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SUMMARY

Sugarcane vinasses are considered a complex effluent
because of its organic load, low pH, high temperature,
and by the presence of recalcitrant substances such as
melanoidins and phenolic compounds. The aim of this
work was to evaluate the potential of the fungus
Pleurotus ostreatus to carry out the biodegradation of
sugarcane vinasses in a fixed-bed bioreactor. The
experiments evidence the potential of the fungus
Pleurotus ostreatus to carry out the decolorization
(83%), the removal of the Chemical Oxygen Demand
(COD=87%) and the Biochemical Oxygen Demand
(BODs=92%), the reduction of total suspended solids
(83%) and volatile suspended solids (72%) of
vinasses. The technical simplicity of the proposed
alternative as well as process performance reveals the
potential of the fungus Pleurotus ostreatus for the
treatment of sugarcane mill effluents.

Key words: bioremediation; decolorization; fungus;
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INTRODUCCION

Las vinazas de la industria de la cafia de azlcar se
caracterizan por su alto contenido de solidos (100-150
gLl), por sus valores elevados de Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBOs=40-100 gL?) y de
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO=10-200 gL™}),
bajo pH (3-5) y coloracion intensa (Retes-Pruneda et
al.,, 2014; Arimi et al., 2015). Las vinazas son el
subproducto que se obtiene tras separar el alcohol del
jugo de cafia fermentado por medio de un proceso de
destilacién convencional. La composicion de las
vinazas depende de la variedad y el grado de
maduracion de la cafia, del sustrato empleado, del tipo
y la eficiencia del proceso de fermentacion, y de las
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RESUMEN

Las vinazas de cafia han sido consideradas un efluente
complejo debido a su carga organica, bajo pH,
elevada temperatura, y por la presencia de sustancias
recalcitrantes como las melanoidinas y los
compuestos fendlicos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el potencial del hongo Pleurotus ostreatus
para llevar a cabo la biodegradacion de una vinaza de
cafia en un biorreactor de lecho fijo. Los
experimentos evidencian el potencial del hongo
Pleurotus ostreatus para realizar la decoloracion
(83%), la remocion de la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO=87%) y de la Demanda Bioquimica
de Oxigeno (DBOs=92%), la reduccion de los sélidos
suspendidos totales (83%) y los solidos suspendidos
volatiles (72%) de las vinazas. La simplicidad técnica
de la alternativa asi como el desempefio del proceso
propuesto revelan el potencial del hongo Pleurotus
ostreatus para el tratamiento de los efluentes de los
ingenios azucareros.

Palabras clave: biorremediacion; decoloracion;
hongo; melanoidinas; Pleurotus ostreatus; vinazas.

caracteristicas del proceso de destilacion aplicado
(Arimi et al., 2015). Por cada litro de etanol
producido se obtienen de 10 a 18 litro de vinaza, la
cual estd compuesta por agua (85-90%), materia
organica (13-15%), y sales (1-2%) (Ferreira et al.,
2010; Christofoletti et al., 2013; Arimi et al., 2015;
Moraes et al., 2015). La coloracion oscura de las
vinazas es atribuida a la presencia de compuestos de
alto peso molecular, principalmente melanoidinas y
caramelos, los cuales se forman por la reaccién de
Maillard (Pant y Adholeya, 2007; Naik et al., 2008).
Dicha reaccién es de naturaleza no enzimética y
ocurre de manera eficiente a pH é&cido (4-7) y a
temperaturas mayores a 50 °C (Pant y Adholeya,
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2007). Las melanoidinas son sustancias de naturaleza
polimérica que poseen pesos moleculares que varian
entre 5.000 y 40.000 (Da). Adicionalmente, las
melanoidinas presenta carga negativa debido a la
presencia de 4cidos carboxilicos y compuestos
fendlicos disociados (Pant y Adholeya, 2007;
Satyawali y Balakrishnan, 2008; Arimi et al., 2014).
Las melanoidinas resultan dificiles de caracterizar
debido a que su estructura depende también de los
azucares y de los aminodacidos involucrados en la
reaccion de Maillard (Pant y Adholeya, 2007; Arimi
et al., 2015). Los procesos bioldgicos (anaerobios y
aerobios) han sido considerados alternativas
eficientes, econdmicas, y de bajo impacto ambiental
para la gestion de efluentes provenientes de la
agroindustria del alcohol (Pant y Adholeya, 2007;
Mohana et al., 2009; Robles-Gonzalez et al., 2012;
Moraes et al., 2015). El uso de procesos anaerobios
en condiciones mesofilicas (35 °C) resulta bastante
ventajoso, teniendo en cuenta que permite eliminar
entre el 60-85% de la materia orgénica presente en las
vinazas. Adicionalmente, en dicho proceso se obtiene
una corriente gaseosa rica en metano (CH4=65-85%)
y dioxido de carbono (C0O,=15-35%). Sin embargo, la
recalcitrancia y/o toxicidad de algunas de las
sustancias presentes en las vinazas reducen la
eficiencia de remocién de materia organica, el
porcentaje de decoloracion, y la estabilidad de este
tipo de procesos de tratamiento (Raghukumar et al.,
2004; Mohana et al., 2009; Moraes et al., 2015).

Los procesos aerobios pueden alcanzar eficiencias de
remocion de carga organica (expresada como DQO y
DBOs) en el rango comprendido entre el 80-90%.
Asimismo, los procesos aerobios presentan
eficiencias de remocién de color superiores al 90%
durante el tratamiento de aguas residuales
agroindustriales (Raghukumar et al., 2004; Mohana et
al., 2009; Fuess y Garcia, 2014). En los procesos
aerobios, por cada kg de materia organica (expresada
en mg O2/L o DQO) que entra al proceso se generan
0.5 kg de biomasa microbiana, los cuales deberan ser
dispuestos de manera segura dentro de la planta de
tratamiento de aguas o en un relleno sanitario
(Tchobanoglous et al., 2003; Kumar, 2008). Se debe
destacar que aproximadamente el 50% de la materia
organica que entra al proceso es oxidada hasta
productos como el diéxido de carbono y el agua
(Tchobanoglous et al., 2003; Kumar, 2008; Moraes et
al., 2015). Lo anterior conduce a un incremento de los
costos operacionales, ya que la disposicion de los
lodos o biomasa pueden representar entre el 20-30%
de los costos del proceso (Tchobanoglous et al., 2003;
Kumar, 2008). Por otro lado, los procesos aerobios
requieren de grandes cantidades de oxigeno para
asegurar la trasformacion de la materia organica hasta
productos mas estables (CO,, H,O, HNO3z, HzSO.).
Se debe mencionar que en los sistemas aerobios, el
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suministro de oxigeno para el proceso consume entre
el 30-50% de la energia requerida por todo el sistema
de tratamiento (Tchobanoglous et al., 2003; Kumar,
2008). Los hechos antes mencionados son
considerados como una barrera adicional para
promover su aplicabilidad a gran escala (Pant y
Adholeya, 2007; Fuess y Garcia, 2014).

Los hongos poseen una capacidad notable para
sintetizar proteinas, acidos organicos y para adaptarse
a condiciones ambientales severas (Mohana et al.,
2009; Ferreira et al., 2010, 2011; Majeau et al., 2010;
Fuess y Garcia, 2014). Los hongos son muy eficientes
para la degradacion de residuos agroindustriales
debido a la presencia de enzimas lignoceluloliticas
(lacasas, ligno-peroxidasas y manganeso-
peroxidasas). Factores como la similitud estructural
de los sustratos (melanoidinas, acidos humicos y
lignina) y la inespecificidad de las enzimas hacia los
sustratos mencionados sugieren que los hongos
podrian tener la capacidad de degradar los
compuestos fendlicos y las melanoidinas presentes en
las vinazas de cafia (Majeau et al., 2010; Ferreira et
al., 2011; Arimi et al., 2014).

Una vez descargadas las vinazas a un cuerpo de agua,
la reduccion de la actividad fotosintética y el aumento
de la actividad microbiana disminuyen los niveles de
oxigeno disuelto. Factores como el pH bajo, la
temperatura elevada, y la presencia de sales y de
sustancias tdxicas podrian modificar el potencial de
oxido-reduccion del cuerpo de agua; lo cual afectaria
la reactividad la solubilidad y la toxicidad de las
especies quimicas presentes (Gad y El Sayaad, 2010;
Ferreira et al., 2011; Retes-Pruneda et al., 2014).
Durante el afio 2014, se produjeron al menos 1100
(m3d1) de etanol en el departamento de Valle del
Cauca (Colombia) con el objetivo de satisfacer los
requerimientos establecidos por la Ley 639 de 2001
(ASOCANA, 2015). Lo anterior supone la generacion
de al menos 16500 (m3d?) de vinazas, las cuales
deberan ser dispuestas de manera segura y eficiente
por los ingenios azucareros de la region. Un aumento
en la produccion de alcohol implicaria la necesidad de
desarrollar nuevas tecnologias y/o alternativas para la
gestion eficiente de las vinazas producidas tras el
proceso de purificacion del bioetanol. Teniendo en
cuenta que los compuestos toxicos y/o recalcitrantes
presentes en las vinazas afectan la robustez y la
eficiencia de los procesos de tratamiento
convencionales (Mohana et al., 2009; Ferreira et al.,
2010, 2011; Arimi et al., 2014; Fuess y Garcia, 2014;
Moraes et al., 2015). En este trabajo se plantea como
objetivo evaluar una alternativa para el tratamiento de
vinazas de cafia con el hongo Pleurotus ostreatus en
un biorreactor de lecho empacado a temperatura
ambiente (25 °C).
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MATERIALES Y METODOS

El hongo Pleurotus ostreatus se obtuvo del
laboratorio de insumos biol6gicos FUNGICOL S.A.S.
(Palmira, Valle del Cauca, Colombia). La etapa de
multiplicacién del hongo se realiz6 en un medio de
Agar Papa Dextrosa (APD), de acuerdo a la
metodologia propuesta por Ferreira et al. (2010). El
proceso se inicia con la adicion de 30 g de extracto de
malta (FUNGICOL S.A.S.), 3 g de peptona de harina
de soja (FUNGICOL S.AS) y 15 g de agar
(FUNGICOL S.AS)) a1 L de agua. Posteriormente,
el medio resultante se llevo a una autoclave a 121 °C
durante 15 minutos y se incub6 de 6-7 dias en cajas
de Petri (10 mL). El contenido de las cajas de Petri
fue inoculado a 500 g de trigo esterilizado con una
humedad del 65+5%. Para el cultivo en sustrato
solido (lecho fijo) se utilizé tamo de arroz esterilizado
(121 °C durante 1h) con una humedad del 65+5%;
seguidamente se inoculd el tamo con el hongo
presente en el trigo (250 g trigo en 5 kg de tamo)
(CENICAFE, 2004). Se debe destacar que el reactor
de lecho fijo tenia un volumen atil de 19 L y un
volumen total de 24 L. Transcurridos 20 dias, se
agreg6 vinaza de cafa esterilizada a los reactores a
razon de 1:2 (Peso-Volumen) en dos niveles
experimentales: diluida (70%) y sin diluir. El pH fue
corregido a 6.5 usando una solucion de CaCOs;
(Fisher Scientific®) y H,SO,4 (Sigma-Aldrich®). Las
vinazas fueron obtenidas de la planta de destilacién
de alcohol del Ingenio Providencia (Palmira, Valle
del Cauca, Colombia). El porcentaje de decoloracién
de la vinaza (PD%) se evalué durante 36 dias. La
longitud de onda de referencia seleccionada para el
andlisis de decoloracion fue 475 nm. La muestra
inicial fue diluida con agua destilada con el objetivo
de reducir la densidad dptica de la muestra a menos
de una unidad. Las mediciones se llevaron a cabo en
un espectrofotometro UV-visible (Spectroquant®,
Pharo 300, Merck) en celdas de cuarzo de 10 mm de
trayectoria optica. EI PD% se determin6 usando la
siguiente ecuacion:

PD(%)=100*(Ao-A)/Ao

Donde: Ao representa la absorbancia inicial de la
muestra y A la absorbancia medida a un tiempo t.

El efecto de la concentracion de la vinaza en la
eficiencia de decoloracion se evalud en dos niveles o
tratamientos (vinaza sin diluir y vinaza diluida al 70%
en volumen) wusando un disefio experimental
completamente al azar que constaba de 6
observaciones para cada nivel o tratamiento. El
tamafio minimo de la muestra y el nimero de réplicas
requeridas en el experimento se determiné a partir de
las curvas de operacion caracteristicas reportadas en
la literatura (Montgomery, 2005). La variable de
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respuesta seleccionada para el disefio experimental
fue el porcentaje de decoloracién o su equivalente la
reduccion de la absorbancia de la muestra. Los
analisis de absorbancia para cada observacion se
realizaron al menos cuatro veces. Las medias
obtenidas fueron comparadas con una prueba de
Duncan usando el paquete estadistico Statistical
Analysis System SAS® version 9.13. El andlisis
estadistico del disefio experimental se realizé de
acuerdo a lo sugerido en la literatura especializada
(Tallarida y Murray, 1987). Los ensayos de Carbono
Organico Total (COT), de Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBOs) de Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO), de Solidos Totales (ST) y de Sélidos
Voléatiles (SV) fueron realizados de acuerdo a las
metodologias sugeridas en métodos estandar para el
analisis de aguas (APHA, 2005). Los analisis
anteriores fueron realizados al menos por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se encontr6 que el hongo P. ostreatus
fue capaz de remover la fraccién de sustancias que
causan la coloracion de una vinaza de cafia (Figura 1)
debido a la accién de lacasas y peroxidasas (Ferreira
et al., 2010). La mayor reduccién en la absorbancia
en las muestras se presentdé durante los primeros 7
dias de tratamiento y alcanzé valores del 80+2% (con
dilucién) y 74+2% (sin dilucién). En general, los
picos de actividad de las lacasas son alcanzados
durante los dias 6 y 9 después de iniciado el cultivo y
estan asociados a grandes remociones de color y de
solidos totales en el caso de vinazas de cafia
(Gonzélez et al., 2008; Ferreira et al., 2010). Las
eficiencias de decoloracion obtenidas en este trabajo
(~80%) son equivalentes a las alcanzadas por hongos
del tipo Phanerochaete chrysosporium (85%),
Pleurotus shimeji (85%), Ganoderma sp (65%),
Aspergillus niger (63%) y Trichoderma reesei (55%)
durante el tratamiento de vinazas de cafia en
condiciones controladas de temperatura (Satyawali y
Balakrishnan, 2008; Ferreira et al., 2010). Sin
embargo, los porcentajes de remocion reportados en
esta investigacion fueron obtenidos a temperatura
ambiente (25 °C) y en ausencia de cualquier control
de temperatura. Esto Gltimo resulta bastante ventajoso
a nivel industrial, puesto que reduciria de forma
apreciable los costos del proceso de tratamiento.

El proceso de decoloracidon de la vinaza se puede
dividir en tres etapas. En la primera etapa (0-10 dias),
se observa una rapida reduccion de la absorbancia de
la muestra, lo cual coincide con el periodo de mayor
actividad de las lacasas (Rodriguez-Pérez et al., 2006;
Ferreira et al., 2010). Posteriormente, se observa una
reduccion paulatina de la actividad enzimatica entre
los dias 10 y 30, lo cual concuerda con los datos
reportados en la literatura para la decoloracion de
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efluentes de la industria azucarera mediante P.
chrysosporium (Dahiya et al., 2001). La reduccién
marginal en la decoloracién observada entre los dias
30 y 36 obedece a una reduccién de la actividad
enzimatica, la cual es causada generalmente por la
acumulacién de subproductos que inhiben la actividad
metabdlica del hongo.

®m Vinaza sin diluir # Vinaza diluida
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Figura 1. Remocién del color en una vinaza de cafia
mediante Pleurotus ostreatus.

Teniendo en cuenta que la dilucién de las vinazas
conduce a eficiencias de decoloracién semejantes, se
procedi6 a estudiar el efecto del proceso de
tratamiento con P. ostreatus en la eficiencia de
remocion de la carga orgénica (DQO, DBOs y COT).
Los datos mostrados en la Figura 2 indican una
reduccion significativa en la DQO (87+3%), en la
DBOs (92+5%) y en el COT (45+3%) de la muestra
de vinaza después de 36 dias de tratamiento. Hongos
del género Aspergillus (niger, niveus, fumigatus)
conducen a eficiencias de remocién de color y de
materia organica del 70% y 80%, respectivamente.
Mientras que los ascomicetos (Penicillium,
Decumbens, Lignorum) logran reducciones en la
DBOs y del color cercanas al 50%. En el caso del
género Pleurotus las eficiencias del proceso de
tratamiento son ampliamente variables tanto para la
DQO (50-80%) como para la remocion de color (50-
95%) (Pérez et al., 2006; Rodriguez-Pérez et al.,
2006).

El uso de P. ostreatus redujo en un 83+2% el
contenido de sélidos totales, los cuales pasaron de
33.8 (gLY) a 5.6 (gL™Y). Asimismo, el contenido de
sélidos volatiles pasé de 15.1 (gL?) a 4.2 (gL™) (una
reduccion cercana al 72+2% en el contenido de

material volatil). Sin embargo, es importante
mencionar que no se presentaron diferencias
estadisticas  significativas  (p<0.05) para las

condiciones experimentales estudiadas (con dilucion
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y sin dilucién) durante los ensayos de decoloracion de
vinazas con P. ostreatus. La reduccion de sdlidos es
de gran importancia ya que son responsables del
aumento de la turbidez en las aguas. Una turbiedad
elevada reduce la actividad fotosintética y podria
generar depdsitos sobre el fondo de los cauces
favoreciendo la aparicion de condiciones anaerobias.
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Figura 2. Caracteristicas de la vinaza antes y después
del tratamiento por Pleurotus ostreatus

Las vinazas de la industria alcoholera son
consideradas como un efluente agresivo para el medio
ambiente por su alto potencial de contaminacion
asociado a su pH, la temperatura y la carga organica.
El color impartido por sustancias como las
melanoidinas y los caramelos conducen a problemas
de tipo estético, afectan la capacidad fotosintética del
cuerpo de agua, y conducen a la pérdida y/o
afectacion de la biodiversidad. Asimismo, la
presencia de tales sustancias podria limitar los
posibles usos y aplicaciones del cuerpo de agua. El
tratamiento con Pleurotus ostreatus, se convierte en
una alternativa viable para la reduccién o eliminacion
del color, para la eliminacion de la fraccion
biodegradable de las vinazas de cafia y para la
reduccion del contenido de sustancias de naturaleza
recalcitrante como las melanoidinas y compuestos
fendlicos. Esto Udltimo contribuiria a mitigar el
impacto causado a los ecosistemas donde se liberen
las vinazas de cafia.

CONCLUSIONES

El hongo Pleurotus ostreatus fue capaz de remover
los compuestos responsables de la coloracién en una
vinaza proveniente de la industria de la cafia de
azlcar hasta en un 84% después de 36 dias de
tratamiento a temperatura ambiente (25 °C).
Adicionalmente, hace posible la remocion del COT,
la DQO y la DBOs en un 45%, 87% y 92%,
respectivamente. La mayor degradacion de los
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compuestos responsables del color de la vinaza
sucede durante los primeros 7 dias, tiempo en el cual
se presenta la mayor actividad enzimatica para el
sistema bajo estudio.
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