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RESUMEN

Empleando la metodologia de superficie de
respuesta, con objeto de lograr la mayor reduccién
de la DBO, se optimizardn las variables de

agitacidn y aireacidn, en una fermentacidn a nivel
planta piloto, con crecimiento de C. utilis en un
medio vinazas de tequila.

La superficie de respuesta encontrada, para esas
variables, correspondid a urn  simple maximo,
habidndose explorado la regidn de 200-441 rpm para
agitacidn y de 0.28-1.12 vvm para aireacidn.

Los valores dptimos encontrados para las variables
fueron de 3464 rpm vy ©.83 vvm, para agitacién y
aireacion, respectivamente; alcanzandose con estos
valores un 85.7%4 de reduccidn de la DRO, respecto
a su valor inicial en las vinazas.
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ANTECEDENTES.

La produccidn de alcohol y de bebidas alcohdlicas,
ha evolucionade a 1la par que la evolucién del
hombret; vy asi como en las épocas pasadas la
obtencidn de bebidas alcohdélicas era todo un rito
de indole religioso, al devenir de los afMos, esta
ha venido a ser una parte sustancial en la econdmia
de algunos palises, tales como FHrasil, Cuba, la
India y otros.

La fermentacidn alcohélica es posible utilizando
cualquier fuente natural de azdcares. almidbn y/o
material celuldsico cComo sustrato para el
crecimiento de uwn microorganismo, que 28 el que
realiza mediante su metabolismo, la transtormacidén
del sustrato a etanol (Sheehan and Greentield,
1980) .

Aunque existen diversas fuentes Ffermentables para
la obtencidn de alcohol, la produccibn mundial se
ha inclinado principalmente por dos, que son: La
remolacha en Euwropa., principalmentey vy la cata de
azdcar en el resto del mundo.

De igual manera gue la produccion de alcohol, en
algunos palises se ha observado cierto interés en
proaducir bebidas alcohdlicas propias de los mismos,
como el whiskey en Escocia, el ron en Fuerto Rico,
el cogfac en Francia vy el tequila en México, entre
otiros.

Siendo el teqgquila una bebida alcohélica, obtenida a
partiyr de una fermentacion alcohdlica de agave, y
el alcohol, resultado tambien de una termentacidn
alcohdlica del jugo de cafia de azbcar, han




acarreado de una manera inherente un problema de
contaminacidén, manifestado por sus efluentes o
residuos de destilacidn, que se les han llamado
vinazas.

Estas vinazas se han constituido en uwn grave
problema ecoldgico-ambiental, debido a su alto
potencial contaminante, dado por su DBUS promedio
arriba de 35,000 mg/l, un pH acido entre Z.5-4.0 vy
una temperatura de descarga de 90 ol a los sistemas
de drenaje municipales. Asl mismo por su elevado
cantenido organico, material carbonado., células de
levadura muertas, azdcares residuales, alcoholes
superiores, sustancias no fermentables, grasas vy
fibras (Baker et al., 1982. (Costa et al.. 19Bl.
Madir, 1273).

Y aunado a lo anterior., los arandes vollmenes que
se obtiensn de ellas, yva que la proporcidon es gue
por 1 litro de alcohol se producen de 12—14 litros
de efluente, en este caso vinazas (Tauk, 1982).

- Asi, SivaRam et al. (1984), reporta que la
produccidon de vinazas en la India, anualmente es de
aproximadamente 15,000 mi,

Monteiro (1975), haciendo una estimacidn de la
produccién de alcohol en el Brasil, concluye que el
equivalente en contaminacion (DBROS) del atio de
19753, fue el de wna ciudad de 100 wmillones de
habitantes.

De igual Aforma Tauk (1982), estimando que 1la
produccidn de alcohol del Brasil en el afio de 19835
gseria de 9 wmillones de m3, considera gue la
produccibn de vinazas fue aproximadamente 115
millones de m3.
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FPor =11 caracter contaminante, las vinazas
{(principalmente las de caffa de azdcar) han motivado
a nivel mundial, amplios estudios con objieto de su
tratamiento, vya sea mediante la utilizacidn de
ellas, tratamientos fisico~quimicos v/0o
tratamientos microbiolbgicaos (Sheehan and
Greentield, 1980).

Entre las alternativas que podemos mencionar como
las mas sobresalientes, tenemos:

UTILIZACION DE LAS VINAZAS.

a) Aplicacidn directa a 1a tierra.
b) Evaporacidn y combustién.
c) Suplemento alimenticio.

TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICO.

TRATAMIENTOS BIOLOGICOS.

a) Digestidn anaerobica.

b) Filtros anaerobios.

c) Lagunas de oxidacion.

d) Lodos activados.

e) Fermentacidn aerobia con produccidn de biomasa.



UTILIZACION DE LAS VINAZAS. o 4

a) Aplicacidn directa a la tierra.

La aplicacidn directa a la tierra. ya sea como agqua
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.

- Egtablece condiciones ideales para el cultivo de
caffa de azdcar.

- Restaura y mantiene la fertilidad del suelo.

- Incrementa la microflora del suelo. (Sheehan and
Greentield, 1980) .

Y aungue pudiésemos considerar, dados los efectos
gue se sefalan anteriormente, que esta alternativa
es bastante atractiva vy eficiente, a juicio de
muchos autores (Nadir, 1975, Sheehan and
Greentield, 1980), es bastante engafosa, ya gue es
Justo mencionar, que esta metodplogia solo se ha
probado en Rrasil, en el cultivo de cafia de aztcar
y solo en Fases"experimentales; y tal como lo
seflala Nadir (1975), la factibilidad del proceso
radica en el uso racional de las vinazas, s1 se ha
analirzado debidamente la composicion del suelo, el
cultivo que se va +ertilizar, asi como las

condiciones econbdmicas que favorecen su uso en el



campo y los gastos inherentes que van a incrementar
de alguna manera el costo.

b) Evaporacidn y combustidn.

Las vinazras s0nN evaporadas, ya sea para
alimentacidon animal vy/o0 fertilizante, vy con una
posible incineracidén para recuperacitn de potasa en
caso diferente.

Esta metodologia ha sido probada en paises como
Francia, Gran Bretafia Y el Brasil (aungue
utilizando vinazas de diferente composicidn vy
origen),y la gran mavaoria de los propios autores
han concluido,. que los costos de enerqglia hacen de
una manera general, incosteable el proceso, ya sea
para produccidn de fertilizante y/Q para
recuperacidn de potasa.

c) Buplemento alimenticio.

Las vinazas, producto de la fermentacion de granos,
como malta, cebada y otros, han sido por bastante
tiempo utilizadas como suplemento &limenticio, una
vez secadas, en raciones de rumiantes, con buenos
resul tados de digestibilidad y aprovechamiento, que
han permitido su rentabilidad econdmica.

El gran inconveniente radica, en gue las vinazas de
caffa de azdcar, las cuales dada su composicidn
basica, bastante acidas, hacen necesaria su
neutralizacidn Y como consecuencia presenta
efectos laxantes e higroscopicos en ganado, aunque
con un incremento en los rerndimientos de leche.

S




Hodge et al. (1974), y varios autores han sugerido
variantes en cuanto a 1la concentracidn de vinazas
por racidn y de acuerdo al animal a alimentar; va
gque en pruebas con ratas se ha observado gue el
valor bioldgico fue similar al de la caseina, pero
con una digestibilidad menor y siendo necesaria una
suplementacidn de metionina y cisteina.

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




TRATAMIENTOS FISICO-RUIMICOS.

En general, las praocesos fisico-quimicos de
tratamiento en vinazas han sido muy pocos vy con
resul tados muy pobres.

La sedimentacidn se ha observado ser
ingatisfactoria siempre, pese a la adicidédn de
coagulantes Y otros aditivos como sales de
aluminio, hierro, bentonita, carbbon  activado vy
detergentes.

Duval (1976), ha tratado en ocasiones las vinazas
de cereales, mediante floculacidn por
centrifugacion, utilizando el floculado como
alimento animal, con medianos resultados.

Al mismo, un proceso comercial, denominado
Aminodan, ha promovido gque reduce el 704 de una
DROS inicial, mediante uwn proceso de coagulacidn
quimica, pero solo aplicable a vinaras de vinos y
brandies.

Dubey (1974), reporta gque las vinaras podrian ser
tratadas por electrofleoculacién a temperaturas
entre 49-820C v pH de valores 3%.8~-7.0 L, con la
adicidn de 0.05%4 de NalCl en estudios tempranos.

Fodriamos concluir gue, aungue los costos del
tratamiento por electrodialisis y/o electrodsmosis,
limitan bastante log procesos, los rangos de
purificacidn de los mismos, muy bajos. hacen de una
manera final no viables los tratamientos anteriores
como alternativas de solucidn (Sheehan and
Greenfield, 1980).



TRATAMIENTOS BIOLOGICOS.

a) Digestidn Anaerdbia.

Los tratamientos anagrtdbios, ofrecen la capacidad
de tratar en crudo y sin dilucidn las vinazas. con
poca produccidn de lodos vy dando un efluente gue
puede ser terminado medi ante un tratamiento
aerdbico.

La digestidn Ratch, ha mostrado ser no rentable,
dado los largos periodos de tiempo que envuelve
(Basu et al., 1973), por 1o que se ha avocado al
desarrollo de procesos digestivos con organismos
termdfilos y/o mesotilos.

Digestores termopfilicos han sido utilizados en
breves casos, ya que dadas las cargas organicas
contenidas, pueden ser £ 6 3 veces mas altas que
para un digestor mesotfilico, pero con resultados
que no han sido suficientemente aceptables, para
justificar las mas dificiles condiciones de
aperacidn.

Asi, algunos investiqadores, Fainter (19260),
Vitkovskaya (1973), logran buenos resultados en el
tratamiento de vinazas de la industria cervecera y
vinicola mediante digestores anaerobios con
microorganismos mesofilicos: vy sugieren una mejor
reducciodn de la DROS mediante un terminado con
tratamiento aerdbico. '



b) Filtros Anaerdbicos.

l.os filtros anaerodbicos han mostrado buen
funcionamiento en fases de tratamiento escalonado,
vy principalmente con residuos solubles.

Con wuna produccidn baja de biomasa y pocos
requerimientos de energia para el proceso; es mejor
el proceso que los tratamientos aerdbicos. aungue
comparativamente con los digestores anaesrobios,
pese a mejores resultados, requieren de mayor
capitals tanto como inversidn inicial y gastos de
operacidén.

Chian et al. (1977), tratando un efluente similar a
las vinazas, con un pH de 5.4 y una DO de 30,000
mg/l, conteniendo principalmente &cidos qgrasos,
carbohidratos de alto peso molecular vy proteinas
varias, fue capaz de obtener remociones promedio de
DRO entre S8~-98%4, en perlodos de 7.5-74 dias.

FPor 1o anterior, parece ser que los +Filtros
anaerdbios ofrecen una inexplorada perspectiva para
el tratamiento de las vinazas.,

£) Lagunas de tratamiento (Oxidacion).

lLas lagunas de tratamiento, son alternativas
atractivas en términos de capital vy costos de
operacién, siempre vy cuando exista el terreno
disponible y que éste sea econbmico.



Rao (1972), operando 2 lagunas en serie con cargas
de 0.064-1.057 kg de DRO m-3 dia—1, corespondiente
a 38-66 dias de retencidn en cada una de las
lagunas, obtiene valores de remocidn de entre un
55-95% de DERO.

Justo es mencionar, gue pese a la factibilidad
aparente del método, los grandes inconvenientes de
los malos olores, asi como la produccion vy
getimul acidn de moscas vy mosquitos, ponen en
entredicho la viabilidad del mismo, ecoldgicamente
hablando.

d) Lodos activados.

Uno de los primeros inconvenientes del presente
método son los costos de tratamiento de las
vinazas.

Este método ha mostrado cierta factibilidad en
vinazas de cerveceria, que se han trabajado en
diluciones al 30% con agua, y en los cuales, se han
obtenido una remocion del 937 de la DROS,
neutralizando el pH v a temperatura controlada (Wu
et al., 1976).

De igual manera se ha trabajado con aguas
domésticas de desecho en mezcla con vinazas, & una
relacion de 10% vinazas vy 904 de desechos

domésticos, y en los cuales se han obtenido
reducciones minimas de la DBOS, que fluctdan entre
el 28-3I3%% del DROS total de 1la mezcla (Burnett,
1973%) .



Por lo anterior, se puede concluir que el método es
incosteable economicamente, dado que los costos que
se tienen por la adguisicidn de neutralizantes y
carbdon activado, asi como por los voldmenes minimos
de vinazas tratados.

e) Fermentacidn aerdbia con produccidn de proteina
celular.

La fermentacidan aerdbia, alternativa gue 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 cafta
de azdacar.

Han sido las levaduras, principalmente, los
microorganismos que mas se han investigado, junto
con algunas algas y hongos (Sheehan and Greenfield,
1980) . )

De acuerdo a varios autores. Goncalvez de Lima en
194Z, fue el precwsaor, en Brasil vy a nivel
mundial, del uso de cepas de levadura, que en este
caso fue de Candida utilis, en el tratamiento de
efluentes industriales,.

Asl, el autor reports buenos rendimientos en la
produccidn de biomasa y en los balances de carbono,
utilizando como sustrato de crecimiento, vinazas de
cafia de azdcar (Cabib et al., 1983).

. utilis en
cultivo continuo, a un pH de 3.%, obtiene
rendimientos maximos a un tiempo de residencia de &6
M, cuando al sustrato de vinazas le fueron
adicionados melazas vy sulfato de amonio, como
nutrientes.

Ricche et al. (19686), creciendo C.
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Farkhomchuk et al. (19269, encontrd que mas
aireacidn vy adicidn de nutrientes vy/o melazas.
incrementan los rendimientos de C. wutilis,
obteniendo incrementos de un 60-65%4 vol aire par
vol liguido por hora (vvm).

De igual manera Lin (1970), observa un incremento
en proteina de levadura, al adicionar 0.54 de urea
y O.1%4 de F203, como nutrientes en las vinazas.

Asl, ya en trabajos recientes Cabib et al. (1985,
utilizando C. utilis vy F. variotti, realiza pruebas
comparativas en los rendimientos de biomasa entire
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, dependera
el criterio de resolucidon del mismo, pero sugiere
sea C. utilis, dada su resistencia a la
contaminacidn bacteriana vy a su buen crecimiento

atn en medios con un pH acido.

Bottareo et al. (1984), haciendo nuevamente uso de
C. utilis y F. variotti, mediante cultivos en batch
y continuo, reporta valores de produccidn de
biomasa de 18 /1, y can una reduccidn de la DEO
de 46% para C. utilis en cultivo batch, vy en
cultivo continuo a un rango de dilucidén de 0.2 vy
0.1 h-1, una produccidon de biomasa de 10 vy 13 g/1.
respectivamente, con uwuna reduccidn de la DUO de 35

y 40%, respectivamente.

De igual forma SivaRam et al. (1984), mediante un
complejo proceso de fermentacidn, primeramente con
células inmovilizadas de S. uvarum y +trabajando en

un reactor empacado, separa con una centrifugacion
el sobrenadante, Que es utilizado como sustrato
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para una nueva fermentacion, ahora con C. utilis y
una suplementacidn de urea como nutriente, vy de la
cual reporta un maximo de 32 g/1 de peso seco.
despues de 6é dias, tiempo qgue dura la segunda
fermentacidén, con una reduccidn de la DBO de 85%,
atraveés de todo el proceso, con ambas

fermentaciones.

E1l Us0o, por la mayor parte de los autores e
investigadores, de la cepa de levadura (. utilis,
es el resultado de las wventajas que este
microorganismo presenta comparativamente, con otras

especies de microorganismos.

La levadura C. utilis es uwn microorganismo que
crece bastante rapido al ser su metabolismo
aerébico mas eficiente en crecimiento celular; vy su
rendimeinto celular en base &l sustrato es de 5—-10
veces mayor , en relacidn ail metabolismo
anaerdbico, al ser un microorganismo heterotrbfico,
capaz de fermentar varios azdcares, ademas de

alcoholes, dependiendo del medio (Ordaz, 198%).

Ce. utilis 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%4 crecida en vinazas de
caffa de aztbdicar, vy de 47.6%L crecida en fruta de
nopalg asi como un excelente contenido de vitaminas
B v perfil de aminoidcidos (Cabib et al.,. 1983,
Camargo et al., 1277).



Asi Camargo et al. (1977), realizando un estudio
del balance energético, y de la composicidn celular
de C. wtilis, 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
cultivo de varias cepas del género Candida en
vinazas y melazas, para observar el etecto de la
adicidn de sales en el medio, concluye gue la cepa
de C. utilis presenta 1los niveles de contenido de
proteina mas altos ., cuando se crecid en medio de
vinazas puras gque fue de 45.8%, Y en vinazas con
0.05% de urea como nutriente obtuvo un S1.6%.

Finalmente, Cabib et al. (1983%), en su trabajo de
wtilizacidn de vinazas como sustrato para la
produccidn de proteina celutar, repaorta  un
contenido total de proteina de 40.9%, asi como de
un excelente per+fil de aminoacidos, con la
excepcidn de aminoidcidos sulfatados, que es comdn
en las proteinas celularesy y con un contenido
vitaminico bastante aceptable.

Uno de 1los propésitos, de la gran mayoria de los
autores, es lograr, mediante los recwsos con que
han dispuesto, un proceso ideal & por lo menos
cercano al ideal, que permita una mayor
utilizacidn de las vinazas, con las mayores
posibles ventajas, el menor tiempo vy los mejores
resul tados.
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Desafortunadamete, lags formas de encaminarse al
praoceso ideal, no han sido las adecuadas, Yy 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, vy con
ahaorros de tiempo vy costos, va sea, para el
tratamiento y/o para la adicidn de nutrientes, es
mediante el disefio de modelos de optimizacidn.

Estos model os de optimizacidn, nos permiten
identificar las variables de operacidn (ya sean
adicidn de nutrientes, condiciones de fermentacidn
como 1o son: temperatura, aireacidn, agitacidn, pH,
etc.) Y lo mas importante, sus  rangos de
importancia, que nos indican su efecto en la
respuesta buscada (Giovanni, 198%).

Aunque existen diversos métodos de optimizacion gue
pueden ser empleados, por su importancia, asi como
por su amplia utilizacion nos enfocaremos al modelo
de optimizacidon llamado método de superficie de
respuesta (RSM).

L.a metodologia de superficie de respuesta, consiste
en un grupo de técnicas matemaiticas y estadisticas,
usadas en el estudio empirico de las relaciones
entre un n@imeroc de variables cuantitativas (p.e.
temperatura, tiempo, etc.) y una & mas respuestas
medibles (p.e. rendimiento. productividad, etc.).
La caracteristica de mayor interés de este método,
es que ofrece &1 wvalor o los valores de las
variables, para los cuales se obtiene un ma&ximo en
l1a respuesta (Box and Youle, 1985).
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Asi, podemos definir la metodologia de superficie
de respuesta, como un método estadistico gue usa
datos cuantitativos de un disefifo experimental
apropiado, para determinar vy en forma simultanea
regolver ecuaciones multivariables, ecuaciones que
pueden ser representadas gqraficamente como una
superficie de respuesta y la cual puede ser
utilizada para describir como las variables
probadas afectan la respuesta, v para determinar
las interrelaciones entre ellas, asl como describir
2l efecto combinado de todas las variables probadas
en la respuesta (Giovanni, 1983%. Henika. 1982).

Basicamente RSM es un proceso de cuatro pasos:

1., Identificacidn de las variables: Identificar 2 &
A variables criticas del proceso bajo estudio, esto
2%, lag que tienen mayor influencia sobre la
respuesta analizada. Estas pueden ser determinadas
por experimentos preliminares, bibliografia & por
la enperiencia del investigador.

El nimero de variables se limita generalmente a & &
3 variables estudiadas, para evitar que el modelo

ot

estadistico se complique demasiado.

2. Definicidn de los niveles de las variables:
Definir los rangos a probarse de cada variableg si
estos rangos son demasiado amplios y el éptimo no
82 esta claramente definido por R8M, entonces es
necesario hacer wn segundo disefio experimental,
utilizando un rango mas estrecho.

3. Disefio experimental: Establecer los experimentos

a realizarce usando un diseffo experimental
apropiado.
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Estos diseffos, seleccionan un qrupo de
experimentos, de todos los experimentos posibles,
lo cual reduce el ndmero total de pruebas. Después
de que los experimentos son egpecificados, son
realizados y asi obtenemos los datos cuantitativos
que se utilizaran en el anidlisis estadistico.

4, Analisis de datost Anal izando los datos
cuantitativos por medio de un adecuado programa de
computacidn, las conclusiones hechas de estos

andlisis, deberan de ser contirmadas con pruebas
posteriores, en donde se trabajard con los valores
dbptimos encontrados para las variables (Giovanni,
1983) .

Basados en esa informacidn experimental obtenida,
el método nos permitird predecir qgue combinacibn de
esas variables independientes nos produciran una
respuesta deseada, ya sea rendimiento,
productividad., consumo de X nutriente, reduccidn de
un parametro especifico. etc.. y asl determinar
como la respuesta especitica es afectada por el
cambio en los valores de las variables (Henika,
1982).

Ademis del ahorrao de tiempo que conlleva 1la
prediccidn de las mejores condiciones en un trabajo
experimental, e1 ahorro en los costos, es otro de
los grandes beneficios y ventajas del metodo.

RSM ha sido ampliamente trabajada en las areas de
LQuimica Y de Alimentos, Y aunaque en la
Microbiologia es relativamente joven su aplicacidn,
ha demostrado ser de bastante provecho (Henselman
et al., 1974. kKosaric et al., 1982).
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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%4), siendo un 12%
de proteina adicional con respecto & los panes
comunes.

For otro lado, en la optimizacidn de condiciones de
fermentacion alcohdlica, Chen (1981)., mediante RSM,
investiga los efectos de la concentracidon de
sustrato, concentracidn celular y adicitn de
nutrientes, logrando una optimizacion del proceso,
al obtener altos rendimientos en la productividad

de alcohol (21 g de ETUH/ l.h) con bajas
concentraciones de sustrato (12 oBrix) y alta
concentracibn celular (4.4 %), llegando el autor a
eatimar productividades alcohdlicas tptimas,

atraveés del manejo de las variables.

De igual manera, en la optimizacidn de una
fermentacidn en batch con mosto de maiz molido,
Chen and Gutmanis ((1982), analizan los efectos
cuantitativos de la concentracidon del mosto de
matz, concentracidn celul ar Y tiempo de
sacarificacion, sobre el contenido, rendimiento,
productividad de etanol Y tiempo de
sacarificacidng concluyen gue en los rangos
investigados, mediante mavores tiempos de
sacarificacién y altas concentraciones celulares,
através de fermentaciones mas breves, conllevan a
altas productividades de etanol. La mayor
concentacidén de mosto incrementa 12.54 (vvm) el
contenido de etanol.
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kosaric et al. (1982), optimiza la produccidn de
alcohol por fermentacidn, mediante las variables de
pH, temperatura y adicion de nutrientes, utilizando
la cepa de Z. anasrobia, obteniendo valores altos
de concentracion de etanol a las 2% h, de 96 g/l.

Uno de los mas recientes e importantes usos de la
RSM, ha sido la optimizacidn de condiciones de
fermentacién y tratamiento de efluentes y productos
contaminantes, como lo son el suera de leche vy el
petrbleo crudo derramado en aguas maritimas.

Asi, Zertuche et al. (1984), analizando mediante
R8M, las variables de concentracidon de lactosa,
concentracion de extracto de levadura, flujo de
aire, pH y rango de dilucidn en un cultivo
continuo con K. fragilis, y utilizando como
sustrato el suero de leche, concluye que el pH,
flujo de aire vy ranao de dilucion son las variables
de mas influencia en su fermentacidn, asi mismo
obtiene su ecuacion que mediante el ajuste de sus
variables de proceso, optimiza su concentracidén de
etanol

For otro lado, Duménil et al. (1988), utilizando
las variables de rango de dilucidn vy concentraciodn
del sustrato, para un cultivo continuo, analiza
respuestas experimentales de rendimiento, % de
degradacién, biomasa vy rangos de degradacidn, con
RSM en un cultivo mixto de microorganismos
bacteriales.

Concluyendo de acuerdo al proposito de su trabajo,
que es la degradacidn de petroleo crudo derramado
en  aguas maritimas, que se logra un 804 de
degradacidn, a una velocidad de degradacion de
0.73 g/1-1.h-1 vy una produccidn de biomasa de 7.6
g/1~-1.
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HIPDTESIS.

Es posible una reduccidm de 1la DBO, en vinazas
tequileras, en +funcidn de 1la aireacitn y 1la
agitacidn, mediante una optimizacidn utilizando la
metodologia de superficie de respuesta.

OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general del presente trabajio, es la
reduccidn de 1la DPemanda Bioguimica de Oxigeno
{DBO) , en vinazas tequileras, mediante la
cptimizacidn de las variables agitacion vy
aireacidén, por la metodologia de superficie de
respuesta (RSM), en una fermentacidn aerdbica con
Candida utlis.

OBJETIVDS ESFPECIFICOS.
i. Analisis Fisico—Quimico de la materia prima.
II. Estandarizacidn de inbculo.

¥ Fase sélida.

¥ Fase liquida.




IT1I. Diseffo experimental para la optimizacidn de
las variables.

IV. Analisis estadistico de resultados.

V. Fermentacidn con los valores dptimos
encontrados.

MICROORGANISMO. Se utilizd una cepa de levadura de
Candida utilis de la coleccidn microbiana del banco
de cepas vy genes del departamento de Microbiologia
y Fermentaciones del CIATEJ, A.C.

MATERIA FPRIMA., La materia prima uwtilizada, vinazas
tequileras, fuerdn proporcionadas por una compafiia
tequilera particular de la ciudad de Guadalajara,
Jal.

REACTIVOS. Todos los reactivos utilizados fuerdn
grado analitico, de casas comerciales conocidas, vy
se empleardn sin purificacidédn previa.

EQUIF0O. Espectrofotometro LER Biochrom. Ultrospec
I, Orbital New Brunswick Scientitic M-G25,
Centrifuga clinica SOL~BAT M-J12, Microscopio
American Optical, Hematocitbometro American Optical,
Estufa de secado FELISA, Fotencidmetro Sargent--
Welch M-LS, Balanza analitica CHYO modelo Jipiter
STD-200, Flanta piloto New Brunswick Scientific M-
Y150, Autoclave vertical AESA Mod. CV-250.




MATERIAL Y METODOS.j.:..
I. ANAL ISIS FISICO-BUIMICOS.

El conocimiento del material & wutilizar como
sustrato, en este caso las vinazas, asi como de su
composicidn, es importante, va que seqgin sea el
caso, existen compuestos y/o elementos que limitan
& inhiben el crecimiento del microoraganismo.

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

Acidez total (expresada como Acido tart&rico,
lactico y acético), azicares reductores, cenizas,
peso seco. sbélidos sedimentables y DRO.

Las muestras de vinazas, fue tomada en cada
ocasidn, al momento de desecharse de i1a seqgunda
torre de destilacidn, y previa a su desaque a los
sistemas de drenaje municipal.

For ser la temperatura de desalojo de 90 o, 1la
muestra de vinazas s recoqid en botes de plastico
de una capacidad de 100 1, que se trasladaron ai
cuarto frio del propio centro, para que una ves
fria la muestra, se realizaran sus determinaciones.

Ante la imposibilidad de tomarse un voldmen de
muestra tal, gue fuese posible utilizar patra todas
las corridas de fermentacidn del trabajo, se
tomardn muestras 1 & 2 dias anteriores a cada
fermentacidén, obteniéndose de esta manera varios
lotes de mueastra.

~yry
-




Acidez total titulable. _ ‘ s

En un matraz de 300 ml, se incorpora un volumen de
200 ml de agua destilada que se pone a ebullicidn,
iniciada la ebullicidn se retira, se le aMade 1 ml
de Fenoftaleina al 1%, vy se titula 2l agua contra
NaOH ©O.1N, hasta wun color rosa claro. Una ve:z
titulada, se le affaden 5 ml de muestra y nuevamente
se titula con NaOH ©O.1N, hasta obtener un vire en
el color de la muestra.

AzGcares reductores.

Como la muestra contiene materia no soluble, gue
puede intertferir en la realizacidon, se centrifugd a
5,000 rpm por un tiempo de 5 min, del sobrenadante
se tomd 1 ml para diluir la muestra 1:10. De la
dilucion se toman 0.5 ml, a cual se 1le adicionan
1.5 ml del reactivo Acido 3,5-dinitro salicillico
(DNS), vy se pone en baffo maria, en ebullicibn, por
S5 min exactamente. Una vezr tria la muestra se lleva
a un volumen de 10 ml con agua destilada, vy el
color desarrollado se lee a S50 nm.

La concentracion de azdicares reductores se calcula
de acuerdo a una curva estandar de DNS.

Composicibn del reactivo DNS.

NaQH 1.9 g
DNS 1.0 g
Tartrato de Na y K 30.0 g
Fenol 0.2 g
Metabisulfito de Na 0.05 g
Agua 100.0 ml
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Cenizas. . . R e B

En crisol de porcelana a peso constante, se le
aftade 50 ml de muestra vy se seca a 80oC por 24
horas, una vez seca se introduce a la mufla a una
temperatura de S000C por 15 min. Se retira de la
mufla a enfriar por algdn tiempo y se pesa.

FPeso seco.

10 ml se centrifugan a 5,000 rpm durante 15 min., vy
s@ lava el precipitado celular 2 veces. 8e vierte
el precipitado a un pesafiltro a peso constante vy
se pone a secar por 24 horas a una temperatura de
B80oC, transcurrido el tiempo se pesa.

Solidos sedimentables.

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

DBO.
De acuerdo al Standard pMethods tor the exmination
of water and wastewater (1989, utilizando una

dilucidn 1:10,000. 8Se tuvo muestra al tiempo O

[

(dias) y al Tiempo 5 (dias).

I1. ESTANDARIZACION DE INOCULO.

El crecimiento de (., utilis se llevd cabo, en ambas
fasea, fase ligquida y fase sblida, en medio vinazas
con nutrientes, siendo la composicién del medio, la
siguientes
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Urea e Q.8

4 g
(NH4) 2 S04 1.8 g
(NH4) 2 HPO4 0.85 g
Agar 40.0 g <(medio sblido).
Vinazas 1.0 1

Fase sblida.

S5e sembrardon tubos de medio vinazas con nutrientes
con la cepa C. utilis, a una temperatura de 35 oC,
que se crecierdn por 24 horas, en €l cual se
muestred poblacidn cada 2 horas desde el tiempo O,
Yy viabiliadad a partir de las 20 horas, mediante
conteo poblacional directo en camara NeuBauer, vy
tipcidn de azul de metileno. Fosteriormente se
graficaron los resultados para obtener una curva de
poblacidn v de % de viabilidad, con objeto de
estandarizar tiempo optimo de crecimiento vy
viabilidad del indculo.

Fase liquida.

Se resuspendid el crecimiento celular de 1los tubos
de medio vinazas con S ml de agua destilada
estéril, se mezclaron varias resuspensiones a
completar uwn volumen de 20 ml, que sirvierdn de
indculo para un matraz EM de 3500 ml conteniendo 180
ml de medio de vinazas estéril. Una vez inoculado,
se incubd a J&SolC de temperatura vy 250 rpm de
agitacién por un tiempo de 12 horas.

Durante el tiempo de crecimiento se muestred cada
2 horas para realizar conteo poblacional en camara
NeuRauwer, asi como viabilidad del microorganismo,
mediante tincidn de azul de metilenao, con objeto de
agbtener una curva de crecimiento y viabilidad de la
pobl acidn.
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Dado el gran volumen final de indculo necesario
para el fermentador de 150 1, se optd por realizar
la metodologia anterior en forma repetitiva por 3
ocasiones en matraz EM de 500 ml con 180 ml de
medio vinazas y finalmente a un botelldn gque con 9
1 de medio fue inoculado al 104 v/v con la dltima
serie de matraces EM, volumen que fue finalmente,
el indculo para el fermentador de planta piloto.

III. DISEAD EXPERIMENTAL FARA LA OFTIMIZACION DE

LAS VARIABLES.
8e utilizd un disefio experimental factorial de 272
con 2 puntos centrales Yy un modelo polinomial de
ler. orden, para la la. regidn de exploracion.
Tomandose como punto de partida los valores de 200
rpm para agitacidn y 9.4 vvm para aireacion.

La regidn de exploracidn fue de 200-400 rpm para la
variable de agitacidén y de 0.4-1.90 vvimn para la
variable de aireacidng de acuerdo al disefio que se
muestra en la tabla 1.

Los niveles de las variables en unidades
codificadas fueron:

X1 = X1 + 400 rpm X2 = X2 + 0.7 vvim

g 400 0ot Mot st e Gosey G4 RS0 OO PO St Vo g 09000 o ol Sonn Svnt ol 0008 WP e i iy Sy So000 PO

J00 rpm 0.3 vvm
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Las corridas de fermentacidn se llevaron a cabo en
un fermentador de planta piloto New Brunswick
modelo IF-150, de 130 1 de capacidad. El volumen de
trabajo fue de 90 1o vy las condiciones de
fermentacidbn fueron:

Constantes. La temperatura de 3% ol y el pH tal
cual presentasen las vinazas.

Variables. Los valores de agitacion y aireacion,
de acuerdo a la tabla 1.

Durante cada fermentacidn, se muestred cada hora vy

cada 2 horas, durante las 12 horas iniciales, para

determinacidn de peso seco y DE0O, respectivamente.
AS

En las 12 horas restantes, cada £ horas para peso
seco y cada 4 horas para DRO.

IV. ANALISIS DE RESULTALUS,

Los resultados del ler. disefio Ffactorial, se
sometieron a un andlisis de regresién midltiple,
para probar su ajuste a un modelo lineal. Una ves
gqgue el modelo presentd +alta de ajuste, se
completd el diseibo factorial, introduciendo los
términos rotables, seqgiin se muestra en la tabla 2.
Los resultados se sometieron a un andlisis de
regresion miltiple polinomial de segundo orden.

Fosteriormente se realizd un andlisis candnico a
fin de obtener los valores dptimos vy finalmente se
obtuvd la superficie de respuesta correspondiente.
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El anilisis estadistico de 1los resultados se
realizd por computadora utilizando 105 programas
"Stepwige", "Canonica" vy "“Statgratics", para los
calculos de regresion milltiple, anadlisis candnico
de superticies culddricas Y generacién de
superficies de respuesta, respectivamente.

V. FERMENTACION CON LOS VALUORES ENCONTRADOS

OFTIMOS.

La fermentacidn con 1los valores encontrados como
optimos, s llevd a cabo & las mismas condiciones
constantes que en la fase 3, solo se modificardn
los valores de agitacidn y aireacibn a los valores
dptimos.

La toma de muestras se realizéd a los mismos tiempos
que en la fase 2.0V de igual manera las
determinaciones de peso seco y DEO.

28




RESULTADOS.

I. ANAL ISIS FISICO-QUIMICOS DE MATERIA FRIMA.

Los resultados obtenidos se muestran 2n la tabla 3,
donde se inciuyen los 10 iotes de vinazas
utilizados para las 12 corridas de fermentacidon en
planta piloto; 2 lotes (1 y &), fueron utilizadaos
en 4 corridas (1 y 33 7 y B, respectivamente).

Todas las determinaciones se realizarén después de
18-20 horas en promedio, de la toma de la muestra.

La concentracidn de acido tartarico estuvo en los
rangQos de I.2-4.6 g/l1, a excepcion del lote 2 gque
tuvo un valor inferior y de los lotes 7 vy 9, con
valores superiores. ficurriendo de igual manera con
el acido lactico, que tuvo un rango de 3.9-5.6 a/l
y el Acido acético cuyo rango fue de Z.6-~3.7 a/l.,
siendo en ambos casos, los mismos lotes los que

variarén.

Logs aziicares reductores estuvierdn dentro de un
margen de concentracion de 4.4-46.8 a’/l,
observandose que 1lo lotes 4 y 7, presentaron
valores por encima del margen, asi como el lote 8.
cuyo valor fue menor.

En cenizas, el rango fue de 3.9-10.0 q/1,
exceptuando el lote 5, con una concentracidn
inferior, vy los lotes 4 vy 10 que tuvieron

concentraciones superiores.

El peso seco, presentd un rango de 5.21-92.467 a/l,
notandose que 1los lotes 7 vy 9 tuvieron valores
inferiores, y 1los lotes 8 vy 10 con valores
superiores.




En s0lidos sedimentabl es, =1 tuvo mucha
variabilidad, siendo los lotes 8 vy 10, los que
tuvieron los valores mas altos, S92 vy 45%,
respectivamente.

En el pH, el rango gue se tuvo fue de 3.56~3.99, a
excepcidn de los lotes 1 vy 2 qgque presentaron
valores superiores.

En l1la DRO, se puede sefalar que hubo aran
variabilidad en cuanto a los valores, sin embargo
la mayoria de los lotes estuvo dentro del rango de
16,000-26,000 ma/l, a edxcepcion de los lotes 92 y 10
en los que el valor estuvo muy por encima del
rango.
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11. ESTANDARIZACION DE INOCULO.

FASE SOLIDA.

La figura 1 muestra la curva de poblacidn celular
obtenida, que se expresa en millones de células/ml,
asl como la viabilidad, expresada en porcentaje de
viabilidad, contra tiempo, a partir de 1las Q horas
para poblacién vy de las £0 horas para viabilidad,
respectivamente.

La poblacidn inicid su crecimiento exponencial a
partir de las 16 hotas, fase que prolongd por un
tiempo aproximado de 20 horas, tiempo al final del
cual entra en fase estacionaria, y en lta cual ya no
muestra crecimiento.

Se determind viabilidad a partir de las 20 horas,
mostrando por cerca de 12 horas valores altos
(89.5-95.04L), alcanzandose la méxima viabilidad,
que fue de 93.8%, a las &6 horas, despues de lo
cual esta comienza a disminuir paulatinamente.

LLa poblacién al tiempo de 36 horas fue de 168
millones de celulas/ml, presentd la mas alta
viabilidad, que correspondid a un 2%%. Notandose,
que al tiempo de %6 horas, el cultivo adn se
mantiene creciendo exponencialmente, v a partir de
las 40 horas, el cultivo inicia su fase
estacionaria.
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FASE LIGQUIDA, ghmMa;

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 poblacidbn, a partir del indculo, inicid su
crecimiento desde las primeras horas, hasta las 10
horas de tiempo transcurrido, tiempo al cual
corresponde el final de su fase exponencial, para
despues entrar a la fase estacionaria hasta las 12
horas.

El porcentaje de viabiliadad, se mantuvo alto (89%4)
e incluso ae incrementd a partir de las 4 horas de
crecimiento, hasta las 10 horas de tiempo
tramscurrido, cuando alcanza su mayor porcentaje,
que fue de 24.5%., y a partir de la cual disminuye.

La poblacidn maxima fue de 170 millones de
células/ml, la ogue se alcanzd al tiempo de 10
horas.




ITII. DISEMO EXFERIMENTAL.

En las Ffiguras 3,4,3,6,7 vy 8, se muestran los
resul tados obtenidos en cada uwuna de las cindédticas
de fermentacidn, en donde se gratican peso seco,
pH v DRO, contra tiempo.

Las +iguras corresponden a los experimentos
1,2,3,4,3 y &6 del primer diseffo factorial (tabla
1).

Como se puede observar, el comportamiento del pH se
mantuvo constante las primeras hotras, hasta
alcanzar su valor final a las ¥4 horas, el cual
estuvo alrededor de 4.3-%.1.

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

La DRO, fue disminuyendo de manera rapida hasta
alcanzar su valor minimo, que en cada caso fue de
acuerdo a las condiciones utilizadas.

En la tabla 4, se muestran los resultados obtenidos
del primer diseflo factorial, indicando la reduccién
de DBO, expresada en mg/l reducidos y % de
reduccidn.

Como se puede sefialar, las mayores reducciones de
DBO, se obtuvierdn en los experimentos 7 vy 8,
cuando los valores de fuerdn de 300 rpm y de 0.7
vvih para agitaciéon vy aireacidn, respectivamente
(tabla 1)g siendo los % de reduccion de un 83.4% vy
de 83.3%, respectivamente (tabla 4).




Los resultados del
sometierdon a
(Apendice 1),

regresidn de 0,5106824,

(X1g]

. primer
analisis
del cual se obtuvo

diseflo factorial se

de regresidn mailtiple
un coeficiente de
para el modelo lineal
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IV. ANALISIS DE RESULTADOS. o o os el e o

En las figuras 9,10,11 vy 12, se muestran los

resul tados obtenidos en cada una de las
fermentaciones de planta piloto, gue corresponden a
los experimentos 7,8,2 vy 10 del sequndo disefo

factorial (tabla 2).

El comportamiento del pH fue de manera semejante a
lag 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 vid incrementado
desde las primeras horas 1niciales, y fue gradual
80 crecimiento hasta las 24 horas, hora gue obtuvo
su valor maximo de 7.5-14.%5 qg/l.

La DBO, mostrd wuna disminucion aradual hasta
alcanzar su valor minimo, gue fue de acuerdo a los
valores de aireacidn y agitacidpn utilizados, siendo
el minimo DBO alcanzado de 5,384.6 mg/l.

En la tabla 5, se muestran 1os resultados obtenidos
en los altimos cuatro experimentos, gque
corresponden al segundo diseffo tactorial, mostrando
los porcentajes de reduccion de DBUO, asi como su
reduccién, expresada en ma/l.

Aqui las reducciones de DREO variardn, dependiendo
de las condiciones utilizadas, siendo la prueba 7,
donde se obtuvo la mayor reducciédn de DRO, que fue
de 83.3%, lograda a las 16 horas; cuando los
valores de agitacidon y aireacidn fueron de 441.4
rpm vy 0.7 vvm, trespectivamente.
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l.os resul tados obtenidos en los 2 disefios
factoriales, se sometieron conjuntamente a un
analisis de regresiéon multiple (Apendice 2),
obteniéndose un coeficiente de determinaciéon de
0.92054738, para un modelo de sequndo orden.

La ecuacidn final, que predice el comportamiento de
la respuesta (Z de reduccién de 1la DBEO), en
funcidn de la agitacidn (X1) y aireacion(X2), es
Y= —-83.83728 + 0.44679633%5 (X1) + 209,7923F (X2)

- B8.041579 10-4 (X1™2) —1859.979 (X2™2) + 0.1420833
(X1X2).

Con esta ecuacion final, se realizdo el andlisis
candbnico para encontrar los valores o&ptimos,
mediante el programa de computacidn "CANONICA".

En el apendice 5, se muestra el anadlisis canbnico
de superficies cuddricas, realizado a partir de la
ecuacidn final.

LLa ecuacidn candnica Y -88.2 = -1%7.98 X1"2-
0.00077 X272, sugirid que la forma de 1la
superficie de respuesta corresponde a un simple
maximo, dado que los coeficientes cuadraticos

fueron negativos.

El anadlisis canbdnico de superficies cuddricas, puso
de manifiesto que los valores de 364 rpm para
agitacidn y de 0.82 vvm para aireacibn, son los
bptimos para obtener la maxima reduccion de la DBEO
en %, lo cual corresponde a un B8X%.

La figura 13, muestra la forma basica de la
superficie de respuesta, para las variables de
agitacion (X values) vy aireacion (Y values), con
respecto al % de reducciéon 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; vy
donde se puede observar que el oOptimo de 884 en la
reduccidn de DBO, con los valore de 364 rpm y 0.82
vvm, para agitacion y aireacidn, respectivamente.
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V. FERMENTACION CON LOS VYALORES OFTIMOS
ENCONTRADOS.

En la +figura 15, se muestra el comportamiento que
tuvo la cinética de fermentacidn, realizada con laos
valores optimos encontrados, que fuerdn: 364 rpm
para agitacidén y 0.8%2 vvm para aireacidn.

La reduccion de DBO, inicid desde las 4 horas en
forma gradual, pero a partir de las 10 horas, la
reduccidn se incrementa de manera importante, para
finalizar a las 24 horas con una DEJ de 5.015 mg/l.

El pH, en las 4 horas iniciales no muestra gran
actividad. solo a partir de las S 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, aungue aumenta un
20.9%4 respecto a su inicial, en las 10 horas
iniciales no crece mucho, solo desde 1las 11 horas
su  aumento va es gradual, pese a una tase semi-
estacionaria entre las 16-20 horas.

En la tabla &6, se anotan 1los resultados obtenidos
en la reducciébn de la DBO, en la fermentacidn
final, en la cual podemos abservar que el
porcentaje de reduccién alcanzado fué de 85.74.
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DISCUSION.
1. ANALISIS FISICO-QUIMICOS.

Fue necesario realizar las determinaciones ftisico-
quimicas a 1las vinazas de tequila, con objeto de
conocer su composicion basica, debido a que se
carece, en las referencias bibliograficas
consul tadas, de informacidn respecto a las
caracteristicas de las vinazas de tequila.

El pH y el contenido de aAcidos Tartarico, Lactico vy
Acético, estuvo muy semejante a los gue reporta la
bibliografia, con las vinaras de cafa de azdcar.

Hubo bastante variabilidad en los valores de
az@icares reductores, peso seco, cenizas y DBOS,
pricipalmente, como resultado de las variaciones
propias del proceso, asi como de factores que
normalmente no se controlan, como 1o pueden ser
riqueza alcohdlica tniforme en todas las
destilaciones, que el volumen adicionado de
piloncillo no s=sea constante, asi como que los
tiempos de fermentacion no sean siempre los mismos,
variaciones de temperatura, etc.

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

vinazas de cafia de azdcar.

En cenizas vy peso seco, se presentaron valores
irrequlares con respecto a algunos otros efluentes,
siendo los lotes con esos valores, en ocasiones
desechados antes del tiempo promedio de
fermentacién vy que contenian todavia grandes
concentraciones de azdcares fermentables, asi como

otros compuestos.




La DBOS, como se esperaba, tuvo valores altos,
cercanos a los otros efluentes, a excepcitn de los
dltimos lotes, donde se tuvo valores muy por encima
de los que reportaba la bibliografia, esto debido.
probablemente a contaminaciones del mosto por
compuestos extrafios como aceites, qgque haya habido
mayor adicion de piloncillo como sustituyente de
azdcar, menor tiempo del promedio de termentacidn,
etc.

I1. ESTANDARIZACION DE INOCULO.

Con el propésito de conocer la fase de crecimiento,
asi como de su viabilidad., que reflejaran en cierta
forma el estado fisioldgico del microorganismo, que
se utilizard como indculo, se optd por realizar su
estandarizacién en base & poblacidn celular vy
pocentaje de viabilidad.

8e considerd establecer el tiempo de propagacibon
del indculo en medio sédlido, por un tiempo de 36—-38
horas, ya que a este tiempo, C. utilis, todavia no
entraba a su fase estacionaria, ademas de que al
mismo tiempo se tenia la mayor poblacibn céilular y
la mds alta viabilidad, gue correspondian a 160
millones de células/ml vy 9%5% de viabilidad,
respectivamente.

Como era de esperarse,el paso del microoraanismo a
fase ligquida Yy con agitacién, favorecid su
crecimiento en menor tiempo, que fué de 8-10 horas,
con poblaciones bastante altas de 180-170 millones
de cé&lulas/ml., y viabilidades con altos
pocentajes, por lo que se determind, que el tiempo
de 10 horas de crecimiento del indculo., era el
tiempo adecuado para la propagacién de C. utilis
en medio ligquido.
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Al final de su fase exponencial y previa a su fase
estacionaria.

III. DISEMO EXFERIMENTAL.

El pH no se modificéd, va que se tenia un pH
bastante acido (3.5-4.0), vy dado que (C. utilis
crecia bastante bien en vinazas, se considerd no
affadir ningun neutralizante, ademas de que un medio
dcido es mas favorable, para evitar probables
contaminaciones de tipo bacteriano.

Se determind tomarse como variables de importancia,
por su influencia en el metabolismo y crecimiento
de C. wutilis, las variables de agitacidon vy
aireacién, ya que estas determinan la cantidad de
oxigeno presente en el medio.

Por lo anterior, se realizd un disefio factorial de
272 con 2 puntos centrales y un modelo polinomial
de primer orden, para la primera regibn de
exploracibdn. Se tomaron como puntos de partida los
valores de Z00 rpm para agitacién y de 0.4 vvm para
aireacién.

La regién de exploracién para agitacibon fue de Z200-
400 rpm y para aireacidén de 0.4-1.0 vvm.

En la tabla 1, se puede observar la combinacién de

valores para cada una de las variables
seleccionadas gue 5 probaron, en cada
experimento, vy en la tabla 4, la respuesta

alcanzada, que en nuestro caso fud de reduccidén dg
la DBO, en cada uno de los é6 experimentos del
primer disefio factorial.
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La DBO, se vid bastante influenciada,
principalmente con 1laos valores promedic de las
variables probadas, cuyos resultados pusieron de
manifiesto que se estaba en wuna regidn cercana al
dptimo, ya que al someterse estos a un analisis de
regresion, el caoeficiente de determinacion
(0.5106824) para el modelo lineal fué bajo.

IV. ANALISIS DE RESULTADOS.

Debido a esto se decidid realizar un segundo disefio
factorial ¢(rotable), para hacer el ajuste a un
modelo de segundo orden.

La regidn explorada se amplid a 159-441.4 rpm para
agitacién y de 0.28-1.12 vvm para aireacibn, para
poder encontrar el valor correspondiente al optimo
para ambas variables.

El analisis de regresidn miltiple (Apendice 2) de
los resul tados mostraran ajuste al modelo
polinomial de segundo orden, con un coeficiente de
regresion de O,9054734.

El anilisis candnico de superficies cuadricas
{(Apendice 3), pusoc de manifiesto que los valores de
364 rpm para agitacién vy 0.8 vvin para aireacion,

so0n los éptimos para obtener la mixima reduccion de
la DBOS, la cual corresponde a un 88% del total.

La ecuacidn candnica Y =-B8.2 = =~1%7,98 X172-
0.00077 X272, sugirid gue la forma de la superficie
de respuesta correspondia & un simple maximo, dado
que ambos cogficientes cuadraticos fuerodn
negativos.




En la +Higura 13, se observa la superficie de
respuesta encontrada para las variables de=
agitacidn v sareacion, cuya forma nos indica que lIa
ecuacidn de segundo orden obtenida representa umn
siaple Bdximo.

Considerando Ia figura 16, se observa que ei origem
S, s encuentra en el centro del sistema, vy la
ecuacidn canbnics 2= de la forma Y —¥5 = Bili ¥i-F +
B22 X i, dongs Bli vy BZ2Z son ambos negativos.

De agui oue zl moverse en alguna direccien de 5,
resulife en whia pérdida cuadratica en la respussta.
Por leo tanto, la zsuperficie encontrada tiene wun
maximo en &, &1 cual corresponde & 364 para £l
{agitacifn, rpm? v de 0.82 para X2 (aireacidmn,
vvm), en la frgura 14,

Debido & ogue Bii =5 numericamente Mmayor  gue
BZ22,esto nos indica que la caida en la respuesta,
es mayor en ia dirsccion X1, gue en la direccidn de
X2, esto es, que la agitacién afecta en mayor
grado la reduccién de la DEO., gue la alreacidn.

V. FEFPSERTSC Lz Cot LOS VALORES UFT 1MOS
ERCONT RADOS .

El porcentaje +inal esperimental alcanzadd, en ia
reduccidn de ia DBO, fug de BU. 74, contra el valor
tedrico predicho que era de 88%, lo cual puso de
manifiesto gue &1 anilisig de resultados mediante
la metodologisa de superficie de respuesta, es
bastante efective, &l sgr Auestro margen de error
minimo (F.&6%y, por le gue este valida de una
manera total o1 método, &si eome la confiabilidad
de este.
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CONCLUSIONES.

1.

2.

Lag vinazas de tequila, presentardn bastante

variabilidad en cuanto a los valores de DBOI,

principalmente por las variaciones propias del
proceso, asi como de factores del mismo gque no
se@ controlan.

El tiempo de 36 horas y de 10 horas, resultarén
ser los mas apropiados para propagacion de
indculo de £, utilis. crecida en medio sdlido y
liquido de vinazas. respectivamente.

oy

Los valores de 364 rpm para agitacién y de 0.8
vVl para aireacidn, mostratrin ser los valores
Optimos para consequir la maxima reduccién
tedrica de DRO, la cual es de un 88%,

lLos valores éptimos encontrados, lograrardn una
reduccidn final de la DBO de 85.7%4, contra un
88% tedrico esperado.
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TABLA 1. FRIMER DISEMCO FACTDRIAL.

EXPERIMENTO VARIABLE SIN CODIFICAR. VARIABLE CODIFICADA.

AGITACION AIREACION X1 X2
(rpm) (vvm)

i 200 0.4 - -

2 400 0.4 + -

3 200 1.0 = +

4 400 1.0 + +

S 00 0.7 Q ¢]

b 300 0.7 Q 0
TABLA 2. SEGUNDO DISEAMO FACTORIAL.

EXPERIMENTO VARIABLE SIN CODIFICAR VARIAELE CODIFICADA.
AGITACION AIREACION X1 X2
(rpm) {vvm)
7 441.4 0.7 B o
8 159 0.7 -z o
9 300 1,12 o {z'
10 300 0.28 0 J2!
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TABLA 3. RESULTADOS DEL ANALISIS FISICO-QUIMICO.

L E A B C D E F G H I
g X
T P.
E

1 1 3.2 3.9 2.6 6.1 6.4 2.5 23 4.6 16,244
2 2 2.1 2.5 1.6 1.7 3.8 3.9 27 4.2 24,369
1 3 3.2 3.9 2.6 6.1 b4 9.5 23 4.6 16.244
3 4 3.9 4.7 3.2 6.5 8.7 5.9 6 I.7 16,203
4 3 4.4 3.3 3.6 10.3 12.9 8.9 14 2.7 16,246
5 6 3.6 4.3 2.9 7.9 2.2 8.4 2 3.6 16,162
6 7 3.7 4.4 2.7 5.8 10.0 5.2 20 3.6 16,162
& 8 3.7 4.4 2.7 &.8 10.0 5.2 20 3.6 16,162
7 9 5.0 6.0 4.0 17.7 2.3 3.2 2 3.7 24,346
8 10 4.2 3.0 3.3 3.9 7.2 19.5 52 3.9 27,700
? 1t C S.6 6.8 4.5 4.7 4.8 1.1 2 3.8 30,087
10 12 4.6 3.6 3.7 4.4 11.4 13.9 45 3.9 35,102
A1t Acido Tartarico (g/l). H: pH

! Acido Lactico (g/1). I: DBO (mg/1).

i Acido Acdtico (g/1).
D: Azdcares Reductores (g/1).
E: Cenizas (g/1).
F: Peso seco (g/l). .
B: Sblidos sedimentables (%) (
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TABLA 4. RESULTADOS DEL FRIMER DISEMD FACTORIAL.

EXPERIMENTO DBOi DEO+ REDUCCION DEO TIEMFO :
mg/1 mg/1 mg/1 % h .
1 16,244 8, 664 7. 579 46.6 10 'g
1
2 24,369 10,830 13,538 95.5 20 i

3 16,246 8,123 8,123 50, 0 8
4 16,203 3,899 12,304 75.9 24 ;
5 16,246 2,693 13,553 83.4 20 i
6 16,162 2,693 13,469 81,3 10 !
»

iz inicial. +: final.

TABLA 5. RESULTADOS DEL SEGUNDO DISEAG FACTORIAL.

EXPERIMENTO DEODi DEO+ REDUCCION DE DEO TIEMFOD ,
mg/1 mg/l mg/1 A h i

) i

7 16,162 2,693 13,468 83.3 16 ;

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

i

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

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

it inicial . f: final }
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TABLA 6. RESULTADO DE LA FERMENTACION CON LGS VAL ORES

OFTIMOS.
EXPERIMENTO DEOi DBOf REDUCCION DE DBO TIEMFO
mg/1l mg/1l mg/1l % h
FINAL 35,102 S5.103 30,087 85.7 24
i3 inicial. f: fipal.

48




etk astaceatc cab i

. _ . , -
. . e
T i ! - .
< - - il LT -
Ny .
: L mn .
B e
o
- )
s -
- ~ i




Poblocion celulor (103 cel/mi)

Fig.
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i. Cinética de crecimiento de C. utilis,

empleada como inbculo en medio sdlido. .
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empleada como indculo en medio liquido.
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Experimento 1 (Tabla 1).
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Experimento 6 (Tabla 1)
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DBO Cmg/13

Experimento 7 (Tabla 2).
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Fig.11. Cin&tica de crecimiento y reduccidn de DBO.

Experimento 9 (Tabla 2).
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Experimento 10 (Tabla 2).

60




1 -..#F | -
e T 00
XUQLUES {rpm) % {vvm)
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Fig.15. Cinética de crecimiento y reduccion de DRO.

Con valores encontrados como dptimos:

364 rpm para agitacidn y 0.82 vvm para aireacian.
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representando un simple, maximo.

(Box et al., 1973).
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APENDICE 1.
REBRESION MULTIPLE

REGRESION NUMERO: 1

Y (% DE DISMINUCION DE DEQO)

COEFICIENTE DE DETERMINACION

&8.735

4]

DESVIACION ESTANDAR DEL ESTIMADD = 14.43823

REGRESION NUMERQO: 2

Y (% DE DISMINUCION DE DEO)

COEFICIENTE DE DETERMINACION

it

29.E5725 + 0.131275
X1 (Agitacion).

0. 5089653

DESVIACION ESTANDAR DEL ESTIMADO = 12.8942

SOLUCION FINAL.

REGRESION NUMERO: 3

Y (% DE DISMINUCION DE DEQ) = 31.15167

+ 0,131275 X1 (Agitaciodn)

- 2.541667 X2 (Aireacidn).
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COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.5106824

DESVIACION ESTANDAR DEL ESTIMADO = 14.86288

NOTA«® El coeficiente (0.5107) indica un

comportamiento fuera de lo lineal (1.0),
significa que no se ajusta al modelo lineal.

(1]

lo cual




APENDICE 2. gl vs.

REGRESION MULTIFLE

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 = 15.35224

NUMERO DE REGRESION: 3
Y = 18.4343 = B.4927E-02 X1 + 31.247 X2
COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.507914

DESVIACION ESTANDAR = 13.264

&7




NUMERO DE REGRESION: 4

Y = 1,2251 + 0.210811 X1 + 31.24663 X2
- .2.0987E-04 X1

COEFICIENTE DE DETERMINACION = Q.517663

DESVIACION ESTANDAR = 14.1846

NUMERD DE REGRESION: 5

Y = -113.6748 = 0.56742 X1 = 202.4173 X2
- B.04158E-04 ~ 157.979 XiZ

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.8764367

DESVIACION ESTANDAR = 7.B8646é

 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 = 7.6%06635
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modelo de
realizd el

gegundo orden, con la ecuacidn final,
analisis canbnico.

&9

%1 coeficiente de 0.9054738 indica un ajuste al

se




APENDICE 3 .

ANALISIS CANONICO DE SUFERFICIES CUADRICAS.

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 CUADRICOS:
- 8.04158E~-04
7.10416E-Q2
- 157.979
8UMA DE B (1,002 = 0.2496E-03
SUMA DE RAICESZ2 = 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 0,9999999

0.999999 4,496926E-04
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COORDENADAS DEL PUNTO ESTACIONARIO:
Y = ~ 0.882E-02

DISTANCIA DEL ORIGEN = 364,088%

Xi = 3.6409E 02 (rpm)

X2 = 8,2771E-01 (vvm)

. El andlisis candnico expresa que los valores de 3464
rpm y de 0.82 vvm, son los optimos para obtener la
maxima disminucidn de DBO, 1lo cual corresponde al
a6
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