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Resumen. 

En este trabajo de tesis se desarrolló una adaptación de un consorcio microbiano para 

el tratamiento de vinaza, mediante una serie de pruebas experimentales orientadas a evaluar 

su capacidad de degradación. El estudio inició con la estimulación del crecimiento de los 

microorganismos, seguida de su caracterización fenotípica, determinación de la viabilidad 

microbiana y evaluación del consorcio microbiano para la degradación de la vinaza mediante 

espectrofotometría Vis, utilizando un espectrofotómetro UV-Vis modelo GENESYS 30.  

Los inóculos se prepararon empleando fuentes de carbono, nitrógeno y de 

micronutrientes, con base en los protocolos descritos por Vega et al. (2023); Hernández et al. 

(2019).  

Posteriormente, se realizó la caracterización fenotípica, mediante tinción de Gram 

para el conteo celular y como complemento la tinción con azul de metileno para la morfología 

celular, utilizando una cámara de Neubauer. La viabilidad microbiana, se determinó a través 

de mediciones de absorbancia en los rangos de 600 nm y 712 nm, parámetros comúnmente 

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

La determinación de sólidos suspendidos se efectúo con la finalidad de separar la 

biomasa microbiana por medio de una centrifugación en una centrifuga Labnet modelo 

HERMELE Z300.  

Por último, la capacidad del consorcio microbiano para degradar la vinaza se evalúo 

considerando las variaciones en la intensidad de color en el rango 450 nm-455 nm, así como 

un barrido espectral de 325 nm-640 nm, con el propósito de identificar los picos 

característicos de la vinaza, esto de acuerdo con la literatura Padilha de Souza et al. (2015). 

Con estos resultados se calculó el rendimiento de los inóculos y el porcentaje de reducción 

de absorbancia, evidenciando la eficiencia del consorcio microbiano en el tratamiento de la 

vinaza.  
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Introducción. 

La vinaza es un residuo líquido generado  por la industria, principalmente en el 

proceso de destilación en la producción de bioetanol, este presenta un pH bajo (≤ 3) y altos 

valores de Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) y Demanda Química de Oxígeno (DQO) 

(3000-9000 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝐿𝐿−1), por lo que, su descarga directa a cuerpos de agua impacta 

negativamente los ecosistemas acuáticos reduciendo la luminosidad del agua al aumentar su 

turbidez limitando la penetración de luz y afectando la fotosíntesis de las plantas acuáticas, 

alterando así la cadena alimentaria. Además, la vinaza fomenta el proceso de eutrofización, 

que se caracteriza por un incremento en la concentración de nutrientes, especialmente 

nitrógeno y fósforo. Este fenómeno favorece el crecimiento excesivo de algas y 

microorganismos, lo que, a su vez, reduce la concentración de oxígeno en el agua y origina 

zonas muertas que son inhóspitas para otras formas de vida acuática (Zúñiga Cerón & 

Gandini Ayerbe, 2013). 

El desequilibrio ecológico derivado de la eutrofización no solo afecta la biodiversidad 

acuática, 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 acuáticos, 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 digestión anaerobia se ha reportado como 

uno de los tratamientos más efectivos en la reducción de la DQO, la viabilidad de su 

implementación depende de contar con medios microbianos adaptados al efluente. Ante la 

variabilidad que presentan las características fisicoquímicas de la vinaza, debido a que estas 

dependen tanto del proceso como de la materia prima empleada para la producción de 

bioetanol, se presenta la necesidad de contar con un medio microbiano específico para el 

efluente a tratar. 
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Por lo que, ante la necesidad de contar con el medio microbiano específico surge la 

necesidad de desarrollar formulaciones de inóculos 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 generación 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 inóculos.  

2. Determinar para cada inoculo las características fenotípicas de los microorganismos. 

3. Determinar la viabilidad del inóculo para promover el crecimiento microbiano 

mediante conteo celular. 

4. Evaluar la capacidad del consorcio microbiano para la degradación de la vinaza 

mediante determinación de la absorbancia por espectrofotometría Vis.  

 

 Hipótesis  
“Añadir fuentes de carbono como glucosa o polisacáridos a inóculos microbianos, promueve 

el crecimiento de asociaciones microbianas obtenidas a partir de la vinaza mejorando su 

capacidad para la reducción de la absorbancia de vinaza.” 
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Capítulo 1 Antecedentes

“Incluso los residuos más 
oscuros del mezcal pueden 
transformarse en 
conocimiento, vida y 
solución; la ciencia encuentra 
valor donde otros solo 
 ven desecho” 

-Anónimo 
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1.1 Agua. 
Elemento vital para la vida y el equilibrio ecológico. 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, Fernández (2012). En esta situación resulta preocupante, ya que los 

procesos industriales no solo demandan grandes volúmenes de agua, sino que también 

generan efluentes contaminantes que alteran su calidad, esto de acuerdo con información del 

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

 

Figura  1.1 Centro Virtual de Información del Agua, 2017 

1.2 Mezcal.  
La palabra mezcal tiene su origen en vocablos de la lengua náhuatl metl que significa maguey 

e ixcalli que significa cocer. Estos dos términos dan lugar a la palabra mexcalli, cuya 

traducción literal es “maguey cocido” según López Nava et al., (2014). El maguey mezcalero 

es una planta de la familia de las amarilidáceas, de hojas largas y fibrosas de forma 

lanceolada, color verde azulado. Se aprovecha la piña o cabeza (tallo y base de sus hojas) 

para la elaboración de mezcal (SRE, 2011). De acuerdo con Patrón el uso del maguey ha sido 

importante antes y después de la conquista en pueblos indígenas siendo aprovechada para 

hilo de coser, hacer sogas, vestido, mantas y punzones (2015). De acuerdo con la NOM-070-

SCFI-1994, bebidas alcohólicas-mezcal-especificaciones, el mezcal es una bebida alcohólica 

que se obtiene por destilación y rectificación de los mostos (o jugos) preparados directamente 

con los azúcares extraídos de las cabezas maduras de los agaves, mismas que son previamente 

cocidas y sometidas a fermentación alcohólica (SCFI, 2016). Por tanto, el aprovechamiento 

del maguey ha sido muy extenso, siendo el principal uso para el sector agroindustrial. Su 
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producción consiste en cocer el núcleo de agave en hornos de piedra, seguido de una 

fermentación y destilación natural.  

En los nueve estados de la República Mexicana con denominación 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 fermentación y destilación del agave 

(Rodríguez & De la Cerna , 2017) entre 10 litros y 12 litros de vinaza de acuerdo con la 

literatura Beltrán 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 categorías de mezcal de acuerdo con el proceso específico 

utilizado de cocción del maguey: Mezcal, Mezcal Artesanal y Mezcal Ancestral (SCFI, 

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

Tabla 1.1 Categorías del mezcal. (Nogales , 2017) 

PROCESO DE 

PRODUCCIÓN 

MEZCAL MEZCAL 

ARTESANAL 

MEZCAL 

ANCESTRAL 

Cocimiento Hornos de pozo 

Autoclave para 

cabezas 

Hornos de pozo 

Hornos elevados de 

mampostería  

Hornos de pozo 

Molienda Tahona  

Molino egipcio o 

chileno 

Trapiche  

Desgarradora o tren 

de molinos 

Mazo en canoa 

Tahona 

Molino chileno o 

egipcio 

Trapiche 

Desgarradora o tren de 

molinos 

Mazo en canoa  

Tahona 

Molino chileno o 

egipcio 

Fermentación Recipiente de 

madera 

Oquedades en piedra, 

tierra o tronco.  

Con fuego directo en 

olla de barro y 
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Piletas de 

mampostería 

Tanques de acero 

inoxidable 

Piletas de 

mampostería 

Recipiente de madera 

o barro 

Pieles de animal, cuyo 

proceso puede incluir 

la fibra del maguey 

(bagazo) 

montera de barro o 

madera. 

Destilación  Alambiques  

Destiladores 

continuos 

Columnas de cobre 

o acero inoxidable 

Con fuego directo en 

alambiques de caldera 

de cobre u olla de 

barro, madera, cobre o 

acero inoxidable. 

Cuyo proceso puede 

incluir la fibra del 

maguey (bagazo) 

Con fuego directo en 

olla de barro y 

montera de barro o 

madera; cuyo proceso 

debe incluir la fibra 

del maguey (bagazo) 

 

1.4 Proceso de elaboración de Mezcal.  
La elaboración del mezcal tiene 6 etapas: extracción del agave del campo, cocción, molienda, 

fermentación, destilado y el envasado del producto (véase Figura 1.2) (Mezcalunion, 2025). 

 

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

de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios (SSA1, 2009) y 
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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 vegetación forestal y tiene como objetivo el aprovechamiento 

sostenible de poblaciones rurales (SEMARNAT, 1997). 

1.4.1 Extracción del agave del campo.  
Para la elaboración del mezcal, menciona Gschaedler que solo se aprovecha la “piña” o 

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. Además, Gschaedler menciona que los 

productores estiman entre 6 y 10 años para la edad óptima de la cosecha del agave (sf), siendo 

algunas evidencias la coloración de la hoja, ejemplo: la del Agave cupreata, las hojas 

comienzan a ensancharse y adquirir forma de romboide, siendo de una coloración más clara 

(CIATEJ, 2014). Una vez que la planta de agave se encuentra madura, la piña se debe de 

jimar, es decir, las hojas del agave se deben cortar para dejar la piña limpia para obtener el 

mezcal (Mastranzo, 2023). 

1.4.2 Cocimiento.  
De acuerdo con la NOM-070-SCFI-2016, la cocción involucra el cocimiento de cabezas o 

jugos de maguey en hornos de pozo, mampostería 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 diámetro 

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 azúcares fermentables (monómeros u 

oligosacáridos con menores grados de polimerización), principalmente fructosa, glucosa, 

xilosa y maltosa, esto de acuerdo con Cuello et al.  (2018). Es decir, la hidrolisis permitirá 

descomponer los carbohidratos complejos del agave en azúcares 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 apoyándose 
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además 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 fermentación (SRE, 2011).  

1.4.4 Fermentación.  
Los jugos obtenidos de la molienda son diluidos y puestos en reposo para inducir la 

fermentación, es aquí donde, los azúcares son transformados en alcohol. (CIATEJ, 2014). El 

mosto de agave puede fermentar con la microbiota natural o inocularse con levadura de 

panadería o comercial de las industrias de bebidas alcohólicas (Ruiz, s.f.). Para lograr una 

fermentación efectiva, se consideran variables de proceso como: la temperatura, la relación 

materia prima: levadura y el tiempo de fermentación (Mastranzo, 2023). Es relevante 

mencionar que en la etapa de fermentación se desarrollan microorganismos como hongos 

(levaduras) y bacterias que se alimentan del azúcar del maguey, transformándola en alcohol 

(en este proceso una molécula de azúcar se desdobla en dos de alcohol) (CIATEJ, 2014). Es 

así como se hace mención de que la fermentación del mosto es realizada por levaduras No-

Sachcaromyces y Sacharomyces, pero también aislado de bacterias lácticas y Zymommonas 

mobilis (bacteria anaerobia Gram negativa), siendo el principal producto de la bebida el 

etanol por la fermentación de los azúcares mediante microorganismos añadidos o naturales 

(Ruiz, s.f.). 

1.4.5 Destilación  
Es la fase mediante la cual se realiza la separación de los alcoholes contenidos en el mosto 

fermentado una vez sometido al calentamiento, evaporación y condensación, empleando para 

ello un alambique obteniéndose el mezcal (CIATEJ, 2014). Es decir, en esta operación se 

efectúa la separación del alcohol, aprovechando para ello sus diferentes puntos de ebullición. 

Al producto obtenido se le conoce como mezcal de primera destilación (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.).  
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Figura  1.3 Destilación 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 alcohólico se deberá utilizar agua bidestilada conforme a la norma mexicana NMX-V-

013-NORMEX-2019, que establece los métodos de ensayo para la determinación del 

contenido alcohólico (NORMEX, 2019) (por ciento de alcohol en volumen a 20°C) 

expresado en % Alc. Vol. en bebidas alcohólicas y muestras del proceso de elaboración 

(CIATEJ, 2014) 

1.4.6 Normas del proceso.  
Durante la ejecución del proceso de elaboración del mezcal se siguieron las normas 

presentadas en la Tabla 1.2.  

Tabla 1.2 Normatividad aplicable al proceso de elaboración 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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Fermentación  NOM-070-SCFI-1994 

NOM-120-SSA1-1994 

NOM-017-STPS-2008 

 

Destilación 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 producción del Mezcal se generan dos tipos 

de residuales uno de ellos líquido, que se origina en el proceso de destilación y el otro 

sólido, conocido como bagazo el cual se genera durante la fermentación y destilación del 

maguey (Pérez, 2021).  

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

y exprimidas para extraer los azúcares fermentables para la elaboración de mostos de 

agave (Mastranzo, 2023). Este consiste en manojos de fibras húmedas 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 orgánicos de mayor efecto contaminante sobre la flora 

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

dulce (CONADESUCA, 2016). La vinaza puede ser considerada una suspensión de sólidos 

orgánicos 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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fenólicos (ácidos húmicos y tánicos) esto de acuerdo con A et al., (2021). Además, Camacho 

menciona que las características de la vinaza dependen directamente del proceso de 

obtención de alcohol y del tratamiento que se realice para separar el alcohol de la melaza ya 

fermentada (2018). Otros factores que influyen en su composición son las especies de 

levadura utilizadas, la relación fondaje-vinaza y de la materia prima utilizada en la 

destilación.  

Las vinazas de mezcal presentan elevadas concentraciones de materia orgánica, 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷: 

35,000 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑙𝑙 − 122,000 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑙𝑙, conductividad eléctrica (2.6 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑐𝑐𝑐𝑐 -5.81𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑐𝑐𝑐𝑐), sólidos 

totales (45,000 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑙𝑙 − 96,000 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑙𝑙), acidez (𝑝𝑝𝑝𝑝 3.5 − 4.5) y una temperatura de 

descarga elevada (70°𝐶𝐶 𝑎𝑎 90 °𝐶𝐶).  En los nueve estados de la República Mexicana con 

denominación 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 

fermentación y destilación del agave (Rodríguez & De la Cerna , 2017) entre 10 litros y 12 

litros de vinaza Beltrán 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 destilería puede variar de acuerdo con la materia prima utilizada para la 

fermentación y pueden ser almidones, cereales, melazas, jugo de caña, así como, productos 

que contengan unidades de glucosa, de ahí la importancia de su caracterización. En la tabla 

1.3 del Anexo A, se muestra una síntesis de la composición de vinaza reportada por varios 

autores, de los cuales se destaca que los que se encuentran en mayor cantidad son: potasio 

(1542mg/l a 3961 mg/l), nitratos (499 mg/l), etanol (2.2 g/l), magnesio (343mg/l a 669 mg/l) 

y los sólidos totales (28,000mg/l a 133, 833 mg/l). 

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 selección de los medios de 

control, esto en parte debido a los almacenados en contenedores metálicos, a causa de que se 

pueden provocar fugas de vinaza al medio ambiente (CONADESUCA, 2016). Así mismo, al 

presentar alta DQO (Demanda Química de Oxígeno) y alta DBO (Demanda biológica de 

oxígeno) promueven la degradación de los mantos freáticos, disminución de la luminosidad 

de las aguas y reducción de la actividad fotosintética (Zúñiga Cerón & Gandini Ayerbe, 
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2013). Además, la producción de eutrofización del agua aumento la población 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 Dávila, son estás algunas de las 

razones por las que la vinaza es catalogada como un subproducto líquido que impacta 

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

1.7 Alternativas para uso o tratamiento de la vinaza.  
La eliminación o reutilización de la vinaza hoy en día es una necesidad por resolver en la 

producción y gestión de la vinaza. La vinaza se puede utilizar en numerosos productos, como 

la alimentación animal, combustible, material de construcción y producción de biogás 

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

Sin embargo, es fundamental incentivar el uso de estas tecnologías 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 tecnologías de control de contaminación de la 

vinaza se enfoca en la aerobiosis, y el reciclaje mediante técnicas de fermentación y 

fertiirrigación, las cuales se pueden utilizar a gran escala, mientras que la combustión de 

vinaza, la producción de levadura, la construcción, la producción de alimentos para el ganado 

anaeróbica, la incineración, se encuentran en diferentes etapas de desarrollo e investigación. 

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

Tabla 1.3 Alternativas: tecnologías de tratamiento. 

Tecnologías Uso Objetivos Ventajas Desventajas 

Evaporación 

al vacío  

Fertilizante 

orgánico 

Reducción de 

volumen 

Producción de sub-

productos 

(fertilizantes) 

Mejora de eficiencia 

energética 

Aplicación del 

concepto de 

Reducción del 

volumen de 

residuos 

Reutilización 

del agua 

recuperada 

Menor 

impacto 

ambiental  

Equipo costoso 

Posibles 

problemas de 

corrosión 
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integración 

energética 

Reciclaje o 

reúso de 

Vinaza 

Alimento 

de ganado 

Mejorar las zonas de 

cultivo con bajos 

contenidos en sales, 

potasio y MO. 

Reducción del 

requerimiento de 

agua de proceso.  

Obtención de nuevos 

productos como 

complementos 

alimenticios en la 

ganadería. 

Recuperación 

de nutrientes 

Reducción de 

la 

contaminación 

 

Costoso 

Posible 

contaminación 

Calidad del 

producto final  

Secado de la 

Vinaza  

Fertilizante 

orgánico 

Posibilidad de 

integración 

energética 

Producción de 

fertilizantes 

Reducción de 

volumen de 

residuos 

Obtención de 

un producto 

valorizado 

Alto consumo 

energético 

Costoso 

 

Biodigestión  Producción 

de 

nutrientes 

Generación 

de energía 

Reducir hasta un 

70% DQO y 90% 

DBO 

Capacidad 

(volumen) de trabajo 

de hasta 100% 

Alta generación de 

gas, 0.45𝑚𝑚3/

𝑘𝑘𝑔𝑔𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷-0.55 𝑚𝑚3/

𝑘𝑘𝑔𝑔𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 

Generación de 

energía 

renovable 

Reducción de 

emisiones 

Fertilizante 

natural 

Tratamiento lento 

Dependencia de 

condiciones 

operativas 

Es necesario 

contar con 

consorcio 

microbiano 

especifico  
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Reducción de 

insumos. 

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

El tratamiento adecuado de la vinaza es uno de los principales desafíos debido a los grandes 

volúmenes generados en los procesos productivos de etanol. La fertirrigación es uno de los 

métodos más utilizados para la disposición final de la vinaza, que consiste en la aplicación 

directa de las aguas residuales en el suelo, con el fin de reciclar agua y nutrientes para los 

cultivos esto de acuerdo con Díaz et al., (2002). Por otro lado, Christofoletti menciona que a 

pesar de presentar ventajas como la aplicación rápida, no requerir tecnologías complejas, 

aumentar el rendimiento agrícola y el reemplazo de fertilizantes químicos (2013), la 

aplicación continua y de gran volumen puede causar impactos negativos. La salinización del 

suelo, la acidificación de los cuerpos de agua, la lixiviación de compuestos tóxicos en las 

aguas subterráneas, las emisiones de gases de efecto invernadero, la liberación de olores 

desagradables, el desequilibrio de nutrientes se encuentra entre las desventajas de la práctica 

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

Debido a que la vinaza contiene alta carga orgánica biodegradable mayormente conformada 

por sólidos volátiles, los procesos biológicos anaerobios se presentan como una alternativa 

viable para su tratamiento (Fuess & Garcia , 2014), teniendo como productos finales ácidos 

grasos volátiles, metano o hidrógeno.  En donde se puede lograr la reducción de la carga 

orgánica y el aprovechamiento de recursos generados por el proceso. Sin embargo, la 

implementación de estas tecnologías en las zonas donde se produce la vinaza requiere de un 

inoculo adecuado y parámetros operacionales que permitan la operación estable y 

recuperación de productos finales. Si bien, el tipo de inóculo influye en la producción, su 

comportamiento depende de los parámetros operacionales y tipo de sustrato, por lo que su 

estudio es relevante y específica para cada tipo de cultivo y en este caso las características de 

la vinaza.  

1.8 Proceso biológico anaeróbico para el tratamiento de la vinaza.  
Se ha mencionado que este proceso se presenta como alternativa que puede convertir 

la carga orgánica en biometano, biohidrógeno y ácidos grasos volátiles, pero que en su 
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mayoría este proceso es utilizado para reducir la carga orgánica y al tener ventaja en la 

eficacia de remoción de materia orgánica, conversión en nuevos recursos y baja producción 

de lodos es la opción más factible.  

1.8.1 Inóculo 
Un inóculo 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 específicos de microorganismos con afinidad 

por un compuesto, los cuales pueden conseguirse comercialmente o en los laboratorios de 

centros de investigación 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 

(𝐻𝐻2𝑂𝑂), 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 (𝐶𝐶),𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛ó𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔 (𝑁𝑁), 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 (𝑆𝑆), entre otros elementos.  

Una alternativa comúnmente utilizada es la adaptación de consorcios microbianos a 

partir del propio efluente. Empleando el mismo sustrato, pero variando tanto el tipo de 

inóculo como temperatura, es posible obtener distintos niveles de eficiencia en la 

degradación.  

En la literatura se han reportado diferentes rangos de temperatura para la producción 

de gas a partir de sólidos volátiles:  mesófilo (30 °C), termófilo (50-60°C) e hipertermófilo 

(>65°C). Las condiciones mesófilas suelen ofrecer mayores rendimientos en la degradación 

de DQO, mientras que las termófilas favorecen una mayor eficiencia de biogás, 

especialmente cuando el efluente contiene materiales complejos provenientes de desechos 

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

Existen tres tipos de adaptación de consorcios microbianos. El primero corresponde 

a los microorganismos nativos del agua residual, como los del género Clostridium, los cuales, 

según Echeverriborda et al., (2022), fermentan compuestos complejos como carbohidratos, 

proteínas y lípidos. 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.  
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Por tanto, la selección y adaptación del inóculo microbiano es relevante, ya que su 

origen y condiciones de operación influyen de manera directa a la eficiencia de degradación 

de vinaza y en la producción de biogás.  

1.8.2 Interpretación de la digestión anaeróbica 
Las tres reacciones irreversibles en serie se pueden expresar conceptualmente como: 

𝑆𝑆
𝑘𝑘1→ 𝐼𝐼

𝑘𝑘2→𝐴𝐴
𝑘𝑘3→𝐵𝐵 

En donde S es la parte digerible del lodo o sólidos presentes. En el caso de los lodos de una 

planta de tratamiento de aguas residuales, del porcentaje de sólidos volátiles medidos, el 19% 

es no degradable (Lafratta y otros, 2021) ; por lo tanto, esta fracción debe tenerse en cuenta 

y, por lo tanto, se descuenta en el cálculo de S.  I representa los principales compuestos 

producidos en la hidrólisis, como aminoácidos, azúcares y ácidos grasos volátiles. A es el 

ácido acético, el cual es el sustrato de la metanogénesis en la producción de biogás. B es el 

biogás producido. Esta representación se basa en reacciones de isomerización reversibles en 

serie. En esta representación se considera que las tres reacciones son de primer orden. La 

cinética de primer orden es la más comúnmente aplicada para la etapa de hidrólisis de la 

digestión anaerobia (Lafratta y otros, 2021). Sin embargo, si bien diferentes autores han 

utilizado diferentes cinéticas para modelar los subprocesos en la digestión anaerobia, la 

cinética Monod sigue siendo la más empleada.  

Anukam menciona que el proceso de digestión anaeróbica se desarrolla en cuatro etapas 

clave: hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (2019) . La química de estas 

cuatro etapas se describe a continuación:  

Hidrólisis. En esta etapa existe la ruptura de enlaces químicos mediante la adición 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. 

(𝐶𝐶6𝐻𝐻10𝑂𝑂5)𝑛𝑛 + 𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑂𝑂 → 𝑛𝑛𝐶𝐶6𝐻𝐻12𝑂𝑂6 + 𝑛𝑛𝐻𝐻2 

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

la etapa anterior se degradan y convierten en 𝐶𝐶𝑂𝑂2 𝑦𝑦 𝐻𝐻2. 

𝐶𝐶6𝐻𝐻12𝑂𝑂6 ↔ 2𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐻𝐻2𝑂𝑂𝑂𝑂 + 2𝐶𝐶𝑂𝑂2 
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𝐶𝐶6𝐻𝐻12𝑂𝑂6 + 2𝐻𝐻2 ↔ 2𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐻𝐻2𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 + 2𝐻𝐻2𝑂𝑂 

𝐶𝐶6𝐻𝐻12𝑂𝑂6 → 3𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶  

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

de la acetogénesis es el gas 𝐻𝐻2.  

𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐻𝐻2𝐶𝐶𝐶𝐶𝑂𝑂− + 3𝐻𝐻2𝑂𝑂 ↔ 𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝑂𝑂− + 𝐻𝐻+𝐻𝐻𝐻𝐻𝑂𝑂3− + 3𝐻𝐻2 

𝐶𝐶6𝐻𝐻12𝑂𝑂6 + 2𝐻𝐻2𝑂𝑂 ↔ 2𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 + 2𝐶𝐶𝑂𝑂2 + 4𝐻𝐻2 

𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐻𝐻2𝑂𝑂𝑂𝑂 + 2𝐻𝐻2𝑂𝑂 ↔ 𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝑂𝑂− + 3𝐻𝐻2 + 𝐻𝐻+ 

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

convierten el 𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 y el 𝐻𝐻2 en 𝐶𝐶𝐻𝐻4 𝑦𝑦 𝐶𝐶𝑂𝑂2. 

𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 → 𝐶𝐶𝐻𝐻4 + 𝐶𝐶𝑂𝑂2 

𝐶𝐶𝐶𝐶2 + 4𝐻𝐻2 → 𝐶𝐶𝐻𝐻4 + 2𝐻𝐻2𝑂𝑂 

2 𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐻𝐻2𝑂𝑂𝑂𝑂 + 𝐶𝐶𝑂𝑂2 → 𝐶𝐶𝐻𝐻4 + 2𝐶𝐶𝐻𝐻3𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶  

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

explicado anteriormente (véase Figura 1.4)  
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Figura  1.4 Esquema del proceso de digestión anaerobia. 
1.9 Parámetros operacionales.  
Para evaluar el efecto de las variables operativas en el desempeño del proceso se requieres 

implementar técnicas analíticas e instrumentales para determinación de las variables de 

respuesta, dentro de las técnicas mayormente empleadas para caracterización de efluentes y 

medio microbiano se encuentran:  

• Espectrofotometría UV-Vis 

• Tinción de Gram 

1.9.1 Espectrofotometría UV-Vis 
La espectrofotometría UV-Vis, es una técnica ampliamente utilizada para la identificación de 

compuestos. En este sentido, diversos estudios destacan el uso de espectrofotometría en la 

región visible y región UV para evaluar el desempeño de los procesos de tratamiento de 

vinaza mediante el seguimiento de la variación de la absorbancia y el cálculo del porcentaje 

de reducción de la Absorbancia (Ec. 1) logrado en cada proceso.   

% 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅ó𝑛𝑛_𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 = �
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑜𝑜 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑜𝑜
� ∗ 100                                   𝐸𝐸𝐸𝐸. 1 
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En donde, 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑜𝑜 es la absorbancia inicial y, Abs es la absorbancia después del 

tratamiento. 

Las longitudes de onda empleadas para las determinaciones varían en función del objetivo 

del estudio.  Dentro de los cuales podemos mencionar mediciones de variación 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 reducción de la absorbancia a 254 nm (región alofática), 284 nm (grupos 

aromáticos como fenoles), 310 nm (anillos aromáticos conjugados) y 500 nm (moléculas que 

absorben luz visible).   

Particularmente, entre los 450nm-455 nm se destacan las melanoidinas, compuestos 

responsables de la coloración oscura asociada a la etapa final de la reacción 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 fenólicos presentes provienen de la 

degradación de las fibras del jugo del bagazo. Su toxicidad para organismos acuáticos, 

incluso a bajas concentraciones, ha llevado a clasificarlos como contaminantes prioritarios 

(Aviña Ruelas y otros, 2023).  

Por tanto, el análisis 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 disminución en su concentración. 

 Por lo mencionado la espectrofotometría UV-vis permite evaluar la eficiencia de los 

tratamientos que se espera sean aplicados a la vinaza, siendo el resultado la reducción de las 

absorbancias en longitudes de onda referentes a los compuestos orgánicos 

1.9.2 Tinción de Gram. 
En un sistema de tratamiento de efluentes, el tratamiento secundario o también 

llamado tratamiento biológico, tiene como objetivo la reducción 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 sólidos coloidales no sedimentables a un floculo 

biológico, también llamado biopelícula. 

3. Transformar o remover nutrientes como nitrógeno y fósforo. 

Sin embargo, conocer las características de la biomasa que predomina o se ha logrado 

adaptar al efluente a tratar es relevante. En este sentido, la Tinción de Gram permite 

diferenciar dos grandes dominios de especies bacterianas: bacterias Gram positivas y 

bacterias Gram negativas (Sandle, 2021). Además, permite la caracterización fenotípica de 

estas por su tamaño y morfología celular (Leber, 2016). El procedimiento que desarrolló 

Hans Christian Gram, ahora llamado tinción de Gram, demostró dos categorías generales de 

bacterias que causaban neumonía: algunas se teñían de violeta y otras se teñían de rojo. Las 

bacterias teñidas de azul fueron conocidas como Gram positivas, y las teñidas de rojo como 

Gram negativas. Pero fue hasta 1963 cuando M.R.J. Salton explicó el mecanismo de 

diferenciación de la técnica de Gram. La tinción de Gram diferencia a las bacterias en dos 

grandes grupos. Se llama bacterias Gram positivas a aquellas que retienen la tinción azul-

violeta, y se denomina bacterias Gram negativas a las que se decoloran y después se tiñen 

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 polímeros, e 

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

En cambio, las bacterias Gram negativas tienen una capa delgada de peptidoglucanos 

más una bicapa de lipoproteínas que se puede deshacer con la decoloración. La tinción de 

Gram puede proporcionar información rápida para diagnósticos de infecciones, puede revelar 

los agentes causales incluso con una toma de muestra no adecuada. También hace posible 

distinguir entre contaminación de la muestra y una verdadera infección. Puede ayudar al 

clínico a seguir o cambiar un tratamiento antibiótico inicial antes de los resultados del cultivo, 

y en algunos casos, es capaz de mostrar la necesidad de una atención médica urgente 

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

 Bacterias Gram + Bacterias Gram - 

Color de la tinción de Gram Violeta Rojo 
Pared Celular Gruesa Delgada 
Presencia de lipopolisacáridos en 
pared celular Ausente Presente 

Presencia de ácidos lipoteicoicos y 
teicoicos en pared celular 

Presente Ausente 

 

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

 

Para este trabajo de tesis, además de la información fenotípica que puede otorgar esta técnica 

nos ayuda a identificar la necesidad de oxígeno en el sistema de reacción, ya que, las bacterias 

Gram positivas son anaerobias obligadas, en cambio, un gran grupo de bacterias aerobias que 

toman color rosado (Gram negativas). Es así como se menciona que la clave para la reducción 

eficiente de la DBO y DQO son las comunidades bacterianas, así mismo, es de suma 

importancia conocer las características de la biomasa microbiana para una mejor adaptación 

al efluente.  

1.9.3. Tinción de azul de metileno.  
La tinción de azul de metileno también conocida como Löeffler es una técnica simple que es 

utilizada para fines diversos, tales como la determinación de la morfología bacteriana. De 
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acuerdo con la literatura también es utilizada como complemento de la tinción de Gram, 

especialmente para la tinción de bacterias Gram-negativas, como las especies de Neisseria, 

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

Por su parte, González et al., (2020) menciona que esta técnica es empleada para la 

observación de los gránulos metacromáticos en las bacterias, es decir, inclusiones 

citoplasmáticas que sirven como reserva energética y de fosfato.  

Así mismo, Constanza et al., (2019), menciona que el azul de metileno permite distinguir 

estructuras que resultan poco visibles con la tinción de Gram, como revelar la morfología de 

las bacterias fusiformes (delgadas y largas) y espiroquetas (en forma de espiral).  Este 

colorante tiñe los gránulos de un azul intenso mientras que el resto de las células adquiere un 

tono azul claro. De acuerdo con diversos autores, el tiempo de exposición al reactivo varían 

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

La importancia de la técnica radica en su uso como herramienta complementaría de la tinción 

de Gram, ya que permite una mejor visualización de ciertas estructuras bacterianas que, de 

otro modo, podrían pasar desapercibidas, facilitando así una identificación más precisa de la 

morfología bacteriana, así como la viabilidad microbiana.  

1.9.4 Densidad celular 
El crecimiento de una población bacteriana puede ser entendido desde diferentes 

perspectivas y de acuerdo con éstas se puede llegar a determinar la medida del crecimiento 

mediante metodologías. Para algunos, es la capacidad para multiplicarse que tienen las 

células individuales, esto es iniciar y completar una división celular. De esta forma, se 

considera a los microorganismos como partículas discretas y el crecimiento es entendido 

como un aumento en el número total de partículas bacterianas. Para otros, el crecimiento 

implica el aumento de los microorganismos capaces de formar colonias debido a que sólo se 

tiene en cuenta el número de microorganismos viables, esto es capaces de crecer 

indefinidamente. Para bacterianos, bioquímicos los fisiólogos y biólogos moleculares una 

medida del crecimiento es el incremento de biomasa. Para ellos, la síntesis macromolecular 

y un incremento en la capacidad para la síntesis de los componentes celulares es una medida 

del crecimiento. Para este grupo la división 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 

enzimático para utilizar los recursos del medio y formar biomasa esto de acuerdo con la 

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

El recuento celular mediante microscopía óptica es la técnica más utilizada para 

estimar la densidad celular, ya que es un método sencillo y poco costoso (económicamente 

hablando). Sin embargo, es un método que resulta algo tedioso en su faceta instrumental 

(Gallego Albiach & Pérez Igualada, Estimación de la densidad celular mediante el uso de 

cámaras de recuento). 

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

Pérez Igualada). 

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 =
𝑁𝑁ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

(𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 (𝑚𝑚𝑚𝑚2)𝑥𝑥 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 (𝑚𝑚𝑚𝑚)𝑥𝑥 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷ó𝑛𝑛)     𝐸𝐸𝐸𝐸. 2  

 

Mencionando que para realizar el conteo se utiliza la cámara de Neubauer, siendo este 

un dispositivo utilizado en los laboratorios para realizar el recuento de células en un volumen 

conocido de una muestra líquida. Consta de una cuadrícula de 9 cuadros y cada cuadrado 

grandes contiene 16 cuadrados más pequeños. Estos cuadrados más pequeños están divididos 

en 25 cuadrículas más pequeñas, lo que resulta en un total de 400 cuadrículas (véase Figura 

1.6). Virrueta et al., (2023), describe que cada una de estas cuadrículas tiene una profundidad 

precisa y conocida, lo que permite el cálculo del volumen de muestra contenida en cada 

cuadrícula. 
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1.9.5 Grupos bacterianos Clostridium 
Es un género de bacterias anaerobias formadoras de esporas termorresistentes, que en 

ausencia de oxígeno y poca acidez germinan y producen toxinas. Están 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 clasificación de anaeróbicos estrictos.  

Estos organismos son potencialmente capaces de producir hidrógeno adicional mediante la 

re-oxidación del NADH generado durante la glucólisis, hasta dos moléculas adicionales de 

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

1.9.6 Electrocoagulación.  
            El método que consiste en inducir corriente eléctrica en el agua residual a través de 

placas metálicas paralelas de diversos materiales puede resultar eficaz en la decoloración de 

la vinaza, dado a que su coloración marrón oscura característica se debe a su alto contenido 

de taninos, ácidos húmicos, caramelos y melanoidinas, que son producidos por la reacción 

de Maillard menciona Gamboa et al., (2011), además, ocurre entre azúcares y proteínas en el 

proceso de producción de etanol, y que debido a que estos compuestos tienen propiedades 

recalcitrantes y antimicrobianas, el proceso de electrocoagulación puede ser una 

recomendación para realizarse un tratamiento previo y así potenciar el tratamiento biológico 

del efluente y crecimiento de biomasa indica Montaño et al.,  (2019).  Con lo anterior se 

puntualiza que la electrocoagulación tiene un enfoque prometedor para la neutralización de 

𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄 = (𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏) 𝒙𝒙 (𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏) 𝒙𝒙 (𝟎𝟎.𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎) 

Figura  1.6 Cuadrícula cámara de Neubauer 



 

26 

la vinaza y el posterior tratamiento biológico, en particular porque es difícil encontrar 

métodos de neutralización del pH que no agreguen iones contaminantes.  

1.9.7 Adaptación de consorcios y caracterización. 
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 orgánicas, además el tipo de tratamiento 

biológico elegido es el ideal para el proceso de bioestimulación del consorcio de 

microorganismos, dando lugar a su rápida adaptación, esto de acuerdo con García et al., (s.f.). 

Hay que mencionar que el uso de consorcios presenta desafíos especialmente relacionados a 

la estabilidad del proceso, pero que se ofrece menor susceptibilidad a la contaminación por 

bacterias consumidoras de 𝐻𝐻2 𝑦𝑦 Oxígeno. Así mismo, Wall y colaboradores mencionan que 

una comunidad microbiana diversa es más adaptable a la variación del sustrato debido a la 

presencia de rutas metabólicas alternativas capaces de desarrollar una red alimentaria donde 

grupos específicos de organismos mantienen una baja concentración de productos 

intermedios críticos y promueven el flujo de carbono y electrones desde la materia prima 

hasta el producto deseado (2008). Así es como se resalta que la adopción 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 orgánicas.  
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Capítulo 2 Metodología 
 
 
 
 
 
La metodología de este trabajo de tesis está dividida, dividido en cuatro etapas, cada una de 

ellas responde a los objetivos específicos del estudio y permite abordar, de manera 

progresiva, el análisis del efecto de la fuente de carbono en la generación del consorcio 

microbiano. La metodología combina técnicas clásicas con herramientas modernas, 

garantizando una investigación rigurosa. Como ya se mencionó, la estrategia de trabajo se 

divide en cuatro etapas. La primera etapa se enfoca en la realización de pruebas 

experimentales para estimular el crecimiento de microorganismos propios de la vinaza 

empleando diferentes formulaciones para la preparación del inóculo. En la segunda etapa se 

determinan las características fenotípicas del consorcio microbiano, destacando la aplicación 

de dos técnicas de tinción principales. La tercera etapa consiste en la determinación de 

viabilidad del inóculo, mediante tres indicadores específicos que permiten establecer su 

funcionalidad. Por último, la cuarta etapa está orientada en la determinación de la capacidad 

del consorcio microbiano para la degradación de la vinaza, empleando un análisis por 

espectrofotometría UV-Vis. La Figura 2.1 muestra un esquema general del procedimiento 

seguido, el cual permite contextualizar la metodología aplicada. 

“La paciencia es amarga, 
pero el fruto es dulce”  

-Aristóteles   
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Vinaza Cruda 
(pH=4, sólidos 
disueltos 86 g/l) 

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 efecto de 
electrocoagulación en los 

sistemas de mayor 
crecimiento. 

Evaluar el crecimiento 
microbiano en un lapso de 6-

15 días a diferentes 
temperaturas (35°C y 25°C) 

Tinción de Gram Tinción de azul de metileno  

Conteo con cámara de neubauer  

Variaciones de pH  

Densidad celular por 
determinación de absorbancia   

Determinación de solidos 
suspendidos    

Determinación de capacidad del 
consorcio para degradación de 

vinaza     

 
Etapa I 

Etapa II 

Etapa III 

Etapa IV 

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 Preparación del inóculo.  
Se diseñaron 13 formulaciones para la preparación del inóculo (ver Tabla 2.1), cada 

una con su respectiva fuente de carbono (vinaza, glucosa, harina de maíz y harina de arroz). 

La coutilización de fuentes de carbono es muy ventajosa, ya que puede beneficiar el 

crecimiento celular, además de mejorar el rendimiento y productividad. Según lo reportado 

por Ma et al. (2024), la glucosa es la fuente de carbono preferida, con alta prioridad y 

eficiencia catabólica. Por otro lado, las harinas al contener como principal nutriente al 

almidón proporcionan nutrientes complejos (amilasa y amilopectina) para el crecimiento de 

los microorganismos, además, al ser mezclada con otros componentes puede formar un 

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

(2019).  

Como fuente de nitrógeno se utilizó extracto de levadura, debido a su importancia en 

la generación de biomasa. Además, la elección respondió a criterios de accesibilidad 

económica, de acuerdo con Rojo et al. (2023). En cuanto a los micronutrientes, se empleó 

vinaza. Debido a su riqueza en materia orgánica (azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos) e 

inorgánica soluble donde predomina el potasio, calcio y azufre, además, puede ser utilizada 

para ser digerida en anaerobiosis para obtención de biogás y para constituir sustrato para la 

producción 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 maíz, harina de arroz y extracto de 

levadura fueron obtenidos del laboratorio de investigación CA-247 de la facultad de 

Ingeniería Química.  

Es relevante mencionar que el inóculo final está conformado por el medio microbiano 

base presente en la vinaza, complementado con la formulación que favoreció un mejor 

crecimiento microbiano y una mayor producción de biogás.  
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Tabla 2.1 Formulaciones para la preparación del inóculo. 

Sistema Inóculo Enriquecimiento 

1 M1 Extracto de levadura (0.0209 g), vinaza 

2 M1R 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 

7 M5 Harina de maíz, 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 M9R 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 período de incubación, los inóculos fueron mantenidos mediante la adición 

periódica 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 partió 

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 ajustó el pH a 7 con 𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾 

(1M), con el fin de establecer condiciones semejantes entre los inóculos 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 separación de grupos bacterianos del género Clostridum del resto de los microorganismos 

presentes en la muestra (Rodríguez et al., 2016). Después de someterse a enfriamiento a 

temperatura ambiente se aplicó el método de aislamiento bacteriano por dilución según Sanz 

Cervera (2011). Para ello, se empleó 1 ml de la muestra original y se mezcló con 24 ml de 

agua destilada y esterilizada. Con la dilución 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 convección natural 

(marca GC) a 35°C durante 15 días, procedimiento mencionado para mantener las 

condiciones estables Espinosa et al. (2007) 

2.1.4 Evaluación de crecimiento microbiano. 
Finalizado el procedimiento de preparación, se evalúo el crecimiento microbiano durante un 

lapso de 6 días a 15 días. 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, sólidos 
disueltos 86 g/l)  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 efecto de 
electrocoagulación en los 

sistemas de mayor crecimiento. 

Evaluar el crecimiento 
microbiano en un lapso de 6 

días-15 días a diferentes 
temperaturas (35°C y 25°C ) 

Figura  2.2 Procedimiento de tratamiento de las formulaciones. 
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Se detallan las etapas de adición de nutrientes, ajuste de pH, tratamiento térmico con biomasa 

de rumen (BMR), evaluación del crecimiento microbiano a diferentes temperaturas y análisis 

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

2.2. Determinación de las características fenotípicas.  
Para el cumplimiento del objetivo dos, se presenta la siguiente metodología.  

En este apartado se llevaron a cabo dos tinciones: Gram y azul de metileno, así como pruebas 

de variaciones de pH, con el propósito de identificar características fenotípicas del consorcio 

microbiano presente en los inóculos seleccionados.  

2.2.1 Tinción de Gram.  
Se realizó la tinción de Gram con el objetivo de diferenciar a las Gram positivas de las Gram 

negativas, lo cual permite deducir ciertas propiedades fisiológicas como identificar la 

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

El análisis se llevó a cabo siguiendo los métodos estándar de análisis de agua y aguas 

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

1. Se esterilizó el portaobjetos con agua destilada.  

2. Se tomó una alícuota de 1 ml de la muestra de vinaza. 

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

4. Se colocó una alícuota de 0.05 ml en el portaobjetos previamente esterilizado 

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

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

6. Se adicionó el colorante violeta de cristal en el portaobjetos, dejándolo actuar durante 

90 segundos.  

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

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

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

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

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

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

modelo BA310E con objeto de 100x (véase Figura 2.3).  

                                                                            

 
 

2.2.2 Tinción con azul de metileno.  
Con el objetivo de evaluar la viabilidad microbiana e identificar características morfológicas 

como forma (cocos y bacilos), el tamaño (0.1 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑎𝑎 4 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚)  y el tipo de agrupación 

(estreptococos, tétradas, sarcinas, estafilococos, cocobacilo y estreptobacilos) se realizó una 

tinción con azul de metileno, según lo descrito en la literatura por González et al. (2020).  

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

el cual se describe a continuación:  

1. Se tomó una muestra de 1ml de la vinaza y se diluyó en una proporción de 1:25 con 

aguas destilada.  

2. Se aplicó la solución de azul de metileno a la muestra diluida y se dejó actuar durante 

4 minutos. 

3.  Se colocó una alícuota de 0.05 ml de la muestra en la cámara de Neubauer, 

previamente preparada con el cubreobjetos colocado.  

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

5. Se agregó una gota de aceite de inmersión al cubreobjetos.  

6. Se procedió con la observación con el microscopio modelo Motic BA310E, 

empleando un objetivo de 100x  

7. Finalmente, se registraron los datos correspondientes a la viabilidad microbiana.  

90 s 10 s 90 s 60 s 10 s 

Figura  2.3 Procedimiento con Microscopio óptico binocular marca Motic 
modelo BA310E 



 

34 

 

 

Figura  2.4 Tinción simple. Microorganismos teñidos con azul de metileno 
2.2.3 Variaciones de pH  
El análisis de las variaciones de pH se llevó a cabo con el objetivo de caracterizar la acidez 

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

características fenotípicas de acuerdo con Díaz et al. (2017).  

El procedimiento por seguir es el siguiente:  

1. Se tomó una muestra de 1 ml de vinaza y se diluyó en una proporción de 1:25 con 

agua destilada. 

2. Se midió el pH utilizando potenciómetro Hanna Instruments modelo HI 223 (véase 

Figura 2.5).  

3.  Se ajustó el pH a 7 mediante la adición de 0.2 ml de KOH en el estado inicial (1M).  

4. Se monitoreó el pH diariamente ya que este puede cambiar a lo largo del tiempo.  

5. Finalmente, se evaluó como estos cambios afectaron el pH, de acuerdo con el 

procedimiento descrito por Aristizábal (2015). 

 

Figura  2.5 Potenciómetro Hanna Instruments modelo HI 223 
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2.3 Determinación de viabilidad del inóculo 
Para el cumplimiento del objetivo tres se evaluó la viabilidad del inóculo; es decir, la 

habilidad de una población microbiana para multiplicarse y producir una colonia 

macroscópica en un medio de cultivo o producir turbidez en un medio líquido apropiado esto 

de acuerdo con la bibliografía consultada Guerra et al. (2020), para ello, se utilizaron tres 

indicadores, uno directo, mediante el conteo celular y dos indirectos, a través de la medición 

de absorbancia y determinación de sólidos suspendidos.  

2.3.1 Conteo celular.  
Para esta evaluación se empleó la cámara 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 continuación:  

1. Se mezclaron 15 ml de vinaza con 15 ml de agua destilada, obteniendo una dilución 

de 1:2.  

2. Se colocó con cuidado el cubreobjetos sobre la cámara 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 cámara de Neubauer. De esta manera la muestra se introdujo por 

capilaridad.  

4. Se dejó reposar durante cuatro minutos para que las células se asentaran y 

distribuyeran de manera homogénea.  

5. Se realizó la observación con ayuda del microscopio óptico binocular Marca Motic, 

modelo BA310E, con objeto de 100x  

6. El conteo celular se efectúo en un área de 1 𝑚𝑚𝑚𝑚2 , con una profundidad de 0.1 𝑚𝑚𝑚𝑚 

(véase Figura 15) (Sami y otros, 1994).  

7. A partir de las imágenes obtenidas por esta técnica se calculó la densidad celular de 

acuerdo con la Ecuación 2, mencionando que se obtienen unidades de 

𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚  de acuerdo con Gallego et al., (sf). 

 

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 =
𝑁𝑁ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 (𝑚𝑚𝑚𝑚2)𝑥𝑥 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 (𝑚𝑚𝑚𝑚)𝑥𝑥 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷ó𝑛𝑛
    𝐸𝐸𝐸𝐸. 2 
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Mencionando que la superficie de conteo es el área observada, mientras que la profundidad 

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

Figura 2.6).  

  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

2.3.2 Densidad celular por determinación de absorbancia.  
Para este análisis se utilizó la luz visible en un rango de 400nm-700 nm, en el cual se midió 

la turbidez causada por células en suspensión, como indicador del crecimiento celular esto 

de acuerdo con la referencia Franco et al. (2023).  

El proceso se llevó a cabo siguiendo los siguientes pasos:  

1. Se preparó una dilución de la muestra en una proporción de 1:2 (15 ml de vinaza y 

15 ml de agua destilada).  

2. Se tomó en una cubeta de espectrofotómetro 1 ml de muestra diluida (1:2) y en otra 

agua destilada la cual funge como blanco.  

3. Se encendió el espectrofotómetro UV-Vis modelo GENESYS 30 (véase Figura 2.7) 

y se calibró a cero la absorbancia utilizando la cubeta con agua destilada. 

4.  Una vez que fue calibrado el equipo se quitó la muestra de blanco y se colocó la 

cubeta con muestra de vinaza diluida.  

𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝑽𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄 = (𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏)𝒙𝒙(𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏)𝒙𝒙(𝟎𝟎.𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎) 

Figura  2.6 Conteo celular con cámara de 
Neubauer (Subía et al., 2018) 
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5. Se realizó el barrido correspondiente, y al finalizar, se registraron las absorbancias 

obtenidas a 600 nm, que es comúnmente utilizada para estimar crecimiento celular de 

acuerdo con los autores Camacho et al. (2010).  

6. Por último, se almacenan los resultados. A partir de los valores de absorbancia se 

determinaron las velocidades máximas de crecimiento celular bajo las condiciones 

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

 

Figura  2.7 Espectrofotómetro UV-Vis GENESYS 30 
2.3.3 Determinación de sólidos suspendidos.  

El tercer indicador es la determinación de sólidos suspendidos. Esta técnica se empleó 

con el fin de separar la biomasa microbiana por medio de un centrifugado, y, a su vez 

cuantificar los sólidos suspendidos presentes en la muestra de acuerdo con Contreras et al. 

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

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

contaminación.  

2. A partir de esto, se tomaron 180 ml de vinaza y se diluyeron en una proporción de 1:5. 

La muestra fue agitada hasta homogenizarla.  

3. Se pesaron los tubos vacíos de centrifuga vacíos en báscula OHAUS Adventurer modelo 

H-5276. 

4. Posteriormente, se vertieron en los tubos de centrifuga 45 ml de la muestra diluida, 

asegurándose de cerrarlos correctamente para evitar derrames y garantizar un equilibrio 

adecuado durante la centrifugación.    

5. A continuación, 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 centrifugó a 5000 rpm por 15 minutos (Chen et al., 2021). 

7. Se transfirió el sobrenadante en otros tubos de centrifuga y se procedió al secado. 
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8. Luego, se realizó el pesaje de sólidos 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 sólidos separados por centrifugación fue determinada por 

gravimetría, utilizando la Ecuación 3.  

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 = 𝑚𝑚𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡+𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 − 𝑚𝑚𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠                                          𝐸𝐸𝐸𝐸. 3 

 

 

Figura  2.8 Centrifuga Labnet modelo HERMELE Z300 
2.4 Determinación de la capacidad del consorcio microbiano para la degradación de la 
vinaza.  
En esta etapa se evalúo el desempeño de los procesos de tratamiento mediante el análisis de 

la absorbancia, considerando las variaciones en la intensidad de color dentro del rango 450 

nm-455 nm, así como un barrido espectral de 325 nm-640 nm, con el propósito de identificar 

los picos característicos 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 calibró el espectrofotómetro UV-Vis modelo GENESYS 30 a cero usando una cubeta 

con agua destilada como blanco.  

2. Después, se retiró la cubeta del blanco y se colocó la cubeta con la muestra de vinaza 

diluida.  

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

característicos de la vinaza (Padilha de Souza y otros, 2015).  
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4. A continuación, se registraron las absorbancias específicas en el intervalo de 450 nm -

455 nm, correspondientes a la intensidad de color mencionadas por Del Gobbo et al.,  

(2019).  

5. Finalmente, la degradación de la vinaza fue determinada mediante la Ecuación 4, 

mientras que el rendimiento de degradación se calculó utilizando la Ecuación 5, el 

proceso de cálculo se explica a continuación:  

 

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

5.2 Posteriormente, se calcula el porcentaje de reducción. De acuerdo con la Ecuación 

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 degradación.  

 

 

En donde, 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑜𝑜 es la absorbancia inicial y, Abs 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.  

 

 

 

  

𝑌𝑌𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐� = 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑟𝑟𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚,𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 

−𝒓𝒓𝒎𝒎𝒎𝒎𝒎𝒎,𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂 = 𝑻𝑻𝑻𝑻𝑻𝑻𝑻𝑻 𝒎𝒎á𝒙𝒙𝒙𝒙𝒙𝒙𝒙𝒙 𝒅𝒅𝒅𝒅 𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅ó𝒏𝒏 𝒐𝒐 𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄  𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅𝒅 𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔  

+𝑟𝑟𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚,𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 = 𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 𝑚𝑚á𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐. 

%  𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅ó𝑛𝑛 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 =
𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠𝑜𝑜 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴

𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠𝑜𝑜
𝑥𝑥 100                            𝐸𝐸𝐸𝐸. 4 

𝑌𝑌𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐� =

−𝑟𝑟𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚,𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎

+𝑟𝑟𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚,𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
 

𝑌𝑌𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐� ≈

�−∆[𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎]
∆𝑡𝑡 �

�+∆𝑁𝑁𝑁𝑁.𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
∆𝑡𝑡 �

                                          Ec.5  
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5.4 Se evalúa la tasa de cambio de absorbancia con respecto al tiempo, que representa a 

la velocidad de degradación del sustrato. 

 

∆[𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎]
∆𝑡𝑡

=
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠0
𝑡𝑡 − 𝑡𝑡0

                                           𝐸𝐸c. 5.1 

∆[abs]
∆t = Cambio en la concentración de sustrato degradado por unidad de tiempo 

t = tiempo �inal 

t0 = tiempo inicial 

 

5.5 Cálculo de la tasa de biomasa generada. La tasa puede calcularse por dos 

métodos:  

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

 

+
∆𝑁𝑁𝑁𝑁.𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

∆𝑡𝑡
=
𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋 − 𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑙𝑙0

𝑡𝑡 − 𝑡𝑡0
                                     𝐸𝐸𝐸𝐸. 5.2 

+
∆𝑁𝑁𝑁𝑁.𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

∆𝑡𝑡
= 𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑛𝑛ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑢𝑢𝑢𝑢 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡. 

𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 = 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 

𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑋𝑙𝑙0 = 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 

 

b) Por concentración de sólidos suspendidos (SS): 

 

+
∆𝐶𝐶𝑠𝑠𝑠𝑠
∆𝑡𝑡

=
𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 − 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑠𝑠0
𝑡𝑡 − 𝑡𝑡0

                                                𝐸𝐸𝐸𝐸. 5.3 

𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 = 𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶ó𝑛𝑛 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑠𝑠ó𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 

𝐶𝐶𝐶𝐶𝑠𝑠0 = 𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶ó𝑛𝑛 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑠𝑠ó𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 
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2.4.1 Determinación de la capacidad de degradación de vinaza.  
La formulación que mostró el mayor rendimiento de crecimiento fue seleccionada para 

someterse a pruebas de electrocoagulación de bajo voltaje: 0 V, 1 V, 1.5 V durante un tiempo 

de exposición de 30 minutos. De acuerdo con Ojeda, las pruebas de electrocoagulación son 

un tratamiento electroquímico 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 realizó un monitoreo de la absorbancia a 550 nm, 

el pH y temperatura durante un período de 6 días, esto con el fin de evaluar la evolución de 

remoción, la cual es calculada de acuerdo con la ecuación 4.   

 

Figura  2.9 Fuente de poder BK PRECISION 1550. 
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Capítulo 3 Resultados 
 
 
 
 
 
 

 

En este capítulo se presentan los principales resultados obtenidos durante la adaptación de 

consorcios microbianos provenientes de la vinaza de mezcal. El trabajo se dividió en cuatro 

etapas, las cuales permitieron evaluar el comportamiento del consorcio en diferentes 

condiciones.  

Inicialmente se seleccionaron las formulaciones más factibles para estimular el crecimiento 

microbiano, utilizando una fuente de carbono, nitrógeno y de micronutrientes.  Para la fase 

posterior, se realizó una caracterización fenotípica de consorcio mediante tinciones (tinción 

de Gram y azul de metileno). En la tercera fase, se evalúo la viabilidad del inóculo a través 

de un conteo celular haciendo uso de la cámara de Neubauer, la medición de sólidos 

suspendidos y la densidad celular por medio de la determinación de absorbancia. Por último, 

se analizó la capacidad del consorcio microbiano para la degradación de la vinaza. 

“En la naturaleza, la 
cooperación es tan 
importante como la 
competencia”  

-Lynn Margulis 
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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, nitrógeno y de micronutrientes se realizó un monitoreo inicial de pH y temperatura 

para evaluar condiciones de la vinaza, así como el crecimiento celular obtenido en los 

sistemas M1-M6 y M9.2. Dado que los tiempos de muestreo variaban entre algunas pruebas, 

se optó por analizar únicamente aquellos momentos en los que coincidían, específicamente 

en las horas 24, 48, 72 y 168.  

Los resultados se presentan en la tabla 3.1. 

Tabla 3.1 Determinación de pH y temperatura inóculos M1-M9.2 

Parámetro M1 M1R M3 M3R  Mss M5 M6 M7 M8 M9 M9R M9.2 

Ph 4.3 4.3 4.3 4.3 4.2 4.9 4.3 4.3 3.4 3.9 3.6 3.1 

pH ajustado 7.9 7.3 7.8 7.1 7 8.4 7.29 7.29 6.9 4.3 7 5.9 

Temperatura 

(°C) 

35 35 35 35 35 35 35 35 25 25 25 25 

 

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 inóculos M1-M6 y M9.2 y 

Tabla 3.3 Monitoreo de pH (24h-168 h) en inóculos M1-M6 y M9.2. Así mismo, en la Figura 

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

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

Número de 

células Gram + 

M1 M1R M3 M3R  Mss M5 M6 M9.2 

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 inóculos M1-M6 y M9.2. 

 pH M1 M1R M3 M3R  Mss M5 M6 M9.2 

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 

 

 

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

Nota. El gráfico representa el crecimiento de células Gram positivas en los inóculos M1-M6 

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

A partir de la gráfica se observa que el inóculo M9.2, derivado del inóculo Mss, presentó el 

mayor crecimiento celular, lo que sugiere que esta combinación de condiciones favoreció 

significativamente el desarrollo microbiano en comparación de los demás inóculos. 

Se prosiguió con calcular la densidad celular. Para ello, se hizo uso de la ecuación 2, 

explicada en la metodología (véase capítulo II), la cual nos permitió obtener el número de 
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celular por mililitro �𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙
𝑚𝑚𝑚𝑚

�. Los resultados se presentan en la Tabla 3.4 Densidad celular 

para inóculos M1-M6 y M9.2. 

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

Inóculo Número de 

células 

Acumuladas 

Superficie 

de conteo 

𝒎𝒎𝒎𝒎𝟐𝟐 

Profundidad 

𝒎𝒎𝒎𝒎 

Dilución Densidad  

M1 134 0.2 0.1 25 0.268𝑥𝑥106𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

M1R 231 0.2 0.1 25 0.462𝑥𝑥106𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

M3 139.5 0.2 0.1 25 0.279𝑥𝑥106𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

M3R 168 0.2 0.1 25 0.336𝑥𝑥106𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

Mss 224.5 0.2 0.1 25 0.449 𝑋𝑋106𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

M5 113 0.2 0.1 25 0.226𝑥𝑥106𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

M6 135.5 0.2 0.1 25 0.291𝑥𝑥106 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

M9.2 396 0.2 0.1 30 0.792𝑥𝑥106 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

/𝑚𝑚𝑚𝑚 

 

 

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

seguida del Mss. 

3.2 Determinación de las características fenotípicas.  
Para el desarrolló del estudio, se obtuvieron los siguientes resultados en función a los 

métodos de tinción aplicados para la identificación de características fenotípicas.  
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3.2.1 Tinción de Gram y azul de metileno. 
A manera de ejemplo se describen los inóculos M1R, M6 y Mss (véase Tabla 3.5) para la 

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

Tabla 3.5 Identificación de Gram positivas en inóculos M1R, M6 y Mss. 

t 
(h) 

M1R M6 Mss M9.2  

24 
h 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

48 
h 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

72 
h 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

168 
h 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

De acuerdo con la tabla anterior (véase Tabla 3.5), se observa que en las primeras 24 horas, 

las células observadas en los inóculos 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 inóculo Mss desde las 

primeras 24 horas ya muestra agrupamientos celulares más notorios, lo que sugiere un 

crecimiento más acelerado. Entre las 48h y 72 h, se observa un aumento en la cantidad de 

células, especialmente en Mss y M1R, ya que, hay mayor cantidad de agrupaciones, mientras 

que en M6 y M9.2 es limitado el crecimiento. A las 168 h, los inóculos M1R y M9.2, 

muestran una agrupación muy densa (señalado en la imagen), lo que podría arrojar a la 

formación de una biopelícula como mecanismo de adaptación y al encontrarse diversos 

microorganismos se puede ver influenciada por las diversas interacciones. De acuerdo con la 

literatura consultada, la formación de biofilms S. cerevisiae está influenciada por la 

disponibilidad de nutrientes, principalmente de fuentes de carbono, nitrógeno y lípidos.  

Activando al gen FLO11 para la formación de biofilms cuando hay una reducción de carbono 

y nitrógeno, 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 formación de biopelículas se debe a una respuesta 

por la reducción de la fuente de carbono y nitrógeno.  

Respecto a la morfología, de acuerdo con González et al. (2020), las células presentan una 

forma cocoide y bacilar en su mayoría, con variaciones mínimas en tamaño y agrupaciones 

en forma de tétradas, estafilococos, sarcinas, diplobacilos y estreptobacilos. Y, muestran 

estabilidad de acuerdo con las condiciones evaluadas.  

3.3. Determinación de la viabilidad del inóculo. 
Para la evaluación de la viabilidad del inóculo, se determinaron las velocidades máximas de 

crecimiento celular a partir de curvas de crecimiento, aplicando líneas de tendencia. De esta 

manera se identificó en que inóculo se presentó una tasa mayor en función del tiempo.  

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inóculo Tiempo 
(h) 

Acumulación 
No. Células 

 
 

 

M1 24 44.5 0 
M1 48 73 1.188 
M1 72 96 0.958 
M1 168 134 0.396 

M1R 24 34 0 
M1R 48 108.5 3.104 
M1R 72 150 1.729 
M1R 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 
M6 24 57 0 
M6 48 82 1.042 
M6 72 116.5 1.438 
M6 168 135.5 0.198 

M9.2 24 61 0 
M9.2 48 114 2.208 
M9.2 72 198 3.5 
M9.2 168 396 2.063 

𝒅𝒅𝑿𝑿𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄
𝒅𝒅𝒅𝒅

≈
∆𝑿𝑿𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄
∆𝒕𝒕

 



 

49 

 

Figura  3.2 Acumulación de No. Células M1-M9.2. 
 

De acuerdo con las gráficas de acumulación de número de células y velocidades de 

crecimiento (véase Figuras 3.2 y 3.3), el inóculo con mayor velocidad de crecimiento es el 

del inóculo M9.2 con un valor de 3.5. Este comportamiento se atribuye a dicho sistema fue 

Ncel = 2.3208t + 11.229
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alimentado cada tercer día con su respectiva fuente de nutriente, lo cual favoreció su 

desarrollo continuo.  

 

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

 

3.3.1 Densidad celular por determinación de Absorbancia  
La densidad celular se determinó por medio de las absorbancias, a una longitud de onda de 

600 nm (OD600), rango utilizado comúnmente para medir el crecimiento microbiano. En 

base a los valores obtenidos, se estimó la tasa de cambio de absorbancia respecto al tiempo 
𝑪𝑪𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂
𝒅𝒅𝒅𝒅

≈ ∆𝑪𝑪𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂
∆𝒕𝒕

  como una aproximación del crecimiento celular. Para ello, se hizo uso de la 

ecuación 5 (véase en capítulo 2).  

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.7.  
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𝒅𝒅𝒕𝒕
≈

tiempo (h)

Velocidades de crecimiento inóculos M1-M9.2 

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M1

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M1R

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M3

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M3R

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕Mss

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M5

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M6

(𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕M9.2

Polinómica ((𝒅𝒅𝑿𝑿_𝒄𝒄𝒆𝒆𝒍𝒍)/𝒅𝒅𝒕𝒕
M9.2)

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 = −0.0006𝑡𝑡2 + 0.1323𝑡𝑡 − 2.7926

𝑅𝑅𝑅 = 0.9988

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀1

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀1𝑅𝑅

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀3

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀3R

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀1𝑅𝑅

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀ss

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀5

𝑑𝑑𝑋𝑋𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑀𝑀6

𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑 M9.2

Polinómica 𝑑𝑑𝑋𝑋𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑

𝑀𝑀9.2

𝒅𝒅𝑿𝑿
𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄𝒄


𝒅𝒅𝒅𝒅
≈
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Tabla 3.7 Determinación de absorbancias y tasas de cambio en inóculos M1-M6 y M9.2. 

Inóculo Tiempo 
(h) 

 
Λ 

Absorbancias  
 

 

M1 24 600 0.034 
0.00000  M1 192 600 0.034 

M1R 24 600 0.045 
0.00001  M1R 192 600 0.047 

M3 24 600 0.055 
-0.00027  M3 192 600 0.009 

M3R 24 600 0.06 
0.00011  M3R 192 600 0.078 

Mss 24 600 0.282 
-0.00140  Mss 192 600 0.047 

M5 24 600 0.01 
-0.00007  M5 192 600 0.00 

M6 24 600 0.012 -0.00007  M6 168 600 0 
M9.2 24 600 0.523 

-0.00061  M9.2 192 600 0.42 
 

Analizando que el inóculo Mss es la que obtuvo la mayor reducción en la tasa de absorbancia 

seguida de M9.2, que es respuesta de la pérdida de turbidez durante el tiempo evaluado, así 

como a la formación de sedimentos.  

3.3.2 Determinación de sólidos suspendidos.  

En esta sección se presentan los resultados correspondientes a la determinación de sólidos 

suspendidos de los diferentes inóculos analizados. La Figura 3.4. muestra la acumulación de 

sólidos suspendidos registrada en los inóculos M1-M6 y M9.2, lo que permite observar el 

comportamiento de cada uno.  

𝒅𝒅𝒅𝒅𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂
𝒅𝒅𝒅𝒅

≈
∆𝑪𝑪𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂
∆𝒕𝒕
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Figura  3.4 Acumulación de sólidos suspendidos en inóculos M1-M9.2. 

De acuerdo con la figura 3.4 se observa que el inóculo Mss es el inóculo con mayor presencia 

de sólidos con un valor de 0.1056 g de sólidos secos acumulados, seguido del inóculo M9.2 

con un valor de 0.075 g de sólidos secos suspendidos. Esta diferencia puede atribuirse al 

hecho de que el inóculo Mss sirvió como base para la elaboración del inóculo M9.2. De 

acuerdo con Tchobanoglus  (2014), la acumulación de sólidos suele estar relacionada con la 

actividad microbiana y la estabilidad del sistema. 

3.4 Determinación de la capacidad del consorcio microbiano para la degradación de la 
vinaza.  
Para la evaluación del desempeño del proceso de adaptación, se realizó un barrido de 325 

nm-640 nm, para identificar los picos característicos (Padhila de Souza y otros, 2016). Este 

análisis se centró en los inóculos M9 y M9R ya que mostraron una mayor visibilidad de los 

picos espectrales, permitiendo una mejor interpretación del comportamiento. En la Figura 

3.5 se presentan las curvas de absorbancia características del inóculo M9. 
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Figura  3.5 Identificación de picos característicos inóculo M9 (325 nm-640 nm) 

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

inóculo M9R.  

 

Figura  3.6 Identificación de picos característicos inóculo M9R (325 nm-640 nm) 

 

380nm-390 nm 

325nm-420 nm 

 

Curva inicial  

Curva final 

375nm-390 nm 

325nm-425nm 

Curva inicial  

Curva final 
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     Días en que se alimentó el sistema.  

Se observó que los picos característicos en el inóculo M9 se encuentran en el siguiente rango: 

• 380 nm-390 nm-> Melanoidinas  

• 325 nm-420 nm-> Compuestos fenólicos y Melanoidinas 

De acuerdo con lo anterior, en la Figura 3.5 se observó 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 reducción de la carga orgánica y pigmentada 

de la vinaza. 

Por otro lado, se identificó que los picos característicos para inóculo M9R se encuentran en 

el siguiente rango:  

• 375 nm-390 nm-> Melanoidinas  

• 325 nm-425 nm-> Compuestos fenólicos 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 reducción de la carga orgánica y 

pigmentada de la vinaza. 

Además del análisis de picos, se evalúo la tasa de reducción de absorbancia (véase Figura 

7). En este caso los inóculos seleccionados son del M1-M6 y M9.2, utilizando los valores 

obtenidos a las 24 h y 192 h de análisis a una longitud de onda de 450 nm.  



 

55 

 

 

Figura  3.7 Reducción de absorbancia porcentual en inóculos M1-M9.2 

  

De acuerdo con los resultados graficados, los inóculos M3 y Mss mostraron los mayores 

porcentajes de reducción, con valores superiores a 83%, lo que indica una mayor capacidad 

de disminución en la densidad óptica. Mencionando que este comportamiento puede 

atribuirse a la actividad metabólica del consorcio.  

Por   último, se calculó el rendimiento de cada inóculo (M1-M9.2), utilizando la ecuación 5 

(véase capitulo II). Para este calculó se tomó como número de células la tasa de acumulación 

de sólidos suspendidos (SS), lo que permitió estimar el rendimiento del sustrato degradado 

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

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

Inóculo 𝒅𝒅𝑪𝑪𝑺𝑺𝑺𝑺
𝒅𝒅𝒅𝒅

≈
∆𝑪𝑪𝑺𝑺𝑺𝑺
∆𝒕𝒕

 
𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪
𝒅𝒅𝒅𝒅

≈
∆𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪𝑪
∆𝒕𝒕

 
Rendimiento del 
proceso  

𝒀𝒀𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂 𝒔𝒔𝒔𝒔� ≈
�−∆[𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂𝒂]

∆𝒕𝒕 �

�+∆𝑪𝑪𝑺𝑺𝑺𝑺
∆𝒕𝒕 �

 

 
M1 0.00119 0.00000 0.00000 

M1R 0.00187 0.00029 -0.15267 
M3 0.00080 -0.00657 8.21429 

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 inóculo M3 es el que presenta mayor rendimiento, pero debe 

excluirse del análisis de rendimiento, ya que su valor esta sesgado por un exceso de KOH, 

que interfiere con la medición de absorbancia. Por lo tanto, Mss es el que presenta mayor 

reducción del rendimiento debido a que el análisis fue realizado con una dosis mínima de 

KOH.  

Ya que el inóculo Mss es el más favorable se realizan las pruebas de electrocoagulación 

descritas en el objetivo 1. Para este punto las pruebas de electrocoagulación se realizaron a 

voltajes distintos (véase capítulo II). Posteriormente, se realizó un monitoreo de la 

absorbancia a 550 nm con el fin de evaluar la evolución de remoción, la cual es calculada de 

acuerdo con la ecuación 4.   

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

representados los resultados de remoción en la Figura 3.8. 

Tabla 3.9 Monitoreo de pH y temperatura inóculo Mss. 

Parámetro Control (0V) Control (1V) Control (1.5 V) 

pH inicial  3.6 3.6 3.6 

pH final  7.7 7.34 6.58 

Temperatura °C 25 25 25 

 

Tabla 3.10 Degradación de la vinaza antes y después del tratamiento en el inóculo Mss. 

Día Control (0V) Control (1 V) Control (1.5 

V) 

Remoción 

(1V) 

Remoción 

(1.5 V) 

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 

 

 

Figura  3.8 Remoción a 1 y 1.5 V en la muestra del inóculo Mss. 

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

absorbancia de 550 nm a voltajes de 1 V y 1.5 V. 

Obtenemos como resultados una reducción de absorbancia desde el día 1, pero podemos 

observar que a 1.5 V hay una mayor remoción, ya que esta se encuentra entre 50% y 80% a 

diferencia de la de 1 V ya que la remoción a 550 nm fluctúa de 48% a 80%. Es por ello, que 

se comprueba que la electrocoagulación es efectiva para monitorear la remoción en el 

residual del mezcal conocido como vinaza y que la variación de resultados obtenidos se debe 

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

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

“Nuestra tarea debe ser 
vivir libres, ampliando 
nuestro círculo de 
compasión para abarcar a 
todas las criaturas 
vivientes y la totalidad de 
la naturaleza y su belleza” 

-Albert Einstein  
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Con base al primer objetivo, se realizaron las pruebas experimentales empleando distintos 

inóculos, determinándose que el de mayor rendimiento fue el Mss (lo que determina es el 

inoculo más favorable a degradar MO). 

Sin embargo, inicialmente el inóculo con mayor crecimiento celular fue el M9.2 a las 168 h 

después su caracterización, lo que confirma la eficiencia del proceso de enriquecimiento de 

la fuente de carbono para favorecer la adaptación microbiana.  

En relación con el segundo objetivo, la caracterización fenotípica permitió identificar que el 

inóculo Mss desarrolló agrupamientos celulares notorios desde las primeras 24 h, indicando 

un crecimiento más rápido.  Entre las 48h y 72 h, se observó un aumento en la densidad 

celular, principalmente en los inóculos Mss y M1R. Posteriormente, a las 168 h, M1R y M9.2, 

evidenciaron agrupaciones densas, compatibles con la formación de biopelículas, 

probablemente como mecanismo de adaptación ante la reducción de nutrientes, 

especialmente de carbono y nitrógeno. 

Respecto al tercer objetivo, la determinación de la viabilidad indicó que el inóculo con mejor 

velocidad de crecimiento fue M9.2 con una tasa de 3.5, mientras que Mss alcanzó la mayor 

acumulación de sólidos secos (0.1056 g). Estos datos nos permiten validar la capacidad de 

ambos inóculos para mantener un desarrollo microbiano eficiente en condiciones de 

enriquecimiento.  

Finalmente, en el cumplimiento del cuarto objetivo, la evaluación espectrofotométrica 

evidenció que los inóculos Mss y M3 lograron reducciones de absorbancia superiores al 83%. 

Lo que demuestra una alta capacidad para la degradación de compuestos fenólicos y 

melanoidinas presentes en la vinaza. No obstante, M3 fue excluido del análisis debido a un 

sesgo generado por un exceso de KOH. Por lo tanto, Mss se establece como el consorcio más 

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

Concluyendo que el enriquecimiento de la fuente de carbono simple y rica en nutrientes 

favorece a la generación de un consorcio microbiano, capaz de degradar MO y mejorar la 

eficiencia de un tratamiento biológico de la vinaza, contribuyendo a la disminución del 

impacto ambiental asociado a su descarga.  
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Anexo A.  
Tabla 1.A. Composición de la vinaza.  Zelaya et al., (2021), Leal et al.,  (2003), (Villalobos 
Castillejos, 2009), (Arenas Montaño, 2017), Aviña et al., (2023), (Caputo, 2020), 
(Miqueleto Fernandes, 2015), (CONADESUCA, 2016). 

 

Parámetros Unidad Cantidad 
Potasio mg/l 1542 a 3961 
Cloruro mg/l 209 a 3550 

Magnesio mg/l 343 a 669 
Calcio mg/l 292 a 641 
Sodio mg/l 27 a 57 

Fósforo mg/kg 0.02 a 25.48 
Nitrógeno mg/l 5.561 a 495 

Hierro mg/l 1.09 a 32  
Manganeso mg/kg 24 

Zinc mg/kg 3.10 a 75 
Cobre mg/kg 2.35 a 8 

Cloruro mg/kg 117 
Etanol g/l 2.2 

Butanol g/l 2 
  Azúcares mg/l 2 a 58 

Sulfatos mg/l 14.43 a 842 
Fosfatos mg/l 1.705 a 30 
Cenizas % 6.39 

Materia Orgánica mg/l 2.2 a 3.9 
Nitritos mg/l 3.7 ± 0.6 
Amonio mg/l 456.3 ± 8.4 
Nitratos mg/l 499  ± 13.53 
Arsénico mg/l <1.0  ± 0 
Cromo mg/l <1.0  ± 0 
Níquel mg/l <1.0  ± 0 

Ácido isoamílico g/l 1.3 
Fósforo  mg/kg <0.02 

Melanoidinas mg/l 24.36  ± 0.125 
Sólidos totales mg/l  28,000 a 133,833 ± 577-1,485 

Azúcares totales  (%) 1.2 ± 0.9 
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