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Resumen.

En este trabajo de tesis se desarroll6 una adaptacioén de un consorcio microbiano para
el tratamiento de vinaza, mediante una serie de pruebas experimentales orientadas a evaluar
su capacidad de degradacion. El estudio inicid con la estimulacion del crecimiento de los
microorganismos, seguida de su caracterizacion fenotipica, determinacion de la viabilidad
microbiana y evaluacion del consorcio microbiano para la degradacion de la vinaza mediante

espectrofotometria Vis, utilizando un espectrofotoémetro UV-Vis modelo GENESYS 30.

Los ino6culos se prepararon empleando fuentes de carbono, nitrégeno y de
micronutrientes, con base en los protocolos descritos por Vega et al. (2023); Hernandez et al.

(2019).

Posteriormente, se realizo la caracterizacion fenotipica, mediante tincion de Gram
para el conteo celular y como complemento la tincidon con azul de metileno para la morfologia
celular, utilizando una camara de Neubauer. La viabilidad microbiana, se determiné a través
de mediciones de absorbancia en los rangos de 600 nm y 712 nm, parametros cominmente

utilizados para estimar crecimiento celular segin Camacho et al. (2010).

La determinacion de solidos suspendidos se efectiio con la finalidad de separar la
biomasa microbiana por medio de una centrifugacion en una centrifuga Labnet modelo

HERMELE Z300.

Por ultimo, la capacidad del consorcio microbiano para degradar la vinaza se evaltio
considerando las variaciones en la intensidad de color en el rango 450 nm-455 nm, asi como
un barrido espectral de 325 nm-640 nm, con el propdsito de identificar los picos
caracteristicos de la vinaza, esto de acuerdo con la literatura Padilha de Souza et al. (2015).
Con estos resultados se calcul6 el rendimiento de los indculos y el porcentaje de reduccion
de absorbancia, evidenciando la eficiencia del consorcio microbiano en el tratamiento de la

vinaza.
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Introduccion.

La vinaza es un residuo liquido generado por la industria, principalmente en el
proceso de destilacion en la produccion de bioetanol, este presenta un pH bajo (< 3) y altos
valores de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
(3000-9000 mg/L™1), por lo que, su descarga directa a cuerpos de agua impacta
negativamente los ecosistemas acudticos reduciendo la luminosidad del agua al aumentar su
turbidez limitando la penetracion de luz y afectando la fotosintesis de las plantas acudticas,
alterando asi la cadena alimentaria. Ademas, la vinaza fomenta el proceso de eutrofizacion,
que se caracteriza por un incremento en la concentracion de nutrientes, especialmente
nitrogeno y foésforo. Este fendmeno favorece el crecimiento excesivo de algas y
microorganismos, lo que, a su vez, reduce la concentracion de oxigeno en el agua y origina
zonas muertas que son inhéspitas para otras formas de vida acuatica (Zudiga Ceréon &

Gandini Ayerbe, 2013).

El desequilibrio ecologico derivado de la eutrofizacion no solo afecta la biodiversidad
acuatica, sino que también puede desencadenar un aumento en las poblaciones de insectos y
vectores, como mosquitos y otros organismos transmisores de enfermedades. Estos efectos
combinados no solo alteran la salud de los ecosistemas acuaticos, sino que también tienen
repercusiones directas sobre las comunidades humanas cercanas, aumentando el riesgo de

enfermedades y afectando la calidad del agua utilizada para consumo.

En este sentido se han buscado alternativas que permitan minimizar el impacto
ambiental relacionados con este efluente. Si bien, la digestion anaerobia se ha reportado como
uno de los tratamientos mas efectivos en la reduccion de la DQO, la viabilidad de su
implementacién depende de contar con medios microbianos adaptados al efluente. Ante la
variabilidad que presentan las caracteristicas fisicoquimicas de la vinaza, debido a que estas
dependen tanto del proceso como de la materia prima empleada para la produccion de
bioetanol, se presenta la necesidad de contar con un medio microbiano especifico para el

efluente a tratar.



Por lo que, ante la necesidad de contar con el medio microbiano especifico surge la
necesidad de desarrollar formulaciones de indculos microbianos que promuevan su

crecimiento y supervivencia en el efluente a tratar.

Objetivo general:

Determinar del efecto del enriquecimiento de fuente de carbono en la generacion de un

consorcio microbiano para el tratamiento de vinaza

Objetivos particulares:
1. Realizar pruebas experimentales para estimular el crecimiento de microorganismos
propios de la vinaza empleando diferentes inoculos.
2. Determinar para cada inoculo las caracteristicas fenotipicas de los microorganismos.
3. Determinar la viabilidad del indculo para promover el crecimiento microbiano
mediante conteo celular.
4. Evaluar la capacidad del consorcio microbiano para la degradacion de la vinaza

mediante determinacion de la absorbancia por espectrofotometria Vis.

Hipotesis
“Anadir fuentes de carbono como glucosa o polisacéaridos a indculos microbianos, promueve
el crecimiento de asociaciones microbianas obtenidas a partir de la vinaza mejorando su

capacidad para la reduccion de la absorbancia de vinaza.”



“Incluso los restduos mas
oscuros del mezcal
transformarse

onocimiento, vida
olucion; la ciencia encuentra
valor donde otros solo

ven desecho”

-Anonimo



1.1 Agua.

Elemento vital para la vida y el equilibrio ecolégico. El agua cubre el 70% de la superficie
del planeta; sin embargo, solo el 2.5% es agua dulce, y de esta, el 19% es utilizada por el
sector industrial, Fernandez (2012). En esta situacion resulta preocupante, ya que los
procesos industriales no solo demandan grandes volimenes de agua, sino que también
generan efluentes contaminantes que alteran su calidad, esto de acuerdo con informacién del

Centro Virtual de Informacion del Agua, 2017, representado en la figura 1.

EL AGUA EN EL MUNDO

70%

de su superfiecie
estd cubierta de agua

97.5%

es agua salada

2.5%

&5 agua dulce
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Figura 1.1 Centro Virtual de Informacion del Agua, 2017

1.2 Mezcal.

La palabra mezcal tiene su origen en vocablos de la lengua nahuatl metl que significa maguey
e ixcalli que significa cocer. Estos dos términos dan lugar a la palabra mexcalli, cuya
traduccion literal es “maguey cocido” segin Lopez Nava et al., (2014). El maguey mezcalero
es una planta de la familia de las amariliddceas, de hojas largas y fibrosas de forma
lanceolada, color verde azulado. Se aprovecha la pifia o cabeza (tallo y base de sus hojas)
para la elaboracion de mezcal (SRE, 2011). De acuerdo con Patrén el uso del maguey ha sido
importante antes y después de la conquista en pueblos indigenas siendo aprovechada para
hilo de coser, hacer sogas, vestido, mantas y punzones (2015). De acuerdo con la NOM-070-
SCFI-1994, bebidas alcohdlicas-mezcal-especificaciones, el mezcal es una bebida alcoholica
que se obtiene por destilacion y rectificacion de los mostos (o jugos) preparados directamente
con los aztcares extraidos de las cabezas maduras de los agaves, mismas que son previamente
cocidas y sometidas a fermentacion alcohdlica (SCFI, 2016). Por tanto, el aprovechamiento

del maguey ha sido muy extenso, siendo el principal uso para el sector agroindustrial. Su



produccion consiste en cocer el nicleo de agave en hornos de piedra, seguido de una

fermentacion y destilacion natural.

En los nueve estados de la Republica Mexicana con denominacion de origen del mezcal, se
producen anualmente cinco millones de litros de mezcal, de los cuales 4.5 millones (90%),
son producidos en Oaxaca (CRM, 2019). Cada litro de mezcal producido artesanal o
industrialmente genera, como subproducto de la fermentacion y destilacion del agave
(Rodriguez & De la Cerna , 2017) entre 10 litros y 12 litros de vinaza de acuerdo con la

literatura Beltran et al., (2001).

1.3 Tipos de Mezcal.

De acuerdo con la (SRE, 2011) existen dos tipos de mezcal, el tipo I es mezcal 100% agave,
mientras que el tipo II es Mezcal con un 20% de carbohidratos permitidos. Por otro lado,
mencionamos que existen tres categorias de mezcal de acuerdo con el proceso especifico
utilizado de coccion del maguey: Mezcal, Mezcal Artesanal y Mezcal Ancestral (SCFI,

2016), Siendo las principales diferencias mostradas en la Tabla 1.1

Tabla 1.1 Categorias del mezcal. (Nogales , 2017)

PROCESO DE MEZCAL MEZCAL MEZCAL
PRODUCCION ARTESANAL ANCESTRAL
Cocimiento Hornos de pozo Hornos de pozo Hornos de pozo
Autoclave para Hornos elevados de
cabezas mamposteria
Molienda Tahona Mazo en canoa Mazo en canoa
Molino egipcio o Tahona Tahona
chileno Molino chileno o Molino chileno o
Trapiche egipcio egipcio
Desgarradora o tren Trapiche
de molinos Desgarradora o tren de
molinos
Fermentacion Recipiente de Oquedades en piedra, Con fuego directo en
madera tierra o tronco. olla de Dbarro y




Piletas de
mamposteria

Tanques de acero

Piletas de
mamposteria

Recipiente de madera

montera de barro o

madera.

Columnas de cobre

0 acero inoxidable

barro, madera, cobre o
acero inoxidable.

Cuyo proceso puede

inoxidable o barro

Pieles de animal, cuyo

proceso puede incluir

la fibra del maguey

(bagazo)

Destilacion Alambiques Con fuego directo en Con fuego directo en

Destiladores alambiques de caldera olla de barro vy
continuos de cobre u olla de montera de barro o

madera; cuyo proceso
debe incluir la fibra

del maguey (bagazo)

incluir la fibra del

maguey (bagazo)

1.4 Proceso de elaboracion de Mezcal.

La elaboracion del mezcal tiene 6 etapas: extraccion del agave del campo, coccidon, molienda,

fermentacion, destilado y el envasado del producto (véase Figura 1.2) (Mezcalunion, 2025).
JiMA COCCION MOLIEMDA
L— @ €1

FERMEMTACIGM

DESTILACION P

a . %

Figura 1.2 Proceso de elaboracion del mezcal
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Mencionando que de acuerdo con la NOM-251-SSA1-2009 se debe cumplir con las practicas

de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios (SSA1, 2009) y



la NOM-005-SEMARNAT-1997, la cual establece los procedimientos, criterios y
especificaciones para realizar el aprovechamiento, transporte y almacenamiento de corteza,
tallos y plantas completas de vegetacion forestal y tiene como objetivo el aprovechamiento

sostenible de poblaciones rurales (SEMARNAT, 1997).

1.4.1 Extraccion del agave del campo.

Para la elaboracidon del mezcal, menciona Gschaedler que solo se aprovecha la “pifia” o
9

cabeza que conforma el cuerpo de la planta sin las hojas (sf).

Principalmente se realiza de acuerdo con el grado de madurez (CIATEJ, 2014), los
productores lo asocian con la edad de la planta. Ademas, Gschaedler menciona que los
productores estiman entre 6 y 10 afos para la edad éptima de la cosecha del agave (sf), siendo
algunas evidencias la coloracion de la hoja, ejemplo: la del Agave cupreata, las hojas
comienzan a ensancharse y adquirir forma de romboide, siendo de una coloracién mas clara
(CIATEJ, 2014). Una vez que la planta de agave se encuentra madura, la pifia se debe de
jimar, es decir, las hojas del agave se deben cortar para dejar la pifia limpia para obtener el

mezcal (Mastranzo, 2023).

1.4.2 Cocimiento.

De acuerdo con la NOM-070-SCFI-2016, la coccion involucra el cocimiento de cabezas o
jugos de maguey en hornos de pozo, mamposteria o autoclave (SCFI, 2016). De acuerdo con
la literatura Gschaedler menciona que este proceso se lleva a cabo en una cavidad hecha
manualmente en el piso “horno”, siendo las dimensiones de 5.0 y 12.0 metros de diametro
con una profundidad de 2.0 a 4.0 metros, siendo la capacidad de entre 6 y 30 toneladas (sf).
Las cabezas de agave, que son ricas en fructanos, se cuecen en hornos o autoclaves
tradicionales para hidrolizarlos y liberar los azucares fermentables (mondmeros u
oligosacaridos con menores grados de polimerizacidn), principalmente fructosa, glucosa,
xilosa y maltosa, esto de acuerdo con Cuello et al. (2018). Es decir, la hidrolisis permitira
descomponer los carbohidratos complejos del agave en azlcares simples como los

mencionados anteriormente.

1.4.3 Molienda

La molienda se realiza de diferentes formas: macerado a mano, machacado en una tahona

(molino que funciona por la fuerza de caballos o mulas), o en una desgarradora apoyandose



ademas con una prensa. Al terminar la molienda se obtiene el jugo llamado mosto y el bagazo;

el mosto es depositado o bombeado a las tinas de fermentacion (SRE, 2011).

1.4.4 Fermentacion.

Los jugos obtenidos de la molienda son diluidos y puestos en reposo para inducir la
fermentacion, es aqui donde, los azlicares son transformados en alcohol. (CIATEJ, 2014). El
mosto de agave puede fermentar con la microbiota natural o inocularse con levadura de
panaderia o comercial de las industrias de bebidas alcohdlicas (Ruiz, s.f.). Para lograr una
fermentacion efectiva, se consideran variables de proceso como: la temperatura, la relacion
materia prima: levadura y el tiempo de fermentacion (Mastranzo, 2023). Es relevante
mencionar que en la etapa de fermentacion se desarrollan microorganismos como hongos
(levaduras) y bacterias que se alimentan del azucar del maguey, transforméandola en alcohol
(en este proceso una molécula de azucar se desdobla en dos de alcohol) (CIATEJ, 2014). Es
asi como se hace mencion de que la fermentacion del mosto es realizada por levaduras No-
Sachcaromyces y Sacharomyces, pero también aislado de bacterias lacticas y Zymommonas
mobilis (bacteria anaerobia Gram negativa), siendo el principal producto de la bebida el
etanol por la fermentacion de los azticares mediante microorganismos afiadidos o naturales

(Ruiz, s.f.).

1.4.5 Destilacion

Es la fase mediante la cual se realiza la separacion de los alcoholes contenidos en el mosto
fermentado una vez sometido al calentamiento, evaporacion y condensacion, empleando para
ello un alambique obteniéndose el mezcal (CIATEJ, 2014). Es decir, en esta operacion se
efectta la separacion del alcohol, aprovechando para ello sus diferentes puntos de ebullicion.
Al producto obtenido se le conoce como mezcal de primera destilacion (SRE, 2011). Los
compuestos del mezcal se destilan en diferentes tipos de recipientes. Los productores rurales
pueden usar ollas de barro como se muestra en la Figura 3 (Mezcaloteca, 2021), mientras que
los productores industriales o semiindustriales utilizan recipientes de cobre donde se lleva a

cabo el calentamiento (Ruiz, s.f.).



Fuiego e lefia

Figura 1.3 Destilacion en ollas de barro

1.4.5 Envasado.

El producto final, se almacena para cualquiera de los tipos indicados en la norma NOM-070-
SCFI-2016, o se destina directamente al envasado (SCFI, 2016). De requerirse ajustar el
grado alcoholico se deberd utilizar agua bidestilada conforme a la norma mexicana NMX-V-
013-NORMEX-2019, que establece los métodos de ensayo para la determinacion del
contenido alcoholico (NORMEX, 2019) (por ciento de alcohol en volumen a 20°C)
expresado en % Alc. Vol. en bebidas alcohdlicas y muestras del proceso de elaboracion

(CIATEJ, 2014)

1.4.6 Normas del proceso.

Durante la ejecucion del proceso de elaboracion del mezcal se siguieron las normas

presentadas en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Normatividad aplicable al proceso de elaboracion del mezcal (CIATEJ, 2014).

Proceso NOM NMX ‘
Cocimiento NOM-012-RECNAT-1996

NOM-120-SSA1-1994

NOM-017-STPS-2008
Molienda NOM-120-SSA1-1994

NOM-017-STPS-2008
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Fermentacion

NOM-070-SCFI-1994
NOM-120-SSA1-1994
NOM-017-STPS-2008

Destilacion

NOM-070-SCFI-1994
NOM-120-SSA1-1994
NOM-017-STPS-2008
NOM-142-SSA1-1995
NOM-251-SSA1-2009

NMX-004-NORMEX-2013
NMX-005-NORMEX-2013
NMX-006-NORMEX-2013
NMX-013-NORMEX-2005
NMX-015-NORMEX-2006
NMX-017-NORMEX-2005

Envasado

NOM-070-SCFI-1994
NOM-120-SSA1-1994
NOM-142-SSA1-1995
NOM-017-STPS-2008
NOM-002-SCFI-2011

1.5 Residuales del mezcal.

De acuerdo con la literatura, en el proceso de produccion del Mezcal se generan dos tipos

de residuales uno de ellos liquido, que se origina en el proceso de destilacion y el otro

solido, conocido como bagazo el cual se genera durante la fermentacion y destilacion del

maguey (Pérez, 2021).

El bagazo se obtiene después de que las pifias de agave son troceadas, cocidas, enjugadas

y exprimidas para extraer los azlicares fermentables para la elaboracion de mostos de

agave (Mastranzo, 2023). Este consiste en manojos de fibras himedas compuestas por

celulosa y hemicelulosa, que funcionan para almacenar moléculas y por lignina, que le

dan sostén al cuerpo de la planta (Pérez, 2021).

1.6 Vinaza

Este es uno de los residuales organicos de mayor efecto contaminante sobre la flora

y fauna Camacho et al., (2018). Ademas, se caracteriza por ser un liquido de color café y olor

dulce (CONADESUCA, 2016). La vinaza puede ser considerada una suspension de soélidos

organicos y minerales que contienen altas concentraciones de compuestos que dan color al

efluente y tienen baja biodegradabilidad como melanoidinas, caramelos y compuestos
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fenolicos (4cidos humicos y tanicos) esto de acuerdo con A et al., (2021). Ademas, Camacho
menciona que las caracteristicas de la vinaza dependen directamente del proceso de
obtencion de alcohol y del tratamiento que se realice para separar el alcohol de la melaza ya
fermentada (2018). Otros factores que influyen en su composicion son las especies de
levadura utilizadas, la relaciéon fondaje-vinaza y de la materia prima utilizada en la

destilacion.

Las vinazas de mezcal presentan elevadas concentraciones de materia orgénica, DQO:
35,000 mg/l — 122,000 mg/l, conductividad eléctrica (2.6 mS/cm -5.81mS/cm), sélidos
totales (45,000 mg/l — 96,000 mg/l), acidez (pH 3.5 —4.5) y una temperatura de
descarga elevada (70°C a 90 °C). En los nueve estados de la Republica Mexicana con
denominacion de origen del mezcal, se producen anualmente cinco millones de litros de
mezcal, de los cuales 4.5 millones (90%), son producidos en Oaxaca (CRM, 2019). Cada
litro de mezcal producido artesanal o industrialmente genera, como subproducto de la
fermentacion y destilacion del agave (Rodriguez & De la Cerna , 2017) entre 10 litros y 12
litros de vinaza Beltran et al., (2001). Lo que indica que, se vierten al medio ambiente
anualmente y sin tratamiento alguno, entre 45 y 54 millones de litros de vinazas, este residuo
proveniente de la destileria puede variar de acuerdo con la materia prima utilizada para la
fermentacion y pueden ser almidones, cereales, melazas, jugo de cafa, asi como, productos
que contengan unidades de glucosa, de ahi la importancia de su caracterizacion. En la tabla
1.3 del Anexo A, se muestra una sintesis de la composicion de vinaza reportada por varios
autores, de los cuales se destaca que los que se encuentran en mayor cantidad son: potasio
(1542mg/1 a 3961 mg/1), nitratos (499 mg/l), etanol (2.2 g/1), magnesio (343mg/l a 669 mg/1)
y los sélidos totales (28,000mg/l a 133, 833 mg/1).

Como se observa en la Tabla 1 del Anexo A, las sustancias que conforman la vinaza
presentan propiedades, como la acidez, que puede dificultar la seleccion de los medios de
control, esto en parte debido a los almacenados en contenedores metalicos, a causa de que se
pueden provocar fugas de vinaza al medio ambiente (CONADESUCA, 2016). Asi mismo, al
presentar alta DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) y alta DBO (Demanda biologica de
oxigeno) promueven la degradacion de los mantos freaticos, disminucion de la luminosidad

de las aguas y reduccion de la actividad fotosintética (Zuiiga Cerén & Gandini Ayerbe,
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2013). Ademas, la produccion de eutrofizacion del agua aumento la poblacion de insectos y
vectores para el desarrollo de enfermedades y desarrollo normal de peces que ha sido
reportada en la literatura (Caputo, 2020). De acuerdo con Davila, son estas algunas de las
razones por las que la vinaza es catalogada como un subproducto liquido que impacta

negativamente en el ambiente y especialmente en el recurso hidrico (2019).

1.7 Alternativas para uso o tratamiento de la vinaza.

La eliminacién o reutilizacion de la vinaza hoy en dia es una necesidad por resolver en la
produccion y gestion de la vinaza. La vinaza se puede utilizar en numerosos productos, como
la alimentacion animal, combustible, material de construcciéon y produccion de biogas

(Montiel Rosales , 2022); Parsaee et al., (2019); Almeida y Rizzatto, 2022.

Sin embargo, es fundamental incentivar el uso de estas tecnologias en las zonas donde se
produce la vinaza, para evitar el transporte y el riesgo de accidentes. Dado su potencial de
causar impactos negativos, el desarrollo de tecnologias de control de contaminacion de la
vinaza se enfoca en la aerobiosis, y el reciclaje mediante técnicas de fermentacion y
fertiirrigacion, las cuales se pueden utilizar a gran escala, mientras que la combustion de
vinaza, la produccion de levadura, la construccion, la produccion de alimentos para el ganado
anaerobica, la incineracion, se encuentran en diferentes etapas de desarrollo e investigacion.

La Tabla 1.3 resume las ventajas y desventajas de las alternativas presentadas.

Tabla 1.3 Alternativas: tecnologias de tratamiento.

Tecnologias Uso Objetivos Ventajas Desventajas

Evaporaciéon  Fertilizante Reduccion de Reduccion del Equipo costoso

al vacio organico volumen volumen de Posibles
Produccién de sub- residuos problemas de
productos Reutilizacion  corrosion
(fertilizantes) del agua

Mejora de eficiencia recuperada

energética Menor
Aplicacion del impacto
concepto de ambiental
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integracion

energética
Reciclaje o Alimento  Mejorar las zonas de Recuperacion  Costoso
reuso de deganado cultivo con bajos denutrientes  Posible
Vinaza contenidos en sales, Reduccion de contaminacion
potasio y MO. la Calidad del
Reduccion del contaminacion producto final
requerimiento  de
agua de proceso.
Obtencidn de nuevos
productos como
complementos
alimenticios en la
ganaderia.
Secado de la Fertilizante Posibilidad de Reduccion de Alto consumo
Vinaza orgéanico integracion volumen de energético
energética residuos Costoso
Produccion de Obtencion de
fertilizantes un producto
valorizado
Biodigestion  Produccion Reducir hasta un Generacion de Tratamiento lento
de 70% DQO y 90% energia Dependencia  de
nutrientes  DBO renovable condiciones
Generacion Capacidad Reduccién de operativas
de energia  (volumen) de trabajo emisiones Es necesario
de hasta 100% Fertilizante contar con
Alta generacion de natural consorcio
gas, 0.45m3/ microbiano
kgpgo-0.55 m3/ especifico
ngQO
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Reduccion de

1INSumos.

Fuente: Cortez et al. (1992). (Cortéz, 1992).

El tratamiento adecuado de la vinaza es uno de los principales desafios debido a los grandes
volimenes generados en los procesos productivos de etanol. La fertirrigacion es uno de los
métodos mas utilizados para la disposicion final de la vinaza, que consiste en la aplicacion
directa de las aguas residuales en el suelo, con el fin de reciclar agua y nutrientes para los
cultivos esto de acuerdo con Diaz et al., (2002). Por otro lado, Christofoletti menciona que a
pesar de presentar ventajas como la aplicacion rapida, no requerir tecnologias complejas,
aumentar el rendimiento agricola y el reemplazo de fertilizantes quimicos (2013), la
aplicacion continua y de gran volumen puede causar impactos negativos. La salinizacion del
suelo, la acidificacion de los cuerpos de agua, la lixiviacion de compuestos toxicos en las
aguas subterrdneas, las emisiones de gases de efecto invernadero, la liberacion de olores
desagradables, el desequilibrio de nutrientes se encuentra entre las desventajas de la practica

inadecuada de la fertirrigacion (Fuess & Garcia , 2014).

Debido a que la vinaza contiene alta carga organica biodegradable mayormente conformada
por solidos volatiles, los procesos bioldgicos anaerobios se presentan como una alternativa
viable para su tratamiento (Fuess & Garcia , 2014), teniendo como productos finales 4acidos
grasos volatiles, metano o hidrégeno. En donde se puede lograr la reduccion de la carga
organica y el aprovechamiento de recursos generados por el proceso. Sin embargo, la
implementacion de estas tecnologias en las zonas donde se produce la vinaza requiere de un
inoculo adecuado y parametros operacionales que permitan la operacion estable y
recuperacion de productos finales. Si bien, el tipo de indculo influye en la produccién, su
comportamiento depende de los parametros operacionales y tipo de sustrato, por lo que su
estudio es relevante y especifica para cada tipo de cultivo y en este caso las caracteristicas de

la vinaza.

1.8 Proceso bioldgico anaerobico para el tratamiento de la vinaza.

Se ha mencionado que este proceso se presenta como alternativa que puede convertir

la carga organica en biometano, biohidrégeno y acidos grasos volatiles, pero que en su
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mayoria este proceso es utilizado para reducir la carga orgédnica y al tener ventaja en la
eficacia de remocion de materia organica, conversion en nuevos recursos y baja produccion

de lodos es la opcién mas factible.

1.8.1 Inoculo

Un in6culo puede estar compuesto por un consorcio de diversas especies microbianas,
como las presentes en los lodos aerobios o anaerobios de las plantas de tratamiento de aguas
residuales. También puede tratarse de cultivos especificos de microorganismos con afinidad
por un compuesto, los cuales pueden conseguirse comercialmente o en los laboratorios de

centros de investigacion en contaminantes esto de acuerdo con Mora et al., (2005).

Por su parte, el medio microbiano es una mezcla de nutrientes que permiten el
crecimiento bacteriano. De acuerdo con UnADM (2011), estos deben contener agua

(H,0), carbono (C),nitrégeno (N), azufre (S), entre otros elementos.

Una alternativa comunmente utilizada es la adaptaciéon de consorcios microbianos a
partir del propio efluente. Empleando el mismo sustrato, pero variando tanto el tipo de
inéculo como temperatura, es posible obtener distintos niveles de eficiencia en la

degradacion.

En Ia literatura se han reportado diferentes rangos de temperatura para la produccion
de gas a partir de sélidos volatiles: mesoéfilo (30 °C), termofilo (50-60°C) e hipertermofilo
(>65°C). Las condiciones mesofilas suelen ofrecer mayores rendimientos en la degradacion
de DQO, mientras que las termofilas favorecen una mayor eficiencia de biogas,
especialmente cuando el efluente contiene materiales complejos provenientes de desechos

agricolas Ramos et al., (2018), Santos et al., (2014).

Existen tres tipos de adaptacion de consorcios microbianos. El primero corresponde
a los microorganismos nativos del agua residual, como los del género Clostridium, 1os cuales,
segun Echeverriborda et al., (2022), fermentan compuestos complejos como carbohidratos,
proteinas y lipidos. El segundo tipo incluye a los microorganismos activados en Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) y adaptados a nuevos efluentes. Finalmente, el
tercer tipo corresponde a asociaciones microbianas adaptadas a condiciones particulares del

Proceso.

16



Por tanto, la seleccion y adaptacion del indculo microbiano es relevante, ya que su
origen y condiciones de operacion influyen de manera directa a la eficiencia de degradacion

de vinaza y en la produccion de biogés.

1.8.2 Interpretacion de la digestion anaerobica

Las tres reacciones irreversibles en serie se pueden expresar conceptualmente como:

s31%453
En donde S es la parte digerible del lodo o sélidos presentes. En el caso de los lodos de una
planta de tratamiento de aguas residuales, del porcentaje de solidos volatiles medidos, el 19%
es no degradable (Lafratta y otros, 2021) ; por lo tanto, esta fraccion debe tenerse en cuenta
y, por lo tanto, se descuenta en el calculo de S. I representa los principales compuestos
producidos en la hidrélisis, como aminoécidos, azucares y acidos grasos volatiles. A es el
acido acético, el cual es el sustrato de la metanogénesis en la producciéon de biogés. B es el
biogas producido. Esta representacion se basa en reacciones de isomerizacion reversibles en
serie. En esta representacion se considera que las tres reacciones son de primer orden. La
cinética de primer orden es la mas comunmente aplicada para la etapa de hidrolisis de la
digestion anaerobia (Lafratta y otros, 2021). Sin embargo, si bien diferentes autores han
utilizado diferentes cinéticas para modelar los subprocesos en la digestion anaerobia, la

cinética Monod sigue siendo la mas empleada.

Anukam menciona que el proceso de digestion anaerobica se desarrolla en cuatro etapas
clave: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (2019) . La quimica de estas

cuatro etapas se describe a continuacion:

Hidrdlisis. En esta etapa existe la ruptura de enlaces quimicos mediante la adicion de agua,
esto debido a que, al reaccionar cationes y aniones con el agua, se ve alterado el pH para

crear ruptura de los enlaces H-O.
(C¢H1005),, + nH,0 = nCeH,,04 + nH,

Acidogénesis. En esta etapa ocurre la fermentacion y los compuestos solubles formados en

la etapa anterior se degradan y convierten en CO, y H,.

CoHy,0s © 2CH;CH,0H + 2CO0,
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CoHy,06 + 2H, & 2CH;CH,COOH + 2H,0
CoHy,0, —» 3CH;COOH

Acetogénesis. Es considerada la etapa de deshidrogenacion, ya que el producto de desecho

de la acetogénesis es el gas H,.
CH;CH,C00~ + 3H,0 & CH;C00~ + HTHCO3 + 3H,
CeH1,04 + 2H,0 & 2CH;CO0H + 2C0, + 4H,
CH;CH,0H + 2H,0 & CH;C00~ + 3H, + H*

Metanogénesis. Es la cuarta etapa de la digestion anaerobia, en esta etapa las bacterias

convierten el CH;COOH yel H, en CH, y CO,.
CH;COOH —» CH, + CO,
€O, +4H, - CH, + 2H,0
2CH;CH,0H + C0, » CH4 + 2CH3;COOH

De esta manera se llega al esquema descrito por Fernandez et al. (2016). que refleja lo

explicado anteriormente (véase Figura 1.4)
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Compuestos orgénicos complejos

| Proteinasl | Hidratos de carbono | | u’pidosl
HIDROLISIS 1 Bacterias hidroliticas
Compuestos organicos solubles
IA inodcd l |Az' | |A! hol I Acidos grasos de
minoacidos ucares coholes cadena larga (AGCL)

Bacterias fermentativas I

ACIDOGENESIS

AGVs
(propiénico,butirico,valérico...)

ACETOGENESIS Bacterias acetogénicas \
Bacterias homoacetogénicas

Acetato H,
NH,-N o,
CH, Bacterias metanogénicas
Bacterias metanogénicas
METANOGENEQS acetodisticas co: hidrogenotréficas

Figura 1.4 Esquema del proceso de digestion anaerobia.
1.9 Parametros operacionales.
Para evaluar el efecto de las variables operativas en el desempefio del proceso se requieres
implementar técnicas analiticas e instrumentales para determinacion de las variables de
respuesta, dentro de las técnicas mayormente empleadas para caracterizacion de efluentes y

medio microbiano se encuentran:

e Espectrofotometria UV-Vis

e Tincion de Gram

1.9.1 Espectrofotometria UV-Vis

La espectrofotometria UV-Vis, es una técnica ampliamente utilizada para la identificacion de
compuestos. En este sentido, diversos estudios destacan el uso de espectrofotometria en la
region visible y region UV para evaluar el desempefio de los procesos de tratamiento de
vinaza mediante el seguimiento de la variacion de la absorbancia y el calculo del porcentaje
de reduccion de la Absorbancia (Ec. 1) logrado en cada proceso.

Abs, — Abs

1 Ec.1
Abs, >* 00 ¢

% de Reduccion_Abs = (
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En donde, Abs, es la absorbancia inicial y, 4bs es la absorbancia después del

tratamiento.

Las longitudes de onda empleadas para las determinaciones varian en funcién del objetivo
del estudio. Dentro de los cuales podemos mencionar mediciones de variacion de intensidad
de color a 450 nm-455 nm. ( Del Gobbo L. y otros, 2023; Wei-Chin y otros, 2022; C. Battisti
y otros, 2019), mientras que en otros estudios ( Padilha de Souza, y otros, 2016), se determina
el porcentaje de reduccion de la absorbancia a 254 nm (region alofatica), 284 nm (grupos
aromaticos como fenoles), 310 nm (anillos aroméaticos conjugados) y 500 nm (moléculas que

absorben luz visible).

Particularmente, entre los 450nm-455 nm se destacan las melanoidinas, compuestos
responsables de la coloracidon oscura asociada a la etapa final de la reaccion de Maillard. (

Del Gobbo L. y otros, 2023; Wei-Chin y otros, 2022; C. Battisti y otros, 2019).

En el caso de las vinazas, los compuestos fenolicos presentes provienen de la
degradacion de las fibras del jugo del bagazo. Su toxicidad para organismos acuéticos,
incluso a bajas concentraciones, ha llevado a clasificarlos como contaminantes prioritarios

(Avina Ruelas y otros, 2023).

Por tanto, el anélisis de la absorbancia en este rango permite no solo identificar la
presencia de melanoidinas, sino también evaluar la eficiencia de procesos de tratamiento al

observar una posible disminucién en su concentracion.

Por lo mencionado la espectrofotometria UV-vis permite evaluar la eficiencia de los
tratamientos que se espera sean aplicados a la vinaza, siendo el resultado la reduccion de las

absorbancias en longitudes de onda referentes a los compuestos organicos

1.9.2 Tincion de Gram.

En un sistema de tratamiento de efluentes, el tratamiento secundario o también
llamado tratamiento biologico, tiene como objetivo la reduccion de DBO y DQO. Gracias al
desarrollo de ecosistemas de diferentes tipos de bacterias este tipo de sistemas pueden lograr
rendimientos de hasta el 95%. Este objetivo principal se logra mediante tres pasos

fundamentales:
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1. Transformar y disolver componentes biodegradables en productos finales
aceptables.

2. Capturar e incorporar sélidos coloidales no sedimentables a un floculo
bioldgico, también llamado biopelicula.

3. Transformar o remover nutrientes como nitrégeno y fosforo.

Sin embargo, conocer las caracteristicas de la biomasa que predomina o se ha logrado
adaptar al efluente a tratar es relevante. En este sentido, la Tincion de Gram permite
diferenciar dos grandes dominios de especies bacterianas: bacterias Gram positivas y
bacterias Gram negativas (Sandle, 2021). Ademads, permite la caracterizacion fenotipica de
estas por su tamano y morfologia celular (Leber, 2016). El procedimiento que desarrolld
Hans Christian Gram, ahora llamado tincion de Gram, demostrd dos categorias generales de
bacterias que causaban neumonia: algunas se tefiian de violeta y otras se tefiian de rojo. Las
bacterias tefiidas de azul fueron conocidas como Gram positivas, y las tefiidas de rojo como
Gram negativas. Pero fue hasta 1963 cuando M.R.J. Salton explic6 el mecanismo de
diferenciacion de la técnica de Gram. La tincién de Gram diferencia a las bacterias en dos
grandes grupos. Se llama bacterias Gram positivas a aquellas que retienen la tincion azul-
violeta, y se denomina bacterias Gram negativas a las que se decoloran y después se tifien
con safranina. Esta diferencia de tinciones se debe a la estructura de las paredes celulares de
ambos tipos de bacterias (véase Tabla 1.4). Corrales et al., (2013), destaco que las bacterias
Gram positivas tienen una pared gruesa compuesta de peptidoglucanos y polimeros, e

impermeable, que hace que resista la decoloracion (véase Figura 1.5).

En cambio, las bacterias Gram negativas tienen una capa delgada de peptidoglucanos
mas una bicapa de lipoproteinas que se puede deshacer con la decoloracion. La tincion de
Gram puede proporcionar informacion rapida para diagnosticos de infecciones, puede revelar
los agentes causales incluso con una toma de muestra no adecuada. También hace posible
distinguir entre contaminacion de la muestra y una verdadera infeccion. Puede ayudar al
clinico a seguir o cambiar un tratamiento antibiotico inicial antes de los resultados del cultivo,
y en algunos casos, es capaz de mostrar la necesidad de una atencién médica urgente

(Rodriguez & Arenas, 2018).
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Tabla 1.4 Diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram negativas (Rodriguez &
Arenas, 2018).

Bacterias Gram + Bacterias Gram -

Color de la tincion de Gram Violeta Rojo
Pared Celular Gruesa Delgada
Presencia de lipopolisacaridos en
pop Ausente Presente
pared celular
Presencia de acidos lipoteicoicos
L. P y Presente Ausente
teicoicos en pared celular
Porina
Acide Bpotekoico
Membrana exter ] I J 1
Acido teicolco m
Peptidoglicano
(] Foy a = F=1
Espacio e o
petipasmatico o o
Iybgerriter i ' .
citoplasmatica

e r":i:- ;rﬁim{s" {

Pared de las bacterias Gram negativas

Pared de las bacleras Gram posilivas

Figura 1.5 Estructura de la pared bacteriana de Gram positiva y negativa.

Para este trabajo de tesis, ademas de la informacion fenotipica que puede otorgar esta técnica
nos ayuda a identificar la necesidad de oxigeno en el sistema de reaccidn, ya que, las bacterias
Gram positivas son anaerobias obligadas, en cambio, un gran grupo de bacterias aerobias que
toman color rosado (Gram negativas). Es asi como se menciona que la clave para la reduccion
eficiente de la DBO y DQO son las comunidades bacterianas, asi mismo, es de suma
importancia conocer las caracteristicas de la biomasa microbiana para una mejor adaptacion

al efluente.

1.9.3. Tincion de azul de metileno.

La tincion de azul de metileno también conocida como Loeffler es una técnica simple que es

utilizada para fines diversos, tales como la determinacion de la morfologia bacteriana. De
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acuerdo con la literatura también es utilizada como complemento de la tincion de Gram,
especialmente para la tincion de bacterias Gram-negativas, como las especies de Neisseria,

esto de acuerdo con Constanza et al., (2019).

Por su parte, Gonzalez et al., (2020) menciona que esta técnica es empleada para la
observacién de los granulos metacromaticos en las bacterias, es decir, inclusiones

citoplasmaticas que sirven como reserva energética y de fosfato.

Asi mismo, Constanza et al., (2019), menciona que el azul de metileno permite distinguir
estructuras que resultan poco visibles con la tincion de Gram, como revelar la morfologia de
las bacterias fusiformes (delgadas y largas) y espiroquetas (en forma de espiral). Este
colorante tifie los granulos de un azul intenso mientras que el resto de las células adquiere un
tono azul claro. De acuerdo con diversos autores, el tiempo de exposicion al reactivo varian

de 3 minutos a 5 minutos dependiendo de la cepa utilizada Gonzalez et al., (2020).

La importancia de la técnica radica en su uso como herramienta complementaria de la tincion
de Gram, ya que permite una mejor visualizacion de ciertas estructuras bacterianas que, de
otro modo, podrian pasar desapercibidas, facilitando asi una identificacion mas precisa de la

morfologia bacteriana, asi como la viabilidad microbiana.

1.9.4 Densidad celular

El crecimiento de una poblacion bacteriana puede ser entendido desde diferentes
perspectivas y de acuerdo con éstas se puede llegar a determinar la medida del crecimiento
mediante metodologias. Para algunos, es la capacidad para multiplicarse que tienen las
células individuales, esto es iniciar y completar una division celular. De esta forma, se
considera a los microorganismos como particulas discretas y el crecimiento es entendido
como un aumento en el nimero total de particulas bacterianas. Para otros, el crecimiento
implica el aumento de los microorganismos capaces de formar colonias debido a que s6lo se
tiene en cuenta el numero de microorganismos viables, esto es capaces de crecer
indefinidamente. Para bacterianos, bioquimicos los fisidlogos y bidlogos moleculares una
medida del crecimiento es el incremento de biomasa. Para ellos, la sintesis macromolecular
y un incremento en la capacidad para la sintesis de los componentes celulares es una medida

del crecimiento. Para este grupo la division celular es un proceso esencial pero menor que
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rara vez limita el crecimiento, ya que lo que limita el crecimiento es la capacidad del sistema
enzimatico para utilizar los recursos del medio y formar biomasa esto de acuerdo con la

literatura consultada Ramirez et al., (s.f.).

El recuento celular mediante microscopia Optica es la técnica mas utilizada para
estimar la densidad celular, ya que es un método sencillo y poco costoso (econémicamente
hablando). Sin embargo, es un método que resulta algo tedioso en su faceta instrumental
(Gallego Albiach & Pérez Igualada, Estimacion de la densidad celular mediante el uso de

camaras de recuento).

Ahora bien, para calcular la densidad celular se emplea la Ecuacion 2 (Gallego Albiach &

Pérez Igualada).

Densidad — Numero de células contadas Ee.9
ensidaa = (Superficie de conteo (mm?)x Profundidad (mm)x Diluciéon) ¢

Mencionando que para realizar el conteo se utiliza la cdmara de Neubauer, siendo este
un dispositivo utilizado en los laboratorios para realizar el recuento de células en un volumen
conocido de una muestra liquida. Consta de una cuadricula de 9 cuadros y cada cuadrado
grandes contiene 16 cuadrados mas pequenos. Estos cuadrados mas pequeios estan divididos
en 25 cuadriculas mas pequefias, lo que resulta en un total de 400 cuadriculas (véase Figura
1.6). Virrueta et al., (2023), describe que cada una de estas cuadriculas tiene una profundidad
precisa y conocida, lo que permite el calculo del volumen de muestra contenida en cada

cuadricula.

24



Volumen ,,4rante = (Imm) x (1mm) x (0. 01mm)

o

‘. ViR

™~
-]

Figura 1.6 Cuadricula camara de Neubauer

1.9.5 Grupos bacterianos Clostridium

Es un género de bacterias anaerobias formadoras de esporas termorresistentes, que en
ausencia de oxigeno y poca acidez germinan y producen toxinas. Estdn ampliamente
distribuidas en la naturaleza y en el medio ambiente. Por ello, pueden transmitirse a una gran
diversidad de alimentos, tanto crudos como transformados (conservas, fermentados,
ahumados, envasados, etc.). Se encuentran dentro de la clasificacion de anaerobicos estrictos.
Estos organismos son potencialmente capaces de producir hidrégeno adicional mediante la
re-oxidacion del NADH generado durante la glucolisis, hasta dos moléculas adicionales de

H2 pueden generarse por esta ruta (Rodriguez Cortés , 2016).

1.9.6 Electrocoagulacion.

El método que consiste en inducir corriente eléctrica en el agua residual a través de
placas metalicas paralelas de diversos materiales puede resultar eficaz en la decoloracion de
la vinaza, dado a que su coloracion marron oscura caracteristica se debe a su alto contenido
de taninos, 4dcidos himicos, caramelos y melanoidinas, que son producidos por la reaccion
de Maillard menciona Gamboa et al., (2011), ademas, ocurre entre azicares y proteinas en el
proceso de produccion de etanol, y que debido a que estos compuestos tienen propiedades
recalcitrantes y antimicrobianas, el proceso de electrocoagulacion puede ser una
recomendacion para realizarse un tratamiento previo y asi potenciar el tratamiento bioldgico
del efluente y crecimiento de biomasa indica Montafio et al., (2019). Con lo anterior se

puntualiza que la electrocoagulacion tiene un enfoque prometedor para la neutralizacion de
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la vinaza y el posterior tratamiento bioldgico, en particular porque es dificil encontrar

métodos de neutralizacion del pH que no agreguen iones contaminantes.

1.9.7 Adaptacion de consorcios y caracterizacion.

De acuerdo con un estudio realizado se menciona que un consorcio de
microorganismos nativos de aguas residuales son una fuente viable para crear una cepa
microbiana capaz de reducir bajas y altas cargas organicas, ademas el tipo de tratamiento
biologico elegido es el ideal para el proceso de bioestimulacion del consorcio de
microorganismos, dando lugar a su rapida adaptacion, esto de acuerdo con Garcia et al., (s.f.).
Hay que mencionar que el uso de consorcios presenta desafios especialmente relacionados a
la estabilidad del proceso, pero que se ofrece menor susceptibilidad a la contaminacion por
bacterias consumidoras de H, y Oxigeno. Asi mismo, Wall y colaboradores mencionan que
una comunidad microbiana diversa es mas adaptable a la variacion del sustrato debido a la
presencia de rutas metabolicas alternativas capaces de desarrollar una red alimentaria donde
grupos especificos de organismos mantienen una baja concentracion de productos
intermedios criticos y promueven el flujo de carbono y electrones desde la materia prima
hasta el producto deseado (2008). Asi es como se resalta que la adopcion de consorcios
microbianos es importante ya que estos pueden desarrollarse a partir de microorganismos

nativos de aguas residuales, lo que les permite enfrentar bajas cargas organicas.
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pero el fruto es dulce”

-Aristoteles

La metodologia de este trabajo de tesis esta dividida, dividido en cuatro etapas, cada una de

ellas responde a los objetivos especificos del estudio y permite abordar, de manera
progresiva, el andlisis del efecto de la fuente de carbono en la generacion del consorcio
microbiano. La metodologia combina técnicas clasicas con herramientas modernas,
garantizando una investigacion rigurosa. Como ya se menciond, la estrategia de trabajo se
divide en cuatro etapas. La primera etapa se enfoca en la realizacion de pruebas
experimentales para estimular el crecimiento de microorganismos propios de la vinaza
empleando diferentes formulaciones para la preparacion del inoculo. En la segunda etapa se
determinan las caracteristicas fenotipicas del consorcio microbiano, destacando la aplicacion
de dos técnicas de tincion principales. La tercera etapa consiste en la determinacion de
viabilidad del indculo, mediante tres indicadores especificos que permiten establecer su
funcionalidad. Por tltimo, la cuarta etapa esta orientada en la determinacion de la capacidad
del consorcio microbiano para la degradacion de la vinaza, empleando un analisis por
espectrofotometria UV-Vis. La Figura 2.1 muestra un esquema general del procedimiento

seguido, el cual permite contextualizar la metodologia aplicada.
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Vinaza Cruda

(pH=4, solidos Vinaza diluida
disueltos 86 g/1)

Agregar nutrientes, biomasa y
KOH para ajustar el pH*

Las muestras enriquecidas
con BMR* se someten a
45°C por 40 min.

Evaluar el crecimiento
microbiano en un lapso de 6-
15 dias a diferentes
temperaturas (35°C y 25°C)

Evaluar el efecto de
electrocoagulacion en los
sistemas de mayor
crecimiento.

Tincién de Gram Tincién de azul de metileno

Conteo con camara de neubauer

Etapa I | Variaciones de pH

Densidad celular por

Etapa II determinacion de absorbancia

Determinacion de solidos

Etapa III suspendidos

Determinacion de capacidad del
consorcio para degradacion de

Etapa IV

vinaza

Figura 2.1 Esquema de procedimiento a seguir en tesis
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2.1. Pruebas experimentales para estimular el crecimiento de microorganismos
propios de la vinaza.

2.1.1 Preparacion del inoculo.

Se disefiaron 13 formulaciones para la preparacion del indculo (ver Tabla 2.1), cada
una con su respectiva fuente de carbono (vinaza, glucosa, harina de maiz y harina de arroz).
La coutilizacion de fuentes de carbono es muy ventajosa, ya que puede beneficiar el
crecimiento celular, ademés de mejorar el rendimiento y productividad. Segiin lo reportado
por Ma et al. (2024), la glucosa es la fuente de carbono preferida, con alta prioridad y
eficiencia catabolica. Por otro lado, las harinas al contener como principal nutriente al
almidon proporcionan nutrientes complejos (amilasa y amilopectina) para el crecimiento de
los microorganismos, ademads, al ser mezclada con otros componentes puede formar un

sustrato mas efectivo, esto de acuerdo con los autores Vega et al. (2023); Hernandez et al.

(2019).

Como fuente de nitrogeno se utilizo extracto de levadura, debido a su importancia en
la generacion de biomasa. Ademads, la eleccion respondié a criterios de accesibilidad
economica, de acuerdo con Rojo et al. (2023). En cuanto a los micronutrientes, se empled
vinaza. Debido a su riqueza en materia organica (azucares, aminoacidos, acidos organicos) e
inorgénica soluble donde predomina el potasio, calcio y azufre, ademas, puede ser utilizada
para ser digerida en anaerobiosis para obtencion de biogéas y para constituir sustrato para la

produccion de biomasa datos obtenidos de Cajo et al. (2011).

La vinaza fue suministrada por Mezcal Artesanal Mi General Salazar, ubicado en
Atlixco, Puebla; mientras que la glucosa, harina de maiz, harina de arroz y extracto de
levadura fueron obtenidos del laboratorio de investigacion CA-247 de la facultad de

Ingenieria Quimica.

Es relevante mencionar que el inoculo final esta conformado por el medio microbiano
base presente en la vinaza, complementado con la formulacion que favorecid6 un mejor

crecimiento microbiano y una mayor produccion de biogas.
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Tabla 2.1 Formulaciones para la preparacion del inoculo.

1 MI Extracto de levadura (0.0209 g), vinaza

2 MIR Extracto de levadura (0.0209 g), vinaza, BMR

3 M3 Glucosa (0.075 g), vinaza, KOH

4 M3R Glucosa (0.075 g), vinaza, BMR

5 Mss Extracto de levadura, glucosa, vinaza

6 MssR  Extracto de levadura (0.09 g), glucosa (0.033 g), vinaza, BMR

M5 Harina de maiz, vinaza

8 M6 Harina de arroz, vinaza

9 M7 Harina de arroz, vinaza

10 M8 Harina de arroz (0.2024 g), Glucosa (0.2024 g), KOH y vinaza diluida

11 M9 Extracto de levadura (0.780g), Harina de arroz (1.56 g), vinaza
diluida y KOH

12 MO9R Extracto de levadura (0.78 g), Harina de arroz (1.56 g), KOH y vinaza
diluida

13 M9.2 Extracto de levadura (0.78 g), Harina de arroz (1.56 g), KOH y vinaza
diluida

2.1.2 Condiciones de mantenimiento.

Durante el periodo de incubacion, los indculos fueron mantenidos mediante la adicion

periddica de nutrientes. Se hizo uso de 2 g/l de harina de arroz, 3 g/l de extracto de levadura

y 1 g/l de glucosa. A cada sistema se le adicionaron 5 ml cada 48 horas.

2.1.3 Pruebas vinaza cruda y diluida.

Las pruebas se realizaron de manera secuencial como se muestra en la Figura 13. Se partio

de dos escenarios experimentales: la vinaza cruda (sistemas 1 al 9) y vinaza diluida (sistemas

10 al 13). En ambos casos, se agregaron nutrientes, biomasa y se ajust6 el pH a 7 con KOH

(1M), con el fin de establecer condiciones semejantes entre los indculos seleccionados de

acuerdo con Torres et al. (2019).
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Para continuar, en las formulaciones 2,4 y 6, la vinaza fue enriquecida con 1 ml de biomasa
de rumen (BMR) y fue sometida a un tratamiento térmico a 45°C por 40 min, para asegurar
la separacion de grupos bacterianos del género Clostridum del resto de los microorganismos
presentes en la muestra (Rodriguez et al., 2016). Después de someterse a enfriamiento a
temperatura ambiente se aplico el método de aislamiento bacteriano por dilucion segun Sanz
Cervera (2011). Para ello, se emple6 1 ml de la muestra original y se mezcl6 con 24 ml de
agua destilada y esterilizada. Con la dilucion final se prepararon los medios correspondientes
a las formulaciones F1 y F3. En el caso de las formulaciones F2 y F4, se emplearon 25 ml de
vinaza sin diluir. Las 4 formulaciones fueron incubadas en un horno de conveccion natural
(marca GC) a 35°C durante 15 dias, procedimiento mencionado para mantener las

condiciones estables Espinosa et al. (2007)

2.1.4 Evaluacion de crecimiento microbiano.

Finalizado el procedimiento de preparacion, se evalio el crecimiento microbiano durante un
lapso de 6 dias a 15 dias. Las incubaciones se realizaron a diferentes temperaturas: 25°C y

35°C, seleccionadas con base en las cinéticas disponibles de trabajos previos como Brito (sf).

La Figura 2.2 muestra un esquema simplificado del procedimiento de tratamiento de las

formulaciones.

Vinaza Cruda (pH=4, s6lidos

disueltos 86 g/1) Vinaza diluida

Agregar nutrientes, biomasa y KOH para ajustar el pH*

Las muestras enriquecidas con BMR* se someten a
45°C por 40 min.

Evaluar el crecimiento Evaluar el efecto de
microbiano en un lapso de 6 electrocoagulacion en los

dias-15 dias a diferentes sistemas de mayor crecimiento.
temperaturas (35°C v 25°C)

Figura 2.2 Procedimiento de tratamiento de las formulaciones.
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Se detallan las etapas de adicion de nutrientes, ajuste de pH, tratamiento térmico con biomasa
de rumen (BMR), evaluacion del crecimiento microbiano a diferentes temperaturas y analisis

del efecto de la electrocoagulacion en los sistemas de mayor crecimiento.

2.2. Determinacion de las caracteristicas fenotipicas.

Para el cumplimiento del objetivo dos, se presenta la siguiente metodologia.

En este apartado se llevaron a cabo dos tinciones: Gram y azul de metileno, asi como pruebas
de variaciones de pH, con el propdsito de identificar caracteristicas fenotipicas del consorcio

microbiano presente en los inoculos seleccionados.

2.2.1 Tincion de Gram.

Se realizo la tincion de Gram con el objetivo de diferenciar a las Gram positivas de las Gram
negativas, lo cual permite deducir ciertas propiedades fisioldgicas como identificar la

anaerobiosis y facilitar el conteo celular esto de acuerdo con Corrales et al., (2020).

El andlisis se llevd a cabo siguiendo los métodos estandar de andlisis de agua y aguas

residuales (APHA-AWWA-WPCEF, 1998). El procedimiento seguido fue el siguiente:

1. Se esteriliz6 el portaobjetos con agua destilada.

2. Se tomo una alicuota de 1 ml de la muestra de vinaza.

3. Se mezclan 15 ml de vinaza en 15 ml de agua destilada.

4. Se colocd una alicuota de 0.05 ml en el portaobjetos previamente esterilizado

(extendiendo la muestra obtenida en una pelicula fina y uniforme).

e

Se fij6 la muestra en el portaobjetos utilizando un mechero de laboratorio.

6. Se adicion¢ el colorante violeta de cristal en el portaobjetos, dejandolo actuar durante
90 segundos.

7. Se realiz6 un enjuague con un decolorante .3.

8. Se aplico yodo sobre el portaobjetos durante 90 segundos.

9. Se realiz6 un segundo enjuague al portaobjetos con decolorante .4

10. Se aplic6 safranina en el portaobjetos durante 60 segundos.

11. Se lavo el portaobjetos con agua destilada para eliminar el exceso de colorante.

12. Finalmente, se seco el portaobjetos con ayuda del mechero.
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13. Las tinciones fueron observadas en un microscopio 6ptico binocular Marca Motic,

modelo BA310E con objeto de 100x (véase Figura 2.3).
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Figura 2.3 Procedimiento con Microscopio optico binocular marca Motic
modelo BA310E

2.2.2 Tincion con azul de metileno.

Con el objetivo de evaluar la viabilidad microbiana e identificar caracteristicas morfoldgicas
como forma (cocos y bacilos), el tamafio (0.1 micras a 4 micras) vy el tipo de agrupacion
(estreptococos, tétradas, sarcinas, estafilococos, cocobacilo y estreptobacilos) se realizé una

tincidon con azul de metileno, segun lo descrito en la literatura por Gonzélez et al. (2020).

El procedimiento se llevé a cabo siguiendo el protocolo mencionado por Sami et al. (1994),

el cual se describe a continuacion:

1. Se tom6 una muestra de 1ml de la vinaza y se diluy6 en una proporcion de 1:25 con
aguas destilada.

2. Se aplico la solucion de azul de metileno a la muestra diluida y se dejo actuar durante
4 minutos.

3. Se colocod una alicuota de 0.05 ml de la muestra en la camara de Neubauer,
previamente preparada con el cubreobjetos colocado.

4. Se permiti6é que la muestra ingresara por capilaridad hasta asentarse.

5. Se agreg6 una gota de aceite de inmersion al cubreobjetos.

6. Se procedid con la observacion con el microscopio modelo Motic BA310E,
empleando un objetivo de 100x

7. Finalmente, se registraron los datos correspondientes a la viabilidad microbiana.
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Figura 2.4 Tincion simple. Microorganismos teniidos con azul de metileno

2.2.3 Variaciones de pH

El analisis de las variaciones de pH se llevo a cabo con el objetivo de caracterizar la acidez

natural de la vinaza, asi como, ajustar el pH para detectar posibles cambios en las

caracteristicas fenotipicas de acuerdo con Diaz et al. (2017).

El procedimiento por seguir es el siguiente:

1.

Se tom6 una muestra de 1 ml de vinaza y se diluyd en una proporcion de 1:25 con
agua destilada.

Se midi6 el pH utilizando potenciometro Hanna Instruments modelo HI 223 (véase
Figura 2.5).

Se ajusto el pH a 7 mediante la adicion de 0.2 ml de KOH en el estado inicial (1M).
Se monitored el pH diariamente ya que este puede cambiar a lo largo del tiempo.
Finalmente, se evalu6 como estos cambios afectaron el pH, de acuerdo con el

procedimiento descrito por Aristizabal (2015).

Figura 2.5 Potenciometro Hanna Instruments modelo HI 223
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2.3 Determinacion de viabilidad del inoculo

Para el cumplimiento del objetivo tres se evalud la viabilidad del inéculo; es decir, la
habilidad de una poblacion microbiana para multiplicarse y producir una colonia
macroscopica en un medio de cultivo o producir turbidez en un medio liquido apropiado esto
de acuerdo con la bibliografia consultada Guerra et al. (2020), para ello, se utilizaron tres
indicadores, uno directo, mediante el conteo celular y dos indirectos, a través de la medicion

de absorbancia y determinacion de solidos suspendidos.

2.3.1 Conteo celular.

Para esta evaluacion se empleo la camara de Neubauer, con el fin de realizar un recuento de
células en un volumen conocido de la muestra de vinaza. El procedimiento seguido se

describe a continuacion:

1. Se mezclaron 15 ml de vinaza con 15 ml de agua destilada, obteniendo una dilucion
de 1:2.

2. Se colocod con cuidado el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer, evitando
burbujas y derrames.

3. Con ayuda de una pipeta, se depositaron 0.05 ml de la muestra diluida (1:2) en el
borde de la cdmara de Neubauer. De esta manera la muestra se introdujo por
capilaridad.

4. Se dejo reposar durante cuatro minutos para que las células se asentaran y
distribuyeran de manera homogénea.

5. Se realizé la observacion con ayuda del microscopio dptico binocular Marca Motic,
modelo BA310E, con objeto de 100x

6. El conteo celular se efectio en un area de 1 mm? , con una profundidad de 0.1 mm
(véase Figura 15) (Sami y otros, 1994).

7. A partir de las imagenes obtenidas por esta técnica se calculo la densidad celular de
acuerdo con la Ecuacién 2, mencionando que se obtienen unidades de

células por mililitro de acuerdo con Gallego et al., (sf).

Densidad — Numero de células contadas Ee.2
ensiaad = Superficie de conteo (mm?)x Profundidad (mm)x Diluciéon ¢

35



Mencionando que la superficie de conteo es el area observada, mientras que la profundidad

se refiere a la distancia que existe entre la camara de Neubauer y el cubreobjetos (véase

Figura 2.6).

Volumen . q4rante = (Imm)x(1mm)x(0.01mm)

]

©
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=]
2mm

Figura 2.6 Conteo celular con camara de
Neubauer (Subia et al., 2018)

2.3.2 Densidad celular por determinacion de absorbancia.

Para este analisis se utilizo la luz visible en un rango de 400nm-700 nm, en el cual se midid
la turbidez causada por células en suspension, como indicador del crecimiento celular esto

de acuerdo con la referencia Franco et al. (2023).
El proceso se llevo a cabo siguiendo los siguientes pasos:

1. Se prepard una dilucion de la muestra en una proporcion de 1:2 (15 ml de vinaza y
15 ml de agua destilada).

2. Se tomd en una cubeta de espectrofotometro 1 ml de muestra diluida (1:2) y en otra
agua destilada la cual funge como blanco.

3. Se encendio el espectrofotdémetro UV-Vis modelo GENESYS 30 (véase Figura 2.7)
y se calibr6 a cero la absorbancia utilizando la cubeta con agua destilada.

4. Una vez que fue calibrado el equipo se quit6é la muestra de blanco y se coloco la

cubeta con muestra de vinaza diluida.
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5. Se realiz6 el barrido correspondiente, y al finalizar, se registraron las absorbancias
obtenidas a 600 nm, que es cominmente utilizada para estimar crecimiento celular de
acuerdo con los autores Camacho et al. (2010).

6. Por ultimo, se almacenan los resultados. A partir de los valores de absorbancia se
determinaron las velocidades maximas de crecimiento celular bajo las condiciones

establecidas de acuerdo con la literatura reportada Muloiwa et al. (2020).

Figura 2.7 Espectrofotometro UV-Vis GENESYS 30
2.3.3 Determinacion de sélidos suspendidos.
El tercer indicador es la determinacion de solidos suspendidos. Esta técnica se empled
con el fin de separar la biomasa microbiana por medio de un centrifugado, y, a su vez
cuantificar los sélidos suspendidos presentes en la muestra de acuerdo con Contreras et al.

(2001). La secuencia de pasos se describe a continuacion:

1. Se esterilizaron los tubos de centrifuga con una capacidad de 50 ml para evitar
contaminacion.

2. A partir de esto, se tomaron 180 ml de vinaza y se diluyeron en una proporcion de 1:5.
La muestra fue agitada hasta homogenizarla.

3. Se pesaron los tubos vacios de centrifuga vacios en bascula OHAUS Adventurer modelo
H-5276.

4. Posteriormente, se vertieron en los tubos de centrifuga 45 ml de la muestra diluida,
asegurandose de cerrarlos correctamente para evitar derrames y garantizar un equilibrio
adecuado durante la centrifugacion.

5. A continuacion, se pesaron los tubos de centrifuga con la muestra deseada.

6. Los tubos balanceados se colocaron en una centrifuga Labnet modelo HERMELE Z300
(véase Figura 2.8). y se centrifugd a 5000 rpm por 15 minutos (Chen et al., 2021).

7. Se transfiri6 el sobrenadante en otros tubos de centrifuga y se procedio al secado.
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8. Luego, se realizo el pesaje de solidos en la misma balanza.

9. Se registraron los datos obtenidos y se desecharon adecuadamente los residuos de vinaza
en contenedor especial.

10. Finalmente, la masa de solidos separados por centrifugacion fue determinada por

gravimetria, utilizando la Ecuacion 3.

SST = Myypotsst — Mtuboseco Ec.3

Figura 2.8 Centrifuga Labnet modelo HERMELE Z300

2.4 Determinacion de la capacidad del consorcio microbiano para la degradacion de la
vinaza.

En esta etapa se evaluo el desempefio de los procesos de tratamiento mediante el andlisis de
la absorbancia, considerando las variaciones en la intensidad de color dentro del rango 450
nm-455 nm, asi como un barrido espectral de 325 nm-640 nm, con el propoésito de identificar
los picos caracteristicos de la vinaza, esto de acuerdo con la literatura Padilha de Souza et al.

(2015). Para ello, el procedimiento empleado es el siguiente:

1. Se calibro el espectrofotometro UV-Vis modelo GENESYS 30 a cero usando una cubeta
con agua destilada como blanco.

2. Después, se retir6 la cubeta del blanco y se colocé la cubeta con la muestra de vinaza
diluida.

3. Se realiz6 un barrido en el rango de 325 nm-640 nm, identificando los picos

caracteristicos de la vinaza (Padilha de Souza y otros, 2015).
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4. A continuacion, se registraron las absorbancias especificas en el intervalo de 450 nm -
455 nm, correspondientes a la intensidad de color mencionadas por Del Gobbo et al.,
(2019).

5. Finalmente, la degradacion de la vinaza fue determinada mediante la Ecuacion 4,
mientras que el rendimiento de degradacion se calculd utilizando la Ecuacion 5, el

proceso de calculo se explica a continuacién:

5.1 Inicialmente, se toman los valores de absorbancia (inicial y final) a 455 nm.

5.2 Posteriormente, se calcula el porcentaje de reduccion. De acuerdo con la Ecuacion
4, se realiza una diferencia entre la absorbancia inicial y final, dividiendo el resultado
entre la absorbancia inicial. Finalmente, este cociente se multiplica por 100 para

obtener el porcentaje de degradacion.

., Abs, — Abs
% de Reduccion Abs = Tx 100 Ec.4
o

En donde, Abs, es la absorbancia inicial y, 4bs es la absorbancia después del

tratamiento.

5.3 Para calcular el rendimiento celular:
Se obtiene por medio del cociente entre la tasa de cambio de absorbancia y la tasa de

crecimiento celular, obteniendo el rendimiento.

_rmax,abs

Yabs =
/celulas +max.cel

(-5

Y R ot Ec5
abs/celulas (+AN°'Cel)

Yabs ot Rendimiento de sustrato degradadot,, gy aps
celuilas

—Tmaxabs = Tasa maxima de degradacion o consumo del sustrato

+7max.cet = Tasa maxima de crecimiento celular.
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5.4 Se evalua la tasa de cambio de absorbancia con respecto al tiempo, que representa a

la velocidad de degradacion del sustrato.

Alabs] _ Abs — Abs,
At t—t,

Ec.5.1

Alabs]
At

= Cambio en la concentracién de sustrato degradado por unidad de tiempo
t = tiempo final

t, = tiempo inicial

5.5 Calculo de la tasa de biomasa generada. La tasa puede calcularse por dos
métodos:

a) Por medio del cambio en el nimero de células:

+ANo. Cel Xcel —Xcel,

Ec.5.2
At t—t, ¢

ANo.Cel
+—

AT Cambio en el nimero de células en un intervalo de tiempo.

X.e1 = Acumulados de conteo celular final

Xcely, = Acumulados de conteo celular inicial

b) Por concentracion de solidos suspendidos (SS):

AC Css — Css
+ SS — 0

Ec.5.3
At t—t, ¢

Css = Concentracion final de sélidos secos

Cssy, = Concentracién inicial de sélidos secos
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2.4.1 Determinacion de la capacidad de degradacion de vinaza.

La formulacién que mostré el mayor rendimiento de crecimiento fue seleccionada para
someterse a pruebas de electrocoagulacion de bajo voltaje: 0 V, 1V, 1.5 V durante un tiempo
de exposicion de 30 minutos. De acuerdo con Ojeda, las pruebas de electrocoagulacion son
un tratamiento electroquimico muy utilizado en el tratamiento de residuales, por medio del
cual se desestabilizan contaminantes suspendidos haciendo pasar una corriente eléctrica a

través de este (2010).

El equipo utilizado fue el BK PRECISION 1550 (véase Figura 2.9) como fuente de poder
sobre la muestra de vinaza, esto debido a que la vinaza contiene sustancias que intervienen
en reacciones REDOX. Posteriormente, se realizé un monitoreo de la absorbancia a 550 nm,
el pH y temperatura durante un periodo de 6 dias, esto con el fin de evaluar la evolucion de

remocion, la cual es calculada de acuerdo con la ecuacion 4.

Figura 2.9 Fuente de poder BK PRECISION 1550.
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“En la naturaleza, la
cooperacion es tan
importante como la
competencia”

-Lynn Margulis

En este capitulo se presentan los principales resultados obtenidos durante la adaptacion de
consorcios microbianos provenientes de la vinaza de mezcal. El trabajo se dividid en cuatro
etapas, las cuales permitieron evaluar el comportamiento del consorcio en diferentes

condiciones.

Inicialmente se seleccionaron las formulaciones més factibles para estimular el crecimiento
microbiano, utilizando una fuente de carbono, nitrégeno y de micronutrientes. Para la fase
posterior, se realizd una caracterizacion fenotipica de consorcio mediante tinciones (tincion
de Gram y azul de metileno). En la tercera fase, se evalto la viabilidad del in6culo a través
de un conteo celular haciendo uso de la camara de Neubauer, la medicion de sélidos
suspendidos y la densidad celular por medio de la determinacion de absorbancia. Por ultimo,

se analizo la capacidad del consorcio microbiano para la degradacion de la vinaza.
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3.1 Pruebas experimentales para estimular el crecimiento de microorganismos propios
de la vinaza.

De las 13 pruebas experimentales que se realizaron con su respectiva fuente de
carbono, nitrégeno y de micronutrientes se realizé un monitoreo inicial de pH y temperatura
para evaluar condiciones de la vinaza, asi como el crecimiento celular obtenido en los
sistemas M1-M6 y M9.2. Dado que los tiempos de muestreo variaban entre algunas pruebas,

se optd por analizar inicamente aquellos momentos en los que coincidian, especificamente

en las horas 24, 48, 72 y 168.
Los resultados se presentan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Determinacion de pH y temperatura indculos M1-M9.2

Parametro MI1R M3 M3R Mss MI9R M9.2

Ph 43 43 43 43 42 49 43 43 34 39 3.6 3.1

pH ajustado 7.9 7.3 7.8 7.1 7 84 729 729 69 43 7 5.9

Temperatura 35 35 35 35 35 35 35 35 25 25 25 25
(°C)

Y los resultados obtenidos para las muestras seleccionadas para conteo celular y monitoreo
de pH se muestran en la Tabla 3.2. Crecimiento microbiano en indculos M1-M6 y M9.2 y
Tabla 3.3 Monitoreo de pH (24h-168 h) en inoculos M1-M6 y M9.2. Asi mismo, en la Figura

3.1, se muestran de manera ilustrativa los resultados obtenidos en las tablas mencionadas.

Tabla 3.2 Crecimiento microbiano en inoculos M1-M6 y M9.2

Numero de Ml

células Gram +

24 h 45 34 66 45 62 30 57 61
48 h 29 75 37 25 61 21 25 53
72 h 23 42 20 70 32 32 35 84
168 h 38 81 18 29 71 31 19 198
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Tabla 3.3 Monitoreo de pH (24h-168 h) en inoculos M1-M6 y M9.2.

pH M1 MI1R K] M3R Mss MS Mo MS9.2
24 h 7.9 7.3 7.8 8.8 6.7 7.59 2.29 3.1

48 h 7.9 7.7 7.2 7.1 7 7.3 7.9 6.789
72 h 7.09 7.1 8.768 8.159 7.1 7.48 7.42 6.931
168 h 7.6 7.26 7.45 7.7 7.029 7.235 7.322 7.628

Crecimiento celular
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Figura 3.1 Crecimiento celular en indculos M1-M9.2.

Nota. El grafico representa el crecimiento de células Gram positivas en los inéculos M1-M6

y M9.2 medidos en un lapso de 7 dias.

A partir de la grafica se observa que el indculo M9.2, derivado del indculo Mss, present6 el
mayor crecimiento celular, lo que sugiere que esta combinacién de condiciones favorecid

significativamente el desarrollo microbiano en comparacion de los demas indculos.

Se prosigui6 con calcular la densidad celular. Para ello, se hizo uso de la ecuacion 2,

explicada en la metodologia (véase capitulo II), la cual nos permitié obtener el nimero de
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Céluias). Los resultados se presentan en la Tabla 3.4 Densidad celular

celular por mililitro (

para indculos M1-M6 y M9.2.

Tabla 3.4 Densidad celular para indculos M1-M6 y M9.2.

Inéculo Numero de Superficie Profundidad Dilucion Densidad

células de conteo mm

Acumuladas mm?

M1 134 0.2 0.1 25 0.268x10%células
/ml
MIR 231 0.2 0.1 25 0.462x10%células
/ml
M3 139.5 0.2 0.1 25 0.279x10°células
/ml
M3R 168 0.2 0.1 25 0.336x10%células
/ml
Mss 224.5 0.2 0.1 25 0.449 X10%células

M6 135.5 0.2 0.1 25 0.291x10° células
/ml
M9.2 396 0.2 0.1 30 0.792x10° células
/ml

Como se observa en la Tabla 3.4, la mayor densidad celular la obtuvo el indéculo M9.2,

seguida del Mss.

3.2 Determinacion de las caracteristicas fenotipicas.

Para el desarrolld del estudio, se obtuvieron los siguientes resultados en funcion a los

métodos de tincion aplicados para la identificacion de caracteristicas fenotipicas.
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3.2.1 Tincion de Gram y azul de metileno.

A manera de ejemplo se describen los indculos M1R, M6 y Mss (véase Tabla 3.5) para la

tincion de Gram y M9.2 para la tincion con azul de metileno.

Tabla 3.5 Identificacion de Gram positivas en inoculos M1R, M6 y Mss.

t MI1R Meo6 Mss M9.2
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De acuerdo con la tabla anterior (véase Tabla 3.5), se observa que en las primeras 24 horas,

las células observadas en los indculos M1R, M6 y M9.2 aparecen con una mayor cantidad de
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células libres (individuales) y con una baja densidad. En cambio, el inoculo Mss desde las
primeras 24 horas ya muestra agrupamientos celulares mas notorios, lo que sugiere un
crecimiento mas acelerado. Entre las 48h y 72 h, se observa un aumento en la cantidad de
células, especialmente en Mss y MR, ya que, hay mayor cantidad de agrupaciones, mientras
que en M6 y M9.2 es limitado el crecimiento. A las 168 h, los indculos MIR y M9.2,
muestran una agrupacion muy densa (sefialado en la imagen), lo que podria arrojar a la
formacion de una biopelicula como mecanismo de adaptacién y al encontrarse diversos
microorganismos se puede ver influenciada por las diversas interacciones. De acuerdo con la
literatura consultada, la formacion de biofilms S. cerevisiae estd influenciada por la
disponibilidad de nutrientes, principalmente de fuentes de carbono, nitrégeno y lipidos.
Activando al gen FLO11 para la formacién de biofilms cuando hay una reduccion de carbono
y nitrogeno, esto de acuerdo con la literatura consultada Zara et al., (2020). Este proceso es
importante porque favorece la estabilidad y viabilidad celular, reduciendo los tiempos de
tratamiento. Por ende, se establece que la formacion de biopeliculas se debe a una respuesta

por la reduccion de la fuente de carbono y nitrégeno.

Respecto a la morfologia, de acuerdo con Gonzalez et al. (2020), las células presentan una
forma cocoide y bacilar en su mayoria, con variaciones minimas en tamafio y agrupaciones
en forma de tétradas, estafilococos, sarcinas, diplobacilos y estreptobacilos. Y, muestran

estabilidad de acuerdo con las condiciones evaluadas.

3.3. Determinacion de la viabilidad del inoculo.

Para la evaluacion de la viabilidad del indculo, se determinaron las velocidades maximas de
crecimiento celular a partir de curvas de crecimiento, aplicando lineas de tendencia. De esta

manera se identificd en que indculo se presentd una tasa mayor en funcion del tiempo.

En la Tabla 3.6 se presentan las velocidades de crecimiento obtenidas para cada indculo,

respecto al conteo celular.
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Tabla 3.6 Velocidades de crecimiento M1-M9.

Inéculo Tiempo Acumulaciéon
(h) No. Células

chel N AXcel
dt JAY 4

M1 24 44.5 0
M1 48 73 1.188
M1 72 96 0.958
M1 168 134 0.396
MIR 24 34 0
MIR 48 108.5 3.104
MIR 72 150 1.729
MIR 168 231 0.844
M3 24 65.5 0
M3 48 102 1.521
M3 72 121.5 0.813
M3 168 139.5 0.188
M3R 24 45 0
M3R 48 70 1.042
M3R 72 139.5 2.896
M3R 168 168 0.297
Mss 24 61.5 0
Mss 48 122 2.521
Mss 72 153.5 1.313
Mss 168 224.5 0.740
M5 24 29.5 0
M5 48 50.5 0.875
M5 72 82 1.313
M5 168 113 0.323
Mé6 24 57 0
Mé6 48 82 1.042
M6 72 116.5 1.438
Mé6 168 135.5 0.198
M9.2 24 61 0
MO9.2 48 114 2 208
Mo.2 72 198 3.5
MO.2 168 396 2.063
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De acuerdo con las graficas de acumulacion de numero de células y velocidades de
crecimiento (véase Figuras 3.2 y 3.3), el indculo con mayor velocidad de crecimiento es el

del indculo M9.2 con un valor de 3.5. Este comportamiento se atribuye a dicho sistema fue
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Figura 3.2 Acumulacion de No. Células M1-M9.2.
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alimentado cada tercer dia con su respectiva fuente de nutriente, lo cual favorecio su

desarrollo continuo.

Velocidades de crecimiento in6culos M1-M9.2

5 chel M1
—— it
4.5
% M1R
dt
N dX
daX,
cel A&cel
—= = —0.0006t%2 + 0.1323t — 2.7926 a M
3.5 dt ——
2
R? = 0.9988 et yap
3 dt
chel M1R
dt
chel M
dt SS
chel M5
dt
dXCel M6
dT
% M9.2
dt
24 29 34 39 a4 49 eeeeeeees Polindémica % M9.2

tiempo (h)

Figura 3.3 Velocidades de crecimiento inoculos M1-M9.2.

3.3.1 Densidad celular por determinacion de Absorbancia
La densidad celular se determiné por medio de las absorbancias, a una longitud de onda de
600 nm (OD600), rango utilizado cominmente para medir el crecimiento microbiano. En

base a los valores obtenidos, se estimo6 la tasa de cambio de absorbancia respecto al tiempo

Cabs ~ ACqps

S T Como una aproximacion del crecimiento celular. Para ello, se hizo uso de la

ecuacion 5 (véase en capitulo 2).

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7 Determinacion de absorbancias y tasas de cambio en indculos M1-M6 y M9.2.

Inéculo Ti‘z:;po Absorbancias dC,p, § AC g
dt At
xi 12942 288 8:8:2 0.00000
xiﬁ 12942 288 8:823 0.00001
xg 12942 288 8:83; -0.00027
x;ﬁ 12942 288 00..00768 0.00011
ﬁ:z 12942 288 8:(25; -0.00140
i o o g:g; -0.00007
ﬁg 12648 Zgg 0-‘(’)12 -0.00007
e

Analizando que el indculo Mss es la que obtuvo la mayor reduccion en la tasa de absorbancia
seguida de M9.2, que es respuesta de la pérdida de turbidez durante el tiempo evaluado, asi

como a la formacién de sedimentos.
3.3.2 Determinacion de solidos suspendidos.

En esta seccion se presentan los resultados correspondientes a la determinacion de solidos
suspendidos de los diferentes indculos analizados. La Figura 3.4. muestra la acumulacion de
solidos suspendidos registrada en los indculos M1-M6 y M9.2, lo que permite observar el

comportamiento de cada uno.
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Solidos Acumulados de in6culos M1-M9.2
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Figura 3.4 Acumulacion de sdlidos suspendidos en inoculos M1-M9.2.

De acuerdo con la figura 3.4 se observa que el in6culo Mss es el indculo con mayor presencia
de solidos con un valor de 0.1056 g de so6lidos secos acumulados, seguido del inéculo M9.2
con un valor de 0.075 g de solidos secos suspendidos. Esta diferencia puede atribuirse al
hecho de que el indculo Mss sirvio como base para la elaboracion del in6culo M9.2. De
acuerdo con Tchobanoglus (2014), la acumulacion de solidos suele estar relacionada con la

actividad microbiana y la estabilidad del sistema.

3.4 Determinacion de la capacidad del consorcio microbiano para la degradacion de la
vinaza.

Para la evaluacion del desempefio del proceso de adaptacion, se realizod un barrido de 325
nm-640 nm, para identificar los picos caracteristicos (Padhila de Souza y otros, 2016). Este
analisis se centrd en los indculos M9 y M9R ya que mostraron una mayor visibilidad de los
picos espectrales, permitiendo una mejor interpretacion del comportamiento. En la Figura

3.5 se presentan las curvas de absorbancia caracteristicas del inbculo M9.
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Figura 3.5 Identificacion de picos caracteristicos inoculo M9 (325 nm-640 nm)

Por otro lado, en la Figura 3.6 se presentan las curvas de absorbancia caracteristicas del

indculo M9R.

Comportamiento del espectro M9R

25

375nm-390 nm

ABSORBANCIA

/

. 325nm-425nm

0.5

625

425 475 525 575

LONGITUD DE OMDA (nm)

325 375

® 16DE ABRILINICIAL IR
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® 19DEABRIL INICIAL
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Curva inicial

Curva final

Figura 3.6 Identificacion de picos caracteristicos inoculo MI9R (325 nm-640 nm)
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- . .
Dias en que se aliment? el sistema.
Se observod que los picos caracteristicos en el indculo M9 se encuentran en el siguiente rango:

e 380 nm-390 nm-> Melanoidinas

e 325 nm-420 nm-> Compuestos fenolicos y Melanoidinas

De acuerdo con lo anterior, en la Figura 3.5 se observd un aumento en las curvas de
absorbancia inicialmente, pero a partir de las 288 horas las absorbancias comienzan a
disminuir progresivamente, lo cual sugiere una reduccion de la carga organica y pigmentada

de la vinaza.

Por otro lado, se identifico que los picos caracteristicos para indculo M9R se encuentran en

el siguiente rango:

e 375 nm-390 nm-> Melanoidinas

e 325 nm-425 nm-> Compuestos fenolicos y Melanoidinas

De acuerdo con lo anterior, en la Figura 3.6 se observa un aumento en las curvas de
absorbancia inicialmente, pero a partir de las 72 h las absorbancias comienzan a disminuir
progresivamente, lo cual nuevamente sugiere una reducciéon de la carga organica y

pigmentada de la vinaza.

Ademas del analisis de picos, se evaltio la tasa de reduccion de absorbancia (véase Figura
7). En este caso los indculos seleccionados son del M1-M6 y M9.2, utilizando los valores

obtenidos a las 24 h y 192 h de andlisis a una longitud de onda de 450 nm.
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Figura 3.7 Reduccion de absorbancia porcentual en inoculos M1-M9.2

De acuerdo con los resultados graficados, los in6culos M3 y Mss mostraron los mayores
porcentajes de reduccion, con valores superiores a 83%, lo que indica una mayor capacidad
de disminucién en la densidad dptica. Mencionando que este comportamiento puede

atribuirse a la actividad metabolica del consorcio.

Por 1ltimo, se calcul6 el rendimiento de cada indculo (M1-M9.2), utilizando la ecuacion 5
(véase capitulo II). Para este calcul6 se tom6 como niimero de células la tasa de acumulacion
de solidos suspendidos (SS), lo que permiti6 estimar el rendimiento del sustrato degradado

en funcion de la biomasa generada. Los resultados se presentan en la Tabla 3.8

Tabla 3.8 Determinacion de rendimientos de sustrato degradado M1-M6 y M9.2.

Inéculo Cabs _AC abs  Rendimiento del
dt =~ At proceso

Yabs/s =

M1 0.00119 0.00000 0.00000
MIR 0.00187 0.00029 -0.15267
M3 0.00080 ~0.00657 8.21420 '
M3R 0.00144 0.00257 “1.78218
Mss 0.00997 -0.03357 3.36676
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M5 0.00073 -0.00171 2.3529
M6 0.00103 -0.00171 1.6667
M9.2 0.00686 -0.01471 2.1458

En este caso se muestra que el indculo M3 es el que presenta mayor rendimiento, pero debe
excluirse del anélisis de rendimiento, ya que su valor esta sesgado por un exceso de KOH,
que interfiere con la medicion de absorbancia. Por lo tanto, Mss es el que presenta mayor

reduccion del rendimiento debido a que el analisis fue realizado con una dosis minima de

KOH.

Ya que el indculo Mss es el més favorable se realizan las pruebas de electrocoagulacion
descritas en el objetivo 1. Para este punto las pruebas de electrocoagulacion se realizaron a
voltajes distintos (véase capitulo II). Posteriormente, se realiz6 un monitoreo de la
absorbancia a 550 nm con el fin de evaluar la evolucion de remocion, la cual es calculada de

acuerdo con la ecuacion 4.

En las Tablas 3.9 y 3.10 se muestran los resultados comparados a estos voltajes, siendo

representados los resultados de remocion en la Figura 3.8.

Tabla 3.9 Monitoreo de pH y temperatura indculo Mss.

Parametro Control (0V) Control (1V) Control (1.5V)
pH inicial 3.6 3.6 3.6

pH final 7.7 7.34 6.58
Temperatura °C 25 25 25

Tabla 3.10 Degradacion de la vinaza antes y después del tratamiento en el inoculo Mss.

Control (0V) Control (1 V) Control (1.5 Remocion Remocion

\% av) (1.5V)
1 1.452 0.394 0.325 72.87 77.62
2 1.355 0.703 0.657 48.12 51.51
3 2.196 0.645 0.689 79.55 68.62
4 1.945 1.628 0.712 66.68 63.39
5 1.709 1.601 0.69 62.26 59.63
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6 1.565 1.452 0.741 69.52 52.65

Remocion a 1V y 1.5V indculo Mss
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Figura 3.8 Remociona 1y 1.5V en la muestra del inoculo Mss.

El gréfico representa el porcentaje de remocion en la vinaza diluida al 30%, medida a una

absorbancia de 550 nm a voltajesde 1 Vy 1.5 V.

Obtenemos como resultados una reduccion de absorbancia desde el dia 1, pero podemos
observar que a 1.5 V hay una mayor remocion, ya que esta se encuentra entre 50% y 80% a
diferencia de la de 1 V ya que la remocién a 550 nm fluctia de 48% a 80%. Es por ello, que
se comprueba que la electrocoagulacion es efectiva para monitorear la remocion en el
residual del mezcal conocido como vinaza y que la variacion de resultados obtenidos se debe

a diferencias en las mediciones realizadas durante las pruebas experimentales.
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Capitulo 4 Conclusiones

“Nuestra tarea debe se
vivir libres, ampliando
nuestro circulo de
compasion para abarcar a
itodas las criaturas
vivientes y la totalidad de
la naturaleza y su bellez

-Albert Einstein
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Con base al primer objetivo, se realizaron las pruebas experimentales empleando distintos
inéculos, determinandose que el de mayor rendimiento fue el Mss (lo que determina es el

inoculo mas favorable a degradar MO).

Sin embargo, inicialmente el indculo con mayor crecimiento celular fue el M9.2 a las 168 h
después su caracterizacion, lo que confirma la eficiencia del proceso de enriquecimiento de

la fuente de carbono para favorecer la adaptacion microbiana.

En relacion con el segundo objetivo, la caracterizacion fenotipica permitid identificar que el
in6culo Mss desarrollé agrupamientos celulares notorios desde las primeras 24 h, indicando
un crecimiento mas rapido. Entre las 48h y 72 h, se observo un aumento en la densidad
celular, principalmente en los indculos Mss y M1R. Posteriormente, a las 168 h, MIR y M9.2,
evidenciaron agrupaciones densas, compatibles con la formaciéon de biopeliculas,
probablemente como mecanismo de adaptacion ante la reduccion de nutrientes,

especialmente de carbono y nitrogeno.

Respecto al tercer objetivo, la determinacion de la viabilidad indicé que el indculo con mejor
velocidad de crecimiento fue M9.2 con una tasa de 3.5, mientras que Mss alcanzé la mayor
acumulacion de solidos secos (0.1056 g). Estos datos nos permiten validar la capacidad de
ambos inoculos para mantener un desarrollo microbiano eficiente en condiciones de

enriquecimiento.

Finalmente, en el cumplimiento del cuarto objetivo, la evaluacidon espectrofotométrica
evidencio que los indculos Mss y M3 lograron reducciones de absorbancia superiores al 83%.
Lo que demuestra una alta capacidad para la degradacion de compuestos fendlicos y
melanoidinas presentes en la vinaza. No obstante, M3 fue excluido del analisis debido a un
sesgo generado por un exceso de KOH. Por lo tanto, Mss se establece como el consorcio mas

estable y eficiente en términos de remocidn de color y MO.

Concluyendo que el enriquecimiento de la fuente de carbono simple y rica en nutrientes
favorece a la generacion de un consorcio microbiano, capaz de degradar MO y mejorar la
eficiencia de un tratamiento bioldgico de la vinaza, contribuyendo a la disminucion del

impacto ambiental asociado a su descarga.
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Anexo A.

Tabla 1.A. Composicion de la vinaza. Zelaya et al., (2021), Leal et al., (2003), (Villalobos
Castillejos, 2009), (Arenas Montafio, 2017), Avifa et al., (2023), (Caputo, 2020),
(Miqueleto Fernandes, 2015), (CONADESUCA, 2016).

Pardametros Unidad Cantidad
Potasio mg/1 1542 a 3961
Cloruro mg/1 209 a 3550

Magnesio mg/1 343 a 669
Calcio mg/1 292 a 641
Sodio mg/1 27 a57

Fosforo mg/kg 0.02 2 25.48

Nitrogeno mg/1 5.561 a 495
Hierro mg/1 1.09 a 32

Manganeso mg/kg 24

Zinc mg/kg 3.10a75
Cobre mg/kg 235a8
Cloruro mg/kg 117
Etanol g/l 2.2
Butanol g/l 2
Azucares mg/1 2a58
Sulfatos mg/l 14.43 a 842
Fosfatos mg/1 1.705 a 30
Cenizas % 6.39
Materia Orgdnica mg/1 22a39
Nitritos mg/1 3.7+ 0.6
Amonio mg/1 4563 £ 8.4
Nitratos mg/1 499 +13.53

Arsénico mg/1 <1.0 £0
Cromo mg/1 <1.0 £0
Niquel mg/1 <1.0 £0

Acido isoamilico g/l 1.3
Fosforo mg/kg <0.02
Melanoidinas mg/1 2436 +0.125
Solidos totales mg/1 28,000 a 133,833 + 577-1,485
Azucares totales (%) 1.2+09
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