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RESUMEN 

Empleando la metodologia de superficie de 
respuesta~ con objeto de lograr la mayor reducción 
de la 080~ se optimizaron las variables de 
agitación y aireación~ en una fermentación a nivel 
planta piloto, con crecimiento de-~ !::ftiJ....t2. en un 
medio vinazas de tequila. 

La superficie de respuesta encontrada, para esas 
variables, correspondió a un simple m~ximo, 

habiendose explorado la región de 200-441 rpm para 
agitación y de 0.28-1.12 vvm para aireación. 

Los valores optimo~ encontrados para las variables 
fueron de 364 rpm y 0.83 vvm~ para agitación y 
aireacion, respectivamente; alcanzandose con estos 
valores un 85.7/. de reducción de la DBO, respecto 
a su valor inicial en las vinazas. 
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ANTECEDENTES. 

,,~· 

,':. 

L~ producción de alcohol y de bebidas alcohólicas, 
ha evolucionado a la par que la evolución del 
hombre; y asl como en las ~pocas pasadas la 
obtención de bebidas alcohólicas era todo un rito 
de lndole religioso~ al devenir de los aNos, esta 
ha venido a ser una parte sustancial en la económia 
de algunos paises~ tales como Brasil, Cuba, la 
India y otros. 

La fermentación alcohólica es posible utilizando 
cualquier fuente natural de azOcares. almidón y/o 
material celulósico como sustrato para el 
crecimiento de un microorganismo~ que es el que 
realiza mediante su metabolismo, la transformación 
del sustrato a etanol <Sheehan and Greenfield, 
1980). 

Aunque existen diversas fuentes fermentables para 
la obtención de alcohol~ la producción mundial se 
ha inclinado principalmente por dos, que son: La 
remolacha en Europa~ principalmente; y la ca~a de 
azOcar en el resto del mundo. 

De igual manera que la producción de alcohol~ en 
algunos paises se ha observado cierto inter~s en 
producir bebidas alcohólicas propias de los mismos~ 
como el whiskey en Escocia, el ron en Puerto Rico, 
el cogNac en Francia y el tequila en México, entre 
otros. 

Siendo el tequila una bebida alcohólica, obtenida a 
partir de una fermentación alcohólica de agave, y 
el alcohol, resultado tambien de una fermentación 
alcohólica del jugo de caNa de azúcar, han 
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acarreado de una manera inherente un 
contaminación, manifestado por sus 
residuos de destilación, que se les 
vinazas. 

problema de 
efluentes o 

han llamado 

Estas vinazas se han constituido en un grave 
problema ecológico-ambiental, debido a su alto 
potencial contaminante, dado por su DB05 promedio 
arriba de 35,000 mg/1, un pH acido entre 3.5-4.0 y 
una temperatura de descarga de 90 oC a los sistemas 
de drenaje municipales. Asi mismo por su elevado 
contenido orgánico, material carbonado, células de 
levadura muertas, azOcares residuales, alcoholes 
superiores, sustancias no fermentables, grasas y 
fibras <Baker et al., 1982. Costa et al., 1981. 
Nadir, 1975>. 

Y aunado a lo anterior, los grandes volümenes que 
se obtienen de ellas, ya que la proporción es que 
por 1 litro de alcohol se producen de 12-14 litros 
de efluente, en este caso vinazas (fauk, 1982). 

As!, SivaRam et al. (1984>, reporta que la 
producción de vinazas en la India, anualmente es de 
aproximadamente 15,000 m3. 

Monteiro (1975>, haciendo una estimación de la 
producción de alcohol en el Brasil, concluye que el 
equivalente en contaminación <DB05) del a~o de 
1975, fue el de una ciudad de 100 millones de 
habitantes. 

De igual forma Tauk (1982>, estimando que la 
producción de alcohol del Brasil en el a~o de 1985 
seria de 9 millones de m3, considera que la 
produccibn de vinazas fue aproximadamente 115 
millones de m3. 
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Por su car~cter contaminante, las vinazas 
(principalmente las de caha de az~car> han motivado 
a nivel mundial, amplios estudios con objeto de su 
tratamiento, ya sea mediante la utilizacibn de 
ellas, tratamientos físico-químicos y/o 
tratamientos microbiológicos <Sheehan and 
Greenfield, 1980>. 

Entre las alternativas que podemos mencionar como 
las m~s sobresalientes, tenemos: 

UTILIZACION DE LAS VINAZAS. 

a> Aplicacibn directa a la tierra. 
b> EvaporaciOn y combustión. 
e) Suplemento alimenticio. 

TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICO. 

TRATAMIENTOS BIOLOGICOS. 

a) Digestibn anaerobica. 
b) Filtros anaerobios. 
e> Lagunas de oxidaciOn. 
d> Lodos activados. 
e> Fermentacibn aerobia con produccibn de biomasa. 

3 



UTILIZACION DE LAS VINAZAS. 

a> Aplicacion directa a la tierra. 

'' ., 

La aplicacion directa a la tierra, ya sea como agua 
de riego y/o como fertilizante, ha mostrado los 
siguientes efectos: 

Incrementa el pH del suelo a neutralizar, debido 
a los altos contenidos de calcio y magnesio. 

Mejora las propiedades fisicas y quimicas del 
suelo. 

Establece condiciones ideales para el cultivo de 
cafta de azúcar. 

Restaura y mantiene la fertilidad del suelo. 

Incrementa la microflora del suelo. <Sheehan and 
Greenfield, 1980). 

Y aunque pudi~semos considerar~ dados los efectos 
que se seftalan anteriormente, que esta alternativa 
es bastante atractiva y eficiente, a juicio de 
muchos autores <Nadir~ 19'75. Sheehan and 
Greenfield, 1980>, es bastante engaftosa, ya que es 
justo mencionar, que esta metodología solo se ha 
probado en Brasil, en el cultivo de cafta de azúcar 
y solo en fases' eHperimentales; y tal como lo 
seffala Nadir (1975>, la factibilidad del proceso 
radica en el uso racional de las vinazas, si se ha 
analizado debidamente la composicion del suelo, el 
cultivo que se va fertilizar, asi como las 
condiciones economicas que favorecen su uso en el 
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campo y los gastos inherentes que van a incrementar 
de alguna manera el costo. 

b) Evaporacibn y combustibn. 

Las vinazas son 
alimentacion animal 
posible incineración 
caso diferente. 

evaporadas, ya sea para 
y/o fertilizante, y con una 

para recuperacibn de potasa en 

Esta metodología ha sido probada en paises como 
Francia, Gran Bretah'a y el Brasi 1 <aunque 
utilizando vinazas de diferente composicion y 
origen>,y la gran mayoría de los propios autores 
han concluido, que los costos de energia hacen de 
una manera general, incosteable el proceso, ya sea 
para produccibn de fertilizante y/o para 
recuperación de potasa. 

e> Suplemento alimenticio. 

Las vinazas, producto de la fermentacibn de granos, 
como malta, cebada y otros, han sido por bastante 
tiempo utilizadas como suplemento alimenticio, una 
vez secadas, en raciones de rumiantes, con buenos 
resultados de digestibilidad y aprovechamiento, que 
han permitido su rentabilidad economica. 

El gran inconveniente radica, en que las vinazas de 
cah'a de az~car, las cuales dada su composición 
bAsica, bastante •cidas, hacen necesaria su 
neutralización y como consecuencia presenta 
efectos laxantes e higroscópicos en ganado, aunque 
con un incremento en los reridimientos de leche. 

o:;· 
...J 
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Hodge et al. (1974), y varios autores han sugerido 
variantes en cuanto a la concentración de vinazas 
por raciOn y de acuerdo al animal a alimentar; ya 
que en pruebas con ratas se ha observado que el 
valor biológico fue similar al de la caseina, pero 
con una digestibilidad menor y siendo necesaria una 
suplementaciOn de metionina y cisteina. 

En general, podemos considerar que dada su poca 
digestibilidad y efectos laxantes, por altos 
contenidos de potasio, hacen poco viable e! método, 
y que aunado a los costos de secado de las 
vinazas, muy poco factible, economicamente el 
proceso a utilizar en vinazas tequileras. 

' ... · 

,l. ; 1 f.\-

. . ... ·~ . 
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TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICOS. 

En general, los procesos fisico-quimicos de 
tratamiento en vinazas han sido muy pocos y con 
resultados muy pobres. 

La sedimentación se ha observado ser 
insatisfactoria siempre~ pese a la adición de 
coagulantes y otros aditivos como sales de 
aluminio, hierro, bentonita~ carbbn activado y 
detergentes. 

Duval <1976), ha tratado en ocasiones las vinazas 
de cereales, mediante floculaciOn por 
centrifugación~ utilizando al floculado como 
alimento animal, con medianos resultados. 

Aai mismo~ 
Aminodan, ha 
DB05 inicial, 
quimica, pero 
brandies. 

un proceso comercial, denominado 
promovido que reduce el 70X de una 

mediante un proceso de coagulación 
solo aplicable a vinazas de vinos y 

Dubey <1974>, reporta que las vinazas podrian ser 
tratadas por electrofloculación a temperaturas 
entre 49-82oC y pH de valores 3.8-7.0 con la 
adición de 0.05X de NaCl en estudios tempranos. 

Podriamos concluir que, aunque los costos del 
tratamiento por electrodialisis y/o electroósmosis, 
limitan bastante los procesos, los rangos de 
purificación de los mismos, muy bajos, hacen de una 
manera final no viables los tratamientos anteriores 
como alternativas de solución CSheehan and 
Greenfield, 1980>. 
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TRATAMIENTOS BIOLOGICOS. 

a> Digestión Anaerobia. 

Los tratamientos anaerObios, ofrecen la capacidad 
de tratar en crudo y sin dilución las vinazas, con 
poca producción de lodos y dando un efluente que 
puede ser terminado mediante un tratamiento 
aerobi co. 

La digestión Batch, ha mostrado ser no rentable, 
dado los largos periodos de tiempo que envuelve 
<Basu et al.,1975>, por lo que se ha avocado al 
desarrollo de procesos digestivos con organismos 
termófilos y/o mesofilos. 

Digestores termofilicos han sido utilizados en 
breves casos, ya que dadas las cargas orgAnicas 
contenidas, pueden ser 2 ó 3 veces mas altas que 
para un digestor mesofilico, pero con resultados 
que no han sido suficientemente aceptables, para 
justificar las mas dificiles condiciones de 
operación. 

Así, algunos investigadores, Painter <1960>, 
Vitkovskaya <1975>, logran buenos resultados en el 
tratamiento de vinazas de la industria cervecera y 
vinicola mediante digestores anaerobios con 
microorganismos mesofilicos; y sugieren una mejor 
reducción de la DB05 mediante un terminado con 
tratamiento aeróbico. 

8 



b) Filtros Anaerbbicos. 

Los filtros anaeróbicos han mostrado buen 
funcionamiento en fases de tratamiento escalonado, 
y principalmente con residuos solubles. 

Con una producción baja de biomasa y pocos 
requerimientos de energía para el proceso; es mejor 
el proceso que los tratamientos aeróbicos, aunque 
comparativamente con los digestores anaerobios, 
pese a mejores resultados, requieren de mayor 
capital; tanto como inversión inicial y gastos de 
operación. 

Chian et al. <1977), tratando un efluente similar a 
las vinazas, con un pH de 5.4 y una DQO de 50,000 
mg/1, conteniendo principalmente acidos grasos, 
carbohidratos de alto peso molecular y proteínas 
varias, fue capaz de obtener remociones promedio de 
DQO entre 58-98%, en periodos de 7.5-74 dias. 

Por lo anterior, parece ser que los filtros 
anaerobios ofrecen una inexplorada perspectiva para 
el tratamiento de las vinazas. 

e> Lagunas de tratamiento <Oxidación>. 

Las lagunas de tratamiento, son 
atractivas en terminas de capital 
operación, siempre y cuando exista 
disponible y que este sea económico. 

9 
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Rao <1972>, operando 2 lagunas en serie con cargas 
de 0.064-1.057 kg de DBO m-3 dia-1, corespondiente 
a 38-66 dias de retencibn en cada una de las 
lagunas, obtiene valores de remoción de entre un 
55-95/. de DBO. 

Justo es mencionar, que pese a la factibilidad 
aparente del método, los grandes inconvenientes de 
los malos olores, así como la produccibn y 
estimulación de moscas y mosquitos, ponen en 
entredicho la viabilidad del mismo, ecológicamente 
hablando. 

d) Lodos activados. 

Uno de los 
método son 
vinazas. 

primeros inconvenientes del presente 
los costos de tratamiento de las 

Este método ha mostrado cierta factibilidad en 
vinazas de cervecería, que se han trabajado en 
diluciones al 50/. con agua, y en los cuales, se han 
obtenido una remocibn del 93% de la DB05, 
neutralizando el pH y a temperatura controlada <Wu 
et al., 1976> • 

se ha trabajado con aguas 
en mezcla con vinazas, a una 
vinazas y 90% de desechos 

los cuales se han obtenido 

De igual manera 
domesticas de desecho 
relación de 10% 
domésticos, y en 
reducciones mínimas 
el 28-33% del DB05 
1973>. 

de la DB05, que fluctúan entre 
total de la mezcla <Burnett, 
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Por lo anterior, se puede concluir que el método es 
incosteable economicamente~ dado que los costos que 
se tienen por la adquisicibn de neutralizantes y 
carbbn activado, asi como por los volúmenes minimos 
de vinazas tratados. 

e> Fermentacibn aerbbia con produccibn de proteina 
celular. 

La fermentacibn aeróbia, alternativa que ha sido 
trabajada por muy diversos autores~ ha venido a 
presentarse como una de las opciones mas viables 
para el tratamiento de vinazas tequileras y de caNa 
de azocar. 

Han sido las levaduras, principalmente, los 
microorganismos que más se han investigado, junto 
con algunas algas y hongos <Sheehan and Greenfield~ 
198(1). 

De acuerdo a varios autores~ Goncalvez de Lima en 
1943~ fue el precursor~ en Brasil y a nivel 
mundial, del uso de cepas de levadura~ que en este 
caso fue de C~DJ;;!j_º··ª· !d.t.:icJ ... t?.~ en el tratamiento de 
efluentes industriales. 

Asi, el autor reporta buenos rendimientos en la 
producción de biomasa y en los balances de carbono~ 
utilizando como sustrato de crecimiento~ vinazas de 
ca~a de azocar <Cabib et al., 1983). 

Ricche et al. (1966)~ creciendo !;;:_. __ , \::~.t.!J.J.?.. en 
cultivo continuo, a un pH de 5.5~ obtiene 
rendimientos mAximos a un tiempo de residencia de 6 
h, cuando al sustrato de vinazas le fueron 
adicionados melazas y sulfato de amonio, como 
nutrientes. 
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Parkhomchuk et al. (1969>, encontró que m~s 
aireación y adiciOn de nutrientes y/o melazas. 
incrementan 1 os rendi mi en tos de ~.!... !J.:ti1.! .. §., 
obteniendo incrementos de un 60-65% vol aire por 
vol liquido por hora <vvm>. 

De igual manera Lin <1970>, observa un incremento 
en proteina de levadura, al adicionar 0.5% de urea 
y 0.1% de P205, como nutrientes en las vinazas. 

Asi, ya en trabajos recientes Cabi b et al. < 198:;.0, 
utilizando ~ !:,;!J;j_.!.i.§ y e .. ~ ... Y..ª.rJ..Q.:!;:l;j_, realiza pruebas 
comparativas en los rendimientos de biomasa entre 
ambos microorganismos, utilizando medios 
enriquecidos para uno y otro; concluyendo que ambos 
microorganismos tienen muy buenos rendimientos, 
finalizando que de acuerdo a los gastos del proceso 
que se adopten para cada microorganismo, depender~ 

el criterio de resolución del mismo, pero sugiere 
sea C. utilis. dada su resistencia a la 
contami nac i óñ __ .... b.acter i ana y a SLI buen cree i mi ente 
aón en medios con un pH ~cido. 

Bottaro et al. (1984), haciendo nuevamente uso de 
~ uti~is y E:..! ... ~.?L~ .. Pt;..:!;t, medu:mte cultivos en batch 
y continuo, reporta valores de producción de 
biomasa de 18 g/1, y con una reducción de la DQO 
de 46% para !;; . .!... !:,\.t..!....U .. .?.. en cLll ti vo batch, y en 
cultivo continuo a un rango de dilución de 0.2 y 
0.1 h-1, una producción de biomasa de 10 y 15 g/1, 
respectivamente, con una reducción de la DQO de 35 
y 40%, respectivamente. 

De igual forma Si vaRam et al. < 1984>, mediante un 
complejo proceso de fermentación, primeramente con 
células inmovilizadas de $. .. !!... !-:l.Y._ªr.::..!J.I!l y trabajando en 
un reactor empacado, separa con una centrifugaci6n 
el sobrenadante, que es utilizado como sustrato 
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para una nueva fermentacion, ahora con !;;:_~ !:!.:ti.!..t~ y 
una suplementacion de urea como nutriente~ y de la 
cual reporta un máximo de 32 g/1 de peso seco~ 
despues de 6 dias~ tiempo que dura la segunda 
fermentacion, con una reduccibn de la DBO de 85%, 
atraves de todo el proceso~ con ambas 
fermentaciones. 

El uso, por la mayor parte de los 
investigadores~ de la cepa de levadura 
es el resultado de las ventajas 
microorganismo presenta comparativamente, 
especies de microorganismos. 

autores e 
'~·-· . ~!.t.jJ..J.?._ ~ 

que este 
con otras 

La 1 evadura ~-!- ut;j.Jj..§. es un micr-oorganismo que 
crece bastante r~pido al ser su metabolismo 
aerobico más eficiente en crecimiento celular; y su 
rendimeinto celular en base al sustrato es de 5-10 
veces mayor, en relacibn al metabolismo 
anaerobico~ al ser un microorganismo heterotrbfico~ 
capaz de fermentar varios azOcares, ademas de 
alcoholes, dependiendo del medio <Ordaz~ 1985). 

!;,.~ utij_i s es una especie capaz de crecer en 
variadas fuentes de carbono~ asi como de requerir 
pocos nutrientes para el mismo~ al ser vitamina
independiente <Bottaro et al.~ 1984). 

Presenta ademas un muy aceptable contenido 
proteinico~ de 40.9-45.8% crecida en vinazas de 
caNa de azOcar, y de 47.6% crecida en fruta de 
nopalp asi como un excelente contenido de vitaminas 
B y perfil de amino~cidos <Cabib et al., 1983. 
Camargo et al., 1977>. 
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As! Camargo et al. < 1977>, realizando un estudio 
del balance energ~tico, y de la composiciOn celular 
de ~ uti 1 i s.~ concluye que el contenido total de 
proteina promedio es 47.6%, mediante el metodo de 
Biuret~ cuando se crecio en fruta de nopal como 
sustrato. 

De igual manera Tauk (1982>, en un estudio de 
cultive de varias cepas del géner-o GC!IJ.9.tc:l_ª· en 
vinazas y melazas~ para observar el efecto de la 
adicibn de sales en el medio, concluye que la cepa 
de~ utilt§_ presenta los niveles de contenido de 
proteina m•s altos , cuando se creciO en medio de 
vinazas puras que fue de 45.8%, y en vinazas con 
0.05% de urea como nutriente obtuvo un 51.6%. 

Final mente, Cabi b et al. (198:3), en su t.rabaj o de 
utilizacibn de vinazas como sustrato para la 
producción de proteína celular, reporta un 
contenido total de proteína de 40.9%, asi como de 
un excelente perfil de aminoAcidos, con la 
excepción de amino•cidos sulfatados, que es común 
en las proteinas celulares; y con un contenido 
vitaminico bastante aceptable. 

Uno de los propósitos, de la gran mayoria de los 
autores, es lograr, mediante los recursos con que 
han dispuesto, un proceso ideal O por lo menos 
cercano al ideal, que permita una mayor 
utilizacibn de las vinazas, con las mayores 
posibles ventajas, el menor tiempo y los mejores 
resultados. 
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Desafortunadamete, las formas de encaminarse al 
proceso ideal, no han sido las adecuadas, y asi 
vemos que en la mayor parte de ellos es necesario 
suplementar con nutrientes el medio de 
crecimiento, en otros, procedimientos previos que 
se deben de realizar a las vinazas para su 
tratamiento posterior, con los consecuentes gastos, 
tiempo y resultados no muy aceptables. 

Una forma de lograr mejores resultados, y con 
ahorros de tiempo y costos, ya sea, para el 
tratamiento y/o para la adición de nutrientes, es 
mediante el disef'to de modelos de optimización. 

Estos modelos de optimización, nos permiten 
identificar las variables de operación <ya sean 
adición de nutrientes, condiciones de fermentación 
como 1 o son: temperatura, ai ¡~eac i ón, agi tac ion, pH, 
etc.> y lo mas importante, sus rangos de 
importancia, que nos indican su efecto en la 
respuesta buscada <Giovanni, 1983>. 

Aunque existen diversos m~todos de optimización que 
pueden ser empleados, por su importancia, asi como 
por su amplia utilización nos enfocaremos al modelo 
de optimización llamado m~todo de superficie de 
respuesta <RSM>. 

La metodología de superficie de respuesta, consiste 
en un grupo de técnicas matem•ticas y estadisticas, 
usadas en el estudio empirico de las relaciones 
entre un namero de variables cuantitativas (p.e. 
temperatura, tiempo, etc.> y una O m•s respuestas 
medibles (p.e. rendimiento. productividad, etc.>. 
La caracteristica de mayor interes de este metodo, 
es que ofrece el valor o los valores de las 
variables, para los cuales se obtiene un m•ximo en 
la respuesta <Box and Youle, 1955>. 
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Asi, podemos definir la metodología de superficie 
de respuesta~ como un m~todo estadistico que usa 
datos cuantitativos de un diseNo experimental 
apropiado, para determinar y en forma simultánea 
resolver ecuaciones multivariables~ ecuaciones que 
pueden ser representadas gr.ficamente como una 
superficie de respuesta y la cual puede ser 
utilizada para describir como las variables ., 
probadas afectan la respuesta~ y para determinar 
las interrelaciones entre ellas~ asi como describir 
el efecto combinado de todas las variables probadas 
en la respuesta <Giovanni~ 1983. Henika, 1982). 

B~sicamente RSM es un proceso de cuatro pasos: 

1. Identificación de las variables: Identificar 2 b 
3 variables criticas del proceso bajo estudio, esto 
es~ las que tienen mayor influencia sobre la 
respuesta analizada. Estas pueden ser determinadas 
por experimentos preliminares~ bibliografía O por 
la experiencia del investigador. 

El n~mero de variables se limita generalmente a 2 b 
3 variables estudiadas~ para evitar que el modelo 
estadistico se complique demasiado. 

2. Definición de los niveles de las variables: 
Definir los rangos a probarse de cada variable; si 
estos rangos son demasiado amplios y el óptimo no 
se esta claramente definido por RSM~ entonces es 
necesario hacer un segundo dise~o experimental, 
utilizando un rango mas estrecho. 

3. Dise~o experimental: Establecer los experimentos 
a realizarce usando un diseNo experimental 
apropiado. 
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Estos disehos, seleccionan un grupo de 
experimentos, de todos los experimentos posibles, 
lo cual reduce el n~mero total de pruebas. Después 
de que los experimentos son especificados, son 
realizados y asi obtenemos los datos cuantitativos 
que se utilizaran en el analisis estadistico. 

4. Análisis de datos: Analizando los datos 
cuantitativos por medio de un adecuado programa de 
computación, las conclusiones hechas de estos 
análisis, deberan de ser confirmadas con pruebas 
posteriores, en donde se trabajará con los valores 
optimos encontrados para las variables <Giovanni, 
1983). 

Basados en esa informacibn experimental obtenida~ 

el método nos permitirá predecir que combinacibn de 
esas variables independientes nos producirán una 
respuesta deseada~ ya sea rendimiento~ 

productividad, consumo de x nutriente~ reducción de 
un parámetro especifico, etc.~ y asi determinar 
como la respuesta especifica es afectada por el 
cambio en los valores de las variables <Henika~ 

1982). 

Además del ahorro de tiempo que conlleva la 
predicción de las mejores condiciones en un trabajo 
experimental, el ahorro en los costos~ es otro de 
los grandes beneficios y ventajas del método. 

ampliamente trabajada en las áreas de 
de Alimentos~ y aunque en la 
es relativamente joven su aplicación, 
ser de bastante provecho <Henselman 

Kosaric et al., 1982>. 

RSM ha sido 
Quimica y 
Microbiologia 
ha demostrado 
et al., 1974. 
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Asi, Henselman et al. <1974>, haciendo uso de RSM, 
para el desarrollo de un pan de alto contenido de 
proteina, seleccionan 3 fuentes de proteina <leche, 
soya y pescado) y las combinan para obtener un pan 
de alto contenido proteinico <20%>~ siendo un 12% 
de proteina adicional con respecto a los panes 
comunes. 

Por otro lado, en la optimización de condiciones de 
fermentación alcohólica, Chen <1981>, mediante RSM, 
investiga los efectos de la concentración de 
sustrato, concentraci on celular y adi ci bn de 
nutrientes, logrando una optimización del proceso, 
al obtener altos rendimientos en la productividad 
de alcohol <21 g de ETOH/ l.h) con bajas 
concentraciones de sustrato (12 oBrix) y alta 
concentración celular (4.4 %), llegando el autor a 
estimar productividades alcohólicas óptimas, 
atraves del manejo de las variables. 

De igual manera, en la optimización de una 
fermentación en batch con mosto de maiz molido, 
Chen and Gutmanis (1982), analizan los efectos 
cuantitativos de la concentración del mosto de 
maiz, concentración celular y tiempo de 
sacarificación, sobre el contenido, rendimiento, 
productividad de etanol y tiempo de 
sacarificación; concluyen que en los rangos 
investigados, mediante mayores tiempos de 
sacarificación y altas concentraciones celulares, 
atraves de fermentaciones m~s breves, conllevan a 
altas productividades de etanol. La mayor 
concentación de mosto incrementa 12.5% <vvm> el 
contenido de etanol. 
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J<osaric et al. <1982>, optimiza la produccion de 
alcohol por fermentacion, mediante las variables de 
pH, temperatura y adición de nutrientes, utilizando 
1 a cepa de h an_~.C..Q.i;>j_'ª-' obteniendo val ores al tos 
de concentración de etanol a las 23 h, de 96 g/1. 

Uno de los mas recientes e importantes usos de la 
RSM, ha sido la optimizacion de condiciones de 
fermentación y tratamiento de efluentes y productos 
contaminantes, como lo son el suero de leche y el 
petroleo crudo derramado en aguas maritimas. 

Así, Zertuche et al. ( 1984) , analizando mediante 
RSM, las variables de concentración de lactosa, 
concentración de extracto de levadura, flujo de 
aire, pH y rango de dilución en un cultivo 
continuo con K~ ... f.r.-ª_gjJ!._?., y utilizando como 
sustrato el suero de leche, concluye que el pH, 
flujo de aire y rango de dilucion son las variables 
de m~s influencia en su fermentación, así mismo 
obtiene su ecuaciOn que mediante el ajuste de sus 
variables de proceso, optimiza su concentración de 
etanol 

Por otro lado, Duménil et al. <1988>, utilizando 
las variables de rango de diluciOn y concentración 
del sustrato, para un cultivo continuo, analiza 
respuestas experimentales de rendimiento, % de 
degradación, biomasa y rangos de degradacion, con 
RSM en un cultivo mixto de microorganismos 
bacteria! es. 

Concluyendo de acuerdo al proposito de su trabajo, 
que es la degradación de petroleo crudo derramado 
en aguas marítimas, que se logra un 80% de 
degradacion, a una velocidad de degradacion de 
0.73 g/l-1.h-1 y una produccion de biomasa de 7.6 
g/1-1. 
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HIPOTESIS. 

Es posible una reducciOn de la DBO, en vinazas 
tequíleras, en función de la aireacibn y la 
agitación, mediante una optimizaciOn utilizando la 
metodologia de superficie de respuesta. 

OBJETIVO GENERAL. 

El objetivo general del presente trabajo, es la 
reducción de la Demanda Bioqulmica de Oxigeno 
<DBO>, en vinazas tequileras, mediante la 
optimizacibn de las variables agitaciQn y 
aireación, por la metodología de super+icíe de 
respuesta <RSM), en una fermentación aerObica con 
Candida utlis. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

l. A:nalisis Fisico-Qulaico de la .at.eria priaa .. 

I l. Estandarización de inbculo. 

* Fase sólida. 

* Fase liquida. 
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III. Disefto experimental para la optimización de 
las variables. 

IV. AnAlisis estadístico de resultados. 

V. Fermentación con los valores óptimos 
encontrados. 

MICROORGANISMO. Se utilizó una cepa de levadura de 
CandiJ;ba ut tl.J.á de 1 a col ecc ion microbiana del banco 
de cepas y genes del departamento de Microbiología 
y Fermentaciones del CIAlEJ, A.C. 

MATERIA PRIMA. La materia prima utilizada, vinazas 
tequileras, fueron proporcionadas por una compahia 
tequilera particular de la ciudad de Guadalajara, 
Jal. 

REACTIVOS. Todos los reactivos utilizados fuerOn 
grado analitico, de casas comerciales conocidas, y 
se emplearon sin purificación previa. 

EQUIPO. Espectrofotometro LKB Biochrom. Ultrospec 
II, Orbital New Brunswick Scientific M-825, 
Centrifuga clinica SOL-BAT M-J12, Microscopio 
American Optical, Hematocitometro American Optical, 
Estufa de secado FELISA, Potenciómetro Sargent
Welch M-LS, Balanza analítica CHYO modelo Júpiter 
STD-200, Planta piloto New Brunswick Scientific M
Y150, Autoclave vertical AESA Mod. CV-250. 
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MATERIAL Y METODOS.r>,:·i· 

I. ANALISIS FISICO-QUIMICOS. 

El conocimiento del material a utilizar como 
sustrato, en este caso las vinazas, asi como de su 
composición~ es importante~ ya que segón sea el 
caso, existen compuestos y/o elementos que limitan 
ó inhiben el crecimiento del microorganismo. 

En base a la anterior premisa, se optó por realizar 
a la materia prima, las siguientes determinaciones 
fisico-,quimicas: 

Acidez total (e~:presada como ácido tartar i co, 
l~ctico y acético), azócares reductores. cenizas, 
peso seco, sólidos sedimentables y DBO. 

Las muestras de vinazas, fue tomada en cada 
ocasibn~ al momento de desecharse de la segunda 
torre de destilación~ y previa a su desague a los 
sistemas de drenaje municipal. 

Por ser la temperatura de desalojo de 90 oC~ la 
muestra de vinazas se recogió en botes de pl•stico 
de una capacidad de 100 l, que se trasladarón al 
cuarto frie del propio centro. para que una vez 
fria la muestra~ se realizaran sus determinaciones. 

Ante la imposibilidad de tomarse un volOmen de 
muestra tal, que fuese posible utilizar para todas 
las corridas de fermentación del trabajo~ se 
tomarón muestras 1 b 2 dias anteriores a cada 
fermentación~ obteniéndose de esta manera varios 
lotes de muestra. 
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Acidez total titulable. 
En un matraz de 500 ml, se incorpora un volumen de 
200 ml de agua destilada que se pone a ebullición, 
iniciada la ebullición se retira, se le aftade 1 ml 
de Fenoftaleina al 1%, y se titula el agua contra 
NaOH 0.1N, hasta un color rosa claro. Una vez 
titulada, se le ahaden 5 ml de muestra y nuevamente 
se titula con NaOH 0.1N, hasta obtener un vire en 
el color de la muestra. 

AzOcares reductores. 
Como la muestra contiene materia no soluble, que 
puede interferir en la realización, se centrifugó a 
5,000 rpm por un tiempo de 5 min, del sobrenadante 
se tomó 1 ml para diluir la muestra 1:10. De la 
dilución se toman 0.5 ml, a cual se le adicionan 
1.5 ml del reactivo ácido 3,5-dinitro salicilico 
<DNS>, y se pone en baho maria, en ebullicion, por 
5 min exactamente. Una vez fria la muestra se lleva 
a un volumen de 10 ml con agua destilada, y el 
color desarrollado se lee a 550 nm. 

La concentración de azOcares reductores se calcula 
de acuerdo a una curva estandar de DNS. 

Composición del reactivo DNS. 

Na OH 
DNS 
Tartrato de Na y K 
Fenal 
Metabisulfito de Na 
Agua 
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1.0 g 

30.0 g 
0.2 g 
0.05 g 

100.0 ml 



Cenizas. ·:,.. ;:>' \;!. 

En crisol de porcelana a peso constante, se le 
aNade 50 ml de muestra y se seca a 80oC por 24 
horas, una vez seca se introduce a la mufla a una 
temperatura de 500oC por 15 min. Se retira de la 
mufla a enfriar por algón tiempo y se pesa. 

Peso seco. 
10 ml se centrifugan a 5,000 rpm durante 15 min., y 
se lava el precipitado celular 2 veces. Se vierte 
el precipitado a un pesafiltro a peso constante y 
se pone a secar por 24 horas a una temperatura de 
80oC, transcurrido el tiempo se pesa. 

Solidos sedimentables. 
50 ml de muestra se vierten a una probeta del mismo 
volumen, y se espera 24 horas para su total 
sedimentacion. 

DBO. 
De acuerdo al Standard Methods for the exmination 
of water and wastewater <1989>, utilizando una 
dilucibn 1:10,000. Se tuvo muestra al tiempo O 
<días> y al Tiempo 5 (dÍas>. 

II. ESTANDARIZACION DE INOCULO. 

El cree i miento de g_!!._ ~t.U.J:._!l! se 11 evo cabo, en ambas 
fases, fase liquida y fase sblida, en medio vinazas 
con nutrientes, siendo la composición del medio, la 
siguiente: 
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Urea 
<NH4>2 S04 
<NH4>2 HP04 
Agar 
Vinazas 

Fase solida. 

0.8 -9 
1.8 g 
0.85 g 

40.0 g 
1. o 1 

: .•·. 
'.:.; ',•, .. " 

<medio solido). 

Se sembrarOn tubos de medio vinazas con nutrientes 
con la cepa C. !:':.:\;:_ili_'§., a una temperatura de ::::;5 oC, 
que se crecieron por 24 horas, en el cual se 
muestreó población cada 2 horas desde el tiempo O, 
y viabiliadad a partir de las 20 horas, mediante 
conteo poblacional directo en cámara NeuBauer, y 
tinción de azul de metileno. Posteriormente se 
graficaron los resultados para obtener una curva de 
poblacion y de l. de viabilidad, con objeto de 
estandarizar tiempo óptimo de crecimiento y 
viabilidad del inoculo. 

Fase liquida. 
Se resuspendió el crecimiento celular de los tubos 
de medio vinazas con 5 ml de agua destilada 
est~ril, se mezclaron varias resuspensiones a 
completar un volumen de 20 ml, que sirvieron de 
inOculo para un matraz EM de 500 ml conteniendo 180 
ml de medio de vinazas estéril. Una vez inoculado, 
se incubó a 35oC de temperatura y 250 rpm de 
agitación por un tiempo de 12 horas. 

Durante el tiempo de crecimiento se muestreó cada 
2 horas para realizar conteo poblacional en camara 
NeuBauer, asi como viabilidad del microorganismo, 
mediante tincion de azul de metileno, con objeto de 
obtener una curva de crecimiento y viabilidad de la 
población. 
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Dado el gran volumen final de inoculo necesario 
para el fermentador de 150 1, se optó por realizar 
la metodología anterior en forma repetitiva por 3 
ocasiones en matraz EM de 500 ml con 180 ml de 
medio vinazas y finalmente a un botellón que con 9 
1 de medio fue inoculado al 10% v/v con la Oltima 
serie da matraces EM, volumen que fue finalmente. 
el inOculo para el fermentador de planta piloto. 

III. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA OPTIMIZACION DE 

LAS VARIABLES. 

Se utilizo un diseho experimental factorial de 2A2 
con 2 puntos centrales y un modelo polinomial de 
1er. orden~ para la la. regibn de exploración. 
TomAndose como punto de partida los valores de 200 
rpm para agitación y 0.4 vvm para aireacibn. 

La region de exploracibn fue de 200-400 rpm para la 
variable de agitación y de 0.4-1.0 vvm para la 
variable de aireación~ de acuerdo al diseho que se 
muestra en la tabla 1. 

Los niveles de 
codificadas fueron: 

Xl = Xl + 400 rpm 

300 rpm 

las 
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X2 = X2 + 0.7 vvm 

0.3 vvm 



Las corridas de fermentación se llevaron a cabo en 
un fermentador de planta piloto New Brunswick 
modelo IF-150~ de 150 1 de capacidad. El volumen de 
trabajo fue de 90 1~ y las condiciones de 
fermentación fueron: 

Constantes. 

Variables. 

La temperatura de 35 oC y el pH tal 
cual presentasen las vinazas. 

Los valores de agitación y aireación~ 
de acuerdo a la tabla 1. 

Durante cada fermentación~ se muestreó cada hora y 
cada 2 horas~ durante las 12 horas iniciales~ para 
determinación de peso seco y DBO, respectivamente. 
En las 12 horas restantes~ cada 2 horas para peso 
seco y cada 4 horas para DBO. 

IV. ANALISIS DE RESULTADOS. 

Los resultados del 1er. diseho factorial~ se 
sometieron a un análisis de regresión m~ltiple~ 
para probar su ajuste a un modelo lineal. Una vez 
que el modelo presentó falta de ajuste, se 
completó el diseho factorial, introduciendo los 
t~rminos rotables, seg~n se muestra en la tabla 2. 
Los resultados se sometieron a un análisis de 
regresión m~ltiple polinomial de segundo orden. 

Posteriormente se realizó un análisis canónico a 
fin de obtener los valores óptimos y finalmente se 
obtuvo la superficie de respuesta correspondiente. 
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El an.U isis estadistico de los resultados se 
.realizó por computadora utilizando los programas 
"Stepwise", ".Canonica" y "Stat.grafics", para los 
c~lculos de regresion móltiple, an~lisis canbnico 
de supert1cies cuadricas y generacibn de 
superficies de respuesta, respectivamente. 

V. FERMENTACION CON LOS VALORES ENCONTRADOS 

OPTIMOS. 

La fermentación con los valores encontrados como 
óptimos, se llevó a cabo a las mismas condiciones 
constantes que en la fase 3, solo se modificarOn 
los valores de agitación y aireacibn a los valores 
óptimos. 

La toma de muestras se realizb a los mismos tiempos 
que en la fase 3, y de igual manera las 
determinaciones de peso seco y DBO. 

:' ~ ' \ 

.. f. 
' .~:-.· . ' 
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RESULTADOS. 

l. ANALISIS FISICO-QUIMICOS DE MATERIA PRIMA. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3, 
donde se incluyen los 10 lotes de vinazas 
utilizados para las 12 corridas de fermentación en 
planta piloto; ? lotes <1 y 6>, fueron utilizados 
en 4 corridas (1 y 3; 7 y 8~ respectivamente>. 

Todas las determinaciones se realizaron despu~s de 
18-20 horas en promedio, de la toma de la muestra. 

La concentración de ácido tartárico estuvo en los 
rangos de 3.2-4.6 g/1, a excepción del lote 2 que 
tuvo un valor inferior y de los lotes 7 y 9, con 
valores superiores. Ocurriendo de igual manera con 
el ácido láctico, que tuvo un rango de 3.9-5.6 g/1 
y el ácido ac~tico cuyo rango fue de 2.6-3.7 g/1, 
siendo en ambos casos, los mismos lotes los que 
variaron. 

Los azOcares reductores estuvieron dentro de un 
margen de concentración de 4.4-6.8 g/1~ 
observlndose que lo lotes 4 y 7~ presentaron 
valores por encima del margen, así como el lote 8, 
cuyo valor fue menor. 

En cenizas, el rango 
exceptuando el lote ~ w, 
inferior, y los lotes 
concentraciones superiores. 

El peso seco, presentó un 
nótandose que los lotes 
inferiores, y los lotes 
superiores. 
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fue de 3.9-10.0 g/1, 
con una concentración 
4 y 10 que tuvieron 

rango de 5.21-9.67 g/1, 
7 y 9 tuvieron valores 
8 y 10 con valores 



En sOlidos sedimentables, 
variabilidad~ siendo los lotes 
tuvieron los valores mas 
respectivamente. 

se 
8 y 

altos, 

tuvo mucha 
10, los que 

52 y 45/., 

En el pH, el rango que se tuvo fue de 3.56-3.95, a 
excepción de los lotes 1 y 2 que presentarOn 
valores superiores. 

En la DBO~ se puede seftalar que hubo gran 
variabilidad en cuanto a los valores, sin embargo 
la mayoria de los lotes estuvo dentro del rango de 
16~000-26,000 mg/1~ a e>:cepciOn de los lotes 9 y 10 
en los que el valor estuvo muy por encima del 
rango. 

. . ' . . . 

·,;· '·· 

;':•'· ·' 
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II. ESTANDARIZACION DE INOCULO. 

FASE SOLIDA. 

La figura 1 muestra la curva de población celular 
obtenida, que se expresa en millones de c~lulas/ml, 
asi como la viabilidad, expresada en porcentaje de 
viabilidad, contra tiempo, a partir de las O horas 
para población y de las 20 horas para viabilidad, 
respectivamente. 

La población inició su crecimiento exponencial a 
partir de las 16 horas, fase que prolongó por un 
tiempo aproximado de 20 horas, tiempo al final del 
cual entra en fase estacionaria, y en la cual ya no 
muestra crecimiento. 

Se determinó viabilidad a partir de las 20 horas, 
mostrando por cerca de 12 horas valores altos 
(89.5-95.0%>, alcanzandose la máxima viabilidad, 
que fue de 95.8%, a las 36 horas, despues de lo 
cual esta comienza a disminuir paulatinamente. 

La población al tiempo de 36 horas fue de 168 
millones de células/mi, presento la mAs alta 
viabilidad, que correspondió a un 95%. Notandose, 
que al tiempo de 36 horas, el cultivo aón se 
mantiene creciendo exponencialmente, y a partir de 
las 40 horas, el cultivo inicia su fase 
estacionaria. 
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FASE LIQUIDA. 

En la figura 2~ se muestra la curva de crecimiento 
celular~ expresada en millones de células /ml~ asi 
mismo la curva de viabilidad, expresada en 
porcentaje de viabilidad~ contra un tiempo de 12 
horas. 
La poblacibn~ a partir del inbculo~ iniciO su 
crecimiento desde las primeras horas~ hasta las 10 
horas de tiempo transcurrido~ tiempo al cual 
corresponde el final de su fase exponencial, para 
despuea entrar a la fase estacionaria hasta las 12 
horas. 

El porcentaje de viabiliadad, se mantuvo alto <89%> 
e incluso 9e incrementó a partir de las 4 horas de 
crecimiento, hasta las 10 horas de tiempo 
tramscurrido, cuando alcanza su mayor porcentaje~ 
que fue de 94.5%, y a partir de la cual disminuye. 

La poblacibn 
células/mi, la 
horas. 

mAxima fue de 
que se alcanzb 

190 millones de 
al tiempo de 10 

. ··)·l" ... 

•. ,1';'! 1 

' .. ;•; 
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III. DISEhO EXPERIMENTAL. 

En las figuras 3,4,5,6,7 y 8, se muestran los 
resultados obtenidos en cada una de las cineticas 
de fermentaciOn, en donde se gra+ican peso seco, 
pH y DBO, contra tiempo. 

Las figuras 
1,2,3,4,5 y 
1>. 

corresponden a los experimentos 
6 del primer diseho factorial <tabla 

Como se puede observar, el comportamiento del pH se 
mantuvo constante las primeras horas, hasta 
alcanzar su valor final a las 24 horas, el cual 
estuvo alrededor de 4.3-5.1. 

El peso seco, de igual forma, se vib incrementado 
desde las primeras horas iniciales, y fue gradual 
su crecimiento hasta las 24 horas, hora que obtuvo 
su valor maximo. 

La DBO, fue disminuyendo de manera r•pida hasta 
alcanzar su valor mínimo, que en cada caso fue de 
acuerdo a las condiciones utilizadas. 

En la tabla 4, se muestran los resultados 
del primer diseho factorial, indicando la 
de DBO, expresada en mg/1 reducidos 
redLtccion. 

obtenidos 
reduccion 

y /. de 

Como se puede se~alar, las mayores reducciones de 
DBO, se obtuvierOn en los experimentos 7 y 8, 
cuando los valores de fuerOn de 300 rpm y de 0.7 
vvm para agitaciOn y aireacion, respectivamente 
<tabla 1>; siendo los X de reducción de un 83.4/. y 
de 83.3/., respectivamente <tabla 4>. 
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Los resultados del ,primer diseNo factorial se 
sometieron a un analisis de regresibn mCtltiple 
<Apendice 1>, del cual se obtuvo un coeficiente de 
regresion de 0.5106824, para el modelo lineal 

.~1 .,. . ~ 

. . ~ i '~~: 
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..... 1 
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IV. ANALISIS DE RESULTADOS. 

En las figuras 9,10,11 
resultados obtenidos 
fermentaciones de planta 
los experimentos 7,8,9 
factorial <tabla 2>. 

y 12, se muestran los 
en cada una de las 
piloto, que corresponden a 
y 10 del segundo diseNo 

El comportamiento del pH fue de manera semejante a 
las pruebas anteriores; se mantuvo constante a las 
primeras horas hasta alcanzar su valor final a 
las 24 horas. 

El peso seco, de igual forma se vib incrementado 
desde las primeras horas iniciales~ y fue gradual 
su crecimiento hasta las 24 horas, hora que obtuvo 
su valor mAximo de 7.5-14.5 g/1. 

La DBO, mostró una disminucibn gradual hasta 
alcanzar su valor minimo~ que fue de acuerdo a los 
valores de aireación y agitación utilizados, siendo 
el mlnimo DBO alcanzado de 5,384.6 mg/1. 

En la tabla 5~ se muestran los resultados obtenidos 
en los últimos cuatro experimentos, que 
corresponden al segundo diseno factorial, mostrando 
los porcentajes de reducción de DBU, asi como su 
reducción, expresada en mg/1. 

Aquí las reducciones de DBO variarOn, dependiendo 
de las condiciones utilizadas, siendo la prueba 7, 
donde se obtuvo la mayor reducción de DBO, que fue 
de 83.3X, lograda a las 16 horas; cuando los 
valores de agitacibn y aireacibn fueron de 441.4 
rpm y 0.7 vvm, respectivamente. 
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Los resultados obtenidos en los 2 dise~os 
factoriales~ se sometieron conjuntamente a un 
an~lisis de regresión m~ltiple <Apendice 2>~ 
obteniéndose un coeficiente de determinacion de 
0.9054738~ para un modelo de segundo orden. 

La ecuación final~ que predice el comportamiento de 
la respuesta (% de reducción de la DBO>~ en 
función de la agitación <X1) y aireacionCX2>, es 
Y= -83.83728 + 0.4679633 <Xl) + 209.7923 <X2> 
- 8.041579 10-4 (X1~2) -159.9/9 CX2A2) + 0.1420833 
CX1X2>. 

Con esta ecuación final~ se realizó el anllisis 
canónico para encontrar los valores óptimos, 
mediante el programa de computación "CANONICA". 

En el apendice 3, se muestra el análisis canónico 
de superficies culdricas~ realizado a partir de la 
ecuación final. 

La ecuación canónica Y 
0.00077 X2~2, sugirió 
superficie de respuesta 
m~ximo~ dado que los 
fueron negativos. 

-88.2 = -157.98 X1A2-
que la forma de la 
corresponde a un simple 

coeficientes cuadr~ticos 

El an•lisis canónico de superficies cuádricas, puso 
de manifiesto que los valores de 364 rpm para 
agitación y de 0.82 vvm para aireación, son los 
óptimos para obtener la m•xima reducción de la DBO 
en %, lo cual corresponde a un 88%. 

La figura 13, muestra la forma básica de la 
superficie de respuesta, para las variables de 
agitación <X values) y aireación <Y values>, con 
respecto al % de reducción de la DBO en vinazas. 
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En la figura 14, se muestran los contornos de la 
superficie de respuesta,.para dichas variables; y 
donde se puede observar que el optimo de 88'l. en la 
reduccion de DBO~ con los valore de 364 rpm y 0.82 
vvm, para agitacion y aireacion~ respectivamente. 

'· \ 

.~ ¡ . ·•· ·~·· 

•'··· 
,,-.·.;::, 

,1 ·'•· .' . ; 

:· :' · ... ·.· 

. 37 



V. FERMENTACION CON LOS VALORES OPTIMOS 

ENCONTRADOS. 

En la figura 15, se muestra el comportamiento que 
tuvo la cinética de fermentacion, realizada con los 
valores Optimos encontrados, que fueron: 364 rpm 
para agitación y 0.82 vvm para aireación. 

La reduccibn de DBO, inicio desde las 4 horas en 
forma gradual, pero a partir de las 10 horas, la 
reduccibn se incrementa de manera importante, para 
finalizar a las 24 horas con una DBO de 5.015 mg/1. 

El pH, en las 4 horas iniciales no muestra gran 
actividad. solo a partir de las 5 horas es cuando 
aumenta de forma importante, hasta las 24 horas, 
para lograr un aumento de 25.87% total. 

De igual manera, el peso seco, aunque aumenta un 
30.9% respecto a su inicial, en las 10 horas 
iniciales no crece mucho, solo desde las 11 horas 
su aumento ya es gradual, pese a una fase semi
estacionaria entre las 16-20 horas. 

En la tabla 6, se anotan los resultados obtenidos 
en la reducción de la DBO, en la fermentación 
final, en la cual podemos observar que el 
porcentaje de reducción alcanzado fué de 85.7X. 
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DISCUSION. 

l. ANALISIS FISICO-QUIMICOS. 

Fue necesario realizar las determinaciones fisico
qulmicas a las vinazas de tequila~ con objeto de 
conocer su composición basica, debido a que se 
carece, en las referencias bibliográficas 
consultadas, de información respecto a las 
características de las vinazas de tequila. 

El pH y el contenido de Acidos Tartarice, Láctico y 
Acético, estuvo muy semejante a los que reporta la 
bibliografía, con las vinazas de ca~a de azOcar. 

Hubo bastante variabilidad en los valores de 
azOcares reductores~ peso seco~ cenizas y DB05, 
pricipalmente, como resultado de las variaciones 
propias del proceso~ asi como de factores que 
normalmente no se controlan, como lo pueden ser 
riqueza alcohOlica uniforme en todas las 
destilaciones, que el volumen adicionado de 
piloncillo no sea constante~ asi como que los 
tiempos de fermentación no sean siempre los mismos, 
variaciones de temperatura, etc. 

Asimismo, se tuvieron resultados, con valores 
aproximados a los que reporta la bibliografia, en 
otro tipo de vinazas, principalmente con las 
vinazas de caha de azOcar. 

En cenizas y peso seco, se presentaron valores 
irregulares con respecto a algunos otros efluentes, 
siendo los lotes con esos valores, en ocasiones 
desechados antes del tiempo promedio de 
fermentaciOn y que contenian todavia grandes 
concentraciones de azocares fermentables, asi como 
otros compuestos. 
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La 0805, como se esperaba, tuvo valores altos, 
cercanos a los otros efluentes, a excepcibn de los 
Oltimos lotes, donde se tuvo valores muy por encima 
de los que reportaba la bibliografía. esto debido. 
probablemente a contaminaciones dei mosto po~ 
compuestos extra~os como aceites, que haya habido 
mayor adición de piloncillo como sustituyente de 
azdcar, menor tiempo del promedio de +ermentacion, 
etc. 

II. ESTANDARIZACION DE INOCULO. 

Con el propósito de conocer la fase de crecimiento, 
asl corno de su viabilidad, que reflejaran en cierta 
forma el estado fisiológico del microorganismo, que 
se utilizarA como inOculo, se optO por realizar su 
estandarización en base a poblaciOn celular y 
pocentaje de viabilidad. 

Se considero establecer el tiempo de propagacibn 
del inOculo en medio sOlido, por un tiempo de 36-38 
horas, ya que a este tiempo, t;2_! .. '=~t.!Jj§., todavi a no 
entraba a su fase estacionaria, además de que al 
mismo tiempo se tenia la mayor poblacibn célular y 
la mls alta viabilidad, que correspondían a 160 
millones de células/mi y 95% de viabilidad, 
respectivamente. 

Como era de esperarse,el paso del microorganismo a 
fase liquida y con agitaciOn, favorecib su 
crecimiento en menor tiempD, que fue de 8-10 horas, 
con poblaciones bastante altas de 180-190 millones 
de células/mi.. y viabilidades con altos 
poc:entajes, por ·lo que se determinO, que el tiempo 
de 10 horas de crecimiento del inOculo, era el 
tiempo adecuado para la propagación de C. utilis 
en medio liquido. 
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Al final de su fase exponencial y previa a su fase 
estacionaria. 

III. DISEhO EXPERIMENTAL. 

El pH no se modificó, ya que se tenia un pH 
bastante ~cido (3.5-4.0>, y dado que C. utili~ 
crecia bastante bien en vinazas, se considerO no 
ahadir ningun neutralizante, ademas de que un medio 
acido es mas favorable, para evitar probables 
contaminaciones de tipo bacteriano. 

Se determinO tomarse como variables de importancia, 
por su influencia en el metabolismo y crecimiento 
de~ utilis, las variables de agitación y 
aireación, ya que estas determinan la cantidad de 
oxigeno presente en el medio. 

Por lo anterior, se realizó un diseho factorial de 
2A2 con 2 puntos centrales y un modelo polinomial 
de primer orden, para la primera región de 
exploración. Se tomaron como puntos de partida los 
valores de 200 rpm para agitación y de 0.4 vvm para 
aireación. 

La región de exploración para agitación fue de 200-
400 rpm y para aireación de 0.4-1.0 vvm. 

En la tabla 1, se puede observar la combinac1ón de 
valores para cada una de las variables 
seleccionadas que se probaron~ en cada 
experimento, y en la tabla 4, la respuesta 
alcanzada, que en nuestro caso fu~ de reducción de 
la DBO, en cada uno de los 6 experimentos del 
primer diseNo factorial. 
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La DBO, se viO bastante influenciada, 
principalmente con los valores promedio de las 
variables probadas, cuyos resultados pusieron de 
manifiesto que se estaba en una región cercana al 
Optimo, ya que al someterse estos a un analisis de 
regresión, el coeficiente de determinación 
<0.5106824) para el modelo lineal fue bajo. 

IV. ANALISIS DE RESULTADOS. 

Debido a esto se decidib realizar un segundo disef'fo 
factorial <rotable)~ para hacer el ajuste a un 
modelo de segundo orden. 

La regiOn explorada se amplio a 159-441.4 rpm para 
agitación y de 0.28-1.12 vvm para aireacion, para 
poder encontrar el valor correspondiente al óptimo 
para ambas vartables. 

El anAlisis de regresibn m~ltiple <Apendice 2) de 
los resultados mostr·arón a.iLtste al modelo 
polinomial de segundo orden~ con un coeficiente de 
regresión de o. 90547:~.8. 

El anAlisis canbnico de superficies cuadricas 
<Apendice 3), puso de mani+if~sto que los valores de 
364 rpm para agitac10n y 0.8~ vvm para aireaciOn, 
son los óptimos para obte:mer !a\ mil\nelllli:1! r-e~duccibn de 
la DB05, la cual correspondt, ~ l.tn 88/. del total. 

La ecuacibn 
0.00077 X2''"2, 
de respuesta 
que ambos 
negativos .. 

canónica Y -88.2 u -157.98 X1A2-
sugirí6 que ltl\ fOI"'IYllt\ dGt lilA tiiLij:Htrficíe 
carrespondilt\ ~ un Bimple m~Himc~ dado 
coeficignt•~ cu~dr~ticoe fueron 

'1 

.. ,, ' 

ll 
,r , 

!:f· u ' 
¡, 'r 

". :: ') 

l·: 

':, 

!~ 
1 

r 



observa la superficie de 
para las variables die 

En la *igura 13, se 
respuesta enlico,ntr ada 
agit.acim Y' o:ureatclon~ 

ecuac::ii.Orn 1dle segundo 
si111Jle ~::iiíiiiiO. 

cuya forma nos indica que la 
orden obtenida representa UliTI 

ConsidetraJn•idlo la. figura 16, se observa que el origern, 
S, se etniCILllelfllltr.a en el centro del sistema, y la 
ecuacioo ~ca.~rn,oHrH'C~ es de 1;:.. forma Y -YS = Bll X1"'--2 + 
822 X2•"·2,. dho:~nnOie EH 1 y 822 son a.mbos negativos. 

De aqui qut,e adl m·~:¡,verse en alguna. dirección die S~ 
resulte er11 '!..liJI1La. ¡p.érdida cua.dratica en la respuest..a:'·* 
Por lo t.aurnlr:o'~ 1 a superficie encontrada t1 ene t.UIJITt 

nallximo e1111 ;S."' re~ cual corresponde a :~;64 para. ;(; IL 
(agH:acli.oo"' q;Jiiid y de O. 82 para X2 (aíreacl.Óinl• 
vv•>,. en .í a if :ll,gu.r.a 14. 

Debido .a~. tq~~U'e B11 es 
B22,est.o no·s ind1ca que 
es .ayor ern la. dtrecc1ón 
X2, esto es1 qtue 1 a 
grado la red1.U\C:C1ón de la 

numer 1 e amente mayor QH-"e 
1 a cai da en 1 a respues-ta"' 

Xl, Cflte en la dirección die 
aqitacion ci1fecta en mayor 
DHU. que la a1reaciOn. 

V. FIEJRHE~il-il'AC.J!OH COII LUb Ví\LUHI~d::¡ UPll t1US 
Et<ICO~f;i!J fi:ADüB * 

El porcell'llt:a.j¡e· ·~ Jn~.1 ~'~rH"~~'" ·J. lnf!:ln'tml íid c::.':ll.nzadó, en .ila 
reducción elle l<li~ oso. fuer t14fl 1!:1~. '1%~ c:on·tra el va.l01r 
teórico predlicho qutw •r• (;le 81!:1%~ 1 ,, c:ual puso de 
manifiesto que ~t ~11AI :1 §ll& d~ l"f#!iUl t!Ado• mediante 
la met.odlo:log!<M. d., §Ypén=+ i, ¡;;;¡,e dlfh r~t•puesta, es 
bastante e1hJCt.t vt'• <>.d §f:?Y" f'IY€#9tro mªrQt!ln de e,..-ror 
minimo (2*6%J, par }Q ~Y§ e§te v~lída de una. 
manera. t:ot<llí\JI. ~l mfi·t;t;n:JB~ E~st ¡;~¡;¡fflB le é:Bn+ i abi l ídadl 
de est.e ... 
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CONCLUSIONES. 

1. Las vinazas de tequila, presentarOn bastante 
variabilidad en cuanto a los valores de 0805, 
principalmente por las variaciones propias del 
proceso, asl como de factores del mismo que no 
sa controlan. 

2. El tiempo de 36 horas y de 10 horas. resultarOn 
ser los mas apropiados para propagación de 
inOculo de C!!.. !::!.!:J.L:L~, crecida en medio sOlido y 
liquido de vinazas, respectivamente. 

3. Los valores de 364 rpm para agitación y de 0.82 
vvm para aireación, mostratrbn ser los valores 
óptimos para conseguir la m~xima reducción 
teOrica de DBO, la cual es de un 88%, 

4. Los valores Optimos encontrados, logrararbn una 
reducciOn final de la DBO de 85.7%, contra un 
88% teOrico esperado. 
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TABLA 1. PRIMER DISE~O FACTORIAL. 

EXPERIMENTO VARIABLE SIN CODIFICAR. VARIABLE CODIFICADA. 

AGITACION AIREACION Xl X2 
<r-pm> <vvm) 

1 200 0.4 , 

2 400 0.4 + i. 
:'J 

3 200 1. o + 
~ 1 

:j 
'1 

4 400 1.0 + + '¡ 

5 300 0.7 o o 

6 300 0.7 o (l 

-----------------------------------------------------------------

TABLA 2. SEGUNDO DISENO FACTORIAL. 

-----------------------------------------------------------------
EXPERIMENTO VARIABLE SIN CODIFICAR VARIABLE CODIFICADA. 

AGITACION AIREACION Xl X2 
<r-pm> (vvm) 

-----------------------------------------------------------------
7 441.4 0.7 (2' o 

8 159 0.7 -.[2' o 

9 300 1.12 o 6' 
10 300 0.28 o -.[21 

-----------------------------------------------------------------
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TABLA 3. RESULTADOS DEL ANALISIS FISICO-QUIMICO. 

L E 
O X 
T P. 
E 

1 1 

2 2 

1 3 

3 4 

4 5 

5 6 

6 7 

6 8 

7 9 

8 10 

9 11 

10 12 

A 

3.2 

2.1 

3.2 

3.9 

4.4 

3.6 

3.7 

3.7 

5.0 

4.2 

5.6 

4.6 

B e 

3.9 2.6 

~ e:-......... 1.6 

3.9 2.6 

4.7 3.2 

5.3 3.6 

4.3 2.9 

4.4 2.7 

4.4 2.7 

6.0 4.0 

5.0 ..,. "':" 
._ ... .,J 

6.8 4.5 

5.6 3.7 

D E F 

6. 1 6.4 9.5 

l. 7 3.8 3.9 

6.1 6.4 9.5 

6.5 8.7 5.9 

10.3 12.9 8.9 

7.9 2.2 8.4 

6.8 10.0 5 ':> 

6.8 10.0 5.2 

17.7 9.3 .3.2 

..,. e-

._,.~ 7.2 19.5 

4.7 4.8 1.1 

4.4 11.4 13.9 

G H I 

2.3 4.6 16,244 

27 4.2 24,369 

23 4.6 16.244 

6 3.7 16,203 

16 3.7 16,246 

2 3.6 16,162 

20 3.6 16,162 

20 3.6 16,162 

. .., .... 3.7 24,346 

52 3.9 27,700 

2 3.8 30,087 

45 3.9 35,102 

-----------------------------------------------------------------
Ar Acido Tartarice (g/1). H: pH 

8: Acido Lactico (g/1). I: 080 <mg/1). 

C: Acido Acetico (g/ 1 ) • 

DI Azucares Reductores (g/1). 

E: Cenizas (g/1). 

F: Peso seco (g/1). 

a. Solidos sedimentables (Y.) 
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TABLA 4. RESULTADOS DEL PRIMER DISENO FACTORIAL. 

EXPERIMENTO 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

DBOi 
mg/1 

16,244 

24,369 

16,246 

16,203 

16,246 

16,162 

DBOf 
mg/1 

8,664 

10,830 

8,123 

3,899 

2,693 

2,693 

REDUCCION DBO 
mg/ 1 l. 

7,579 46.6 

13!1538 55.5 

8,123 50.0 

12,304 75.9 

13!1553 83.4 

13,469 83.3 

TIEMPO 
h 

10 

20 

8 

24 

20 

10 

-----------------------------------------------------------------
i: inicial. t: final. 

TABLA 5. RESULTADOS DEL SEGUNDO DISENO FACTORIAL. 

-----------------------------------------------------------------
EXPERIMENTO DBOi 

mg/1 
DBOf 
mg/1 

REDUCCION DE DBO 
mg/1 

TIEMPO 
h 

-----------------------------------------------------------------
7 16,162 2!1693 13,468 83.3 16 

8 26,937 10,775 16,162 59.9 20 

9 24,346 5,384 18,961 77.8 16 

10 27,700 16,100 11,600 41.8 8 

-----------------------------------------------------------------
i: inicial f: final 
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TABLA 6. RESULTADO DE LA FERMENTACION CON LOS VALORES OPTIMOS. 

-----------------------------------------------------------------
EXPERIMENTO DBOi 

mg/1 
DBOf 
mg/1 

REDUCCION DE DBO 
mg/ 1 /. 

TIEMPO 
h 

-----------------------------------------------------------------
FINAL 35,102 5,105 30,087 85.7 24 

i: inicial. f: final. 
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Fig. 1. Cinetica de crecimiento de ~ utilis, •': 

empleada como inbculo en medio sblido. 1 
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Fig. 3. Cinttica de crecimiento y reducción de DBO. 

EKperimento 1 <Tabla 1>. 
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Fig. 4. Cin~tica de crecimiento y reduccibn de DBO. 

Experimento 2 <Tabla 1). 
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Fig. 7. Cinetica de crecimiento y reduccien de DBO. 

Experimento 5 <Tabla 1>. 
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Fig. S. Cin~tica de crecimiento y reduccibn de DBO. 

Experimento 6 <Tabla 1>. 
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Con valores encontrados como Optimos: 
·-

364 rpm para agitaciOn y O.S2 vvm para aireación. 
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APENDICE 1. 

REGRESION MULTIPLE 

REGRESION NUMERO: 1 

Y <%DE DISMINUCION DE DBO> ; 68.755 

COEFICIENTE DE DETERMINACION ; O 

DESVIACION ESTANDAR DEL ESTIMADO -- 16.45823 

REGRESION NUMERO: 2 

Y (% DE DISMINUCION DE DBO> = 29.3725 + 0.131275 
X 1 < Ag i t a e i on > • 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.5089653 

DESVIACION ESTANDAR DEL ESTIMADO = 12.8942 

SOLUCION FINAL. 

REGRESION NUMERO: 3 

Y (%DE DISMINUCION DE DBO> = 31.15167 

+ 0.131275 X1 <Agitacion> 

- 2.541667 X2 <Aireacion>. 
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'"'o/Jil 
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COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.5106824 

DESVIACION ESTANDAR DEL ESTIMADO = 14.86288 

NOTA1 El coeficiente (0.5107> indica un 
comportamiento fuera de lo lineal <LO>~ lo cual 
significa que no se ajusta al modelo lineal • 

. ;.' 

·•-,"'!•"· 

. ·ril,~·f:,, 
'" !:ir\*·: . ,, . 
,.rJll!~¡li.~ '"'' 

. ~;J~;:r:~~.·-·:··:: 
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REGRESION MULTIPLE 

NUMERO DE REGRESION: 1 

y= 65.78501 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = O 

DESVIACION ESTANDAR = 16.67617 

NUMERO DE REGRESION: 2 

Y = 40.30693 + 8.49269E-02 X1 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.229854 

DESVIACION ESTANDAR = 15.5224 

NUMERO DE REGRESION: 3 

Y = 18.4343 = 8.4927E-02 X1 + 31.247 X2 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.507914 

DESVIACION ESTANDAR = 1:3.264 

' ' 
: ~ ' ~ ' : 

.. ~t;,íj:¡i. 
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r~ 

' ·· 1 NUMERO DE RE GRES ION: 4 

V = 1.2251 + 0.210811 X1 + 31.24663 X2 

- .. 2. 0987E-04 X 1 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.51"7663 

DESVIACION ESTANDAR = 14.1846 

NUMERO DE REGRESION: 5 

Y = -113.6748 = 0.56742 Xl = 252.4173 X2 

- 8.04158E-04- 157.979 X22 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.8764367 

DESVIACION ESTANDAR = 7.8646 

SOLUCION FINAL: ECUACION DE LA SUPERFICIE 

CUADRATICA. 

NUMERO DE REGRESION: 6 

Y = -83.83728 + 0.4679633 X1 + 209.7923 X2 

- 8.041579E-04 X12 - 157.979 X22 

+ 0.1420833 X1 X2 

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.9054738 

DESVIACION ESTANDAR = 7.690665 
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11 coeficient~ de 0.9054738 
model.o de segundo orden, con 
realiz6 el anAlisis canbnico • 

. · · .. 
'f, 

'l~~*:t~~~:::;;• 
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, 
"1 

.jPENDICE 3 

ANALISIS CANONICO DE SUPERFICIES CUADRIGAS • 

. NUMERO DE VARIANTES INDEPENDIENTES = 2 

COEFICIENTE CONSTANTE = - 83.83728 

COEFICIENTES LINEALES = B <1> = 4.6796E-01 

B <2> = 2.0979E-02 

MATRIZ SIMETRICA DE COEFICIENTES CUADRICOS1 

- 8.04158E-04 

7.10416E-02 

- 157.979 

SUMA DE B CI,J>2 = 0.2496E-05 

SUMA DE RAICES2 = 0.2496E-05 

EL DETERMINANTE DE B <I,J) VALE: 0.1219932 

RAICES CARACTERISTICAS: 

- 157. 979E-04 -7.72211E-04 

VECTORES CARACTERISTICOS: 

4.496926E-04 
0.999999 

0.9999999 
4.496926E-04 
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:~ ,• 

' ' COORDENADAS DEL PUNTO ESTACIONARIO: 

Y = - 0.882E-02 

DISTANCIA DEL ORIGEN = 364.088% 

X1 = 3.6409E 02 <rpm> 

X2 = 8.2771E-01 <vvm> 

El an~lisis canbnico expresa que los valores de 364 
rpm y de 0.82 vvm, son los óptimos para obtener la 
mixima disminucibn de DBO, lo cual corresponde al 
88% 

'~~;.j;,, . 
·~~w. ,, 
o:~;~:i;;'! 
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