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Resumen

Con el paso del tiempo los tratamientos bioldgicos como la biorremediacién se han convertido en una excelente
alternativa para la remocién de contaminantes presentes ya sean en el suelo, aire y/o agua. Los hongos de
podredumbre blanca poseen una exitosa remocion de contaminantes gracias a sus actividades enzimaticas, como la
degradacion de la lignina presente en materiales de procedencia natural. Las industrias tienen como subproductos
vertimientos, los cuales en el ecosistema acuatico generan un gran impacto ambiental, por consiguiente, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la inmovilizacién de Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo comun (Luffa
cylindrica) con el fin de emplearla en procesos de biorremediacién. Para esto se llevo a cabo una metodologia de
inmovilizacién con un hongo de podredumbre blanca, la cual consistié en la comprobacion de esta misma en
diferentes soportes como el estropajo, el fique y la espuma de poliuretano. Como segundo paso se determiné la
biomasa producida en cada una de las inmovilizaciones y comparadas con los reportes de la literatura y como tercer
paso se propuso un tratamiento preliminar para la degradacién de vinaza mediante la inmovilizacion de Trametes
versicolor DSM 3086. Los tres soportes resultaron efectivos. Sin embargo, el bioportador con mayor capacidad de
retencion de biomasa frente a los otros dos y a los reportes comparados fue el estropajo, por lo cual se puede concluir
gue sus caracteristicas fisicas y quimicas le atribuyen mayor capacidad de colonizacién que los demas soportes. Por
otro lado, para conseguir una degradacion de contaminantes a través de este método es necesario realizar una
estandarizacion exhaustiva de las condiciones de tratamiento para que logre ser implementado exitosamente.

Palabras Clave: Inmovilizacién, Trametes versicolor, biorremediacion, soporte, biomasa.

Abstract

Over time, biological treatments such as bioremediation have become an excellent alternative for the removal of
contaminants present in the soil, air, and/or water. White rot fungi possess successful contaminant removal qualities
thanks to their enzymatic activities, such as the degradation of lignin present in naturally occurring materials. The
industry generates dumpings as a byproduct, which, in the aquatic ecosystem, has a major environmental impact.
Therefore, this study’s objective was to evaluate the immobilization of Trametes versicolor DSM 3086 in commercial
luffa gourd (Luffa cylindrica) for the purpose of utilizing it in bioremediation processes. Therefore, an immobilization
methodology was conducted with a white rot fungus, which consisted of testing said methodology against different
bases such as the luffa gourd, agave and polyurethane foam. As a second step, the biomass produced in each of the
immobilizations was identified and compared with scientific literature reports. As a third step, a preliminary treatment
was proposed for the degradation of vinasse through the immobilization of Trametes versicolor DSM 3086. The three
bases proved to be effective. However, as opposed to the other two bases and the compared reports, the bio-carrier
with the greatest biomass retention capacity was the luffa gourd. Thus, it can be concluded that its physical and
chemical characteristics give it greater colonization capacity than other bases. On the other hand, in order to achieve
the successful implementation of contaminant degradation through this method, it is necessary to carry out an
exhaustive standardization of the treatment conditions.

Keywords: Immobilization, Trametes versicolor, bioremediation, bases, biomass.
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1. Introduccion

Los residuos liquidos industriales, generalmente vertidos a cuerpos de agua, representan un grave
problema a nivel ambiental debido a que tienen la capacidad de modificar las caracteristicas
fisicoquimicas del agua, como el pH, la turbidez, el color, entre otros parametros. Un ejemplo de
ello es cuando el agua se torna muy turbia, impide la fotosintesis de las plantas acuéticas y
consume con bastante facilidad el oxigeno disuelto con el fin de acelerar la descomposicion,
generando la mortandad de la fauna marina. También la alta carga de nutrientes que generalmente
componen estos vertimientos produce eutrofizacion, lo cual implica la disminucién del espejo de
agua por el aumento de flora flotante y la abundante dispersién de malos olores, esto solo por
mencionar algunos de los impactos que traen estos aspectos sobre el ambiente (Vargas Naranjo,
2014).

Es por esto que se ha suscitado la necesidad de tratar estos efluentes con el fin de disminuir los
impactos ambientales de las actividades industriales, ya sea con técnicas fisicas, quimicas y
bioldgicas. Una de las técnicas mas eficientes y econémicas para el tratamiento de residuos solidos
y liquidos es la biorremediacion o tratamiento biolégico, rama de la biotecnologia. La
biorremediacion tiene como fin la mitigacion de los efectos nocivos causados por contaminantes
ambientales con el uso de microrganismos como bacterias, hongos y levaduras, o bien enzimas de
estos (Alegria, 2013).

Una de las técnicas que ha comprobado ser eficiente a bajo costo es la inmovilizacion de hongos
ligninoliticos para la biodegradacion de aguas residuales industriales (Fernandez et al., 2009). La
inmovilizacion de un microorganismo esta definida como una forma de atrapamiento o adhesion
celular a diferentes superficies o incluso a otros microorganismos, debido a estructuras celulares o
sustancias que este mismo segrega (Garzon & Barragan, 2008). Ademas, el uso de células
inmovilizadas permite la operacidn de biorreactores a velocidades de flujo que son independientes
de la velocidad de crecimiento empleadas y la estabilidad catalitica puede ser mayor en células
inmovilizadas que en células libres, permitiendo que algunos microorganismos inmovilizados sean
mas tolerantes a concentraciones altas de contaminantes que aquellos que no estan inmovilizados
(Garzon & Barragan, 2008).

Por consiguiente, en el presente estudio se realizaron pruebas de inmovilizacion del hongo
Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo (Luffa cylindrica), donde se comprob6 si la cepa
utilizada es mas eficiente en términos de biomasa que otras sepas reportadas y se evaluo si es
posible que este método sea implementado posteriormente en procesos de biorremediacion de
vinaza.
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2. Planteamiento del problema y pregunta de investigacion

Segun el Decreto 475 de 1998, se denomina contaminacion del agua a la alteracion de las
caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas, radiactivas y microbioldgicas, como resultado de
las actividades humanas o procesos naturales que producen rechazo o enfermedad al consumidor.
La contaminacion hidrica es generada por vertimientos de origen domestico, industrial o agricola,
derrames de toda clase de materiales, lo que provoca una degradacion de las aguas y modifica sus
caracteristicas fisicoquimicas (Ministerio de Salud, 1998).

Los principales agentes contaminantes del recurso hidrico son los agentes patégenos, los desechos
que requieren oxigeno, las sustancias quimicas organicas e inorganicas, los sedimentos o la
materia suspendida y las sustancias radiactivas (Méndez, 2013). La inadecuada gestion de estos
vertimientos a los ecosistemas acuéticos trae consigo efectos adversos como la degradacion del
paisaje, la eutrofizacion y la reduccion de la concentracion del oxigeno disuelto en los cuerpos
hidricos, lo que genera condiciones anoxicas que afectan organismos a diferentes niveles troficos
perjudicando las actividades comerciales de las poblaciones aledanas, el acceso del agua para uso
domeéstico y agricola y la calidad de vida de las comunidades contiguas al rio (Zufiiga & Gandini,
2013).

A raiz de esta problematica la comunidad cientifica se ha preocupado por desarrollar técnicas no
convencionales, empleando la biotecnologia, que permitan el tratamiento de aguas contaminadas
de forma eficaz y econOmica, dirigidas especialmente a las industrias o agroindustrias. La
biotecnologia es una ciencia que se dedica al uso de organismos vivos 0 compuestos obtenidos de
estos para obtener productos y ponerlos a disposicion de los seres humanos (Grupo Sacsa, 2016).
Es por medio de esta ciencia que surge la biorremediacion, la cual estudia el potencial de los
microrganismos para biodegradar contaminantes (Alegria, 2013). Una de las técnicas para
biorremediar aguas contaminadas que ha demostrado ser eficiente a bajo costo es la
inmovilizacion de hongos ligninoliticos en soportes ya sea organicos e inorganicos en sustratos
liquidos, por la capacidad de estos hongos de degradar compuestos contaminantes como vinaza y
colorantes a través de enzimas ligninoceluloliticas (Lacasa, Peroxidasa y Manganeso-peroxidasa)
capaces de biodegradarlos (Tapie, 2015).

De este modo el cuestionamiento que guia la siguiente investigacién es: ¢ Qué limitantes inciden en
el 6ptimo funcionamiento de la inmovilizacion de Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo
comun (Luffa cylindrica) con el fin de emplearla en procesos de biorremediacién?
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3. Justificacion

Con el fin de resolver la problemaética de contaminacion hidrica por efluentes industriales que se
presenta en Colombia, se evalud un tratamiento bioldgico alternativo en condiciones aerobias con
el hongo Trametes versicolor DSM 3086, mediante una técnica de biorremediacion, denominada
inmovilizacién de microorganismos. Esta es una tecnologia que permite solucionar problemas
ambientales con el uso de hongos, bacterias y levaduras, siendo una estrategia de gestion
ambiental orientada a prevenir y mitigar problemas de caracter ambiental. De igual forma, la
biorremediacion es una técnica eficiente que requiere de una menor inversion econémica, menor
tiempo de operacion y no posee un impacto negativo en el ambiente.

La inmovilizacion del hongo de podredumbre blanca Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo
comun (Luffa cylindrica), requirié del desarrollo de una metodologia experimental en la cual se
realizaron pruebas para evaluar la efectividad de la cepa empleada, en vista de que esta no ha sido
utilizada anteriormente en soportes de colonizacion. El éxito de este método supone un aporte a la
Ingenieria Ambiental, dado que este protocolo de degradacion puede llegar a ser implementado a
futuros disefios de infraestructura sanitaria en industrias, resolviendo asi el impacto que estos
procesos productivos pueden generar sobre el ambiente de forma econémica y a su vez
contribuyendo a la proteccion de los recursos naturales y la calidad de vida de las generaciones
futuras. Lo planteado, se atribuye al cumplimiento del sexto objetivo del desarrollo sostenible, el
cual tiene como meta garantizar agua limpia y saneamiento para las comunidades. Por este motivo
se realizaron ensayos de biodegradacion de vinaza proveniente de ingenios no reportados
anteriormente para evaluar la eficiencia del método.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo General
Evaluar la inmovilizacion de Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo comun (Luffa
cylindrica) con el fin de emplearla en procesos de biorremediacion.
4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Comprobar la inmovilizacién del hongo Trametes versicolor DSM 3086 en el soporte
experimental (estropajo comun), mediante un andlisis macroscopico.

4.2.2. Determinar la biomasa producida por Trametes versicolor DSM 3086 en el soporte
experimental (estropajo comun) para compararlo con reportes de la literatura de otras cepas
de Trametes versicolor.

4.2.3. Proponer un tratamiento preliminar de degradacion de vinaza con el
hongo Trametes versicolor DSM 3086 en el soporte experimental, estropajo comun (Luffa
cylindrica).
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5. Marco de referencia

5.1. Marco de Antecedentes

La biotecnologia hace referencia al procesamiento de materiales por medio de agentes bioldgicos
como bacterias, levaduras, hongos, entre otros. En Latinoamérica desde 6000 a.C., inicié la
historia de la biotecnologia. Sin embargo, se han presentado diferentes eras de biotecnologia. La
primera se basaba en los procesos de fermentacién por parte de la actividad microbiana. La
segunda se dio después de la Primera Guerra Mundial y se centrd en la produccién de glicerol, la
acetona y antibioticos. La tercera enfatizd6 mas en los medicamentos. Por Gltimo, la cuarta era le
abrio las puertas a la ingenieria genética (PQBio, 2018).

La biorremediacion, es una rama de la biotecnologia que se implementa en procesos de
biodegradacion de los contaminantes que impiden la conservacién de los recursos naturales.
Teniendo en cuenta esto, se trabajo con uno de los métodos de biorremediacion, como lo es la
inmovilizacién de microorganismos en soportes, la cual se viene desarrollando alrededor de 30
afios y debido a su atractivo y eficiente remocidn de contaminantes, se han llevado a cabo trabajos
de grado de universidades y articulos de revistas cientificas con éptimos resultados en degradacion
de efluentes contaminados por medio de este método. Por lo que la idea de investigacion surgio a
partir de los temas tratados en clases de microbiologia y en el semillero de Calidad del Agua y
Ecologia Microbiana.

5.2. Estado del arte

Se han reportado varios estudios con base a la inmovilizacion de los hongos de podredumbre
blanca, con el fin de lograr la biorremediacion de aguas contaminadas. En estos estudios se han
reportado resultados favorables en cuanto a los valores de reduccion de los parametros mas
significativos por parte del hongo Trametes versicolor, como el color, la DQO, entre otros. Por
otro lado, la inmovilizacién de la biomasa fangica también ha presentado resultados 6ptimos en la
reduccion de los contaminantes. Estos antecedentes se han reportado a nivel internacional y
nacional, los cuales han mostrado similitud en sus resultados.

Velasquez et al. (2018) evaluaron un tratamiento mixto de degradacion de vinaza utilizando
Komagataeibacter kakiaceti GM5 y Trametes versicolor DSM 3086. Este nacid a partir de la
problematica ambiental generada por la disposicion inadecuada de las vinazas derivadas de la
industria del bioetanol. Los ensayos se realizaron utilizando medios de cultivo experimental de
vinaza al 60% (v/v), el cual fue comparado con un medio estandar de glucosa al 2% utilizando
simultaneamente un cultivo de la bacteria y el hongo por medio de un proceso de lites en agitador
orbital. El tratamiento mixto arrojo los mejores resultados de DQO en la degradacion de vinaza. A
pesar de que el tratamiento no mejord por completo todos los parametros evaluados, no disminuyd
en ningun momento su rendimiento por lo que no se descarta como una alternativa bioldgica
innovadora para el tratamiento de contaminantes.

Pereira et al. (2017) realizaron una investigacion sobre el uso del estropajo comin como soporte
para procesos de adsorcion e inmovilizacion que aportan soluciones a problemas de remocién de
contaminantes y del tratamiento del agua. Esta revision analizé 57 articulos, de los cuales hicieron
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énfasis en los rasgos botanicos, estructurales y mecanicos, de las propiedades adsorbentes y su
eficiencia en cuanto a la inmovilizacion de microorganismos; los cuales llegaron a la conclusion
de que la Luffa cylindrica posee las propiedades necesarias para permitir el crecimiento de las
comunidades microbianas y la remocion de las sustancias contaminantes.

En la ciudad de Santiago de Cuba, Cuba se realizdé un estudio de determinacion de biomasa
fangica y su utilidad en procesos biotecnoldgicos. En esta investigacion se comparo el crecimiento
de las cepas Pleurotus ostreatus y Trametes sp. en fermentacion sumergida (FS) y en fermentacion
en medio solido (FES) con el fin obtener productos o metabolitos de interés. La comparacion se
realizé por medio de métodos gravimétrico y espectrofométrico. Los resultados obtenidos con
respecto a biomasa en FS fueron de 1,38 + 0,01 ¢g/L y 0,40 + 0,02 g/L de biomasa seca para
Trametes sp y Pleurotus sp, después de 12 dias de cultivo. En cuanto a la FES se mostré mayor
crecimiento con valores de 300,5 mg/g de biomasa seca. Segun Rodriguez et al. (2017), estos
resultados evidencian una correlacion entre la concentracion de biomasa determinada por
gravimetria y la concentracion de quitina, permitiendo el seguimiento Optimo del crecimiento
fangico.

En Caracas, Venezuela, Cano et al. (2012) desarrollaron un articulo basado en la decoloracion del
tinte Café Directo 2 mediante extractos crudos de enzimas intracelulares, extracelulares y la
biomasa de Trametes versicolor, el cual fue cultivado en medio liquido con inductores metalicos.
En el procedimiento experimental se colocaron los extractos enzimaticos y la biomasa fungica en
tubos de ensayo junto con el colorante en agitacion por 24 horas a 30° C. Obtuvieron como
resultado la decoloracion en un tiempo significativo de 3 horas con respecto a la biomasa fungica.
Aunque, las enzimas intra y extracelulares también resultaron efectivas en la decoloracion del
tinte.

Un estudio elaborado por Saetang y Babel en el afio 2009 consistié en el tratamiento de los
lixiviados de un vertedero de Nonthaburi, Tailandia, como experimento en una columna con el
hongo de podredumbre blanca Trametes versicolor inmovilizado en espuma de poliuretano. Con
los lixiviados diluidos, lograron la obtencion de un pH 6ptimo de 4, el hongo alcanzd una
decoloracion del 78% y 63% y una reduccién de la DQO y DBO de 42% y 52%. Al diluir los
lixiviados se observé una mayor eficiencia de eliminacion del contaminante debido a la reduccion
de la carga organica y al uso de glucosa como cosustrato.

El trabajo de grado de Cdrdoba y Ospina (2009) se basé en la seleccion y evaluacion de un
consorcio fungico inmovilizado sobre Furcraea sp., para el tratamiento de aguas residuales de la
industria textil. En el cual realizaron pruebas de decoloracion en medio so6lido Ilamado Rhada,
celulosa como cosustrato y fibra de fique como fuente de carbono para favorecer el proceso de
decoloracion. No obstante, los resultados més caracteristicos y eficientes fueron el empleo del
agua residual al 100% sin uso de cosustratos de carbono y nitrégeno, asi lograron conseguir una
decoloracion del 99% y la disminucién de la DQO del 75%.

Rossana Garzon en la Pontifica Universidad Javeriana en el afio 2009 realizé una investigacion
sobre la inmovilizacion de diferentes hongos de podredumbre blanca en fique para la degradacion
de diversos colorantes. El proceso de colonizacion del soporte experimental, en medio liquido de
extracto de salvado de trigo se realiz6 a 30° C y 120 rpm. El tratamiento durd 15 dias con todos los
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microorganismos y como resultados se obtuvieron excelentes resultados por parte de T. versicolor
con remociones del 80%, comprando la efectividad del tratamiento.

Fernandez et al en el afio 2009, inmovilizaron hongos ligninoliticos para remover colorante negro
reactivo 5, ya que la presencia de este tipo de colorante azoicos en aguas residuales de la industria
textil son un problema ambiental y sanitario por ser potenciales carcindgenos. Para su desarrollo se
evalué el efecto de tres hongos, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y Phanerochaete
chrysosporium sobre la decoloracion de agua con colorante reactivo 5. La inmovilizacion se
realizd en dos soportes, estropajo y espuma de poliuretano con el fin de seleccionar el mejor
soporte y el hongo con mayor capacidad de biodegradacién. Como resultados, Fernandez et al.
(2009) reportan que los dos sustratos empleados son igual de efectivos y que el hongo que produjo
los mayores niveles de decoloracion fue T. versicolor con un 98%.

El estudio realizado en Bogota, Colombia en la Pontificia Universidad Javeriana en el afio 2008
por Nataly Moreno, Ximena Ospina denominado “Evaluacion de Inductores metalicos y
cosustratos para la remocion de Negro Reactivo 5 empleando Pleurotus ostreatus inmovilizado en
fique”. En este estudio se evaluo la induccién de enzimas ligninoliticas buscando obtener una
mayor remocién del Negro Reactivo 5 a 150 ppm. Se determind que la decoloracion fue en un
96% probando su efectividad con respecto al uso de los diferentes cosustratos y la combinacion de
los inductores metalicos con una concentracién maxima y una minima, todo esto al cabo de 4 dias.
Posteriormente, se realizd la curva de remocion durante 8 dias con pardmetros y condiciones
Optimas con un tiempo de retencion de 24 horas, logrando una decoloracion del 97%. Por altimo,
se realizé un barrido UV-VIS el cual logré degradar la molécula del reactivo por accién
enzimatica, de esta manera se concluyd que los parametros lograron biotransformar el colorante.

Garzon & Barragan (2008) de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas de la Ciudad de México,
México, realizaron una investigacion de inmovilizacién microbiana y sus técnicas y usos en el
tratamiento de residuos toxicos, puesto que su disposicion inadecuada ha generado grandes
impactos sobre el medio ambiente. Por lo que hace una revision como la aplicacion de
microorganismos para este tipo de tratamientos, resultando que presentan ciertas ventajas como
una mayor resistencia a altas concentraciones de compuestos toxicos, incremento de la actividad
catalitica y la formacion de microambientes necesarios para la degradacion de compuestos
recalcitrantes.

Rodriguez et al. (2003) estudiaron la decoloracién de los residuos liquidos generados en los
procesos de destileria como la vinaza y extracto liquido de pulpa de café, mediante un cultivo del
hongo de podredumbre blanca Pleurotus spp sumergido en los contaminantes. En el procedimiento
se inoculd el hongo en cajas de Petri que contenian un medio sintético con los residuos de la
vinaza y el extracto de pulpa a diferentes concentraciones. Luego en varios erlenmeyer afiadieron
los residuos liquidos junto con el hongo y se pusieron en agitacion a 150 rpm y 27° C. Al final del
estudio se evidencid que el tratamiento logro ser efectivo en cuanto a la reduccion de la DQO vy el
color de los contaminantes.

Gonzélez et al. (1994) realizaron un estudio a través del cual se evalu6 la eliminacion del color de
los vertimientos generados en el proceso de la fermentacion de las melazas sin ningun tipo de
tratamiento posterior a la recoleccién, por medio de la inmovilizacién del hongo Trametes
versicolor en alginato célcico y como cosustratos la sacarosa y el nitrato amonico. Este estudio fue
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Ilevado a cabo en matraces agitados y en un reactor de burbuja, logrando obtener como resultado
una decoloracion del 73% y una disminucion de la DQO del 50%.

5.3. Marco Tedrico y Conceptual
5.3.1. Andlisis de Varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza ANOVA es un método de modelado lineal para comprobar si las medias de
mas de dos poblaciones son diferentes (Pérez J. L., 2012). Las pruebas ANOVA comparan la
varianza explicada (provocada por los campos de entrada) con la varianza no explicada (provocada
por el origen del error), si la proporcion de la varianza explicada con la varianza no explicada es
alta, las medias son estadisticamente diferentes (IBM, 2018).

Para el adecuado analisis se debe tener en cuenta que un factor ANOVA es una variable cualitativa
que genera una serie de poblaciones a comparar. A estos grupos o poblaciones que un factor
delimita se les denomina “niveles de factor”. Estos pueden ser fijos o aleatorios. Fijo es cuando los
niveles que se estudian son los Unicos niveles que interesan; aleatorio es cuando los niveles que se
estudian son una muestra de niveles. Ademas, dos 0 mas factores pueden estar entre si, dos a dos,
cruzados o anidados, es decir, se combinan con todos los niveles del otro factor (Pérez J. L., 2012).

5.3.2. Biomasa fungica

La biomasa es materia organica originada en un proceso biol6gico, espontaneo o provocado,
utilizable como fuente de energia (APPA, 2018).

Ahora bien, la biomasa fungica es la materia organica generada por el crecimiento de hongos,
algunos de estos capaces de degradar lignina y otros que secretan enzimas despolimerizadoras, por
lo que este tipo de biomasa estd empezando a ser empleada para solucionar problemas generados
por efluentes industriales por medio de la biotecnologia (Garcia & Martinez, 2014).

5.3.3. Biorreactor

Un Biorreactor es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente biologicamente activo. Es un
recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o sustancias
bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos, los cuales pueden ser procesos
aerobicos o anaerobios. Comdnmente son cilindricos y varian de tamafio desde algunos milimetros
hasta metros cubicos.

Generalmente, los biorreactores buscan mantener condiciones ambientales propicias (pH, T°,
concentraciones de oxigeno, etc.) al organismo o sustancia quimica que se cultiva para asi dar un
tratamiento adecuado al contaminante de estudio (Mihelcic & Zimmerman, 2012).

5.3.4. Control abiético

El control abidtico consiste en realizar tratamientos con sus respectivos soportes y contaminantes,
pero sin inoculante manteniendo las mismas condiciones de los demas tratamientos, es decir, la
misma temperatura y agitacion; quedando sometido a condiciones fisicas mas no bioldgicas con el
fin de determinar si era necesaria la presencia de un microorganismo para el tratamiento de un
contaminante en especifico (Méndez, 2013). Anexo 1.
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5.3.5. Inmovilizacién

La inmovilizacion de células y enzimas se refiere a la confinacion o localizacion de estas en un
espacio determinado reteniendo sus propiedades y actividades cataliticas (Fajardo et al., 2011).
Consiste en la fijacion de este a una superficie o sustrato sin degradarlo (Fernandez et al., 2009).

5.3.6. Matriz de Comparacion cualitativa

Una matriz comparativa es una tabla de doble entrada que muestra informacion de una forma
resumida y concentrada a través de columnas y filas y sirve principalmente para comparar las
caracteristicas de objetos de la misma categoria, por ejemplo modelos curriculares, teorias del
aprendizaje, etc (Pérez M. , 2018).

5.3.7. Soportes de inmovilizacion de Trametes versicolor DSM 3086
5.3.7.1. Espuma de poliuretano

La espuma de poliuretano es un material plastico poroso formado por una agregacién de burbujas.
Permiten la inmovilizacion de microorganismos por adsorcion. La espuma de poliuretano ha
adquirido gran relevancia como soporte sélido para biofiltros debido a que es un material inerte
con buenas propiedades mecanicas, alta porosidad (>95%), elevada superficie especifica, grandes
posibilidades para el escalamiento a nivel planta piloto e industrial y muy bajo coste. Ya ha sido
probado con éxito en la eliminacion de metanol, tolueno (Martin Ramirez, 2017).

Ademas, se ha comprobado que es capaz de inmovilizar el hongo Trametes versicolor y ser muy
eficiente para la degradacion de colorante reactivo 5, por lo que se ha seleccionado en este estudio
como soporte de control (Fernandez et al., 2009). Anexo 1.

5.3.7.2. Estropajo (Luffa cylindrica)

Esta planta es miembro de la familia de las cucurbitaceas en las que se reconocen siete especies
del género Luffa. En su mesocarpio se forma una intrincada reticula fibrosa constituida por
lignocelulosa que es la parte tipicamente Gtil de la planta. El estropajo es una importante planta
que provee de alternativas de aplicacién diversas en salud y que plantea promisorias utilizaciones
en la tecnologia de los materiales (Pereira-Martinez et al., 2017).

El estropajo es el soporte experimental de este estudio, ya que segun el articulo de investigacion
“Inmovilizacion de hongos ligninoliticos para la remocion del colorante negro reactivo 5” de la
Pontificia Universidad Javeriana de Bogota, Colombia, se comprueba que el estropajo es el mejor
soporte de inmovilizacién por ser un producto natural y muy efectivo con el hongo Trametes
versicolor logrando porcentajes de decoloracion del 97% de en promedio de colorante reactivo 5
(Fernandez et al., 2009). Anexo 1.
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5.3.7.3. Fique

Furcraea bedinghausii, pertenece a la familia botanica Agavaceae. Se les conoce con el nombre
comun de agave, pita, maguey, cabuya, fique, mezcal. Actualmente se reconocen mas de 200
especies pertenecientes a este género con gran diversidad en colores, tamafios, etc.

Este tipo de plantas forman una roseta de hojas gruesas y carnosas, generalmente terminadas en
una afilada aguja en el &pice y, algunas presentan margenes espinosos. Presentan un tallo robusto
generalmente corto dando la apariencia de que las hojas surgen de la raiz.

De esta planta se producen fibras largas, duras que resultan muy importantes para la produccion de
cordeles, empaques, textiles, etc. Se trata de una fibra biodegradable que al descomponerse es
utilizada como alimento y abono; ademéas no contamina el agua y es bastante empleada en
procesos de produccién mas limpia (Gravenhorst, 2013). Anexo 1.

5.3.8. Parametros fisicoquimicos

Las muestras que necesitan de un tratamiento preliminar requieren de una caracterizacion previa,
las cuales normalmente generan informacion sobre el contenido de dichas sustancias. Existe una
gran variedad de parametros. No obstante, los que se analizaron en el presente estudio fueron el
pH, la turbidez, el color y la DQO. El pH es un pardmetro fisico que permite conocer la acidez de
una muestra. La turbidez permite conocer la presencia de material suspendido en una sustancia. El
color es una caracteristica Optica que permite percibir la existencia de material disuelto. Por
ultimo, la DQO es el parametro que cuantifica la cantidad de oxigeno requerido para degradar la
materia organica presente en ella (Jimenez, 2000).

5.3.9. Pellets

Los pellets hacen referencia a los granulos de diferentes tamafios de biomasa flngica que se
forman en medio liquido al estar frente a condiciones de agitacion.

5.3.10. Trametes versicolor

Trametes versicolor es un hongo Basidiomycota, se distingue por poseer un cuerpo fructifero
(Basidiocarpo pileado) con sistemas de hifas, esporas lisas no dextrinoides, sésil color blanco,
coriaceo y fibroso. Presenta, ademas, un himenio formado por poros redondeados, un pileo
delgado con zonas multicolores y lineas concéntricas de color blanco, amarillo, crema, ocre, gris,
café, negro y azul en diferentes tonalidades; que puede alcanzar hasta los 10 cm de ancho, 5 cm de
radio con un borde irregular y ondulado. MicroscOpicamente presenta esporas solidas, hifas
hialinas y de pared delgada (Jung, 1999; Velasquez et al., 2018).

Este hongo se caracteriza por ser de podredumbre blanca, caracteristica de los microorganismos
capaces de descomponer materia organica por la accién de sus enzimas extracelulares como
oxidorreductasas, que convierten los polimeros en azucares fermentables. Generalmente se
encuentra en superficies del suelo y residuos vegetales (Steffen et al., 2000; Velasquez et al.,
2018).
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Se ha comprobado que el hongo Trametes versicolor inmovilizado en soporte de estropajo y
espuma de poliuretano es mas efectivo con respecto a otros hongos, logrando degradaciones de
color de 97% en promedio para colorante reactivo 5 (Fernandez et al., 2009). Ademas, se ha
demostrado que es capaz de degradar vinaza efectivamente (Velasquez et al., 2018), siendo este
uno de los hongos de podredumbre blanca mas efectivos para biorremediacion de contaminantes.

La cepa de Trametes versicolor DSM 3086 proviene del del Liebniz Institud DSMZ-German
Sammlung von Mikrooganismen un Zelkulturen en Braunschweig, Alemania. Este fue muestreado
antes del 24 de octubre del afio 1894 y conservado en diversos medios (DSMZ, 2018).

5.3.11. Vinaza

La vinaza es uno de los efluentes resultantes de la produccion de bioetanol. Se caracteriza por ser
un liquido de color marrén, con gran contenido de so6lidos suspendidos y materia organica, olor a
miel y sabor a malta. También presenta un pH bajo, altos valores de DQO y DBO5 vy alta turbidez
(Zufiiga & Gandini, 2013; Velasquez et al., 2018).

Por sus caracteristicas, se considera como unos de los vertimientos que impacta negativamente el
ambiente, especialmente al recurso hidrico, ya que disminuye la luminosidad de las aguas, la
actividad fotosintética y el oxigeno disuelto. Ademas, produce eutrofizacion del agua y contribuye
al desarrollo de vectores y malos olores (Zufiga & Gandini, 2013).

Teniendo en cuenta las caracteristicas mencionadas de la vinaza, los pardmetros que se evaluaron
en este estudio son: el DQO, turbidez, pH y unidades de color, siendo estas algunas de las que
reporta ZUfiga & Gandini (2013).

5.3.11.1. Vinaza como contaminante

La vinaza se encuentra clasificada como agente pululante, hasta 100 veces mas que las aguas
negras, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (Freire & Cortez, 2000; Velasquez et al., 2018).
Este residuo liquido al ser vertido a un cuerpo hidrico puede ocasionar la proliferacion de
microorganismos, los cuales tienen alta demanda de oxigeno disuelto lo que genera que los
ecosistemas pierdan su equilibrio natural. Esto se da debido a su bajo pH y sus altos valores de
DQO Y DBO (Freire & Cortez, 2000; Velasquez et al., 2018). Lo que trae como consecuencia la
reduccion de la poblacion de la biota acuatica y la eutrofizacion del cuerpo hidrico, facilitando la
liberacion de malos olores y la proliferacion de vectores de enfermedades como la malaria y
amebiasis. Ademas, se limita el uso del recurso hidrico para las poblaciones aledafias a las
industrias azucareras (Laime et al., 2011; Velasquez et al., 2018).

Frente a esta situacion, los grandes ingenios tanto nacionales como internacionales han buscado
alternativas para reutilizar la vinaza como fertilizante de cultivos, pero se ha comprobado que esta
puede alterar las caracteristicas edaficas de los suelos.

Cuando la vinaza se vierte en el suelo, se generan ciertos impactos negativos que varian segun el
tipo de suelo. Por ejemplo, puede sobrecargar los nutrientes, acidificar, compactar e
impermeabilizar los suelos. Asimismo, se ha demostrado que genera contaminacién de aguas
subterraneas por percolacion, desencadenando la transferencia de altas concentraciones de NHs,
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Mg*?, Al Fe*?, Mn*2, CI" y materia orgénica a la capa freatica, disminuyendo asi la calidad de
estos recursos (Piacente, 2005; Velasquez et al., 2018).

Igualmente, es importante resaltar que la vinaza generada a partir de cafia de azUcar es una fuente
representativa de gases de efecto invernadero (GEI), especialmente CO,, N,O y CH,. Estas se dan
principalmente durante el transporte y almacenamiento (Oliveira et al., 2011; Veldsquez et al.,
2018).

5.4. Marco geografico

El desarrollo empirico de esta investigacion se realizd en el Laboratorio de Quimica Ambiental
perteneciente a la Facultad de Ingenieria Ambiental de la Universidad El Bosque en Bogota,
Colombia.

La vinaza liquida empleada en la parte experimental de la investigacion fue ofrecida, como una
muestra sin ningan valor comercial, por el area de comercio, logistica y distribucion del Ingenio
Manuelita S.A ubicado en el km 7 via Palmira-Cerrito en el municipio Palmira del departamento
del Valle del Cauca. Por otro lado, también se trabajé con la vinaza proveniente del Ingenio
Incauca S.A.S., la cual se consiguié por medio de un empleado de la planta. Este ingenio se
encuentra ubicado en la via El Ortigal, en el municipio Miranda del departamento del Cauca,
Colombia. Anexo 2.

5.5. Marco normativo

En el Capitulo 3 de la Constituciéon Politica de Colombia de 1991, realizado por la Asamblea
Nacional Constituyente, en el Articulo 79 se afirma:

“Todas las personas tienen derecho a gozar de un ambiente sano. La ley garantizara la participacion
de la comunidad en las decisiones que puedan afectarlo. Es deber del Estado proteger la diversidad e
integridad del ambiente, conservar las areas de especial importancia ecoldgica y fomentar la
educacion para el logro de estos fines”. (Asamblea Nacional Constituyente, 1991).

Esto resulta importante para la presente investigacion, ya que se pretende brindar una solucién a
partir de un método de biorremediacion a problemas de contaminacion de cuerpos de agua con
vertimientos como la vinaza proveniente de la industria azucarera, lo que permitira el
cumplimiento de este deber como industria.

Por lo que se refiere a uso de la biodiversidad para el tratamiento de contaminantes el Congreso de
la Republica promulgo la Ley 165 de 1994 por medio de la cual se aprueba el Convenio sobre la
Diversidad Biologica realizado en Rio de Janeiro el 5 de junio de 1992, establece la conservacion
de la diversidad biolGgica, la utilizacion sostenible de sus componentes y la participacion justa y
equitativa de los beneficios que se deriven de los recursos genéticos. Particularmente, en el
Articulo 2 se define biotecnologia como toda aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas
bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de productos o
procesos para usos especificos como la biorremediacion de contaminantes (Congreso de
Colombia, 1994).
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Con esta intencion, el Articulo 19 dictamina:

“Las Partes estudiaran la necesidad y las modalidades de un protocolo que establezca procedimientos
adecuados, incluido en particular el consentimiento fundamentado previo, en la esfera de la
transferencia, manipulacion y utilizacidn de cualesquiera organismos vivos modificados resultantes de
la biotecnologia que puedan tener efectos adversos para la conservacion y la utilizacion sostenible de
la diversidad bioldgica”. (Congreso de Colombia, 1994).

Por lo que en la presente investigacion se establecieron protocolos de tratamiento de
microorganismos en los ensayos de biorremediacién realizados de forma que no se perjudicara la
conservacion de estos promoviendo su uso sostenible y asi con el contaminante empleado.

Con referencia a lo anterior el Ministerio del Medio Ambiente, ahora Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible (MADS), y el Departamento Nacional de Planeacién (DNP) con el apoyo
del Instituto Humboldt publicaron la Politica Nacional de Biodiversidad la cual pretende orientar a
largo plazo las estrategias nacionales en cuanto a biodiversidad y sus encargados, y se argumenta
que la biodiversidad es de gran importancia por los servicios ambientales que se derivan de esta
(MADS & DNP), como el uso de microorganismos para degradar contaminantes que afectan el
curso normal de los cuerpos hidricos como la vinaza proveniente de la produccion de bioetanol en
los ingenios colombianos.

En este orden de ideas es posible citar el Marco Normativo Ambiental del Sector Agroindustrial de
la Cafa, elaborado por el MADS, del cual se extrajo principalmente la legislacion relativa a usos
del agua y vertimientos las cuales se mencionan a continuacion.

La Ley 9 de 1979, promulgada por el Congreso de la Republica de Colombia, en el Articulo 2
dicta las normas de proteccion de la calidad de aguas tanto privadas como publicas, creando el
control sanitario de los usos del agua. Estas normas son los puntos de referencia para las
caracterizaciones que se deben realizar a las aguas contaminadas con vinaza y otros residuos
liquidos industriales.

También, debe tenerse en cuenta el Decreto- Ley 2811 de 1974, promovido por el MADS, dicta el
Codigo Nacional de Recursos Naturales Renovables y de Proteccion al Medio Ambiente el cual
pretende abarcar los factores que deterioran el medio ambiente (Articulo 8), especificamente los
que contaminan el agua como lo es la vinaza y otros tipos de vertimientos. Ademas, el Decreto
3930 de 2010, promulgado por el Presidente de la Republica, establece las disposiciones
relacionadas con los usos del recurso hidrico, el Ordenamiento del Recurso Hidrico y los
vertimientos al recurso hidrico, al suelo y a los alcantarillados. Tiene como objeto la
reglamentacién de los usos y ordenamiento del recurso hidrico y de los vertimientos (a cuerpos de
agua, al mar, al suelo -asociado a acuiferos- y al alcantarillado publico). Aplica a las Autoridades
Ambientales Competentes (AAC), a los generadores de vertimientos y a las personas prestadoras
del servicio publico domiciliario de alcantarillado, por lo que sus reglamentaciones se tomaron en
consideracién ya que se trabajé con contaminantes y se debieron establecer protocolos de
disposicién adecuados.
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6. Metodologia

6.1. Disefio metodoldgico

En la Tabla 1, se presenta el enfoque, el alcance, la unidad de analisis y las variables de la presente
investigacion. Por medio de esta se pretende ilustrar la orientacion que tuvo el desarrollo del
estudio y que fue la base principal para el desarrollo de esta.

Tabla 1. Disefio metodolégico

Objetivo Evaluar la inmovilizacion de Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo

general comun (Luffa cylindrica) con el fin de emplearla en procesos de
biorremediacion.

Enfoque La investigacion tiene un enfoque mixto, dado que posee metodologias
estructuradas con las cuales se pretende evaluar la produccion de biomasa
inmovilizada mediante la preparacion, el desarrollo y analisis de los datos.
Teniendo en cuenta esta informacion, en dos de las etapas de la metodologia, se
obtienen diferentes cifras, lo cual lo convierte en un proyecto medible. Sin
embargo, una de las fases se evalud de forma cualitativa, puesto que se realizo
un analisis observacional (Sampieri, 2014).

Alcance El alcance del primer El segundo En cuanto al tercer
objetivo especifico es objetivo especifico objetivo especifico, la
correlacional, puesto presenta un alcance realizacion del
que en esta fase del correlacional dado tratamiento preliminar
proyecto se pretende que compara la posee un alcance
conocer el grado de relacion entre dos o correlacional, ya que
asociacion que puede mas variables se definen las
haber entre los (Sampieri, 2014). caracteristicas a
diferentes sustratos evaluar y se miden con
con el hongo T. exactitud sobre la
versicolor DSM 3086 unidad de analisis
(Sampieri, 2014). (Sampieri, 2014).

Unidad de La unidad de analisis con la que se trabajé durante el proyecto es la

analisis inmovilizacion en estropajo (Luffa cylindrica) de T. versicolor DSM 3086,
debido a que es esta es la técnica que se desarrolld para verificar la eficiencia de
remocion de la vinaza.

Variables
Dimension Variable Aspecto Indicador
Ecoldgico T. Versicolor DSM Capacidad de Visualizacion
3086 degradacion
Crecimiento Medicion de biomasa
Vinaza Concentracion Revision bibliografica

Degradacion DQO, pH, turbidez y

unidades de color
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Ahora bien, en la Tabla 2, se expresa el resumen del disefio metodologico que se tuvo en cuenta
para proponer los protocolos que se debié seguir en cada una de las fases propuestas en los
objetivos especificos, los cuales suponen el cumplimiento del objetivo central de la investigacion.

Tabla 2. Tabla metodoldgica
Evaluar la inmovilizacion de Trametes versicolor DSM
3086 en estropajo comun (Luffa cylindrica) con el fin de
emplearla en procesos de biorremediacion

Objetivo General

Objet,“.los Actividades Técnicas Instrumentos
Especificos
Revision Consulta de D;(:ilrj]r;secvtgbs ’
bibliografica documentos pagit '
libros
Definicion de ]
. s Articulos,
técnicas para Anélisis .
. trabajos de
recoleccion de documental
i . grado
informacién
Limpieza del Esterilizacion Autoclave
i . Labconco,
equipo del material
alcohol
Comprobar la Activacion Cajas de Petri
inmovilizacion del cultivo d del honao T con el hongo,
hongo Trametes l?] Vo de €l ho glo ' agar extracto
versicolor DSM ongo E\;%rl\s/'lcgogg de malta,
3086 en el soporte puntas azules.
experimental Erlenmeyer,
(estropajo comun) caldo PD,
mediante un analisis discos de
tedrico y hongo,
macroscopico. Prueba de Inmovilizacio sustratos
inmovilizacion n del hongo (estropajo,
espuma de
poliuretano,
fique y
madera)
Periodo de Incubacién Agitador Incu
crecimiento del hongo Shaker 10L
g Benchmark
Estéreo
Observacion L microscopio
L Visualizacion
macroscopica Olympus
SZ61.
Determinar la . Documentos,
. . Revision Consulta de o
biomasa producida Ry paginas web,
bibliogréfica documentos .
por Trametes libros
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versicolor DSM Definicion de .
o s Articulos,
3086 en el soporte téecnicas para Analisis .
. . trabajos de
experimental recoleccion de documental
. j i - grado
(estropajo comun) informacion
para compararlo con _— e Autoclave
reportes de la Llrr;pLeiza(leeI Eds;frrlrll;g?iI;)In Labconco,
literatura de otras quip alcohol
cepas de Trametes Embudo, papel
versicolor. _ . L i
Medicion de Filtracion y filtro, §qporte
) ; metélico,
biomasa pesaje de
. . beaker, balanza
himeda biomasa o .
analitica, caja
de petri
Papel filtro,
Medicion de Secado y horno, mortero
biomasa seca pesaje y balanza
analitica
Comparacioén
de biomasa en o Matriz de
Cualitativa -
soportes con comparacion
reportes
Comparacion
de biomasa InfoStat,
hallada ANOVA prueba de
experimentalm Wilcoxon
ente
Revision Consultas de Documentos,
Proponer un bibliogréfica documentos paginas web
tratamiento
prellmln_alr de Qeﬂmuon de o Articulos,
degradacion de técnicas para Analisis .
h -2 trabajos de
vinaza con el recoleccion de documental
; C grado
hongo Trametes ver informacion
sicolor DSM Proceso de Hoja de
3086 en el soporte . e solicitud de
. Solicitud de solicitud de )
experimental, material servicios de material para
estropajo tecnolodia précticas de
comun (Luffa g laboratorio
cylindrica). N e Alcohol, horno
Limpieza de Esterilizacion
) . memmert,
equipos del material .
jabon neutro
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Sartorius,
spectroquant
TR 420,
o Pruebas de .
Realizacion de H. cubetas espectrofotome
pruebas de Prl, tro GENESYS
e de DQO, -
analisis turbidez 5, turbidimetro
fisicoquimico color ’ HATCH
47001,
multiparametro
HANNA
Dilucion de Vinaza, agua
. destilada,
. la vinaza al
Montaje de los puntas azules,
60% con .
sustratos en el . agujas de
. discos de . i
contaminante inyeccion,
hongo y
hongo, probeta,
soportes
erlenmeyer
Incubacién Incu Shaker
Periodo de 10L
. de los
crecimiento Benchmark,
Erlenmeyer
tapones.

6.2. Plan de Trabajo

6.2.1. Metodologia objetivo especifico 4.2.1

6.2.1.1. Propagacion de T. versicolor DSM 3086

La cepa de Trametes versicolor empleada fue DSM 3086 proveniente del Liebniz Institud DSMZ-
German Sammlung von Mikrooganismen un Zelkulturen en Braunschweig, Alemania, la cual se
propagd en Agar Extracto de Malta (Anexo 3), a través de discos de 0,5 cm de diametro,
incubados por 7 dias a 28° C y después del periodo de incubacion, se conservaron en neveras a 4°
C.

6.2.1.1.1. Velocidad de crecimiento de T. versicolor DSM 3086

La velocidad de crecimiento (Vr) de hongo T. versicolor DSM 3086 fue evaluado mediante la
utilizacion de la ecuacion lineal, donde la Vr corresponde a la pendiente de la fase exponencial de
la curva de crecimiento de un microorganismo (Torres et al., s.f).

6.2.1.2. Inmovilizacion del hongo en 4 sustratos en caldo PD

Para la inmovilizacion del hongo se hicieron 4 tratamientos diferentes y una produccion de
indculo, por lo cual se prepard caldo PD (Anexo 3) para 20 erlenmeyer. Para el tratamiento 1,
denominado T1, se utilizaron 4 erlenmeyer, 3 con produccion de inmovilizacion, los cuales
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contenian 125 mL de caldo PD, 2 piezas de estropajo de 2 cm? y 4 discos de 0.5 cm de diametro de
agar de la propagacion del hongo. El cuarto erlenmeyer contenia caldo PD y otras dos piezas del
soporte, pero este se encontraba libre de microbiota, al cual se le denomino control abiético. En el
tratamiento 2 (T2), también se utilizaron 3 erlenmeyer para inmovilizacion, los cuales tenian 125
mL de caldo PD, con 2 piezas de fique de aproximadamente de 2 cm?® y 4 discos del mismo
didmetro del agar de la propagacion del hongo y el ultimo erlenmeyer tenia caldo PD con dos
piezas mas de fique del mismo tamafio como control abiotico. Para el tercer tratamiento (T3), tres
de los erlenmeyer tenian 125 mL de caldo PD, 2 cubos de espuma de poliuretano alrededor de 2
cm®y 4 discos de 0.5 cm de del hongo propagado en agar y el cuarto erlenmeyer tenia caldo PD
con otros dos cubos de espuma como control abidtico. El tratamiento 4 (T4), contenia en 3
erlenmeyer caldo PD a un volumen de 125 mL, 2 piezas de madera de 2 cm?y 4 discos de agar con
hongo. El Gltimo recipiente tenia caldo PD y 2 piezas de madera del mismo tamafio como control
abiotico (Saetang & Babel, 2009).

Simultdneamente con estas pruebas de inmovilizacion, se realiz6 la inoculacion (T5) del hongo T.
versicolor DSM 3086 en otros 4 erlenmeyer adicionales con 125 mL de caldo PD. En estos 4
caldos se afiadié 4 discos de 0.5 cm de didametro de agar con el microorganismo crecido en las
cajas de petri mencionadas anteriormente. Posteriormente, se esterilizaron y su incubacion se llevo
a cabo en agitacion en el Incu Shaker 10L Benchmark por 7 dias a 26.5° C y 150 rpm (Apohan &
Yesilada, 2017).

Cabe resaltar que en el T1 el estropajo fue utilizado como soporte experimental, en el T2 el fique
se us6 como control positivo organico, en el T3 la espuma de poliuretano se utiliz6 como control
positivo sintético y en el T4 la madera como control negativo (Apohan & Yesilada, 2017; Saetang
& Babel, 2009).

Cada uno de los tratamientos fue evaluado segun los resultados de inmovilizacién obtenidos en
articulos presentes en la literatura y también de manera macroscopica por medio de observacion a
través de un estéreo microscopio Olympus SZ61.

6.2.2 Metodologia objetivo especifico 4.2.2

6.2.2.1. Produccion de biomasa

Para el calculo de la biomasa, se utilizaron todos los tratamientos de inmovilizacién, los cuales
fueron pesados y analizados junto con el indculo para la comparacion de biomasa de T. versicolor
DSM 3086 con otros reportes de la literatura que contenian protocolos de colonizacion similares.

6.2.2.1.1. Calculo peso humedo
6.2.2.1.1.1. Biomasa fungica en caldo PD
Se selecciond un erlenmeyer por cada medio, de los cuales se tomaron los pellets producidos

durante la incubacion. Esta biomasa se filtrd y posteriormente se colocd en una caja de Petri
previamente pesada y se anotd el peso de los pellets (Moreno & Ospina, 2008).

Whumedo = Wcaja de Petri con biomasa — Wcaja de Petri
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6.2.2.1.1.2. Biomasa inmovilizada en caldo PD

Cada uno de los sustratos se peso previo a la colonizacion. Realizada la inmovilizacion en el
correspondiente medio, se sacaron los sustratos de los erlenmeyer y se colocaron en una caja de
Petri previamente pesada y se tomd nota del peso (Moreno & Ospina, 2008).

Whimedo = Wcaja de Petri con sustrato inmovilizado — Wcaja de Petri — Wsustrato

6.2.2.1.2. Calculo de peso seco
6.2.2.1.2.1. Biomasa flingica en caldo PD

Se tomaron los recipientes que contenian el indculo de T. versicolor DSM 3086, los cuales se
colocaron en un papel filtro anteriormente pesado y se dejaron filtrar los pellets correspondientes a
cada medio. El papel con el indculo se mandé al horno a 103.5° C hasta alcanzar peso constante.
Posterior a esto, se tomo el peso (Moreno & Ospina, 2008).

Wseco = Wcaja de petri con biomasa seca — Wcaja de petri

6.2.2.1.2.2. Biomasa inmovilizada en caldo PD

Los sustratos fueron pesados antes de la colonizacion. A continuacion, se llevé a cabo la
inmovilizacion y seguido de esto, se filtraron los soportes inmovilizados mediante una base, unas
pinzas, un embudo, papel filtro y un beaker que recogia el caldo filtrado de la inmovilizacion. En
seguida, se metio en el horno el papel filtro con el sustrato inmovilizado a 103.5° C hasta peso
constante. Concurrido este tiempo, se tomo el peso (Moreno & Ospina, 2008). Anexo 4.

Wseco = Wpapel filtro con sustrato inmovilizado seco — Wsustrato — Wpapel filtro

6.2.2.1.3. Calculo de la desviacién estandar

La incertidumbre del promedio hallado de biomasa para cada uno de los soportes y del indculo
libre fue calculada por medio de las siguientes formulas (Aretaga, 2015) Anexo 4:

1. Caélculo del promedio de las mediciones

— Xi
g =20
n

2. Calculo del error absoluto de cada medicién

Error,,s = Xi — X

3. Calculo de la incertidumbre absoluta o desviacion media
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4. Valor aceptado

Valor aceptado =X + S

6.2.2.2. Andlisis Estadistico

Por medio del método ANOVA se realizo el analisis estadistico del crecimiento deT.
versicolor DSM 3086 en los diferentes soportes de control desarrollados experimentalmente. Este
método fue escogido ya que permite estudiar las dispersiones o varianzas de los grupos, estudiar
sus medias y posibilita crear subconjuntos de grupos con medias iguales (Bellon, 2010),
Permitiendo establecer una diferencia en las muestras estudiadas con fines comparativos.

Para realizar este analisis se empleo el programa InfoStat. En primer lugar, se escogia la prueba de
comparacion, en este caso se trabajo con Wilcoxon, la cual es una prueba no paramétrica que
permite comparar diferentes muestras pequefias. Seguido de esto, se ingresaron los datos de los
pesos de la biomasa producida por cada sustrato en una tabla que posteriormente arrojaba una
gréfica de barras en la que se representaban los datos ingresados. Sin embargo, para corroborar
que la informacion obtenida por las graficas fuera asertiva, se hizo uso de la estadistica; para lo
cual también se emple6 el programa (Universidad de Valencia, 2018).

Para el analisis fue necesario el empleo de una hipétesis nula (Ho) y de una hipdtesis alternativa
(HA), las cuales estan definidas en las siguientes ecuaciones, respectivamente:

Ho=M1=M2 (1)
HA = M1 = M2 (2)

Con el fin de determinar cual de las dos hipdtesis se acepta para cada uno de los casos empleados,
se utilizo el valor de significancia p. Cuando el valor de p<0,05 se rechaza la hipdtesis nula, y
cuando el valor p>0.05 se acepta la hipétesis nula de que las muestras son iguales (Universidad de
Valencia, 2018).

6.2.2.3. Matriz de comparacion cualitativa

Para el analisis de comparacion de la biomasa hallada experimentalmente con la biomasa
reportada en la literatura se emple6 el método cualitativo matriz de comparacion. Una matriz
comparativa es una tabla de doble entrada que muestra informacién de una forma resumida y
concentrada a traves de columnas y filas y sirve principalmente para comparar las caracteristicas
de objetos de la misma categoria (Pérez M. , 2018).

Este método fue seleccionado ya que no fue viable realizar un analisis estadistico dado que los
datos de biomasa que se compararon no contaban con las mismas condiciones de crecimiento. Sin
embargo, se realizé la comparacion para determinar si la cepa de Trametes versicolor trabajada fue
mejor que las cepas reportadas solamente tomando en consideracion los datos de biomasa.
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6.2.3. Metodologia objetivo especifico 4.2.3
6.2.3.1. Caracteristicas de la vinaza pura

La vinaza empleada para esta investigacion se obtuvo de dos ingenios diferentes, los cuales fueron
el Ingenio Manuelita y el Ingenio Incauca. Inicialmente, se trabajé con la vinaza proveniente de la
agroindustria Manuelita, de la cual se utilizaron 1.5 L. Transcurrido un tiempo de 15 dias se
trabajo con la vinaza del Ingenio Incauca, de esta se utiliz6 aproximadamente 1 L.

Previo a su uso, ambas vinazas se mandaron a esterilizar en autoclave, se almacenaron en frascos
tipo Schoott de vidrio y se refrigeraron a 4° C, los cuales anteriormente se encontraban en su
totalidad en un recipiente de pléastico.

Considerando que la vinaza de Manuelita se obtuvo directamente con el ingenio, esta venia con su
correspondiente rotulado y adecuadas especificaciones en cuanto a la composicion fisicoquimica,
las precauciones y advertencias de uso y aplicacion.

A continuacion, en la Tabla 3 se visualizan las caracteristicas de la vinaza otorgadas por el Ingenio
Manuelita.

Tabla 3.Composicion fisicoguimica de la vinaza empleada en la investigacion
Caracteristicas fisicoquimicas

Analisis Unidades Resultado
pH 4.85
Brix *Brix 50.0
Gravedad Especifica mg/mL 1.237
Densidad kg/L 1.225
Calcio Ca % 1.29
Potasio K % 3.0-45
Magnesio Mg % 0.75
Sodio Na % 0.19
Relacion Acidez-Alcalinidad Ras me/L 3.29
Carbonatos COs me/L 1859.23
Acido Carboénico HCO;3 me/L 296.55
Sulfato SO, me/L 678.53
lon Cloro Cl me/L 462.49
Dureza CaCOs ppm 40523.89
Sélidos Disueltos Totales TDS mg/L 382296.00
Demanda Quimica de Oxigeno DQO ppm 140000

Nota. Recuperado de Ingenio Azucarero Manuelita S.A

6.2.3.2. Determinacion de concentracion Optima de degradacion de la vinaza

La concentracion 6ptima de degradacién de la vinaza fue del 60% (v/v). Se determiné segln la
metodologia reportada por Veldsquez et al. (2018), en el que se evaluaron diferentes
concentraciones de vinaza estéril a 100, 90, 80, 70 y 60% (v/v) en erlenmeyer de 250 mL, con un
volumen efectivo de trabajo de 100 mL, utilizando agua destilada como diluyente. Se inocularon
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en cada uno de los erlenmeyer por triplicado, 3 discos de 1 cm de diametro de Trametes
versicolor, incubados a 29° C a 130 rpm por 18 dias. Para evaluar la efectividad de cada
concentracion, se evaluaron los parametros de turbidez, color y biomasa

Finalmente, el estudio determind por medio de la evaluacion de color y produccion de biomasa
que concentracion fue Optima, donde la mayor reduccion de color fue de 54.7% en la
concentracion del 60% (v/v) y por la reduccion de la concentracion de vinaza aumenta la
produccién de biomasa. Teniendo en cuenta estos resultados, los autores concluyen que la
concentracion méas adecuada de degradacion de vinaza es al 60% (Velasquez et al., 2018).

6.2.3.3 Caracterizacion de vinaza pura y vinaza diluida al 60%

A pesar de las caracteristicas enviadas por el Ingenio Manuelita S.A, se realiz6 una caracterizacion
a la vinaza pura y diluida en su concentracion de degradacion optima (60%) para comprobar en
qué situacion se encontraban. Para estas medidas se trabajo con un volumen de 125 mL con la
vinaza de Manuelita y para la vinaza de Incauca se trabajé con un volumen de 100 mL, esto en
consecuencia de que la muestra obtenida por el Ingenio Incauca no fue la suficiente para realizar
todas las pruebas al volumen de 125 mL.

6.2.3.3.1. Métodos de Caracterizacion de la vinaza

Los métodos empleados para caracterizar la vinaza fueron tomados del libro “Métodos
Normalizados para el anlisis de aguas potables y residuales” version en inglés del afio 2005.
Elaborado por la American Public Health Association (APHA), la American Water Works
Association (AWWA) y la Water Pollution Control Federation WPCF).

En primer lugar, para hallar las unidades de color se empleé el método espectrofométrico, por
medio del equipo multipardmetro Sartorious. En cuanto a la turbidez, esta se hall6 por el método
nefelométrico, los resultados fueron leidos por el equipo 2100N Turbidimeter HATCH 47001. El
pH fue determinado por el método electrométrico, utilizando el fotometro HANNA. Por Gltimo, la
DQO resulté a través del método de reflujo cerrado titulométrico, trabajando los equipos
Spectroquant TR 420 y Espectrofotometro Genesys 5.

Para todos los procesos, excepto para el pH, debié diluirse la vinaza de modo que las muestras
entraran en los rangos de lectura de los equipos empleados. Los resultados obtenidos debieron
multiplicarse por el factor de dilucién para obtener el valor real de la medicion, la cual se adapta
para todas las diluciones ejecutadas (HACH, 2015). Anexo 4.
1. Calculo del volumen total
Volumen total = Volumen de la muestra (mL) + volumen del agua (mL)

2. Calculo del factor de dilucién

volumen total (mL)

Factor de dilucién =
actor €e ArueIon = ¢ olumen de la muestra (mL)

3. Calculo del valor real
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Valor real de la muestra = Valor medido (unidades) X factor de dilucion

6.2.3.4. Ensayos de degradacion de vinaza con concentracion éptima

Para el ensayo de degradacion, se utilizaron 18 erlenmeyer. Los 3 primeros fueron destinados a
inoculacion y se les afadieron 4 discos de 2 cm de diametro tomados del hongo crecido en las
cajas de Petri del numeral 6.1. En los 15 erlenmeyer restantes se vertieron 40 mL de agua
destilada, en el cual este volumen representa el 40% de la muestra. Todos los recipientes y una
probeta se esterilizaron en autoclave. Transcurrido el tiempo de esterilizacion, se vertieron 60 mL
de vinaza, los cuales representan el 60% de la muestra, contando con un volumen final de 100 mL.
Seguido de esto, se sacaron con una aguja de inyeccion los sustratos inmovilizados en los caldos
mencionados en el numeral 6.4 y se trasladaron a los correspondientes recipientes que contenian la
vinaza diluida (Fernandez et al, 2009; Velasquez et al., 2018).

Los erlenmeyer gue contenian la vinaza diluida y los caldos se dejaron en el Incu Shaker a 26.5° C
y 150 rpm por un periodo de 15 dias (Apohan & Yesilada, 2017).

Hay que tener en cuenta que, para el ensayo de la vinaza de Manuelita, el montaje se realiz6 con el
soporte, el contaminante diluido y discos del hongo, mientras que, en el ensayo con la vinaza de
Incauca, se colocé en los Erlenmeyer la vinaza diluida y el hongo ya inmovilizado en el soporte.
Como controles abioticos se tenian los soportes sin biomasa dentro de los erlenmeyer y con el
medio correspondiente.
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7. Resultados y analisis de resultados
7.1. Resultados y analisis objetivo especifico 4.2.1
7.1.1 Propagacion de Trametes versicolor DSM 3086

Se examind el crecimiento macroscopico del hongo T. versicolor DSM 3086, como se puede
observar en la Figura 1, present6 una caracteristica morfolégica algodonosa de color blanco con un
crecimiento uniforme en ambos discos. Esto permitio determinar que el crecimiento promedio del
hongo es de 6 dias, suponiendo que puede llegar a ser el mismo tiempo al realizarse la
inmovilizacion.

Figura 1. Fotografia de T. versicolor DSM 3086 cultivado en agar Extracto de Malta (A: vista superior del hongo y B: envés del
hongo en la caja de Petri)

La Figura 2, expone la curva de crecimiento del hongo T. versicolor DSM 3086 de los dos discos
del hongo propagado en Agar Extracto de malta por 6 dias.

Curva de crecimiento de Trametes versicolor

[y
o

———Disco 1
—— Disco 2

Medida (cm)
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Dia
Figura 2. Curva de crecimiento del hongo T. versicolor DSM 3086 cultivado en agar Extracto de Malta durante 7 dias a 28° C.
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Las velocidades de crecimiento halladas mediante la ecuacién de la recta para los dos discos
fueron de 1.78 y 1.75 cm/dia, dando un promedio de crecimiento de 1.76 + 0.01 cm/dia para T.
versicolor DSM 3086.

Comparando con un estudio reportado por Campi et al., (2016), donde propagaron T. versicolor en
agar extracto de malta por un periodo de 10 a 24 dias el cual dependia de la colonizacion del
hongo a diario. El valor de crecimiento reportado para el hongo fue de 0.93 + 0.10 cm/dia,
mostrando que la velocidad de la cepa empleada en el estudio reportado tiene una velocidad de
crecimiento menor a la obtenida experimentalmente.

Esto conlleva a suponer el hongo T. versicolor DSM 3086 tiene una mayor capacidad de
adaptacion al medio de cultivo lo que permite que crezca a velocidades mayores a las reportadas
por Campi et al. (2016). Cabe resaltar que si el hongo tiene mejores condiciones de crecimiento y
por lo tanto aumenta su velocidad de reproduccidn este es capaz de generar mayor biomasa en
menor tiempo que el comparado en la literatura.

7.1.2. Inmovilizacion del hongo en 4 sustratos en caldo PD

Como se observa en la Tabla 4, se realiz6 una evaluacion macroscopica con respecto a la
adherencia del hongo a los diferentes soportes. En la cual se visualizan resultados efectivos para
los dos controles positivos y el soporte experimental. A su vez se confirm6 que la madera
procesada no es capaz de portar microorganismos.

Tabla 4. Visualizacion de adherencia de T. versicolor DSM 3086 a bioportadores
Visualizacion macroscopica

Soporte inmovilizacion en soportes
Si No
Estropajo
(Luffa X
cylindrica)
Espuma de X
Poliuretano
Fique X
Madera X

Estas observaciones se realizaron a través del estéreo microscopio Olympus SZ61 el permitid
verificar la colonizacion y la incorporacion del hongo T. versicolor DSM 3086 en cada uno de los
soportes, como se expresa en las figuras 3-5.
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Figura 3. Fotografia de T. versicolor DSM 3086 inmovilizado en Estropajo (Luffa cylindrica)

La Figura 3, permite notar la colonizacion del hongo T. versicolor DSM 3086 siendo el hongo de
color blanco amarilloso con textura lisa, con algunas secciones blancas. Adicionalmente, las fibras
del estropajo se ven entre el medio de la biomasa producida, que abarco toda la superficie del

soporte.

Figura 4. Fotografia de T. versicolor DSM 3086 inmovilizado en Espuma de poliuretano

La Figura 4 en cambio, muestra la colonizacion del hongo en la espuma de poliuretano, la cual
solo logré crecer en medio soporte. EI hongo presenta una textura lisa de color blanco y bordes
definidos. En este caso no se nota a simple vista si el hongo logro colonizar la zona interna del
sustrato ya que por su tipo de textura no es facil notar que hay en su interior.
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Figura 5. Fotografia de T. versicolor DSM 3086 inmovilizado en Fique

La Figura 5, por otra parte resalta la colonizacion del hongo en los hilos de fique, notando que la
biomasa del hongo mayor a la del soporte. Esto se debe a que el fiqgue cambio su forma inicial al
contacto con el medio liquido. Sin embargo, el hongo logré unificar los hilos de fique que flotaban
en el medio comprobando que se inmovilizaron a este.

Aproximadamente en los ultimos 30 afios, se viene trabajando con la técnica de inmovilizacion
natural o inducida de microorganismos para la biodegradacion de residuos organicos o industriales
que contaminan agua, suelo y aire. Con el paso del tiempo, se han ido registrando diversos
articulos en los que se presenta la efectividad de la inmovilizacion de microorganismos como
hongos y bacterias en diferentes soportes. De igual forma, existen reportes en la literatura sobre
coémo realizar una inmovilizacion de manera adecuada. Siendo este el caso, Kourkoutas et &l.
(2004), desarrollaron un articulo en el cual se presentan los requisitos para lograr una
inmovilizacion, para lo cual se debe contar con una matriz que posea una superficie de adherencia
amplia, facil de manipular y de regenerar, que posea estabilidad quimica, bioldgica, mecéanica y
térmica y ser resistente a enzimas, solventes y cambios de presion. Por ultimo, debe tener una
porosidad que permita un intercambio de sustratos, productos, cofactores y gases (Kourkoutas et
al, 2004). Lo anterior permite percibir que los soportes empleados en la investigacién cumplen con
estos requisitos para una adecuada inmovilizacién, como se detallara mas adelante.

Existen dos tipos de inmovilizaciéon. Esta la pasiva, la cual se basa en la fijacion del
microorganismo a la superficie del soporte, creando las biopeliculas mencionadas anteriormente.
O esté la inmovilizacion activa, en la cual se genera un atrapamiento del hongo. En este caso, se
realizd la inmovilizacion pasiva, debido a que los hongos de podredumbre blanca como lo es T.
versicolor, son los mas importantes en la biodegradacion de la lignina, lo cual permite una rapida
colonizacidn de las superficies a disposicion. No solo hay que tener en cuenta su sencilla adhesion
a los sustratos, sino también los beneficios que esta trae, pues esta interaccion no permite que se
presenten cambios en el pH, temperatura o que se genere perdida de biomasa (Garzén R. , 2009).
Ademas, estas inmovilizaciones pueden ser utilizadas en biorreactores destinados para la
biorremediacion de aguas contaminadas.
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Con respecto a los tratamientos T1 y T2, macroscOpicamente resultaron positivos en la
inmovilizacion del hongo. En la Figura 6, se puede evidenciar la completa colonizacion de los
sustratos por parte del microorganismo, ademéas de su considerable crecimiento. Por parte del
estropajo, el aumento en el tamarfio del sustrato fue notable y esto debido a la biomasa, la cual por
medio de su adhesion fue extendiendo y enredando sus micelios en las fibras del estropajo, lo que
genero el gran tamafio del producto de la inmovilizacion.

Figura 6. Fotografia de la inmovilizacion de T. versicolor DSM 3086 en estropajo (T1) por un periodo de 7 dias a 26.5 C..

El estropajo se caracteriza por poseer una estructura tubular larga, a esto se le suma las capas
fibrosas, flexibles y fuertes que cubren el tallo, ademas de su alta porosidad. Estas propiedades
permiten que esta esponja tenga la capacidad no solo de permitir la inmovilizacion microbiana
gracias a sus poros penetrables sino también de adsorber contaminantes presentes en el ambiente,
lo cual facilita la retencion y remocion de estos (Pereira-Martinez et &l, 2017).

Por otro lado, en su interior, el estropajo posee una reticula fibrosa conformada por lignina,
celulosa y hemicelulosa, los cuales ayudan a la remocidn de sustancias toxicas y la inmovilizacién
de los hongos, debido a que estos compuestos le proporcionan nutrientes y una fuente de carbono
necesaria que el microorganismo requiere para su Optimo crecimiento como se presentd en
Fernandez y acompafantes (2009). En este caso como los hongos fueron inmovilizados en caldo
de papa con glucosa, estos obtuvieron del medio los nutrientes vitales para su desarrollo. Asi
mismo, el soporte les proporcionaba méas sustratos, 1o que dio a lugar una profunda extension de
los micelios en las fibras del estropajo.

En cuanto al tratamiento T2, en la Figura 7, se puede presenciar que el mismo hongo se encargé de
unir los hilos y formar una sola aglomeracion de fique inmovilizado. Al colocar en agitacion el
montaje de la inmovilizacién, el hongo empez6 a colonizar hilo por hilo, logrando la unién de cada
uno de estos, una sola biomasa fungica inmovilizada y una formacion de pellets alrededor de la
inmovilizacion.
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Figura 7. Fotografia de la inmovilizacion de T. versicolor DSM 3086 en fique (T2) por un periodo de 7 dias a 26.5° C.

El fique es un material similar al estropajo, es decir, en su composicién también se encuentran
compuestos celulésicos que permiten y benefician el crecimiento del micelio fingico. Méas aun al
estar en contacto con el medio liquido nutritivo concede un desarrollo mas abundante como se
encuentra reportado en el trabajo de Cordoba y Ospina (2009). Otro rasgo muestra que, al ser una
estructura porosa, esta posibilita la transferencia de oxigeno durante todo el proceso de
inmovilizacion y de metabolismo del microorganismo (Fernandez et al, 2009).

En la Figura 8, en la que se contempla que la inmovilizacion en espuma de poliuretano (T3) solo
se realizé en la parte inferior de esta, mientras que la parte superior no presentd ninguna adhesién
de la biomasa fungica. Esto se debe a que la espuma no se encontraba sumergida por completo en
el caldo.

Figura 8. Fotografia de la inmovilizacion de T. versicolor DSM 3086 en espuma de poliuretano por un periodo de 7 dias a 26.5° C.
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Por lo que se refiere al hongo, este no degrada los compuestos quimicos que posee la espuma, ya
que es un polimero sintético y termoestable sintetizado por la mezcla del poliol e isocianato
(Fernandez et al, 2009), por esta razén el hongo por si solo no iba a colonizar la zona superior de
la espuma como se observa en la Figura 8.

Figura 9. Fotografia de la inmovilizacion de T. versicolor DSM 3086 en espuma de poliuretano con iman dentro (T3) (A: sustrato
espuma flotante en caldo PD y B: sustrato espuma colonizado por el hongo T. versicolor DSM 3086 con discos de agar en caldo
PD)

Existen diferentes articulos que reportan una inmovilizacion eficiente en este sustrato como el
articulo realizado por Fernandez y demas (2009), es por esto que se decidio insertar dentro de la
espuma un iman circular de 8 mm x 3 mm, debido a que el soporte en el que se acomodo el
erlenmeyer en el agitador es de un material metéalico y por ende esto permitia que el sustrato
lograra sumergirse en el medio liquido. Esto posibilito la perfecta inmovilizacion alrededor de los
cubos, lo cual posteriormente llevo al aumento en el tamafio del producto como se evidencia en la
Figura 9.

Figura 10. Fotografia de la inmovilizacion de T. versicolor DSM 3086 en madera (T4) (A: sustrato madera flotante en caldo PD y
B: sustrato madera disuelto y pellets del hongo T. versicolor DSM 3086 en caldo PD) por un periodo de 7 dias a 26.5° C.

El tratamiento T4 como se observada en la Figura 10, al ser sometido a altas temperaturas durante
el proceso de esterilizacion en autoclave se deshizo completamente. Sin embargo, estos
erlenmeyer se expusieron al periodo de incubacién, con el fin de observar cdmo reaccionaba el
microorganismo en esas condiciones. Al finalizar los 7 dias, el hongo formo pellets sin mostrar
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ningun tipo de colonizacion, por lo cual se puede deducir que este tipo de madera procesada no
funciona como sustrato de inmovilizacion, ya que no le proporciona al microorganismo los
nutrientes que este necesita para su crecimiento 0 posee compuestos quimicos que generan
inhibicién de hongos como los anti-fungicidas, dado que es un material proveniente de inmuebles.

No obstante, la madera seleccionada se descartd como sustrato para la inmovilizacion de T.
versicolor DSM 3086. Por otro lado, cabe aclarar que no todos los tipos de madera se encuentran
excluidos en esta técnica, puesto que los hongos de podredumbre blanca en la naturaleza crecen en
madera. Por ello, es valido mencionar que la madera de origen natural es la apropiada en el
desarrollo de la inmovilizacion si es el caso, debido a que existen reportes en la literatura de la
inmovilizacion de microbios en fibras y cubos de madera (Garzén R. , 2009; Igbal & Saeed, 2006).

La inmovilizacion se puede realizar en matrices organicas y sintéticas. Como se puede apreciar, en
este estudio, se utilizaron ambas; el tratamiento T1 como el soporte experimental, el T2 como
control positivo organico y T3 como tratamiento positivo sintético. Aunque Garzén y Barragan
(2008) expuso que los materiales organicos permiten una mejor adhesion que las sintéticas, debido
a que estos poseen varios grupos radicales que posibilitan la formacion de fuerzas electrostaticas
que establecen la adherencia del hongo con el soporte, ademas de la quitina presente en la pared
fangica que también lo permite.

Es valido acotar que existen diferencias entre estos soportes. Por ejemplo, en el caso del estropajo
y el fiqgue, ambos son materiales de baja toxicidad y reactividad, poseen una excelente
maleabilidad, alta porosidad y biodegradabilidad, lo cual resulta propicio para el medio ambiente.
Hay que mencionar, ademas, que son materiales abundantes en los trépicos colombianos y
econdémicos. En el caso de la espuma de poliuretano, esta funciona como soporte para la
inmovilizacion del hongo, gracias a su porosidad y su superficie. No obstante, si este material no
se encuentra dentro de un medio que contenga los nutrientes que requiere el microorganismo para
crecer, este no podria actuar como sustrato inmovilizador y posee un mayor costo que el estropajo
y el fique. Por ultimo, cabe resaltar que, al finalizar el tratamiento, por parte de las matrices
organicas el residuo puede ser incorporado en otros procesos, mientras que la matriz sintética se
convertiria en un residuo el cual se debe disponer (Fernandez et al, 2009).

7.2. Resultados y analisis objetivo especifico 4.2.2
7.2.1. Produccion de biomasa

Después de realizar los calculos para hallar la biomasa inmovilizada en estado seco de cada uno de
los soportes colonizados y del indculo de T. versicolor DSM 3086, se presentan los siguientes
resultados en la Tabla 5, los cuales estdn representados en mg de biomasa/mg de soporte
inmovilizado (Anexo 4). A simple vista es posible observar la diferencia de crecimiento de
biomasa tanto en el soporte experimental (estropajo) como en los soportes de tratamiento positivo
(espuma de poliuretano y fique) y el inéculo de T. versicolor DSM 3086. La capacidad de
inmovilizacion de cada uno de estos soportes se debe principalmente a su composicion y porosidad
como se expone mas detalladamente en el apartado 7.1.2. Ademas, la desviacion obtenida por cada
uno de los valores indica la dispersién de los datos, es decir, entre mayor sea la desviacion
estdndar mayor es la dispersion de los datos indicando un aumento grado de variabilidad
principalmente en las muestras de estropajo y de indculo de T. versicolor DSM 3086.
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Ahora bien, con respecto a los soportes de inmovilizacion, el que obtuvo mejores resultados de
biomasa se tratd del estropajo. Fue capaz de retener mayor cantidad de biomasa que la espuma de
poliuretano y el fique incluso teniendo algunas diferencias de tamafio entre estos.

Tabla 5. Biomasa inmovilizada de T. versicolor DSM 2086 en soportes y sin soporte

W Seco (mg Promedio W Desviacion .

S . Seco (mg . Incertidu
oportes biomasa/mg biomasa/mg estandar mbre
de soporte) de soporte) (mg/mg)

. 9.4203
ESt(rTolp)aJO 6.8714 9.2208 2.25 9'22235 *
11.3707 '
Espuma 3.3633
de 2.9482 3.6445 +
Poliureta 4.6220 3.6445 0.87 0.87
no (T3) :
) 0.3451
F(%J)e 0.3961 0.3263 0.08 o.%zgg *
0.2378 '
In6culo 10.1984
deT. 33.8200
versicolo 21.0763 11.92 21'1017323 *
r DSM 19.2104 '
3086 (T5)
Control
Abibtico - - - -
(T4)

Nota: No se realiz6 medicidn de biomasa para la madera ya que no hubo colonizacién de T. versicolor DSM 3086 en
este soporte. Anexo 4.

7.2.1.1. Andlisis de varianza de biomasa inmovilizada en seco experimentalmente

Como se expone en el grafico de cajas de la Figura 11, el cual proporciona un resumen grafico de
la distribucion de una muestra evidenciando la forma, tendencia central y variabilidad de los datos
(Minitab, 2017), es posible determinar visualmente una asimetria importante y gran variabilidad de
datos de cada uno de los soportes inmovilizados y en el control positivo sin soporte, ya que cada
uno de los puntos (medias) se encuentra fuera de los limites de decisién, demostrando que la
media de los niveles de los factores representados por cada punto son significativamente diferentes
entre si (Minitab, 2017). Esta dispersion de los datos puede deberse a la estructura, tamafio y
composicion de cada uno de los soportes y la capacidad del hongo de inmovilizarse a estos o0 ya
sea por su crecimiento libre.

Siendo asi, el T5 fue el tratamiento con mayor produccién de biomasa, seguido del T1, el cual fue
el sustrato que inmovilizd mayor cantidad de biomasa frente a los tratamientos positivos,
demostrando ser el soporte mas eficiente para la inmovilizacién del hongo T. versicolor DSM
3086.

32



Evaluacion de la Inmovilizacién de Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo comun (luffa cylindrica)

El control abidtico y el T4 no se representan en la grafica, puesto que no presentaron ningun
crecimiento de biomasa. Siguiendo el control abi6tico, indica que las condiciones en las que se
operaron los controles fueron oOptimas y no se contaminaron con ningun otro tipo de
microorganismo.

Por otra parte, todas las pruebas ANOVA realizadas, comparando cada uno de los tratamientos
entre si, presentan valores p < 0.05, lo que significa que se rechaza la hipdtesis nula y es posible
aceptar la hipotesis alternativa de que cada una de las muestras de biomasa inmovilizada en los
soportes son significativamente diferentes.

Produccion de biomasa

Biomsa producida en seco (mg/mg)

10,004
8,009
=

T1 T2 3 Ts
Figura 11. Comparacion de medias de biomasa inmovilizada seca en estropajo, espuma de poliuretano, fique y control
positivo de inéculo

Con esta informacion es posible determinar que en términos de biomasa el T5, es decir, la
produccién de biomasa sin soporte, es mas eficiente que inmovilizando T. versicolor DSM 3086
en algun tipo de soporte, ya que se produce mas del triple de biomasa en estado libre que en
estropajo, como se indica en la Tabla 5, el soporte que mayor biomasa retuvo. Sin embargo,
observando la comparacién entre los mejores soportes de colonizacion, el soporte con mayor
retencion de biomasa es el estropajo (T1), como ya se menciono anteriormente.

De acuerdo a esto, al momento de plantear un tratamiento con este hongo para degradar algan tipo
de contaminante, seria ideal manejar el hongo de manera libre ya que es capaz de producir mayor
cantidad de biomasa. Sin embargo, si por ejemplo, se determina el funcionamiento de un
Biorreactor de lecho fluidizado tipo columna, no seria practico manejar el hongo de forma libre,
ya que toda la biomasa se precipitaria y no lograria desarrollarse de forma oOptima la
biodegradacion. Por lo que en este caso si seria oportuno pensar en que el funcionamiento del
hongo sea a través de un soporte que permita que pueda localizarse a lo largo de toda la columna
(Martinez et al., 2005). Ademas de tratarse de una forma préctica para el disefio de la columna, el
hecho de que esta requiera una entrada constante de aire, denotaria un incremento en la actividad
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de las enzimas ligninoliticas permitiendo una mayor decoloracién del contaminante que se quiera
tratar como lo reporta Martinez et al. (2005) (Saetang & Babel, 2009).

Tomando esto en consideracién, segln los tratamientos realizados, el T1 fue el mas eficiente en
cuanto a retencion de biomasa con respecto a los tratamientos T2 y T3. El analisis de varianza
ANOVA, permite corroborar esta informacion ya que el valor p resultado fue menor al 95%,
demostrando que todos los valores de biomasa obtenidos entre si son significativamente diferentes
rechazando asi la Ho.

Con esto en mente, la columna de biorremediacién tendria mejores condiciones de funcionamiento
si se implementa con el hongo inmovilizado en estropajo, por ser el soporte con mayor capacidad
de colonizacidn, el cual estaria completamente distribuido dentro de la columna facilitando su
adecuado funcionamiento y garantizando una mayor degradacion (Saetang & Babel, 2009).

7.2.2. Comparaciéon de biomasa inmovilizada experimentalmente con biomasa inmovilizada
reportada

La Tabla 6 ilustra, mediante una matriz de comparacion cualitativa, los pesos secos de biomasa
hallados experimentalmente en el apartado 7.2.1 y los pesos secos de biomasa inmovilizada que se
han reportado en la literatura. Estos pesos fueron comparados con el fin de determinar si la cepa de
T. versicolor DSM 3086 es mas eficiente que otras cepas teniendo en cuenta los sustratos de
colonizacion.

Tabla 6. Matriz de Comparacion de biomasa inmovilizada experimentalmente y reportada en la literatura

Soportes
Estropajo Indeulo
Biomasa (mg/mg) (Luffa Fique Espuma de d‘? T
o poliuretano versicolor
cylindrica) (T2)
(T1) (T3) DSM
3086
Hallada 9.2208 + 05336 3.6445 + 21.0763
experimentalmente 2.25 0 &3 0.87 11.92
Reportada en la 043+ 1.38 +
literatura >58+23 0.05 550+28 0.1

La cepa de T. versicolor inmovilizada en estropajo y espuma de poliuretano reportada en la
literatura, con la que se compard la inmovilizacion de T. versicolor DSM 3086 en estropajo y
espuma de poliuretano experimentalmente, fue una cepa proveniente del cepario de la Pontificia
Universidad Javeriana donde se conservan hongos y bacterias de interés clinico, biotecnologico,
industrial y ambiental (Fernandez et al., 2009).

Se presentan algunas diferencias en el mecanismo de inmovilizacion empleado, dado que como se
indica en el estudio realizado por Fernandez et al. (2009) se evaluaron dos protocolos de
colonizacién en medio solido y en medio liquido. En el sistema liquido se utilizaron erlenmeyer de
100 mL con 50 mL de caldo extracto de salvado de trigo y 5 cubos de estropajo y de espuma de
poliuretano de 0,5 cm3. Después del proceso de esterilizacion (auto clavado), se inocularon 15

34



Evaluacion de la Inmovilizacién de Trametes versicolor DSM 3086 en estropajo comun (luffa cylindrica)

discos de agar crecidos con el T. versicolor y se incubaron por 8 dias a 30° C y 150 rpm. El
producto inmovilizado se filtro y se determind la cantidad de biomasa atrapada en cada uno de los
cubos por medio de peso seco.

El mecanismo de inmovilizacion en medio sélido se realizé colocando 30 cubos de estropajo y de
espuma de poliuretano de 0,5 cm? sobre una caja de Petri con agar extracto de salvado de trigo y se
sembraron 15 discos de agar de T. versicolor de forma que estuvieran en contacto con el medio de
cultivo y el sustrato. Las cajas se incubaron por 8 dias a 30° C. Se determind la cantidad de
biomasa atrapada después del proceso por medio de peso seco (Fernandez et al., 2009).

Después de la determinacion de biomasa de cada uno de los protocolos de inmovilizacion,
Ferndndez et al. (2009) reportan que se presentaron diferencias significativas, demostrando que en
el proceso de inmovilizaciéon en solido se retuvo la mayor cantidad de biomasa en mg/mg de
soporte de estropajo y de espuma de poliuretano con valores de 67 mg/mg + 2,3y 66 mg/mg + 2,8,
respectivamente.

Como se observa en la Tabla 6, la biomasa reportada por Fernandez et al. (2009) inmovilizada en
estropajo es menor que la biomasa colonizada en esta investigacion lo que demuestra mayor
rendimiento de biomasa en la trabajada experimentalmente. Esto puede deberse por las
condiciones fisicoquimicas de crecimiento del hongo, como la temperatura, la agitacion y el
tiempo.

Por otra parte, en el caso de la espuma de poliuretano, se presenta el caso contrario, se reporta que
hay mayor crecimiento de biomasa que la obtenida experimentalmente. Esto puede deberse por el
volumen empleado de espuma y por las condiciones de crecimiento del hongo.

Por otra parte, la cepa de T. versicolor inmovilizada en fique, reportada en la literatura, con la que
se compard la biomasa de T. versicolor DSM 3086 inmovilizada en fique experimentalmente, es
donada por el laboratorio de Biotecnologia aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana. Sin
embargo, Garzon (2009) no reporta el tipo de cepa utilizada por lo que no se tienen detalles de su
conservacion.

El protocolo de inmovilizacion de fique reportado se realizd por medio de un ensayo en 250 mL de
medio liquido mineral Radha modificado donde agregaron 4 mallas de fique de 1x1 cm con un
peso de 0,24 g cada una. Se incubaron en agitacion a 120 rpm durante 15 dias a 30° C.

Después de este procedimiento se hallé el peso seco de la biomasa inmovilizada en las mallas de
agave y se reportd un atrapamiento de T. versicolor de 0,44 mg/mg, 0,42 mg/mg y 0,41 mg/mg
para cada uno de los ensayos realizados.

En este caso, al igual que como la espuma de poliuretano el fique reportado por Garzon (2009)
resultd obtener mejores resultados de retencion de biomasa, como se observa en la Tabla 6. Estos
resultados se deben en primer lugar a la diferencia de tamafios del soporte fique en las dos
investigaciones ya que en el experimento reportado por Garzén (2009) se emplearon 4 mallas de
fique de 1x1 cm, contrario a la malla de fique de 3x3 cm que se emple0 en el presente estudio. Al
tener mas sustrato para retener biomasa se reporta mas crecimiento de esta. Asimismo, es
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necesario tener en cuenta que las condiciones del protocolo de inmovilizacion ya que pueden
afectar la variable biomasa con respecto a la temperatura, la agitacion y el medio de cultivo.

Por ultimo, fue necesario comparar el crecimiento de biomasa libre de T. versicolor DSM 3086
con el reportado por Rodriguez et al. (2017), el cual emple6 una cepa de Trametes maxima
inoculado en medio liquido. Se rasp6 parte del micelio del hongo conservado en cajas de Petri en
PDA vy se adiciond a erlenmeyer con 50 mL de caldo peptona. Estos fueron incubados en agitacion
a 120 rpm a 25° C por 15 dias. Completado este proceso se separ6 la biomasa por filtracion y se
obtuvo como peso seco final 1.38 + 0.01 mg/mL.

La gran variacion de datos de biomasa obtenida experimentalmente con la reportada en la
literatura, demuestra a simple vista que el hongo T. versicolor DSM 3086 es mucho maés eficiente
en cuanto a la produccién de biomasa que T. maxima, al producir méas del triple de biomasa
reportada.

Aunque es claro que las condiciones de crecimiento del hongo experimentalmente comparado con
cada uno de los reportes varian considerablemente, en términos de biomasa es posible determinar
que el hongo T. versicolor DSM 3086 es muy recomendable en la optimizacion de tratamientos
bioldgicos por su alta capacidad de produccion de biomasa, siendo directamente proporcional a su
posible capacidad de degradacion de un contaminante especifico.

7.3. Resultados y analisis objetivo especifico 4.2.3

7.3.1. Caracterizacion de vinaza pura, vinaza diluida al 60%

En la puesta en marcha del tratamiento preliminar se llevaron a cabo dos pruebas, en la primera se
trabajo con la vinaza del Ingenio Manuelita y en la segunda con la vinaza proveniente del Ingenio

Incauca.

A continuacién, en la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos en los 4 pardmetros
establecidos anteriormente en la metodologia.

Tabla 7. Valores de cada parametro segtin concentracion de la vinaza

Concentracion

Paramet 05 5 10 80 iy Unidad
ro % % % % 0 es
pH - - - 497 4.83
Vinaza Turbidez - 64 858 gg 1280 NTU
Manueli
ta Color 403 - - - 80060 PCU
1010 mg
DQO 353 - - - 00 OulL
Vinaza pH - - - 4é5 4,6
Incauca Turbidez ; 14 i i 2060 NTU
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8
Color 150 - . ) 30000 PCU
262 5254 mg
PO0 7 ) ] ) 00 O,/L

Nota: Cada uno de los valores obtenidos por los equipos de la Universidad El Bosque, fueron verificados seguin la
repetitividad de los valores. El pH fue hallado por medio del Multipardmetro Sartorius, la turbidez se hall6 a través del
2100 N Turbidimeter HATCH 47001, el color fue determinado con el Fotometro HANNA y la DQO con el
Spectroquant TR 420 y el Espectrofotometro GENESYS 5.

La dilucién de las sustancias genera un cambio en el pH, debido a que al aumentar el volumen diez
veces, la concentracion de dicha sustancia se reduce a la décima parte y el pH varia en 1 unidad
(IES DOMINGO MIRAL, 2010).

En consideracion con los resultados obtenidos frente a la dilucidn de las dos vinazas, se puede
apreciar que su pH cambid en aproximadamente 0.05 unidades. Lo anterior se puede explicar a
causa de que en ambas vinazas se diluy6 la muestra, pero no al grado de diluirla 1 vez mas al
volumen trabajado principalmente, por ende, mucho menos a 10 veces el volumen, dicho de otro
modo, como no se utiliz6 un volumen considerable, el pH no vari6 en gran cantidad.

T. versicolor se identifica por tener una excelente produccion de la enzima lacasa, la cual ha sido
reportada como una de las mejores enzimas con actividades enzimaticas para la degradacion de
contaminantes, dado que en la interaccion vinaza-hongo, se genera un vinculo electrostatico entre
los fragmentos anionicos, la muestra y los aminoacidos producidos por esta enzima (Fernandez et
al, 2009). Todo este proceso se habria visto favorecido por el pH, a causa de que este tipo de
actividades se desarrollan mejor en condiciones de acidez. Sin embargo, esto no quiere decir que
el pH no haya podido variar con el tratamiento, por el contrario, en relacion con este, de haber
funcionado, el cambio del pH habria sido un poco mas notorio, puesto que no solo influye la
realizacion de diluciones, sino que también se habria visto afectado por la degradacion del
contaminante, sin dejar de oscilar cercano al valor obtenido principalmente.

Por parte de la turbidez, como la vinaza es un subproducto muy turbio, la muestra pura no logré
ser leida por el equipo, de tal manera que se diluyd al 5% para poder ser medida, lo que nos
muestra que es de gran proporcion la cantidad de sedimentos y materia organica que posee la
vinaza. Asimismo, la muestra que fue diluida al 60% para la realizacion del ensayo, debi6 ser
diluida al 10% para confirmar su lectura.

Las vinazas utilizadas en el tratamiento, a pesar de ser provenientes de industrias azucareras, no
son efluentes con el mismo valor en cada una de las propiedades analizadas en la caracterizacion
fisicoquimica. Como se puede observar, la turbidez de la vinaza del Ingenio Incauca es mucho
mayor a la turbidez de la vinaza del Ingenio Manuelita, lo que muestra que el subproducto de
Incauca posee una mayor cantidad de material suspendido que no permite el paso de la luz en el
equipo, ya sea por sedimentos, materia organica, entre otros. Por otro lado, en la Tabla 7, se puede
notar la ausencia del dato que corresponde a la turbidez de la vinaza de Incauca al 60%, lo cual es
debido a que no se obtuvo una cantidad de muestra suficiente para determinar este parametro.
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Con respecto al color, la vinaza obtuvo niveles de PCU (Unidades de Platino Cobalto) muy altos a
la concentracion del 100%, lo cual se debe a la presencia de melanoidinas y melazas que aparecen
en el proceso productivo de la cafia de azucar. Estas melazas tienen unos derivados que son los
compuestos fendlicos recalcitrantes, los cuales permiten la pigmentacion oscura y a su vez los
valores de la DQO de la vinaza. Dado que, el principio de funcionamiento del equipo para medir
este pardmetro, se basa en el paso del haz de luz a través de la muestra y la interaccion de esta con
la muestra, se pudo determinar que, debido a su alto contenido de material (melazas) y la precision
del equipo, se tuvo que diluir la vinaza al 0,5% para obtener una lectura que estuviese dentro del
rango del fotometro, ya que estas diluciones permitian la dispersion del material que no precisaba
una adecuada lectura (HANNA, 2018; Gutiérrez et al, 2009).

Como se ha explicado con anterioridad, no todas las vinazas poseen el mismo valor caracteristico,
es por esto que la vinaza del Ingenio Manuelita mantuvo una coloracion mayor a la vinaza del
Ingenio Incauca. De igual forma, se puede mencionar que la actividad bioldgica presente en las
vinazas influyé en el color, puesto que, en el caso del subproducto de Manuelita, esta llevaba 6
meses de haber sido recogida de los destiladores y almacenada en un galén de pléastico, a
diferencia de la vinaza de Incauca que, a las dos semanas de haber sido recolectada, ya estaba
siendo esterilizada, almacenada en frascos de vidrio y refrigerada como lo recomienda Giraldo
(1995).

La enzima lacasa es producida por el hongo T. versicolor y los reportes presentan muy buenos
resultados por parte de esta enzima en la decoloracion de las aguas contaminadas. Es por esto que,
en caso de haber funcionado el tratamiento, la lacasa en los tres primeros dias habria comenzado a
degradar el color marrén de la vinaza, puesto que su actividad se encuentra en mejores condiciones
durante este periodo. Esta actividad enzimética habria desintegrado los compuestos que
proporcionan la fuerte pigmentacion, es decir, los compuestos fendlicos recalcitrantes se
convertirian en unos mas simples para su posterior remocién (Fernandez et al, 2009; Gutiérrez et
al, 2009).

Con relacion a los resultados de la DQO, el instrumento encargado de medir este pardmetro posee
un haz de luz que cuantifica la cantidad de oxigeno requerido para oxidar la materia organica
presente en la muestra (Rodriguez, 2007). Para un subproducto tan obscuro como la vinaza, la
radiacion electromagnética no lograba ser transmitida, sino que era absorbida por la materia en
suspension, por consiguiente, se tuvo que diluir la vinaza al 1%. Sin embargo, a este grado de
dilucion la muestra seguia dando un valor fuera de escala, por ende, se diluy6 a 0.5% para poder
obtener un resultado.

Como fue mencionado anteriormente en el color, los compuestos fenolicos recalcitrantes no solo
se encargan de proporcionar coloracion a la muestra, sino que también tienen influencia en la
DQO y como la vinaza de Manuelita mantuvo un reposo de 6 meses, sus caracteristicas
fisicoquimicas cambiaron por accion de las actividades microbianas (Giraldo, 1995). Con base en
los datos arrojados en la prueba de DQO, es evidente que la vinaza de Incauca posee un valor
mayor a la de Manuelita, para lo cual se puede deducir que en el tiempo de reposo al que estuvo
expuesto la vinaza de Manuelita, la descomposicion por parte de la microbiota presente generd una
disminucion en la DQO, puesto que, para el punto de la realizacion de la prueba, ya se habria
degradado gran parte de la materia organica presente en el subproducto. Por lo que se refiere a la
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vinaza del Ingenio Incauca, como esta no llevaba mucho tiempo de haberse recolectado, existia
aun una cantidad considerable de materia organica en ella.

Por otro lado, se puede inferir que, en caso de haber funcionada el tratamiento, la muestra no
habria reducido la DQO al 100%, en vista de que segun Gutiérrez (2009), las sustancias que
conforman los compuestos fendlicos recalcitrantes, tales como el &cido gélico, tanico y
melanoides, no son degradables por procesos biologicos.

7.3.2. Ensayos de degradacion de vinaza con concentracion optima

Para la muestra de Manuelita se realiz6 un ensayo con discos de hongo y el soporte sin estar
inmovilizado, pero debido a que esta prueba no resulto, se realiz6 un segundo ensayo con la vinaza
de Incauca con el soporte ya inmovilizado por el hongo. Sin embargo, este tampoco resulto, lo que
significa que no se presento ningun signo de degradacion de este contaminante durante el tiempo y
las condiciones estipuladas en la metodologia.

Finalizados los 15 dias del tratamiento, se analizaron todas las muestras por medio de la
observacion donde a simple vista se logré percibir que no ocurrié algin tipo de contaminacién por
parte del montaje, ya que en los controles abidticos de los tratamientos no se presentd la
propagacién de ningin microorganismo. No obstante, tampoco se presentd un cambio en el color
de la vinaza, a razon de esto, se determinaron algunos motivos por los cuales los ensayos no
funcionaron. En primer lugar, haciendo referencia a la vinaza de Manuelita, principalmente la
prueba no funciond debido a que la muestra llevaba 6 meses de haber sido recogida a la salida del
proceso de destilacion, por ende, ya se encontraba en un nivel de descomposicion avanzado, lo
cual no permiti6 el crecimiento del microorganismo (Giraldo, 1995).

En segundo lugar, tomando el ensayo de la vinaza de Incauca, también se pudo observar que el
color de la muestra no cambi6. Sin embargo, esto no es atribuible a la muestra, ya que esta se
encontraba en buen estado. Dicho esto, se puede analizar que no se presentdé una degradacion
visual del contaminante por varias razones, como lo es la estandarizacion del proceso, esto quiere
decir que se deben hacer mas pruebas hasta alcanzar los resultados esperados, dado que un
experimento puro requiere de varios ensayos para poder obtener las condiciones éptimas para un
adecuado funcionamiento.

También un motivo se puede deber a la cantidad de los discos que se utilizaron en el montaje para
la inmovilizacion del hongo en los sustratos, ya que en los reportes que se han presentado, la
cantidad de discos que usan para la colonizacion del soporte varia de 10 a 15 discos, de modo que
les proporciona una mayor cantidad de biomasa y no permite que esta se inactive facilmente. Con
relacién a su tamafo, si se tienen discos pequefios lo mas conveniente es tener una cantidad
considerable, mientras que si se tienen discos grandes se debe tener una menor cantidad de ellos,
lo cual lo convierte en una relacion inversamente proporcional, lo mismo sucede con los sustratos
(Fernandez et al., 2009).

El tamafio y la cantidad de los soportes también es influyente en los resultados, porque al ser de
menor tamafio se permite una colonizacién mas completa de todos los utilizados y como se ha
reportado, han utilizado referente al fique alrededor de 15 hilos de 5cm de largo, en lo
correspondiente a la espuma y al estropajo han sido en torno a 5 cubos de 0.5 cm®, entre otros. Por
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consiguiente, los pequefios tamafios de los soportes permiten que haya una mayor cantidad de
inmovilizaciones, puesto que habria una mayor cantidad de cada bioportador, lo cual puede
generar una mayor remocion por la diversa cantidad de superficies de contacto de la
inmovilizacion, mientras que una sola masa grande de soporte, no posee tanto movimiento como
lo tendrian varias masas y asi lograr tener mas roce con el contaminante (Fernandez et al, 2009;
Coérdoba & Ospina, 2009; Moreno & Ospina, 2008).

Otra causa pudo haber sido las condiciones a las que se sometié la incubacion del ensayo, puesto
que en este estudio se trabajo con una temperatura de 26.5° C y agitacion de 150 rpm, mientras
que en otros articulos la temperatura utilizada oscila en los 30° C y la agitacion en los 120-130
rpm. Las variables utilizadas pudieron ocasionar que el hongo no se desarrollara como debia por la
falta de temperatura para cumplir con su metabolismo o por la agitacion, siendo esta tal vez mucho
mas rapida de la que puede tolerar el hongo para mantener su adherencia al soporte, generando
condiciones de estrés en el microorganismo, lo que pudo haber generado que este se enfocara mas
en mantener su adhesién al bioportador que en llevar a cabo la degradacion del contaminante.
Igualmente, el tiempo manejado por algunas investigaciones presentan ciclos de 30 a 40 dias para
poder visualizar una decoloracién del contaminante, en cambio el tiempo utilizado en los ensayos
fue de 15 dias, de manera que este tipo de experimentos requieren de un periodo mas extenso para
notar cambios en consideracion a la degradacion (Velasquez et al, 2018; Garzén & Barragéan,
2008; Fernandez et al, 2009; Cdrdoba & Ospina, 2009; Garzén R. , 2009).

Por Gltimo, a causa de que no todas las vinazas que se producen son homogéneas, es decir, las
caracteristicas de cada una varian dependiendo la industria en que sea genera; la concentracion de
dilucion a trabajar puede ser diferente en las vinazas, puesto que, por ejemplo, la cantidad de
melazas presentes en cada muestra puede ser mayor en una que en otra. Por lo cual, la dilucién al
60% como fue trabajada por Velazquez et al. (2018), tal vez no fue la adecuada para las muestras
utilizadas.
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8. Conclusiones

La inmovilizacion del hongo T. versicolor DSM 3086 demostré ser eficiente en estropajo comun
(Luffa cylindrica), dado que se obtuvo el mayor crecimiento de biomasa y mayor retencion interna
de este. Lo que permite concluir que la inmovilizacion puede ser viable para optimizar procesos de
biorremediacion por la gran produccion de biomasa que se genera en este tipo de soporte y ademés
se facilitaria las condiciones de operacion de los tratamientos bioldgicos al manejar el hongo de
forma voluntaria.

Adicionalmente, se comprobd que, el estropajo es el bioportador mas eficiente para la contencion
de biomasa fungica, debido a su estructura tubular y fibrosa que permiten la insercion de las hifas
del microorganismo dentro de si. Sin mencionar que este crecimiento se ve beneficiado por la gran
porosidad, cabida en su interior y los elementos que la componen, ya que estos le ofrecen al hongo
los nutrientes y sustratos necesarios para su optimo desarrollo. Ademas, a la Luffa cylindrica se le
atribuyen ciertas ventajas referentes a su valor, puesto que es un material econémico, no genera
ningun tipo de toxicidad ni reactividad con los contaminantes a tratar, es facil de manejar y es un
material biodegradable que después de su uso, no es considerado como un residuo peligroso ni de
dificil disposicion.

Cabe mencionar que, en cuestiones de biomasa, se presentd una mayor produccion de esta en el
control positivo sin soporte, indicando que el hecho de generar una inmovilizacién disminuye el
rendimiento de produccion de biomasa del microorganismo. Sin embargo, el manejo del hongo se
hace méas practico cuando este se encuentra inmovilizado, por lo que se propone plantear
tratamientos de inmovilizacion con este método.

El hongo T. versicolor DSM 3086, presentd mejores resultados de crecimiento fangico, con
respecto a las cepas comparadas, debido a que se trata de una cepa de banco aislada, que ha sido
apartada de cualquier contaminante, contacto con cualquier tipo de fauna como hongos, levaduras,
bacterias, insectos, entre otros. Lo cual da via para suponer que el hongo ha mantenido su pureza
por medio de tratamientos, conllevando a la mejora de su eficiencia.

Las limitantes que inciden en el 6ptimo desempefio de la inmovilizacion del hongo T. versicolor
en estropajo comun, para ser empleada en procesos de biorremediacion, son factores asociados al
tiempo de degradacion, la temperatura, las revoluciones por minuto, el volumen de soporte que se
emplee tanto como el nimero de discos del hongo que se utilicen para determinado tratamiento.
Por esto se concluye que es necesario hacer una estandarizacion del proceso para asi asegurar las
condiciones de biorremediacion dptimas, ya que, al tratarse de un tratamiento tan sensible, con
microorganismos, se debe asegurar la sobrevivencia y adecuado funcionamiento de estos.

El aporte de este trabajo a la Ingenieria Ambiental radica en la posible implementacion del método
para biorremediacion de contaminantes, de forma econdmica, mitigando y previniendo los
impactos negativos sobre el recurso hidrico alterado por las industrias, para lograr mejorar la
calidad de vida de la comunidad.
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9. Recomendaciones

Es importante tener en cuenta en futuros estudios, que la estandarizacién del método es vital, a
causa de que esta homogenizacion de la metodologia permitiria la obtencion de excelentes
resultados en cuanto a la degradacion de la vinaza. Para lo cual se recomienda continuar con la
alternativa de tratamientos bioldgicos como la inmovilizacién de hongos de podredumbre blanca
mediante la optimizacion de las condiciones a las que se deben exponer, tales como la
temperatura, la duracion del ensayo, las diferentes concentraciones del contaminante y las
revoluciones en el proceso de agitacion. Sin embargo, se sugiere que el cultivo de los
microorganismos se realice en medio solido. Por parte de la inmovilizacion, es recomendable
llevar a cabo los in6culos con una mayor cantidad de discos y los soportes de un menor tamafio,
pero en mayor cantidad para su 6ptima colonizacion.

Realizado el ensayo y obtenidos los resultados ideales en la inmovilizacidn, se recomienda llevar a
cabo las pruebas mas alld de las pequefias escalas, como, por ejemplo, incorporar la
inmovilizacion en una columna, en la cual el proceso de biorremediacion proceda en su interior.
Entrando por la parte superior de dicha columna el efluente, es decir, el contaminante y saliendo
por la parte inferior el contaminante degradado. Dentro de la columna se podria encontrar el
soporte inmovilizado por el microorganismo encargado de la degradacion y dicha estructura
deberia encontrarse en las condiciones dptimas para su adecuado desarrollo.

Por altimo, el desarrollo de esta alternativa de biorremediacion de la vinaza puede llegar a ser
implementada como un tratamiento a la salida del proceso productivo de los ingenios azucareros,
permitiendo una reduccion en la contaminacién de los cuerpos hidricos aledafios a las industrias,
una posible disminucién en los costos de la empresa y/o ganancias por medio de la
implementacién de simbiosis industrial, es decir que los residuos de un proceso, en este caso los
vertimientos a ser tratados con este tipo de biotecnologia, sirvan como insumo para otros procesos;
por ejemplo, que el agua degradada logre ser recirculada en otros procesos.
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