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RESUMEN

La gestion de residuos es un tema de suma importancia que resalta la urgencia de
desarrollar e implementar tecnologias y practicas innovadoras para promover la
sostenibilidad y proteccion del ambiente. En Panama4, las vinazas de cafia de azicar
representan un desafio ambiental significativo ya que se producen en gran cantidad y tienen
caracteristicas recalcitrantes tales como su color oscuro y elevada carga orgédnica. Por su
parte, el bagazo es un residuo sélido con potencial de aprovechamiento que no ha sido
suficientemente estudiado en nuestro pais. En este contexto, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la decoloraciéon de vinazas mediante la aplicacion de un tratamiento
combinado con el hongo lignolitico Trametes villosa y biosorcidon con bagazo de cafia. El
biotratamiento combinado produjo un porcentaje de decoloracion de la vinaza de 93.1%.
El proceso de biosorcion no produjo cambios estructurales ni morfoldgicos en el bagazo
de cafia, por lo cual se deduce que la interaccion entre el bagazo y los componentes que
confieren color a la vinaza fue un proceso fisico. Las herramientas quimiométricas
aplicadas permitieron la optimizacion de los factores involucrados en los procesos de
biotratamiento y biosorcién lo cual proporciona datos de linea base para el disefio de
estrategias para mitigar el impacto ambiental de las vinazas de cafia de azucar. Los
resultados obtenidos contribuyen con la base cientifico-técnica del pais ya que se aporta
conocimiento para el manejo de dos residuos producidos por la misma actividad
economica.

Palabras clave: fermentacion, disefio central compuesto, bioconversion,
biomateriales
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ABSTRACT

Waste management is an important issue that highlights the urgency of developing and
implementing innovative technologies and practices to promote sustainability and
environmental protection. In Panama, sugarcane vinasse represents a significant
environmental challenge as it is produced in large quantities and has recalcitrant
characteristics such as its dark color and high organic load. On the other hand, bagasse is
a solid waste with potential for use that has not been sufficiently studied in our country. In
this context, the present work aimed to evaluate the decolorization of vinasse by applying
a combined treatment with the ligninolytic fungus Trametes villosa and biosorption with
sugarcane bagasse. The combined biotreatment produced 93.1% decolorization. The
biosorption process did not produce structural or morphological changes in sugarcane
bagasse from which it can be deduced that the interaction between the bagasse and the
coloring components within the vinasse was a physical process. Chemometric tools
allowed the optimization of the factors involved in the biotreatment and biosorption
processes, which provides baseline data for the design of strategies to mitigate the
environmental impact of sugarcane vinasse. Our results contribute to the country's
scientific-technical base providing knowledge for the management of two wastes produced
by the same economic activity.

Keywords: fermentation, central composite design, bioconversion, biomaterials
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CAPITULO I
MARCO INTRODUCTORIO



1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Aspectos generales del problema

La produccion de etanol a partir de la cafia de azticar en la Republica de Panama ha ido en
aumento en los ultimos afios. Segin la Asamblea Nacional, Anteproyecto de Ley #302
(2021), se cuenta con la capacidad de procesamiento de 1 500 000 toneladas de cafia, lo
que permite la produccion de méas de 110 millones de litros de etanol. La produccion de
etanol resulta en una gran cantidad de residuos; se estima una relaciéon de entre 10 y 15

litros de vinaza se producen por cada litro de etanol (Lezcano y Mora, 2005).

Segun el Ministerio de Desarrollo Agropecuario en el informe Cierre Agricola 2023-2024,
en Panamad se registraron 261 productores de cafia de azlicar, que sembraron un total de 10
845 hectareas, las cuales produjeron un total de 804 828 toneladas de cafia en el periodo
comprendido entre el 1 de mayo de 2023 al 30 de abril de 2024; aproximadamente un 46%
de la produccion de cafa a nivel nacional se encuentra en la provincia de Chiriqui. Se
estima que por cada 1000 toneladas de cafa de azicar que se procesan, se producen 270

toneladas de bagazo de cafia (Chaudhary et al., 2021).

La vinaza, considerada como efluente, no es apropiada segiin los parametros aceptados
para descarga de efluentes liquidos en Panama estipulados segun las normas vigentes
(DGNTTI, 2019; 2008). Parametros como el pH, solidos totales, conductividad eléctrica y
hierro, demanda quimica y demanda bioquimica de oxigeno y su color café¢ oscuro se
encuentran fuera de los limites establecidos para los efluentes. Sin un programa de
tratamiento o valorizacion este residuo constituye un reto para la responsabilidad social

ambiental de las destilerias.



Por otro lado, el bagazo de cafia de azlicar se aprovecha para la produccion de energia, pero
esta aplicacion tiene implicaciones ambientales por la generacion de gases de efecto
invernadero. Otra aplicacion del bagazo es su mezcla con alimento para preparar raciones
para rumiantes (Molavian et al., 2020). No se ha explorado el bagazo de cafia de azucar
como residuo en procesos de tratamiento de agua residuales. En Panama se han llevado a
cabo estudios de biotratamiento y valorizacion de vinazas, que han sentado lineas base para
protocolos que implican el uso de hongos basidiomicetos de podredumbre blanca. Sin
embargo, a la fecha, no se han reportado estudios en los que se combinen tratamientos
bioldgicos para la vinaza. Mas ain, no se han reportado estudios que combinen

tratamientos haciendo uso de subproductos de la misma industria que genera la vinaza.

1.1.2 Hipotesis

Hipotesis 1:

HO: El biotratamiento combinado con 7. villosa y biosorcion con bagazo de cafia no

produce decoloracion en la vinaza.

Ha: El biotratamiento combinado con 7. villosa y biosorcidon con bagazo de cafia produce

decoloracion en la vinaza.

Hipotesis 2:

HO: No se observan cambios morfologicos ni estructurales en el bagazo de cafa luego del

proceso de biosorcion.

Ha: Se observan cambios morfoldgicos y estructurales en el bagazo de cana luego del

proceso de biosorcion.



1.1.3 Objetivo general

Desarrollar un protocolo para la decoloracion de vinazas de destileria mediante tratamiento

combinado con Trametes villosa y biosorcidon con bagazo de cana.

1.1.4 Objetivos especificos

a. Caracterizar el bagazo de cafia antes y después del proceso de biosorcion.

b. Aplicar un protocolo validado de biotratamiento con 7 villosa a la vinaza cruda.

c. Optimizar y validar las condiciones de biosorcion de la vinaza pretratada con T.
villosa empleando bagazo de caia.

d. Determinar el porcentaje de decoloracién obtenido por biotratamiento con los

protocolos combinados de biotratamiento y biosorcion.

1.1.5 Alcance del trabajo

El presente trabajo de investigacion aplicé un tratamiento combinado para el tratamiento
de vinazas de destileria, aprovechando una cepa nativa de la region, Trametes villosa y un
residuo agroindustrial, el bagazo de cana. En primera instancia se llevd a aplicod la
fermentacion sumergida por una metodologia reportada en la literatura que se valido para
la muestra analizada. Esto permitid tener un volumen de muestra biotratada por el hongo

para luego utilizar el bagazo como biosorbente.



La utilizacion de herramientas quimiométricas permitieron el establecimiento de las
condiciones Optimas para la biosorcion y los efectos del proceso sobre el bagazo de cafia

fueron analizados por técnicas quimicas, espectroscopicas y microscopicas.

Con lo anterior el proyecto proporciona los primeros resultados para la decoloracion de
vinaza producida por la agroindustria local combinando las propiedades de bioconversion
de un hongo de podredumbre blanca con la utilizacioén de un residuo lignoceluldsico como

bagazo de cafia como material biosorbente.

1.1.6 Limitaciones

Dentro de los aspectos que no se incluyen en el proyecto se encuentran la optimizacion de
las condiciones relevantes para el biotratamiento con 7. villosa, ya que unicamente se busco

encontrar la combinacion de factores que producian el mejor porcentaje de decoloracion.

La evaluacion de la temperatura como factor incidente sobre la biosorcion se excluyd como

actividad del estudio por razones operativas por la limitacién de equipo.

Respecto a los datos, se tiene que el disefio de superficie de respuesta estuvo condicionado
a la capacidad del incubador, lo que justifica la cantidad de puntos en la matriz de disefio

central compuesto como se detalla mas adelante.

1.1.7 Justificacion

Planteada la necesidad de investigaciones de desarrollo tecnologico relacionadas con el

manejo de residuos agroindustriales, especificamente de la vinaza y del bagazo, este



proyecto propone la valorizacion del bagazo de cafia mediante su aplicacion como material
biosorbente para el tratamiento de la vinaza. Este abordaje aplica los fundamentos de las
biorrefinerias y bioeconomia, por el aprovechamiento de las materias primas y también de
los residuos generados dentro de una misma actividad econémica, buscando informacién
de linea base para la generacion de protocolos que puedan ser eventualmente escalados en
futuros estudios. Estos son conceptos clave en la investigacion biotecnoldgica ambiental

actual.

El desarrollo de esta investigacion busca generar nuevo conocimiento sobre los
tratamientos bioldgicos para los efluentes y contribuir con la generacion de capacidades en
biorremediacion y valorizacion de residuos, lo cual guarda relacién con la linea de

investigacion 1: Biodiversidad y Ambiente de la Universidad Autonoma de Chiriqui.
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2.1 VINAZAS DE DESTILERIA

2.1.1 ;Qué son las vinazas?

La produccion de etanol se da partir de la fermentacion de la glucosa aprovechando el
metabolismo de las levaduras (Figura 1); la especie mas cominmente utilizada para este
proposito es la Saccharomyces cereviseae debido a su alto rendimiento (Espinosa y
Ovando, 2014). Las vinazas son el principal residuo generado por las destilerias de etanol
y se caracterizan por ser un liquido de color oscuro con pH 4acido de entre 3.5 y 5 (Cabrera

etal., 2021).

Figura 1 Reaccion de fermentacion de la glucosa.

CeH,,0, Glucosa
Ci2Hz04 + H,O0 ——=
Sacarosa CeH ;1,04 Fructosa
CH,0, —= 2CHOH +  2cC0,

Glucosa Etanol Dioxido de carbono

Las vinazas se forman en la etapa de destilacion en la que se separa el etanol de otros
productos no deseados (Figura 2); la cantidad de vinaza producida por cada litro de etanol
va a depender de la cantidad de veces que estas puedan recircularse en el proceso (Espinosa
y Ovando, 2014) y también dependerd tanto de la materia prima como del método de
produccion (Ibarra et al., 2019). Segiin Lezcano y Mora (2005) la obtencion de un litro de

etanol estima una produccion promedio de entre 10 y 15 litros de vinazas.



Para la produccion de etanol se aprovecha una variedad de materia de origen vegetal como
la cafia de azucar, el maiz, cereales, remolacha, entre otros. El proceso de produccion varia
dependiendo de las caracteristicas de la materia prima, las cuales usualmente se dividen
en: materiales de alto contenido en azlcares (cafia de azucar, remolacha dulce), materiales
de alto contenido en almidén (maiz, trigo, papa), materiales celuldsicos (residuos agricolas,

madera) (Melgar et al., 2014).

Figura 2 Esquema del proceso de produccion de etanol a partir de cania de azucar.

Bioetanol
Nutrientes

Cafa deazlar, Lavado 5 Mosto, NP
B L |  Fermentacion Destilacion
Molienda
Jugos
Azucanados
Bagazo Vinazs
Nnazas
——p

Fuente: Caputo (2020)

2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas de la vinaza.

Las vinazas de cafa son un residuo altamente variable cuya composicion depende tanto de
los procesos especificos utilizados en las etapas de fermentacion y destilacion, asi como de
la seleccion de la seleccion de la cepa y la materia prima utilizada. La Tabla 1 muestra la
composicion de distintas muestras de vinaza de cafia de azucar donde se puede observar
esta variabilidad. En general las vinazas independientemente de su origen presentan niveles
altos de materia organica, potasio y calcio, cantidades moderadas de nitrogeno y fosforo,

pH acido, grandes cantidades de solidos suspendidos y elevados valores de la demanda

9



quimica de oxigeno (DQO) y demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) (Aguila et al.,
2024). El descarte de este residuo sin un plan de tratamiento es increiblemente perjudicial
para los ecosistemas (Mikucka y Zielinska, 2020). La presencia de diversos compuestos
organicos como melanoidinas, compuestos fendlicos y derivados del furano, son causa del
caracter recalcitrante de las vinazas, por lo cual es un residuo dificil de tratar por métodos
tradicionales (Pascual, 2019). La composicion altamente variable de las vinazas requiere
que sean caracterizadas antes de su posible utilizacion o aprovechamiento (Borrero et al.,
2023). Ademas de que estos compuestos contribuyen con la carga organica, también son

responsables del color oscuro de las vinazas.

Tabla 1 Comparacion de la composicion fisicoquimica de distintas muestras de vinaza.

, : Muestra
Parametro  Unidad 5,14 AMJ5 AM89 p. sliliptis
Conductividad uS/cm 6.650 6.660 6.475 6.430
pH Unidad 4.665 4,74 4.77 4.67
Oxigeno disuelto mg/L 0.985 5.6 1.845 4.56
Turbidez NTU 3.835 3.520 4.745 3.400
Solidos disueltos mg/L 3.250 3.541 3.425 3.565
Solidos mg/L 4.135 3.980 5.035 3.840
suspendidos mg/L 7.655 7.521 8.460 7.405
Solidos totales mg/L 30 26.5 57.5 41
NO3-N mg/L 134 116.5 255 181
NOs mg/L 4.75 4.35 4.85 3.3
POs* mg/L 3.55 3.25 3.65 2.45
P20s mg/L 1.55 1.4 1.6 1.1
P mg/L 115.5 76 112.5 123
N mg/L 141 92.5 137 149.5
NHs mg/L 225 285 235 275
Sulfatos mg/L 21.165 19.535 21.905 17.600
DBO5 mg/L 40.800 36.100 41.000 42.300
DQO mg/L 0.52 0.54 0.53 0.42
DBO5/DQO

Fuente: Ceron et al. (2013)
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2.1.3 Impacto ambiental de las vinazas

Todas las actividades productivas generan residuos, los cuales deben ser tratados y
dispuestos de forma que se mitigue el impacto negativo a la salud humana y al ambiente;
las vinazas constituyen un grave peligro medioambiental debido a la gran cantidad de
materia orgéanica presente en ellas y el volumen en que se genera (Gonzalez et al., 2020;

Ibarra et al., 2019).

Las vinazas de destileria de alcohol se encuentra entre los residuales organicos de mayor
efecto contaminante sobre la flora y fauna del planeta; las vinazas vertidas en rios lagos, y
canales sin ningun tipo de tratamiento provocan un gran efecto contaminante sobre las
fuentes de agua superficial y subterraneas, la disminucion de la luminosidad de las aguas,
el oxigeno disuelto y la eutrofizacion son algunos efectos observados en aguas

contaminadas por vinazas de destileria (CONADESUCA, 2016).

En Panama la descarga de vinazas estd regida por los reglamentos técnicos DGNTI-
COPANIT 35-2019 y DGNTI-COPANIT 39-2000, en los que se establecen los valores
maximos permisibles para la descarga de efluentes liquidos industriales a sistemas de
recoleccion de agua residual. Este reglamento se toma en cuenta parametros como el DQO
(mg/L), DBOs (mg/L), nitratos, olor, pH, solidos disueltos, s6lidos sedimentados, sélidos
suspendidos, solidos totales, color de las muestras, entre otros; dentro de los pardmetros
mencionados podemos encontrar multiples puntos para los cuales la vinaza sin tratar no
cumple con la norma, por lo que no es elegible para ser descartada sin un tratamiento

previo.
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2.1.4 Tratamientos alternativos y aprovechamiento de las vinazas

Para abordar el problema de la vinaza se han planteado distintas alternativas. Por ejemplo,
se ha estudiado el uso de las vinazas como fertilizante en la produccion de la cana de azicar
(Figura 3), encontrando resultados favorables en su uso como suplemento o alternativa a
la fertilizacion mineral de nitrogeno, fosforo y potasio (Chaudhary et al., 2021). Sin
embargo, un factor a considerar en su uso continuo y prolongado como fertilizante son las
caracteristicas propias de las vinazas como su acidez o las altas concentraciones de sulfatos,
cloruros y nitratos que pueden resultar en tanto en la contaminacioén de los suelos en los
que se aplica como en los sistemas de aguas aledafios y subterraneos. La salinizacion de
los suelos, sobrecarga de materia organica, la contaminacion ionica debido a la presencia
de sales sodio, calcio, potasio, magnesio y metales, y la acidificacion de las aguas son
ejemplos de algunos efectos que puede tener el uso indiscriminado de vinazas como

fertilizante (Chafon y Lorenzo, 2014).

Figura 3 Cadena de valorizacion en la produccion de etanol y azucar a partir de la caria.
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Fuente: Montiel et al. (2022)
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Por otro lado, segin Leon (2023), la sobrecarga de sustancias organicas en el suelo altera
el equilibrio microbiano en suelo y baja las concentraciones de oxigeno disuelto que a largo

plazo afecta el rendimiento de los cultivos y la fertilidad de las tierras afectadas.

Diferentes métodos fisicoquimicos, quimicos y bildégicos han sido propuestos para el
tratamiento de las vinazas, siendo los biologicos los més apropiados debido a la gran
cantidad de compuestos orgdnicos presentes y a su indice de biodegradabilidad
(CONADESUCA, 2016). Este indice de biodegradabilidad se obtiene mediante el analisis
por fraccionamiento de la DQO y brinda una aproximacion para categorizar una muestra
como biodegradable, tal como ha sido discutido por distintos autores (Caballero et al.,

2024; Fernandez et al., 2022; Menéndez y Duefias, 2018).

2.2 REMEDIACION DE LA CONTAMINACION

2.2.1 Biorremediacion

La biorremediacion es una técnica que consiste en el uso de microorganismos como
bacterias, hongos, plantas, algas o enzimas producidas por estos organismos para
biodegradar o descomponer sustancias contaminantes presentes en el suelo, aire o agua

(Iturbe, 2010).

Esta descomposicion de sustancias contaminantes las convierte en otras menos toxicas o
inocuas para el medio ambiente gracias a las capacidades metabolicas de estos organismos

(Rodriguez et al., 2022).
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2.2.2 Micorremediacion

Desde hace afios se han empezado a implementar tecnologias de nueva generacion para la
disposicion de estos residuos, como su uso en la produccion de biogas, el fertirriego, o su
degradacion empleando enzimas producidas por microorganismos; el uso de enzimas
fingicas es una opcidn altamente efectiva en la degradacion de sustancias contaminantes

lo cual se conoce como micorremediacion (Deshmukh et al., 2016).

Los hongos basidiomicetos son de interés en la investigacion para la produccion de enzimas
para ser usadas en aplicaciones industriales debido al amplio rango de sustratos y medios
de cultivo en los que son compatibles, asi como su capacidad de produccion de enzimas.
Dentro de los hongos basidiomicetos se encuentran especies con altas capacidades para
produccion de enzimas destinadas a la degradacion de celulosa, hemicelulosa y pectina, las
cuales pueden resultar utiles en el tratamiento de desechos con concentraciones altas de
materia biologica vegetal (Rytioja etal., 2014). Enzimas como endoglucanasas,
exoglucanasas, lacasas y peroxidasas producidas a partir de hongos lignoceluloliticos son

aplicables a la degradacion de diversos contaminantes organicos (Akhtar y Mannan, 2020).

En la literatura hay reportes sobre el uso de estos hongos para biodegradar y valorizar
residuos vegetales de origen agroindustrial como lo explorado por Deshmukh et al. (2016)
en su estudio sobre las capacidades metabolicas de los hongos para la biorremediacion.
Otros estudios han abordado este tema desde diferentes perspectivas, como el trabajo de
Marquez et al. (2007), que investiga la actividad fibrolitica de enzimas producidas por
Trametes sp. EUMI, Pleurotus ostreatus 1E8 y Aspergillus niger AD96.4 en fermentacion
solida; sobre este Ultimo, es un hongo ascomiceto muy estudiado en micorremediacion

(Gulzar et al., 2017; Moncayo et al., 2024).
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El uso de enzimas también es explorado por Kumar y Chandra (2020), en su estudio sobre
los mecanismos de las enzimas ligninoliticas para la degradacion de residuos

lignocelulosicos en el medio ambiente.

Ademas, se reporta el estudio del tratamiento de aguas residuales en fermentaciones
sumergidas, con enzimas provenientes de microorganismos como hongos y bacterias. Por
ejemplo, el tratamiento de vinaza con el hongo Trametes villosa obtuvo una reduccion
considerable en los valores de DQO, fenoles y color en la vinaza, asi como un aumento del
pH al realizar una optimizacion de las condiciones de produccion de lacasa (Caballero et
al. (2021). Podemos encontrar expuesto en Aguila et al. (2024), el uso conjunto de hongos
y bacterias en una mezcla conocida como Lebame® para el tratamiento de las vinazas con

la cual se logré una reduccion del 36% en el DQO a comparacion de las vinazas crudas.

Los procesos de micorremediacion antes mencionados son procesos ex situ, es decir,
realizados fuera de la localizacion donde se genera el contaminante. Esto es asi porque
dichos procesos estan pensados para el disefio de reactores que se puedan aplicar en el nivel

industrial para el tratamiento de los efluentes antes de que puedan impactar al ambiente.

Por ello se requiere del desarrollo de protocolos que permitan extrapolar los resultados a
mayores escalas de aplicacion (Caballero et al., 2024); en este punto es donde cobran
importancia las practicas de optimizacion de procesos (Singh et al., 2017) y manejo de las
variables involucradas para el logro de protocolos escalables. Para ello, se han aplicado
diversas técnicas para optimizar y realizar predicciones de los procesos de fermentacion
que utilizan hongos basidiomicetos como lo son la quimiometria y el aprendizaje

automatico (Aragdo et al., 2020; Fernandes et al., 2020; Yasmeen et al., 2013).
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2.2.3 Biosorcion

En los ultimos afios se ha observado un creciente interés por la aplicacion de biomateriales
en el tratamiento de aguas residuales, en la busqueda de métodos efectivos para eliminar
la gran cantidad de contaminantes orgdnicos e inorganicos para los cuales los métodos
convencionales no dan buenos resultados (Fuess y Garcia, 2014). La investigacion de estos
biomateriales ha resultado en la implementacion de diversos métodos para la eliminacion
de contaminantes organicos e inorganicos producidos por industrias como la industria textil
y petrolera. Dentro del uso de biomateriales para el tratamiento de aguas se trabajan
diferentes enfoques, como es el uso de biorreactores para la degradacion de contaminantes,
o filtros y biosorbentes para separarlos del agua (Carrasco Marin y Menéndez Diaz, 2010).
Esto es asi, porque la biomasa vegetal de estos residuos tiene caracteristicas estructurales
que facilita la bioadsorcion de moléculas y metales pesados por distintos mecanismos como

el intercambio 16nico e interacciones hidrofobicas entre otros mecanismos.

La adsorcion es un fendémeno superficial que supone un aumento de la concentracion y
acumulacion de uno o mas compuestos determinados conocidos como adsorbatos sobre
una interfase denominada adsorbente. Existen distintos tipos de interacciones que pueden
propiciar la sorcion; se puede clasificar la “fisiosorcion” la cual corresponde a fendmenos
fisicos como potenciales de interaccion y fuerzas de van der Waals, este tipo de absorcion
se considera reversible, puesto que no se dan modificaciones estructurales sobre el
adsorbente ni sobre el adsorbato. La “quimisorcion” se caracteriza por la formacion de
enlaces entre la superficie del adsorbente y el adsorbato son procesos irreversibles y muy

especificos (Caputo, 2020).
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La seleccion de un material biosorbente debe tomar en cuenta multiples factores como el
costo, el origen, disponibilidad, estado, posibilidad de reutilizacion, estabilidad, asi como
la capacidad de la biomasa seleccionada para interactuar con los contaminantes deseados.
Por ello, se debe considerar el mecanismo de interaccion entre el sorbente y los

contaminantes para evaluar su rendimiento.

Segun Elgarahy et al. (2021), las principales caracteristicas que determinan la efectividad
de un sorbente y su capacidad de bioadsorcion para la eliminacion de contaminantes
especificos son la solubilidad, tamafio de particulas y area superficial, carga, composicion
quimica, reactividad, hidrofilicidad y la presencia de grupos funcionales que faciliten los

procesos de biosorcion.

La capacidad de sorcion estd altamente relacionada a la morfologia del material, el
volumen y tamafio de sus poros, lo cual incide en la selectividad que presenta para
determinados adsorbatos y la cinética de adsorcion. Al ser un fendémeno superficial la
adsorcion depende en gran medida de la facilidad de interaccion entre el adsorbato con el
adsorbente, una mayor area de superficie es generalmente asociada con una mayor
eficiencia. La Figura 4 muestra la clasificacion de la porosidad de materiales adsorbentes

segun la UIQPA (Samuel et al., 2020).
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Figura 4 Esquema de los poros de un material segun su tamario.

Fuente: Caputo (2020)

El estudio de la morfologia de un material sorbente resulta beneficioso, pues permite
comparar evaluar y comparar caracteristicas del material como su porosidad, forma y
textura con otros materiales. Una técnica cominmente utilizada en la caracterizacion de
materiales es la microscopia electronica de barrido debido a su alto poder de magnificacion
permitiendo observar detalles con magnificaciones de hasta 300 000x con ayuda de equipos

modernos (Ipohorski y Bozzano, 2013).

Por otro lado, el pH del medio est4 directamente relacionado a la adsorcion, al afectar tanto
la carga de la superficie adsorbente como el grado de disociacion de los adsorbatos; el
efecto de este factor debe ser determinado experimentalmente segun el adsorbato y
adsorbente con los que se esté¢ trabajando (Caputo, 2020). Conocer informacion del
biosorbente como el punto de carga cero y la estimacion de sus grupos superficiales permite

predecir su efectividad en la adsorcion de particulas cargadas (Abu et al., 2016).

Caputo (2020) presenta la importancia de la naturaleza del adsorbato; aqui vemos puntos

importantes como la solubilidad del adsorbato en su solvente, puesto que la interaccion
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soluto-solvente presenta un impedimento en el proceso de absorcion; la presencia de
grupos funcionales y la naturaleza i6nica del adsorbente también se toman en consideracion
debido a las posibles interacciones entre el adsorbato y el adsorbente que puedan ayudar al

proceso de adsorcion.

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es un método utilizado
para la identificacion de grupos funcionales y enlaces presentes en un compuesto, el
analisis con FTIR de un material sorbente busca revelar sus grupos funcionales, esta técnica
resulta util para el analisis del material antes de los ensayos de biosorcion, ya que permite
realizar predicciones acerca del comportamiento del material y su posible eficacia en la
remocion de distintos tipos de contaminantes. El uso de FTIR después de los ensayos de
biosorcion también resulta de gran utilidad, ya que puede llevarnos a elucidar los

mecanismos de biosorcion (Samuel et al., 2020).

2.2.4 Bagazo de cafia

El bagazo de cana es un residuo producido en grandes cantidades durante el proceso de
extraccion de jugo de cafia para la produccion de azlcar y de etanol a partir de la cafia de
azlcar; el bagazo constituye aproximadamente entre un 26 y 29% del peso de la cafia
molida y estd conformado por en un 48% por fibra la cual puede separarse en dos
fracciones, una fraccion de fibra relativamente larga y con paredes gruesas, derivadas de la
corteza y por haces fibrovasculares del interior del tallo de la planta y una segunda fraccion
medular proveniente de las paredes delgadas del tallo (Rincones etal., 2015). El
componente mayoritario en la estructura del bagazo es la celulosa; su estructura cristalina
propicia la formacion de micro y macro fibras al agruparse con matrices de hemicelulosa

(Chaudhary et al., 2021).
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En zonas de produccion azucarera, el bagazo de cafia ha sido objeto de estudio debido a su
gran disponibilidad y bajo costo, con el objetivo de aprovechar sus caracteristicas
fisicoquimicas y morfoldgicas en el tratamiento de contaminantes en agua, la alta
capacidad de desorcion de contaminantes, lo que permite la reutilizacion, y su
disponibilidad como fuente de combustible. Estas caracteristicas le confieren muchos

puntos a favor en su seleccion como material biosorbente.

Por ejemplo, el uso del bagazo de cafa en la remocion de hidrocarburos en agua se ha
encontrado altamente eficaz, con un promedio de eficacia alrededor del 92% (Rincones
et al., 2015). Se probo la capacidad de biosorcion del bagazo de cafia para la eliminacion
de hidrocarburos en muestras de agua contaminada, encontrando una efectividad del 98.5%
y 94.8% en la remocion de aceites e hidrocarburos totales respectivamente (Martinez et al.,
2022). Asi mismo se ha observado que en estudios con hidrocarburos se obtuvieron

resultados similares con respecto a los adsorbentes comerciales (Martinez et al., 2014).

Segun Brandao et al. (2009) en su estudio sobre la remocion de hidrocarburos en soluciones
acuosas utilizando bagazo de cafia, se obtuvieron buenos resultados con muestras a bajas
concentraciones y una afinidad para la remocion de sustancias no polares como puede ser

la gasolina y el n-heptano.

Ademas, el bagazo de cafna también ha sido materia de estudio en la remocion de metales
y tintes presentes en el agua producto del vertido de efluentes industriales (Kerrou et al.,

2021).
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2.3 ECONOMIA CIRCULAR

2.3.1 Concepto

La economia circular es un modelo de produccidon y consumo que busca maximizar la
manera en la que interactuamos con los recursos, maximizando su eficiencia y
minimizando la produccion de desechos al promover la reutilizacidon, reciclaje y
reintegracion de estos en los ciclos productivos, dandoles un valor agregado; este enfoque
transforma lo que una vez fueron residuos finales de un proceso en materias primas valiosas
para su transformacién en insumos utiles u otros productos cerrando el ciclo de forma

sostenible y reduciendo su impacto ambiental (Goyal et al., 2021).

2.3.2 Importancia

El uso de un enfoque circular a los residuos de las industrias azucarera y del etanol busca
su valorizacion tanto como materias primas (Figura 3), como en la investigacion,
proponiendo estrategias que permitan el aprovechamiento de los residuos en la
investigacion de posibles soluciones biotecnologicas para la problemética ambiental,
minimizando los desperdicios y el impacto medioambiental, fomentando la sostenibilidad

de los procesos y la innovacion (Ungureanu et al., 2022).

El biotratamiento de efluentes con hongos basidiomicetos y la utilizacion del bagazo como
biosorbente aplican los modelos de economia circular de extension de vida util y
produccion mas limpia. A la vez, estos procesos verdes estdn de acuerdo con los objetivos
de desarrollo sostenible propuestos por Naciones Unidas (2018): El objetivo 6 sobre el

agua limpia y el saneamiento es abordado desde la perspectiva del tratamiento de la vinaza
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como residuo recalcitrante para mejorar sus caracteristicas como efluente el cual no puede
ser vertido en cuerpos de agua sin un tratamiento previo como se ha explicado
anteriormente. Por otro lado, se atiende al objetivo 9 ya que el uso de las capacidades
metabolicas de los hongos son tecnologias sostenibles que propician la innovacion
tecnologica (Meyer et al., 2020). Asi mismo, la micorremediacion y el aprovechamiento
del bagazo como residuo solido agroindustrial aborda la gestion sostenible. Todo lo anterior
tiene la aplicacion mas amplia sobre la mitigacion del impacto ambiental que estd

establecida en el objetivo de desarrollo sostenible 13.
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CAPITULO II1.

MATERIALES Y METODOS



3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPAMIENTO

3.1.1 Materiales

Material fungico

La cepa fue proporcionada por el Herbario de la Universidad Autéonoma de Chiriqui
(HCH). Se identifico6 morfologicamente como Trametes villosa (Sw.) Kreisel Polyporales
y fue colectada en la comunidad de San Jos¢, Corregimiento de Las Lomas, Provincia de
Chiriqui, Republica de Panama (8°25'10,9”°N, 82°23'28,3"W, 71 msnm) (Caballero et al.,

2018).

Muestras de vinaza

Las muestras de vinaza fueron proporcionadas por la Central Industrial Chiricana S.A. Las
muestras fueron recolectadas al final del proceso de destilacion, se enfriaron a temperatura
ambiente, se midio el pH y fueron almacenadas en contenedores de pléstico con tapa, a una
temperatura de 4 grados Celsius; previo a su utilizacion la vinaza fue descongelada,
homogenizada, se ajust6 su pH a 6 se centrifugd a 2000 rpm para separar soélidos del

sobrenadante.

Equipos y cristaleria

Balanza analitica KERN ABJ 220-4M, plancha calentadora Biomega H4000, agitador
orbital Thomas Scientific, espectrofotometro UV-Visible Thermo Scientific BioMate6 UV-
Vis, incubador-agitador Shel Lab SI4, incubador a baja temperatura Shel Lab LIS,

microscopio electronico de barrido Zeiss Evo 40 VP 8, espectrometro Infrarrojo Shimadzu
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IR Affinity-1, sistema de filtracion al vacio, bomba de vacio Life Sciences DOA-P712AA,
camara de flujo laminar UV Telstar AV-100, cdmara de extraccion Labconco, agitador
vortex WESTTLNE VX-4, refrigeradora Samsung RT22SCSW, potenciometro Apera
Instruments PC60, horno con corriente de aire forzada Acrooss International modelo
StableTemp-25, horno Shel Lab 1300U, micropipeta 100-1000uL
SCILOGEXMAO0009504, micropipeta 10-100uL SCILOGEX YM4DO051728, pipetas
volumétricas, matraces de cultivo celular, pipetas graduadas, matraces volumétricos,
destilador de agua GFL 2001/4, congelador Onsul 220, tamices ASTM Fieldmaster de 500,
250 micras, autoclave electronico automatico horizontal Tuttnauer Co. LTD 3870M,
medidor multiparametro Apera Instruments PC60, centrifuga Hettich MIKRO 220R,
molinillo Goldenwall 300-70mesh HC-300, platos Petri de 9cm de didmetro Greiner bio-

one, vasos quimicos de 25, 250, 600 mL Pyrex.

3.1.2 Reactivos

Agar papa dextrosa (PDA), MgSOs, tiamina, NH4ClI (Sigma-Aldrich), NaOH, KH2PO4,
CsHsKOs4, Na;CO3, yodo (Applichem), KCI, FeSO4, ZnSO4 (Scharlau), CuSOs, glucosa
(Aldon Corporation), HCl (LOBA Chemie), indicador naranja de metilo (Taylor Water
Technologies), K2Cr,07 (Central Drug House), KI (J.T. Baker), Na,S>03, almidon soluble,

indicador fenolftaleina (Merck).
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3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Mantenimiento de la cepa

La cepa de T villosa se conservo en medio PDA al 4%, y en medio PDA al 4% diluido en
vinaza 25% en platos Petri de 9 cm de didmetro, a 15°C con transferencias periodicas cada
30 dias. Durante este tiempo se reviso la integridad de los cultivos y se repuso el sellado

de los platos seglin la necesidad (Figura 5).

Figura 5 Mantenimiento de cepas. A. Procedimiento de transferencia periodica.

B. Material fungico en medio con vinaza al 25%.

3.2.2 Produccion de indculo

La produccion de indculo se realizd de acuerdo con Caballero et al. (2021) en medio de

cultivo basal y vinaza al 25 % v/v, mediante resuspension del material bioldgico en medio
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basal con vinaza, a partir del contenido de platos Petri, a razén de un plato por cada 50 mL

de medio de cultivo (Figura 6).

Figura 6 Produccion del indculo.
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3.2.3 Seleccion de condiciones para el biotratamiento de vinaza con 7. villosa

Se procedi6 a validar a la metodologia de seleccion de condiciones para el biotratamiento
de la vinaza con T. villosa segin Caballero etal. (2024). Para ello se repitid el
procedimiento de seleccion aplicando el disefio de Plackett-Burman (Tabla 2). En este caso
la variable de respuesta fue el porcentaje de decoloracidon con respecto a la vinaza cruda.
Las condiciones seleccionadas fueron utilizadas para generar suficiente volumen de vinaza

tratada para realizar los experimentos de biosorcion.
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Tabla 2 Diseiio de Plackett-Burman para la seleccion de condiciones para el
biotratamiento de vinaza con T. villosa.

A B C D E F G H J K L

Reactor
gb g/b g9/L gL g/L g/L gL mL  %(v/v)

17 15 15 001 001 O 3 0.001 30 30 25 7
18 15 05 001 001 2 1 0.003 30 10 50 7
19 05 15 003 003 O 1 0001 30 10 50 7
20 15 05 003 003 O 3 0.003 30 10 25 5
21 15 05 003 003 2 1 0001 10 30 25 7
22 1 1 002 002 1 2 0.002 20 20 375 6
23 05 05 001 001 O 1 0001 10 10 25 5
24 15 15 0.01 003 2 3 0001 10 10 50 5
25 05 05 003 001 2 3 0001 30 30 50 5
26 1 1 002 002 1 2 0.002 20 20 375 6
27 1 1 002 002 1 2 0.002 20 20 375 6
28 05 15 003 001 2 3 0.003 10 10 25 7
29 05 15 001 003 2 1 0.003 30 30 25 5
30 1 1 002 002 1 2 0.002 20 20 375 6
31 05 05 001 003 O 3 0.003 10 30 50 7
32 15 15 003 001 O 1 0.003 10 30 50 5

Codificacion = A: KCI, B: MgSO4, C: FeSO4, D: ZnSO4, E: CuSO4, F: KH2PO4, G:
Tiamina, H: C:N, J: Inéculo, K: Vinaza, L: pH. Fuente: Caballero et al. (2024)

Este disefio permite identificar el efecto de los efectos principales de los factores o

condiciones de fermentacion, pero no toma en cuenta las posibles interacciones. Cada
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variable fue evaluada en tres niveles de concentracion (nivel bajo, medio y alto) como se

muestra en la Tabla 3.

En matraces de 250 mL se agregaron 50 mL de medio de cultivo siguiendo las condiciones
descritas en la Tabla 2 para los factores A, B, C, D, E, F, G, Ky L; para el factor J se prepard
50 mL de medio de cultivo segtn las condiciones de su réplica correspondiente, a los cuales
se agrego el contenido de un plato Petri cubierto con crecimiento de Trametes villosa 'y se
dejo en agitacion magnética por 15 minutos para homogenizar el contenido, el liquido
resultante de estos preinoculos fue agregado a cada matraz segin la Tabla 2. Una vez
inoculados los reactores se mantuvieron en agitacion constante a 120 rpm y 30°C por 10

dias.

Finalizado este periodo el contenido de los reactores se filtro al vacio utilizando papel
Whatman #3, se midi6 el color del filtrado y se almacend en recipientes plasticos con tapa

de rosca a -5°C.

Tabla 3 Variables evaluadas con el diserio de Plackett-Burman.

Nivel bajo  Nivel medio Nivel alto

Variable Caodigo -1) 0) (+1)
KCI (g/L) A 0.50 1.0 1.5
MgSO47H20 (g/L) B 0.50 1.0 15
FeSOs (g/L) C 0.01 0.02 0.03
ZnS04 (g/L) D 0.01 0.02 0.03
CuSO4+5H20 (g/L) E 0 1.00 2.00
KH2PO4 (g/L) F 1.00 2.00 3.00
Tiamina (g/L) G 0.001 0.002 0.003
Relacion carbono/ H 10 20 30
nitrégeno
Volumen de in6culo (mL) J 10 20 30
Vinaza (% v/v) K 25 37.5 50
pH inicial L 5 6 7

Reproducido con permiso de: Caballero et al. (2024).
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3.2.4 Preparacion y analisis del biosorbente

La muestra de bagazo de cafia se seco al sol luego de haberse lavado con agua;
posteriormente fue molida en molinillo de acero inoxidable. Finalmente, la muestra se
tamizo a 500 micras y fue almacenado en bolsas “Ziploc” con gel de silice como desecante.
Los andlisis que se detallan a continuacion se realizaron sobre el bagazo antes y después

del proceso de biosorcion.

Espectroscopia infrarroja y microscopia electronica de barrido

Los grupos funcionales presentes en el bagazo fueron analizados por espectroscopia FTIR-
ATR, esta se realiz6 Centro de Biodiversidad y Descubrimiento de Drogas (CBDD),
Laboratorio de Espectrometria de Masas, en un rango de longitud de onda de 600-4000

1

cm! y resolucién de 4 cm’. Cada espectro se obtuvo de 45 escaneos en modo

transmitancia.

El anélisis de la morfologia del bagazo se realizé por microscopia electronica de barrido
(SEM, siglas en inglés) (Figura 7); las muestras procesadas fueron recubiertas previamente
con una fina capa metalica de una aleacion de oro: paladio (40:60). La microscopia
electronica de barrido se realizd en el Centro Integral de Microscopia Avanzada del
Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia de Panama

(INDICASAT AIP).
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Figura 7 Microscopia electronica de barrido A. Preparacion de las muestras. B.

Pretratamiento con aleacion oro: paladio.

Punto de carga cero

Se determiné el punto de carga cero (PZC, siglas en inglés) basado en Al-Maliky et al.
(2021). Este es un parametro importante para determinar el pH al cual la suma de cargas
positivas y negativas en el material es igual a cero. Con esta informacion es posible ajustar
el pH de los materiales de acuerdo con la muestra que se someta a biosorcion. Para ello se
prepararon soluciones de KCI 0.1N y 0.01N, se ajusto el pH entre 2 y 9 (£0,1) en vasos de
precipitado para ambas concentraciones; luego se transfirio este contenido a matraces
Erlenmeyer de 250mL, se pesd y se agrego6 en cada matraz 0.15g de bagazo crudo y fueron
colocados en agitacion orbital a 150 rpm por 24 horas (Figura 8). Al cabo de este tiempo

se decanto el sobrenadante en vasos de precipitado y se midid el pH final de cada uno de
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los matraces (Figura 9). Para obtener el punto de carga cero se grafico ApH (pH final- pH

inicial) vs pH inicial. El punto de interseccion de la curva con el eje X es el PZC.

Figura 8 Matraces en agitacion para ensayos de PZC.

Figura 9 Medicion del pH final para el ensayo de PZC.

indice de yodo

El indice de yodo (mg/g) es un parametro que se utiliza para estimar la porosidad de un
material adsorbente, especificamente para evaluar su microporosidad. Es en realidad un

parametro comparativo con respecto a otros indices y analisis que determinan el volumen
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y el tamano de los poros. También es util como pardmetro de comparacion de distintos
adsorbentes o de un mismo adsorbente que ha sido sometido a algin proceso posterior. En
nuestro caso se determino este indice segin el método estandar para determinacion de yodo
en grasas y aceites (ASTM, 2021). Una solucién de yodo 0.02N se puso en contacto con
un peso definido de bagazo y luego se separ6 el bagazo por filtracion; se procedio a titular
el filtrado con una solucion estandar de Na>S,03. Para comparar se incluyo el analisis de

una muestra de carbon activado.

Acidez superficial

Se midio la acidez superficial segiin (Rodriguez et al., 2014). En matraces Erlenmeyer de
250mL se agregaron 0.5g de las muestras de bagazo de cafa crudo o residual y se agregd
50mL de una solucion NaOH 0.01 o HCI 0.1N, estos matraces se mantuvieron en agitacion
orbital a 150 rpm por 24 horas. Al cabo de este tiempo, el contenido de los matraces fue
filtrado al vacio utilizando papel Whatman # 3 y titulado utilizando soluciones NaOH 0.1N

o HCI 0.01N previamente valoradas.

3.2.5 Protocolo de tratamiento combinado biotratamiento-biosorcion

El biotratamiento de la vinaza con extractos enzimaticos crudos a partir del hongo Trametes
villosa, se llevd a cabo en matraces de cultivo celular con 50mL de medio nutritivo
complejo en presencia de vinaza al 25% siguiendo el mismo procedimiento utilizado para

la produccion de inoculo (Figura 10).
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La composicion del medio se formuldé de acuerdo con la optimizacion descrita
anteriormente. Las condiciones como temperatura, agitacion, condiciones de iluminacion
y tiempo de fermentacion fueron tomadas de (Caballero et al., 2021, 2024). La variable de
respuesta sera el porcentaje de decoloracion de acuerdo con el método reportado por Vilar

et al. (2018), aplicando la Ecuacion 1.

(Absorbancia inicial-Absorbancia final)

* 100% Ecuacion 1

% Decoloracion =
% Absorbancia inicial

Figura 10 Produccion de vinaza biotratada A. Reactores de vinaza B. Medicion del % de

decoloracion de la vinaza biotratada.
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La vinaza pretratada se sometid a un proceso de biosorcion con bagazo de cana (Figura
11). Las variables relevantes al proceso de biosorcion tales como tiempo de contacto
(minutos), pH inicial éptimo para biosorcion, peso de biosorbente (g), fueron optimizadas
por combinacion de dos disenos experimentales: el tiempo de contacto se establecid
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mediante andlisis de un factor a la vez, y el resto de las condiciones se establecieron
mediante una metodologia de superficie de respuesta, aplicando un disefio central

compuesto con 3 niveles (Tabla 4).

Figura 11 Proceso de biosorcion con bagazo de caiia.

Tabla 4 Factores y niveles del diserio central compuesto.

Variable Unidad Niveles
-1 0 1
pH 3 4 5
Bagazo g 0.2 0.4 0.6
Vinaza % (VIV) 50 75 100

La variable de respuesta fue el % de decoloracion. Los reactores se prepararon de acuerdo

con la matriz que se observa en la Tabla 5. Las condiciones optimizadas fueron aplicadas
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en conjunto en un experimento final de biosorcion para validar los resultados. Para estos
experimentos se utilizé un volumen de vinaza de 50 mL en un matraz de cultivo celular

con capacidad de 250 mL a una temperatura de 30°C y 150 rpm.

Tabla 5 Matriz de diserio central compuesto y resultados.

Bagazo Vinaza % de Decoloracion  Prediccion %
Reactor pH de
G %(V/V) Experimental Decoloracion
1 4 0.4 75 27.841 29.435
2 3 0.4 75 30.213 30.942
3 4 0.4 50 47.616 48.523
4 4 0.4 75 30.617 29.435
5 4 0.4 75 29.431 29.435
6 4 0.4 75 29.668 29.435
7 3 0.2 100 16.536 16.127
8 4 0.6 75 28.007 27.581
9 3 0.2 50 48.224 47.842
10 4 0.4 100 16.773 16.524
11 5 0.2 50 46.192 45.924
12 5 0.4 75 29.146 27.966
13 3 0.6 100 16.690 16.774
14 3 0.6 50 49.383 48.952
15 5 0.2 100 14.792 15.022
16 5 0.6 50 43.191 43.401
17 5 0.6 100 13.215 13.594
18 4 0.2 75 27.366 28.157
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La lectura de absorbancia para las muestras de biosorcion fue corregida con el uso de un
blanco que consistid en la agitacién a 150 rpm de matraces de 250 mL en los que se agrego
0.5 g de bagazo crudo y 50 mL de agua destilada, la correccion de la absorbancia se realizo

usando la Ecuacion 2.

Absorbancia corregida = Absorbancia de la muestra — Absorbancia del blanco
Ecuacion 2

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los disefios experimentales, analisis estadistico y analisis grafico se realizé con ayuda del
software R Core Team. (2024). R: A Language and Environment for Statistical Computing
(4.4.0). R Foundation for Statistical Computing. Stat-Ease, Inc. (n.d.). Design Expert
(v10.0.1.0). Microsoft Corporation. (n.d.). Microsoft® Excel® for Microsoft 365 MSO
(Version 2412 Build 16.0.18324.20092). Statistics Kingdom. (2017). Multiple Linear
Regression Calculator. ((October 30, 2023) [web application]).

https://www.statskingdom.com/410multi_linear regression.html .
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CAPITULO IV.

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. Seleccion de condiciones para el biotratamiento de vinaza con 7. villosa

La diferencia de color en el contenido de los diferentes reactores se observa en la Figura
12. Las combinaciones de factores que produjeron los mejores resultados en términos del
porcentaje de decoloracion corresponden al reactor #20 con un 92.94% de decoloraciéon y
al reactor #23 con un porcentaje de decoloracion de 93.77% (Tabla 2). Las condiciones
seleccionadas fueron KCI: 0.5 g/L, MgSO04: 0.5 g/L, FeSO4: 0.01 g/L, ZnSO4: 0.01 g/L,
CuSO0s4: 0 g/L, KH2PO4: 1 g/L, tiamina: 0.001 g/L, C:N: 10, inéculo: 10 mL, vinaza: 25%,
pH: 5; correspondientes al reactor #23, estas condiciones se utilizaron para producir
suficiente volumen de vinaza tratada para realizar los experimentos de bioadsorcion

(Figura 13).

Figura 12 Decoloracion de la muestra de vinaza por 1. villosa para diferentes

combinaciones de factores de acuerdo con el diseiio de Plackett-Burman.
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Figura 13 Produccion de vinaza biotratada.

El disefio aplicado por Caballero et al. (2024), es exhaustivo ya que incluye tanto los
componentes del caldo de cultivo, como pH, % v/v de vinaza y tamafio del indculo, por lo
cual permite evaluar las condiciones experimentales de la fermentacion. Estos autores
resaltan la importancia de aplicar disefos de seleccion o cribado en funcion de la muestra

de vinaza.

Esto es asi debido a que la composicion de la vinaza es muy variable. Esta variabilidad esta
en funcion de la cafa, de las condiciones de procesamiento, la destilacion entre otros

factores (Borrero et al., 2023; Santos et al., 2019).

Diversos estudios en el campo de bioprocesos y fermentaciones han aplicado el disefio de
Plackett-Burman. Por ejemplo, Ong et al. (2011) aplicaron este disefio para identificar los
factores mas significativos y optimizar las condiciones para la remocion de azul de
metileno, azul basico 3 y amarillo basico 11 utilizando quitosano como bioadsorbente;

mientras que Salihu et al. (2013) aplico este modelo para la seleccion de los componentes
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relevantes en el medio de cultivo para la produccion de lipasas por Aspergillus niger

utilizando sustratos a base de manteca de Karité.

Una desventaja de este método es que solamente considera la contribucion de los factores
individuales, dejando de lado las posibles interacciones entre los factores (Ecuacion 3). Sin
embargo, como un primer ensayo para seleccionar los factores que mas contribuyen con la
respuesta, es un método muy util que ayuda reducir la complejidad de los experimentos

(Vanaja y Shobha Rani, 2007).

Y =B+ XBiXi+ XBuiXui + LBiyXiy+ € Ecuacion 3

Ya que el objetivo de esta etapa consistio en obtener vinaza biotratada con el hongo en la
que fuera evidente la decoloracion producida, no se procedid a optimizar los niveles de las

condiciones encontradas con el disefio de Plackett-Burman.

4.1.2 Protocolo de tratamiento combinado biotratamiento-biosorcion

Determinacion del tiempo de contacto

La Figura 14 muestra los resultados del experimento de un factor a la vez para la evaluacion
del % de decoloracion versus tiempo. Los intervalos de confianza son amplios y se aprecia

poca diferencia en el porcentaje de decoloracién entre un tiempo de muestreo y otro,
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aunque para algunos puntos podria notarse una diferencia. Para evaluar la normalidad de

los datos, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk, estableciéndose las siguientes hipotesis:
o Hipétesis nula (Ho): Los datos siguen una distribuciéon normal (p>0.05).
o Hipdtesis alternativa (Ha): Los datos no siguen una distribucion normal (p<0.05).

Se comprobo que los datos no tienen una distribucion normal y en consecuencia se aplicd
estadistica no paramétrica para el analisis de los datos. A través de la prueba Kruskal-Wallis
se determind que no hay diferencia significativa en el porcentaje (%) de decoloracion en
funcion del tiempo [x%o) = 8.48, p = 0.487]. Si bien el valor de p global es mayor que 0.05,
la prueba post-hoc de Bonferroni muestra una diferencia interna entre los rangos medios

de los tiempos de 60 y 90 minutos (p<0.05).

Figura 14 JVariacion del % de decoloracion en funcion del tiempo.
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Sanchez et al. (2016), reportaron un fendmeno similar en un experimento en el que se

evaluo la capacidad de biosorcion de iones Cd** y Pb** utilizando céscara de cacao; se
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reporta el tiempo de equilibrio para el Cd** y Pb*" es de 10 y 60 minutos respectivamente.
Por otro lado, Kumar et al. (2009), encontraron multiples equilibrios al estudiar el tiempo
de contacto para la adsorcion del estriol E3, un contaminante emergente catalogado como
disruptor endocrino, utilizando carbon activado. Por ello, los autores seleccionaron el

limite superior como tiempo de contacto para los experimentos de adsorcion.

En nuestro caso se selecciond el punto a 150 minutos para realizar los ensayos de

optimizacion.

Optimizacion de las condiciones de bioadsorcion mediante disefio central compuesto.

La Tabla 5 muestra los resultados experimentales y de prediccion de acuerdo con el disefio
central compuesto. Estos lltimos se obtuvieron con base en el siguiente modelo en forma

codificada (Ecuacion 4)

Vdecoloracion = +5.42 —0.1372A— 0.0273 B —1.45C — 0.0671 AB
—0.1464 B2 + 0.0899 C* Ecuacion 4

Donde la variable de respuesta es el porcentaje de decoloracion a partir de la vinaza
biotratada, A es el pH, B son los gramos de bagazo de cana, C es la concentracion (% v/v)
de la vinaza. El paquete estadistico aplicé una transformacion de variables tipo raiz

cuadrada para mejorar la validez del modelo.
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La Tabla 6 muestra el ANOVA para la decoloracion de la vinaza de acuerdo con el disefio
central compuesto. Se observa la significancia del modelo; el efecto del factor B no es
significativo, pero se conserva dentro de la ecuacion ya que su efecto de interaccion (AB)
y cuadratico B? si resultaron significativos. Los parametros de ajuste muestran que el
modelo es adecuado para explicar la variacion del porcentaje de decoloracion en funcion

de las variables estudiadas.

Tabla 6 Resultados del ANOVA para la biosorcion con bagazo de caria.

Suma de Media al

Fuente Cuadrado gl cuadrado Valor F Valor p
Modelo 21.36 6 3.5600 545.00 <0.0001 Significativo

A-pH 0.1881 1 0.1881 28.80  0.0002
B-bagazo 0.0074 1 0.0074 1.14  0.3091

C-vinaza 21.06 1 21.0600  3224.29 <0.0001
AB 0.0361 1 0.0361 5.52  0.0385
BA? 0.0664 1 0.0664 10.17  0.0086
CA2 0.0250 1 0.0250 3.83 0.0761

Residual 0.0718 11 0.0065

Falta de

: 0.0377 8 0.0047 0.4133 0.8587 No significativo
ajuste

Error puro 0.0342 3 0.0114

Total

. 21.43 17
corregido

R?: 0.9966, R? ajustado: 0.9948, R? de prediccion: 0.9929, Precision adecuada: 65.6957,
C.V.%:2.07%
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Con la ecuacion en forma codificada podemos analizar el impacto relativo de las variables

independientes a través de la magnitud y el signo de sus coeficientes.

El coeficiente correspondiente al factor C, es mayor en magnitud lo que implica una mayor
contribucion sobre la variable de respuesta. El signo negativo indica que la respuesta se
favorece a medida nos movemos hacia valores menores de este factor dentro del espacio
experimental. Se observa también que la Unica interaccion significativa se da entre el pH y
los gramos de bagazo. Esto puede explicarse debido a que el pH es un factor que incide
sobre las propiedades biosorbentes de un material, por su efecto sobre los grupos ionizables
superficiales. La Figura 15 muestra el grafico de superficie para la decoloracion de la

vinaza en funcion de los factores A y B, manteniendo el factor C en su nivel optimo.

Figura 15 Grdfico de superficie para la decoloracion (%) en funcion de los gramos de

bagazo y el pH.
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Se observa que, al trabajar en la dilucién optima de vinaza, se obtiene toda una region de
respuesta Optima a medida varian los factores A y B, disminuyendo un poco esta respuesta
optima hacia el limite superior de ambos factores. Aplicando una deseabilidad de 1.00, la
solucion numérica revela que se obtiene un 49.993 % de decoloracion para la siguiente
combinacion de valores: dilucion de vinaza, 50.107 % v/v; gramos de bagazo, 0.473 y pH,
3.125. Se repiti6 el experimento ajustando estos valores segun las condiciones operativas
como sigue: 3.12 pH, 0.473g de bagazo, 50.1%(v/v) vinaza y se obtuvo un 44.36% de

decoloracion.

Al comparar la vinaza cruda con la vinaza obtenida después del biotratamiento observamos
un % de decoloracion del 89.24%; este valor corresponde a la decoloracion medida a la
decoloracion de la vinaza tratada resultante homogenizada después de la validacion del
método. Después del protocolo de biosorcion con bagazo de cafia se observo hasta un

93.1% de decoloracion de la vinaza resultante con respecto a la vinaza cruda.

La norma DGNTI-COPANIT 35-2019 que regula la descarga de efluentes en cuerpos
receptores de aguas maritimas y continentales, establece que el nivel maximo permisible
de color es de 300 unidades de color, esto es con base en el método de comparacion de
color visual. No se establecen valores limites en funcidon del método espectrofotométrico.
Por su parte la norma DGNTI-COPANIT 39-2000 que regula la descarga de efluentes
liquidos a sistemas de recoleccion de aguas residuales establece que “el efluente no debe
introducir color visible al receptor”. Es importante sefialar que la norma 35-2019 regula
los parametros a realizar por tipo de actividad econdmica y no incluye al pardmetro color
como mandatorio para la actividad de destilacion, rectificacion y mezcla de bebidas

alcohodlicas.
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4.1.3 Analisis del bagazo antes y después de la biosorcion

Espectroscopia Infrarroja
La Figura 16 muestra los espectros FTIR-ATR obtenidos de una muestra de bagazo crudo
y una muestra del bagazo residual recuperado al finalizar el tratamiento combinado de la

vinaza. Se aprecia la presencia de bandas significativas en las posiciones de 897 cm™,

1032, 1103 ecm™, 1240 cm ™, 1603 cm™, 1725 cm™, 2894 cm™' y 3332 cm™.

Las bandas presentes a 3332 cm™! est4 relacionada a la vibracion de grupos -OH presentes
de la celulosa y hemicelulosa (Kanou et al., 2017; Zara et al., 2017). La banda observada a
2894 cm! corresponde a las vibraciones de los grupos -CHa, caracteristico de componentes
alifaticos y aromaticos, ademas esta relacionada con la presencia de lignina (Ahmad et al.,

2018; Bilba y Ouensanga, 1996; Lorenzo et al., 2020).

Las bandas observadas a 1725 cm™ y 1603 cm™! estan asociadas a estiramientos C=C y
C=0. Esto sugiere la presencia de lignina y compuestos aromaticos como cetonas y
carbonilos (Ahmad et al., 2018; Bilba y Ouensanga, 1996). El pico observado a 1240 cm’!
se relaciona con enlaces C-O-C y C-O, presentes en esqueletos de celulosa y hemicelulosa

(Bilba y Ouensanga, 1996; da Silva et al., 2012).

Las bandas encontradas a 1103 cm™ y 1032 cm! corresponden a vibraciones de enlaces C-
0, C-O-C, y C-OH tipicas de polisacaridos y la lignina (Ahmad et al., 2018; Kanou et al.,
2017; Zara et al., 2017); estas sefiales ademas estan relacionadas con la presencia de
celulosa y hemicelulosa (da Silva et al., 2012); La banda a 879 cm™! est4 asociada a la

presencia de celulosa y hemicelulosa (Altamirano et al., 2017; Lorenzo et al., 2020).

47



Figura 16 Espectros FTIR-ATR del bagazo crudo y el bagazo residual.
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Al comparar ambos espectros, no se observan desplazamientos ni cambios significativos
en la magnitud o presencia de las sefiales. Por lo anterior se puede atribuir que la
decoloracion de la vinaza ocurrid por fisiosorcion, es decir involucrd principalmente
procesos fisicos (Samuel etal., 2020). Segin estos autores, los mecanismos de la
fisiosorcion incluyen las fuerzas de Van der Waals, interaccion electrostatica e intercambio
16nico. Si el color en las vinazas se debe principalmente a las melanoidinas, es posible que
hayan ocurrido interacciones electrostaticas toda vez que las melanoidinas en dispersion
coloidal dentro del medio acuoso de la vinaza se comportan como polimeros anidénicos

hidrofilicos (Rani y Pal, 2013).
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Microscopia electronica de barrido

Las Figura 17 y 18 muestra la morfologia del bagazo de cafia antes (Figura 17) y después
del proceso de biosorcion (Figura 18) a una magnificacion de 650x y 500x
respectivamente. Se puede apreciar la estructura compacta, fibrosa e irregular del bagazo
crudo, con presencia de poros. Producto del proceso de molienda los tejidos de sostén y

tejidos conductores se observan separados.

Figura 17 Microscopia electronica de barrido del bagazo de caria crudo a 650x.

|

. A
s | 11/20/2024 | spot HV WD det | mode mag® humidity — T e |

10:2828 AM 3.0 10.00kV 5.3 mm GSED SE 650 x  --- Nav-Cam
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Figura 18 Microscopia electronica de barrido del bagazo de cana residual a 500x.

% | 11/20/2024 spot HV WD det mode mag 8 | humidity
10:32:15AM 3.0 10.00kV 5.3 mm GSED SE 500 x  ---

La estructura irregular es combinacion de fibras y médula o meollo. Esta morfologia
favorece los procesos de biosorcion en distintas regiones del material biosorbente. De
acuerdo con Elgahary et. al. (2020) a través de los poros se da la biosorcion intersticial que
permite la penetracion del adsorbato en diferentes estratos del material biosorbente. Esto
depende del tamafio del poro y del tamafio relativo de las moléculas presentes en el

adsorbato.
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Las Figura 19 y 20 muestra la morfologia del bagazo de cafia antes (Figura 19) y después
del proceso de biosorcion (Figura 20) a una magnificacion de 2000x. En las Figuras 18 y
20, se observan las imagenes del bagazo de cana después del contacto con la vinaza en las

condiciones optimizadas, es decir pH 3.12, 0.473g de bagazo, y 50.1%(v/v) de vinaza.

Figura 19 Microscopia electronica de barrido del bagazo de cania crudo a 2000x.

* | 11/20/2024  spot HV WD det | mode mag 2  humidity b—— 20 ym———

1 11:24:54 AM 3.0 10.00kV 5.5 mm GSED SE 2000 x | --- Nav-Cam
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Figura 20 Microscopia electronica de barrido del bagazo residual a 2000x.

% | 11/20/2024 spot HV WD det | mode mag % humidity ——20 ym—

10:33:;55AM 3.0 10.00kV 5.3 mm GSED SE 2000 x | --- Nav-Cam

No se observa en las imagenes una evidencia clara de saturacion de la superficie del
material con el adsorbato. En algunos casos se puede observar disminucion de la porosidad
por que el adsorbato cubre los poros y se nota una capa de adsorbato que cambia el aspecto

de irregular o rugoso a una superficie mas suave (Nure et al., 2017).
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Indice de yodo

El indice de yodo calculado para el bagazo de cafia fue de 0.9463 mg/g mientras que para
el carbon activado fue 1.1518 mg/g. Segun este resultado el bagazo de cafia tiene una
microporosidad ligeramente menor que la muestra de carbon activado. Sin embargo, esto
es consistente con la naturaleza del bagazo, un material lignoceluldsico que, en su forma
nativa, tiende a tener una estructura menos porosa y sus poros se clasifican como
macroporos (diametro >50 nm). De acuerdo con varios autores (de Aquino et al., 2024;
Samuel et al., 2020) la presencia de una alta microporosidad dificultaria la adsorcion de

moléculas mas grandes, como las que se encuentran en diversos efluentes.

Punto de carga cero

El punto de carga cero del bagazo de cafia para las concentraciones de KC1 0.1N y 0.05N
fue calculado a 3.051 (Figura 21) y 3.065 (Figura 22). Esto nos indica que el bagazo de
cafia alcanza su punto de carga cero en un pH &cido. El punto de carga para el bagazo de
cafia ha sido previamente reportado por Kerrou et al. (2021) a pH 4.69 en una solucion de
NaCl 2M. Esto sugiere que el material es capaz de mantener un punto de carga cero mas
acido en entornos de baja fuerza idnica lo que podria volverlo adecuado para el uso en

soluciones diluidas.
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Figura 21 Gradfico de punto de carga cero para una concentracion ionica de KCI 0.IN.
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Figura 22 Grdfico de punto de carga cero para una concentracion ionica de KCI 0.05N.
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Es importante mencionar que cuando se reportan valores de PZC es necesario especificar

la fuerza idnica a la que se realizo el ensayo. También se debe tomar en cuenta que las
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caracteristicas fisicoquimicas de la cafia de azticar son el resultado de una combinacion de
factores como la composicion genética, el clima, el manejo, las plagas y la edad de
maduracion de la planta (Aucatoma et al., 2015). Todo lo anterior es importante para

interpretar los resultados.

Para la muestra de bagazo analizada de acuerdo con la metodologia aplicada podemos decir
que a valores de pH mayores que el PZC registrado, el material estard cargado
negativamente y puede ser util para la interaccion electrostatica con especies cationicas,
mientras que a valores por debajo del PZC, la superficie del material estara cargada
positivamente por lo cual podra establecer interacciones con especies anidnicas (Samuel

et al., 2020).

Titulacion de grupos superficiales

Se puede observar en la Tabla 7 que el bagazo de cafia cuenta con un mayor contenido de
sitios acidos totales que de sitios basicos totales, lo que sugiere que este material tiene una
mayor afinidad para la remocion de especies catidnicas, esto se debe al alto contenido de
grupos 4cidos en los materiales lignoceluldsicos, la presencia de grupos carboxilicos,
fenolicos y lactonas (Abu et al., 2016). Este resultado es congruente con la determinacion

del punto de carga cero.

Dopico et al. (2016) en su estudio sobre la caracterizacion del meollo del bagazo de cana
como biosorbente reporta un contenido total de grupos acidos de 1.7 mmol/g y un total de

grupos basicos de 0.41 mmol/g, similar al encontrado en el presente estudio.
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Tabla 7 Grupos acido-base del bagazo de caria crudo y residual.

Muestra Grupos &cidos (mmol/g)  Grupos bésicos (mmol/g)
Bagazo crudo 1.14+0.01 0.01 £ 0.001
Bagazo residual 1.15+£0.04 0.07 £ 0.002

Resultados corresponden a la media de tres réplicas
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CAPITULO V.

CONSIDERACIONES FINALES



5.1 CONCLUSIONES

Mediante la aplicacion del protocolo de seleccion de condiciones para el biotratamiento
con T villosa, se validaron las variables relevantes para la decoloracion de la muestra de
vinaza utilizada en este estudio y se logré un % de decoloracion respecto a la vinaza cruda

de 93.77%.

Ademads, mediante la aplicacion del disefio central compuesto y el experimento de un factor
a la vez para el tiempo de contacto se establecieron las condiciones Optimas para
decoloracion de la vinaza pretratada mediante biosorcién con bagazo de cafia reduciendo

el color de la muestra en un 44.36%.

De acuerdo con la metodologia aplicada se puede concluir lo siguiente:

-El biotratamiento combinado con 7. villosa y biosorcién con bagazo de cafia produjo

decoloracion en la vinaza.

-No se observaron cambios morfoldgicos ni estructurales en el bagazo de cana luego del
proceso de biosorcion. La ausencia de cambios estructurales sugiere que la interaccion
entre el bagazo y los componentes que le confieren color a la vinaza ocurrié mediante un

proceso de fisiosorcion.
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5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el disefio de muestreo para el experimento del tiempo de contacto,
para disminuir posibles fuentes de error debido al disefio de los reactores.

Debido a que el bagazo molido presenta una baja densidad y ocupa mayor volumen en el
reactor, se puede dificultar la transferencia de masa durante el proceso de adsorcion; por
ello se recomienda considerar aumentar los tiempos para los ensayos de punto de carga

cero, indice de yodo, y acidez de grupos superficiales.

También seria interesante evaluar otras variables de respuesta como la remocion de la carga

organica o el contenido fendlico utilizando el disefio propuesto en este trabajo.

Finalmente se recomienda estudiar el comportamiento del bagazo modificado en procesos

de biosorcion, aplicando metodologias de modificacion no contaminantes de manera que

se mantengan los objetivos de desarrollo tecnologico sostenible.
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