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e Prefacio ¢

En la actualidad, la sostenibilidad ambiental se orienta en la capacidad
de poder mantener a lo largo del tiempo los aspectos biologicos,
tanto a nivel productivo como en lo que ataiie a la diversidad; de
esta manera, se ocupa de la preservacion de los diferentes recursos
naturales. fomentando una responsabilidad consciente sobre lo
ecologico, pero sin olvidar que al mismo tiempo se debe crecer en el
desarrollo humano, cuidando el ambiente donde se vive.

La Facultad de Ingenieria y los grupos de investigacién GITIMA e
INTEGRA del Tecnolégico de Antioquia — Institucion Universitaria,
conscientes de las multiples herramientas y practicas implementadas
por diferentes investigadores en torno a la sostenibilidad, y trabajadas
desde las ciencias ambientales y agricolas, compilan resultados de
investigaciones de la comunidad académica del pais, exponiendo
diferentes enfoques y metodologias, a través de la edicién del libro
denominado: Prdcticas y herramientas para la sostenibilidad como
aportes a las ciencias ambientales y agricolas.

Esta publicacién presenta siete capitulos orientados hacia la comunidad
académica en general, a investigadores, estudiantes, docentes, grupos
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de investigacion, semilleros, entre otros; con tematicas que aportan sin
duda a los grandes retos con los que nos enfrentamos actualmente
en la solucion de los diferentes desafios ambientales y agricolas. El
libro estd conformado por capitulos inéditos, resultados de distintas
investigaciones, cada uno de ellos estructurado de la siguiente
manera: contextualizacién de la tematica, materiales y metodologia
implementada, resultados y analisis de los mismos, para luego terminar
con unas conclusiones y posibles recomendaciones.

El presente libro ofrece un espacio para la discusion, transferencia y
apropiacién del conocimiento en contextos de investigacién asociados
a programas académicos en niveles de posgrado, profesional,
tecnologico y técnico de las diferentes areas ambientales y agricolas
gue ofertan las Instituciones de Educacion Superior (IES).

Esperamos que los diferentes resultados ofrecidos en esta edicion
aporten significativamente y estimulen nuevos proyectos de
investigacion en las diversas IES del pais.

Carlos Augusto Alvarez Arboleda
Barbara Franco Orozco

Kellys Nallith Salcedo Hurtado
Dario Enrique Soto

Compiladores
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Propuesta metodolégica
preliminar para la deteccion
de Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis)
en cultivos de musaceas
mediante vehiculos aéreos
no tripulados (UAV)

1. INTRODUCCION

En la ultima década, se ha generado una
revolucion en la ciberagricultura, conocida
como Agricultura 4.0, donde el big data, la
geomatica, el mundo ciberfisico, el internet
de las cosas, la robotizacion y la inteligencia
artificial son componentes esenciales. Uno de
sus potenciales es el acceso a la informacion
que permite optimizar el uso de los recursos
disponibles, los servicios de asesoramiento, asi
como los procesos de toma de decisiones [1].

La implementacion de esta tecnologia
cobra importancia en cultivos extensivos,
donde se requiere monitorear de forma
agil las condiciones de salud del cultivo y
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las posibles deficiencias en algun mineral o nutriente, con el fin de
afinar las practicas agricolas para incrementar la eficiencia del proceso
productivo y la calidad final del producto [2].

El cultivo de las musaceas, en especial el cultivo de banano, constituye
uno de los principales cultivos en la produccién y el comercio agricola
mundial, siendo América Latina y el Caribe, la mayor region exportadora
del mundo [3]. En Colombia, el cultivo de musaceas es el cultivo frutal
mas sembrado en el pais, hace parte de la canasta familiar y es uno de
los mas importantes para la seguridad alimentaria [4]. De acuerdo con
la FAQO, en 2018, Colombia ocupé el primer lugar en area cosechada de
platano en América y el Caribe, y el tercer lugar en area cosechada de
banano después de Brasil y Ecuador [5].

Una de las enfermedades que representa la principal limitante en
la produccién de las musaceas, es la Sigatoka negra, una afectacion
generada por el hongo Mycosphaerella fijiensis que estropea el area foliar
fotosintética de la planta y en consecuencia ocasiona una disminucion
de peso en los racimos y los frutos. En banano, la afectacion puede
llegar a disminuir el 18% del total de la produccion, mientras que en
platano consigue ser el 13% [6] [7].

La Sigatoka negra se manifiesta esencialmente en la superficie foliar
de las plantas por medio de manchas o lesiones, la cual inicia como
pequefas pizcas o estrias, que se convierten en manchas de mayor
tamafo, en algunos casos de caracter necrético [7]. El comportamiento
de los sintomas de la enfermedad en las plantas de musaceas, permite
considerar el uso de tecnologia basada en el sensado remoto para su
identificacion y monitoreo. Esta tecnologia se basa en la obtencion de
informacion sobre un objeto, area o fendmeno sin estar en contacto
con él [8].

Dentro de este campo se destaca el uso de la robdtica movil,
especificamente de vehiculos aéreos no tripulados (UAV). Estos
sistemas consisten en una camara digital acoplada a una plataforma
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aérea y un sistema de navegacion, por medio del cual se programan y
controlan vuelos que permiten la obtencién de imagenes aéreas de un
area especifica [9].

Enlaagricultura, los UAV tiene un gran potencial en comparacion con las
plataformas satelitales, ya que: i. Trabajan con total autonomia y tienen
poca sensibilidad a las perturbaciones de un fendmeno atmosféricos
como es la nubosidad. ii. Pueden acoplar sensores con diferente rango
espectral, lo que permite el analisis de diversos parametros. iii. Generan
imagenes con alta resolucion espacial, con tamafo de pixel que abarca
lecturas de centimetros a pocos milimetros [10].

Por lo anterior, el presente trabajo busca integrar el uso de los
UAV vy la visidon por computador en productos cartograficos, con el
objetivo de presentar una propuesta preliminar a pequefa escala,
para la deteccion de la Sigatoka negra; para ello, se evaluara las
consideraciones técnicas mas relevantes del proceso y se obtendra
una ruta de accion para su aplicacion.

2. METODOLOGIA

La metodologia de trabajo se basa en el esquema presentado en la
Figura 1. El alcance del objetivo general se generé mediante el trabajo
en primera instancia con el sensor optico articulado a la plataforma
aérea; posteriormente, se abordaron los planes de vuelo en el area
de estudio y la caracterizacion del proceso de captura de muestras
cuando la plataforma se encontraba en movimiento; finalmente,
ser realizd el procesamiento de imagenes acoplado a productos
cartograficos, buscando con la Ultima fase el mejor desempefio para
la aplicacion en cuestion.
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Generacion algoritmo SNLTELE G AZE I
de vuelo

Prueba de camara Caracterizacion de

de UAV muestras en vuelo
Reconocimiento Generacion de
del area de estudio ortomosaicos

L y

Fig. 1. Estructura metodoldgica del desarrollo del trabajo.

A. Generacion de algoritmo

El desarrollo del sistema de procesamiento de imagenes para la
deteccion de la Sigatoka negra, se implementé en MATLAB, haciendo
uso del Vision System Toolbox y el Image Processing Toolbox. En la
Figura 2 se plasma el diagrama de bloques que busca ilustrar el orden
de las funciones y la secuencialidad del codigo. Las matrices de 3
dimensiones, que generan las imagenes por el estandar RGB, fueron
procesadas con el fin de llevar el contenido a una escala de grises y
posteriormente binarizar los datos, buscando con ello reconocer el
contorno del area foliar. Posteriormente, se incremento la intensidad
de los productos resultantes de los pasos anteriores por medio de un
aumento de la precision, o lo que es homdélogo a una conversién de
los datos a escalares para la creacion de una primera mascara. Luego,
se convirtio la imagen al estandar de color HSV, con el cual se facilité el
procesamiento basado en intensidades y se definio el rango espectral
a detectar. Dicho rango se concentré en los tonos cercanos al amarillo,
mismos que permitieron identificar la afectacion del hongo en las
hojas. Se cre6 asi una segunda mascara que funcioné como una capa
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activa en tonos grisaceos y pasiva a las tonalidades seleccionadas como
marcacion de la enfermedad. Esta Ultima mascara se apoyd en una
de las técnicas de procesamiento digital de imagenes conocida como
segmentacion de imagenes, por medio del método del valor umbral
multibanda, con el cual se definieron de forma manual los umbrales
o cotas superiores e inferiores que se aplicaron a los componentes
que conformaron el espacio de color HSV (siendo cada componente
tratado como un canal independiente), con base en la respuesta
obtenida en el histograma. Con el alcance de los pasos anteriores, se
realizo el proceso de saturacion entre la mascara y la imagen original;
y con fines de mejorar la visualizacién, se realizé una nueva conversién
al estandar original RGB.

Carga de Definicion del rango
imagen de color HSV

v

Generacion
de mascara

( oz o2 N
Conversion de imagenes a
escala de grises

v

(" Conversion de imagenes h Proceso ,de
a doble precisién saturacion
9 (matriz escalar )
v - Conversion de
Conversion de imagen imagenes de HSV
de RGB a HSV ) a RGB
N

Fig. 2. Flujograma del algoritmo secuencial para el procesamiento
de las imagenes.

N
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B. Prueba de camara del UAV

La plataforma aérea posee como sensor 6ptico una camara digital RGB,
la cual funciona en el rango espectral visible, acoplada al dispositivo
por medio de un mecanismo de compensacion de movimiento o
suspension cardan. Dado que el UAV disponible para el desarrollo del
proyecto se trataba de un cuadricoptero de la compaiiia 3D Robotics
con su modelo SOLO (Figura 3), fue necesario el uso de una camara
con las dimensiones y caracteristicas técnicas como las fabricadas por
la compafiia GoPro. Se dispuso entonces del modelo GoPro Hero 4, el
cual corresponde a una cdmara deportiva con lente de gran angular,
que se configura para su funcionamiento en el modo de captura
invertida, la comunicacion al UAV por medio del puerto HDMI micro y
el campo de vision en su nivel medio. Se intent6 disminuir con la Ultima
configuracion, las aberraciones presentes en las lentes, especialmente
en las que se producen con una curvatura considerable, tal y como
se evidencia en los objetivos montados en las camaras deportivas,
causando por ejemplo una deformacion en la imagen capturada
conocida como “ojo de pez". Por las mismas aberraciones presentes
en los elementos opticos, fue indispensable realizar una calibracion
que permitié al momento del procesamiento de las imagenes, plantear
estrategias de mitigacion y ayudar al algoritmo seleccionado a hacer
ajustes sobre las capturas. Para tal fin, se hizo uso de la herramienta
Agisoft Lens del programa Agisoft PhotoScan.

(@ (b) ]

Fig.3. a) UAV Solo de 3D Robotics. b) Control del UAV. ¢) Sistema de
compensacién para la cdmara GoPro.

Practicas y herramientas de sostenibilidad




e13

Agisoft Lens permite seleccionar para la calibracion, la proyeccion de un
patron tipo tablero de ajedrez en una pantalla, y contempla modelos
paramétricos completos, incluyendo coeficientes de distorsion no
lineales. Estima entonces los siguientes parametros, utilizando el
modelo de distorsion de Brown:

* Distancia focal: f, y f.
¢ Principales coordenadas del punto: C y C .

* Coeficientes de distorsion radial: K K, K,P y P,.

C. Reconocimiento del drea de estudio

Los vuelos con UAV se desarrollaron en la sede de EAFIT Llanogrande,
el cual se ubica en el municipio de Rionegro (Figura 5); el area total de
monitoreo fue de 80.886 m?2 De acuerdo con los valores obtenidos en
el estudio, la altitud de la zona varia entre 2150 msnm y 2200 msnm
(Figura 4). Por otro lado, de acuerdo con los reportes del IDEAM [11],
en el area de estudio la temperatura promedio varia entre 16°C y
20°C, su precipitacion promedio anual se encuentra entre 2.000 mm
y 2.500 mm, la humedad relativa anual promedio oscila entre el 75%
y 80% vy la velocidad del viento promedio anual a una altura de 80 m
esde 5m/sa6m/s.

Elevacién [m]

Lol !
1000

1200

200 5 ¢t boao+oe b4 e 1o
200 400 600 800

Fig. 4. Curvas de altura del area de estudio; en azul, altura absoluta; en
rojo, altura relativa del UAV.
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D. Generacion de planes de vuelo

Para la aplicacion en cuestion, normalmente se emplean vuelos asistidos
con trayectorias generadas de forma semiautomatica o totalmente
automatica. Dichas trayectorias consisten en una serie de ubicaciones
geograficas o waypoints sobre la zona de estudio (que es demarcada
con un poligono), permitiendo a través de algoritmos de optimizacion
de trayectorias, la generacién de la ruta idonea para la captura de las
imagenes. Los waypoints indican el estado de elevacion y velocidad de
desplazamiento [12]; ademas, demarcan la ubicacién de la aeronave
gracias al sistema de posicionamiento global (GPS) integrado en la
plataforma y lo llevan a cabo mediante la modificacion del roll, el pitch
y el yaw.

Las caracteristicas del vuelo fueron controladas y ejecutadas por el
piloto automatico Pixhawk, el cual es un componente electrénico
estandar de cdédigo abierto. Este control se encuentra habilitado para
el modelo 3DR SOLO con el firmware de uso abierto APM:Copter,
ahora denominada Ardupilot, lo que permitié generar un enlace con la
aplicacién de uso igualmente abierto Mission Planner.

Esta Ultima aplicacién es una estacion de control de tierra que es Util
para la configuracién y el control de la dindmica del UAV. Permite
ademas realizar la telemetria de la aeronave y registrar los valores con
periodo de muestreo por defecto.

/
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-75°27'22" ~75°271n"

7872122 78721 11”

Fig. 5. Mapa de ubicacion del campus universitario de EAFIT, sede
Llanogrande.

Tanto la configuracion como la medicion del estado del vuelo, se
alcanzan gracias a la conexion inaldmbrica Wi-Fi de corto alcance
que genera el radiocontrol del vehiculo [13], y el protocolo de
comunicacién Mavlink que enlaza a su vez el radiocontrol con la
aeronave [14]. Se hizo uso de todo el sistema de comunicacién con
el que cuenta un UAV, el cual consiste en el enlace de control, el de
telemetria y el de video.

E. Caracterizacion de muestras de vuelo
Las trayectorias de vuelo, que se calcularon de forma automatica en
el programa Mission Planner, dependieron del tipo de camara usada

y de varios aspectos fotogramétricos. Como ilustra la Figura 6 [9], las
trayectorias obedecieron, sobre todo, al nivel de solapamiento entre

las capturas de las imagenes. I
N\ /
~ -

— 9 —
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Fig. 6. Consideracion del nivel de solapamiento de las imagenes para
obtener el producto fotogramético [9].

Para la aplicacion, se abord¢ la generacidon de fotografias aéreas con
un angulo de inclinacion de tipo vertical, en las cuales el eje Optico
esta lo mas cerca a la vertical, es decir, paralelo al plano horizontal y
con angulos menores a 5°. Conlleva tal decision y las consideraciones
anteriores a tener presente los parametros mas relevantes:

Distancia de muestreo (Ground Sampling Distance (GSD)): hace
referencia a la distancia entre el centro de pixeles adyacentes medido
en tierra. Debido a que un pixel es cuadrado, el area que cubrird cada
pixel se puede representar mediante la expresion 1. Si el valor GSD es
muy alto, menor es la resolucién espacial de la imagen, es decir, los
detalles de la imagen serdn menos visibles. La distancia de muestreo
esta relacionada con la altura de vuelo; a una altura constante, las
imagenes no pueden tener el mismo valor GSD por la diferencia de
elevacién del terreno y los cambios en el angulo de la camara. Para la
generacién de productos fotogramétricos, generalmente se utiliza un
valor promedio de GSD [15].
Area=GSD x GSD [m/pixel?] (M

Altura de vuelo: la altura de vuelo depende de la distancia focal de
la cdmara, la distancia del sensor y del muestreo [16]. En la Figura 7 se
observa un esquema, con las siguientes variables:

¢ Sw: Ancho del sensor [mm].
e f: Distancia focal [mm].

/
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e h: Altura de vuelo [m].

* d: Distancia cobertura de una imagen, dada por la expresion 2.

d=GSD [cm/pixel]*Ancho imagen [pixel] (2)

Fig. 7. Esquema geométrico para el calculo de la altura de vuelo.

Tras aplicar una semejanza de triangulos entre y, se obtuvo la expresion
3, la cual calcula la altura del vuelo para generar una captura de las
fotografias cumpliendo los requisitos de resolucion por pixel.

h=(F*d)/Sw  (3)

Escala de fotografia: una fotografia aérea es la imagen reducida de
un terreno, donde los objetos fotograficos aparecen reducidos en una
proporcién dada denominada escala [17].

La escala es una funcién representativa en que se asigna un producto
fotagramétrico o mapa. Tal parametro esta dado por la relacion entre

N
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la distancia focal y la altura de vuelo como se recoge en la expresion
4. En el caso de trabajar con una altura absoluta, es necesario restar de
valor arrojado la altura sobre el nivel del mar.

1/E=f/h (4

Solapamiento entre imagenes: las trayectorias de vuelo deben
disefiarse para garantizar una cantidad suficiente de superposicién
fotografica que permita un mejor procesamiento, es decir, los vuelos
deben ser realizados de manera tal que todo punto del terreno figure
por lo menos en dos fotografias adyacentes. Esto consiste en el area
comun que se tiene entre dos o mas fotografias colindantes; y no existe
una superposiciéon estandar universal, ya que las cifras varian segun la
situacion o aplicacion [16].

El solapamiento se expresa en porcentaje y se divide en dos clases:

* Solapamiento lateral, el cual reside en el porcentaje de traslape
entre dos fotograficas de lineas de vuelo adyacentes.

* Solapamiento longitudinal, que consiste en el porcentaje de traslape
entre dos fotografias sucesivas en direccién de la linea de vuelo.

= - e R =y

3 RO AN

Fo——— ——— - -3

Fig. 8. Solapamiento lateral (izq.) y solapamiento longitudinal (der.) [18].
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Distancia entre fotografias: también llamada base o avance util sobre
el terreno; consiste en la distancia que existe entre dos puntos de
toma de dos fotografias consecutivas y se calcula como la relacion de
superposicion longitudinal de las vistas. Su valor se obtiene por medio
de la expresion 5 [17], donde:

* u: Porcentaje de solapamiento longitudinal.

* I Longitud del largo de la fotografia.

B=1*(1-u/100) (5)

Distancia entre lineas de vuelo: se trata de la distancia de separacién
entre lineas de vuelo en funcién de la superposicion lateral. Se puede
calcular por medio de la expresién 7 [17], en la cual:

* v: Porcentaje de solapamiento lateral.

* I Longitud del ancho de la fotografia.

A=I*(1-v/100)  (7)

Intervalo de tiempo entre fotografias: es el tiempo que debe
transcurrir entre la toma de una fotografia y la siguiente, para que se
produzca el solapamiento longitudinal requerido. Teniendo en cuenta
que la velocidad es la razén de cambio en la posicion de un objeto
en un determinado tiempo, el intervalo de tiempo entre toma de
fotografias se podria calcular por medio de la expresion 8 [17], donde:

* V: Corresponde a la velocidad de vuelo [m/s].

* B: Célculo de la distancia entre las fotografias.

I=B/V  (8)
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Numero de fotografias por linea de vuelo (NFLV): el nimero de
fotografias por linea de vuelo se obtiene al dividir la longitud de esta
entre la base (B), como se observa en la expresién 9. Generalmente,
al resultado se le suma 4 fotografias que se toman al inicio y al final
del recorrido para cerciorarse de que la cdmara tenga un correcto
funcionamiento [17]:

NFLV=(Longitud de la linea )/B+4 9)

Nimero de lineas de vuelo (NLV): esta es la cantidad necesarias
para cubrir el drea de interés, teniendo presente el correspondiente
solapamiento lateral. Regularmente, se agrega una linea adicional
con el fin de compensar un posible error, como se muestra en la
expresion 10 [17]:

NNLV=(Ancho del terreno)/A+1 (10)

Numero total de fotografias (NTF): es el producto del nimero de
fotografias por lineas de vuelo y el nimero de lineas de vuelo, donde
finalmente se obtiene el nimero de imagenes de todo el recorrido del
UAV necesarias para cubrir el area de interés, tal y como se observa en
la expresion 11 [17]:

NNTF=NFLV*NLV  (11)

Tiempo de vuelo (NTF): se calcula teniendo en cuenta el intervalo de
tiempo entre fotografias (/) y el nimero total de fotografias (NTF). Este
es el tiempo que se tarda el UAV en realizar el plan de vuelo sobre la
zona de interés y se obtiene por medio de la expresion 12 [17]:

t=I*NTF (12)
Para la obtencion de los parametros de una aplicacion, es importante

generar un disefio de experimentos, el cual busque definir los
porcentajes de solapamiento mas adecuados para las aplicaciones
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agricolas, incorporando la altura y la velocidad de la aeronave como
las variables. Es preciso contemplar las caracteristicas técnicas del
UAV (Tabla 1), las condiciones climaticas, del tiempo y demas aspectos
relativos al espacio de estudio. Sin embargo, algunas de ellas son de
caracter estatico y se estiman al inicio del estudio. Las condiciones
altamente dinamicas y externas (por ejemplo, la meteorologia del
momento) son precisamente evaluadas en cada vuelo como parte
del protocolo de seguridad para realizar el despegue. Por lo anterior,
son descartas del disefio de experimentos las condiciones estaticas y
altamente variables.

TABLA 1. CARACTERISTICAS TECNICAS DEL UAV 3DR SOLO [19]

Tiempo de vuelo estimado Hasta 25 minutos
Altura maxima 100 m sobre el nivel del suelo
Alcance 8 Km
Capacidad de carga util 450 g
Velocidad crucero 8 m/s
Velocidad méaxima 15 m/s
Limitacion de la velocidad del viento 11 m/s
Temperatura de funcionamiento 0°C-45°C

El disefio se apoy¢ en la plataforma Mission Planner para su realizacién,
pues proporciona el valor de los principales pardmetros expuestos.
Todos los experimentos se plantearon bajo 2 variables: altura de
vuelo y Solapamiento entre imagenes. Para la primera se definieron
5 alturas (60 m, 70 m, 80 m, 90 m y 100 m); en cuanto a la segunda,
se consideraron 3 porcentajes diferentes, por recomendaciones
encontradas en la literatura [9] (80% longitudinal - 70% lateral, 75%
longitudinal - 60% lateral y 60% longitudinal - 30% lateral).

F. Generacion de ortoimagenes

El modelo 3DR SOLO hace uso del sistema GPS para la navegacion,
pero carece de la caracteristica técnica de comunicacion con la camara
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para incorporar en el archivo de metadatos, de cada imagen capturada,
el dato con la ubicacién geoespacial. Es necesario, por lo tanto, en el
momento del procesamiento de las imagenes con las cuales se creara
el ortomosaico, llevar a cabo algunas acciones manuales para facilitar
a los algoritmos el reconocimiento de las imagenes adyacentes.
Dichas acciones se basan en la ubicacion en las diferentes imagenes
capturadas, de los puntos de interés o puntos de control en suelo
(GCP) seleccionados o establecidos en el area de interés.

Se eligieron como GCP algunas caracteristicas del espacio de estudio,
y se extendieron ademas ocho marcas con forma cuadrada de 1 m de
lado y de color amarillo en lugares despejados. El color de las marcas
correspondid esencialmente a que el area de estudio tiene en la mayor
parte de su extension, una cobertura boscosa densa con algunos claros
en ella. Por su parte, la dimension permite evaluar la resolucion de las
imagenes con objetos conocidos, y verificar las variaciones de altura
de vuelo que ejecuta la aeronave, a proposito de mantener una altura
de captura con los desniveles presentes en el terreno. Se destaca que
las caracteristicas seleccionadas como GCP y las mismas marcas, sean
geolocalizadas por medio de un GPS de mano Garmin 64s.

Con las imagenes adquiridas, fue posible componer un ortomosaico,
este se genera gracias a las areas de traslape entre las tomas, lo que
permitid la unidn o combinacion en una sola imagen para ampliar el
rango de vision de la escena. Aunque el propodsito es crear y trabajar
sobre un producto fotogramétrico, el cual se genera al rectificar
en un solo plano y agregar la geolocalizacion de todos los pixeles
gue componen la imagen resultante, se procura la obtencion de
la ortoimagen para descartar posibles sub-zonas mal muestreadas
del area de interés. Microsoft ICE fue ejecutado para desarrollar los
ortomosaico, pues funciona por medio de la generacion de panoramas
de alta resolucion a partir de la combinacion de un conjunto de
fotografias superpuestas; las mismas que fueron capturadas de una
escena muestreada con una sola camara desde diferentes posiciones
y angulos. Microsoft ICE implementa técnicas como el stitching y el
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matching, las cuales permiten crear tales panoramicas sin necesidad
de informacion sobre la ubicacion o geolocalizacién de las propias
imagenes, sino identificando determinados objetos o caracteristicas en
una imagen; y a partir de ello calculan un valor que represente el grado
de similitud entre dos imagenes [20].

En la ortoimagen, por su parte, las fotografias individuales fueron
rectificadas a partir de modelos de elevacién, eliminando la distorsion
asociada al relieve. Este proceso consistio en proyectar cada pixel
de la imagen sobre el modelo de elevacion para determinar el valor
de altura, el cual es reproyectado sobre la imagen. La proyeccion y
la reproyeccion de lo pixeles de la imagen se realizaron con las
ecuaciones de colinealidad que finalmente son rectificadas y unidas
formando un mosaico [21]. Se obtuvo de esta forma una composicién
georreferenciada, con una escala especifica y un sistema de proyeccion
uniforme. Por medio de ejercicios de proyeccién ortogonal, es plausible
crear una imagen totalmente referenciada del terreno, lo que permite
tomar distancias y longitudes reales del espacio de interés [22].

Se utilizd para el proceso de composicion de las ortoimagenes, el
programa Agisoft PhotoScan: aplicacion que proporciona resultados
de hasta 3 cm con fotografias aéreas, y 1 mm con fotografias de
objetivos cercanos. El trabajo con Agisoft inicid con la alineacion de
fotografias, buscando con ello la posicidn y orientacién de cada imagen
con algoritmos de correspondencia y generando una nube de puntos.
Luego se procedio con la sefalizacion de los GCP en las diferentes
imagenes, y seguidamente se habilitd la opcidn de realizar una nube
de mas densidad de puntos. Tras un resultado satisfactorio, se continud
con el proceso de generacion de mallado y textura, lo que arrojé un
modelo de superficies de relieve y terreno con una mejor calidad visual.
Finalmente, se gener6 el modelo de elevacién digital que es de gran
utilidad en diversas aplicaciones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la seccién de resultados, se acogio el orden propuesto en el apartado
de metodologia, asumiendo ademas titulos semejantes como opcidn
de organizacion de la informacion.

A. Pruebas del algoritmo para la deteccion de la Sigatoka negra

Para la prueba y generacion de resultados sobre el funcionamiento del
algoritmo de deteccion de manchas causadas por la Sigatoka negra, se
hizo uso de algunos ejemplares de banano inoculados en laboratorio
con el hongo Mycosphaerella fijiensis, los cuales se desarrollaron bajo
invernadero. Se ubicaron algunas plantas en un campo al aire libre, y
se realizé un sobrevuelo con el UAV a 5 m de altura (Figura 9), el cual
debia cumplir con unas trayectorias que permitan un solapamiento
longitudinal del 80%, y uno lateral del 70%. Algunas de las etapas de
procesamiento del algoritmo se observan en la Figura 10, en donde
se destaca en la etapa de mascara, como aparecen las formas en
color blanco que se relacionan con los espectros visibles, en donde se
manifiesta la afectacion.

Se identifico la enfermedad sobre las hojas de las plantas de banano
como se muestra en la Figura 11. Se observan las manchas de color
con tonalidades amarillas, lo que corresponde a la manifestacion de la
patologia en el area foliar. Con ayuda del procesamiento de imagenes
se logro resaltar los colores de las hojas infectadas y homogenizar el
resto de la imagen a una escala de grises.
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Fig. 9. Disposicion de los ejemplares de banano inoculados para la prueba
del algoritmo de deteccion.

Imagen original ] | Imagen binarizada
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Identificacion de manchas
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Fig. 11. Contraste de zona de afectacién con su color original, respecto a
un fondo en escala de grises.

B. Disposiciones de los planes de vuelo

En primera instancia se realiz6 un analisis de la velocidad con la cual se
movilizaria la aeronave. Se observo que establecer dicha variable entre
0y 5 m/s conlleva a un mayor consumo de tiempo para que el UAV
finalizara la misién, proporcional al consumo de la carga de la bateria.
Por otro parte, considerar velocidades entre 15y 20 m/s, genera que
el UAV tarde menos en realizar el recorrido, pero las imagenes son
muestreadas con distorsion, pues el cardan compensa la posicion del
eje Optico frente a la del vehiculo, pero no se tiene el tiempo suficiente
para una correcta obturacion del sensor. Por lo tanto, se establece que
la velocidad 6ptima corresponde a 10 m/s.

Con el disefio de experimentos se varié tanto la altura de vuelo como
el porcentaje de solapamiento de las imagenes, por lo cual se crearon
diferentes planes de vuelo, uno por cada experimento. El resultado de
una de las misiones programadas en Mission Planner sobre la zona de
estudio se observa en la Figura 12. Se establecié para dicha experiencia
una altura de vuelo relativa de 90 m, un solapamiento longitudinal del
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80% y uno lateral del 70%. Se incorporaron ademas a la aplicacion, los
parametros obtenidos de la calibracion de la camara digital con el fin
de precisar aun mas el calculo de la trayectoria.

Fig. 12. Plan de vuelo sobre el poligono establecido en color rojo a una
altura de 90 m.

Se obtuvieron las graficas de elevacion de la aeronave respecto al
suelo, similares a las presentadas en la Figura 4. Ademas, se hizo un
analisis sobre waypoints aleatorios, pues al momento de las pruebas no
se generaron los archivos con la telemetria de cada mision. El resultado
arrojo que existe una desviacion del 4% del valor deseado, siendo este
valor satisfactorio, pues se destaca que a la altura en la que se realiz6 la
experiencia, la densidad del aire es considerable, ofreciendo una mayor
resistencia a las hélices del vehiculo. Asi mismo, las condiciones del
tiempo intervinieron en las pruebas, presentando algunos vientos de
costado que dificultaron en algun grado la estabilidad y el alcance de
las referencias establecidas para la navegacion.

En cuanto al analisis de la estabilidad de la velocidad de vuelo, se
obtuvo al igual que la altura, algunos puntos de muestra y se realizd
una comparacion. En la Figura 13, se observa del buen seguimiento de
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la aeronave en la trayectoria programada (linea amarilla), respecto a
la instantanea (linea morada), que la velocidad (valor encerrado con la
linea de color rojo) presenta una desviacion a la deseada.

Entre los diferentes puntos de muestra, se encuentra que el error es de
aproximadamente el 7%. Dicha variacion puede tener su explicacién en
las rafagas momentaneas de viento que se presentan en el espacio de
estudio, lo cual se corrobora con el instrumento de horizonte artificial
que sirve tanto para la navegacién, como para la telemetria de la
aeronave (lado izquierdo de la misma Figura 13). En este instrumento,
se percibe que el movimiento pitch es pronunciado, lo que indica un
intento del vehiculo y del mismo control de vuelo por generar una
mayor fuerza de arrastre ante una resistencia al movimiento.

B v o 1 bt .1 481157 o =

190,54

Fig. 13. Desfase del valor de la velocidad entre la programada y el valor
instantaneo

En las experiencias, se generd un tema relevante con la cobertura
de la sefal que permite el enlace entre el radiocontrol y el UAV. La
topografia, la humedad del momento, la direccién de las antenas, entre
otras variables, influyeron en la conectividad. La sefial electromagnética
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centrada en 2.4 GHz sufre una atenuacidn para este escenario y este
modelo, a una distancia horizontal de 450 m desde el punto donde se
encontraba el mando de control. Si a la distancia horizontal se suma
una vertical, la distancia de linea a vista entre el emisor y el receptor
se incrementa considerablemente, perdiendo por lo tanto conexion
y activando con esto la seguridad del UAV, la cual dicta que, en el
momento de ausencia del enlace, se aborte la mision y se retorne
de forma automatica, con una altura de vuelo segura, al punto de
lanzamiento. Asi estos limitantes generan consideraciones adicionales
a tener presente en el momento del disefio de los planes de vuelo.

Finalmente, parala experienciade caracterizaciondevuelo, sealcanzaron
los valores que se observan en la Tabla 2, y que corresponden a los
parametros expuestos en la seccidon E. Se observa que entre los valores
tedricos y los experimentales se presentan porcentajes de errores
bajos, pues se considera que las variaciones no consiguen alterar
ostensiblemente la experiencia, pues el error mas alto corresponde al
numero total de imagenes, siendo esta variable mejor analizada en el
momento de obtener los mapas de cobertura del espacio muestreado,
y que se realizara en la siguiente seccion.

C. Desempeiio del diseiio de experimentos

Para el disefio de experimentos que se planted en la seccion E, se llevd
a cabo el procesamiento de imagenes de cada combinacion (Tabla 3).
Dado que el espacio de estudio presenta en su mayoria una cobertura
arborea densa, dificultando con ello la deteccion de las distorsiones
causadas por el bajo solapamiento y muestreo, se seleccion6 uno de
los pocos edificios presentes en el area de estudio para que de forma
comparativa se pudiese observar la mejor pareja de valores.
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TABLA 2. VALORES DE LOS PARAMETROS CALCULADOS PARA LA
FOTOGRAMETRIA CON LAS CONDICIONES DE PRUEBA SELECCIONADAS

. Valor Valor Porcentaje
Parametro - .
teérico  experimental de error

Distancia entre imagenes 27,36 m 27 m 1.3 %
Distancia entre lineas de vuelo 55,53 m 55,53 m 0 %
!ntgrvalo de tiempo entre 273 s 274 0,36 %
imagenes

NUmero de lineas de vuelo 4 4 0%
Numero total de imagenes 58 56 34 %
Tiempo de vuelo 158,34 s 153,44 s 3%
Distancia entre imagenes 27,36 m 27 m 13 %

Cabe aclarar que se trata de una eleccion cualitativa, y que corresponde
al intento de visualizar en el promedio de los 3 planes de vuelos
ejecutados, por cada experimento, cudl composicién de imagenes
arroja una menor alteracion de la geometria del edificio. Los resultados
gue se perciben como mejores, corresponden a la combinaciéon de
solapamiento longitudinal del 80% y lateral del 70%, a una altura de 70
y 90 m. De estos resultados, se elige la altura de vuelo de 90 m, porque
presenta una composicion con mejor definicion en sus bordes y arroja
un menor numero de imagenes, lo que agiliza el procesamiento de
forma considerable.

Con las diferentes experiencias, es posible generar las gréaficas
comparativas de los parametros para la fotogrametria aérea con la
plataforma y las condiciones establecidas. En la Figura 14 se plasma el
comportamiento del parametro GSD. La relacién es lineal y se destaca
la independencia de su calculo con el solapamiento que se escoja
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en el plan de vuelo. Se observa que un GSD entre 5y 6 cm puede
ser suficiente para la aplicacion de deteccion de la Sigatoka negra en
musaceas, ya que permite una buena resolucion y no sobrecarga la
tarea de procesamiento de imagenes.

Distancia de muestreo vs altura de vuelo

GSD [cm]
[ B SR O B PR —Nu T o RS BN ]

60 70 80 90 100 110
Altura de vuelo [m]

un
o

Fig. 14. Valores del GSD a diferentes alturas de vuelo.

Dado que se observa que el solapamiento longitudinal del 80%
y lateral del 70% es la combinacién con un mejor desempefio bajo
las condiciones planteadas, se realizan las curvas de la Figura 15. Se
verifica que seleccionar una velocidad de 10 m/s es suficientemente
rapida para tener un tiempo de vuelo, que permita al UAV completar
la misidon con una descarga de bateria segura, evitando ademas altas
vibraciones, y una captura de imagen idénea con las velocidades de
obturacion que posee la camara.

N

Practicas y herramientas de sostenibilidad

A

Q

!/



«32.

Tiempo de captura entre imagenes con un
solapamiento de 80 % - 70 % a diferentes velocidades

7
26

L5

24 —8— Vel 5m/s
g

. "_,’-0——""*_’* —8— Vel 10 m/s
=)

) ._M’*’* —8— Vel 15m/s
21

g 0 Vel 20 m/s
= 60 70 80 90 100 110

L
(=]

Altura de vuelo [m]

Fig. 15. Tiempo de captura con un solapamiento longitudinal del 80% y
lateral del 70%.

Como es de esperar, un mayor porcentaje de solapamiento entre las
imagenes conlleva a una distancia menor entre las mismas muestras
(Figura 16). No obstante, disminuye a su vez la distancia entre las lineas
de vuelo (Figura 17), lo que extiende el tiempo que tomaria ejecutar
el plan de vuelo y, por ende, se debe tener especial cuidado con
la autonomia de la aeronave. Se requeriria en caso tal de elegir un
solapamiento con porcentajes altos, de la logistica de partir la mision
tantas veces como sea necesario para el recambio de bateria. Por otra
parte, se puede mitigar el incremento de las trayectorias a realizar,
aumentando la altura de vuelo (Figura 18), lo cual es positivo de cara
al nUmero de imagenes que se adquiririan (Figura 19), dado que una
disminucién del nimero de imagenes a procesar es una reduccion del
tiempo de computo y de las especificaciones técnicas que demandaria
el equipo de procesamiento.
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TABLA 3. ASPECTOS RELEVANTES DE LA EJECUACION DE LOS
DIFERENTES EXPERIMENTOS

Altura Solapamiento longitudinal - lateral [%]
de vuelo
[m]
80-70 75 - 60 60 - 30

Realiza un
sobremuestreo, El UAV pierde El UAV pierde
complejiza el comunicacién con comunicacién con

60 procesamiento y el radiocontrol, se el radiocontrol, se
no genera un valor considera inviable su  considera inviable su
agregado en el ejecucion. ejecucion.
resultado

Genera una sola
linea de vuelo,

70 lo que impide el
solapamiento entre las
imagenes

80

90
Genera una sola
linea de vuelo,

100 lo que impide el

solapamiento entre las
imagenes
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Distancia entre imagenes respecto a la altura de vuelo

70
60
50

. %

20

Distancia entre imagenes [m]

50 60 70 30 90 100
Altura de vuelo [m]

110

—®— Solapamiento 80 % - 70 %
—8— Solapamiento 75 % - 60 %
—@®— Solapamiento 60 % - 30 %

Fig.16. Distancia entre imagenes a diferentes alturas de vuelo.

Distancia entre lineas de vuelo con respecto a la altura

—
b2 LA
L=l =]

105
920

75
60
45

30
15

[=]

50 60 70 80 90 100
Altura de vuelo [m]

Distancia entre lineas de vuelo [m]

110

—®— Solapamiento 80 % - 70
—®— Solapamiento 75 % - 60 %
—&— Solapamiento 60 % - 30

Fig. 17. Distancia entre lineas de vuelo a diferentes alturas de este.
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Numero de lineas de vuelo con respecto a la altura

—&— Solapamiento 80 % - 70 %
—8— Solapamiento 75 % - 60
—&— Solapamiento 60 % - 30 %

|

Numero de lineas de vuelo
L

50 60 70 80 90 100 110
Altura de vuelo [m]

Fig. 18. Numero de lineas de vuelo respecto a la altura y el solapamiento.

Numero de imagenes respecto a la altura de vuelo

—
[l
(=]

—8— Solapamiento 80 % - 70
—®— Solapamiento 75 % - 60 %
—&— Solapamiento 60 % - 30

[
(=

Nuimero de imagenes
= (=) (=]
[=] (=] L=}

[=]

50 60 70 80 90 100 110
Altura de vuelo [m]

Fig. 19. NUumero de imagenes respecto a la altura de vuelo
y el solapamiento.
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D. Generacion de ortoimagenes

Tras la adquisicion de las imagenes, se realizdé el procesamiento
digital de imagenes con el programa Microsoft ICE para la obtencion
del ortomosaico. La composicion resultante se observa en la Figura
20. Una primera mirada del producto resultante arroja que no se
presentan zonas del area de interés sin estar muestreadas. Asi mismo,
es perceptible la distorsion que se genera en los bordes por el bajo
muestreo en las franjas proximas al limite del poligono. Un analisis
mas detallado permite evidenciar que si bien no se tienen zonas sin
informacion, si existen distorsiones y malas interpretaciones por parte
del algoritmo (Tabla 4). Esto es algo que hay que tener presente y
esperar la georreferenciacién de las imagenes, buscando una mejoria
en los resultados.

La georreferenciacién de la composicion se logra al ingresar los GCP
al programa Agisoft como puntos geolocalizados. De esta forma, se
comentd en la metodologia, se debe identificar de manera manual el
GCP en todas las imagenes; es entonces el proceso que se observa en
la Figura 21, donde se ubica la marca en el suelo de color amarillo, se
geolocaliza y luego se identifica en la imagen.

Fig. 20. Ortomosaico, generado con el plan de vuelo a 90 m de altura y con
un solapamiento longitudinal del 80% vy lateral del 70%.
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TABLA 4. ERRORES PRESENTES EN EL ORTOMOSAICO RESULTANTE

Imagen original Imagen procesada

Fig. 21. Establecimiento de marcas como GCP (izq.) y ubicacion de la marca
en una imagen (der.)

Los informes suministrados por el programa Agisoft son los que se

observan en las Figura 22, Figura 23 y Figura 24. En ellos se pueden ver la
ubicacion de los GCP en el mapa, la ubicaciony el nivel de solapamiento
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entre las imagenes y el mapa de elevacion digital generado por
la herramienta, a partir de los componentes que se capturan en las
imagenes. Se destaca en la Figura 23 que la zona de interés corresponde
a la que se encuentra en color azul, representando este color segun la
leyenda, los lugares en los que se encuentra informacién de un punto
particular en 9 o mas imagenes. Los colores calidos representarian
por su parte las zonas en donde la coincidencia de imagenes es baja,
dandose esta situacion en los extremos de la composicion. Finalmente,
se verifica con la Figura 24 el desnivel del terreno, con una variacion de
aproximadamente 100 m entre los puntos mas bajos, que se muestra
con tonalidades frias; y los mas altos, con tonalidades calidas.

Fig. 22. Ortoimagen de la zona de interés y la ubicacion de las marcas
usadas como GCP.
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Fig. 23. Mapa con la geolocalizacion de las imagenes y el nivel de
solapamiento entre las mimas

21218 m

Fig. 24. Mapa con la elevacion digital calculada por el programa Agisoft.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es posible concluir con el desarrollo del actual trabajo que plantear
el uso de un UAV con una camara digital acoplada para la obtencién
de imagenes aéreas, con las cuales se pueda generar productos
fotogramétricos que permitan a su vez detectar afectaciones de la
Sigatoka negra en un cultivo de muséaceas, es plausible. Asi como
muestra viabilidad la metodologia preliminar expuesta para el alcance
de los objetivos planteados.

Se observa de forma particular que el desempefio de las conversiones
y el uso de los filtros de tipo morfoldgicos seleccionados para la
realizacién del algoritmo de deteccién, tienen un buen comportamiento
y, por lo tanto. un buen resultado. Sin embargo, se debe evaluar la
posibilidad de desarrollo del mismo en un cédigo de programacién
mas liviano, como puede ser C o Python. Esto ultimo buscaria ademas la
ejecucion en tiempo real, y posiblemente con un menor requerimiento
de caracteristicas técnicas del equipo de computo.

Con el disefio de experimentos propuesto, se logroé establecer los
porcentajes de solapamiento iddneos para la deteccion de Sigatoka
negra, las condiciones, la aeronave y el espacio de interés, siendo estos
del 80% para un solapamiento longitudinal; 70% para uno latera, una
altura de vuelo de 90 my una velocidad de vuelo de 10 m/s. Se concluye
que dichos resultados son sensibles a dichos factores y que un cambio
por ejemplo de la plataforma aérea, modifica ostensiblemente los
resultados de las experiencias, porque vehiculos mas actuales tienen
mejores rangos de alcance o cobertura, permitiendo el estudio de
otras combinatorias y no descartandolas como pérdidas en el enlace.

Se concluye ademas que los resultados de la ortoimagen son mas
efectivos cuando se tienen los puntos de control bien distribuidos
sobre la zona de interés, pues se evidencid que en las partes menos
georreferenciadas se produce mas aberraciones. Empero, segun la
literatura en areas densamente boscosas es dificil para el procesamiento
de un software encontrar puntos comunes o puntos claves entre la
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superposicion de imagenes por su complejidad geométrica (miles
de ramas y hojas). Por esta razdn, y de acuerdo con algunos autores,
se recomienda aumentar el porcentaje de solapamiento frontal
o longitudinal a un 85% y al menos un 70% del lateral. También se
recomienda volar mas alto para mejorar los resultados y geolocalizar
con precision las imagenes, ya que, a mayor altitud de vuelo, menos
distorsiéon de perspectiva y, por ende, menos problemas de apariencia.
La altitud de vuelo en relacién con la resolucion del pixel de la imagen
y la distancia focal, determina la distancia de muestreo (GSD) en el
suelo de las imagenes (resolucién espacial) y los mejores resultados se
obtienen en un GSD superior a 10 cm/pixel.
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Valorizacion de cascarilla de
arroz en diferentes sectores
industriales

Resumen— La cascarilla de arroz (CA) es un residuo
de alta generacién que junto con sus cenizas (CCA) en
Colombia y el mundo y por sus caracteristicas fisicas y
quimicas, ha sido de gran interés académico e industrial.
En este capitulo se identifican y analizan los principales
usos de la CA'y la CCA para crear nuevos materiales o
mejorar productos en varios sectores industriales. Se
resaltan sectores como el de la construcciéon, donde se
hanusado estos residuos paralafabricacion de cemento,
como materia prima alternativa del concreto y los
ladrillos de arcilla cocida, también como material para
la estabilizacion de suelos. En procesos de obtencién
de nuevos materiales, se ha usado principalmente
CCA para obtener ceramica avanzada y como materia
prima en la produccién de silice, asi como la CA en la
obtencion de carbon activado. En el sector energético,
a partir de la CA ha sido posible la produccion de
combustible sdélido y su aprovechamiento como
combustible alternativo, también con resultados
menos prometedores en la generacién de biogas y
bioetanol. Por Ultimo, se analizaron usos importantes
de la CA para el acondicionamiento de suelos y las
CCA adsorbente de diversos contaminantes para la
descontaminacion de aguas residuales y purificacion
de agua. Es indispensable continuar en busqueda de
soluciones que permitan valorizar estos residuos en
procesos industriales actuales y en la obtencion de
nuevos productos, buscando hacer parte del modelo
de economia circular.
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Palabras clave— residuos solidos, economia circular, cascarilla de arroz, sector
industrial, agroindustria.

Abstract— Rice husk (RH) and rice husk ash (RHA) are waste of high generation in
Colombia and the world, which, due to their physical and chemical characteristics, have
been of great academic and industrial interest. This chapter identifies and analyzes
the main uses of RH and RHA to create new materials or improve products in several
industrial sectors. In sectors such as construction, these wastes have been used for the
manufacture of cement, as an alternative raw material for concrete and fired clay bricks,
and also as a material for soil stabilization. In processes for obtaining new materials,
RHA has been used mainly to obtain advanced ceramics and as a raw material in the
production of silica, as well as RH in the production of activated carbon. In the energy
sector, it has been possible to produce solid fuel from RH and use it as an alternative
fuel, also with less promising results in the generation of biogas and bioethanol.
Finally, important uses of RH for soil conditioning and RHA as an adsorbent of various
pollutants for wastewater decontamination and water purification were analyzed. It is
essential to continue searching for solutions that allow the valorization of these wastes
in current industrial processes and in obtaining new products, seeking to be part of the
circular economy model.

Keyword— Solid waste, circular economy, rice husk, industrial sector, agroindustry.

1. INTRODUCCION

Elarroz es un cereal de gran importancia para muchos paises alrededor
del mundo. Hace parte de la familia de hierbas de las gramineas o
poaceas, aunque es el arroz comun (Oryza sativa) la Unica especie
apta para el consumo. Algunos historiadores afirman que este cereal
podria ser nativo del Sureste asiatico y se cultiva desde hace mas de
7000 afios [1], [2].

Actualmente, mas de 70 paises, principalmente China, India, Indonesia
y Bangladesh, producen arroz en todo el mundo. Asi mismo, se generan
grandes volumenes de cascarilla de arroz (CA), que es un residuo
de baja densidad; cuando se desecha, este ocupa grandes areas, en
donde puede autoquemarse (debido a su alta capacidad volatil) y gran
cantidad se somete a combustion indiscriminada como método de
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disposicién final, esparciendo las cenizas y causando grandes dafos al
medio ambiente y a la salud humana [3].

En Brasil, que es uno de los paises de mayor produccién de arroz en
Latinoamérica, se han utilizado algunas alternativas desde 1980 [3].
Debido a la alta potencia calorifica de las cascaras (alrededor de 4000
kcal/kg), una alternativa a su eliminacién es su uso en sustitucion de la
lefia, que se utiliza en la generacién de gases calientes para el proceso
de secado, en pequeios generadores de vapor, y mas recientemente
en los hornos de la industria del cemento [4]. Sin embargo, se genera
un nuevo residuo al quemarse la CA: sus cenizas [3].

Actualmente, los paises productores de arroz se ven desafiados por
el problema de la eliminacién de la CA, y han tratado de utilizarla [5].
Debido a su gran produccion, la ciencia en su busqueda de aprovechar
al maximo los desechos organicos, se interesa en el estudio de este
material vegetal que se produce en abundancia, para implementarlo
en procesos industriales y que su uso contribuya a potencializar la
prestacién de servicios y los mecanismos de fabricaciéon de productos
amigables con el medio ambiente [6].

En los ultimos treinta afios, nace el interés en la utilizacion de la CA'y
la ceniza de cascarilla de arroz (CCA), para crear nuevos materiales o
mejorar productos de ciertas industrias, gracias a sus propiedades fisicas
y quimicas. Con la finalidad de mitigar los impactos de la generacién
y disposicion de residuos solidos, que es una de las mas criticas en la
actualidad, se presentan diversos estudios e investigaciones tendientes
a valorizar estos residuos en areas especificas de la industria, usandolos
como materia prima alternativa o como un producto sustituto con
valor agregado.

En el presente capitulo se identifican y analizan los principales usos
de la CA y la CCA en diferentes sectores industriales de importancia,
reportados en las investigaciones de los Ultimos veinte afios.
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Inicialmente se identifica para estos residuos su generacién vy
principales caracteristicas, sus procesos de produccién y subproductos.
Posteriormente, se analizan sus principales usos de acuerdo con el
sector industrial, innovacion e impacto ambiental. Finalmente, se
plantean conclusiones del tema analizado.

2. MATERIALES Y METODOS

En los ultimos afos, se ha investigado ampliamente los usos de la CA'y
sus cenizas en diversos procesos industriales. En este sentido, el analisis
del estado del arte presentado en este capitulo se centra en los sectores
de mayor desarrollo y con mas amplio nimero de investigaciones en
los ultimos 20 afos. Los sectores industriales que han usado la CA'y sus
cenizas ampliamente como materia prima.

A. Busqueda y clasificacion

Se busco y clasificd informacién académica en bases de datos como
Scopus, Web of Science, SciELO y Google Scholar. Las palabras clave
definidas para la busqueda fueron: cascarilla de arroz (rice husk, en
inglés), ceniza de cascarilla de arroz (rice husk ash). Con un primer
resultado de mas de 2.500 fuentes, para los ultimos 20 afos, se
identificaron las relacionadas con alguna aplicacion en el ambito
industrial. Con un conjunto de referencias consultadas y seleccionadas
de aproximadamente 500, se analizaron y filtraron en dos tipos de
publicaciones, articulos de investigacion y resumenes. De estos,
se seleccionaron 100 que contenian algun tipo de informacion
con aplicaciones recientes en los sectores industriales de interés o
informacion general de aplicaciones de la CA 'y CCA. Para complementar
el analisis, se incluyeron en la revision referencias que pertenecian
a paginas web oficiales gubernamentales y otros organismos,
relacionados con la tematica que brindan informacion en el contexto
local y regional.
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B. Analisis de informacion

Los documentos seleccionados fueron catalogados en una matriz
de informacion por orden cronoldgico y tematico que incluia las
diferentes categorias relacionadas con los cuatro sectores industriales
escogidos: 1) Sector de la energia y combustibles. 2) Sector de la
construccién. 3) Sector de la agricultura y medio ambiente. 4) Sector
de la fabricacién de materiales.

3. GENERALIDADES

En esta seccion, se describen y analizan las principales caracteristicas
de la CAy la CCA, la produccion de arroz en Colombia, sus procesos y
subproductos.

A. Caracteristicas de la cascarilla de arroz

La cascarilla de arroz es un tejido vegetal constituido principalmente
por celulosa vy silice, contiene también un alto porcentaje de ceniza,
lignina y posee un buen poder calorifico.

Su tamano puede variar desde 50 cm (en cultivos modernos) hasta 500
c¢m (en cultivos en aguas profundas) [7]. En la Figura 1 se muestra una

representacion de una planta de arroz y sus partes fundamentales que
son la hoja, la raiz, el tallo, la panicula y la cariépside.
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Cariépside

Panicula

Hoja

Tallo

Raiz

Fig. 1. Partes principales de la planta de arroz [2].

La panicula o panoja es la rama principal que se ramifica y sostiene la
flor en la fase reproductiva; luego a la caridpside en la fase de madurez
[8]. La caridpside es el fruto seco de una sola semilla con el pericarpio
adherido a la misma; esta formado por el embrion, el endospermo,
capas de aleurona, tegmen y el pericarpio. Estas partes se ilustran con
mayor detalle en la Figura 2. La composicion general de los frutos
secos de arroz corresponde al grano entero en un 55%; 15%, al grano
guebrado; 10% como afrecho de arroz y el 20% del peso restante
corresponde a la cascarilla [9].
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palea
lema

— pericarpio —

cariopst

escutelo
epiblasto (embrion)
plamula

radicula
raquilla
lemas estériles

Fig. 2. Principales partes del grano de arroz [8].
B. Produccion de arroz en Colombia

El arroz es el alimento basico para la mitad de la poblacién mundial.
En el mundo se produce alrededor de 500 millones de toneladas al
aho de arroz paddy. China es el mayor productor de arroz con cascara
del mundo con mas de 200 millones de toneladas, seguido de India e
Indonesia. En América Latina, el mayor productor de la region es Brasil
con 12 millones de toneladas, seqguido de Pert y Colombia [10].

En Colombia, el cultivo de arroz ocupa el tercer puesto en la produccion
nacional, después del café y el maiz [11]. Con producciones de mas
de dos millones de toneladas, la produccion de arroz representa
aproximadamente el 0,35% del PIB nacional [12], [13] [14], [15].

Los principales productores de arroz en Colombia se encuentran en
cuatro departamentos, en donde se concentra el 74% de la produccién
nacional de arroz verde del pais [11]. En 2019, la produccion de arroz
fue de cerca de tres mil toneladas, de las cuales el 28% se registré en el
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departamento del Casanare, seguido por Tolima con 24%, el Meta con
13%, Huila con 8% y el resto de departamentos representados en 26%
[16]. La descripcion detallada se presenta en la Tabla 1.

TABLA 1. PRODUCCION DE ARROZ EN COLOMBIA EN 2019 [16]

Departamentos Produccion (ton)
Casanare 835.096
Tolima 726.786
Meta 399.516
Huila 249.024
Otros departamentos 774179
Total nacional 2.984.601

C. Procesos de produccion de arroz y generacion de subproductos

La produccion de arroz genera varios subproductos agroindustriales de
los cuales se destaca la cascara o cascarilla de arroz, el cual equivaldria a
un 20% del peso del arroz y cuando esta es térmicamente transformada,
se obtienen sus cenizas que han sido objeto de investigacion, debido a
sus caracteristicas fisico quimicas [17].

En la Figura 3 se ilustra los dos subproductos de importancia en el
proceso de produccion de arroz.

Fig. 3. Cascarilla de arroz (izquierda) y sus cenizas (derecha) [18].
N\ | !/
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La produccién de arroz inicia con una primera etapa agricola, donde
el cultivador realiza la preparacion del suelo, la siembra y va hasta la
cosecha de arroz verde. Este producto se constituye en la materia prima
de la etapa industrial, alli los molinos realizan procesos de limpieza,
reduccion de humedad del 25% al 13% y almacenamiento en silos.
Posteriormente, el arroz seco es trillado, pulido y empacado como
arroz blanco o integral para su comercializacién. En este proceso, se
obtienen como subproductos la harina de arroz y la cascarilla [19]. El
proceso completo puede observarse en la Figura 5.

La distribucién de los productos, subproductos y residuos de la industria
molinera seria: arroz entero 59%, arroz partido 7%, harina y salvado
9%, impurezas un 3% y entre un 20% y 22% de cascarilla [11], [20].

[ Cosecha ] [ Secado H Limpieza
% ¥

Arroz paddy verde Impurezas

Procesos

Productos
Subproductos

Arroz blanco

Clasificacion Pulido o
y ensacado blanqueado

Arroz integral

Trillado o

descascarillado Proceso

Cascarilla o
térmico

Harinay
salvado

Cenizas

Proceso productivo del arroz

Fig. 4. Produccién de arroz y principales subproductos.
Fuente: Elaboracién propia.

El arroz posee el mayor contenido de silice de la familia de las gramineas,
y se concentra principalmente en la cascarilla que es el subproducto de
mayor volumen de generacién. Las industrias manejan de diferentes
formas el residuo, la mas comudn es acumularlo en terrenos de los
propios molinos, para después ser usados como combustible en
el proceso de secado del grano; sin embargo, este proceso es poco
eficiente. [21], [22].
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El mayor problema con esta cascarilla es el volumen y la baja densidad.
Habitualmente estos residuos son depositados cerca de fuentes
de agua o en terrenos destinados para ello, pero debido a los altos
volimenes y los extensos tiempos requeridos para su descomposicion,
se crean problemas de saturacién de suelos y se termina optando por
quemas a campo abierto [23].

En 2019, la produccién de arroz en Colombia se acercé a los tres
millones de toneladas de arroz, por lo que se hizo necesario disponer
aproximadamente de 600 mil toneladas de cascarilla de arroz [24].
Incluso después de la incineracion de la cascara de arroz, el 20% de su
peso se mantiene como material de desecho en forma de CCA [25], en
donde se concentra aun mas el contenido de silice.

A pesar de que la disposicion de estos subproductos representa uno de
los principales problemas en la industria arrocera, su alta disponibilidad
y sus propiedades fisico-quimicas los hace una alternativa efectiva
para las diferentes industrias: construccién, combustible, agropecuaria,
entre otras [16], [18], [19], [20], [21].

D. Composicion de la cascarilla de arroz y sus cenizas

La cascarilla de arroz presenta una gran variedad de caracteristicas
fisicoquimicas [26]. El tejido vegetal de la cascarilla de arroz esta
compuesto por diferentes cantidades de los elementos (Tabla 2): el
oxigeno y el carbono son los de mayor presencia, y las cenizas en el
tejido vegetal estan alrededor del 20% [26)].
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TABLA 2. COMPOSICION ELEMENTAL DE LA CASCARILLA DE ARROZ [26]

Elemento Composicion (%)
Carbono 37,6 -42,6

Hidrogeno 4,7-578
Oxigeno 31,37 -37,62

Nitrégeno 0,38% — 1,88
Azufre 0,01-0,18
Cenizas 16,93 — 24,6

La cascarilla estda compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa

y lignina; en la tabla 3 se describe la composicién porcentual de estos
tres elementos.

TABLA 3. PRINCIPALES COMPONENTES DE LA CASCARILLA DE ARROZ [26]

Compuesto Cantidad (%)

Celulosa 25,89- 35,5

Hemicelulosa 18,1-21,35

Lignina 18,20 — 24,6

Valverde et al. [26] determinaron la composicion de la cascarilla
producida en Colombia: celulosa, 39% y lignina, 23%. Desde la
perspectiva inorganica, la cascarilla de arroz esta constituida
principalmente por 6xido de silicio (Tabla 4).
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TABLA 4. COMPOSICION QUIMICA (FRACCION INORGANICA) DE LA
CASCARILLA DE ARROZ [26]

Compuesto Cantidad (%)
SiO, 42,08
K,O 0,47
MgO 0,05
CaO 0,13
Pérdidas por ignicion (1000°C) 57,27

ndo la cascarilla de arroz se somete a una transformacién
termoquimica, es posible obtener una mayor concentracion de silice
ra caracteristica fisico-quimicas importantes en las cenizas. La CCA
ompone principalmente de silice y otros 6xidos metalicos que se

detallan en la Tabla 5.

TABLA 5. COMPOSICION QUIMICA DE LAS CENIZAS DE CASCARILLA

/

DE AROOZ [27]

Compuesto Cantidad (%)
SiO, 93,30
ALO, 0,15
Fe,O, 0,14
CaO 0,38
MgO 0,31
K20 2,2
Na,O 0,01
MnO 0,18
SO, 0,24
PO, 0,64

cl 0,23
Pérdidas por ignicién (1000°C) 2,6
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Otra caracteristica de importancia reportada para la CCA es su area
especifica superficial, la cual se encuentra alrededor de 108 m2/g, pH
entre 5,5y 6 y el tamafio de particula promedio es de 50 um [28],
[29]. La actividad puzolanica para la CCA se ha determinado para
diferentes usos cerdmicos; esta propiedad depende esencialmente
de las condiciones de procesamiento de la CCA. La presencia de silice
amorfa contribuye principalmente a la reactividad de la puzolana y
puede modificarse cuando la CCA se somete a trituracion o segun la
temperatura de combustion a la que se procese. Independientemente
del origen de la CCA y procesamiento, se ha demostrado que los
valores para el indice de actividad puzolanica observados para la CCA,
estan muy por encima del minimo recomendado (75%), segun la norma
ASTM C311 [30].

Las caracteristicas obtenidas de la CCA, su alto contenido de silice, alto
punto de fusion, baja conductividad térmica, baja densidad aparente y
alta porosidad, unidos a la gran disponibilidad del recurso, son indicativos
de un material potencial para su uso en sectores industriales, como el
ceramico, polimérico y el desarrollo de nuevos productos [31], [32].

4. SECTORES INDUSTRIALES QUE PUEDEN USAR LA
CASCARA DE ARROZ Y SUS CENIZAS

El sistema lineal de la economia, basado en la extraccion, fabricacion
utilizacion y eliminacion, ha alcanzado limites debido al agotamiento
de recursos naturales y de combustibles fosiles. Por consiguiente, es
cada vez mas urgente la implementacion de un modelo circular, donde
se optimice el flujo de materiales, energia y residuos con el uso eficiente
de los recursos. La economia circular emplea los residuos como materia
prima, reduciendo asi los desechos generados y minimizando el
impacto ambiental. En este sentido, el uso de tecnologias innovadoras
y exitosas en el manejo de la basura representa un paso importante en
la mitigacién al cambio climatico, en especial si esta enmarcada dentro
una estrategia de economia circular que permita considerar y valorizar
el residuo como un recurso [33].
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Esta nueva concepcion de la economia circular ha hecho que residuos
agroindustriales como la CA y sus cenizas, provenientes de la cadena
productiva del arroz, se conviertan en una fuente susceptible de
materia prima, elementos para mejorar procesos y productos o fabricar
de nuevos productos para otros sectores industriales.

Se han desarrollado diversos estudios e investigaciones que han
mostrado la susceptibilidad del uso de la CA y la CCA en diferentes
segmentos productivos. Desde que se identificaron sus principales
caracteristicas desde hace mas de una década, gran cantidad de
aplicaciones han surgido o desarrollado, y algunas se han llevado al
mercado; otras contindan en estado inicial o etapas experimentales.

En las siguientes secciones, se describira los sectores con mas amplio
numero de investigaciones en los ultimos 20 afios; asi como las
principales aplicaciones donde la CA y sus cenizas se han usado como
materia prima alternativa o mejorando procesos y productos (Figura 5).

Harina y salvado (9%) Arroz entero (59%)
Impurezas (3%) Arroz partido (7%)

Cascarilla (22%)

Y vlation (60%)
y volatiles (80%)

Cenizas (20%)

, . Sector Fabricacion u ‘
Sector Agricultura y 5 oy
e . . energia y obtencion de
construccion medio ambiente

combustibles materiales
Cemento y Acondicionamiento Produccién de Ceramicos avanzados
concreto de suelos combustible solido

i Ad i6n d Combustible o
Ladrillos de sorcion de energia Obtencidn de silice
arcilla contaminantes alternativa
Obtencién de

Estabilizacion carbon activado

de suelos

Fig. 5. Principales usos industriales de la cascarilla de arroz y sus cenizas.
Fuente: Elaboracién propia.
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5. USOS EN EL SECTOR DE LA CONSTRUCCION

El sector de la construccion es una cadena compuesta por cuatro
eslabones: (1) explotacion y transformacion de productos minerales,
(2) produccion de materiales y elementos constructivos, (3)
disefio y construccion de edificaciones y obras, y (4) finalmente la
comercializacién. Este sector demanda grandes cantidades de materias
primas, presenta altos consumos energéticos y genera emisiones
considerables. Estos impactos ambientales se han disminuido a lo
largo de los afos, intentando adoptar el concepto de sostenibilidad en
los diferentes eslabones [34].

El uso de diferentes residuos solidos para la elaboracion de productos
en este sector es una alternativa sostenible que se ha considerado
en diversas investigaciones. Las cenizas volantes, escoria de alto
horno, hormigdn reciclado, residuos de plantas de energia, ceniza de
cascara de arroz, vidrio de desecho, barro rojo, arcilla quemada, entre
otros son algunos de los materiales de desecho que se han utilizado
en el sector de la construccién [35], [36], [37]. En este eslabdn de
produccion de materiales y elementos constructivos, se destaca la
utilizacion de esta alternativa.

La producciéon de productos para la construcciéon es diversa vy
contempla materiales y elementos tales como: pinturas, plastico,
vidrio, arcilla, concreto (hormigoén), cemento y yeso, hierro y acero,
y productos metalicos para uso estructural. El concreto es usado
para la produccion de elementos prefabricados como bloques,
estandares, ladrillos, adoquines, postes, losetas, muros de contencidn
segmentados, entre otros.

La incorporacién de cascarilla de arroz y sus cenizas, para sustituir

materias primas o mejorar propiedades de algunos productos para la
construccioén, se analiza a continuacion.
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A. Fabricacion de cemento y concreto

Para los procesos y productos del sector cemento y concreto
(hormigon), se ha utilizado la CCA principalmente por su alto contenido
de silice y actividad puzolanica. Estas propiedades han hecho a este
residuo susceptible de ser usado principalmente como: (1) sustituto
parcial del cemento, (2) sustituto parcial o reemplazo del agregado
fino, (3) activador alcalino, (4) adicion en la fabricacién del cemento. En
la Figura 6 se ilustra la posibilidad de uso de CCA como materia prima
alternativa en procesos de fabricacién de cemento y concreto, tanto
en mezclas directamente o en la elaboracion de productos a partir de
estas mezclas (postes, bloques, tuberias, etc.)

Caliza Obtencién de
Minerales de hierro _
Otros materiales clinker

CCA
Agua

Arena (agregado fino)
Veso Obtencién de Grava (agregado grueso)
. Aditivos
Otros materiales cemento Otros materiales
|

1
1
1
1
1
Clinker 1 CCA
1
1
1
1
[
1

Fabricacion de cemento Cemento 1 Fabricacion de concreto
PRRSPEDESEY R A S
Materia primas : :
Ceniza de cascarilla de arroz : Mezclas de Elementos de :
| concreto Concreto !
1
1
1

[ Edificaciones ] [ Obras civiles ]

Fig. 6. CCA como materia prima alternativa en la fabricacién de cemento y
concreto. Fuente: Elaboracion propia.

Se ha establecido que las mezclas minerales funcionan con éxito al ser
utilizadas como materiales cementantes suplementarios en hormigén,
morteros y pastas de cemento [38]. Los compuestos propios del
cemento son susceptibles al agrietamiento y cuasi-quebradizos, debido
a su limitada propiedad funcional a la tensién, lo que hace necesario
agregar materiales complementarios para mejorar esta propiedad [39].
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El uso de CCA como material cementante suplementario en el
concreto convencional mejora la resistencia a la compresion vy la
traccion. El incremento en las propiedades del concreto es ocasionada
principalmente por al aumento de la reaccion puzolanica. Las
investigaciones muestran los mayores aumentos en la resistencia a la
compresion, con niveles de sustitucion de CCA en el hormigon, entre
10% y 15%, para los diferentes tiempos de curado.

La CCA también se ha adicionado para obtener otros tipos de concreto
mas especializados, como el de ultra alto desempefio (UHPC) y el
autocompactante (SCC). En el UHPC, la adicién de ceniza reduce la
trabajabilidad por lo que es necesario adicionar superplastificantes,
pero al igual que en el concreto convencional se mejora la resistencia
a la tension [40], [41].

Cordeiro et al. reportan la aplicacion de ceniza de bagazo de cafia y
de CCA en la produccion de hormigén de alto rendimiento preparado
con cemento Portland. Al remplazar hasta el 20% en masa del cemento
en el hormigdn, se lograron rendimientos superiores en las pruebas
mecanicas y de durabilidad en comparacion a una mezcla de referencia.
La sustitucidn parcial de cemento Portland por estas cenizas aumenté
el rendimiento a tension del hormigon y redujo su viscosidad plastica,
debido a un mayor contenido de particulas finas [38].

En el SCC, la sustitucion del cemento por aditivos minerales ayuda a
reducir una gran cantidad de cemento y el calor de la hidratacion. La
adicion de CCA a este tipo de concreto, aunque mejora las propiedades
mecanicas del concreto endurecido, en el concreto fresco disminuye la
fluidez y la resistencia a la segregacion que son fundamentales para las
aplicaciones de este tipo de mezcla. Esto se debe a la mayor absorcion
de agua de la CCA por su alta area superficial [30]

La CCAtambiénse haadicionado en hormigon reforzado con fibras (FRC)
que constituye una matriz de cemento, para mejorar las propiedades de
flexion y traccion del hormigon. El uso de CCA con fibras en FRC mejora
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las propiedades de resistencia y durabilidad del hormigdn mezclado.
Se ha estudiado la adicion de fibras naturales y sintéticas, combinadas
con CCA en concretos y morteros. Fibras naturales usadas, como fibras
de bamboo [42], fibras de sisal [43], entre otras, pueden degradarse
por la alta alcalinidad de la mezcla y afectar la durabilidad del FRC,
pero al adicionarse CCA, se encontré que se redujo esta degradacion
y la consiguiente reduccion de la cantidad de Ca(OH),. Otros autores
estudiaron el efecto de incorporar CCA en mezclas reforzadas fibras
sintéticas como fibra de vidrio [44], fibra de acero [45] y fibras de
polipropileno [46]. En morteros reforzados con fibras de polipropileno
y CCA aumentd la resistencia a la compresion del mortero, cuando se
agregd hasta un 10% de CCA como reemplazo del cemento. También
se observo un incremento de la resistencia a la flexion, debido a las
interacciones positivas entre las fibras de polipropileno y CCA, que
dieron lugar a la menor contraccién de secado del mortero [46].

La CCA también se usa como reemplazo del agregado fino, tanto en
mezclas de concreto como en elementos constructivos. La utilizacién
de CCA no molida como agregado fino, tiende a reducir la extraccion de
recursos naturales como la arena de rio. Sin embargo, la alta absorcion
de agua de la CCA genera problemas en la trabajabilidad del concreto
fresco, limitando el porcentaje de reemplazo. Elementos constructivos,
como bloques no estructurales y bloques macizos, se han fabricado
con CCA, reemplazando el agregado fino hasta en un 20%. Se lograron
obtener bloques de concreto no estructural con resistencias mecanicas
entre 0,358 y 1,439 MPa, similares a las comerciales, resultando
interesante para ser empleados en componentes de construccion
liviana y de uso no portante [47].

Otras aplicaciones dadas a la CCA es su adicion como activador alcalino
para aglomerantes activados por alcalis. Estos aglomerantes consisten
en un mineral de aluminosilicatos (precursor) y una solucién activadora
alcalina (activador). Se ha estudiado la influencia de la adiciéon de CCA,
tanto de precursor como de activador [30].
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En la fabricacion de cemento Portland se requiere una gran cantidad
de energia y produce grandes cantidades de CO2 [48]. Esta es una
de las principales razones por la cual la industria cementera ha usado
ampliamente varios residuos industriales para elaborar cemento, como
escoria metallrgica, lodos de la industria manufacturera de alimina,
lodos del proceso de hidroxido de sodio que contiene CaCO,, pirita
y otros materiales. Algunos estudios han propuesto también el uso
de CCA en el proceso de obtencion de cemento Portland. En Ajiwe
et al. se formulé cemento Portland con un contenido de 24%w/w de
CCA que reemplazaria la silice; se preparo¢ inicialmente el Clinker a
1400°C en un horno rotatorio y posteriormente moliendo el Clinker
conjuntamente con otros aditivos se obtuvo el cemento [49]. En este
estudio se determind que la produccion de cemento a partir de la CCA
era relativamente barata y el costo era comparable a la realizada con
las materias primas habituales [49].

Para esta aplicacion, la CCA se ha usado también como fuente de silice
mas pura y reactiva para la fabricacion de cemento. En el trabajo de
Sinyoung et al., se extrajo nano silice a partir de CCA para utilizarse
en la formacion cemento belitico [50]. Esta nano silice extraida de
CCA es altamente reactiva, debido a su alto volumen de poros y baja
energia de activacion de la deshidratacién. En el estudio, se usaron dos
fuentes de calcio diferentes, carbonato de calcio y nitrato de calcio;
ambas formulaciones lograron formar la fase principal del cemento
belitico, especialmente al usar nitrato de calcio y a bajas temperaturas
de produccién (800°C) [50].

B. Fabricacion de ladrillos de arcilla

El ladrillo ceramico es un elemento basico del sector de la construccion.
Los ladrillos de arcilla cocida son materiales antiguos y muy utilizados,
implementados en tabiques y muros de carga en edificios [51].
El amplio uso de depdsitos de arcilla natural para la fabricacion de
ladrillos cocidos ha causado un alarmante déficit de este material
natural [52], [53], [54]. La materia prima principal de este tipo de ladrillo
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son las arcillas, seguido de los materiales fundentes y arenas, que al
mezclarse deben adecuarse y procesarse mediante un moldeo de la
pieza, secado y coccion a altas temperaturas. En la Figura 7 se ilustran
los principales procesos involucrados en la obtencion de ladrillos de
arcilla y su secuencia.

i Preparacion de materiales 2 Amasado 3 Extrusion
-— § =
/Y - oy - il

6 Despacho

) =Sl im—)

Fig. 7. Procesos de fabricacion de ladrillos de arcilla.
Fuente: elaboracion propia.

Las propiedades de los ladrillos de arcilla dependen de varios factores:
la naturaleza de la materia prima, método de fabricacién y proceso
de cocciodn [55]. La influencia de la adicion de residuos como la CA'y
sus cenizas, mazorca de maiz, bagazo de cafa de azlcar, cascara de
coco, residuos de té, entre otros, se ha investigado, constituyéndose en
materias primas alternativas principalmente como formadoras de poros
en el ladrillo, modificando sus propiedades fisicas como la porosidad,
absorcion de agua y conductividad térmica, [56], [57].

Caracteristicas de la CA como su alto porcentaje de materia volatil,
celulosa y porcentajes de absorcion de agua entre el 5% y el 16%, la
han perfilado como un residuo interesante para adicionar a las mezclas
de ladrillos.

La CA se ha agregado en la materia prima para ladrillos, sustituyendo
en volumen entre un 5% y 15%, tanto de la CA molida como en su
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estado original. Los estudios revelan que los ladrillos de arcilla con CA
muestran una densidad menor debido a la alta formacién de poros,
en comparacion con el ladrillo de arcilla de control sin CA. Estos poros
también influyen en otra propiedad del ladrillo que es su capacidad
de aislamiento térmico. En la Figura 8 se observa los resultados para
ladrillos, a partir de la adicion de CA molida y sin moler, donde la
porosidad aparente incrementa con el aumento del residuo en la
mezcla, con valores superiores al 30% y disminuye al aumentar la
temperatura de coccion.

55 --—--—---—--——--—--——--—---—--—-{ Q700 EE00 @900 B 1000

Porosidad aparente (%0)

0 CAM/S CAM/0 CAM/I5 CASM/5 CASM/10 CASM/13
Porcentaje ytipo de CA

CAM/%: cascarilla de arroz molidaede adicion
CASM/%: cascarilla de arroz sin moler/%ede adicion

Fig. 8. Porosidad aparente de ladrillos con adicion de CA molida y sin moler,
del 5% al 15% [56].

La absorcion de agua esta relacionada con el volumen de los poros
conectados ala superficie del ladrillo. La CA se quema durante el proceso
de sinterizacion, y forma poros en la estructura por la emision de CO,.
Debido a que la fase liquida disminuira con la reduccion de la cantidad
de arcilla, los poros formados no pueden ser llenados completamente.
Esto hace que a medida que sea adiciona mas cantidad de CA a la
mezcla, se aumenta la absorcion de agua en el ladrillo fabricado. En la
Figura 9 puede observarse este comportamiento [57].
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Fig. 9. Absorcidon de agua de ladrillos con adicién de CA del 5% al 10% [57].

Cuando aumenta la adsorcion de agua y la porosidad, propiedades
mecanicas, como la resistencia a la compresién, disminuyen. Los
ladrillos con la adicion del 5% y el 10% de CA lograron una resistencia
a la compresion de 5-16 MPa, en relacion a todos los casos inferior a
sin CA, y disminuyd esta propiedad cuando se aumenté el porcentaje
de residuo [56], [57].

La adicién en mezclas para ladrillos de CCA sola o combinada con otros
residuos también se ha analizado. La adicion de CCA en la mezcla de
ladrillos tiene influencia sobre la plasticidad y que es importante para
el proceso de moldeo del ladrillo. El valor del indice de plasticidad
(PI) se utiliza para clasificar el suelo (arcilla) segun esta. Los rangos de
plasticidad baja para suelos en ausencia de CCA se encuentran entre
5%y 30% y se observé que al adicionar CCA, el Pl se mantiene en estos
limites. Este comportamiento puede observarse en la Figura 10 (A -
G), las curvas muestran resultados de varias investigaciones donde se
adicionan porcentajes de CCA entre 5%y 20%, manteniendo el indice de
plasticidad dentro de los limites que permite el moldeo. La contraccién
lineal disminuye también, con la adicién de CCA en las mezclas. Puede
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notarse que a partir del 10% de reemplazo, principalmente la plasticidad
de la mezcla disminuye mas drasticamente.

A pesar de esta disminucion en la plasticidad, el ladrillo puede fabricarse
con CCA sin perder el comportamiento plastico de la mezcla para poder
ser moldeada permitiendo su procesamiento [30].
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Fig. 10. Comportamiento plastico de las mezclas para ladrillos con CCA
resultado de varias investigaciones [30].

La adicion de CCA permite aumentar la relacion SiO,/AI20, en la
mezcla de arcilla y mejorar las caracteristicas de resistencia de los
ladrillos de arcilla cocida. Esto en el caso de que la silice de la CCA
sea de tipo amorfo, si tiene un alto porcentaje de silice cristalina,
puede comportarse como material de relleno. Con la adicion de la
CCA, varios estudios reportan que un porcentaje adecuado para que
las propiedades del ladrillo sean aceptables, se encuentra entre 4% y
5% en peso en mezcla, obteniéndose mejoras de 30% en la resistencia
a la compresion y absorcion de agua moderada (alrededor de 19%).
Con 4% de CCA, el ladrillo muestra una reduccion de la temperatura
interior de 6 °C y una reduccién del ruido de 10 dB en comparacion
con el ladrillo convencional de arcilla cocida. Los ladrillos con CCA
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muestran mejores propiedades estructurales, térmicas y acusticas que
los ladrillos de arcilla convencionales [58], [30].

La adicion de CCA y ceniza de bagazo de cafia, en la produccién de
ladrillos de arcilla, no logré6 mejorias en cuanto a la resistencia de la
compresion y médulo de rotura; sin embargo, se fabricod un ladrillo
bastante ligero, y utilizarlo podria contribuir a una reduccién de cargas
estructurales y lograria una construccion mas sostenible y econdmica
de mamposteria. La Tabla 6 desarrolla algunas propiedades obtenidas
para estos ladrillos. La resistencia a la compresion y moédulo de ruptura
disminuyeron a medida que aumentaba la adicion de los materiales
de desecho en la mezcla de arcilla. Estas propiedades sefialaron los
mejores resultados cuando los ladrillos fueron los producidos con un
5% por peso de arcilla con CCA y ceniza de bagazo de cafa. [51], [59].
La Figura 11 muestra los ladrillos frescos sin pasar por el proceso de
secado y coccion.

TABLA 6. PROPIEDADES DE LADRILLOS DE ARCILLA CON CCA'Y CENIZA DE
BAGAZO DE CANA [59]

Ladrillo con
CCA/ Ceniza
bagazo cafia

Ladrillo

Propiedades .
convencional

Peso por unidad de area (kg/m?) 97,13 91,15
Resistencia a la compresién (MPa) 8,38 5,10
Mddulo de ruptura (MPa) 1,49 0,72
Absorcion de agua (%) 17,45 20,93
Porosidad aparente (%) 35,83 39,71

Pérdida de peso en 50 ciclos de
congelamiento-descongelamiento

/

9,12 13,85
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La porosidad y absorcion de agua aumenta tras la incorporacién de
estos residuos. No obstante, los ceramicos obtenidos pueden ser
usados como ladrillos resistentes a climas moderados. Los ladrillos
porosos suelen tener mejores propiedades de aislamiento que los que
presentan menores porosidades.

Fig. 11. Ladrillos de arcilla frescos con CCA y bagazo de cafia [59].
C. Estabilizacion de suelos

Como base estructural de cualquier construccion los suelos son uno
de los aspectos mas importantes a estudiar en cualquier proyecto
de infraestructura; por esto, se afiaden a estos estabilizadores,
preferiblemente agentes cementantes como cemento Portland, cal y el
asfalto para mejorar sus propiedades de ingenieria.

La estabilizacion de suelos con CCA ofrece resultados muy positivos con
respecto a las mejoras que causa en los suelos, cuando sus condiciones
naturales podrian ocasionar problemas en las construcciones y por su
baja capacidad de soporte [60], [61]. Por ejemplo, las acillas expansivas
son altamente peligrosas y provocan dafos en obras civiles existentes;
especialmente, genera fallas y problemas a nivel de cimentaciones
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de la estructura [62], [63]. Para estabilizar este tipo de suelos de alto
potencial expansivo, se ha usado la CCA y ceniza volcanica. Estas dos
puzolanas naturales se mezclaron con el suelo en proporciones del 10%,
20% y 30% de ambas puzolanas en composiciones iguales. Con estas
adiciones se ha determinado que varios parametros fisicos y mecanicos
cambiaron en el suelo arcilloso, reduciendo su limite liquido y plastico,
la expansion volumétrica, gravedad especifica y densidad seca maxima,
e incrementando su resistencia a la deformacién y al deslizamiento.
Este comportamiento deriva en la estabilizacion de estas arcillas con
comportamiento expansivo [64]. Aponte y Calderon analizan otro tipo
de suelo limoso de baja plasticidad, con la adicion del 12% de CCA.
Esta adicion modifico su resistencia y fue posible estabilizarlo.

La adicién de estas puzolanas al suelo, hacen que su estructura sea
mas aglomerada y compacta, evitando el ingreso de agua a los
poros y disminuyendo la expansion del suelo [18]. Generalmente, la
estabilizacion del suelo se hace mediante la combinacion de diferentes
materiales. La adicion de CCA como Unico material requeriria una
gran cantidad para la estabilizacién del suelo. Estas combinaciones
y las cantidades optimas de CCA, encontradas en varios estudios se
detallada en la Tabla 7.

TABLA 7. USO DE LA CCA COMO ESTABILIZADOR DE SUELOS [30]

Cantidad
Tipo de suelo Estabilizador(es) recomendada de CCA
(%)
” CCA 18
Lateritico - -
CCA+fibra de sisal 8

Granitico CCA+cemento 20

CCA 16-20

Arcilloso CCA+cal 10-20
CCA+cal+escoria de acero 10
) CCA+cal+fibra de plastico 12

Limoso

CCA+cal 25
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Cantidad
Tipo de suelo Estabilizador(es) recomendada de CCA
(%)
Arenoso CCA+cal 20
Aluvial CCA 7,5

6. USOS EN LA FABRICACION U OBTENCION DE
MATERIALES

A. Fabricacion de ceramicos avanzados

Los materiales ceramicos tienen una gran variedad de aplicaciones
que van desde la fabricacion de materiales para la construccion, hasta
aplicaciones de mayor desempefio como materiales refractarios,
aislantes, aplicaciones eléctricasy electronicas, materiales ferroeléctricos
o piezoeléctricos, etc.|

Las caracteristicas quimicas, morfolégicas y mineralogicas de la CCA
varian segun el equipo de transformacién térmica y los parametros del
proceso durante la quema de la cascarilla [5]. Su composicion alta en
silice (entre 80% y 95%), la resistencia quimica y a los choques térmicos,
y su baja conductividad térmica, la convierten en un material adecuado
para ser utilizada como materia prima en procesos industriales de
ceramica avanzada como los aislantes térmicos [3].

En la fabricacion de aislantes térmicos a partir de CCA, se comparo con
aislantes a partir de otras fuentes de silice, como la diatomea [3]. Los
aislantes térmicos se fabricaron a partir de diferentes formulaciones
con CCA, aditivos y aglutinantes, plastificantes, aserrin de madera, agua
y fundente. Se usaron dos tipos de moldeo, extrusién y prensado; dos
temperaturas de sinterizacién 1350°C y 1250°C. Finalmente, las piezas
se enfriaron a temperatura ambiente. El proceso usado en este estudio
es tipico para la obtencién de piezas de ceramica avanzada como los
aislantes térmicos y se ilustra en la Figura 12.
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Fig. 12. Proceso de fabricacidn de aislantes térmicos con CCA.
Fuente: elaboracion propia.

Los aislantes térmicos obtenidos con CCA presentaron una
conductividad térmica baja, pero mayor al aislante térmico comercial
de silice de diatomeas, debido a la presencia de poros de mayor
tamafo y forma irregular que se presentaron. Otras propiedades
que se analizaron, se pueden observar en la Tabla 8, presentaron
alta porosidad, baja densidad aparente y baja resistencia a la
compresioén [3].
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TABLA 8. PROPIEDADES FiSICAS Y MECANICAS DE AISLANTES TERMICOS A
PARTIR DE CCA'Y COMERCIALES [3]

Aislante Aislante Aislante
Caracteristica extruido con  prensado comercial*
CCA con CCA
Densidad aparente (kg/m?3) 660 464 392
Porosidad (%) 70 75 73
Resistencia a la compresion
(kgf/cm?) 6,6 3.9 8,0
*Fabricado con silice de
diatomeas.

Otros materiales susceptibles de fabricar a partir de CCA como
materia prima son los vitroceramicos. Estos son materiales ceramicos
avanzados que combinan propiedades de los ceramicos cristalinos con
la de los vidrios. Se obtienen como los vidrios, pudiéndose conformar
facilmente, pero luego, mediante un proceso térmico controlado,
puede cristalizar hasta el 90 % de la masa vitrea.

Para fabricar este tipo de ceramicos, utilizaron cenizas de carbon y CCA
para sintetizarlos [66]. En la Figura 13 se muestra el procedimiento
realizado, utilizando CaO/SiO, y SiO,/ALO, para la formacion de las
fases cristalinas. Con el fundido a 1450°C se forma la fase vitrea y al
sinterizar se constituyen las fases cristalinas. En las pruebas con SiO2/
ALO, mas alta, se inhibe la cristalizacion de estas fases, lo que afecta
significativamente a las propiedades finales del material. Por otro lado,
las muestras con proporciones molares CaO/SiO, mas altas, pero con
proporciones mas bajas de SiO,/Al,O, dan como resultado la formacion
de anortitas y albitas [66].
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Ceniza de carbén
Hidréxido de calcio

Dosificado de
materiales
(Ca0/Si0,)

Fundido
1450°C

Enfriamientoy
molienda

Prensado y
moldeo

Sinterizacion

Fig. 13. Procedimiento usado para preparar materiales vitro-ceramicos
de CCA'y cenizas de carbén [66].

Los valores promedio para las caracteristicas fisicas y mecanicas de las
vitroceramicas obtenidas usando CCA se pueden observar en la Tabla 9.

TABLA 9. PROPIEDADES FiSICAS Y MECANICAS DE LAS VITRO-CERAMICAS [66]

Caracteristica Unidad de medida
Densidad 2607 — 2739 kg/m?
Absorcién de agua <0,1%
Dureza de Vickers > 600 Mpa
Rigidez (prueba de nanoindentacion) 96 Gpa
Resistencia a la fractura (K, ) 0,39 - 0,59 Mpa/m

Durabilidad quimica (expuestas a HCl y NaOH) Aprox. 0,5 mg/cm?

Los resultados de las caracteristicas de los productos vitroceramicos
fabricados mostraron que son aptos para aplicaciones como materiales de
construccion, azulejos, placas ceramicas, revestimientos, entre otros [66)].
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B. Produccion de silice

Los silicatos estan compuestos de silice y oxigeno. La silice puede
existir en formas amorfas, cristalinas y gelatinosas. Se utiliza como
precursor de varios materiales Opticos, revestimientos o peliculas
finas en la electronica. También se utiliza comUnmente en otros
campos como catalizadores, agentes anticorrosivos, cromatografia y
ceramica. La extraccion/produccion de silice convencional de la arena
o el cuarzo tiene varias desventajas: el alto consumo de energia y la
contaminacién ambiental.

Numerosos vegetales estan compuestos por silice, principalmente para
cumplir funciones estructurales o para aumentar su resistencia. Varios
métodos han sido reportados para la produccion de silice a partir de
residuos agricolas. La silice puede obtenerse mediante tratamiento
térmico a temperaturas elevadas o puede extraerse de la CA en
forma de silicato de sodio (Na,SiO,) a través de métodos quimicos.
La morfologia de la silice obtenida varia significativamente segun la
temperatura, el tiempo y condiciones de proceso. Normalmente, la
silice amorfa se estructura entre 550°C y 800°C vy la silice cristalina se
produce a una temperatura de alrededor de 900°C o superior. La silice
amorfay cristalina tienen diferentes propiedadesy, por ende, diferentes
posibles usos. Un resumen de los métodos térmicos y quimicos se
describe en la Figura 14 [67].
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Fig. 14. Tratamientos usados para la obtencion de silice a partir de residuos
agroindustriales [67].

El alto contenido de silice de la CA y sus cenizas, la convierte en un
residuo susceptible paralaobtencién de este producto en sus estructuras
cristalinay amorfa, de tamafos del orden microy nanométrico mediante
diferentes métodos. Los procedimientos comunes para extraer silice a
partir de la CA se resumen en la Figura 15, incluida la eliminacion de
impurezas antes y después de los tratamientos térmicos comunes para
producir la CCA.

De los diversos métodos de sintesis, el método quimico es la técnica
mas exitosa y sencilla para sintetizar nanoparticulas de silice ultrafinas
a partir de CCA. El tratamiento de CA con una solucién de acido
clorhidrico, acido sulfurico, acido fosforico, acido nitrico (lixiviacion
acida), o de hidroxido de amonio o hidréxido sédico (tratamiento
alcalino) pueden realizarse antes del térmico. Estos procesos pueden
ser muy eficaces para eliminar la mayoria de las impurezas metalicas
y acelerar la hidrolisis de la hemicelulosa y la celulosa en la CA. Esto
permite producir una silice de alta pureza de alta area especifica y
completamente incolora [68], [69].
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Cascarilla de arroz
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Fig. 15. Tratamientos usados para la obtencién de silice a partir de CA [70].

Muchos autores han llegado a la conclusion de que la CA es una fuente
excelente de silice amorfa de alto grado. La aplicacion y el valor de
diversos productos de silice estan muy relacionados con su cristalinidad
y su microestructura. Las aplicaciones directas de la silice cristalina son
limitadas debido a su baja reactividad. Sin embargo, la silice amorfa,
en particular las que tienen gran superficie especifica (porosa y/o con
un tamafo de particula pequefio) son de gran interés para muchas
aplicaciones en varias industrias como la quimica, ceramica, produccién
de acero, farmacéutica, caucho, plastico, materiales refractarios,
cemento, pinturas, jabones, compuestos de polimeros, refinado de
aceites vegetales, etc. [71], [72], [73].

C. Obtencion de carbon activado

El carbono activado (AC, por sus siglas en inglés, activated carbon) se
ha utilizado para el tratamiento de aguas residuales, agua potable y
eliminacion de una amplia variedad de contaminantes. Es uno de los
adsorbentes mas populares que ha tenido un éxito considerable y se
ha utilizado ampliamente debido a su gran capacidad de adsorcion.

N

QA ) —

Practicas y herramientas de sostenibilidad




\\

|

0

e 78 o

Sin embargo, particularmente en los paises en desarrollo, la aplicacion
del AC comercial como adsorbente es limitada debido a su alto costo
y a la pérdida del 10-15 % durante la regeneracion. Por esto, se ha
optado por encontrar fuentes alternativas para su obtencién. Una de
estas fuentes es la CCA.

Generalmente, la fabricaciéon de AC implica dos procesos principales, la
carbonizacién de los materiales de carbono en bruto en una atmosfera
inerte y la activacion del producto carbonizado. Para la activacion se usan
procesos fisicos (con empleo de CO,, vaporizador) y quimicos (KOH/
NaOH, K,CO,, ZnCl,, H,PO,. La activacion quimica se aplica ampliamente
debido a su baja temperatura de activaciéon y a su alto rendimiento
comparado con la activacion fisica [74], [75], [76]. Los procesos de
obtencién del AC a partir de la CA se ilustran en la Figura 16.

Preparacion

Lavado,
limpieza

secado

1 1
: Te]uperatura constante :
1 450-700°C Carbonizacion 1
1 1-4h 1
1 1
1 1
1 |

CA carbonizada

B
Activacion

Activacion Activacion
fisica quimica

KOH/NaOH.

| 1
I 1
I 1
| 1
I 1
| 1
I 1
I 1
| 600-1000°C Acti o I an 1
1 CO2, aire, vapor Ctivacion mpregnacion K2C03, ZnCl2, H3PO4 :
1
| 1
I 1
I 1
I 1
I 1
| 1
I 1
I 1
1

A4

S 400-900 °C
Activacién 2

[ Lavado y secado ] [ Lavado y secado ]

Molido y
tamizado

Carbénactivado

Fig. 16. Principales procesos usados para la obtencién de carbén activado a
partir de CA., Fuente: elaboracién propia modificado [74], [75].
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7. USOS EN EL SECTOR ENERGIA Y COMBUSTIBLES

En esta seccion se profundiza en investigaciones realizadas
para procesos industriales que se enfocan en el uso de CA y sus
cenizas para la produccion de diversos tipos de combustibles y
aprovechamiento energético.

A. Produccion de combustible sélido

Debido a la crisis energética, es necesaria la busqueda de nuevas
fuentes de energias alternativas y mas amables con el medio ambiente,
que permitan el desarrollo de los diferentes sectores econdmicos.
Una alternativa es el desarrollo de biocombustibles sdlidos, los cuales
podrian ser usados en centrales eléctricas tradicionales, reemplazando
el carbon y donde la infraestructura actual de la planta puede ser
utilizada [77].

Los pellets, por ejemplo, son un biocombustible densificado y fabricado
con biomasa molida, con o sin aditivos y generalmente de forma
cilindrica como se ilustra en la Figura 17, con longitud entre 5y 40
mm [78]. Este biocombustible tiene la caracteristica de ser altamente
durable, segun la naturaleza de la materia prima y condiciones
ambientales (humedad, temperatura, entre otros) [79].

Se realiz6 un estudio de fabricacién de pellets con diferentes mezclas
de biomasas, entre ellas la CA [77]. Cuando se combin6 CA con paja
de trigo, se exhibieron los valores mas altos de humedad, volatilidad,
carbono organico total, contenido total de nitrégeno y valores de poder
calorifico. Las combinaciones de varias biomasas pueden mejorar las
propiedades energéticas del combustible sélido de biomasa [80]. La
adicion de CA permite una alta generacion de H, y menor contenido
de CO, en la combustion de estos pellets, proporcionando una mayor
estabilidad del gas generado debido a una mayor densidad energética,
en comparacién al gas tradicional producto de derivados del petréleo
o del carbén [81].
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Fig. 17. Pellets de biomasa [77].

Otro combustible soélido desarrollado son las briquetas [82]. La
sustitucion de la lefla por briquetas puede reducir la deforestacion
y las emisiones de gases de efecto invernadero, asi como la tasa de
enfermedades respiratorias y pulmonares. Residuos como la CA podria
sustituir combustibles contaminantes convencionales, como la lefa y
el carbén, lo que aumentaria la eficiencia en el sector doméstico. Otras
ventajas de la utilizacién de la biomasa en forma de briquetas: facilidad
de manipulacion, transporte y almacenamiento, el aumento de la
densidad energética y la mejora de la combustibilidad y la uniformidad
de tamafo.

El proceso para la fabricacion de estos elementos comienza con la
conversion de la CA en un polvo fino, mediante su molienda en un
molino de martillos. Luego se mezcla el polvo fino con agua y una
sustancia aglomerante. La mezcla pastosa formada es puesta en una
prensa briqueteadora. Finalmente, la briqueta necesita ser secada
para reducir el contenido de agua. El secado puede realizarse al aire
libre o en un secador eléctrico [11], [83]. Algunas caracteristicas tipicas
de las briquetas fabricadas con CA se muestran en la Tabla 10, sus
dimensiones y forma en la Figura 18.
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TABLA 10. PRINCIPALES CARECTERISTICAS TECNICAS DE LAS BRIQUETAS
FABRICADAS A PARTIR DE CA [83], [84]

Caracteristica Unidad de medida
Poder calorifico 5.000 - 6.000 Kcal/Kg
Didmetro 3-200cm
Largo 15-50cm
Densidad 360-600 Kg/m?
Apariencia fisica Aspera

e (G [

T7.50 cm

a. b.

Fig. 18. Dimensiones y forma de la briqueta de CA [83], [85].

En paises en via de desarrollo, la mayoria de los residuos agricolas
que se queman como combustible se utilizan en su estado natural con
algun tratamiento previo como el secado y el corte. En comparacion
con los combustibles de madera, los residuos agricolas suelen tener
un alto contenido de materia volatil y cenizas, una menor densidad
y valores energéticos mas bajos. Las estufas convencionales estan
disefiadas principalmente para quemar lefia o carbdén [86]. El uso
directo de residuos sélidos de biomasa sin procesar para cocinar en
estufas de lefia tiene algunas ventajas y desventajas, como se muestra
en la Tabla 11.
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TABLA 11. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE USO DE RESIDUOS AGRICOLAS
COMO COMBUSTIBLE DOMESTICO [86]

Ventajas

Desventajas

Disponible gratuitamente para las
familias rurales pobres.

Forma util de eliminar los residuos de
las cosechas en el campo, en lugar de
quemarlos in situ.

Facil de manejar y transportar

Bajo impacto en el tiempo de las
mujeres para la cosecha.

Combustion limpia en las estufas de

Contaminacion del aire cuando se
gqueman en fuegos abiertos o en
estufas mejoradas tradicionales.

La disponibilidad estacional de los
residuos de las cosechas puede ser
un limite para su uso.

Menor tiempo de combustion.

Muy voluminoso (problemas de

transporte y almacenamiento).

gasificacion.

A. Combustible o energia alternativa

Diversos estudios demuestran que las propiedades térmicas de la CA
son aprovechables para usos domésticos e industriales [87].

Las tecnologias de conversion para la produccion de energia, incluyen
calentamiento por combustion directa, generacion de energia por ese
medio, gasificacion y generacion de energia (motor de gas, turbina
de vapor, pila de combustible), gasificacién y produccién de metanol,
la pirdlisis instantanea, la hidrolisis acida y la fermentacion de etanol,
y la co-combustion. Solo dos de estas tecnologias, el calentamiento
por combustion y la combustion directa son ahora ampliamente
utilizadas [75].

La gasificacion de la biomasa (es decir, la combustion calefaccion)
no esta tan madura como las tecnologias de combustion, pero se ha
desplegado en muchas partes del mundo en desarrollo. Cada tonelada
de CA gasificada puede ahorrar alrededor de 1t de emisiones de gas de
efecto invernadero (CO2), en comparacién con los usos actuales [88].
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La gasificacién indica que el gas de sintesis es el principal producto
energético, ya que esta compuesto por CO, H,, CH, y una mezcla de
otros gases menores; también se produce un residuo de carbén en la
gasificacion, aunque con menor contenido de carbono que el carbon de
pirdlisis. El gas de sintesis puede utilizarse en un motor de combustion
interna para producir calor, o en un sistema de cogeneracion para
producir calor y electricidad. La gasificacion de la paja y la CA incluye
tres pasos: 1. La gasificacion de la biomasa, que convierte la CA en
gas de sintesis. 2. La purificaciéon del gas natural sintético: el gas
productor que sale del gasificador suele contener contaminantes como
polvo, coque y alquitran, pero estos son eliminados por el sistema de
purificacion para asegurar el funcionamiento normal del motor de gas.
3. La generacién de energia en un motor de gas. Estos pasos se ilustran
en la F; el gas de escape de alta temperatura puede ser reutilizado por
la caldera de calor residual para generar vapor o agua caliente para uso
civil o industrial [89], [90], [91].

Energia [ Otros usos o
Motor
procesos

F Gas
purificado
Filtrado y
depurado
Gas de
sintesis
Am? u CA
Oxigeno

CCA

Fig. 19. Sistema de energia del gasificador de biomasa de CA [75].
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Las caracteristicas de la CA permiten también considerarla como
una fuente de energia mediante pirdlisis. La pirdlisis es un proceso
térmico en el que la materia organica se descompone en presencia
de altas temperaturas y ausencia de oxigeno. Existen diferentes tipos
de pirdlisis, pero los estudios indican que la tecnologia mas adecuada
para la CA es la pirdlisis rapida. Esto debido a su mayor contenido de
celulosa y hemicelulosa en comparacién con la lignina y debido a un
mayor contenido de materias volatiles que el contenido de carbono
fijo. La pirdlisis rapida se produce en muy pocos segundos y la biomasa
se descompone en aerosoles, vapores y carbon vegetal, obteniendo
tres subproductos: bio-aceite, gas de sintesis y bio-carbon [92], [93].
El bio-aceite se considera una fuente de biocombustibles de segunda
generacion. El gas de sintesis puede recircularse o utilizarse como
combustible en las calderas, en los procesos de secado de la biomasay
como materia prima para la produccién de hidrégeno. En la Figura 20,
se ilustra el proceso de pirolisis de CA; los porcentajes de subproductos
son rangos obtenidos de varias investigaciones.

CA

Bio-carbdn

Pirdlisis (29-48Wt%)

Vapores

A\ 4

Condensacion Liquidos:
Bio-aceite (30-56wt%)

Lsz CO, CH,, CoHy, CoHy

Gas de sintesis

(12-32wt%) Otros usos o
procesos

Fig. 20. Proceso de pirdlisis de CA y subproductos obtenidos [84].
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Los hornos de combustién directa se utilizan ampliamente en los
procesos agroindustriales (café, arroz, cafa de azlcar, etc.). Estos hornos
tienen una camara de combustion, en donde se quema la biomasa y se
obtiene calor. El calor liberado puede utilizarse directa o indirectamente,
a través de un intercambiador de calor para la operacién de secado, ya
sea para granos o productos agricolas en general [84].

Para el secado del grano de arroz, los hornos mas usados en la industria
arrocera funcionan con diésel y energia eléctrica, lo cual resulta en
un alto consumo energético; por tales motivos, se hace necesaria la
busqueda de otras alternativas viables para remplazar las fuentes de
energia para llevar a cabo el secado del grano con iguales o mejores
estandares de calidad [94]. Diaz et al. realizaron el disefio de un
horno de secado del grano de arroz, que utiliza CA como combustible
principal. Para su funcionamiento se aprovecha la transferencia de calor
de la combustion de la CA hacia el horno. Este combustible alternativo
produce menos contaminacion, teniendo en cuenta que se generan
emisiones de 864 kg de CO,, comparado con 13.600 kg de CO, cuando
se usa diésel como combustible [95], [87].

Otra opcion para obtener energia alternativa a partir de CA es la
produccién de bioetanol o biogas. El desarrollo de enfoques rentables
para la produccién de biomasa a biocombustibles sigue siendo el
principal obstaculo que impide su comercializacidon generalizada.

La CA es un material lignocelulésico compuesto principalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina. Solo la celulosa y las hemicelulosas
son constituyentes que producen etanol, mientras que la lignina y las
cenizas de la CA pueden convertirse en energia por combustién o en
otros productos secundarios. Mediante la hidrolisis de la celulosa y la
hemicelulosa, se liberan azlicares monoméricos que pueden convertirse
en etanol por fermentacion o en biogas por digestion anaerébica [96].
La produccién de etanol para el mercado energético se ha realizado
tradicionalmente a partir de la biomasa del maiz y la cafia de azlcar.
Recientemente, se ha criticado el uso de esta biomasa como materia
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prima energética debido a la amenaza competitiva contra el suministro
de alimentos. Al mismo tiempo, la produccién de etanol a partir de
biomasa celulésica como la cascarilla de arroz ha sido de gran interés.
Las rutas de conversion de la CA en etanol se pueden observar en la
Figura 21.

RUTA1

Pretratamiento Hidrdlisis Fermentacion

Cascarilla de
arroz

RUTA 2

Pretratamiento Hidrélisis Fermentacion

Cascarilla de Xilosa Etanol
arroz I

Fig. 21. Rutas de conversién de CA en etanol [96].

Es necesario un proceso de pretratamiento eficiente para acelerar
la degradacion de la biomasa y mejorar el rendimiento de biogas
o bioetanol producido en las etapas posteriores. Existen diversas
investigaciones sobre la caracterizacion de la materia prima, tras
aplicar pretratamientos fisicos, quimicos y biologicos. Sin embargo, a
pesar de los muchos beneficios de la etapa de pretratamiento, el alto
coste relacionado con este proceso sigue siendo un gran reto para
la comercializacion de los biocombustibles de segunda generacién.
Por lo tanto, sigue siendo necesario el desarrollo de métodos de
pretratamiento ecolégicos y de bajo coste en la produccion de biogas
y bioetanol [97].

Para la produccién de bioetanol, es necesario pretratar la biomasa
antes de la hidrolisis enzimatica y la fermentacion de la glucosa (Figura
21). El pretratamiento se realiza para eliminar una cierta cantidad de
lignina y hemicelulosas para mejorar la accesibilidad de las enzimas a
la celulosa. Se han aplicado diferentes técnicas para el pretratamiento
de los materiales lignoceluldsicos que implican el uso de é&cidos,
alcalis, enzimas y/o microorganismos, ultrasonidos y plasma; se han
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probado temperaturas y presiones entre moderadas y altas [98]. El
pretratamiento alcalino se utiliza en condiciones mas suaves que los
pretratamientos acidos. Los reactivos mas utilizados son el amoniaco
sodico y los hidroxidos de calcio y de sodio [99], [100].

Tras el pretratamiento de la CA, se lleva a cabo la sacarificacion o
hidrolisis enzimatica, que consiste en escindir los polimeros de celulosa
y hemicelulosas con la ayuda de enzimas y, a continuacién, el azlcar
liberado durante la hidrélisis se convierte en etanol mediante la
fermentacion. Se ha reportado la conversion en etanol de paja de arroz
y CA mediante la sacarificacion y fermentacién (SSF) o por hidrdlisis
enzimatica y fermentacién separadas (SHF). La levadura Saccharomyces
cerevisiae seguida de otras, como Kluyveromyces marxianus y la
bacteria Zymomonas mobilis son los microorganismos mas conocidos
para la produccion de etanol [99], [100], [101].

Por otro lado, la digestién anaerdbica de residuos agricolas y otros
desechos biodegradables, se utiliza ampliamente como la mejor
opcion de tratamiento porque produce metano y biogas rico en CO,
que es adecuado para la produccion de energia [102]. Los residuos de
arroz (paja de arroz, CAy residuos de arroz del proceso de secado) son
potencialmente una importante fuente de carbono para la digestion
anaerobica. Sin embargo, algunas investigaciones mediante analisis de
biodegradabilidad, apuntan a que la CA no es un sustrato apropiado
para la digestién anaerdbica, en comparacion con los demas residuos
del arroz. La pajade arrozy los residuos del proceso de secado, muestran
mejores rendimientos en la produccién de biogas y metano. Ademas
de otros factores, el contenido de lignina presente en la CA influye en
este rendimiento [103], [104]. Lo anterior se ilustra en la Tabla 12.
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TABLA 12. RENDIMIENTOS DE PRODUCCION DE BIOGAS Y METANO
MEDIANTE DIGESTION ANAEROBICA DE RESIDUOS DEL ARROZ [103]

Rendimiento mkg-

Condiciones ~ Condiciones ~ Contenido de
mesofilicas*  termofilicas*  lignina del residuo
S (37°C) (55°C)
o
$ wn ] wn o
o« k<) 5 S 5 S
k! ] kel ] <
o = ] =
Paja de arroz 0436 0,226 0,518 0,298 10.8
Residuos de arroz del secado 0,320 0,168 0,364 0,196 13,4
CA 0,044 0,019 0,075 0,044 24,3

*36 dias de retencién en reactores anaerdbicos discontinuos.

Debido a la baja biodegradabilidad de los materiales lignocelulosicos,
son pocos los autores que evalUan la digestion anaerdbica de la CA
con el objetivo de producir bioenergia y se tiene claro la necesidad de
pretratamiento de este residuo para tener mejores rendimientos [105].

Okeh et al.evaluaron los efectos de diversos parametros, como la
dilucion en agua, el pH inicial, los metales pesados y las fuentes de
nitrégeno, en el rendimiento del digestor. La proporcion de dilucién
de materia prima en agua de 1:6 p/v y el pH inicial de 7 dio el maximo
rendimiento de biogas de 382 y 357 ml/dia, respectivamente. La
adicion de metales pesados (Ni? Zn?, y Cu?) mejor¢ el rendimiento del
digestor. Con Ni? (100 ppm) se obtuvo el mejor rendimiento de biogas.
Los valores maximos de la tasa de produccién de biogas fueron de 30y
69 ml/diay el uso de excrementos de aves de corral como suplementos
de nitrégeno, mejoré la generacion de biogas.

En la produccién de biogas y el contenido de metano a partir de CA,
se mejoraron mediante pretratamientos quimicos en estado soélido.
Los pretratamientos alcalinos (con NaOH) y organosolventes (C,H,OH)
mejoraron la calidad del biogas con contenidos de metano de 50,27 y
50,68% [107].
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Otros autores proponen un pretratamiento bioldgico de la CA, como la
inoculacién de hongos aislados como Pleu1 y Shi2. Este ultimo mostro
aumentos de aproximadamente 4,5 veces en el potencial bioquimico
de metano en comparacion con la CA no inoculada [108].

Las tecnologias emergentes para el pretratamiento de la lignocelulosa
ofrecen resultados prometedores; sin embargo, el alto coste de capital
y la falta de disponibilidad de datos de eficiencia comparativa de estos
métodos en diferentes sustratos, como la CA, presentan importantes
obstaculos para su comercializacién. Recientemente, las tecnologias
combinadas para el pretratamiento de la biomasa han mostrado un
mejor rendimiento que un solo método, esto podria hacer realidad las
perspectivas de futuro de las aplicaciones industriales a gran escala [105].

De manera general, se han reportado ventajas y desventajas asociadas
a la obtencion de biocombustibles (bioetanol, biogas) de segunda
generacién obtenidos de residuos agricolas como la CA. Las mas
relevantes se pueden observar en la Tabla 13.

TABLA 13 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA OBTENCION DE
BIOCOMBUSTIBLES DE SEGUNDA GENERACION [109], [110]

Ventajas Desventajas
NQ hay = competencia con los Altos costos de transporte.
alimentos.
Mayor rendimiento 'y menor Se requieren procesos complejos y

necesidad de tierra

costosos para el pretratamiento.

Materias primas
grandes cantidades.

disponibles en

Baja conversién en comparacion con
el combustible de petréleo

La materia prima puede producirse
facilmente con la infraestructura y la
tecnologia ya existentes

Las tecnologias de conversion estan
en desarrollo.
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Ventajas Desventajas
Bajo coste de la materia prima. Falta de avances tecnoldgicos y de
Seguridad energética investigacion.

Producciéon de productos de alto Falta de tecnologias eficientes para
valor afadido aplicaciones comerciales

Emision de oxido nitroso por la
descomposicion  de  fertilizantes
nitrogenados.

Reduce la generacién de gases de
efecto invernadero.

8. USOS EN LA AGRICULTURA Y APLICACIONES
MEDIOAMBIENTALES

En esta seccion se describen dos usos importantes de la CAy sus cenizas
para el acondicionamiento de suelos y como materiales adsorbentes
de diversos contaminantes.

A. Acondicionamiento de suelos

Ciertas actividades antropogénicas, principalmente agricolas e
industriales, como la mineria y refinado de metales, obtencién de
hidrocarburos, tratamiento de cultivos con plaguicidas, entre otros, que
tienden a causar contaminacién en los suelos [111]. Esto representa una
amenaza a la salud humana y al ecosistema, debido a la alta toxicidad
que causa y a la disminucion de la fertilidad de los suelos [112], [113].
La CA se ha usado como fertilizante complementario para suelos. Tal
como se describid en la seccion anterior, al pirolizar la CA se obtiene
biocarbon. El biocarbon es un material sélido obtenido a partir de la
combustion incompleta de la biomasa. La creciente necesidad por
sustituir los fertilizantes quimicos por los de origen organico, ha puesto
al biocarbon como una estrategia efectiva a corto plazo en el campo
de la agricultura y el manejo de suelos. Dentro de las propiedades
del biocarbon se encuentran la capacidad para aumentar la fertilidad
del suelo y la disponibilidad de nutrientes. Se ha demostrado que la

N

0

Practicas y herramientas de sostenibilidad




e91.

aplicacion de biocarbdén a suelos mejora la productividad y calidad
de las plantas, efectos atribuidos a los aumentos de capacidad
de intercambio cationico (CIC), pH, cantidad de materia organica,
retencion de nutrientes, disminucion de la lixiviacion y el desarrollo y
de las comunidades microbianas del suelo [75], [114].

El carbono residual en el biocarbdn puede persistir en los suelos
durante largos periodos de tiempo. Se utiliza como enmienda del suelo
para mejorar sus caracteristicas, las mas importantes se describen en
la tabla 14.

TABLA 14 PRINCIPALES BENEFICIOS DEL BIOCARBON DE CA EN EL SUELO [114].

Caracteristica del suelo Efecto del biocarbén
Densidad Incrementa la porosidad del suelo y la densidad
aparente.
Absorcion Absorbe 5 a 6 veces mas en peso.

Mejora la fertilidad del suelo, estimulando el

Fertilidad del suelo S
crecimiento de las plantas.

Necesidad de fertilizantes Reduce la necesidad de fertilizantes quimicos.

Reduce las emisiones de 6xido nitrosoy metano,

Emisiones de N,O y CH, potenciales gases de efecto invernadero.

Incrementa la vida microbiana en el suelo, lo
Vida microbiana que resulta en mayor almacenamiento de
carbono.

El compostaje de residuos organicos es también una alternativa para
reciclar coproductos de arroz en forma de fertilizante organico [91].

El carbon de cascarilla de arroz como sustrato presenta las siguientes
caracteristicas fisicas y quimicas: densidad seca 150g/l, capacidad de
retencion de agua 53,9 %; capacidad de intercambio catidnico 3,7
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meq/100g, pH en el agua de 7,4, contenido de sales solubles de 0,7 g/l
nitrogeno 0,7%; fésforo 0,2% y potasio 0,32% [115].

También se ha usado la CCA y el biocarbdon a partir de CA, como
fertilizantes inorganicos en fitorremediacién de suelos contaminados.
La fitorremediacion utiliza las plantas para remover, reducir, transformar,
mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes. Se han
identificado una amplia diversidad de especies que se emplean para
este fin. Algunas de ellas, debido a su gran capacidad para acumular
metales pesados, reciben el nombre de hiperacumuladoras [116].

Evelin et al. adicionaron CCA y bio-carbén para contribuir con la
fitorremediacion de suelos contaminados con plomo. Al adicionar
ambas cenizas al suelo, se causé un efecto positivo sobre el
rendimiento del Ricinus communis, debido a que se mejord el pH del
suelo, el carbono organico, y por las cenizas, el plomo se precipitd,
aumentando asi la disponibilidad de nutrientes para la planta. También
Samsuri et al. analizaron el efecto de la CCA 'y el fertilizante inorganico
en la fitorremediacion de metales pesados en los relaves de la mina
por vetiver grass. Los relaves de la mina se modificaron con CCA y se
recubrié de hierro (Fe-CCA) a 0 o 10% de las tasas de aplicacion y se
planto hierba vetiver en los relaves. La plantacién fue fertilizada con
tres tasas (0, 50 y 100 kg/ha) de fertilizantes. En la cosecha, el brote y la
raiz de las plantas se separaron y se determino su absorcion de As, Cd,
Cu, Cr, Pb, Mny Zn. La aplicacion de CCA mostrd un aumento en el pH
y carbono organico disuelto de los relaves. El crecimiento y la biomasa
seca total del vetiver fueron mayores que en los relaves de control.
También fue evidente que se mejoro la absorcion de metales pesados
por parte de la planta, cuando se adicionaron la CCA y Fe-CCA, en
conjunto con NPK [118].
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B. Adsorcion de contaminantes

Se utilizan diferentes procesos fisico-quimicos para el tratamiento
de aguas contaminadas, dentro de estos se encuentra la adsorcion.
La adsorcion es una técnica eficiente, prometedora y muy utilizada en
los procesos de tratamiento de aguas residuales, especialmente en los
paises en desarrollo, debido principalmente a su sencillez, facilidad de
manejo, econdmicamente viable, técnicamente factible y socialmente
aceptable [119]. Algunos materiales como el carbdn activado, se han
usado ampliamente debido a su gran capacidad de adsorcién [120].

La CCA por su alta superficie especifica, grado de porosidad vy
composicion, presenta buenas propiedades de adsorcion, cualidad
que la hace susceptible para su aplicacién en la descontaminacion de
aguas y suelos.

Las principales aplicaciones de la CCA como adsorbente, se reportan
para descontaminacion de aguas residuales y purificacion de agua.
La CCA acttia como adsorbente de muchos de estos compuestos en
fase liquida, entre ellos metales pesados, aceites, algunos tintes, entre
otros [121].

Los metales pesados (por ejemplo, Cr, Ni, Co, Pb, Hg, As, Cd, Cu, Zn)
como los principales contaminantes inorganicos, existen en muchas
aguas residuales industriales. Estos iones metalicos son toxicos vy
no son biodegradables. Otros grandes grupos de contaminantes
organicos son los tintes sintéticos y reactivos. Cabe mencionar que
los hidrocarburos fendlicos y policiclicos, los plaguicidas y herbicidas,
los fertilizantes, los bifenilos, los detergentes, las grasas, los aceites y
los compuestos farmacéuticos son también los otros contaminantes
organicos importantes de las aguas residuales.

En la Tabla 15 se puede observar los diferentes contaminantes que

pueden ser adsorbidos por este residuo. La informacion estd basada
en las investigaciones de diversos estudios que asi lo reportan.

N

Practicas y herramientas de sostenibilidad

A

Q

!y



TABLA 15. CAPACIDAD DE ADSORCION DE LA CCA PARA DIFERENTES
CONTAMINANTES LIQUIDOS [119]

Capacidad de adsorcion

Adsorbato (mg/g)
Fenol 14,40-25,00
1,3-Dihidroxibencene 8,89
2-Clorofenol 0,21
Plomo (Il) 12,61-207,50
Mercurio (Il) 9,32-46,14
Tinte verde brillante 24,20
Zinc (Il 3,08-26,10
Oro 21,12
I'ndigo carmin 65,91
Niquel (1) 2,62-25,33
Cadmio (Il) 2,30-11,79
Cromo (VI) 26,31
Piridina 11,72
Cromo (Il 240,22
Tinte azul de metileno 690,00-1455,60
Acidos grasos libres 45,00-168,00
Tinte rojo congo 171,00
Aceite 31,76
Acidos lauricos 35,70
Acidos estéricos 36,00
Fosfolipidos 7,00
Cobre 16,10

La CA es quimicamente estable, tiene una alta resistencia mecanicay es
insoluble en agua, lo que la convierte en uno de los mejores adsorbentes
para la eliminacion de metales pesados. La CA puede usarse modificada
o no; también puede modificarse utilizando acido clorhidrico, carbonato
de sodio, hidréxido de sodio, epiclorhidrina, acido tartarico, entre otros.
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El pretratamiento de la cascara de arroz ayuda a reducir la cristalinidad
de la celulosa y el aumento de la superficie o la porosidad, asi como
a eliminar la lignina y las hemicelulosas, mejorando la capacidad de
adsorcion de los metales pesados [122].

La CA y CCA como adsorbentes se han utilizado como parte de
elementos de filtracion de aguas. La CA se ha usado como parte
de biofiltros para la remocion de materia organica. Higuera evalla
un biofiltro para el tratamiento de aguas residuales. El biofiltro esta
compuesto por capas de CA, arena fina y pasto vetiver en la superficie,
tal como se ilustra en la Figura 22.

Fig. 22. Biofiltro para aguas residuales con CA [123].

El biofiltro remueve de manera efectiva la materia organica, también se
disminuyeron las grasas, 0xidos metalicos y la acidez del agua residual.
El estudio demostro la viabilidad de usar este material organico como
sustrato en humedales artificiales [123].

En sistemas de purificacion de agua, la CA y CCA se ha usado en
combinacion con otros materiales. Algunas innovaciones se han
investigado y comercializado en India en filtros de bajo costo. Una de
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estas iniciativas es un lecho filtrante que puede atrapar hasta el 95% de
la turbiedad y las bacterias presentes en el agua, y estd compuesto de
CCA, piedras o agregado fino y cemento. Esta innovacion proliferé en
pueblos de toda la India como un filtro rural de agua hecho por uno
mismo. Otrainnovacién consiste enincrustaroimpregnarnanoparticulas
de plata en CA y CCA para crear un lecho filtrante bactericida [124].
La plata es un agente antimicrobiano seguro y efectivo que es letal
para el microorganismo unicelular, pero es inofensivo para las células
humanas. Una vez impregnado el residuo con nanoplata, es capaz
de inactivar completamente bacterias como la escherichia coli. Estos
purificadores de agua se introdujeron en el mercado indio en 2009, con
una vision de reducir el impacto de las enfermedades transmitidas por
el agua, por suministro de agua potable [125] .

9. CONCLUSIONES

La CAy sus cenizas son producidos en altos volumenes en Colombia y
a nivel mundial, por lo cual es indispensable buscar soluciones para su
disposicion y utilizarlos para la optimizacién de procesos actuales y la
obtencién de nuevos productos, buscando hacer parte del modelo de
economia circular.

Sus caracteristicas fisicas y quimicas la convierten en un material
susceptible de ser utilizado como materia prima alternativa en diferentes
procesos y procedimientos en diversos sectores industriales. Desde
que se identificaron sus principales caracteristicas desde hace mas de
una década, gran cantidad de aplicaciones han surgido, desarrollado
y algunas se han llevado al mercado. Algunas de ellas contintan en
estado inicial o etapas experimentales de investigacion

En el sector de la construccién, la CCA actualmente se utiliza
principalmenteenlaproduccionde materialesyelementos constructivos,
en menor proporcion en la estabilizacion de suelos. Teniendo en
cuenta sus caracteristicas como alto contenido de silice y alta actividad
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puzolanica, se utiliza como material cementante suplementario en el
concreto convencional, como reemplazo del agregado fino en mezclas
de concreto, también en la fabricacion de cemento Portland. Por su
alto porcentaje de materia volatil y celulosa, la CA se ha usado para la
obtencion de ladrillos de arcilla.

La CCA principalmente por su alto contenido de silice se ha probado
en la fabricacion y obtencidén de materiales, tanto tradicionales como
avanzados, pero también en productos aislantes térmicos, silice micro
y nanoestructurada y carbon activado. Estas aplicaciones se encuentran
en su mayoria a escala de laboratorio o prototipos.

En el sector de energia y combustibles la CA ha demostrado sus
propiedades térmicas aprovechables para usos tanto domésticos e
industriales. Su uso en tecnologias de calentamiento y generacion de
energia por combustion directa, ha sido mas ampliamente utilizada por
el desarrollo actual de la tecnologia y la alta generacién del residuo.
Su uso como biomasa en la gasificacion y pirdlisis ha probado ser
satisfactoria, pero teniendo en cuenta que estas tecnologias aun estan
madurando, inclusive en los paises con mayor generacién de CA como
China, India, Indonesia, su aplicacidon aun es limitada. En la produccion
de biocombustibles de segunda generacion como etanol y biogas,
para el uso de CA se destacan algunos inconvenientes como su baja
biodegradabilidad al ser un material lignocelulosico.

Se han reportado usos en el sector agricola y medioambiental,
destacandose el uso de la CA como fertilizante complementario para
suelosy en procesos fisico-quimicos como adsorbente de contaminantes.

En la busqueda de alternativas medioambientales mas viables y que
proporcionen una valorizacion a la CA y sus cenizas, el sector industrial
y académico continua investigando, desarrollando y aplicando
opciones tecnologicas que permitirdn acercarse al aprovechamiento
sostenible de este tipo de residuos agroindustriales de alta generacion
en Colombia y el mundo.
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Biocarbon derivado de
pellets de Pinus patula
para la enmienda de suelos
degradados

Resumen— La degradacion de suelos es una
probleméatica cuya preocupacién va en aumento,
debido a las implicaciones que trae consigo para la
sostenibilidad del medio ambiente y la salud del ser
humano. En este sentido, se hace necesario llevar
a cabo practicas encaminadas a la remediacion de
suelos, a través de la modificacion de sus caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas, constituyéndose el
biocarbén en una alternativa de gran interés. Este
trabajo tomo el biocarbén procedente de la gasificacion
de pellets de madera de Pinus patula (BC-P) para
evaluar su aplicacibn como enmendador de suelos
degradados; para ello, se evaluaron sus propiedades
fisicoquimicas y se determiné el contenido mineral
de las cenizas. Posteriormente, esta caracterizacion
fue comparada con estandares, tomando como base
la norma técnica colombiana NTC 5167 y la literatura
cientifica, principalmente. Se encontré que el BC-P
generado cuenta con un area superficial BET de 367,33
m?/gy un volumen de poro de 0,20 cm?/g, propiedades
que le permitieron alcanzar una capacidad de retencién
de agua (CRA) de 219%. Ademas, se observd que el
contenido de cenizas, el contenido de humedad, el
carbono organico oxidable total (COT), el pH y la
presencia de metaloides se encuentran dentro de
los estandares de la norma NTC 5167, al igual que la
CRA. De hecho, el pH de 8,80 y la presencia de macro
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y micronutrientes hacen viable la utilizacion del BC-P obtenido para la enmienda de
suelos acidos. La capacidad de intercambio catidnico (CIC) fue la Unica propiedad
que no cumplié con la norma NTC 5167, al tener un valor de 21,70 meqg/100 g; si
bien, esta puede ser mejorada al realizar mezclas biocarbén-compost. Asi, a partir
de la caracterizacion fisicoquimica del BC-P, se evidencié su uso potencial para la
recuperacion de suelos degradados, especialmente aquellos de caracter acido.

Palabras clave— Biocarbén de gasificacion, enmienda de suelos, caracterizacién
fisicoquimica, composicion mineral de las cenizas, norma técnica colombiana NTC 5167.

Abstract— Soil degradation is a problem whose concern is increasing due to the
health implications on both the environmental sustainability and the human health.
In this regard, conducting soil amendment practices are required by modifying their
physicochemical and biological characteristics, being the use of biochar an attractive
alternative. In this work, the biochar produced from the gasification of Pinus patula
wood pellets (BC-P) was characterized for its application as an amendment of
degraded soils. For this, its physicochemical properties were evaluated, and the
mineral content of the ashes was determined. Subsequently, this characterization
was compared with guidelines, mainly based on the Colombian technical standard
NTC 5167 and the scientific literature. It was found that the generated BC-P has a BET
surface area of 367.33 m2/g and a pore volume of 0.20 cm?/g, properties that allowed
it to reach a water retention capacity (WRC) of 219%. Furthermore, it was found that
the ash composition, the moisture content, the total oxidizable organic carbon (TOC),
the pH and the presence of metalloids are within the requirements of the NTC 5167
standard, as well as the WRC. In fact, the pH value of 8.80 and the presence of macro
and micronutrients make the use of the obtained BC-P feasible for the amendment
of acid soils. The cation exchange capacity (CEC) was the only property that did not
meet the NTC 5167 standard, having a value of 21.70 meq/100 g. Nevertheless, it can
be improved by making biochar-compost mixtures. Thus, from the physicochemical
characterization of the BC-P, its potential use for the recovery of degraded soils,
especially those ones of an acid nature, was evidenced.

Keywords— Gasification biochar, soil amendment, physicochemical characterization,
mineral ash composition, Colombian technical standard NTC 5167.

/

Practicas y herramientas de sostenibilidad




115 »

1. INTRODUCCION

Los ecosistemas constituyen un soporte esencial para la vida; por esta
razon, su transformacién negativa y deterioro tienen consecuencias
drasticas para la fauna y flora [1], [2]. En Colombia, el Instituto Nacional
de Salud (INS) desarrollé el informe denominado “Carga de enfermedad
ambiental en Colombia” [3], el cual determind que en el pais se
presentan nueve tipos de enfermedades asociadas a la contaminacion
del aire, el agua y el suelo. Entre las causas de la mala calidad del
agua y el suelo se encuentran la mineria ilegal, la deforestacion, el
monocultivo de especies foraneas o de caracter ilicito y el uso de
fertilizantes y plaguicidas [4]. Adicionalmente, los contaminantes
organicos e inorganicos procedentes de fuentes antropogénicas como
las actividades industriales, comerciales y residenciales, son otros de
los factores que degradan los ecosistemas circundantes, en donde el
suelo es uno de los principales afectados [5], [6].

Por tal motivo, la busqueda de soluciones para mitigar y remediar el
evidente dafio ambiental, especialmente a los recursos edaficos, se ha
convertido en una necesidad. Es en este punto donde los biocarbones
exhiben un buen potencial, debido a que pueden disminuir la
biodisponibilidad de los contaminantes, principalmente mediante
adsorcion, reduciendo su acumulacion y toxicidad en plantas y animales
[7]. Ademas, se ha determinado que el biocarbdn (BC), debido a sus
propiedades fisicoquimicas como la alta area superficial y el elevado
contenido de carbono organico oxidable total (COT), junto con su
hidrofobicidad, puede emplearse como acondicionador de suelos
degradados, ya que estas caracteristicas aumentan su capacidad de
retencion de agua (CRA) [8], mejorando la germinacién de las semillas,
el crecimiento de las plantas y el rendimiento de los cultivos [9], asi
como el aumento en la poblacion y actividad microbiana [10].
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El BC puede definirse como “a carbonaceous solid material obtained
from the thermochemical conversion of biomass in an oxygen-limited
environment” [11]; i.e.,, un material sélido obtenido de la conversion
termoquimica de la biomasa en un ambiente con escasez de oxigeno,
el cual se produce, principalmente, por pirdlisis, carbonizacién
hidrotérmica y gasificacion [12]. Cabe destacar que desde el
conocimiento de los autores y a diferencia de los datos sobre el carbdn
procedente de pirdlisis, el cual incluso ha sido utilizado como precursor
del carbon activado [13], la caracterizaciéon del biocarbén derivado de
las plantas de gasificacion es escasa en la literatura [14], [15], [16].

Durante la gasificacion, la biomasa se degrada mediante reacciones
térmicas y quimicas, en presencia de cantidades limitadas de agente
oxidante, generalmente aire; no obstante, también puede utilizarse
vapor de agua, oxigeno (O,), dioxido de carbono (CO,) o una mezcla
de estos [17] [18]. Durante el proceso termoquimico de gasificacion,
la transformaciéon de la materia prima se lleva a cabo en un ambiente
con deficiencia de O, y altas temperaturas (> 700 °C), dando lugar a
la produccién de un gas combustible compuesto por monoxido de
carbono (CO), CO,, metano (CH,), hidrégeno (H,), nitrégeno (N,), vapor
de agua y cantidades pequefas de hidrocarburos pesados [18]. Como
subproducto de la gasificacidn, se obtiene el BC [19] cuyas caracteristicas
y, por tanto, las posibles aplicaciones en las que este material puede
ser utilizado, estan estrechamente relacionadas con la materia prima,
la tecnologia y las condiciones de gasificacion utilizadas [20], [21], [22].
Para temperaturas elevadas, como las que se presentan en el proceso de
gasificacion, se ha encontrado que los BC tienen una relacion positiva
con el pH, la estructura de poro, el area superficial, el carbono fijo y el
contenido de cenizas; mientras que se presenta una relacion negativa
con el rendimiento, el tamafo promedio de poro, el contenido de
material volatil y las fracciones de masa de hidrégeno (H) y oxigeno (O),
igualmente del nimero y densidad de grupos funcionales acidos [23].

Entre las propiedades mas importantes para utilizar el BC como
enmendador de suelos se encuentran la composicion elemental (carbono
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—C—, H, O y nitrégeno —-N-), el analisis proximo, el area superficial, el
volumen de poro, el contenido mineral de las cenizas, el pH, la CRA,
la capacidad de intercambio cationico (CIC) y el COT [21], [24]. Se ha
establecido que la proporcion atémica H/C estd relacionada con la
estabilidad del BC al ser aplicado este como enmendador de suelos
[25]. Asimismo, se ha determinado que la estabilidad a largo plazo
del BC en el suelo es un factor clave que afecta la disminucién de las
emisiones de CO, a la atmosfera [26]. Por otro lado, el BC de gasificacion,
generalmente, tiene un pH entre neutro y alcalino [27], el cual induce
un efecto calizo en suelos acidos al aumentar su pH a valores de 8 y 9,
lo que en consecuencia aumenta la productividad de las plantas [28]. A
su vez, un pH basico esta asociado con un aumento en la retencion de
contaminantes catiénicos, como son los metales pesados, disminuyendo
su movilizacién en el suelo [29]. Este efecto se ve favorecido por la
cantidad notable de grupos funcionales que contienen O en la superficie
del BC, asi como por las grandes areas superficiales y la CIC, reduciendo la
biodisponibilidad y fitotoxicidad en el suelo de estos compuestos tdxicos
[30]. Se ha establecido que los BC de gasificacion son mas efectivos para
tratar contaminantes organicos, debido a su elevada area superficial y
estructuras de poro desarrolladas [12].

Bajo este contexto, este trabajo tuvo como objetivo la caracterizacion
del BC derivado del proceso de gasificacion de pellets de madera de
Pinus patula (BC-P), con miras a ampliar el conocimiento sobre sus
propiedades y su uso potencial como enmendador de suelos, al ser
un material econémico, ambientalmente sostenible y con propiedades
para mejorar las caracteristicas del suelo. Para ello, se evaluaron sus
propiedades fisicoquimicas y su contenido mineral bajo diferentes
estandares como la norma técnica colombiana NTC 5167 y experiencias
reportadas en la literatura.

N

Practicas y herramientas de sostenibilidad

A

Q

!y



\\

|

0

e 118 o

2.MATERIALES Y METODOS

En este trabajo, se estudiaron las propiedades del BC-P en aras de
determinar su potencial uso para la enmienda de suelos degradados.
Este BC-P fue obtenido en un reactor de lecho fijo equicorriente (reverse
downdraft o top-lit updraft (TLUD), por sus siglas en inglés), a presion
atmosférica y bajo flujo constante de aire, como agente gasificante. El
BC-P fue caracterizado fisicoquimicamente mediante andlisis Ultimo,
analisis proximo, area superficial (BET), volumen de poro, pH, COT, CRA,
CICy fluorescencia de rayos X (XRF, por sus siglas en inglés).

A. Materiales

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), en el afio 2018, la produccion
forestal en el mundo contdé con aproximadamente 43 millones
de m?® de pellets de madera [31], los cuales pueden considerarse
como una de las presentaciones mas comunes de la biomasa en el
mercado internacional [32] para la produccion de energia, por medio
de procesos de transformacién termoquimica como la gasificacion.
Colombia, por su parte, de acuerdo con la informacion registrada por
la FAO, tuvo un total de ~7,1x10® m* de madera para ser utilizada como
combustible [31], y cuenta con un potencial forestal de 24 millones de
ha para explotacién comercial [33], que no compiten con la agricultura
ni la ganaderia, y estan por fuera del area contemplada como selva
y bosques humedos tropicales [32]. Entre las especies con gran
potencial dendroenergético en Colombia, se encuentra el pino patula
(Pinus patula), cuyas propiedades silviculturales como el rendimiento
volumétrico anual de ~20 m3/ha-afo, tiempo de cosecha de ~13 afios, y
area plantada en el pais de ~38500 ha [34], le permiten ser considerado
como un referente en cultivos energéticos y como materia prima para
la generacion de energia, mediante procesos termoquimicos [35], sin
afectar las areas destinadas a otros usos ecosistémicos [32].
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En el presente trabajo, los pellets utilizados como materia prima para la
obtencion de BC fueron adquiridos comercialmente en un aserradero
ubicado en la ciudad de Medellin (Colombia). Sus dimensiones fueron
de 8 mm de diametro y entre 10 y 15 mm de longitud.

B. Métodos

- Obtencion del BC-P

El BC-P fue obtenido en un reactor de gasificacion TLUD con geometria
cilindrica, de 0,76 m de didametro interno y altura de 0,28 m. Para su
produccion, se utilizd un caudal de aire de gasificacion de 146 +
4,3 L/min, con el que se obtuvo un dosado relativo de gasificacion
de 1,52 y temperaturas promedio en las paredes del reactor de 391
°C. La biomasa fresca (~550 g de pellets) se depositd en el lecho del
reactor y se encendid, de tal forma que en la biomasa se presentaron
las etapas de secado, pirdlisis, oxidacién y reduccién, en las que se
produjeron la evaporacion del agua y la transformacion del material
volatil, obteniendo como productos el gas de gasificacion y el BC. Este
ultimo se muestra en la Figura 1.

Fig. 1. Biocarbon derivado de pellets (BC-P).

Practicas y herramientas de sostenibilidad

A

Q

!y



* 120 -

- Caracterizacion del BC-P como enmendador de suelos

La caracterizaciéon fisicoquimica del BC-P estd conformada por la
composicion elemental (CHON), medida a través del analisis Ultimo en
un equipo Leco Truspec micro y bajo la norma ASTM D-5373-08 [36]. El
contenido elemental de CHN se determiné a 1050 °C en una atmosfera
de helio (He). La concentracién de O se estimd por diferencia [37]. El
analisis proximo se determind utilizando un equipo TGA Q50, bajo la
norma modificada ASTM D-5142-04 [38]. Mediante esta prueba se
cuantificé el contenido de humedad, el material volatil, el carbono fijoy
el contenido de cenizas. El procedimiento consistié en someter el BC-P
a una atmosfera inerte de nitrogeno (N,) y un caudal de 100 mL/min.
Para determinar el contenido de humedad, la muestra se llevo hasta
105 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C/min y manteniendo
una isoterma durante 15 min. Posteriormente, se realizé6 un nuevo
calentamiento hasta 900 °C a 10 °C/min; manteniendo una isoterma
durante 25 min para determinar el contenido de material volatil
(pérdida de masa entre 105 °Cy 900 °C). A continuacién, la temperatura
interna de la termobalanza se equilibré a 715 °C; a esta temperatura se
cambid de atmodsfera inerte a atmodsfera oxidante, suministrando 100
mL/min de aire durante 20 min. La masa restante después del estado
isotérmico a 715 °C se consideré como el contenido de cenizas de la
muestra. El carbono fijo se calculé por diferencia.

Por su parte, el area superficial y el volumen de poro se determinaron
con un equipo ASAP 2020, mediante isotermas de adsorcidon con
nitrégeno. El calculo del area superficial se llevd a cabo mediante el
método Brunauer, Emmett y Teller (BET); mientras que el volumen de
poro se obtuvo utilizando el método Barrett, Joyner y Halenda (BJH)
[20]. Las propiedades pH, COT, CRA y CIC se obtuvieron mediante
potenciometria, titulometria, gravimetriay volumetria, respectivamente,
bajo la norma NTC 5167, utilizando una muestra de BC-P seca, molida
y tamizada [39]. Para determinar la CRA, se pesaron 100 g de BC-P y se
afadio paulatinamente agua destilada en pequefias cantidades hasta
alcanzar el punto de saturacién, es decir, hasta formar una pasta que
no fuera capaz ni de absorber ni de escurrir mas agua. A continuacion,
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el porcentaje de saturacion, o CRA, se calculé mediante la ecuacién (1),
donde P_BC (g) es el peso de la muestra de BC-P, V (mL) es el volumen
de agua necesario para alcanzar el punto de saturacion y H (%) es el
contenido de humedad del BC-P.

CRA=((V*100)/P_BC )*((100-H)/100) (1)

El pH del BC-P se obtuvo al introducir un potenciémetro calibrado en la
pasta saturada, utilizada para determinar la CRA. Por otro lado, el COT
se analizé por el método Walkley Black, fundamentado en la reduccion
del ion dicromato, y la CIC se determiné con el método del acetato de
amonio 1 N a pH 7 [40]. Ambos métodos se describen detalladamente
en la NTC 5167 [39].

La composicion mineral de las cenizas del BC-P se midié por analisis de
XRF bajo la norma ASTM D4326-94 [41]. El equipo usado fue un Thermo
ARL Optim’X WDXREF. El procedimiento para la ejecucién de la prueba
consistio en secar la muestra durante 24 h a 110 °C; posteriormente,
la muestra fue estabilizada en un desecador y calcinada a 950 °C. El
analisis XRF se ejecutd en una atmosfera de He a temperatura ambiente
y durante 25 min. De esta forma, se determind la cantidad de éxidos
presentes en las cenizas, tales como CaO, MgQO, P,O,, K,O, MnQ, SO,,

275
Si0,, AL,O,, Na,0, BaO, CuO, TiO,, Fe,0,, NiO y SrO.

273

3. RESULTADOS

El BC obtenido a partir de la gasificacion de Pinus patula en un reactor
TLUD fue caracterizado fisicoquimicamente para determinar las
propiedades que le permitan ser catalogado como un enmendador de
suelos degradados, atendiendo a lo establecido en la norma NTC 5167
[39]. Los resultados de las propiedades quimicas y fisicas, asi como la
composicion mineral de las cenizas del BC-P se muestran en la Tabla 1.
El contenido mineral de las cenizas se presenta en base absoluta y sin
considerar pérdidas por ignicién.
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TABLA 1. PROPIEDADES FISCOQUIMICAS Y COMPOSICION MINERAL DE
LAS CENIZAS DEL BC-P.

Propiedad Estandar Valor
Analisis ultimo (% peso base seca sin ceniza)
C ASTM D5378-08 97,94
H ASTM D5378-08 0,97
o Por diferencia 0,90
N ASTM D5378-08 0,19
H/C - 0,12
Analisis préximo (% peso base seca)
Material volatil ASTM D5142-04 20,59
Carbono fijo Por diferencia 77,49
Cenizas ASTM D5142-04 1,92
Humedad (% peso) ASTM D5142-04 11,13
Propiedades fisicas
BET (m?/g) - 367,33
Volulzlcle:g;ige) poro ) 0,20
Enmendador de suelos
pH NTC 5167 8,80
COT (%) NTC 5167 33,80
CRA (%) NTC 5167 219,00
CIC (meq/100 g) NTC 5167 21,70
Composicion mineral de las cenizas (% cenizas)
CaO 53,41 Fe,O, 0,74
MgO 15,41 Na,O 0,46
P,O, 9,23 SrO 0,33
K,0 6,91 BaO 0,21
MnO 6,17 CuO 0,12
AlLO, 2,58 TiO, 0,00
SO, 2,43 NiO 0,00
Sio, 1,99 - -
N
~ -
— 0O —
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4. DISCUSION

En los analisis Ultimo y proximo reportados en la Tabla 1, se observa
que debido a las altas temperaturas, a los procesos difusivos de
transferencia de calor y masa, y, por ende, a las reacciones (pirolisis,
oxidacion y reduccion) asociadas a la gasificacion de la biomasa, gran
parte del contenido de las sustancias volatiles presentes en la materia
prima se transformaron en gas de gasificacion [42], tal y como lo
evidencia el bajo contenido de H'y O (0,97 % peso y 0,90 % peso,
respectivamente), y el elevado contenido de C (97,94 % peso), el cual
se asocia con la formacion de un material constituido principalmente
por carbono fijo (77,49 % peso) [43]. Pokhare et al. [44] y Bayu et al.
[45] indicaron que el contenido de C favorece las propiedades del
BC como enmendador del suelo, puesto que conduce a una mayor
disponibilidad de este elemento en el suelo tratado. Adicionalmente,
el BC-P obtenido supera el valor limite de contenido de C establecido
por la European Biochar Certificate (EBC) para el uso del biocarbon en
la enmienda del suelo [46].

Por otro lado, el contenido de cenizas (1,92 % peso) se debe a que
el BC-P se deriva de una biomasa lignocelulosica, la cual posee un
contenido de cenizas < 2,5 % peso [47]. Ademas, la mayoria de los
minerales (excepto los elementos alcalinos quimicamente reactivos y
alcalinotérreos como el potasio (K) y el calcio (Ca)), permanecen estables
durante la gasificacion; en consecuencia, la cantidad total de cenizas en
la fase solida no cambia, permitiendo predecir la composicién mineral
de un BC desde la caracterizacién de la materia prima utilizada en el
proceso de gasificacion [48].

En cuanto al contenido de humedad, si bien las temperaturas durante
el proceso de gasificacion son superiores a 100 °C, la humedad
remanente de 11,13 % peso en el BC-P se atribuye al vapor de agua
procedente de las reacciones de oxidacién, el cual se condensa en la
matriz sélida carbonosa del BC, debido a la configuracién del reactor
de gasificacion [49]. Por otro lado, segun Hansen et al. [25], la relacion
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atomica H/C con valor de 0,12 indica una buena estabilidad del BC-P
para ser aplicado como enmendador de suelos.

Respecto del contenido mineral, los BC procedentes de biomasas
lignocelulosicas, en general, contienen macronutrientes como el Ca, K,
el fésforo (P) y el magnesio (Mg), y micronutrientes como el boro (B),
manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) y molibdeno (Mo); por
lo que representan una importante reserva para los nutrientes del suelo
[50]. En la Tabla 1 se puede observar que el BC-P generado tiene una
significativa cantidad de macronutrientes, donde el Ca es el elemento
mas abundante con un 53,41%, seguido del Mgy el P con un 15,41%y
9,23%, respectivamente, y del K con un 6,91%. Este contenido mineral
permite inferir un buen comportamiento del BC-P en la enmienda del
suelo, puesto que las plantas requieren altos niveles de los elementos
referidos [50]. Por su parte, los micronutrientes alcanzaron valores
de 6,17%, 0,12% y 0,74% para el Mn, Cu y Fe, respectivamente. Cabe
destacar que la presencia de Fe es importante en la enmienda del
suelo puesto que permite la retencién de P, especialmente en suelos
acidos [45]. La estabilidad de la estructura del suelo, especialmente la
de los poros secundarios, se ve favorecida por la presencia de diversas
sustancias con efectos aglutinantes, como las sustancias organicas
y los oxidos de aluminio (Al) y de Fe. El efecto aglutinante de estas
sustancias incrementa la resistencia al cizallamiento, tanto entre las
particulas primarias como entre los agregados del suelo [51]. Cabe
destacar que en la norma NTC 5167, en los estdndares establecidos
por la International Biochar Initiative (IBl) para el uso del biocarbén en
el suelo [52] y en las guias para la produccidn de biocarbon sostenible
establecidas por la EBC [46] no se especifican los niveles maximos
permisibles de Al en los BC. Por otra parte, en la caracterizacién del
BC-P objeto de estudio no se encontré presencia de metales pesados
no esenciales como plomo (Pb), cadmio (Cd) y mercurio (Hg), los cuales
son altamente toxicos para el suelo [53].

De acuerdo con la NTC 5167 [39], los materiales utilizados como
enmendadores de suelos deben cumplir con los siguientes
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requerimientos: contenido de cenizas < 60%, contenido de humedad
para materiales de origen vegetal < 35%, COT > 15%y CIC > 30 meq/100
g. Asimismo, la CRA debe ser como minimo igual a su propio peso, el
pH debe estar entre 4y 9, y el contenido maximo de metales pesados
no debe superar los siguiente valores: arsénico (As) < 41 mg/L, Cd < 39
mg/L, cromo (Cr) < 1200 mg/L, Hg < 17 mg/L, niquel (Ni) < 420 mg/L
y Pb < 300 mg/L.

Es de resaltar que las propiedades del BC-P analizado en este trabajo
cumplieron con los requerimientos de la norma, a excepcion de la
CIC, la cual interviene en la nutricién y crecimiento de las plantas [54],
[55]. La CIC fue de 21,70 meg/100 g, inferior al valor establecido por
la NTC 5167. El valor de CIC obtenido puede ser atribuido a las altas
temperaturas a las que se llevd a cabo el proceso de gasificacion,
las cuales pudieron haber ocasionado una reduccién en los grupos
funcionales carboxilo (-COOH), hidroxilo (-OH) y carbonilo (-CO) [56]. En
consecuencia, el BC cuenta con una estructura mas estable (estructura
aromatica) que facilitd las uniones con los cationes Na*, K* y Mg?*,
a través de interacciones cation-m; uniones que estan directamente
relacionadas con la disminucion de la CIC [56]. Ademas, el reducido
contenido de cenizas del BC-P se asocia con un bajo contenido de
minerales como el Mg, el K'y el sodio (Na), los cuales participan en el
aumento de la CIC [57].

Por otro lado, el COT con un valor de 33,80% cumplio con la norma NTC
5167. Este valor de COT probablemente se deba a la elevada fraccion
recalcitrante del BC-P, siendo el resultado de la desvolatilizacion de la
biomasa durante el proceso de gasificacion y la estructura carbonosa
del BC [54]. La CRA, por su parte, es una propiedad de especial
importancia en la utilizacién del BC en la enmienda del suelo, debido a
gue contribuye a aumentar la absorcién de agua y nutrientes por parte
de los cultivos [58]. En este caso, la CRA alcanzd un valor de 219%, el
cual se atribuye a la apertura de los poros cerrados y al ensanchamiento
de los poros abiertos en el BC, debido a la liberacién del material volatil
durante el proceso de gasificacién [59]. Tal y como se observa en la
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Tabla 1, el BC-P tuvo un volumen de poro de 0,20 cm3/g y un area
superficial BET de 367,33 m2/g. Estos valores, segin Gonzalez y Pérez
[60] corresponden a una estructura considerablemente porosa, lo cual
fue corroborado por Diez y Pérez [61].

En relacién al pH, el BC-P cuenta con un valor de 8,80. De acuerdo
con el estudio realizado por van Zwieten et al. [28], el BC-P producido
podria ser adecuado para mejorar los suelos acidos, puesto que
permitiria el intercambio de protones (H*) con el suelo, generando
un aumento en el pH del mismo y, con ello, la biodisponibilidad de
nutrientes para las plantas como el Mg, Ca y P. Por lo tanto, se destacan
las propiedades con las que cuenta el BC-P objeto de estudio para ser
utilizado en la enmienda de suelos, principalmente acidos [45]. Si bien,
atendiendo al valor obtenido para la CIC, se puede pensar en el empleo
de alternativas para mejorar las propiedades del BC-P generado; entre
las cuales destaca su combinacién con compost [62].

5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se caracterizo el biocarbon obtenido a partir de
la gasificacion de pellets de Pinus patula en un reactor tipo TLUD como
material aplicable en la enmienda de suelos degradados, dada la escasa
informacion reportada en la literatura respecto a este tema de estudio.
Las propiedades fisicoquimicas y el contenido mineral de las cenizas
indicaron que el BC-P obtenido cumple con los requerimientos de la
NTC 5167 para ser utilizado como enmendador de suelos. El pH alcalino
del BC-P lo hace apropiado para incrementar el pH de suelos acidos y, de
esta forma, mejorar la biodisponibilidad de los nutrientes. Se encontro
que el BC-P tiene una buena presencia de macro y micronutrientes,
entre los que destacan el Ca con un 53,41% y el Mg con un 15,41%,
ademas de la presencia de Fe, el cual permite la retencién de P en suelos
acidos. Otras propiedades que corroboran el uso potencial del BC-P en
la enmienda de suelos son el elevado contenido de C, con un valor de
97,94 % peso, el volumen de poro de 0,20 cm?/g y el area superficial BET
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de 367,33 m?/g. De acuerdo con la caracterizacion realizada, se considera
pertinente investigar de forma experimental el uso del BC-P en suelos
de caracter acido, explorando la posibilidad de aplicarlo en mezcla con
compost para mejorar sus propiedades.
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Bioprecipitacion de
carbonato de calcio mediada
por aislados nativos de
Bacillus spp

Resumen— En el ambiente existen diferentes
carbonatos inorgéanicos en forma de minerales y
rocas importantes, entre ellos estan la calcita (CaCO,).
En cuanto a este compuesto se ha reportado en la
literatura que la mayoria de las bacterias heterotréficas
del suelo inducen la precipitacién de carbonato calcico.
Este tipo de investigaciones pueden aportar solucion
a multiples problemas ambientales, como lo son la
erosion, ecosintesis, la estabilizacion de suelos, la
fijacion de CO, atmosférico a través de la formacion
de sedimento de carbonato vy litificacion, entre otros. El
objetivo de este estudio fue establecer las condiciones
Optimas en la curva de crecimiento de aislados nativos
de Bacillus spp para la produccion de cristales, en el
cual se encontré6 que en la fase exponencial de su
ciclo de crecimiento es donde los microorganismos
poseen mayor capacidad precipitadora, igualmente
se determiné que las condiciones éptimas para la
bioprecipitacion y la estabilidad de los cristales estan
directamente relacionadas con un pH ligeramente
alcalino.

Palabras clave— Carbonato de calcio, Bacillus
spp, bioprecipitacion, biomineralizacién, curva de
crecimiento.
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1. INTRODUCCION

En la naturaleza suceden diversos procesos quimicos de sedimentacién
y nucleacién mineral, estos procesos estan generalmente acompafados
por procesos bioldgicos [1], [2], los cuales ocurren a menudo de manera
simultanea o secuencialmente. A estos fendmenos de mineralizacion,
con participacion en la precipitacion y formacion de cristales o
estructuras minerales de seres vivos o con un sustrato organico, se les
conoce como bioprecipitacidon o biomineralizacion.

Los exo y endo esqueleto de miultiples organismos son claros
ejemplos de biomineralizacion [3]. Asimismo, se han encontrado
diversos microorganismos asociados a la bioprecipitacién de cristales.
Actualmente, la aplicacién de estos procesos microbianos emerge como
un area de estudio de interés para la investigacion cientifica y diversas
industrias, tales como la quimica, farmacéutica, nuevos materiales y
construccion, entre otros [1], [2], [4], [8].

Uno de los procesos de mineralizacidon mas ampliamente estudiado,
en el cual se ha reportado participacion de microorganismos, esta en
la formacién de cristales de carbonatos. Dichos cristales son aquellos
compuestos por el ion carbonato CO,?*, el cual tiene la capacidad de
interactuar con otros iones y formar asi diversos tipos de cristales de
carbonato, como la siderita (ZnCO,), magnetita (MgCO,) o la calcita
(CaCQ,), entre otros [2], [4], [9], [14].

Diversos microorganismos participan y estan asociados a la precipitacion
natural del carbonato en varios medios naturales [15], incluyendo suelos,
formaciones geoldgicas, biofilms de agua dulce, océanos y lagos salinos
[16], [17], aligual que en depdsitos de carbonato en meteoritos marcianos
[18]. Numerosos estudios indican que el proceso ocurre como producto
del metabolismo microbiano [19], [21], el cual aumenta la alcalinidad del
medio, favoreciendo la precipitacion del CaCO,.
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Debido a que es un area de estudio que emerge como una alternativa
ambientalmente limpia en los procesos industriales y en el sector de la
construccion, este trabajo tuvo como objetivo buscar microorganismos
nativos en suelos con capacidad de inducir mineralizacion o
bioprecipitacion para ser aplicados como alternativa innovadora en las
diferentes areas mencionadas, sin provocar alteraciones en el ambiente.

2. MATERIALES Y METODOS

A. Microorganismos

Para este estudio se utilizaron nativos aislados de microorganismos
obtenidos a partir de una mina de oro de Antioquia-Colombia
(6°55'52.3"N 74°62'88.6"W). Estos aislados fueron reconstituidos en
medio Ampes (compuesto de NaCl 0,5%, peptona 1%, extracto de
levadura 0,5%, agua destilada desionizada y agar bacterioldgico 1%)
e incubados por 24 horas a 35°C. Después del periodo de incubacion,
se realizd una tincién de Gram para, primero, corroborar pureza del
cultivo y asi seleccionar los bacilos Gram positivos y, segundo, preparar
el in6culo.

B. Clasificacion bacteriana

En la clasificacion del microorganismo seleccionado, se realizaron
pruebas bioquimicas de rutina y técnicas de biologia molecular de
secuenciacion del gen del ARNr 16s, con los primers universales 27F,
518F, 800R, y 1492R [22].

C. Medios de cultivo para la curva de crecimiento

Se prepararon 24 frascos estériles tapa rosca con 50 ml del medio de
cultivo liquido B4 (compuesto de acetato de calcio 0,25%, extracto
de levadura 0,4%, dextrosa 0,5% y agua destilada y desionizada,
esterilizado mediante vapor humedo a 121°C) [23], [24].
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D. Preparacion inéculo

En camara de bioseguridad, bajo condiciones de asepsia, se tomd de
cada frasco 5ml de medio B4 liquido y se agregé el inéculo bacteriano
de Bacillus spp nativo hasta alcanzar una turbidez semejante a la del
patron de MacFarland N° 5, equivalente a 15 x 108 UFC/ml; luego, se
prepard una dilucion de 1:10 regresando estos 5ml al frasco del que
habian sido extraido; se sellaron; y se llevaron a incubar en agitacion
a 35°C y 120 rpm por 48 horas. Los frascos fueron rotulados segun
el tiempo de medicion de variables, dado que cada uno de ellos se
descartd conforme fue extraido para realizar los analisis de seguimiento.

E. Método de medicion

Cada 2 horas se tomé un frasco del agitador y se le realizd6 mediciones
de pH, peso seco celular, presencia de cristales amorfos de carbonato y
se sembraron 100uLy 10 yL en agar B4 (compuesto de acetato de calcio
0,25%, extracto de levadura 0,4%, dextrosa 0,5%, agar bacterioldgico 1%
y agua destilada y desionizada), los cuales se llevaron a incubar por 24
horas a 37°C para hacer conteo de colonias y para evaluar la produccion
de cristales en medio solido, los bordes de la caja Petri fueron sellados
con cinta de enmascarary se almacenaron en incubadora a 37°C por 30
dias, se realizo revision diaria de la produccion del cristal.

F. Estimacion del crecimiento y produccion de cristales de carbonato
en medio solido

Para la estimacion de la concentracion y el seguimiento del crecimiento
mediante conteo celular se tomd un frasco sellado del agitador y se
llevo a cdmara de bioseguridad, en donde se proces6 en condiciones
estériles, se sembraron 100uL y 10 pL en agar B4 y luego se incubd a
37°C por 24 horas para conteo de unidades formadoras de colonias.
Seguido al conteo, la caja de Petri se cerr6 con cinta de enmascarar
en los bordes y se llevo a incubar durante 30 dias para observar la
formacién de cristales de carbonato sobre el medio sélido, utilizando
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microscopia Optica (microscopio optico Olympus CH30). Después de
evidenciar los cristales sobre el agar, este fue evaporado para aislarlos
por raspado y ser analizados en microscopio 6ptico en un medio
de contraste de Dimetilsulféxido (DMSO), lo cual permitié observar
mejor la morfologia de los cristales de carbonato de Calcio. Ademas
del analisis morfoloégico bajo microscopia dptica, se sometieron los
cristales al acido clorhidrico, para evidenciar la reaccion de efervescencia
caracteristica de estos cristales en presencia de acidos.

G. Estimacion del crecimiento y produccion de cristales de carbonato
en medio liquido

Para la estimacion de la concentracion y el seguimiento del crecimiento
mediante la técnica de peso seco celular, se tomaron dos frascos
tapa rosca con capacidad de 5 ml completamente secos y estériles,
en cada uno se depositaron 2 ml de medio cultivo liquido extraido
cada 2 horas del frasco al que le correspondia la medicién, segun el
orden asignado luego de la inoculaciéon. El contenido de uno de los
frascos se centrifugd a 4.500 rpm durante 15 minutos, se descarto el
sobrenadante y el precipitado fue destinado a un examen directo para
buscar cristales amorfos y ver la pureza del medio; el precipitado del
otro frasco se llevd a un horno a 75°C para obtener peso seco.

H. Medicion de pH

Simultdaneamente con la medicion del crecimiento y produccion de
cristales de carbonato en medio liquido, proceso realizado cada dos
horas, para lo cual se calibro el equipo (pH-meter Shott) con las
soluciones estandar de 4,01 y 7,01, se procedid a lavar el electrodo
con agua desionizada, se homogenizd la muestra y se realizd medicion
directa de pH por triplicado, lavando entre cada medicion para reportar
el valor promedio de las lecturas realizadas.
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I. Analisis de datos

Los datos fueron procesados en el programa Excel® y posteriormente
fueron graficados relacionando variables como tiempo, crecimiento
(peso seco), pH y produccién de cristales en medio sélido y liquido.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Reconstitucion bacteriana y Gram

Los Bacillus spp fueron reconstituidos en medio B4 agar, los cuales en
la tincion de Gram revelaron un aislado puro de bacilos Gram positivos
con granulaciones. Estos microorganismos son los procariotas mas
ampliamente estudiados enrelacionalos procesos de biomineralizacion,
especificamente asociados a la precipitacion de carbonatos, debido
a su rica composicion de una matriz de macromoléculas organicas
(MMO), la ruta por la que estos se ven involucrados en la matriz se
denomina biomineralizacién inducida, la cual se lleva a cabo en un
ambiente abierto, y no se cree que esté asociada ninguna estructura
celular especializada o mecanismo molecular especifico [8], [10], [14],
[16], [20].

El depdsito de carbonato de calcio por las bacterias generalmente se
considera inducido, y el tipo de mineral producido depende en gran
medida de las condiciones ambientales [25]. Sin embargo, estudios
mas recientes demostraron la participacion de un grupo de genes en
la precipitacion de carbonatos de calcio por parte de bacterias tipo
Bacillus spp [26].

B.Clasificacion bacteriana
El analisis de las secuencias obtenidas mediante técnicas de biologia

molecular de secuenciacion del gen del ARNr 16s, con los primers
universales 27F, 518F, 800R, y 1492, fue realizado con el clasificador de
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RDP (Ribosomal Database Project), determinando que se trataba de
una secuencia de un microorganismo perteneciente al género Bacillus;
sin embargo, el poder de resolucién de este clasificador, no permitid
asignar una especie, esta dificultad se debe posiblemente a las estrechas
relaciones evolutivas entre diversas especies de Bacillus spp [27].

C. Curva de crecimiento

La estimacion de la concentracion y el seguimiento del crecimiento
mediante la técnica de peso seco celular determinaron la curva de
crecimiento. Los datos de los pesos fueron tabulados para luego ser
graficados; se observo que la fase de latencia dur6 entre ocho a diez horas
para luego dar inicio a la fase exponencial, en la que los microorganismos
se adaptan a las condiciones de cultivo e inician una multiplicacién
exponencial o logaritmicamente. Este momento termino a las 22 horas
y dio inicio a la fase estacionaria que tuvo una duracién de 16 horas. No
obstante, en la hora 30 se nota una caida en la fase estacionaria para
luego volver a estabilizarse a las 32 horas de incubacion. Posteriormente,
comienza la fase de muerte, donde es mayor la concentraciéon de
microorganismos que de nutrientes (Figura 1).

Curva de crecimiento Bacillus spp.
45
40
33
30
23
20
15
1.0
03

0.0
0 10 20 30 40 30

Peso Seco (mg / ml)

Tiempo (horas)

Fig. 1. Determinacion del crecimiento de Bacillus spp en medio del cultivo
liquido B4, mediante peso seco.
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El comportamiento de la curva fue el de una de crecimiento normal
[28]; a pesar de ello, como se indico anteriormente, a las 30 horas de
incubacion se presentd una disminucion en la concentracion, tal vez por
una mala desecacién durante el procesos para determinar el peso seco,
o probablemente porque la bacteria tiene un crecimiento escalonado,
que suele suceder cuando se agota un nutriente del medio y la bacteria
tiene un receso para activar otra ruta metabdlica y aprovechar otro
sustrato del medio. En un estudio piloto previo y de menos tiempo de
incubacion para estandarizar la curva de crecimiento, se encontrd un
fendmeno parecido, el cual es para estudiar en futuras investigaciones.
Determinar el comportamiento de la curva de crecimiento bacteriana
fue un paso importante para establecer relaciones entre la produccién
de cristales y el crecimiento bacteriano, el pH y la concentracion
bacteriana y el pH con respecto a la estabilidad de los cristales.

D. Medicion de pH

Durante el tiempo de incubacion a temperatura constante, el pH se
torné mas acido, esto debido a los metabolitos bacterianos que
tienden a acidificar los medios, a medida que se disminuye el sustrato
y aumenta la poblacion bacteriana; por ende, se aumentan los residuos
metabdlicos de caracter acido (Figura 2) [29].

Efecto del crecimiento Bacillus spp. en la acidificacié
medio de cultive
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70 &
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20
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Fig. 2. Efecto del crecimiento Bacillus spp en la acidificacion del medio

I de cultivo B4.
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Luego de las 30 horas de incubacién, el pH del medio tuvo un valor
por debajo de 4.0 y la poblacién microbiana comenz6 a descender
para entrar a la fase de muerte, debido al desequilibrio entre
disponibilidad de nutrientes y el aumento de la poblacién. La tendencia
del pH a valores acidos no es favorable para la bioprecipitaciéon de
los carbonatos de calcio, pues su formacion requiere medios alcalinos,
otra posible explicacion es la internacionalizacién del Ca como medida
homeostatica, lo cual disminuye la concentracién de calcio extracelular,
el cual debe encontrarse a altas concentraciones en el medio respecto al
calcio intracelular para poder inducir la nucleacién sobre la membrana
o pared bacteriana [15].

E. Observacion de cristales

En las observaciones microscépicas de los precipitados, en las primeras
cuatro horas se evidenciaron cristales amorfos en forma de ripio o
fragmentos, estas fueron estructuras pequefias y refringentes, poco
compactas y muy dispersas, a las ocho horas cuando el pH era de 5,8,
las estructuras aumentaron de tamafio y comenzaron a compactarse.
Empero, a medida que el valor del pH descendi6é las estructuras
perdieron tamafio y se separaron. Hasta las 20 horas, cuando el pH
era de 4,2, se evidenciaron cristales en los precipitados del medio de
cultivo liquido, indicando esto que los cristales amorfos tienen una
estabilidad pH hasta de 4,2.

Despuésdelas20horasyconel pH pordebajode4,0, no se comprobaron
mas cristales, corroborando esto lo reportado en la literatura sobre la
degradacién de los cristales en medios acidos [30]. Desde el punto de
vista de la quimica energética, es compleja la nucleaciéon de un cristal
a partir de una solucién acuosa y se requiere de un grado muy alto de
super saturacion [31].
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F. Crecimiento en medio solido (agar B4)

Después de 24 horas de incubacion solo se observé crecimiento hasta
el subcultivo nimero 14 ,correspondiente a 28 horas de incubacion,
y el conteo celular para la dilucién de 100uL fue de 500 ufc/ml, en la
dilucién de 10 pL para esta siembra no hubo crecimiento.

G. Observacion de cristales en agar B4

Sobre los agares solo se observo produccion de cristales en ambas
diluciones (100uL y 10 plL) hasta la siembra nimero 10, equivalente
a 20 horas de incubacién, sobre el agar se observaron cristales
caracteristicos de carbonato, con un tamano de 0,5 a 1 milimetro
aproximadamente (Figura 3). Esto podria sugerir que la actividad
de bioprecipitacion es mucho mayor durante la fase exponencial,
seguramente por la alta actividad enzimatica; por ende, se sugiere
realizar estudios que permitan identificar enzimas o actividad génica
relacionada con la biomineralizacién, la relevancia de la curva
de crecimiento se relaciona con un potencial uso industrial en la
produccién de carbonatos. En este estudio, puede evidenciarse que
la biomineralizacion tanto en medio liquido como en medio sélido
coinciden en las primeras 20 horas de incubacion.

En la observacion en microscopio optico de los cristales (Figura 4) se
encontré bifurcaciones centrales, morfologia que en la literatura se
relaciona con vaterita o calcita, siendo mas probable la formacién de
calcita por su estabilidad, la prueba con acido clorhidrico fue positiva,
pues al someter los cristales obtenidos a esta sustancia se evidencié
efervescencia, producto de la liberacién de oxigeno. Sin embargo,
el actual estudio no pudo discriminar entre estos carbonatos y se
sugiere realizar estudios que permitan esta caracterizacion en las
condiciones planteadas.
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Fig. 3. Observacién de cristales con morfologia de pesa (flecha)
caracteristicos de carbonato y otras morfologias de cristales dispersos y mas
oscuros en sobre el agar.

Fig. 4. Cristales caracteristicos de carbonato de calcio con bifurcacién central
(flecha) y otras estructuras amorfas de carbonato de calcio al ser observados
mediante microscopio dptico y con DMSO como medio.

Finalmente, al someter los cristales a la prueba de HCl al 5%, se evidencio
efervescencia sugiriendo que estos son estructuras de carbonato de
calcio, debido a la disociacion del carbonato por parte del acido que se
ve obligado a fluir dentro de la estructura de poros del cristal alterando
sus caracteristicas [32].

Practicas y herramientas de sostenibilidad

Q

v



\\

|

0

146 o

4. CONCLUSIONES

La fase 6ptima de precipitacion de cristales por la bacteria se encuentra
durante la fase exponencial del Bacillus spp, fase en la cual se determiné
que el microorganismo tiene mayor capacidad de bioprecipitacion.

El pH esta relacionado directamente con la produccion de cristales y
medios muy acidos inhiben su precipitacion, tal como se reporta en
la literatura.

La evaluacion de las condiciones de crecimiento de aislados nativos de
Bacillus spp brindan aproximaciones a la estandarizacion de procesos
de biomineralizacién con potencial biotecnolégico e industrial.
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Recurrencia de toxinas
cianobacterianas en cuerpos
de agua eutrofizados

Resumen— Las cianobacterias, también denominadas
algas verde-azuladas, se encuentran ampliamente
distribuidas en todo el mundo. Entre éstas, destacan
las floraciones de algas nocivas (HAB, por sus siglas en
inglés). Estos microorganismos han sido muy estudiados,
ya que pueden producir metabolitos bioactivos y téxicos,
comunmente conocidos como cianotoxinas o toxinas
cianobacterianas, lo cual supone un riesgo tanto para
la salud humana como animal, e incluso puede llegar
a producir la muerte de los seres vivos. Las HAB se han
convertido en un desafio continuo debido a su recurrencia
y dificultad de control y manejo. En este trabajo se llevo
a cabo la deteccion y cuantificacion de diferentes tipos
de cianotoxinas en un sistema léntico tropical (embalse
Abreo-Malpaso, Antioquia, Colombia), en el cual se
evidencio la existencia de cianotoxinas hepatoxicas, tales
como microcistinas (MC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-LF, MC-
ADRR), nodularina (NOD) y cilindrospermopsina (CYN),
en concentraciones superiores al valor guia de 1 ug L*
establecido por la Organizacién Mundial de la Salud como
el maximo admisible. En este sentido, se hace necesaria
la adopcion de medidas preventivas y correctivas
encaminadas a minimizar el riesgo al que nos enfrentamos
asociado a la presencia de estas toxinas en las aguas.

Palabras clave— Cianobacterias, cianotoxinas, HAB,

impacto antrépico, cambio climatico, eutrofizacién,
embalses, calidad del agua, riesgo a la salud.
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Abstract— Cyanobacteria, also called blue-green algae, are widely distributed throughout
the world. Among them, harmful algal blooms (HAB) are highlighted. These microorganisms
have been extensively studied, as they can produce bioactive and toxic metabolites,
commonly known as cyanotoxins or cyanobacterial toxins, resulting in a risk to both human
and animal health, even leading to the death of living organisms. HAB have become a
continuous challenge due to their recurrence and difficult control and management. This
study was aiming at the detection and quantification of different types of cyanotoxins in a
tropical lentic system (Abreo-Malpaso water reservoir), in which the existence of hepatoxic
cyanotoxins, such as microcystins (MC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-LF, MC-ADRR), nodularin (NOD)
and cylinderspermopsin (CYN), was evidenced in concentrations higher than the guide value
of 1 pug L* established by the World Health Organization as the maximum allowable level. In
this regard, the adoption of preventive and corrective actions is required so that the risks
that we face associated with the presence of these toxins in water is minimized.

Keywords— Cyanobacteria, cyanotoxins, HAB, anthropogenic impact, climate change,
eutrophication, reservoirs, water quality, health risk.
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1. INTRODUCCION

Las cianobacterias, también denominadas algas verde-azuladas, son
bacterias fotoautétrofas pertenecientes al domino procariota con
gran diversidad desde el punto de vista fisiolégico y morfologico, que
se encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo [1], [2]. Su
sorprendente éxito en el proceso de adaptacion a habitats tan diversos
y variados, como son los ambientes acuaticos y terrestres, ademas de su
increible capacidad para sobrevivir bajo condiciones extremas, se puede
atribuir a su historia evolutiva, ya que las cianobacterias se constituyen
como uno de los organismos mas antiguos del planeta [3]. En la actualidad,
lascianobacteriascontindansiendolos principalesorganismos productores
de oxigeno en la Tierra, lo que las convierte en componentes ecosistémicos
extremadamente importantes; al mismo tiempo, muchas de ellas también
son fijadoras eficientes de nitrégeno atmosférico, e incluso pueden llegar a
formar una amplia gama de relaciones simbiéticas [4].

En ambientes lénticos, como los embalses, lagos y lagunas, es muy comun
la presencia de cianobacterias; en especial, en zonas del tropico, en donde
su crecimiento es promovido por las altas temperaturas y la abundancia de
nutrientes [5], [6], [7]. Este aumento en las fuentes de fosforo (P) y nitrogeno
(N), principalmente, induce a la eutrofizacién de los sistemas hidricos,
trayendo como consecuencia el aumento desmedido de la cantidad
de fitoplancton y la disminucién conjunta de su diversidad, fenémeno
conocido como afloramiento [8], [9]. Cabe destacar que los efluentes
domeésticos e industriales, asi como las malas practicas agricolas mediante
el uso excesivo de pesticidas y fertilizantes, y en general, el manejo
inadecuado de las cuencas hidrograficas, son algunos de los factores de
mayor incidencia en la eutrofizacion de los cuerpos de agua.

Las floraciones algales son densas proliferaciones de cianobacterias
en un sistema acuatico, las cuales forman colonias lo suficientemente
grandes como para verse a simple vista y cambiar la coloracién del agua
por medio del biofilm superficial; su distribucién en los reservorios
estd sujeta a los flujos de agua, turbulencia o vientos, resultando en
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concentraciones algales muy variables que dificulta su control [10]. Los
géneros de cianobacterias mas comunes en la formacién de floraciones
son Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia,
Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix 'y Lyngbya; y, en menor proporcion,
Gomphosphaeria, Coelosphaerium, Gloeotrichia y Nostoc [11]. Aquellas
que tienen potencial de causar efectos nocivos se denominan floraciones
de algas nocivas (HAB, por sus siglas en inglés), cuyos tiempos de vida
van desde unos pocos dias hasta meses [12], [13].

Estos microorganismos han sido ampliamente estudiados, ya que pueden
producir metabolitos bioactivos y tdxicos, cominmente conocidos como
cianotoxinas o toxinas cianobacterianas, lo cual supone un riesgo para
la salud, e incluso puede llegar a producir la muerte de los seres vivos;
especialmente, si estos habitan el mismo ambiente o si dichas aguas son
utilizadas para riego, recreacion o abastecimiento de la poblacion sin llevar
a cabo un tratamiento previo de remocion eficiente [14], [15], [16].

Quimicamente, las cianotoxinas son moléculas tales como péptidos,
aminoacidos, alcaloidesy lipopolisacaridos, que actiian como endotoxinas
responsables de su capacidad patogena [17]. Elimpacto de las cianotoxinas
en los ecosistemas, ademas de su alta toxicidad, incluye la alelopatia y la
bioacumulacioén y transferencia a través de la red tréfica acuatica [13], [18].
Estos metabolitos secundarios extracelulares, con efectos alelopaticos
negativos, son una parte importante de la defensa de las algas contra la
herbivoria, generando serias repercusiones en el equilibrio ecolégico [17].
Los mecanismos fisioldgicos de intoxicacién son variados, principalmente
causan reacciones hepatotoxicas, neurotdxicas, dermatotdxicas vy
citotéxicas, mediante la exposicién a través de la ingesta directa o el
contacto cutaneo [19]. Es importante mencionar que en humanos se han
registrado pocos episodios de intoxicaciones letales o graves después
de una exposicion aguda o a corto plazo; sin embargo, la exposicion
prolongada, o cronica a niveles bajos, sigue siendo un problema critico que
puede generar efectos adversos en la salud [20]. Entre los diferentes tipos de
cianotoxinas existentes, la microcistina-LR (MC-LR) representa la variante
mas toxica y ampliamente distribuida [21], siendo considerada como un
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promotor tumoral con potencial carcindgeno para animales y humanos.
De hecho, esta cianotoxina ha sido clasificada como una sustancia con
potencial carcindgeno de clase 2B para el ser humano [19].

Las microcistinas (MC) son capaces de inducir afectaciones en otros
organos ademas del higado, incluidos los rifiones, el intestino, el cerebro,
los pulmones, el corazén y los sistemas reproductivo e inmunitario [22].
Si bien, los efectos adversos asociados a la presencia de MC-LR son
potencialmente mas peligrosos en comparacion con otras MC [23]. En este
sentido,laOrganizacién MundialdelaSalud (OMS) harecomendadounvalor
guia provisional de 1 pg L* total de MC-LR en agua para consumo humano.
No obstante, es preocupante que las concentraciones en los cuerpos de
agua con cepas potencialmente téxicas presenten con frecuencia valores
superiores al valor guia referido [24]. Dicha problematica ha aumentado
en extension y frecuencia en todo el mundo [25]; en gran medida, debido
al impacto del calentamiento global y a la falta de acciones preventivas
encaminadas a la reduccion de descargas a fuentes hidricas que favorecen
condiciones éptimas para el crecimiento de estos microorganismos [26].
La sintesis de las toxinas es un proceso complejo influenciado por las
condiciones ambientales, el cual varia de acuerdo a las cepas, por lo
que el nivel de toxicidad de una mezcla de estas toxinas depende de la
variante existente en la muestra [27]. Las cianotoxinas presentan una gran
estabilidad a la degradacién fisica y quimica. De todas las cianotoxinas,
los péptidos ciclicos, como las microcistinas y nodularinas, ademas de
ser las toxinas cianobacterianas que se encuentran con mayor frecuencia
en floraciones algales, son las mas estables y resistentes [28], y las que
representan un mayor riesgo para la salud humana. En efecto, es relevante
sefalar que los procesos convencionales de potabilizacién muestran ser
ineficientes para su eliminacion y/o degradacion [29], [30].

En este contexto, las HAB se han convertido en un desafio continuo para
el ecosistema y la salud humana, debido a su recurrencia y dificultad en
cuanto a su control y manejo; en esencia, a causa del efecto sinérgico del
cambio climatico, la descarga de nutrientes provenientes de la agriculturay
la implementacion de malas practicas agricolas, sumado a la presencia de
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efluentes de aguas residuales no tratados correctamente o sin tratamiento
alguno. El objetivo del presente estudio consiste en la deteccién vy
cuantificaciéon de diferentes tipos de cianotoxinas en un sistema léntico
tropical con el fin de evidenciar las relaciones existentes entre la presencia
de estas toxinasy la calidad del agua, asi como el posible riesgo asociado al
que nos enfrentamos y la necesidad de implementar acciones preventivas
y correctivas.

2. MATERIALES Y METODOS

En esta investigacion, se llevd a cabo la deteccion y cuantificacion de
8 tipos de cianotoxinas que se encuentran con mayor frecuencia en
reservorios acuaticos, donde las condiciones ambientales propician
su produccion y permanencia. El sistema [éntico seleccionado fue el
embalse Abreo-Malpaso, ubicado en el municipio de Rionegro del Oriente
Antioquefio, Colombia.

Las muestras de agua recolectadas fueron debidamente preservadas
y almacenadas, con el fin de identificar la presencia de toxinas
cianobacterianas y su concentracion. Los resultados obtenidos fueron
comparados con las concentraciones de cianotoxinas encontradas en el
lago o complejo humedal del sector El Porvenir, también ubicado en el
municipio de Rionegro, dada su cercania con el embalse objeto de estudio.

A. Materiales

Se emplearon estandares analiticos de MC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-ADRR,
MC-LF, MC-LW, NOD y CYN grado bioreagent, de Cyano Biotech GmbH
(Berlin, Germany); para el andlisis cromatografico. Se prepararon 10 mL de
cada solucién de 500 pg L*en metanol grado LC/MS. Los solventes metanol
y acetonitrilo empleados para la preparacién de estandares fueron grado
LC/MS, marca J.T. Baker.
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B. Descripcion de la zona de estudio

La cuenca Abreo-Malpaso esta ubicada en la subregién Valle de San
Nicolas, a una altura sobre el nivel del mar de 2.200 m; conformada por
dos subcuencas, la quebrada Abreo y la quebrada Malpaso, que drenan la
franja oriental y occidental, respectivamente, las cuales confluyen a 1 km
aguas arriba de la desembocadura del sistema conjunto al rio Negro. La
regién cuenta con dos periodos lluviosos (abril-mayo y octubre-noviembre)
y dos periodos secos (diciembre-marzo y junio-septiembre), con una
temperatura media de 17 °C y una precipitacién media anual entre 1.400
y 2.600 mm. Toda el area de la cuenca se encuentra en la zona de vida de
bosque humedo montano bajo, con un area de drenaje aproximada de 8,5
km2. El embalse retiene las aguas provenientes de las quebradas Abreo y
Malpaso, represadas en su confluencia, tiene un volumen util de 100.000
m?’y regula un caudal medio de 70 L s’*. Esta cuenca es de gran importancia
para garantizar el suministro de agua del municipio de Rionegro, ya que
constituye una fuente complementaria del acueducto municipal para
atender condiciones criticas o contingencias en el abastecimiento del area
urbanay rural, siendo el de mayor cobertura de todo el Oriente Antioquefio.
Adicionalmente, cerca de la captacion del rio Negro se cuenta con un lago o
complejo humedal en el sector El Porvenir [31].

C. Método de muestreo y analisis fisicoquimico del agua

El muestreo se realizd por medio de un recorrido en lancha a través de tres
estaciones estratégicamente seleccionadas al interior del embalse Abreo-
Malpaso; correspondientes a la entrada de los afluentes de la quebrada
Abreo y de la quebrada Malpaso, y al punto de captaciéon de agua para
consumo humano. En cada estacion se recolectaron de forma puntual dos
tipos de muestras; una muestra superficial de la zona fotica, empleando
directamente un recipiente plastico; y una muestra integrada hasta el
limite de la zona fética, haciendo uso de una botella kemmerer. Para medir
la transparencia del agua, se empled un disco Secchi. En el lago o complejo
humedal sector El Porvenir, se realiz6 un muestreo puntual superficial
cercano a la orilla.

N

Practicas y herramientas de sostenibilidad

A

Q

!y



AN

~

* 160 -

Adicionalmente, se recolecté una muestra de agua superficial en la zona
de captacion del embalse Abreo-Malpaso para el analisis en el laboratorio
de parametros fisicoquimicos de calidad del agua, al considerarse un
punto critico debido al riesgo inherente de ingesta directa. Con fines
comparativos, también se llevd a cabo la caracterizacién fisicoquimica de
la muestra de agua tomada del lago o complejo humedal. Para realizar la
medicion de las variables in situ, se emple6 un equipo multiparamétrico
con electrodos acoplados, asi como un turbidimetro. Todas las mediciones
se hicieron por triplicado. Las muestras fueron transportadas en neveras
refrigeradas con geles a4 °C.

Los analisis de los parametros fisicoquimicos fueron realizados en el
laboratorio GDCON, segun los procedimientos establecidos internamente,
basados en el Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater [32], y siguiendo los protocolos del sistema de calidad del
grupo de investigacién, cuyo laboratorio se encuentra acreditado por el
Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) y el
Organismo Nacional de Acreditacion de Colombia (ONAC).

D. Procedimiento analitico UHPLC-MS/MS

Se realiz6 el seguimiento de la concentracion de cianotoxinas mediante la
técnica analitica cromatografia liquida de ultra-alto desempefio acoplada
a espectrometria de masas tandem con triple cuadrupolo, UHPLC-MS/
MS (Waters Acquity H-Class), (Xevo TQD). La muestra fue previamente
preparada por medio de la extraccién y concentracion de cada cianotoxina
a través de la técnica de extraccion en fase solida (SPE) [33].

E. Procedimiento de extraccion SPE

Cada muestra fue tratada por medio de filtros mixtos de éster de celulosa
con untamafio de poro de 0,45 um. A continuacion, estas fueron sometidas
a SPE para su limpieza y concentracion de las cianotoxinas, empleando un
cartucho de extraccion HLB (Hidrophilic Lipohilic Balance) de 200 mg/6
mL. El cartucho fue acondicionado con 10 mL de metanol grado HPLC,
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seguido de 10 mL de solucion de agua desionizada. A continuacién, 100
mL de muestra de agua previamente filtrada fueron introducidos a través
del cartucho acondicionado bajo vacio a una velocidad de flujo de 3 mL
min. Después, se enjuagd con 5 mL de agua desionizada, dejando secar
el cartucho durante 30 min. Posteriormente, los analitos fueron eluidos
con 10 mL de solucion de metanol grado LC/MS 10% agua. Finalmente,
la muestra se llevé a sequedad, utilizando un flujo suave de nitrégeno
durante aproximadamente 3 h. Se reconstituyd con 1 mL de metanol grado
LC/MS 10% agua. Por ultimo, la solucion fue filtrada a través de filtros de
membrana de Nylon de 0,22 pum, y fue llevada a un vial certificado para
LC-MS/MS. De esta forma, se obtuvo un factor de concentracion de 100.
Adicional al analisis de las muestras, se realiz6 una réplica, una muestra
enriquecida, un control de 20 pg L y un blanco, como control analitico,
siguiendo los requerimientos del Sistema de Gestién de Calidad del grupo
GDCON [33].

F. Condiciones cromatogrdficas

En el equipo de cromatografia liquida acoplado a masas en tandem,
se inyectaron 20 uL de muestra previamente preparada siguiendo el
procedimiento detallado en la seccion anterior. Para la separacidén se
utilizé una columna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18, 1,7 um de tamano de
particula, 2,1 mm X 50 mm. Las condiciones de UPLC fueron: temperatura
de la columna de 30 °C, flujo de 0,25 mL min*y tiempo de corrido de 10,5
min. Se empled en la fase movil acuosa agua desionizada con 20 mM de
formiato de amonio y en la fase mévil organica, metanol grado LC-MS/
MS con 20 mM de formiato de amonio. Por otro lado, las condiciones para
el espectrémetro de masas fueron: temperatura de la fuente de 150 °C,
temperatura de desolvatacion de 350 °C, flujo de gas de desolvatacion de
650 L h, flujo de gas del cono de 50 L h, ionizacion ESI (+) y voltaje de
capilaridad de 3,7 kV [33].
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G. Cuantificacion de cianotoxinas

Se realizé la curva de calibracién, cuyo rango de trabajo fue de 5 a 80 pg
L. El limite de cuantificacion (LC) se determindé como el menor valor al
que se le calculd la precision y exactitud, en este caso 5,0 pg L. El menor
valor cuantificado en las muestras con un factor de concentracion de 100,
es 0,05 pg L. Los valores detectados en las muestras por debajo de este
valor, fueron reportados como menor al LC (< LC). Las muestras fueron
cuantificadas con las regresiones lineales obtenidas de cada curva de
calibracion [33].

3. RESULTADOS

A. Caracterizacion fisicoquimica del agua

En los analisis listados en las tablas 1 y 2, se detallan las caracteristicas
fisicoquimicas de las muestras de agua superficiales recolectadas en
el punto de captacién del embalse Abreo-Malpaso y a orillas del lago o
complejo humedal sector El Porvenir; con el fin de observar el estado en
el que se encuentra el punto de captacion de agua del embalse Abreo-
Malpaso para su posterior comparacion con el lago o complejo humedal;
y establecer, de este modo, una relacién entre la calidad del agua y la
presencia de cianotoxinas.

B. Deteccion y cuantificacion de cianotoxinas

Duranteelrecorrido porelembalse Abreo-Malpasono se observé coloracion
del agua que indicase la presencia de afloramiento de cianobacterias,
lo cual quizas fue debido a las recurrentes lluvias en dias anteriores al
muestreo; no obstante, tras los analisis cromatograficos se lograron
detectar concentraciones significativas de cianotoxinas peligrosas para la
salud. Mientras tanto, en el lago o complejo humedal sector El Porvenir, se
observé una coloracion verde del agua.
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TABLA 1 DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA ZONA
FOTICA EN EL PUNTO DE CAPTACION DEL EMBALSE ABREO-MALPASO

Parametros Valor
Temperatura (°C) 20,90
pH 6,35
Potencial Redox (mV) 263,00
Oxigeno disuelto (mg L) 3,20
Conductividad (us cm?) 31,60
Turbiedad (UNT) 3,29
Fésforo soluble (mg P LY) 0,06
Fosforo total (mg P L?) 0,12
Alcalinidad total (mg CaCO, L) 14,25
Dureza total (mg CaCO, L) 14,16
Dureza calcica (mg CaCO, L) 5,84
Hierro disuelto (mg Fe L?) 1,38
Nitrégeno amoniacal (mg NH_-N L) 0,25
Nitrogeno total Kjeldahl (mg N L) 1,02
Nitratos (mg NO, L) 0,43
Carbono orgénico disuelto (mg C L) 1,48
Carbono orgénico total (mg C L) 2,01

TABLA 2 DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA ZONA
FOTICA EN EL LAGO O COMPLEJO HUMEDAL SECTOR EL PORVENIR

Parametros Valor

Temperatura (°C) 25,70

pH 7,06

Potencial Redox (mV) *

Oxigeno disuelto (mg L?) 7,43

Conductividad (us cm) 118,10

Turbiedad (UNT) 686,60
N
~ -
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Parametros Valor
Fésforo soluble (mg P LY) <0,10
Fésforo total (mg P L?) 5,40
Alcalinidad total (mg CaCO, L") 42,90
Dureza total (mg CaCO, L") 99,71

Dureza calcica (mg CaCO, L)

Hierro disuelto (mg Fe L)

Nitrogeno amoniacal (mg NH.-N L) 40,46
Nitrogeno total Kjeldahl (mg N L?) 117,55
Nitratos (mg NO, L) 1,32

Carbono organico disuelto (mg C L?) 73,58

Carbono organico total (mg C L)

*No analizado

En total, se analizaron 8 cianotoxinas; 6 variantes de microcistinas
(MC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-LF, MC-LW y MC-ADRR), nodularina (NOD) y
cilindrospermopsina (CYN); todas ellas catalogadas como hepatotoxinas.
Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.

TABLA 3 RESULTADOS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
CIANOTOXINAS MEDIANTE LA TECNICA ANALITICA UPLC-MS/MS

Cianotoxinas (pgL?)

Punto de
muestreo MC- MC- MC- MC- MC-
MC-LR RR YR NOD CYN ADRR LF Lw

Entrada ZF 20 05 18 66 04 01 02 <LC
quebrada
Malpaso LZF 46 08 55 112 04 02 04 <LC

Entrada ZF 1,1 05 1,0 40 05 0,1 0,2 <LC
quebrada
Abreo LzZF 52 12 52 10,1 08 0,3 02 <LC

N
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Punto de Cianotoxinas (pgL%)
muestreo MC- MC- MC- MC- MC-
MC-LR RR YR NOP YN ippr LF
Puntode  %F 67 08 74 128 01 0,2 0,3 <LC

captacion | ¢ 44 1,0 54 96 0,1 0,3 0,2 <LC

ZF: Zona fética; LZF: Limite de la zona fética; MC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-ADRR, MC-LF, MC-LW: Variantes
de microcistina; NOD: Nodularina; CYN: Cilindrospermopsina

Como se observa en la tabla, se detectd la presencia de 7 toxinas
cianobacterianas. La variante MC-LW fue la Unica cianotoxina no detectada,
ya que la concentracién reportada fue < LC, teniendo en cuenta el valor
del LC de 0,05 ug L* para el método analitico empleado. En general, las
concentraciones de MC-LR, MC-YR y NOD fueron notablemente mayores
que las demas MC y CYN. Especificamente, y en orden de magnitud, las
concentraciones encontradas de dichas toxinas en el punto de captacién
fueron de 12,8 pug L* para NOD, de 7,4 ug L* para MC-YR y de 6,7 pug L* para
MC-LR, superando el valor guia provisional recomendado por la OMS de 1 ug
L* para MC-LR en agua para consumo humano.

Por su parte, en el lago o complejo humedal, ubicado cerca del embalse, se
encontraron concentraciones de cianotoxinas inferiores a 2,8 ug L.

4. DISCUSION

En Colombia, la mayoria de los embalses cumplen con una funcién de
generacién energética. Sin embargo, pueden ser disefiados y construidos
para cumplir otros propdsitos, tales como el abastecimiento de agua para
elacueductoyriego,usoindustrialy como recurso recreativo o paisajistico
[34], proporcionando servicios de gran importancia y beneficio en épocas
de sequia.

De forma natural, los embalses tienden a acumular sedimentos, y a que sus
aguas contengan cada vez concentraciones mas elevadas de nutrientes.

v
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Segun la concentracién de nutrientes en el agua, estos sistemas lénticos
pueden ser oligotroficos, con escasez de nutrientes, los cuales acaban
siendo eutréficos o ricos en nutrientes con el paso del tiempo. Si bien,
perturbaciones humanas, incluyendo vertimientos urbanos e industriales
y actividades agricolas, ganaderas y forestales, aceleran estos procesos
y, generalmente, afaden elementos contaminantes, ocasionando un
incremento en la proliferacién algal y, consecuentemente, en la produccién
de cianotoxinas bajo condiciones favorables [35].

A. Eutrofizacion y calidad del agua

La calidad ecologica de un embalse se mide a partir de la combinacién de
parametros fisicos, quimicos y bioldgicos, integrando sus tres subsistemas
interactuantes, las aguas aportadas por los rios afluentes, las aguas
embalsadas y los sedimentos del embalse [36]. En el caso en que se utilice
para el abastecimiento de la poblacion, las aguas deben ser oligotréficas
y no contener sustancias nocivas para la salud humana, como metales
pesados, pesticidas, toxinas u otros elementos contaminantes [37].

Segln lo plantea Navarro y colaboradores [36], los periodos de sequia,
y el consiguiente descenso de las reservas hidricas, solian ser las Unicas
situaciones de alerta para las centrales de abastecimiento: cuanta agua
hay y cuanta se necesita [36]. Sin embargo, han sido precisamente
dichas sequias las que han hecho aflorar la preocupacion por la calidad
de las aguas represadas y su debida gestion [38], [39]; mas aun cuando
desde los afios sesenta, el uso extendido de detergentes con fosfatos y
el aumento de la produccién agricola han venido provocando, cada vez
con mayor frecuencia, episodios de eutrofizacion. Cabe destacar que la
abundancia de P desequilibra los balances de nutrientes, lo que provoca
la proliferacién excesiva de fitoplancton y otros problemas asociados
como anoxia, mortandad de peces, aparicion de algas téxicas y malos
olores, entre otros [40].

Desafortunadamente, la cuenca abastecedora del embalse objeto de
estudio estd sometida a fuertes presiones antropicas, que se evidencian
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a raiz del avanzado incremento en la deforestacién del territorio, la
presencia de multiples procesos erosivos y el uso inadecuado del
suelo, lo que ha generado la reduccion de los rendimientos hidricos de
la reserva, asi como de la vida util del embalse por el incremento de
sedimentos, y la contaminacién de nacimientos y afluentes, debido al
aumento de asentamientos humanos y al pastoreo. Las consecuencias
de la eutrofizacién, generalmente, se asocian con un deterioro de
la calidad del agua, el cual se ve reflejado en el fuerte desarrollo de
macréfitas acuaticas (Figura 1) o en la produccion de grandes floraciones
de fitoplancton (Figura 2). Ambos fenémenos considerados como claras
sefales de esta critica problematica [41].

Fig. 1. Proliferacién de macrdfitas debido a la eutrofizacion del embalse
Abreo-Malpaso, Rionegro (Antioquia).

Factores ambientales, como la eutrofizacion, aumentan la formacion de
floraciones, incluyendo condiciones de baja turbulencia, estancamiento
de agua, valores de pH altos y temperaturas elevadas [10], [42]. A pesar
de ello, la aparicion de un afloramiento de cianobacterias no indica
necesariamente que haya produccion de toxinas [43]. Pueden existir
multiples genotipos de cianobacterias, y algunas producir toxinas mientras
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que otras no, o incluso su produccion puede estar limitada por la influencia
de ciertas condiciones ambientales [44]. Aln dentro de un afloramiento de
una Unica especie, puede haber una mezcla de cepas toxicas y no toxicas, e
incluso algunas cepas pueden ser mucho mas toxicas que otras [14], [45]. El
crecimiento de las diferentes especies de cianobacterias y la produccion de
cianotoxinas estan influenciados por muchos factores ambientales, como
la temperatura, la intensidad de la luz, el pH, los nutrientes, la salinidad, la
radiacién ultravioleta (UV), el viento e incluso la presencia de metales traza
y otros contaminantes ambientales [46]. Por otro lado, su distribucion y
riesgo de exposicién se encuentran condicionados por los factores de
mezcla en el cuerpo de agua [47]. Sin embargo, dichas condiciones que
desencadenan o inhiben la produccién de cianotoxinas siguen siendo un
area activa de investigacion [19], [48].

Fig. 2. Afloramiento de cianobacterias en el lago o complejo humedal sector
El Porvenir, Rionegro (Antioquia).

La complejidad descrita anteriormente logra ser evidenciada en campo,
donde a pesar de que no se observa una coloracion visible del agua del
embalse, se encontraron concentraciones significativas de cianotoxinas en
todos los puntos de muestreo, incluido el sitio de captacién; aunque para
este punto en especifico no se reportaron condiciones de eutrofizacion,
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conforme a la informacion registrada en la Tabla 1. Lo contrario ocurri6 en
el caso del lago o complejo humedal, localizado cerca al embalse, en el
cual se aprecié una fuerte coloracién verde y abundante biomasa (como
se detalla en la Tabla 2, se evidenciaron valores relativamente altos tanto
de nutrientes como de carbono organico); no obstante, aun asi, luego
de analizar los resultados de cianotoxinas de la toma de una muestra
superficial, se hallaron concentraciones insignificantes (no superiores
a los 2,8 ug L) en contraste con las muestras de agua recolectadas en el
embalse, cuya apariencia y caracterizacion fisicoquimica insinuaba ser de
mejor calidad.

Estos resultados son de vital importancia en cuanto a la comprension de
la ocurrencia de fenémenos de afloramientos algales, donde se evidencia
que las caracteristicas de calidad del agua influyen significativamente,
masnodeterminan laocurrenciaonodelaproliferacion de cianobacterias
y la produccién de toxinas, ya que dicha ocurrencia esta asociada a la
combinacion de multiples factores [49], incluyendo la época en la que se
lleva a cabo la campafa de muestreo. Por otro lado, es de resaltar que
incluso las concentraciones de toxinas liberadas al medio pueden ser
mayores en las floraciones envejecidas o en declive [14], como se observo
tras comparar los resultados de las concentraciones de cianotoxinas
halladas en el embalse y en el lago. Puede darse, ademas, la acumulacion
y persistencia del material téxico en los sedimentos por meses [50],
estando retenidas dentro de células bacterianas que permanecen
intactas. Estas células sedimentadas facilmente pueden sufrir lisis por
accion de otros microorganismos presentes en el sedimento, liberando
rapidamente las toxinas [10].

Adicionalmente, es de destacar la considerable diferencia entre los
valores de oxigeno disuelto en ambos espacios. Para el embalse
Abreo-Malpaso, se obtuvo una baja concentracion, alrededor de 3
mg L*; mientras que para el lago o complejo humedal, se report6é una
concentracion bastante alta, alrededor de 7 mg L?, lo cual posiblemente
pueda deberse a la actividad fotosintética de la floracion algal presente
en el lago, manteniendo altos niveles de oxigeno en la superficie de la
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columna de agua. Por otro lado, la transparencia del agua fue casi nula
y la turbiedad, mayor que 660 UNT. Cabe destacar que, segin Chorus y
Bartram [14], las cianobacterias tienen una ventaja competitiva en aguas
con alta turbidez, manteniendo una tasa de crecimiento relativamente
mayor que otros organismos del fitoplancton cuando las intensidades
de luz son bajas debido al reducido requerimiento de energia de estos
organismos para mantener su funcionamiento celular [14], [42].

Finalmente, en cuanto a las concentraciones de N y P, se tiene que
la proporcion éptima para las cianobacterias se encuentra entre 10-
16N:1P [14]. Para el caso del lago, la proporcién entre el Ny el P es de
aproximadamente 22N:1P, por lo que el P podria llegar a ser un elemento
limitante [51]. Cabe destacar que cuando el contenido de P es mayor
que 100 pg LY, se puede clasificar un lago como hipereutroéfico. En el
complejo humedal, el contenido de P fue de 540 pg L, por lo que puede
decirse que se encontraba en un nivel de productividad hipereutréfico
y, precisamente, cuando los cuerpos de agua dulce se enriquecen en
nutrientes, especialmente con P,a menudo hay un cambio en la comunidad
fitoplanctonica hacia la dominancia por parte de las cianobacterias [52].

B. Presencia de cianotoxinas y riesgo asociado

En todos los puntos de muestreo del embalse Abreo-Malpaso, la
concentracion de toxinas en el agua superd el valor guia de 1 pg L* de
MC-LR como concentracion maxima admisible en el agua. Cabe resaltar
que incluso la OMS ha propuesto un valor guia de 0,01 pg L* en casos
de exposicion cronica. Ademas, diversos estudios toxicologicos han
conducido al establecimiento de una Ingesta Diaria Tolerable (IDT) de 0,04
ug/Kg/dia de MC-LR, alertando de la bioacumulacién de MC en algunos
tejidos de plantas, moluscos y peces, pudiéndose alcanzar valores muy
préximos a la IDT tras la magnificacion de sus efectos téxicos a través de
la red trofica [24].

Los resultados descritos anteriormente permiten generar un estado de
alertaen cuanto alanecesidad de llevarse a cabo un constante seguimiento
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y control de la presencia de estas perjudiciales toxinas en los cuerpos de
agua [53]; teniendo en cuenta que, a pesar de que alin no se ha establecido
un valor limite para las demas cianotoxinas, su presencia en cuerpos de
agua representa igualmente un serio riesgo para la salud y el bienestar
ambiental a pesar de encontrarse a bajas concentraciones. En este sentido,
se hace necesaria la implementacion de medidas preventivas y correctivas
para paliar los efectos negativos asociados a la presencia de estas toxinas
en las aguas.

C. Medidas preventivas y correctivas

A nivel internacional, se han desarrollado una serie de normas vy
regulaciones referentes a la calidad microbiolégica en las que se sugieren
valores guias y valores de caracter obligatorio. En Colombia, existen niveles
guia de calidad de aguas que contemplan aspectos bacteriolégicos; si bien,
en estos niveles guia no se incluyen a las cianobacterias y a sus toxinas. La
presencia de cianobacterias y el grado de toxicidad de sus floraciones no
son incluidos en los estandares locales y tampoco en los indices de calidad
de agua (ICA), comunmente utilizados, siendo un aspecto primordial a ser
considerado [37], [54].

Debe mencionarse que el estudio de las cianotoxinas ha estado
fuertemente limitado por la falta de métodos adecuados y accesibles,
para su deteccion y vigilancia. Sin embargo, hoy en dia existen métodos
efectivos de analisis quimico para las toxinas conocidas, y ensayos
inmunoldgicos y enzimaticos sumamente sensibles; brindando nuevas
posibilidades para programas de sondeo orientados hacia la evaluacion
del riesgo asociado a la presencia de estas sustancias en los cuerpos
acuaticos y la vigilancia frecuente. Varios de los ensayos disponibles
para su deteccion en muestras ambientales son: ELISA (ensayo de
inmunoabsorcién ligada a enzimas), PPIA (proteina fosfatasa ensayo
de inhibicién), PSI (inhibicion de la sintesis de proteinas), secuencias
de genes PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y analisis quimico
por cromatografia (HPLC, LC-MS), siendo este ultimo uno de los mas
precisos, pero costosos [55], [56].
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Asi mismo, es necesario destacar que la combinacién de planes de
saneamiento en la cuenca y la correcta gestiéon ecoldgica del agua
dentro de los embalses permiten una mejora sensible de la calidad
y disponibilidad del agua que se suministra, y el impacto ecolégico
que genera. Por otra parte, la reduccion de la exposicién humana
a cianotoxinas a través de la prevencién en la ocurrencia de HAB y
la implementacion de restricciones se contemplan como medidas
significativas encaminadas a la reduccién del riesgo [57].

Evitarla ocupacién o alteracion de los cauces y riberas, restringiry controlar
las zonas de acceso, reforestar las cuencas, evitar vertimientos, controlar la
calidad del agua aportada, reducir al maximo los aportes de sedimentos,
delimitar zonas de uso y regular las actividades perturbadoras, definiendo
usos del suelo deseables, aceptables y no aceptables, se convierten en
medidas que permiten establecer un control real sobre posibles focos de
contaminacion, tales como los nucleos urbanos, industrias y explotaciones
agricolas y ganaderas, llevando a cabo la evaluacién de riesgos y adopcion
de medidas de prevencién y control, especialmente por el peligro
que todo ello supone para la calidad de las aguas que son destinadas
preferentemente al consumo humano [36].

Particularmente, debido a la falta de eficiencia de los procesos
convencionales de potabilizacion para la eliminacion y/o degradacién
de toxinas cianobacterianas [58]-[61], se han explorado recientemente
diferentes tratamientos alternativos como los procesos de oxidacion
avanzada (POA), que favorecen la formacion de radicales libres hidroxilo
(HO-), en mayor medida, los cuales son poderosos agentes oxidantes [62],
[63], [64]. Entre estas alternativas, destaca la combinacion de radiacion
UV con peroxido de hidrégeno (H,0,), otorgando una solucion viable y
eficiente para el tratamiento de aguas contaminadas con cianotoxinas [65],
dando lugar a la produccion de agua potable en cumplimiento con todos
los parametros legalmente estipulados para su consumo publico.
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5. CONCLUSIONES

Aun cuando la eutrofizacion de las aguas es uno de los mayores detonantes
en la presencia y recurrencia de floraciones algales en los cuerpos de
agua, la produccion de toxinas cianobacterianas es un proceso complejoy
variable, el cual depende del efecto sinérgico de multiples factores.

Como se observa en el presente estudio, en el embalse Abreo-Malpaso existe
presencia de las cianotoxinas MC-LR, MC-RR, MC-YR, MC-LF, MC-ADRR, NOD y
CYN, en concentraciones superiores al valor guia de 1 pug L* establecido por la
OMS como el maximo admisible. Es de sefialar que todas estas cianotoxinas
estan catalogadas como hepatotoxinas, las cuales presentan diferentes
efectos adversos para la salud, adicionales al riesgo hepatico.

En este sentido, se hace necesaria la aplicacion de medidas preventivas y
correctivas, como puede ser laimplementacion de buenas practicas agricolas
y el tratamiento de aguas contaminadas con estas cianotoxinas utilizando
alternativas de tratamiento eficientes, especialmente cuando se trata de la
produccién de aguas aptas para consumo humano, respectivamente.
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Comparativo del nimero
de propagulos de hongos
micorrizico arbusculares
entre un indculo crudo
multiesporico y el suelo
de un monocultivo

de Allium fistulosum

1. INTRODUCCION

La colonizacion de los hongos Glomeromycota
en las plantas terrestres ha posibilitado la
generacion de asociaciones intimas entre
estos microorganismos, el suelo y las plantas,
a tal punto que puede decirse que son de
los organismos esenciales en el planeta [1].
El desarrollo de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), pertenecientes al filum
Glomeromycota,sepromueveconlapreinfeccion
edafica, que da lugar a la penetracion en la
raiz de la planta, lo que permite el desarrollo
de la colonizacién y del micelio externo, la
esporulacion del hongo y la reinfeccion [2].
Plantas herbaceas y leguminosas arbustivas
pueden presentar una alta dependencia de los
HMA; aspecto que les ha permitido tener un
rapido crecimiento una vez aquella asociacién
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se haya establecido con éxito y, por tanto, una amplia distribucién en los
suelos del trépico.

El modelo agricola utilizado en Colombia, el cual se enfoca en la
utilizacién de herramientas mecanicas de labranza y la alta dependencia
de fertilizantes sintéticos, ha provocado debilitamiento de la estructuray
contenido nutricional del suelo. Una consecuencia de estas practicas es
la baja fertilidad, rangos de pH muy acidos, el alto contenido de aluminio
intercambiable, el bajo contenido de macroelementos como carbono,
nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, calcio y azufre [3].

Las practicas agricolas y el establecimiento de monocultivos se pueden
considerar como los mayores responsables de las alteraciones de la
estructura del suelo (composicién de espacios porosos, tipo de material
y concentracién de elementos nutricionales) y de la disminucion de
la poblacién microbiana fundamental para llevar a cabo procesos de
transformacion de la materia organica, disponibilidad de nutrientes y
transporte de estos desde el suelo hasta la raiz. En los suelos, puede
encontrarse de manera natural poblaciones microbianas pertenecientes
a los HMA, las cuales son esenciales para llevar a cabo los procesos de
estructuracion del suelo, el mejoramiento de la supervivencia de las plantas
en condiciones extremas y el enlace entre estas, las raices y el suelo [4].

Algunas de las estrategias usadas para corregir estas deficiencias en el
suelo, y garantizar la productividad, es incorporar fertilizantes quimicos
o la adicién de in6culos microbianos combinados con técnicas de
labranza manuales [5]. Se ha evidenciado que la inoculacion con HMA
es beneficiosa, porque no solo promueve la adaptacion de las plantas
a condiciones de estrés bidtico, quimico y fisico del suelo (condiciones
del trépico), sino que también propicia que se incremente y mejore
la porosidad, la disponibilidad de nutrientes y las interacciones entre
el agua, los microorganismos y la estructura sélida del suelo. La
incorporacién de los HMA en los suelos hace que las plantas presenten
mayores posibilidades de supervivencia, buen crecimiento, reproduccién
y generacion de frutos, lo que se asocia a una buena nutricion y balance
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hormonal de la planta. Los siguientes son aspectos claves para analizar
en las relaciones que se presentan en las raices de las plantas y los HMA:
el morfotipo y biodiversidad del hongo [1], [6].

La aplicacién de HMA generados de manera natural o artificial, como lo es
el indculo crudo (biofertilizante), contribuye al desarrollo de los cultivos,
al mejoramiento de las propiedades fisicas y quimicas del suelo. Ademas,
de no ocasionar problemas de contaminacion que se generan con el uso
de los insumos sintéticos y que a largo plazo deterioran el suelo, haciendo
poco rentable la produccién en condiciones adversas.

Los hongos formadores de micorrizas tienen interaccion simbiotica con
la raiz de las plantas, para mejorar la relacion entre factores bidticos y
abioticos del ambiente, lo que aumenta la colonizacion micorrizal, con la
finalidad de restaurar la diversidad y cantidad de estructuras infectivas en
suelos con pocos componentes biologicos.

Una de las maneras que detalla la literatura para evaluar el efecto de las
actividades antropicas, como la aplicacion de fertilizantes quimicos y
la agricultura intensiva o monocultivos sin practicas de conservacién en
las poblaciones de hongos simbiéticos del suelo (ejemplo, los HMA), es
la valoracién de los suelos analizando las raices y la rizosfera a través de
parametros: el porcentaje de colonizacién de raices, la biomasa, la longitud
de hifasy la densidad de propagulos de HMA [7].

Al determinar la capacidad de los microrganismos para formar micorriza
arbuscular, es posible evaluar la calidad de un inéculo o suelo, porque
se tienen en cuenta todos los propagulos infectivos de los HMA, y se
proporciona una estimacion realista global de la condicién de los HMA
[6]. En este capitulo, se evallo la biodiversidad de HMA en un suelo
de monocultivo de Allium fistulosum y un inéculo micorrizico crudo
multiesporico, con el objetivo de comparar la cantidad de propagulos de
hongos formadores de micorriza. Para determinar dicha biodiversidad, se
utilizé6 como planta indicadora Leucaena leucocephala, ya que presenta
alta asociacion con este hongo, facil germinacién, rapido crecimiento y
amplia distribucién en los suelos del tropico.
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2. MATERIALES Y METODOS

A. Area de estudio y toma de muestra

El experimento se realiz6 en el laboratorio de investigacion ambiental
del Tecnoloégico de Antioquia - Institucion Universitaria, sede Robledo, la
cual se encuentra ubicada en la ciudad de Medellin, en las coordenadas
6°16'46" N, 75°35' 01" O, a una altitud de 1.495 msnm. La temperatura
promedio anual oscila entre 18,0 a 21,5°C y presenta una humedad
relativa entre 63% - 73% [8].

En el experimento se utilizd una muestra compuesta de suelo de un
monocultivo de Allium fistulosum establecido en la vereda La Mata del
municipio de Girardota (Antioquia), el cual se encuentra a una altitud de
1.800 msnmy a unatemperatura promedio anual de 23 °C, para compararla
con un inéculo micorrizal crudo. En el predio del monocultivo, se ubicaron
17 puntos al azar donde se extrajeron 200 g de suelo a una profundidad
entre 0 - 20 cm utilizando un barreno. Lo extraido se almacen6 en bolsas
plasticas ziploc: se sellaron, se etiquetaron y se trasladaron al laboratorio
del TdeA, en donde posteriormente se mezclaron y se homogenizaron en
un recipiente para realizar su tratamiento y analisis [9].

B. Montaje de la técnica microbiolégica NMP en invernadero y
diseiio experimental utilizado

Para el montaje de las unidades experimentales en el laboratorio de
cuencas se adecud el espacio fisico, instalando cintas LED que emitian una
incidencia de luz artificial, en un promedio de 376 Ix, con la finalidad de
proporcionar la luz necesaria para el crecimiento de la planta indicadora
y acelerar su crecimiento al inducirlas a realizar fotosintesis las 24 horas.
Se instalé una camara humeda en la parte inferior de cada unidad
experimental, la cual no tenia contacto directo con las mismas, con el fin
de regular la humedad relativa. Una vez ya establecido el experimento,
se monitorearon las variables ambientales: temperatura del aire (TEM-A),
iluminacion (I) y humedad relativa (HR), a través del higrémetro SPER-
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SCIENTIFIC 850070, con el objetivo que se tuviese informacién del valor de
las variables ambientales de interés.

Como unidades experimentales se emplearon macetas plasticas
cuadradas de 15,5 cm de alto x 10,0 cm de didmetro, las cuales se lavaron
y esterilizaron para de evitar la contaminacion cruzada (Figura 1).

El disefio experimental utilizado consistié en dos tratamientos: T1y T2. T1
corresponde a una combinacion de suelo colectado en el cultivo de cebolla
mezclado con suelo estéril, como sustrato; y T2 es la combinacion de un
indculo micorrizal crudo multiespérico mas suelo estéril como sustrato.
Por cada tratamiento, se realizaron cinco repeticiones (R1, R2, R3, R4, R5),
y a cada repeticién se le efectuaron cinco diluciones (107, 102, 103, 10*y
10°) que representan la concentracién de la inoculacion, para un total de
50 unidades experimentales.

El sustrato de crecimiento se prepar6 a partir de suelo estéril, el cual fue
llevado a autoclave, en 2 rondas, a una temperatura de 121°C y a 15 psi
durante 15 minutos. Una vez finalizada esta etapa se monitoreé el pH del
suelo esterilizado, usando el equipo Thermo Scientific Orion 5 Star para
verificar que estaba en 6.0 unidades, se reviso y ajusto la concentracién de
fosforo soluble para que fuera 0,02 mg/L utilizando el método de azul de
molibdeno, con la finalidad de establecer el nivel éptimo para que exista
asociacion micorrizal [7].

La técnica microbiolégica utilizada para determinar la presencia o ausencia
de propagulos infectivos de HMA en las raices de una planta altamente
micotrofa como la Leucaena leucocephala (planta indicadora utilizada),
sembrada en dos tratamientos (T1 - T2), fue el método del nimero mas
probable (NMP) [10], [11], [12].

Para este propdsito, se procedié a realizar las diluciones a partir 270
g del sustrato de crecimiento al cual se le adicionaron 30 g del suelo
del monocultivo de cebolla para preparar el T1, seguido se mezcld
homogéneamente para componer la primera dilucion, se le extrajo a la
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muestra nuevamente 30 g de suelo para componer la dilucién 102y asi
sucesivamente, hasta llegar a 10°. A partir de la ultima dilucién (107%), se
tomaron 30 gy se descarto el suelo restante. Este procedimiento se repitio
con el T2 [12]. En ambos casos, se validé que la maxima capacidad de
retencién de humedad (MCRH) del sustrato fuera del 40%, para facilitar el
desarrollo de los hongos al garantizar el contenido apropiado de aguay
que al realizar la mezcla entre el sustrato y suelo estéril, la MCRH fuera del
50% [13].

Como planta indicadora se utilizd la Leucaena leucocephala, la cual
es una especie de reconocida respuesta a la condicién micorrizal. El
proveedor de las semillas Leucaena leucocephala fue Agrosemillas, el cual
certifica porcentaje de germinacion. Se realizd inicialmente la prueba
de germinacion de las semillas de acuerdo con las reglas de analisis del
International Seed Testing Association [14]. Posteriormente, se sembraron
tressemillas germinadas con presenciaderadicula porunidad experimental
para poder cuantificar los propagulos infectivos de HMA. Transcurridas
seis semanas de crecimiento de las plantas, se procedi6 a cosechar cada
unidad experimental, extrayendo toda la biomasa aérea y subterranea de
la planta indicadora. Luego se separé la biomasa aérea de las raices, se
pesaron en fresco, se realizdé un lavado cuidadoso de las mismas usando
agua destilada y se ubicaron en cajas Petri [7].

R1

TRATAMIENTO
—
4

R4

R5

Repeticiones Diluciones

Fig. 1. Esquema del disefio experimental utilizado — nimero més probable (NMP).
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C. Cuantificacion de propdgulos de hongos endomicorrizicos por la
técnica del nimero mas probable (NPM)

Inicialmente, se realiz6 la evaluacion de la colonizacion micorrizal por el
método de clareado y tincion de raices, se llevo a cabo la cuantificacion de
la infeccion de HMA en las raices de las plantas indicadoras establecidas
en las 25 unidades experimentales. Primero, se llevo a cabo el lavado por
triplicado de las raices, utilizando agua destilada y posteriormente se
secaron con papel absorbente. Las raices se cortaron en segmentos de 1
cm, se depositaron 0,6 g de raices frescas en tubos de ensayo previamente
rotulados. Se les adicion6 hidroxido de potasio (KOH) al 10% hasta cubrir
todas las raices. Los tubos de ensayo, se introdujeron en un Beaker al bafo
maria a una temperatura de 100°C durante veinte minutos para garantizar
la decoloracion de todas las raices y evitar interferencia con el colorante.
Una vez terminada esta etapa, se realiz6 el proceso de tincion, para lo que
se prepard una solucion de acido acético con 1% de tinta Parker. En dicha
solucién, se sumergieron por 50 segundos las raices y posteriormente
se observaron en el microscopio estereoscopico Zeiss Stemi SV6 usando
un objetivo 10X [15]. Para la lectura de la colonizacidon micorrizal, se
implemento el método del intercepto de la cuadricula, el cual consistia en
extender las raices tefiidas en una caja de Petri, que tenia en la base de la
caja una cuadricula marcada. Luego, se revisaron las intercepciones de las
raices con las lineas de las cuadriculas en forma vertical y horizontal bajo el
microscopio. Después se procedié a registrar la ausencia (-) o la presencia
(+) de las estructuras de los hongos micorrizales en cada punto donde la
raiz intercepte una linea [7].

En cada una de las repeticiones correspondientes a las diluciones se
registraron las repeticiones que exhibian raices infectadas (+) y no
infectadas (-). Paradeterminarel NMP se tomaron las tres Gltimas diluciones
con al menos una repeticion positiva (infeccion); de ahi, se utilizaron estos
datos de forma descendente como p1, p2 y p3. Dichos valores se situaron
en la tabla propuesta por Cochran [10]. A continuacion, el valor numérico
obtenido se dividié por 30 y este correspondié al nimero de propagulos
con capacidad infectiva en un gramo (1g) de suelo, metodologia acorde a la
técnica del nimero mas probable (NMP) propuesta por Porter [12].
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D. Extraccion y cuantificacion de esporas de hongos
endomicorrizicos por la técnica de tamizaje, centrifugacion y
observacion en estereoscopio

En la extraccién y cuantificacién de las esporas de HMA del suelo del
monocultivo de cebolla y del in6culo micorrizal crudo, se tomaron 100
gramos de cada uno, se homogenizaron;y aplicando el método del cuarteo,
se saco una primera submuestra de 20 gramos; se repitio el procedimiento
y finalmente se procedi6 con una muestra de gramo.

En un Beaker de 1.000 ml se adicion6 el gramo de suelo y 500 ml de agua.
Con la finalidad de separar los agregados del suelo, se le realizé agitacion
magnética a 1.000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, la suspensién
sefiltré por tamices estandar de malla en acero inoxidable con aperturas de
150y 45 pm. No se implementaron aperturas mas grandes de tamiz, ya que
generalmente no se procesa el material que es retenido, por la cantidad
de raices y detritos organicos [7]. La muestra tamizada en himedo por el
tamiz de 45 pm se transfirié a un tubo Falcén de 15 ml, y se agregd una
solucién de sacarosa a una concentracién de 50% v/v. Seguidamente, los
tubos se centrifugaron en el equipo Thermos Scientific IEC Medilite a 2.500
rpm por un periodo de 10 minutos. El sobrenadante obtenido se tamiz6 por
una apertura de 45 pm, se realizé lavado con agua destilada para retirar la
sacarosa y evitar un dafio al propagulo, el cual se genera por encontrarse
en un medio hipertoénico, lo que conlleva a un choque osmético.

La muestra depositada en el tamiz de 45 pm se removid con agua destilada
y una espatula a un papel filtro de 30 micras, el cual se marcé con lineas
espaciadas a 1 cm, esto para facilitar y orientar el conteo de esporas. Por
medio de dos pinzas, se tomoé el papel filtro y se ubicd en una caja de
Petri para proceder a cuantificar las esporas y realizar descripcién de los
morfotipos encontrados, dicho proceso se realiz6é en un estereoscopio Carl
Zeiss™ Stemi 305 [16].
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E. Anadlisis de la viabilidad de esporas y descripcion de morfotipos

Para analizar la viabilidad de esporas de HMA, se tomaron muestras
seleccionando los morfotipos cuando se llevé a cabo el proceso de
extraccion y cuantificacion de esporas para ambos tratamientos.
Posteriormente, en dos cajas de Petri, se adicionaron 10 g de suelo estéril
preparado anteriormente como sustrato, se humedecieron con agua
destilada hasta alcanzar la maxima capacidad de retencién de agua del
suelo. En la superficie se ubicd un papel filtro marcado con cinco circulos,
donde se hallaban las esporas aisladas por morfotipos en el procedimiento
de extraccion y cuantificacion para cada uno de los tratamientos (T1- T2).
Las cajas de Petri se incubaron en oscuridad por diez dias, observando las
esporasregularmente. Unavezse observo quelalongitud del tubo germinal
era mayor al diametro de la espora, se considerd germinada la espora,
por lo que se procedi6 a contar en el estereoscopio Carl Zeiss™ Stemi 305,
donde se fotografi6 para clasificar los morfotipos utilizando la Coleccién
internacional de hongos micorrizicos arbusculares y vesiculo arbusculares
[17]. Se agruparon los diferentes morfotipos encontrados en las muestras,
tomando como criterio de comparacién la forma, el color y el tamafio de
las estructuras. En la clasificacién de morfotipos se realizaron sugerencias
de compatibilidad.

F. Analisis de datos

La variable cualitativa monitoreada en el experimento fue: la germinacién
de la semilla de Leucaena leucocephala (si - no); mientras que a nivel
cuantitativo se determin6 el NMP, se cont6é el niumero de esporas y el
porcentaje de colonizacion para cada uno de los tratamientos T1- T2 y por
las diluciones efectuadas.

Usando el software IBM SPSS V. 25 se llevo a cabo el analisis estadistico
basicos como: minimo, maximo, promedio y coeficiente de variacién.
Ademas de aplicar las pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis, las
cuales no requieren verificacién del supuesto de normalidad, para
establecer si existian diferencias significativas entre el niumero de
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esporas contadas y el porcentaje de colonizacion entre los tratamientos
evaluados (T1 Suelo cultivo de cebolla - T2 inéculo micorrizal crudo
multiesporico) y entre las diluciones.

Para el NMP, el analisis de los resultados se realizé de manera cualitativa
y cuantitativa. Para la primera parte se verifico que en las raices existia
colonizacion e infeccion micorrizal, a través del método de la cuadricula,
con lo que se indicaba si la respuesta fue positiva o negativa. A nivel
cuantitativo, se analizaron los datos descendentes indicados como p1, p2
y p3y se compararon con la tabla propuesta por Cochran, la cual permitia
obtener el nimero de propagulos con capacidad infectiva en un gramo
(1 g) de suelo, metodologia acorde a la técnica del nimero mas probable
(NMP) propuesta por Porter [12].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Condiciones controladas en el montaje de la técnica
microbioléogica NMP en invernadero

El monitoreo de las variables ambientales durante la etapa experimental
mostré que la temperatura del aire (TEM-A) se mantuvo entre 24,2 - 28,0°C,
lo cual es el rango 6ptimo para el crecimiento de la planta indicadora
Leucaena leucocephala. El valor promedio registrado de temperatura del
aire en las seis semanas fue de 26,1°C. Por otra parte, la humedad relativa
(HR) oscilé entre 47,7 y 68,1%, registrando un valor promedio de 58,9%.
Estos valores posibilitaron mantener una buena humedad en el sueloy, por
tanto, no sometieron a las semillas germinadas una vez se establecieron
las unidades experimentales ni a la plantula a estrés hidrico, debido a la
adecuacion de luminarias LED en el experimento para forzar la fotosintesis
durantelas24horas, laintensidad luminica () se mantuvo en elrango de 145
a 675 Lx, con un valor promedio de 376 Lx. El coeficiente de variacion (CV)
de las variables ambientales monitoreadas TEM-A, | y HR (CV TEM-A:0,053,
CV (1):0,273: CV(HR):0,098) calculados infieren que las mediciones
presentaron poca variabilidad y que el valor promedio es representativo
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para compararlo con las condiciones ideales del crecimiento de la planta
indicadora utilizada.

La estabilizacion de las condiciones ambientales en el experimento
favorecio no solo el desarrollo de la semilla germinada y la plantula, sino
también las condiciones adecuadas para la viabilidad de las esporas de los
HMA'y en consecuente a la infeccion de las raices.

Aniveldelaboratorio,el monitoreo de estos parametros garantizd6 mantener
condiciones deigualdad entre las unidades experimentales, disminuyendo
asi los efectos en las variables respuestas cualitativas, presencia o ausencia
de HMA, y en la cualitativa, NMP, lo que hizo posible las comparacionesy la
evaluacién del maximo potencial de los hongos.

B. Cuantificacion de esporas de HMA y determinacion de la
colonizacién micorrizal

Al comparar en las 50 unidades experimentales (25 parael T1y 25 para T2) la
cantidad de esporas cuantificadas que se obtuvieron en el suelo proveniente
del cultivo de cebolla (T1) contra el del in6culo micorrizal crudo (T2), se
encontré que el valor minimo de esporas contadas para T1 fue 4, mientras el
maximo observado 17. En el T2, los valores oscilaron entre 8 y 26.

Los resultados muestran que el nUmero de esporas en ambos tratamientos
es diferenciado; esto se explica dada las condiciones propias para cada
tratamiento. El suelo del monocultivo al usarse de manera intensiva, sin
descanso y sin practicas de sostenibilidad agricolas amigables con el
ecosistema, agota significativamente la capacidad de recuperacion del
mismo, disminuyendo la cantidad de elementos nutritivos disponibles
para la microbiota y, por ende, se reduce el nimero de esporas de HMA.
En el caso del T2, se encuentra un nimero mayor de esporas, lo cual es
légico teniendo en cuenta que se garantizan mejores condiciones para
su viabilidad; sin embargo, se evidenci6 que el nimero de las esporas no
tenian una distribucién homogénea, lo que incidio en el total de ellas.
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Para verificar si se encontraban diferencias significativas en la densidad de
esporas entre los dos tratamientos, se aplicd una prueba no paramétrica,
la cual indico a partir del valor de P < 0,05 (P = 0,007) que estadisticamente
si existen diferencias significativas en el nimero de esporas contadas
en ambos tratamientos. Es coherente que el indéculo micorrizal crudo
contuviese mayor cantidad de esporas, ya que se produce bajo condiciones
controladas y aplicando los protocolos de calidad, lo que garantiza obtener
mayor nimero de esporas, mientras que, en el T1, suelo del monocultivo de
cebolla, la cantidad de esporas se pudo afectar por la aplicacién continua
de fertilizantes quimicos que modifican el pH del suelo que directamente
pueden disminuir la cantidad de esporas. Las labores culturales, como la
eliminacioén de arvenses y la labranza realizadas para preparar el suelo cada
vezque sevaarealizarlasiembra, es unadelas causas que reduce la infeccién
micorrizica; ademas de varios factores que estan correlacionados, como la
textura, el porcentaje de humedad, la temperatura, el pH y la disponibilidad
de elementos necesarios para la nutricién vegetal [18], [19], [20].

Por otra parte, al promediar los resultados obtenidos en cada tratamiento
por diluciones, se encontré que la colonizacién micorrizal fue del 36%
para los dos tratamientos. Los hongos provenientes del cultivo de cebolla
tuvieron un rango de colonizacién entre 20-60% y el indéculo micorrizal
crudo alcanzé un rango de colonizacién entre 20-80%. Estos resultados
establecen en consecuencia que el nimero de esporas y el porcentaje de
infeccion micorrizal de los HMA, en ambos inéculos, corresponde a una
concentracién promedio para este tipo de propagulos al compararse con la
Norma Técnica Colombiana 5842, la cual indica que los inoculantes sélidos
elaborados con hongos micorrizégenos deben tener como concentracion
minima 10 esporas viables por gramo y 40% de micorrizacion en raices
[11]. Sin embargo, es de anotar que el inéculo micorrizal crudo tuvo mayor
NMP de HMA y capacidad infectiva comparado con la muestra de suelo
del monocultivo de cebolla [21], lo que incidié ademas en la cantidad de
raices cosechadas de cada una de las unidades experimentales, donde se
evidencio mayor efectividad en el in6culo micorrizico crudo [22].
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A partir de la correlacion de Spearman efectuada entre el nimero de
esporas versus la colonizacion micorrizal se pudo identificar inicialmente
una correlacion positiva entre ambas variables (Figura 2.), lo que sugiere
que estas tienen una alta dependencia teniendo en cuenta que se trata de
organismos vivos. La concentracién de esporas estd proporcionalmente
correlacionadaconelgradodeinfecciénradicular,amayornimeroderaices
infectadas mayor sera el nUmero de esporasy, por ende, mayor porcentaje
de colonizacién durante el crecimiento vegetal [23]. No obstante, dicha
proporcionalidad no siempre se mantiene. En algunos estudios realizados
en arboles perennes de una selva tropical, la relacion es inversamente
proporcional entre la concentracién de esporasy la infeccion micorrizal. La
relacién concentracion de esporas e infeccion micorrizal, también puede
variar conforme a las caracteristicas especificas del suelo [23], [24].

El coeficiente de variacion (CV) calculado con relacion a la cantidad de
esporas obtenido fue del 53%, mientras que para la infeccion micorrizal
del 55%, lo que sugiere que ambos pardmetros presentaron similar
variacion, y que en este caso la infeccién micorrizal se relaciond con la
viabilidad y cantidad de esporas (Figura 2). Es de aclarar que una vez se
dio la germinacion de la espora, las hifas colonizan las raices, al explorar el
sustrato utilizado [25]. Este resultado hallado concuerda con lo evidenciado
en otras investigaciones, donde una alta cantidad de esporas refleja un
alto porcentaje de infeccion micorrizal en las raices [26].
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Fig. 2. Correlacion de nimero de esporas versus la colonizacion micorrizal.

C. Cuantificacion de propagulos infectivos
de hongos endomicorrizicos

La técnica del nimero mas probable (NMP) determind la presencia o
ausencia en réplicas consecutivas de los hongos contenidos en un in6culo
micorrizal crudo y un suelo proveniente del monocultivo de cebolla, los
cuales son capaces de infectar las raices de la planta indicadora Leucaena
leucocephala, todo esto con la finalidad de conseguir valores en un amplio
intervalo de concentraciones [27].

En T1 se encontraron 40 propagulos infectivos/g de suelo y en el T2
se cuantificaron 76 propagulos infectivos/g (Tabla 1). La cantidad de
propagulos estuvieron relacionados con las caracteristicas del cada uno
de los tratamientos. El hecho que el inéculo micorrizal crudo se prepare
siguiendo estandares de calidad contemplados en la NTC 5842 puede
indicar mayor diversidad a nivel morfolégico, fisiolégicoy funcional, porque
se estandarizan las condiciones para que las comunidades de organismos
cuenten con todos los requerimientos nutricionales que posibiliten su
presencia,niveldeinfecciénycolonizaciéncuandoesaplicado. Noobstante,
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el numero mas probable de los HMA, en ambos in6culos, no tuvo una
concentracién 6ptima, ya que de acuerdo a la Norma Técnica Colombiana
5842 se debe contar con 350, lo que representa esporas viables, micelio
intrarradical y micelio extrarradical con capacidad de infectar las raices
de una planta indicadora como la Leucaena leucocephala. Sin embargo, al
comparar el nUmero de esporas establecidos en esa misma norma para los
inoculantes solidos elaborados con hongos micorrizégenos, la cual indica
que deben tener como minimo 10 esporas viables por gramo, se encuentra
en ambos casos que el valor esta por encima de ese parametro [11],

La concentracién de estructuras infectivas en el suelo del cultivo de
cebollay en elinéculo micorrizal crudo, se distribuyen aleatoriamente a
través del sustrato y cada uno representa un potencial para producir una
micorriza arbuscular.

TABLA 1 DETERMINACION DE PROPAGULOS MICORRIZICO ARBUSCULARES
EN LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS

. Suelo cultivo Inéculo micorrizal
Variables
cebolla crudo
Esporas 417 826
(esporas/g)
Colonizacion
. Micorrizal (%) 20-60 20-80
Propagulos
micorrizales
'\,IMP 40 76
(propagulos/g)
Viabilidad esporas 20 40

(esporas viables/g)
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D. Determinacion de la viabilidad de esporas
y descripcion de morfotipos

A partir de la prueba de viabilidad de esporas efectuados para cada uno
de los tratamientos T1y T2, se pudo identificar que el suelo del cultivo (T1)
tenia un 20% de esporas viables/gy el indculo micorrizal crudo (T2) un 40%
de viabilidad. La diferencia encontrada en el porcentaje de viabilidad se
asocio a que el indculo al ser elaborado en laboratorio, puede tener una
mayor ventaja metabdlica en los procesos de germinacién e infeccion.
Asimismo, se encuentra concordancia entre la determinacion de la
viabilidad de las esporas y la cantidad de propagulos, puesto que en el T1
se encontraron 40 propagulos infectivos/g en relacion a 20% de esporas
viables y en el T2 se cuantificaron 76 propagulos infectivos/g en relacion a
40% de esporas con capacidad de germinacion. Amayor nivel de viabilidad,
mayor es la cantidad de propagulos infectivos/g que pudieron encontrase
en cada uno de los tratamientos.

En ambos tratamientos, T1 y T2, se clasificaron morfotipos compatibles
con los géneros Acaulospora spp. y Glomus spp. (Tabla 2), de los cuales
predomind Glomus spp. En investigaciones realizadas en el trépico se
han reportado estos géneros en concentraciones equivalentes, como es
el caso, de los experimentos realizados en Brasil, donde indicaron que los
morfotipos compatibles con géneros de Glomus spp. y Acaulospora spp.
prevalecian en la simbiosis micorrizico arbuscular [28], resultados acordes
con otros hallazgos para los bosques tropicales [23].
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TABLA 2 DESCRIPCION DE MORFOTIPOS ENCONTRADOS EN EL SUELO DEL
CULTIVO DE CEBOLLA E INOCULO MICORRIZAL CRUDO

’g o
e o = 5 z
c a S © o— - =
< 3 z £ E @ 2
£ .2 = = o ; =]
8 s S B B= o a
e = ° g £
- o H S
[ (9]
Naranja-marrén
(0/20/60/0) a
naranja-marrén Acaulospora
1 oscuro (0/10/60/0), Globosa 60-150 Gruesa s p
predominando en PP
la parte central
(0/40/100/0)
2 Verde-marron palido ¢\ oo, 45-60 Delgada  Glomuss
Tll (0/10/70/10) g & PP
Suelo
Marrén (40/60/100/0) Globosa 45-60 Delgada Glomus spp
Marron palido
4 (20/40/80/0) Subglobosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Verde-marrén oscuro
5 (20/20/70/10) Subglobosa 45-60 Delgada Glomus spp
Verde-marrén palido Acaulospora
6 (0/10/70/10) Subglobosa 45-60 Gruesa spp
Verde-marrén oscuro
7 (20/20/70/10) Globosa 60-150 Gruesa Glomus spp
Naranja-marrén
8 palido ((.)/20/40/,0) Subglobosa 60-120 Delgada Acaulospora
anaranja-marron spp
oscuro (0/40/100/10)
Naranja-marrén
T2 9 palido (0/20/80/’0) Globosa 60-150 Gruesa Acaulospora
Inéculo anaranja-marron spp
oscuro (0/50/100/0)
Naranja-marrén
(0/20/60/0) a
naranja-marrén
10 oscuro (0/10/60/0),  O°P9S33  gh 150 Gruesa  Acoulospora
subglobosa spp

predominando en
la parte central
(0/40/100/0)
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o = ° g £
[= () E o
[ (8]
Rojo-naranja
11 (0(60/69/0) a Globosa a 60-150 Gruesa Acaulospora
marrén rojo-oscura subglobosa spp
(40/60/70/10)
12 Marrén (40/60/100/0) Globosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Naranja-rojo palido Globosa a )
13 (0/40/100/0) subglobosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Marrén oscuro
14 (40/60/100/10) Globosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Amarillo-marrén
15 (0/20/100/10) Subglobosa 45-60 Delgada Glomus spp
Marrén-naranja
16 (20/60/100/0) Subglobosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Verde-amarillo Parcialmente
17 palido (0/10/50/10) globosa 45-60 Delgada Glomus spp
Verde-marrén oscuro
sz 18 (20/20/70/10) Subglobosa 45-60 Gruesa Glomus spp
In6culo Amarill -
marillo-naranja i
19 (0/30/80/0) Globosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Naranja-marrén
20 palido (0/40/80/0) Subglobosa 45-60 Gruesa Glomus spp
21 Amarillo-palido Globosa 45-60 Gruesa Glomus's
(0/0/40/0) PP
Verde-gris
22 (30/0/30/10) Globosa 45-60 Gruesa Glomus spp
Marrén pélida
23 (20/40/70/10) Globosa 45-60 Delgada Glomus spp
Naranja palido )
24 (0/30/60/0) Subglobosa 45-60 Gruesa Glomus spp
25 Verde-marrén palido Subglobosa 45-60 Gruesa Glomus's
(0/10/70/10) & PP
26 Marrén (40/60/100/0) Globosa 45-60 Delgada Glomus spp
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5. CONCLUSIONES

La realizaciéon de esta investigacion permitié concluir que los suelos en
donde se cultiva cebolla tienen potencial para permitir el desarrollo de los
HMA, lo que se evidencié a partir de la comparacion que se efectué con el
indculo micorrizal crudo multiesporico.

Fueevidentequelacantidad deesporasyelniveldeinfeccionson diferentes,
y esto es debido a que en el suelo del monocultivo de cebolla generalmente
se desarrollan actividades como el desmalezado, la labranzay la aplicacion
de fertilizantes, los cuales inciden directamente en las propiedades del
suelo y en consecuencia en las condiciones para el desarrollo de los HMA.
En la valoracion de la variabilidad del nUmero de esporas y el grado de
infeccion es importante a la hora de realizar la prueba, considerar plantas
indicadoras con alta eficacia para el establecimiento de relaciones
micorrizales, ya que de esta manera se puede garantizar mayor afinidad
de los HMA con la planta, lo que de cierta manera influye en el grado de
infeccién, en el tamafo de las raices y en la cantidad de propagulos.

El haber usado semilla certificada, pudo garantizar un 66,6% de la
germinacion,loqueincidio en el establecimiento de semillasya germinadas
en las unidades experimentalesy en la cantidad de biomasa cosechada por
unidad, generando asi una relaciéon hongo-planta exitosa.

Por otra parte, en la valoracion los resultados analizados, se encontrd que
el suelo del monocultivo de cebolla tuvo menor nimero y diversidad de
propagulos infectivos, respecto a la cantidad de estructuras determinadas
en el inéculo micorrizal crudo multiesporico.

En elsuelo del cultivo de cebolla se encontraron 40 propagulos infectivos/g,
mientras que en el del in6culo micorrizal crudo se cuantificaron 76
propagulos infectivos/g; las diferencias entre ambos tratamientos, T1y T2,
se asocian esencialmente al origen de las muestras, ya que la valoracion
se realizé bajo condiciones in vitro y variables ambientales controladas
como la humedad relativa, la temperatura del aire, la iluminacion y la
preparacién del sustrato.
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Para ambas muestras, el conteo de esporas por gramo y el porcentaje
de colonizacion micorrizal estan correlacionados (P < 0,05). A partir de
estos resultados se puede inferir que la técnica del nUmero mas probable
(NMP) de propagulos micorrizales se constituye en una herramienta para
evaluar la calidad micorrizal de un cultivo o un in6culo crudo. Finalmente,
se puede deducir que la cuantificacién de propagulos micorrizales es
una herramienta para estimar la simbiosis micorrizal, en sistemas de
produccion de in6culos comerciales o a nivel de campo.
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Potencial biotecnoldgico de la
miel de café como sustrato en
bioprocesos usando granulos
de kéfir de agua

Resumen- El granulo de kéfir de agua es consumido a
nivel local debido a su potencial probiotico asociado a
su contenido de bacterias acido lacticas (BAL). Con el fin
de explorar su potencial antioxidante, se propuso el uso
de concentrado de mucilago de café (CMC) y la panela
como sustratos en el proceso de fermentacion de un
consorcio de granulos de kéfir de agua, cuya identificacién
metataxonémica indicd como predominantes los géneros:
Lactobacillus sp y Saccharomyces sp. La concentracion
méaxima de CMC que puede ser empleada sin alterar
la viabilidad del granulo y su metabolismo fue 10%, y
combinada con panela en una concentracion de 100 g/L
produjo 45,17 g/L de masa seca y una productividad
volumétrica de 0,15 g secos /L*dia. Por otro lado, mediante
un disefio multifactorial, donde se evaluaron las variables
de concentracion de panela (Cpanela), porcentaje de CMC
y pH inicial, se observo que el crecimiento del kéfir de
agua en presencia de CMC al 10% a pH 7,0 es similar a la
concentracion de CMC de 0% (P :0,91+0,11; X.: 27,3+3,2 y
P,:1,01£0,13; X:: 30,7+3,8, respectivamente) y de panela
de 100g/L. Sin embargo, la mayor concentracién de
polifenoles totales fue obtenida en presencia de panela
100g/L y CMC al 10% a un pH de 7,0, con un valor de
187,0+6,0 mgGAE/100g, siendo esta la mejor combinacién
de factores. Estos hallazgos sugieren que el CMC puede ser
utilizado junto con la panela como sustratos promisorios,
con potencial antioxidante, en el proceso de fermentacién
usando el granulo de kéfir de agua.

Palabras clave- Mucilago de café, panela, granulos de
kéfir, polifenoles totales, antioxidantes.
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1. INTRODUCCION

El mucilago es un subproducto del beneficio humedo del café, que se
obtiene a partir de la remocion mecanica de la pulpa o mesocarpio que
recubre la semilla [1]; dentro de su composicidn estd el agua (concentracién
superior al 90%), azucares reductores (especialmente fructosa (5%),
proteinas, pectina [2] y es rico en acidos clorogénicos y polifenoles, con
un pH de 4,6 y 65 grados Brix, aproximadamente. El mucilago del café es
atractivo para el sector biotecnolégico ya que se encuentra disponible
con relativa facilidad, ademas su potencial se incrementa, ya que es un
subproducto contaminante, especialmente para los ecosistemas acuaticos
[3], debido a que genera una capa en la superficie del agua, agotando el
oxigeno disuelto[4], afectando de esta manera la fauna y flora del entorno;
incrementando tanto la materia organica (DQO: 50.000 mg/ L y DBO: 6.000
a 20.000 mg /L) como los sélidos totales, los cuales pueden oscilar entre
1.000y 7.500 mg/L [5]. Cuando es eliminado inadecuadamente, el mucilago
de café puede causar malos oloresy favorecer al crecimiento de insectos en
las plantas cafeteras. Su disposicion o uso industrial se realiza actualmente
de cinco formas: (a) Compostaje (b); se usa en la produccion de enzimas
pectinoliticas; (c) se puede eliminar mediante acidificacién; (d) se pueden
hidrolizar totalmente de los carbohidratos presente en su matriz [6]; (e)
se puede emplear en la obtencién de concentrado de mucilago de café
(CMC), una matriz concentrada en carbohidratos, minerales y compuestos
fendlicos de alta capacidad antioxidante [7].

No obstante, algunos autores han sugerido el uso del mucilago de café
como sustrato en procesos fermentativos, aprovechando su contenido
de azlcares; por ejemplo, en el 2020, De Melo sugirié que las Bacterias
Acido Lacticas (BAL) presentes durante la fermentacion del café, tienen
la capacidad de generar productos derivados, porque cuentan con un
metabolismo homofermentativo y/o de acido mixto, permitiéndoles
producir diversos metabolitos, a pesar de las condiciones de estrés
relacionadas con el café o sus componentes, en especial el bajo pH de
esta matriz, lo que permitiria mitigar el impacto medio ambiental de este
residuo [8].
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El granulo de kéfir de agua es un consorcio microbiano compuesto por
bacterias de acidos lacticas y acéticas, y levaduras embebidas en una
matriz de exopolisacarido, que coexisten en un sistema simbiotico [9]. Esta
sinergia microbiana genera metabolitos tales como etanol, , diéxido de
carbono, dextranos, y acidos lacticos y acéticso [10]a metagenomic study
of a water kefir fermentation ecosystem enabled the reconstruction of a
metagenome-assembled genome (MAG. El cultivo del granulo de kéfir de
agua se lleva a cabo tradicionalmente con una solucion de sacarosa a 100
g/L [11]; sin embargo, otros estudios han reportado a la panela[14] como
fuente de carbono; esta resulta de la extraccion y evaporacién de los jugos
de la cafna de azlcar (Saccharum officinarum L); es una melaza natural,
no centrifugada y sin refinar, la cual es muy consumida en América Latina
por su poder edulcorante, capacidad antioxidante y su alto contenido en
compuestos fendlicos [13] [15].

Por esta razon, se hace necesario el desarrollo de estudios que empleen el
mucilago de café como insumo para el desarrollo de productos de alto valor
agregadoy que puedan impactar positivamente el manejo de los residuos
agroindustriales, nosotros consideramos que el mucilago de café es una
alternativa viable para la produccion de ingredientes bioactivos. Siguiendo
estos argumentos, este trabajo pretende utilizar este subproducto de
la agroindustria como suplemento para el crecimiento de biomasa en
la fermentacion con granulos de kéfir de agua, en proporciones que no
causen alteraciones al crecimiento microbiano. Ademas, determinar el
efeto de la concentracion de la panelay del pH del medio sobre el proceso
de fermentacion.

2. MATERIALES Y METODOS

A. Material biolégico

Los granulos de kéfir de agua empleados en este estudio fueron adquiridos
de un cultivador artesanal de la ciudad de Cali (KC), Colombia (3°26'13"N,
76°31'20"0). El consorcio se mantuvo activo mediante subcultivos
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sucesivos en un medio de crecimiento compuesto por: 1l de agua, 100 g de
panelay 100 g de KC.

B. Sustratos

La Panela fue proporcionada por un distribuidor local; El concentrado
de mucilago de café (CMC al 5%) fue donado por la empresa Sanadores
Ambientales (Sanam Company), ubicada en Medellin, Antioquia.

C. Identificacion molecular

La identificacién molecular de KC se realizd a partir de la extraccion del
ADN comunitario, utilizando el kit PureLink Genomic DNA (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) y la cantidad de material genético extraido se
cuantificé por el método fluorométrico (Picogreen). Para la identificacién
molecular de los microorganismos presentes en el consorcio, se amplifico
y secuencié masivamente el ADN, mediante marcadores moleculares
ribosomales, tales como: la region hipervariable 16S/V4, para bacterias; y
la regién intergénica ribosomal ITS1, para levaduras. Posteriormente, se
prepararon y secuenciaron librerias pareadas de 300bp en la plataforma
Ilumina(Macrogenlinc,Seoul,RepublicadeCorea).Seutilizaronlossiguientes
cebadores para bacterias: Bakt_341F (5'- CCTACGGGNGGCWGCAG-3')
y Bakt_805R (5'- GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'), de acuerdo con
Herlemann et al. [16]; para las levaduras se emplearon: ITS3F (5'-
GCATCGATGAAGAACGCAGC-3') y ITS4R (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3').

El secuenciamiento se llevo a cabo usando el programa Mothur V1.39,
siguiendo el protocolo estandar para librerias de Illumina Miseq (SOP) [17]".
Las secuencias pareadas se ensamblaron usando la herramienta “make.
contigs” del Mothury, a continuacion, se alinearon en Silva (base de datos
de referencia para la secuenciacion de genes del RNA ribosémico).

Con el algoritmo VSEARCH se removieron las secuencias quiméricas;
mientras que las de linajes no bacterianos, bien sea de origen
mitocondrial, cloroplasto, de arqueas y de eucariotas, fueron removidas
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con el fin de depurar la base de datos. Luego, para agrupar las secuencias
moleculares en unidades taxonémicas operacionales, conocidas por sus
siglas en ingles OTU, se utiliz6 la estrategia “dist.seqs”, considerando una
distancia limite entre secuencias del 0,03; normalizando los datos con el
método “totalgroup”.

La clasificacion filogenética de los OTU fue realizada con la herramienta
“Clasiffier” de la base de datos del RDP (Ribosomal Database Project-RDP),
con un umbral de arranque de 80. Finalmente, se calcularon los indices
de diversidad alfa: Incluyendo Chaol; especies observadas; Simpson y
Shannon, utilizando el paquete Phyloseq del programa R (V3.6.3)

D. Efecto del concentrado de mucilago de café (CMC) como
suplemento para la fermentacion del granulo de kéfir

Unasolucion de panela de 100 g/L fue suplementada con CMC en diferentes
concentraciones (0, 2,5, 10,30,50y 100%) e inoculada con 5 gde KC lavados
con agua, se incubd por 72 horas a 25°C. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Las variables de respuesta medidas fueron: (Y ) masa seca (g/l)
y (Y,) productividad volumétrica (g secos/L*dia), para observar el efecto del
CMC sobre el crecimiento del granulo.

E. Efecto de la concentracion de panela, CMC y el pH sobre el
cultivo del KC

Para analizar el desempefio del CMC como posible sustrato para KC, se llevd
a cabo un disefio experimental tipo central compuesto (23), usando como
factores la concentracion de panela (Cpanela): 0-100 g/L (X,); concentracion
de CMC 0 - 10 % (X)) y pH 3,5 - 7,0 (X,), que arroj6 una matriz de 24
experimentos. Los experimentos se realizaron en erlenmeyer de 250 ml,
con un volumen de 100 ml del medio de cultivo e inoculados con 5 g de KC
lavados. El tiempo de fermentacion fue de 72 horas a 25°C. Las variables de
respuesta fueron masa seca (X, productividad volumétrica (P, ), pH final
(pH,) y polifenoles totales (PT).

N

Practicas y herramientas de sostenibilidad

A

Q

!y



*212 .

F. Técnicas analiticas

Masa seca y productividad volumétrica. La masa seca se determind
separando asépticamente el KC con un tamiz, eliminando el exceso de
agua con papel absorbente. Los granulos fueron pesados antes y después
de ser sometidos a un proceso de secado a 90°C durante 24 horas. La masa
seca se determiné por medio de la expresion 1:

X=o0(W/V) ey
Donde: W, es la masa final seca (g); Ves elvolumen de la suspension (L).

Para la productividad volumétrica (g secos/L*dia), se determin6 usando la
expresion 2:

pv01: (Xf-Xi) /t (2)

Donde: X: es la masa inicial seca (g/L); X: es la masa final seca (g/L); t es
tiempo (d).

Polifenoles totales. La determinacion de los polifenoles totales (PT) se llevo
cabo seguin la metodologia propuesta por Singleton & Rossi, en 1965 [18].
Se pesaron dos gramos de KC en polvo (secos a 45°C durante 48 horas) y
se mezclaron con una solucién de agua-isopropanol en relacion 40:60 v/v.
De ahi, la muestra fue sometida a ultrasonido (Fisherbrand™ Elmasonic)
durante 1 horay se agité en vértex (Velp Scientifica) por 1 minuto a 30.000
rpm. Por ultimo, fue obtenido un extracto por centrifugacion a 700xg
a 4°C durante 20 min.; estese incubd durante una 1 hora a 25+2°C con el
reactivo de Folin-Ciocalteu 2N. Los polifenoles fueron determinados por
lectura espectrofotométrica a 760 nm en un lector de microplacas (Thermo
Scientific Multiskan FC). El acido galico se usé como patrén para la curva
de calibracion; y el agua destilada con carbonato de sodio al 20%, como
blanco. Las cuantificaciones se realizaron por triplicado y los resultados
fueron expresados como mg de acido galico equivalente por 100 g de
muestra de KC seco (mgGAE/100g) [19].
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Determinacion del pH. Este parametro fue monitoreado empleando un
medidor de pH portatil Hach HQ11D; para las corridas experimentales,
este pH fue ajustado con hidroxido de sodio (NaOH) 5M o acido clorhidrico
(HCL) 5M.

G. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue definido para un nivel de significancia de K= 5%.
Las diferencias estadisticas entre los tratamientos fueron determinadas
por ANOVA y la prueba de comparaciones multiples (Bonferroni) con el
programa estadistico Statgraphics Centurion® Version XV.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Identificacion molecular del granulo de kéfir de agua
proveniente de Cali (KC)

La metataxondmica del KC fue realizada mediante la plataforma Illumina,
la cual permitid identificar 71.269 OTU; de los cuales el género Lactobacillus
sp fue el dominante con 58.916 OTU, lo que corresponde al 82,67% de la
abundancia relativa; seguido por dos géneros pertenecientes al grupo
de las bacterias dcido-acéticas: Komagataeibacter sp con el 8,73% (6.223
OTU) y Acetobacter sp con el 8,48% (6043 OTU). El resto de los géneros
bacterianos contaron con menos de 39 OTU (Figura 1).
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o | 0.001% (1 OTU)

Py [ 0.001% (1 OTU)
Lachnoclostridiumsp | 0.001% (1 OTU)

ch flasp | 0.001%(1 OTU)

" » | 0.001% (1 OTU)
g Firmicutes |——————— 0.003% (2 OTU)
g » | 0.003%(2 OTU)
g @ | 0.004% (3 OTU)
§ Prevotella sp |——————— 0.041% (3 OTU)
% Bacteroides | 0.004% (3 OTU)

Ameyamaea sp | 0.042% (30 OTU)
Baclllussp | 0.020% (39 0TU)
Acetobacter sp [ 8.48% (6043 OTU)

Komagataeibacter sp Il 8.73% (6223 OTU) 82.67%
Lo U S ———— -} ) (V)]
] 10 20 30 40 50 60 70 80 90

ABUNDANCIA RELATIVA (3)

Fig. 1. Identificacion metataxonémica de los géneros bacterianos para el Gen
16S/V4 de KC, junto con su abundancia relativa y el nimero de OTU.

Lactobacillusspeselencargadodelaformacion deexopolisacdridosgranulares,
y posee una mayor afinidad por la sacarosa [20]water, kefir granules, dried or
fresh fruits. In our water kefir granules, Lactobacillus (L. presente en el medio
del cultivo, en comparacién con las dcido acéticas Komagataeibacter sp o
Acetobacter sp; este comportamiento metabolico del Lactobacillus sp favorece
su dominio dentro del consorcio.

El andlisis metataxbnomico permitié identificar las levaduras presentes
precisamente en medio de cultivo. El analisis molecular mostré un total
de 128.246 OTU, siendo Saccharomyces sp el género predominante, con
una abundancia relativa del 99,36%, correspondiente a 127.428 OTU. Cabe
destacar que en el consorcio no existen solamente levaduras, también
microorganismos pertenecientes al filo Basidiomycota, tales como el
Penicillum sp, con 13 OTU. No obstante, esto representa una abundancia
relativa muy baja, la cual es cercana al 0,01% (Figura 2).
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Clados porium sp 1— 0.000% (2 OTU)
Penigillium sp 1— 0,01%( 13 0TU)
Ascomycota ’— 0,01% [ 16 OTU)
Fungi 17 0,06% (75 OTU)
Dekkera sp ’7 0,08% (106 OTU}
Trametes sp I— 0,47% (606 OTU)
99,36%

(127428 OTU)

G ENEROS MICOTICOS

Saccharomycees sp

1] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ABUNDAMCIA RELATIVA (%)

Fig. 2. |dentificacion de géneros micdticos de la regidn intergénica ITS1 de
KC, junto con su abundancia relativa y el nimero de OTU.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los reportados por
Garcia et al. [21]conferring upon them their characteristic organoleptic,
physical and nutritional properties. Moreover, the search for novel
products that satisfy the needs of consumers, especially foods with health-
giving properties, means that new combinations of microorganisms are
tested on a wide variety of substrates. In these microbial consortia, lactic
acid bacteria (LAB y Marsh et al. [22], los cuales indicaron que los géneros
predominantes en cuatro granulos de kéfir de diferente procedencia,
fueron Saccharomyces sp y Lactobacillus sp.

v
— 9 —_

Practicas y herramientas de sostenibilidad




AN

~

216 »

Mientras que Nalbantoglu et al.[23] reportaron que el género mapeado
por secuenciacion metagenoémica, en dos consorcios de kéfir turcos, fue
el Lactobacillus con una abundancia relativa al 99%, siendo mayor que
la encontrada en KC, que tuvo una abundancia relativa de 82,67%. Cabe
destacar que el nimero de OTU observadas fue mayor en 16S/V4 que, en
las ITS1, con valores de 128 'y 82, respectivamente (Tabla 1).

Este método de estimacion de abundancia revelé que existe un mayor
numero de géneros bacterianos que de levaduriformes en el KC:

Con relacién a la biodiversidad de las especies en el KC, se calcularon los
indices de diversidad Shannon y Simpson, incluyendo el indice Chaol, el
cual estima la diversidad de especies de la muestra utilizando el nimero
de especies raras y la probabilidad de que estén presentes en la muestra.
Mediante el gen bacteriano 16S/V4 se determin6é un menor numero de
géneros, con un valor para Chaol de 75, en comparacion con las ITS1 que
alcanzoé un Chaol de 540 (Tabla 1). Esto indica que las levaduras cuentan
con un mayor numero de especies raras y/o por diferenciar, en comparacion
con los géneros bacterianos.

TABLA 1 ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD Y RIQUEZA DE LA
SECUENCIACION PARA KC

Muestra obseog;/L;das Chaol Shannon Simpson
16S/Va
KC 128 75 1,54 0,29
ITS1
KC 82 540 0,05 0,98

El indice de alfa diversidad Shannon, el cual permite establecer la
probabilidad de encontrar un individuo en un ecosistema, y confirmar si
existe una mayor biodiversidad, fue mayor en el gen bacteriano 16S/V4
que en la ITS1. Esto indica una mayor secuenciacion de bacterias que de
levaduras, mientrasqueelindice de Simpson,conunvalorde0,986,confirmo
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que las ITS1 muestran una menor diversidad de especies, es decir, existe
mayor dominacién de una especie, especificamente de Saccharomyces sp
como se habia mencionado anteriormente. Tu et al. [24] evalud una bebida
abasede suero de sojafermentada con granulos de kéfir de agua, los cuales
fueron secuenciados molecularmente, los autores reportaron valores en
el indice de Chaol de 10888,42 para levaduras y 5531,.22 para bacterias,
resaltando la alta riqueza de especies en comparacién con las levaduras.
Tu et al. [24], también reportaron valores bajos para el indice de Shannon
(1,19) y Simpson (0,65). Estos resultados son comparables con el analisis
de biodiversidad para el KC, el cual tuvo valores de 1,54 y 0,29, para cada
uno de los indices, respectivamente. Cabe resaltar que la microbiota en los
granos de kéfir esta fuertemente influenciada por el origen geografico y el
entorno donde se subcultiva [25].

B Efecto del concentrado de mucilago de café (CMC) como
suplemento para la fermentacion de KC

Con el fin de determinar la mayor concentracion de CMC que pudiera ser
usada sin afectar el proceso de fermentacion del KC, se llevo a cabo un
ensayo que permitieria identificar la mayor productividad volumétrica,
empleando la mayor cantidad de residuo. La Tabla 2 muestra la masa seca
(g/L) (Y,) y la productividad volumétrica (Y,) (g secos/L*dia), como producto
de la fermentacion del KC usando como sustratos la panelay CMC.

TABLA 2 PRODUCCION DE MASA SECA Y PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CMC

A Productividad

Poré;llzcaje Y,: Masa seca (g/L) + DS volumétrica
(g secos/L*dia) + DS
0% 51,23+#2,3 0,17£0,0
2% 46,80+4,6 0,15£0,0
50, 45,59+5,6 0,15£0,0
10% 45,17+1,5 0,150,0

N
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Y, Productividad

Poréle\z/lrzcaje Y : Masaseca (g/L) £ DS volumétrica
(g secos/L*dia) £ DS
30% 16,17+2,1 0,05+0,0
50% 13,47+2,2 0,04+0,0
100% 681+2.6 0,02+0,0

En ausencia de CMC (solo panela como sustrato), la producciéon de masa
seca estuvo alrededor de 51,23 g/L después de 72 horas de fermentacion;
en contraste con la obtenida, usando un 100% de CMC, la cual produjo
solo 6,81 g/L de masa seca; mientras que la productividad volumétrica
vario entre 0,02 y 0,17 g/L. Se selecciono la concentracién de 10% de
CMC, considerando que es necesario obtener la mayor productividad
volumétrica, usando la mayor cantidad de posible del contaminante
(CMC), de tal forma que se pueda potencializar el uso de este residuo, sin
que se disminuya la produccién de biomasa o se afecte la integridad de los
microrganismos inmersos en el consorcio. CMC por encima del 30% tiene
un efecto inhibitorio sobre la produccién de biomasa de kéfir, esto puede
ser causado por:

a. El estrés oxidativo generado por el contaminante (Tabla 2). Las
células microbianas requieren un entorno redox equilibrado vy
cuando se perturba esta regulacién, debido a altas concentraciones
de antioxidantes en el medio, se interrumpe la homeostasis celular
[26], especialmente al formarse especies de oxigeno reactivo (ROS)
intracelular, las cuales someten al consorcio a diversos estadios de
tension, resultando en fallas de sus sistemas de desintoxicacion,
alterando la funcionalidad de las proteinas y enzimas responsables de
la eliminacion de ROS [27].

b. Compuestos organicos, tipo fenoles, presentes en el CMC, afectan los
microorganismos dado que inducen la formacion de radicales libres;
el caracter hidrofébico de esta molécula no favorece el ingreso a las
células, aunque proteinas transmembranales permiten este proceso.
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Ya en el citoplasma, los fenoles sufren modificaciones en su estructura
quimica generadas por enzimas tipo oxidasas del citocromo P450 [28]
no obstante, genera muchos subproductos los cuales atentan contra
la salud del ambiente. Las aguas de produccién, por ejemplo, pueden
contener trazas de metales pesados e hidrocarburos, razén por la cual
deben ser reincorporadas de forma adecuada al ambiente. En este
trabajo, se aislaron, caracterizaron e identificaron molecularmente
ocho bacterias en base a su capacidad para degradar fenol. Primero,
se evaluo el crecimiento y la degradacion de fenol bajo diferentes
concentraciones (500,800y 1200 mg/ L. Estas alteraciones estructurales
generan metabolitos que pueden facilitar la toxicidad celular, afectando
el ADN o modificando tanto enzimas como proteinas; de igual forma,
alteran la modulacién energética, la estabilidad lipidica especialmente
de la membrana, siendo contraproducentes para la propagacién de la
biomasa y otros bioprocesos microbianos.

C. Efecto de la concentracion de panela, CMCy el pH sobre el cultivo
del KC

Los resultados del disefio experimental se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3 MATRIZ DE RESULTADOS EXPERIMENTALES CON LOS FACTORES
PANELA, CMCy pH JUNTO CON LAS VARIABLES DE RESPUESTA

Factores Variables de respuesta

= 2
Corri- . %; 2 _ - 9 S &
daNo. .o £= N »T TS - - 4 < O
xu“i" ><,_E, <a >><i >53+l >.:|:“' >n.53
o H 2 e 8 X

80 E

1 0 0 3,5 0,50+3,4  0,02+0,1 3,42+0,0 23+7,0

2 100 10 7 31,34+3,4  1,0440,1 3,71+0,0 193+3,4

3 100 10 3,5 3,54+2,0  0,12+0,1 3,15+0,0 149+7,0

4 100 10 7 24,87+3,4  0,83%0,1 3,76%0,0 187+3,4

N
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Factores Variables de respuesta
' — " » 3
Corri- . 2 a _ 89 a S 9
daNo. < ig XN%D <& >-"><“';_+'l >-“E g s >N >R o9

5 100 10 3,5 0,22+2,0  0,01+0,1  3,10+0,0 142+7,0
6 100 10 7 26,1634 0,87+0,1  3,75+0,0 181+3,4
7 0 0 3,5  0,00£0,0 0,00£0,1  3,41+0,0 377,0
8 0 10 3,5 0,00+0,0 0,00+0,0 3,37+0,0 169+9,5
9 0 0 7 0,00£0,0  0,00:0,0  3,76%0,0 43445
10 100 0 3,5 6,21+4,7 0,21+0,2 3,00+0,0 175+8,0
11 0 10 7 0,00£0,0  0,00:0,0  4,05%0,0 167+2,0
12 100 10 3,5 0,00+0,0 0,00+0,0 3,17+0,0 156+7,0
13 100 0 7 34,75+3,6  1,16+0,1  3,60+0,0 170+2,5
14 100 0 7 29,20+3,6  0,97+0,1 3,61+0,0 173+2,5
15 100 0 3,5  8,51+4,7  0,28+0,2  3,00%0,0 159+8,0
16 100 0 3,5 15,26+4,7  0,51+0,2 2,96%0,0 167+8,0
17 0 0 7 0,00£0,0  0,00:0,0  3,72%0,0 34445
18 100 0 7 27,7436  0,92+0,1  3,59+0,0 175+2,5
19 0 10 3,5  0,00£0,0 0,00£0,0  3,30+0,0 160+9,5
20 0 0 7 1,72¢1,7  0,06:0,1  3,79+0,0 38+4,5
21 0 0 3,5 1,30+3,4 0,04+0,1 3,43+0,0 30+7,0
22 0 10 3,5  1,15+2,0  0,04+0,1  3,36+0,0 179495
23 0 10 7 1,21+1,5  0,04+0,1  4,07+0,0 169+2,0
24 0 10 7 0,00£0,0  0,00:0,0  3,89%0,0 165+2,0
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TABLA 4 VALOR p DE LOS FACTORES Y SUS INTERACCIONES

Factor X, Pvol pH, PT
A: CMC 0,105 0,012* 0,000* 0,000*
B: Panela 0,470 0,000* 0,000* 0,000
C: pH 0,173 0.000* 0,000* 0,003*

Interacciones

AB 0,088 0,017* 0,264 0,000*
AC 0,929 0,213 0,009* 0,152
BC 0,745 0,000* 0,058 0,018*

*Valor p < de 0,05

Ninguno de los siguientes factores: concentracién de CMC, panela o pH
tuvieron un efecto significativo sobre la masa seca final; no obstante, si
hubo un efecto importante (p<0,05) sobre la productividad volumétrica
(Tabla 4). Las interacciones entre CMC-panela y el pH-panela también
mostraron un efecto significativo sobre la productividad volumétrica (Tabla
4). Se pudo observar que el crecimiento del kéfir de agua en presencia de
CMC al 10% a pH 7,0 es similar que cuando la concentraciéon de CMC es 0%
(Pvol: 1,04+0,1; X": 31,34+3,4y Pvol: 1,16+0,1; Xf: 34,75+3,6) respectivamente
para una concentracion de panela de 100g/L. Sin embargo, en ausencia de
panela, la productividad volumétrica es muy baja en presencia de CMC al
10% (Pvol: 0,04+0,1; Xf: 1,21+1,5). La panela es un factor importante en la
fermentacion usando KC; de hecho, este proceso se ve favorecido cuando el
pHinicialdelmedioesde7,lo quellevaaunincrementode la productividad
volumétrica (Tabla4),debido ala actividad de las glucansacarasas (enzimas
extracelulares) producidas por las bacterias acido lacticas, lo que se refleja
en un incremento del exopolisacarido extracelular. [29]

Es de resaltar, que en todas las corridas experimentales, sin importar
el valor inicial del pH, la acidificacién llega a valores entre 2,96+0.0 y
4,07+0,0 (Tabla 3); esto se debe a la produccioén de iones hidronios como
consecuencia de los acidos organicos (lactico y acético) producidos por el
consorcio [30], existe una relacién general: el pH disminuye a medida que
aumenta los acidos presentes [31].
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Con relaciéon a los polifenoles totales, se pudo determinar que los tres
factores evaluados tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre los
polifenoles totales (Tabla 4); estos variaron entre 23 y 193 mgGAE/100g
KC (Tabla 3). La mayor concentracion es obtenida en presencia de panela
100g/Ly CMC al 10% a un pH de 7,0, con un valor de 193+3,4 mgGAE/100g,
mientras que en ausencia de CMC a las mismas condiciones, el valor fue
menor (170+2,5 mgGAE/100g).

En la Figura 3, se presentan los graficos de superficie de respuesta para el
diseno experimental realizado, dejando como variable fija el pH inicial en
un valor de 7,0, para el cual se obtuvo los mayores valores de masa seca,
productividad volumétricay PT.

A. B.

Estmated Response Surface e
PHi=T |

Pyol

Cpanela - 088 Cpanola

Estimated Response Surface Estimated Response Surface
PHI=T,0 pHI=7,0

pHT

Fig. 3. Superficie de respuesta en funcion de las variables C y CMC para

panela

un valor constante de pH,(7.0). A. Efecto sobre la productividad volumétrica.
B. Efecto sobre la biomasa final. C. Efecto sobre el pH final. D. Efecto sobre el
contenido de polifenoles totales
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El pH final del medio varié entre 3,55y 3,95 cuando el pH inicial del medio
sefij6 en 7,0. Elmenor valor de pH se registr6 en 3,60+0,0, cuando el cultivo
estuvo conformado exclusivamente por panela (Figura 3C). Valores de
pH alrededor de 3,71+0,0, fueron encontrados en presencia de mucilago
de café al 10%, debido a los metabolitos secundarios (lactico y acético),
producidos durante el proceso de fermentacién como resultado de la
conversion metabélica de los azucares (glucosa y fructosa) aportados por
la panelay el CMC.

Finalmente, todos estos hallazgos sugieren que la mejor combinacion de
factores para obtener 187,0+6,0 mgGAE/100g de polifenoles totales fue con
panela 100g/Ly CMC al 10% a un pH de 7,0.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos con otras
investigaciones, se puede citar a Gunenc et al. [19] quienes realizaron
ensayos empleando kéfir de leche con lentejas germinadas durante 14 dias,
con el finde evidenciar su capacidad antioxidante, cuantificando diferentes
metabolitos, especialmente contenido fenolico; los autores reportaron que
los granulos de kéfir por si solos, contaban con 52,2+2,3 mgGAE/100g de
polifenoles totales; este resultado fue menor al obtenido para el KC en 72
h. De igual manera, los mismos autores reportaron un contenido fenélico
de 142,9+1,0 mgGAE/100g con lentejas germinadas, el cual también es
menor que lo obtenido en nuestro estudio bajo las condiciones de 100 g/L
de panela, 10 % de CMCy pH de 7,0.

Villa et al. [32] realizaron un disefio compuesto central rotacional y
superficie de respuesta con un consorcio nativo compuestos por hongos
y bacterias para fermentar residuos de café y generar hidrégeno, siendo
las mejores condiciones operacionales un espacio de cabeza 30%, 7 g/L de
residuos y un pH de 7,0, estos resultados son similares a los obtenidos en
este estudio con 10 g/L de CMCy un pH de 7,0. Villa et al. también reportd
la presencia de microorganismos pertenecientes al género Lactobacillus
sp y Saccharomyces sp. Carvalho et al. [6] fermentaron mucilago del café,
utilizando un cultivo iniciador de Lactobacillus plantarum, los autores
encontraron que un pH de 4.0 es la mejor condicién para incrementar la
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eficiencia del proceso, este valor esta dentro del rango de pH encontrado
en la fermentacién del KC después de tres dias de incubacion.

4. CONCLUSIONES

El KC es un consorcio conformado por diversos grupos microbianos
especialmente, BAL (Lactobacillus sp), BAA (Acetobacter sp vy
Komagataeibacter sp) y levaduras tipo Saccharomyces sp, capaces de
metabolizar CMC, subproducto contaminante del beneficio del café, bajo
condiciones especificas de operacion: 10 g/L de CMC, pH de 7,0,y 100 g/L
de Panela.

Los mejores resultados, especialmente de productividad volumétrica se
obtuvieron durante el uso de la panela sin CMC (1,16 g secos /L*dia), aunque
esta no es tan diferente cuando se usa el contaminante (1,04 g secos /L*dia).
El pH en 3,5 ejerce un marcado efecto negativo sobre el comportamiento
de la masa seca de kéfir debido a la alta concentracion de iones hidronio en
el medio que no permite su viabilidad.

EL CMC no es una fuente de sustrato apropiada para el granulo de kéfir
de agua.

El CMC es fermentado por KC; no obstante, la panela como Unica fuente
de carbono tiene una productividad volumétrica mas alta que cuando
estd acompafiada del contaminante, aunque el valor biotecnolégico
de este proyecto es utilizar el CMC en diversos productos aplicables a la
agroindustria, ya que posee una cantidad considerable de polifenoles
totales que otorgan potencial antioxidante; reduciendo a su vez el impacto
negativo en el medio ambiente.

La combinacion entre esta metodologia biotecnolégica junto con otras
técnicas podria colaborar con disminuir el impacto negativo que genera
el mucilago en el medio ambiente, otorgandole un valor agregado al
residuo agroindustrial.
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La futura investigacién en esta area debe centrarse en la aplicacion
de CMC como sustitutos de ingredientes alimenticios (emulsionante/
estabilizador/antioxidante u otro) para disefiar nutracelticos con
propiedades funcionales.

De igual manera, se propone disefar una estrategia de adaptacion del
consorcio kéfir de agua para permitir la selecciéon de poblaciones con
alta tolerancia al CMC y asi aumentar la concentracion de uso de este
contaminante. Asi mismo, realizar visualizaciones por microscopia SEM
para evidenciar el dafo celular y monitorear los metabolitos de interés,
generados durante la fermentacion.
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