
de la lignina original habia sido reemplazada por lignina derivada del maiz (Gleixner et al., 2002). Estos
estudios nos dan el soporte que de manera natural la lignina tarda afios en descomponerse y ser fuente de
nutrientes para los suelos como indican los resultados de este estudio en los que la accién de
microorganismos acelera enormemente este proceso.

VIIl. CONCLUSIONES

Se llega a la conclusidn de estas 4 metodologias de degradacién empleadas se determina por el analisis
de lignina insoluble que el método de aplicacion de Hongos Pleurotus osteatrus es 100% eficiente para la
biomasa de cafia de azUcar, los procesos siguientes también presentan degradacion eficaz por lo que pueda
aplicarse cualquiera de estos métodos. En las metodologias empleadas en este estudio los microorganismos
lignoceluloliticos, como Pleurotus ostreatus, descomponen eficazmente la lignina en compuestos mas
simples, utilizando enzimas como lignina peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas (MnP) y lacasas,
transformando estos residuos en abono enriquecido. De manera similar las metodologias que incluyen la
aplicacion de cepas bacterianas lignoceluloliticas aceleran el proceso de degradacién de la lignina insoluble,
consideradndose ligeramente mas eficiente las pozas de degradacidn en relacion con las pilas. Estas
metodologias no solo contribuyen a la mejora de la calidad del suelo, sino que también reduce la
contaminacién ambiental y minimiza el desperdicio de un recurso valioso.
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