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Resumen

En Meéxico se producen en promedio seis millones de litros de mezcal por afo, de estos, el
92.3% son producidos en el estado de Oaxaca. Por cada litro de mezcal producido, se generan
entre 9 y 15 L de vinazas, lo que representan entre 53 y 90 millones de litros de vinazas, de
las cuales el 80% son vertidas al ambiente sin tratamiento. Las vinazas presentan; entre otros
elementos, alto contenido de materia orgédnica y pH é&cido, que las vuelve residuos
recalcitrantes y dificiles de tratar, asi como diversos nutrientes disueltos con potencial para
ser reutilizados como biofertilizantes en la agricultura; sin embargo, se desechan en suelos,
rios, lagos, lagunas y drenaje municipal sin aprovecharse. Existen diversas alternativas para
su aprovechamiento, entre las que destacan su uso como fuente de nutrientes para fertilizar

cultivos agricolas y la digestion anaerdbica para la obtencion de biogas y biofertilizante.

Con el objetivo de evaluar la fitotoxicidad de las vinazas de mezcal, se hizo un primer
experimento con semillas de lechuga, tomate y pepino, para lo cual se realizé una prueba de
fitotoxicidad, usando diferentes concentraciones de vinaza (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 y 100 %);
y para evaluar su efecto biofertilizante en el rendimiento de dichos cultivos, se condujo un
segundo experimento bajo condiciones de invernadero y como fuente de nutrientes diferentes
combinaciones de vinaza del mezcal y solucién nutritiva Steiner. Las cuales fueron 100-0,
80-20, 40-60 y 20-80%; respectivamente, y como testigo el 100% de la solucion nutritiva.
Con el objetivo de evaluar la obtencion de metano a partir de las vinazas del mezcal, llevo a
cabo un tercer experimento que consistid en una prueba del potencial de biometano mediante
la co-digestion anaerdbica de estas vinazas con estiércol de bovino, en donde se usaron cinco
mezclas de vinazas y estiércol en diferentes proporciones (v/v): 25-75, 50-50, 75-25, 100-0
y 0-100, en envases de vidrio de 496 mL con sello hermético, con 300 mL de volumen activo
en condiciones mesofilicas (36 °C = 1 °C) durante diez dias. Finalmente, se evalu6 el
desempefio de biodigestores tubulares en condiciones reales para producir biogés y
biofertilizante a partir de las vinazas del mezcal, utilizando tres biodigestores tubulares de
5,000 L cada uno, con tres puntos de muestreo por biodigestor, tres ciclos de digestién de

vinazas y siete semanas de digestion por cada ciclo.

En el experimento 1: los resultados mostraron que la concentracion del 2.5% de vinaza del

mezcal, fue tdxica para las semillas de lechuga y méas del 10% inhibié su germinacion. Para
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semillas de tomate el 20% resulto toxico y el 80% inhibi6 su germinacion, mientras que en
semillas de pepino el 20% provoco hormesis. En el segundo experimento: la combinacion 40
+ 60% de vinaza y solucion nutritiva aplicada para la nutricion de lechuga y tomate, alcanzé
los maximos valores de todas las variables evaluadas. En pepino, el rendimiento disminuyd
de forma lineal al aumentar el porcentaje de vinaza como complemento de la solucidn
nutritiva. Para el tercer experimento: la produccion y rendimiento de metano a partir de las
vinazas fue mayor con las mezclas 0-100 y 75-25, con 286.23 y 286.40 NmL de CHg, y 28.27
y 22.77 mL CH4 g SV, respectivamente. El periodo de adaptacion de los microorganismos
anaeradbicos a las vinazas fue mayor en comparacion con estiércol de bovino. La co-digestion
de vinazas y estiércol de bovino en una proporcion de 75-25% mejoré la produccion de
metano 26.7% con respecto a la digestion de vinazas solas y se redujo el tiempo de adaptacion
de las bacterias a éstas en 4.12 dias. En el cuarto experimento: el pH y la relacion AGV/AT
se mantuvieron dentro de los limites dptimos para la digestién anaerdbica con valores entre
6.80y 8.20 para el primero y menores a 0.60 para el segundo, tanto al inicio como al final de
cada ciclo de digestion. La produccion acumulada de biogas al final de cada ciclo de digestién
fue en promedio de 9,680.82 L en los tres biodigestores. El porcentaje de metano en el biogas
fue de 66.12%. En cuanto al biofertilizante, el contenido de los elementos disueltos, asi como
los valores de pH y CE, fue mayor que la solucion nutritiva comercial. Lo cual indica que el
efluente de biodigestores alimentados con vinazas del mezcal puede ser utilizado como

biofertilizante para diferentes cultivos.

Palabras clave: residuos de agave, toxicidad, biofertilizacion, biometano, digestion
anaerdbica, relacion AGV/AT, agroindustria.

Abstract

In Mexico, about six million liters of mezcal are produced per year, mainly in the state of
Oaxaca with 92.3% of the national total. For each liter of distilled mezcal, between 9 and 15
L of stillage are generated, which represents between 53 and 90 million L of polluting stillage
per year, of which about 80% is discharged into the environment without treatment. The
vinasses have a high content of organic matter and an acidic pH, which makes them
recalcitrant and difficult to treat waste. They also contain dissolved nutrients with the

potential to be reused as biofertilizers in agriculture; however, they are disposed of in soils,
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rivers, lakes, lagoons and municipal drainage without being used. There are several
alternatives for the use of these residues, among which its use as a source of nutrients to
fertilize agricultural crops and anaerobic digestion to obtain biogas and biofertilizer stand

out.

In order to evaluate the phytotoxicity of mezcal vinasses, a first experiment was carried out
with lettuce, tomato and cucumber seeds, a phytotoxicity test was carried out on seed
germination with different concentrations of vinasse (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 and 100%); and
to evaluate its biofertilizing effect on the yield of said crops, a second experiment was carried
out under greenhouse conditions using combinations of 100-0, 80-20, 40-60 and 20-80%
mezcal vinasses and Steiner nutrient solution as fertilizer sources, respectively, and as a
control 100% of the nutrient solution. To evaluate the methane production from mezcal
vinasses, a third experiment was carried out, which consisted of a biomethane potential test
through anaerobic co-digestion of mezcal vinasses with bovine manure. Five mixtures of
vinasse and manure were evaluated in different proportions (v/v): 25-75, 50-50, 75-25, 100-
0 and 0-100, in 496 mL glass containers with hermetic seal, with 300 mL of active volume
under mesophilic conditions (36 °C + 1 °C) for ten days. Finally, the performance of tubular
biodigesters was evaluated under real conditions to produce biogas and biofertilizer from
mezcal vinasses, three tubular biodigesters of 5,000 L each were used, with three sampling
points per biodigester, three cycles of digestion of vinasses and seven weeks of digestion for

each cycle.

In experiment 1: the results showed that the concentration of 2.5% mezcal vinasses was toxic
to lettuce seeds and more than 10% inhibited their germination. For tomato seeds, 20% was
toxic and the 80% inhibited its germination, while in cucumber seeds the 20% caused
hormesis. In the second experiment: the combination 40 + 60% of vinasse and nutrient
solution applied for the nutrition of lettuce and tomato, reached the maximum values of all
the variables evaluated. In cucumber, the yield decreased linearly as the percentage of
vinasses increased as a complement to the nutrient solution. For the third experiment: the
production and yield of methane from the vinasses was higher with the 0-100 and 75-25
mixtures, with 286.23 and 286.40 NmL of CHa, and 28.27 and 22.77 mL CHa4 g SV,

respectively. The adaptation period of the anaerobic microorganisms to the vinasses was
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longer compared to bovine manure. The co-digestion of vinasses and bovine manure in a
proportion of 75-25% improved methane production by 26.70% with respect to the digestion
of vinasses alone and reduced the adaptation time of the bacteria to them by 4.12 days. In the
fourth experiment: the pH and VFA/TA ratio were within the optimal limits for anaerobic
digestion with values between 6.80 and 8.20 for the first and less than 0.60 for the second,
both at the beginning and at the end of each digestion cycle. The accumulated production of
biogas at the end of each digestion cycle was an average of 9,680.82 L in the three
biodigesters. The percentage of methane in the biogas was 66.12%. Regarding the
biofertilizer, the content of dissolved elements, as well as the pH and EC values, was higher
than the commercial nutrient solution. This indicates that the effluent from biodigesters fed

with mezcal vinasses can be used as biofertilizer for different crops.

Keywords: agave residues, toxicity, biofertilization, biomethane, anaerobic digestion,

TFA/TA ratio, agroindustry.
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Capitulo 1. Aspectos generales
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1.1. Introduccion general

En México, el mezcal y el tequila se obtienen a partir de la destilacion de los jugos
fermentados de Agave angustifolia Haw y Agave tequilana; respectivamente (Robles-
Gonzélez et al., 2012). El cultivo de agaves en Oaxaca, para el 2015 ocupaba 18,150 ha con
crecimiento anual de hasta 30% (CRM, 2019; Palma et al., 2016). Se estima que en el estado
de Oaxaca se produce el 92.3% del mezcal del pais y en donde estan involucrados mas de 13
mil productores de maguey y mezcal con alrededor de 655 fabricas de mezcal (Palma et al.,
2016), de las cuales el 90% son de tipo artesanal (CRM, 2019). Cada afio se generan alrededor
de 19 mil empleos directos y 85 mil empleos indirectos relacionados con la produccion de

mezcal a nivel nacional (CRM, 2019).

A pesar de la importancia social y econémica de la agroindustria del mezcal, éste presenta
un impacto ambiental negativo. Cada afio, se producen cerca de 6 millones de litros de mezcal
(CRM, 2018) y se estima que por cada litro de mezcal se generan entre 9 y 15 L de vinazas
(Beltrén et al., 2001), lo que genera entre 53.2 y 90 millones de L de residuos contaminantes.
De estos, se estima que cerca del 80%; es decir, de 42.5 a 72 millones de L de vinazas son
vertidos sin tratamiento al suelo, cuerpos de agua como rios, arroyos, lagos y lagunas y en el
drenaje municipal (Rodriguez y De La Cerna, 2017). Las vinazas representan un riesgo
ambiental debido a que presentan pH &cido, sales disueltas, fenoles, compuestos aromaticos
(Robles-Gonzalez et al., 2018) alcoholes, acidos organicos (acético, isobutirico, butirico,
valérico, caproico, enantico, caprilico, laurico, palmitico y otros), furanos, alcanos,
aldehidos, ésteres, cetonas, y piranos (Rodriguez-Félix et al. 2018). Ademas, generan la
emision a la atmosfera de gases con efecto invernadero como el metano (CH4) y didxido de
carbono (CO>) por la descomposicion al aire libre de dichos residuos (Rodriguez y de La
Cerna, 2017).

Se ha demostrado que la disposicion sobre el suelo sin tratamiento previo de las vinazas
puede tener efectos toxicos para el crecimiento de plantas sensibles a la salinidad y nocivo
para los microorganismos del suelo como las micorrizas (Sanchez-Lizarraga et al. 2018).
Estos mismos autores, encontraron que la aplicacion de vinazas del tequila al suelo
disminuy0 la poblacion de micorrizas en raices de plantas hospederas, aumentd la salinidad

del suelo y afectd negativamente el crecimiento de plantas arafia (Chlorophytum comosum,
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(Thunb.) Jacques) usadas como modelo de prueba. A la vez, demostraron que el efecto
fitotoxico de las vinazas se debe al incremento de la concentracion de sales en el suelo

provocado por los nutrientes disueltos en este residuo.

No obstante, las vinazas, contienen elementos como nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K),
calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), hierro (Fe), zinc (Zn) (Lopez-Velarde et al. 2020), y
materia organica (Robles-Gonzalez et al. 2012) con potencial para ser reutilizadas como
biofertilizante en la agricultura (dos Santos et al., 2013). Para ello, es necesario realizar
pruebas y evaluar la posible fitotoxicidad en diferentes concentraciones en cultivos de interés
y evaluar su efecto en el rendimiento de cultivos de interés agronémico (Martinez-Damién
et al., 2019). En este sentido, los bioensayos de germinacion en semillas son una herramienta
para medir la respuesta rapida de las plantas ante sustancias toxicas contenidas en los residuos
(Mendes et al., 2021); asi como los ensayos en cultivo establecido (Dos Santos et al., 2013).
Con base en lo anterior, se plante6 el segundo capitulo de la presente tesis cuyo objetivo fue
evaluar la fitotoxicidad de las vinazas de mezcal en la germinacion de semillas de lechuga
(Lactuca sativa L), tomate (Solanum lycopersicum L.) y pepino (Cucumis sativus L.) y su
efecto biofertilizante en estos mismos cultivos, mediante diferentes combinaciones de vinaza
y solucion nutritiva, en cultivo sin suelo e invernadero. La hipdtesis planteada fue que altas
concentraciones de vinazas del mezcal son tdxicas para los cultivos, pero su aplicacion en
diluciones balanceadas es una alternativa viable para su aprovechamiento como

biofertilizante en la agricultura.

Por otro lado, es posible la recuperaciéon de energia renovable a partir de las vinazas del
mezcal por medio de la digestion anaerdbica (DA), como el biogas, que es una mezcla de
gases compuesta principalmente por CHsy CO> (Garfi et al., 2016). Debido a su contenido
de azlcares disueltos relativamente alto, las vinazas del mezcal pueden ser usadas como
sustrato eficiente para la DA (Lopez-Velarde et al., 2020), sobre todo en co-digestion
simultanea con mas sustratos como estiércoles de animales; ya que al combinarse los
diferentes sustratos el equilibrio de nutrientes y de propiedades fisicoquimicas mejora las
condiciones del medio para llevar a cabo la DA en condiciones optimas (Akyol et al., 2016).
La co-digestion es una técnica que ha demostrado ser una alternativa viable para mejorar la

DA de diversos residuos como el estiércol de bovino y rastrojos de maiz (Abdoli et al., 2014);
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de estiércol de Ilama (Lama glama), ovino (Ovis orientalis aries) y bovino (Bos primigenius
taurus) (Alvarez y Lidén, 2009), vinazas del mezcal y estiércol de porcino (Gomez et al.,
2019). Sin embargo, al ser las vinazas residuos recalcitrantes pueden llegar a tener un efecto
inhibidor al aumentar la cantidad de vinazas en la co-digestion con otros sustratos (Gomez et
al., 2019). Por lo tanto, es importante evaluar la co-digestion éptima de las vinazas del mezcal
con sustratos disponibles en las zonas productoras de mezcal, como el estiércol de bovino.
Basado en lo anterior, se presenta el tercer capitulo de esta tesis cuyo objetivo fue investigar
la mejor proporcidn de co-digestion entre la vinaza del mezcal y el estiércol de bovino para
obtener metano en laboratorio. La hipotesis planeada fue en que al co-digerir vinazas del
mezcal con estiércol de bovino, las propiedades fisicoquimicas seran adecuadas para la DA
y la obtencion de metano.

Ademas, de la utilizacion de las vinazas del mezcal como biofertilizante en la agricultura, asi
como la obtencién de metano por medio de la DA, es necesario evaluar la aplicacion de estas
soluciones a escala real en las condiciones propias de la agroindustria del mezcal; es decir, a
las condiciones donde la tecnologia ayude a mitigar el problema de contaminacion de estos
residuos. Una de las tecnologias que pueden aplicarse a escala real son los biodigestores
tubulares con amplia difusion en todo el mundo (Garfi et al., 2016). Su aplicacion permite
obtener biogas (Lyu et al., 2018) y biofertilizante a partir de los desechos orgéanicos (Bruun
et al., 2014). Dentro de los biodigestores, los desechos son degradados y los minerales que

contienen se vuelven disponibles para las plantas (Lansing et al., 2010).

Se ha reportado el uso de biodigestores industriales de laboratorio y prototipos en el sector
tequilero (Arreola-Vargas et al., 2016, 2018), con altos costos y que pueden resultar
relativamente complejos para el sector mezcalero en Oaxaca, que tipicamente es artesanal y
de baja tecnologia (Palma et al., 2016). Evaluar los biodigestores a escala real permitira
obtener mayor claridad sobre su funcionamiento (Mukeshimana et al., 2021; Rogers, 1983).
La evaluacidon de biodigestores tubulares de bajo costo a escala real, se han hecho con
estiércol de bovinos (Castro et al., 2017), de porcinos (Lansing et al., 2008, 2010) y residuos
de mataderos (Marti-Herrero et al. 2016), pero ain no se ha reportado su aplicacion para la
produccion de biogas y biofertilizante a partir de vinazas de mezcal. Es por ello que en el

quinto capitulo de esta tesis se presenta el estudio sobre la evaluacion de biodigestores
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tubulares en condiciones reales para producir biogas y biofertilizante a partir de vinazas de
mezcal mediante tres biodigestores tubulares de 5,000 L cada uno, alimentados con vinazas
del mezcal y se monitorearon parametros fisicoquimicos durante 21 semanas. La hipotesis
planteada fue que es posible realizar la DA de vinazas del mezcal de manera estable en
condiciones reales, obteniendo biogas con calidad combustible y biofertilizante con

elementos que pueden ser utilizados para la nutricion de cultivos.
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1.2. Marco tedrico conceptual

A continuacién, se presenta una revision de literatura sobre biodigestores y la digestion
anaerobica (DA). Se mencionan antecedentes histdricos del uso de esta tecnologia, asi como
aspectos técnicos relacionados con su funcionamiento. Se hace énfasis en la aplicacion de la
DA para el tratamiento de vinazas del mezcal, en el uso de estos residuos como biofertilizante
en cultivos de interés; asi como en la produccion de biogas a partir de vinazas, principalmente
en estudios a escala de laboratorio y algunas experiencias a escala real que sirve de contexto

para los siguientes capitulos de esta tesis.

1.2.1. Biodigestores

1.2.1.1. Definicion

Un biodigestor es un contenedor hermético en el que se lleva a cabo la digestion anaerdbica
de residuos organicos, que son degradados por medio de la accion de microorganismos como
bacterias y arqueas, para producir biogas y digestato o biofertilizante (Marti-Herrero, 2019).
Puede ser de flujo continuo o discontinuo. Un biodigestor de flujo continuo se compone
esencialmente de una camara de digestion con entrada y salida de materia organica disuelta
en agua y una salida para el biogas con valvula de seguridad (Figura 1). El flujo discontinuo
consiste en un recipiente sellado en el que se vierte la mezcla a digerir, generalmente en una
relacion sustrato/agua de 1/4; y una vez terminado el proceso se extrae para iniciar un nuevo
ciclo (Aguilar y Botero, 2006). Los principios basicos para el éptimo funcionamiento de esta
tecnologia son principalmente: ausencia de oxigeno, presencia de materia organica y agua
(Khanal, 2009).
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Esquema general de las partes y funcionamiento de un biodigestor de flujo continuo
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Figura 1. Esquema de un biodigestor de flujo continuo de tipo tubular.

1.2.1.2. Antecedentes

De acuerdo con Rodriguez (2010), las primeras investigaciones sobre biogas se remontan al
siglo XVI1I cuando Robert Boyle observo produccion de gases inflamables en el sedimento
de los lagos. En 1808, Dalton, Henry y Davy obtuvieron gas metano, principal componente
del biogas, en laboratorio a partir del estiércol del ganado. Sin embargo, el primer biodigestor
a escala real fue construido en Bombay, India en 1859 y en 1895 se construyd el primer
tanque séptico en Exeter, Inglaterra para producir biogas que se usaba como fuente de energia
en las lamparas de iluminacion publica. Igualmente, en Inglaterra, en 1904 se construyo el
primer tanque para sedimentar y tratar lodos en Hampton. La primera patente sobre
biodigestores fue publicada en Alemania en 1907, en donde desarrollaron el Tanque Imhoff.
Posteriormente, en los afios 40 y 50 del siglo XX, se expandio el uso del biodigestor en India

y China, respectivamente.

Actualmente, China es el pais con mayor nimero de biodigestores en uso, con méas de 31
millones de biodigestores de pequefia escala instalados, seguido de la India con 3.9 millones
de aparatos (Bruun et al., 2014). En la década de 1970 se inicio a implementar esta tecnologia
en América Latina, especificamente en Bolivia, Guyana, Haiti, Honduras, Jamaica y

Nicaragua. Garfi y colaboradores (2016) hicieron una revisién sobre la implementacion de
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biodigestores para la produccion de biogas en esta region. Su revision aborda las experiencias
de difusién de esta tecnologia desde los afios 1970°s hasta los esfuerzos actuales de la Red
de Biodigestores para Latino Américay el Caribe (www.redbiolac.org) por juntar a actores

relacionados con la investigacion, difusion y uso de los biodigestores. En dicha revision, se
abordan aspectos técnicos de la DA que se han estudiado en la region, asi como los aspectos
mas relevantes de la difusion y adopcién de tres modelos principales de biodigestores: de
domo fijo o tipo chino, de ctipula movil o tipo indio (Figura 2) y modelo tubular, también
denominado tipo “salchicha”, modelo taiwanés o de bolsa. Este ultimo es el méas usado en la
region debido a su relativo bajo costo y facilidad para manejarlo (Figura 3, a'y b) (Garfi et
al., 2012, 2016; Marti-Herrero, 2019).

Biodigestor tipo “Chino” Biodigestor tipo “Indio”
de cupula fija de cupula movil
Salida del
biogas

Biogés € i‘ E 2
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Tubo dé salida
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| Tubo de
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Elaborado por: Zelaya-Benavidez EA

Figura 2. Esquema general del biodigestor clpula fija o tipo chino (izg.) y de cupula
movil o tipo indio (derecha) con base en Bruun et al. (2014).
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Figura 3. a) Biodigestor tubular con base en las dimensiones utilizadas por Chara y Pedraza
(2009), b) biodigestores tubulares instalados para la produccion de biogas y biofertilizante a
partir de vinazas de mezcal en Tlacolula de Matamoros, Oaxaca.

1.2.1.3. Usos

Histéricamente, el biodigestor se ha usado principalmente para producir energia para cocinar
en zonas sin acceso a gas natural, diesel, gasolina o electricidad (Marti-Herrero et al., 2014).
También se usa para producir fertilizante y como sistema de tratamiento de residuos
organicos (Lansing et al., 2010). Su versatilidad permite tratar aguas residuales, lodos

cloacales, estiércoles animales, residuos vegetales, residuos de agroindustria como las
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vinazas del mezcal, entre otras, de tal forma que la carga contaminante de estos residuos es
disminuida y su contenido de nutrientes disponibles sirven de fertilizante organico para la
agricultura (Aguilar y Botero, 2006; Pedraza et al., 2002; Sayara y Sanchez, 2019). A

continuacion, se resumen tres principales beneficios de esta tecnologia.

1.2.1.3.1. Produccion de biogas

El biogas es una mezcla de gases producto del proceso de DA de la materia organica, en la
que predomina el metano (CH4) con rangos de 55 a 70% de la mezcla, que le confiere
propiedades inflamables (Figura 4); también contiene entre 20 y 40% de diéxido de carbono
(C0O2), y en menor proporcion otros gases como: hidrégeno, nitrégeno, sulfuro de hidrégeno
(H2S) y vapor de agua (Parra-Huertas, 2015). El sulfuro de hidrégeno es corrosivo, mientras
que la presencia de los demas gases disminuye el poder calorifico del biogas (Fotidis et al.,
2016; Marti-Herrero, 2019).

Figura 4. Prueba de llama con biogas obtenido a partir de la digestion anaerdbica de
heces humanas en Sasle, Jinotega, Nicaragua.

En promedio, la obtencion de biogas representa entre el 30 al 70% del volumen de la fase
liquida del biodigestor; es decir, que de 5 m® de su volumen liquido se producen entre 1.5 a
3.5 m® de biogas por dia (Aguilar y Botero, 2006). No obstante, estos valores pueden variar
de acuerdo con diversos factores como el tipo de sustrato que se utilice o la temperatura de
operacion del aparato. Por ejemplo, Pedraza et al. (2002), observaron una produccion de 185

L de biogas por m® de biodigestor al evaluar un modelo de biodigestor tubular, alimentado
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con estiércol de porcino y funcionando a 23 °C. El valor calérico de 1 m® de biogas equivale
a la energia emitida por la combustion de 0.55 litros de diésel o a 1.65 kg de lefia (Walsh,
1988).

1.2.1.3.2. Reduccién de la contaminacion

La DA ayuda a tratar residuos organicos y disminuir la carga contaminante en un 60 a 90%
de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) que es el oxigeno que utilizan los
microrganismos acuaticos para descontaminar las aguas y en mas de 85% de la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) (Pedraza et al., 2002). Por otro lado, el uso del biodigestor
permite reducir las emisiones de gas metano a la atmosfera, considerado como uno de los
principales gases de efecto invernadero, al atraparlo y utilizarlo como fuente de energia
renovable. De acuerdo con una estimacion que hicieron Aguilar y Botero (2006) sobre los
beneficios totales de un biodigestor tubular de flujo continuo de 5 m®, se puede reducir la

emision de 1.2- 1.4 t de CO> al afio al retener y utilizar el metano producido.

1.2.1.3.3. Produccion de biofertilizante

El biofertilizante obtenido del biodigestor, también denominado digestato, es el liquido o
lodo al que se le ha extraido el biogas por medio de la DA cuya calidad y contenido de
nutrientes depende de la materia prima utilizada para alimentar al biodigestor (Al Seadi et
al., 2013). El contenido de elementos del biofertilizante se mantiene igual después de la
digestion, lo que cambia es su disponibilidad para las plantas al pasar de una forma organica
a una inorgénica; ya que durante el proceso el carbono es el Unico elemento que sale de la
mezcla al ser transformado en CH4; mientras que los nutrientes como el N, P y K mantienen
iguales cantidades, pero salen en mayor concentracion en el efluente al haber sido
mineralizados durante el tratamiento anaerdbico (Aguilar y Botero, 2006). Por ejemplo, el
nitrogeno (N) del afluente es liberado de las proteinas para formar amonio (NH4*-N) y la
forma orgéanica del fosforo (P) se solubiliza a fosfato (PO4-P) que es asimilable por las raices
de las plantas (Al Seadi et al., 2013). Por lo tanto, el uso del digestato como biofertilizante
en la agricultura contribuye a mejorar las propiedades del suelo y provee a las plantas macro

y microelementos para su crecimiento (Aguilar y Botero, 2006).

1.2.2. Digestion anaerébica (DA)
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La DA es un proceso de descomposicion de materia organica por medio de la accién de
microorganismos, como bacterias y arqueas, en ausencia de oxigeno creando un ambiente
reductor para la sintesis de CH4 (Murphy y Thamsiriroj, 2013). Consta de cuatro etapas
simultaneas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Meegoda et al., 2018;

Murphy y Thamsiriroj, 2013) que se describen a continuacion (Figura 5):

Compuestos organicos de los residuos

PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS

HIDROLISIS

A 4 v A 4

Aminoacidos Azicares Acidos grasos

ACIDOGENESIS \ '[ 7

v
Productos intermedios:

Acidos Grasos Volatiles (AGV):
butirato, propionato, lactico, ctc.

ACETOGENESIS /

Acetato Hz, CO»
Acctoclastica i
Hidrogenotrofica
METANOGENESIS CHy, CO;

Figura 5. Etapas de la digestién anaerdbica. Elaborado a con base en Ferry (1993); y
Xing et al., (2020).

1.2.2.1. Etapas de la DA

1.2.2.1.1. Hidrolisis

En esta etapa las macromoléculas orgéanicas como carbohidratos, lipidos y proteinas son
degradados a sus respectivos monomeros (glucosa, acidos grasos y aminoacidos) por
bacterias hidroliticas, cuyas enzimas desdoblan los enlaces de hidrogeno con el carbono. Los
productos de esta fase son usados por las bacterias acidogénicas en la siguiente etapa
(Meegoda et al., 2018).
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1.2.2.1.2. Acidogénesis

Los mondmeros resultantes de la hidrdlisis son luego difundidos a través de la membrana
celular de las bacterias acidogénicas (Meegoda et al., 2018) y convertidos en bicarbonatos,
alcoholes, hidrogeno y acidos organicos (acido acético, propidnico y butirico) por medio de

la fermentacion (Sharma, 2008).

1.2.2.1.3. Acetogénesis

Consiste en la “oxidacion de alcohol y acidos organicos a hidrogeno y acetato” (Sharma,
2008). Los acidos organicos de cadena larga como el propionico y el butirico, elaborados en
la fase anterior, son utilizados para la sintesis de &cido acético o acetato, principal sustrato
para la metanogénesis (Thauer, 1998). La funcion de las bacterias acetogenicas como agentes
reductoras es crucial para todo el proceso anaerobico, ya que convierten los acidos organicos
en sustratos metanogénicos como Hz, CO, acido acético y compuestos unicarbonados
(Murphy y Thamsiriroj, 2013):

e Formacion de acetato:
Glucosa + 2H,O — 2CH3COO™ + 2H*+ 2CO; + 4H>

1.2.2.1.4. Metanogénesis

La metanogénesis consiste en una reaccion bioguimica en la que un atomo de carbono se
reduce al recibir electrones de cuatro atomos de hidrégeno, esta reaccion es realizada por las
arqueas que sintetizan CH4 (Kalyuzhnaya et al., 2019). Esta fase se lleva a cabo por dos vias:
acetoclastica en la que degradan el &cido acético y la hidrogenotréfica (Ferry, 1993; Lyu et
al., 2018), que usa el hidrogeno para reducir al CO2 como fuente de energia para formar
metano (Thauer et al., 1993):

e Metanogénesis acetoclastica:
4CH30H + 2H,0 —3CH4 + 1CO2 +4H20
CH30OH + H2 — CH4 + H20

e Metanogénesis hidrogenotrofica:

4H; + CO2 — CHy + 2H20
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1.2.2.2. Factores que afectan la DA
La DA se ve afectada principalmente por el pH, la temperatura, la presencia de indculo
bacteriano y el tipo de sustrato que determina la relacién carbono/nitrégeno (C/N) de la

mezcla usada.

1.2.2.2.1. pH

Los niveles optimos de pH para la DA estan entre 6.80 y 8.20 (Fotidis et al., 2016), para las
bacterias acidogénicas esta entre 5.50 y 6.50 (Khanal, 2009), aunque pueden continuar
funcionando incluso a pH de 4.50-5.00 (Murphy y Thamsiriroj, 2013). En cambio, las
arqueas, responsables de la metanogénesis son sensibles a cambios del pH y su desarrollo se
favorece en pH neutro y son inhibidas con pH inferiores a 6.60 y superiores a 8.00 (Murphy
y Thamsiriroj, 2013); sin embargo, en condiciones mesofilicas (35 °C) y pH de 6.50, se ha
observado mejor produccion de metano (Espinoza-Escalante et al., 2009). Parra-Orobio et
al. (2015) valuaron la influencia del pH (5.50, 6.60, 7.00 y 8.00) sobre la DA de biorresiduos
de origen municipal y observaron una disminucion de 53% con pH a 5.50 en relacién con los
demas niveles, asi como retraso en el inicio de produccion de biogas. Estos autores
encontraron “mejores condiciones, tanto de produccion de metano como de capacidad buffer,
con valores cercanos a la neutralidad”. Por su parte Gémez et al. (2019), estudiaron la co-
dogestion de bagazo de agave y vinazas del mezcal y encontraron que la produccién de biogas
empezo a decaer con pH de 5.80 y se detuvo completamente a 4.60. Por su parte, el amonio
en altas concentraciones puede inhibir las reacciones de la DA. Cuando el sustrato es rico en
proteinas el contenido de amonio aumenta en el medio y el pH se torna alcalino, lo cual

también es un factor limitante de la DA (Meegoda et al., 2018; Murphy y Thamsiriroj, 2013).

1.2.2.2.2. Temperatura

Existen tres regimenes de temperatura para la DA: psicrofilico (15 °C), mesofilico (35 °C) y
termofilico (55 °C) (Meegoda et al., 2018). La produccion de biogas aumenta a medida que
aumenta la temperatura; sin embargo, la actividad metanogénica se ve mas favorecida en
condiciones mesofilicas (Espinoza-Escalante et al., 2009). La eficiencia del proceso decae
por debajo de los 15 °C, por esa razén el uso de biodigestores en zonas templadas o climas
frios ha sido menor que en zonas tropicales (Lorenzo-Acosta y Obaya-Abreu, 2005).

31



De acuerdo con Deublein y Steinhauser (2011), el control de la temperatura en biodigestores
puede realizarse por medio de mecanismos internos de transferencia de calor como tubos
serpentines con agua caliente y mecanismos de bombeo y mezcla para homogenizar la
temperatura en todo el reactor. Otros mecanismos externos bombean el liquido desde el
interior para pasarlo por un sistema de calentamiento en el exterior para su posterior retorno
al interior del reactor. Estos sistemas de calentamiento utilizan el equivalente al 10-15% de
la energia total producida en forma de biogés para su funcionamiento, pero puede llegar a
22-30% de pérdidas de energia por el funcionamiento de mezcladoras, bombeo y pérdidas de

calor al ambiente.

Usualmente, los modelos de biodigestores méas usados en el mundo como los modelos chino,
indio y tubular (Garfi et al., 2016), se construyen dentro de una fosa en el suelo que sirve
como aislante y reduce los cambios bruscos de temperatura respecto al ambiente (Chard y
Pedraza, 2009). En el caso de los biodigestores tubulares, pueden ser calentados por
mecanismos de calefaccion solar pasiva usando invernaderos y aislando la bolsa de las
paredes del suelo. Con este mecanismo se ha logrado mantener la temperatura del estiércol

en digestion 8.40 °C arriba del promedio de la temperatura ambiental (Perrigault et al., 2012).

1.2.2.2.3. Relacion carbono/nitrogeno (C/N)

La digestion anaerobica es realizada por microorganismos que utilizan el carbono como
fuente de energia y el nitrdgeno para su reproduccién celular (Rashama et al., 2019). La
relacion 6ptima de estos dos elementos en la composicidn de los sustratos a digerir debe estar
entre 20 a 30 C/N (Lorenzo-Acosta y Obaya-Abreu, 2005; Wijesinghe et al., 2019). Si la
proporcion de nitrégeno aumenta la produccion de biogas puede disminuir debido a la
formacion de amonio (NH) (Khanal, 2009). Por otro lado, sustratos ricos en carbohidratos
aumentan la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) que resultan de la fermentacion
de los azUcares obtenidos en la etapa de la hidrdlisis (Jobling et al., 2014). Esto disminuye el
pH a niveles de acidez inferiores a los 6ptimos para la metanogénesis (Parra-Orobio et al.,
2014; Zelaya-Benavidez et al., 2017).

Dos estrategias se pueden usar para ajustar el balance de la relacion C/N: 1) Co-digestion de

sustratos y 2) eliminacion del nitrégeno del sustrato. En cuanto a la co-digestion que consiste
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en la combinacion de residuos, permite alcanzar un balance adecuado de nutrientes cuando
se mezclan residuos complementarios. Por ejemplo, Li et al. (2013), con el objetivo de lograr
un balance 6ptimo en la mezcla de residuos y en la relacién C/N, evaluaron la co-digestion
anaerdbica de rastrojo de maiz (63/1) y estiércol de pollo (10/1). Al mezclar ambos residuos
en una relacion rastrojo de maiz y estiércol de pollo de 3/1 obtuvieron una relacion C/N de
27/1. Por su parte, Abouelenien et al. (2014), combinaron estiércol de pollo (10/1) con una
mezcla de residuos de yuca, coco y café (43/1) para balancear la relacion C/N a 21/1 y
mejorar la produccion de metano. En otro estudio, Wang et al. (2012) optimizaron la relacion
C/N a 27/1 al combinar estiércol de bovino (22/1) con estiércol de pollo (8/1) y paja de trigo
(81/1).

En cuanto a la eliminacién del nitrogeno del sustrato, ésta es una alternativa viable para
balancear la relacion C/N a niveles éptimos cuando no se dispone de otros residuos para co-
digerir o su disponibilidad es limitada (Wijesinghe et al., 2019). El uso de minerales como la
zeolita o filtros de carbdn activado han demostrado ser viables para este fin. La adsorcion del
nitrégeno mediante la adicion de zeolita ha sido probada en la digestion anaerdbica de
estiércol porcino con contenido de amonio relativamente alto. Para disminuir la cantidad de
este elemento en el residuo, Wijesinghe et al. (2019) agregaron zeolita a un reactor
anaerobico cuya funcion fue adsorber el amonio y disminuir su efecto inhibitorio en la
actividad metanogénica. Al agregar 40 g/L de zeolita aumentd significativamente la
produccion de biogas y CHa; mientras que adsorbio una cantidad significativa de NH4 del
medio durante el proceso. Por su parte Xie et al. (2019), evaluaron la desnitrificacion de
aguas residuales mediante un filtro compuesto de hierro-carbon activado y zeolita integrado
a un sistema anaerobico-aerdbico. La zeolita tiene una fuerte capacidad de intercambio i6nico
selectivo para el NH4 y el nitrato (NO3); mientras que el carbon activado sirve como filtro
adsorbente y como superficie de anclaje para los microrganismos que utilizan el nitrogeno
en su metabolismo y crecimiento. Dichos autores lograron entre 85 y 95% de remocion del

NH; y de nitrdgeno total, respectivamente.

1.2.2.2.4. Inoculo bacteriano
El in6culo es la semilla microbiana necesaria para iniciar un nuevo proceso de digestion

anaerdbica que puede obtenerse del efluente de un biodigestor activo (Angelidaki et al., 2009;
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Zelaya-Benavidez et al., 2017), lodos activados de plantas de tratamiento de aguas
domésticas (Gomez et al., 2019; Lépez-Velarde et al., 2019; Parra-Orobio et al., 2015),
composta de estiércol de bovino (Garcia et al., 2019), estiércol fresco de porcinos (Gomez et
al., 2019), contenido ruminal (Bonilla-Cardenas y Lemus-Flores, 2012), entre otros. El uso
de in6culo anticipa el inicio de la DA, asi como la calidad del biogas en cuanto a su contenido
de metano (Zelaya-Benavidez et al., 2017). Este factor es clave para realizar pruebas en
laboratorio en las que se necesita activar la DA, asi como para el arranque o reactivacion de

biodigestores en campo (Castro et al., 2017).

Los microorganismos encargados de la DA poseen plasticidad ecoldgica y se pueden adaptar
a diferentes sustratos y ecosistemas del planeta como pantanos, lagos altamente salinos, pilas
de compostaje, hervideros volcanicos, terrenos de cultivos anegados y tracto digestivo de
animales (Ferry, 1993). Estudios sobre la diversidad de bacterias y arqueas que participan en
la DA han mostrado la similitud de especies que se desarrollan en diferentes sustratos e
indculos en diferentes partes del mundo. En el cuadro 1 se muestra un resumen de seis
estudios sobre diversidad de géneros de bacterias y arqueas identificadas en reactores
anaerdbicos con diferentes sustratos. Los géneros de bacterias mas frecuentes fueron:
Clostridium, Ruminofilibacter, Ruminococcus, Anaerobacter, Anaerolinea, Treponema,
Petrimonas, Proteiniphilum, Syntrophomonas y Synergistetes. Entre las arqueas
metanogénicas mas repetidas se encuentraron los géneros: Methanoculleus,

Methanobrevibacter, Methanocorpusculum, Methanosaeta y Methanosarcina.
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Cuadro 1. Comunidad de bacterias y arqueas identificadas en la digestién anaerdbica de diferentes sustratos en diferentes partes del
mundo.

Condiciones del Grupo/género Referencia

trabajo: Bacterias Arqueas
Sustrato, lugar y

temperatura

Vinazas del Tequila+ Clandidatus cloacamonas,Fastidiosipila, Methanocorpusculum, (Arreola-
lodo granular de Christensellaceae, Mesotoga, Methanoculleus, Methanofollis, Vargas et
reactor anaerobico para Syntrophobacter, Spirochaeta Methanolinea, al., 2018)
tratar residuos de Methanomethylovorans,

cerveceria; Methanosaeta, Methanobacterium,

Guadalajara, Jalisco,

Meéxico; 35 °C

Residuos de fruta de Ruminococcus, Coprothermobacter, Methanospirillum, Methanoculleus,

palma de aceite (Elaeis Cellulosibacter, Anaerovibrio, Methanothermococcus,

guineensis) + efluente Thermoanaerobacter, Methanosaetha, (Suksong et
Proteoniborus, Clostridiaum, Methanothermobacter, al., 2019)

liquido y lodos de

reactor anaerébico con Anaerobaculum
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Condiciones del
trabajo:

Sustrato, lugar y
temperatura

residuos de palma;
Krabi, Tailandia; 55 °C
y 40 °C

Grupo/género Referencia

Bacterias

Arqueas

Nitrobacter,Clostridium,
Methylobacterium,
Aminobacterium,Eubacterium,
Desulfunauticus, Tissierella,

Anaerobacter

Methanoculleus,
Methanobacterium,

Methanosaeta

Estiércol de cerdo +
lodos de biodigestor;

Qionglai, Sichuan,

Petrimonas, Proteiniphilum,
Sedimentibacter, Ruminofilibacter,

Firmicutes, Proteobacteria,

Methanosaeta, Methanomicrobiales, (Zhou et
Methanoculleus, al., 2019)

Methanocorpusculum,

China; 35 °C Spirochaetae, Fibrobacteres Chloroflexi, Methanoplonus, Methanobrevibacter,
Bacteriodetes, Synergistetes, Candidate, Methanospirillum, Euryarchaeota,
Actinobacteria, Cloacimonetes Methanogenium, Methanosarcina,
Candidatus methanoregula,
Methanobrevibacter
Lixiviados de Anaerolinea, Treponema, Desulfovibrio, Methanosaeta, Methanosarcina, (Feng et al.,

vertedero municipal +

Clostridium

Methanobacterium, Methanoculleus, 2019)
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Condiciones del
trabajo:
Sustrato, lugar y

temperatura

Grupo/género

Referencia

Bacterias

Arqueas

lodos granulares de
planta de tratamiento
de aguas residuales
municipal; Wuxi,
China; 50 °C

Methanofollis,
Methanomethylovorans,
Methanobrevibacter, Methanocella,
Candidatus methanoregula,
Methanolinea,
Methanomassiliicoccus,

Methanospirillum,

Residuos de comida +

Paludibacter, Bacteriodetes,

indculo a base de lodos  Proteiniphillum, Prolixibacteraeae,

de una planta de
tratamiento de aguas;
Roma, Italia; 35 °C

Bacterioides, Bacteroidales,
Dysgonomodadeae, Paludibacteraceae,
Macellibacteroides,
Porphyromonadaceae,
Polixibacteraceae, Terrimonas,
Chitinophagaceae, Saprospiraceae,
Chitinophagales, Flavobacterium,

Lentimicrobiaceae,

Methanobacterium, Methanobacter, (Tonanzi et

Methanoculleus, Methanolinea, al., 2020)
Methanoregula, Methanospirillum,
Methanomicrobiales,

Methanosaetha, Methanosarcina,
Methanomethylovorans, Candidatus
methanofastidiosum,

Methanossiliicoccus
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Condiciones del
trabajo:
Sustrato, lugar y

temperatura

Grupo/género

Referencia

Bacterias

Arqueas

Sphingobacteriaceae,
Sphingobacteriales, Flexilinea,
Longilinea, Anaerolineaceae,
Ardenticatenales, Christensenellaneae,
Alkaliphilus, Peptoniphilus,
Clostridiumsessustricto, Clostridiaceae,
Blautia, Oribacterium, Lachnospiraceae,
Rombustsia, Ruminococcus,

Ruminococcaceae, Clostridiales

Residuos de comida
(repollo, carne de
cerdo, carne de pollo,
huevo, aceite de
cocina, papa,
zanahoria, arroz, pasta
y sal) + estiércol de

vaca + inoculo (lodo de

Streptococcus, Clistridium sensy stricto,
Ruminococcus, Petrimonas
Proteiniphilum, Pseudomonas,
Pelotomaculum, Dysgonomonas,
Acetobacter, Sedimentibacter,
Acinetibacter, Comamonas, Levinea,

Clostridium, Candidatus cloacamonas,

Methanimicrococcus,
Methanosphaera, Methanosarcina,
Methanobacterium,
Methanomassillicoccus, (Xing et al.,
Methanoculleus, 2020)

Methanobrevibacter, Methanothrix
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Condiciones del Grupo/género Referencia
trabajo: Bacterias Arqueas

Sustrato, lugar y

temperatura

un reactor anaerébico  Syntrophomonas, Thermogutta,

de una cerveceria); Methanothrix, Lactobacillus

Xi’an, China; 39 °C

Estiércol de vaca Syntrophomonas, Candidatus Methanosarcina,

fresco; Xi’an, China;  cloacamonas, Clostridium, Methanomassiliicoccus

39°C

Sedimentibacter
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1.2.2.3. Modelacion matematica de la DA

La DA como proceso microbiol6gico puede ser estudiado por medio de modelos matematicos
que ayuden a describir y analizar las etapas criticas del crecimiento bacteriano. Un ejemplo
de ello es el modelo de crecimiento bacteriano de Gompertz, mostrado en la ecuacion 1. Ha
sido usado con mayor frecuencia en estudios sobre DA para describir el comportamiento de
los microorganismos en diferentes condiciones. Su analisis permite detectar las fases criticas
de la DA como el inicio de produccion de metano y la fase de adaptacion. Varios autores lo
recomiendan por describir estadisticamente con mayor facilidad el crecimiento bacteriano
(Nielfa et al., 2015; Solarte Toro et al., 2017; Ware and Power, 2017; Zwietering et al.,
1990).

p.m(/l—t)e1+ 1)

P= Aexp"exp( a (Ecuacion 1)

En este modelo, la produccion de metano es proporcional a la actividad microbiana. P es la
prediccién de la produccion de metano en determinado periodo de tiempo (t), A es el volumen
acumulado de metano en un tiempo determinado (mL CH4 g SV), um es la tasa maxima de
rendimiento de metano (mL CHa4 g SV d?), definida por la tangente de la pendiente en la
fase de crecimiento exponencial de las bacterias, y A es el periodo de adaptacion (d) definido

por el intercepto de la recta de la pendiente con el eje x (Figura 6).
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A-= asintota o volumen amulado (mL CH,/g SV)

Ho= tasa mdxima de rendimiento
(mL CH,/g Sv/d)

A= adaptacion (d) Tiempo

Figura 6. Curva tipica del crecimiento bacteriano con base en Zwietering et al.
(1990).

Al igual que el modelo de Gompertz, otros modelos matematicos describen el crecimiento
microbiano que pueden ser aplicados a la digestion anaerdbica. Entre ellos estan los
siguientes: Logistico, Richards, Shnute, Stannard, Brody y Bertalanffy. Su uso permite
detectar las fases criticas de la digestion anaerébica como el inicio de produccion de biogas
y la fase de adaptacion de los microorganismos al sustrato; para ello utilizan parametros
bioldgicos para calcular las predicciones de la curva de crecimiento (Trinidad, 2014; Ware y
Power, 2017; Zwietering et al., 1990).

1.2.3. Aprovechamiento de las vinazas del mezcal

La generacion de residuos en la agroindustria del mezcal representa un problema de
contaminacion ambiental y desperdicio de recursos valiosos para los sistemas productivos.
El problema se puede atender implementando biodigestores y transformando la energia y

nutrientes contenidos en dichos residuos, en biogas y biofertilizante para la agricultura.

1.2.3.1. Produccion de energia limpia (biogas)
Algunos estudios han demostrado que la DA es una técnica viable para tratar las vinazas del
mezcal. Robles-Gonzalez et al. (2012) hicieron una revision sobre diferentes métodos de

tratamiento y aprovechamiento de vinazas y residuos organicos recalcitrantes entre ellos las
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vinazas del vino, vinazas de la industria azucarera, aceite de olivo y aguas residuales de la
industria de papel. Entre las técnicas mas comunes, se encuentran las bioldgicas y
fisicoquimicas. “El principal objetivo de estas técnicas es reducir la carga organica, remover
0 degradar compuestos organicos toxicos a compuestos mas susceptibles a la biodegradacion
con ¢l fin de convertir esos contaminantes en energia y fertilizantes de alto valor” (Robles-
Gonzélez et al., 2012). Algunas de las técnicas descritas por estos autores son: lagunas de
deposicidn, digestion anaeroébica, evaporacion, combustion y descarga controlada en el suelo
para su uso como fertilizante en la agricultura. De acuerdo con esa revision, la DA es la
técnica que mas se ha utilizado debido a los bajos costos de operacion, ahorros de aireacion,

baja produccidn de lodos y la obtencidn de subproductos como el biogas.

En sustratos como las vinazas, la produccion de biogas es limitada cuando el pH no es
regulado, incluso se muestran efectos inhibitorios de la actividad metanogénica cuando el pH
es &cido como es el caso de los datos reportados por Gomez et al. (2019). El rendimiento
diario de biogas por volumen de biodigestor es muy variable de acuerdo con el sistema de
tratamiento implementado, continuo o discontinuo. El rango esperado para biodigestores de
flujo continuo es 300-700 L m= d* (Aguilar y Botero, 2006; Chara, 2002; Marti-Herrero,
2019). A continuacion, se presenta un cuadro comparativo con los principales resultados de
produccion de biogas a partir de vinazas de Agaves (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Comparacion de la produccién de biogas a partir de la DA de vinazas de Agaves

_ CHs RST (mL RvVd (L m3d )
Sustrato/mezcla Especie de Agave pH m3) Referencia
%)  g'sV) )
VM (%)
6.2 35 8.5 298 15
12
24 A. angustifolia 5.8 22 6.8 279 14
(Gomez et al., 2019)
36 Haw 4.8 22 0.91 26 1.3
48 4.5 16 0.63 18 0.9
100 3.9 0 0 0
o . (Lopez-Velarde et
VM + inbculo adaptacion Agave ssp. 7 55 217 3162 105
al., 2019)
VM en reactor de lecho (Robles-Gonzalez y
fluidizado + in6culo Agave spp. 7.3 66 NR 1797 227 Poggi-Varaldo,
estiércol de vaca + suelo 2017)
VT reactor a escala Piloto ) (Arreola-Vargas et
A. tequilana Weber 7 65 NR 5933 2966

con soporte laminar

al, 2018)
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_ CHs RST (mL RvVd (L m3d )
Sustrato/mezcla Especie de Agave pH RV (L m?®) Referencia
(%) g*SV) 9,

VT en reactor de lotes
(Arreola-Vargas et

al., 2016)

secuenciales + indculo lodo A. tequilana Weber 7 75 NR 2509 584

granular

(Cruz-Salomon et

VC A. americana L. 6.5-8.2 67 NR 4650 450 al., 2017)

RST Rendimiento de biogas por gramo de sélidos totales invertidos en el sistema, RV Rendimiento por volumen del biodigestor,
RVd Rendimiento diario de biogas por volumen del biodigestor, VM vinazas del mezcal, VT vinazas del Tequila, VC vinazas del

mezcal comiteco, NR no reportado.

Gobmez et al. (2019) utilizaron mezclas de: 170 g de estiércol de cerdo, 20 g de bagazo de agave angustifolia de 1mm y vinaza de mezcal
al 12, 24, 36 y 48% v/v en reactores de 1 L y 0.70 L de volumen de trabajo; usaron agua del grifo para completar el volumen de trabajo
en cada mezcla. La temperatura de trabajo fue 35 °C durante 20 dias. El tratamiento de vinaza cruda no se mezcl6 con ningln sustrato.
Lopez-Velarde et al. (2019) usaron un reactor de 7.40 L de volumen de trabajo, tiempo de retencion hidraulica (TRH) de 24 dias,
reemplazaron el 30% del volumen del biodigestor cada 7 dias con vinaza durante 30 dias. La mezcla inicial fue una mezcla 7/3 partes de
indculo/vinaza de mezcal. La temperatura de trabajo fue 39 °C. El in6culo fue una combinacion de lodo activada de una planta de

tratamiento de aguas residuales y vinazas del mezcal colectadas una fabrica artesanal de mezcal en San Luis Potosi.
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Robles-Gonzélez y Poggi-Varaldo (2017) evaluaron el tratamiento de vinazas mezcaleras en
un reactor anaerobio de lecho fluidizado, adaptaron un indculo a las vinazas del mezcal el
cual fue preparado a partir de la mezcla de estiércol de vaca, suelo cercano a un palenque
donde se descargan vinazas y lodos activados de una planta de tratamiento aerobia, a
temperatura mesofilica. Ajustaron el pH a 7.30 con una disolucion de NaOH. Los valores de
produccion de biogas que se muestran en el cuadro corresponden a una carga organica de

1.96 mg de O, L™ d, con la cual se obtuvieron los mejores resultados.

Arreola-Vargas et al. (2016) evaluaron la produccion de biogas a partir de vinazas del tequila
en un reactor anaerobio de lotes secuenciales y bajo el efecto del pH (7.00 y 8.00) y la
temperatura (32 y 35 °C). Usaron lodos granulares de una planta de tratamiento de aguas
residuales con proceso aerobio como inéculo. El biodigestor tenia 5.10 L de volumen de
trabajo. Los ciclos de digestion duraron de 3 a 9 dias, hasta que el grado de remocién de
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se estabilizd. Ajustaron el pH con una disolucion de

NaOH y la temperatura fue controlada con “bafio de agua”.

Arreola-Vargas et al. (2018) estudiaron el efecto de la carga orgéanica en el desempefio y la
poblacion microbiana de un reactor a escala piloto con soporte laminar y sistema de
recirculacion. Usaron vinazas del tequila, como indculo emplearon lodos granulares de una

planta de tratamiento de aguas residuales aerdbico.

Cruz-Salomén et al. (2017) evaluaron la produccion de biogas a partir de vinazas del mezcal
Comiteco, para cuya elaboracion se utilizé aguamiel fermentado de la planta de agave.
Usaron un reactor de flujo ascendente de 4 L y TRH de 10 dias. Para su arranque fue
inoculado con aguas residuales de una planta de tratamiento. Ajustaron el pH de las vinazas
con NaOH en un rango de 6.30-8.20.

1.2.3.2. Usos como biofertilizante

Por sus caracteristicas fisicoquimicas, las vinazas del mezcal superan los limites maximos

permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en cuerpos de aguas y en

el suelo, establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-2017 (Diario
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Oficial de la Federacion, 2018). El pH de las vinazas del mezcal es acido, inferior a 6.50-
8.50 permitido, lo que la hace un sustrato dificil de degradar por medios biol6gicos y
quimicos. Su contenido de materia organica es alto; por ejemplo, el contenido de demanda
quimica de oxigeno (DQO) (mg O L) supera por mucho los 1,400 mg O, L permitidos
por la ley. En el siguiente cuadro se muestran los valores reportados sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de vinazas del mezcal, del tequila y del comiteco a partir de diferentes
especies de Agaves (Cuadro 3). El mezcal es elaborado a partir de 51 especies de agave,
aunque el 75% usa espadin (Agave angustifola Haw) (CRM, 2019); para el tequila usan
Agave azul (Agave tequilana Webber) y para el comiteco es un destilado del Agave
americana L, de la region de Comitan, Chiapas (Cruz-Salomén et al., 2017).

Cuadro 3. Caracteristicas fisicoquimicas de vinazas del mezcal, del tequila y del mezcal
comiteco.

Parametro Referencia/valor

Villalobos etal. Lopez- Gémez (Cruz- (Moran- (Sanche

(2009) Velarde etal. Salomé Salazar et z-
FI- FI-2 FA etal. (2019) netal, al,2016) Lizarrag
1 (2019) 2017) 1l aetal.,
2018)F
pH 3.7 3.6 3.8 4.77 3.8 3.89 3.4-4.5 3.5
CE (dS m%) 2.62 388 4.16 NR NR 4.2 0.00195 3.3
DQO (gO:L?Y) 56.3 60.6 1229 59.0 107.0 120.2  55.2-66.3 57.8
ST(gL?Y) 268 435 947 49.2 91.7 71.7 25-50 40.8
SV (gL?) NR NR NR 14.6 72.2 62.9 NR 37.3
Fenoles (mg L1) 478 521 542 NR NR 476 44-81 806.8
Fructosa (mg L) 14.8 254 50 51 NR NR NR NR
Nitrégeno total
(g L) 660 843 5561 126 NR 1600 20-50 200
Fosfato(mgL?) 290 850 1705 300 NR 723 100-700 22.4
K (mg L) 31.3 779 539 NR NR NR  0.24-034 230.8
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Parametro Referencia/valor

Villalobos etal. Lépez- Gomez (Cruz- (Moran- (Sé&nche

(2009) Velarde etal. Salomé Salazar et z-
FI- FI-2 FA etal. (2019) netal, al., 2016) Lizarrag
1 (2019) 2017) 1 aetal.,
2018)7
Na (mg L?) 78 318 8.1 NR NR NR NR 10
Mg (mg L?) 17.3 427 1037 NR NR NR NR 683.7

FI fabrica industrial 1 Beneva, 2 Fandango, FA fabrica artesanal, CE conductividad
eléctrica, DQO demanda quimica de oxigeno, ST sélidos totales, SV sélidos

volatiles, NR no reportado, T Vinazas del tequila.

A pesar de sus caracteristicas nocivas, debido a la concentracion de nutrientes se ha propuesto
el uso de vinazas frescas diluidas como fertilizante en soluciones nutritivas para cultivos
hidroponicos (Dos Santos et al., 2013). No obstante, a parte de la concentracién de elementos
en las vinazas para su uso agricola, el pH y la CE son pardmetros que deben regularse. En el
caso de que el pH esté fuera de 5.00-6.50, que es el rango para la méxima disponibilidad de
nutrientes por las plantas (Urrestarazu, 2015), se puede ajustar mediante sustancias
amortiguadoras como el hidroxido de sodio (NaOH) (Gémez et al., 2019) hidroxido de
potasio (KOH) (Parra-Huertas, 2015) o hidroxido de calcio (Ca(OH)2) (Dos Santos et al.,
2013). No obstante, si se aplica al suelo éste presenta mayor capacidad amortiguadora. Por
ejemplo, Sanchez-Lizarraga et al. (2018) evaluaron el efecto de la irrigacion de vinazas de
tequila en el suelo y en la poblaciéon de micorrizas. Observaron que el pH del suelo (5.00)
disminuyé en el momento de aplicar las vinazas, pero una semana después retorné a su valor

original demostrando su capacidad de amortiguamiento.

En cuanto a la CE, su valor aumenta debido a la alta concentracién de sales en las vinazas.
De acuerdo con Tejada et al. (2009), el principal efecto negativo de usar vinazas como

fertilizantes es la acumulacion de sales y cationes (K, Na, Mg) que incrementan la salinidad
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y la toxicidad. Asi pues, la concentracion de iones contribuird proporcionalmente a aumentar
la CE de la solucion nutritiva (Moran-Salazar et al., 2016; Urrestarazu, 2015). Para disminuir
la concentracion de sales en la solucion nutritiva, Sanchez-Lizéarraga et al. (2018)
recomiendan diluir las vinazas para ajustar los requerimientos de cultivos especificos y evitar
el exceso de cationes monovalentes. Por otro lado, un proceso de 6smosis inversa es una
alternativa para aumentar la concentracion de iones en vinazas con el objetivo de utilizar
dicha concentracion como una solucion nutritiva de més facil manejo y transporte (Silva et
al., 2019).
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1.3. Hipotesis

Altas concentraciones de vinazas del mezcal son toxicas para los cultivos, pero su aplicacion
en diluciones balanceadas es una alternativa viable para su aprovechamiento como

biofertilizante en la agricultura.

Al co-digerir vinazas del mezcal con estiércol de bovino, las propiedades fisicoquimicas
seran adecuadas para la DAy la obtencidn de metano.

Es posible realizar la DA de vinazas del mezcal de manera estable en condiciones reales,
obteniendo biogas con calidad combustible y biofertilizante con elementos que pueden ser

utilizados para la nutricién de cultivos.

1.4. Objetivos

1.4.1. General
Evaluar el efecto de las vinazas del mezcal en la germinacion de semillas de hortalizas y en
el rendimiento de cultivos horticolas, asi como su co-digestion anaerobica con mezclas de
estiércol de bovino utilizando biodigestores a escala real, para la obtencion de biogas y
biofertilizante.

1.4.2. Especificos
Evaluar la fitotoxicidad de las vinazas del mezcal en la germinacion de semillas y su efecto

biofertilizante en el rendimiento de hortalizas.

Determinar la mejor proporcién de co-digestion entre la vinaza del mezcal y el estiércol de

bovino para obtener metano en un sistema por lotes.

Evaluar biodigestores tubulares en condiciones reales para producir biogas y biofertilizante

a partir de vinazas del mezcal.
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2.1. Resumen

Las vinazas de mezcal son residuos liquidos recalcitrantes con alta carga organica y
elementos disueltos, la cual puede ser utilizada en la nutricién de plantas. EI objetivo del
trabajo fue evaluar la toxicidad de las vinazas de mezcal en la germinacion de semillas y su
efecto biofertilizante en el rendimiento de hortalizas. Se realizaron dos experimentos en
lechuga, tomate y pepino: 1) prueba de fitotoxicidad en la germinacién en semillas con
diferentes concentraciones de vinaza (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 y 100%); y 2). Se evalu0 el efecto
biofertilizante de las combinaciones de 100-0, 80-20, 40-60 y 20-80% de vinaza y solucion
nutritiva Steiner, y como testigo el 100% de la solucion nutritiva; en ambos experimentos se
utiliz6 un disefio completamente al azar. La concentracion del 2.5% de vinaza del mezcal,
fue toxica para las semillas de lechuga a y mas del 10% inhibi6 su germinacién. Para semillas
de tomate el 20% resultd toxico y el 80% inhibid su germinacion, mientras que en semillas
de pepino, el 20% provocd hormesis. La combinacion: 40 + 60% de vinaza y solucion
nutritiva aplicados en la nutricion de lechuga y tomate, alcanzé los maximos valores de todas
las variables evaluadas. En pepino, el rendimiento disminuy6 de forma lineal al aumentar el

porcentaje de vinaza como complemento de la solucién nutritiva.
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Palabras clave: Biofertilizacion, fitotoxicidad, residuos de agave, sustrato, solucion

nutritiva.
2.2. Abstract

Mezcal vinasses are recalcitrant liquid wastes with a high organic load and dissolved
elements, which can be used for plant nutrition. The aim of this work was to evaluate the
toxicity of mezcal vinasses on seed germination and its biofertilizing effect on vegetable
yield. Two experiments were carried out on lettuce, tomato and cucumber: 1) phytotoxicity
test on seed germination with different concentrations of vinasses (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 and
100%); and 2). The biofertilizing effect of the combinations of 100-0, 80-20, 40-60 and 20-
80% of vinasse and Steiner nutrient solution was evaluated, and 100% of the nutrient solution
as a control. In both experiments, a completely randomized design was used. The 2.5%
concentration of mezcal vinasses was toxic to lettuce seeds and more than 10% inhibited their
germination. For tomato seeds, 20% was toxic and 80% inhibited its germination, while in
cucumber sedes, 20%t caused hormesis. The combination: 40 + 60% of vinasses and nutritive
solution applied in the nutrition of lettuce and tomato, reached the maximum values of all the
evaluated variables. In cucumber, the yield decreased linearly as the percentage of vinasses

increased as a complement to the nutrient solution.

Keywords: Biofertilization, phytotoxicity, agave waste, substratum, nutrient solution.

2.3. Introduccidn

En los nueve estados de la Republica Mexicana con denominacion de origen del mezcal, se
producen anualmente cinco millones de litros de mezcal, de los cuales 4.5 millones (92.3%),
son producidos en Oaxaca (CRM 2019). Cada litro de mezcal producido artesanal o
industrialmente genera, como subproducto de la fermentacién y destilacion del agave
(Rodriguez y De La Cerna 2017), entre 9 y 15 litros de vinazas (Beltran et al. 2001). Lo que

indica que, se vierten al medio ambiente anualmente y sin tratamiento alguno, entre 45y 54
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millones de litros de vinazas, las cuales son residuos liquidos recalcitrantes, con pH &cido y

alta carga orgénica (Robles-Gonzalez et al. 2018).

El vertido al suelo de este residuo sin tratamiento, tal como sale del palenque, puede tener
efectos tdxicos para el crecimiento de plantas sensibles a la salinidad y nocivo para los
microorganismos del suelo como las micorrizas (Sdnchez-Lizarraga et al. 2018). Al respecto,
Sanchez-Lizarraga et al. (2018) evaluaron los efectos de la aplicacion de vinazas del tequila
al suelo con efectos adversos en la poblacion de micorrizas, aumento de la salinidad y
disminucion del crecimiento de plantas arafia (Chlorophytum comosum, (Thunb.) Jacques),
encontrando que el efecto fitotdxico de las vinazas se debe al incremento de la concentracion

de sales en el suelo.

Las vinazas presentan propiedades que pueden resultar nocivas como pH &cido, alta
concentracion de sales, fenoles, compuestos arométicos (Robles-Gonzélez et al. 2018),
alcoholes, acidos organicos (acético, isobutirico, butirico, valérico, caprdico, enantico,
caprilico, laurico, palmitico y otros), furanos, alcanos, aldehidos, ésteres, cetonas, y piranos
(Rodriguez-Félix et al. 2018). Pero también se ha demostrado que las vinazas del mezcal y
del tequila contienen elementos como calcio, fésforo, magnesio, nitrégeno y azufre (Lopez-
Velarde et al. 2020), ademas de materia organica (Robles-Gonzalez et al. 2012). Por lo que,
se aplican en el suelo (Moran-Salazar et al. 2016) o para el mejoramiento nutrimental de
compostas (Lopez-Lopez et al. 2010). De igual manera, el uso de vinazas del etanol de cafia
de azUcar diluida al 10% como complemento de una solucién nutritiva en el cultivo
hidroponico de lechuga, mostro resultados positivos en su crecimiento (Dos Santos et al.
2013).

Para reutilizar las vinazas como complemento en la nutricién de cultivos de interés
econdmico, es necesario evaluar su posible fitotoxicidad en diferentes concentraciones. Los
bioensayos de germinacion en semillas ofrecen indicadores de la respuesta ante sustancias
toxicas contenidas en los residuos (Mendes et al. 2021), lo cual puede inhibir o estimular

puntos de crecimiento vegetal y elongacion o disminucion de la raiz (Lopez-Diazguerrero et
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al. 2013). Al respecto, Da Ros et al. (2018), con el fin de determinar el potencial del digestato
procedente de precipitados del vino para su uso como fertilizante agricola, evaluaron su
fitotoxicidad en macrofitas dicotiledoneas (Lepidium sativum L. y Sinapis alba L.) y una
monocotiledonea (Sorghum saccharatum L.). También, Viveros-Legorreta et al. (2018)
determinaron la fitotoxicidad de fenoles en lechuga (Lactuca sativa L.) liberados por
Myriophyllum aquaticum (Vell.) Verdc. en agua, con efecto estimulante u hormesis en la
elongacion radical de esta especie. En tanto que Castro-Rivera et al. (2020) determinaron el
efecto fitotoxico en lechuga del digestato de un biodigestor alimentado con estiércol de
bovino y residuos de la cosecha de tomate. Mientras que Rodriguez-Romero et al. (2014) al
evaluar la calidad del agua de un rio contaminado con aguas residuales municipales mediante
un ensayo de fitotoxicidad en lechuga encontraron que la elongacién radicular fue mayor
ante altas concentraciones de nutrientes; sin embargo, la germinacion fue inhibida por la
presencia de nitrogeno amoniacal. En tanto que Sousa et al. (2019) al evaluar la fitotoxicidad
de vinazas del vino en ajo (Allium cepa L.), lechuga (L. sativa L.), berro (Lepidium sativum
L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), frijol (Phaseolus vulgaris L.) y maiz (Z. mays L.)
encontraron que concentraciones de vinazas superiores al 20% fueron tdxicas. Mientras que
Castro-Lizazo et al. (2021) estimaron el efecto fitotoxico y fertilizante de vinazas del vino
en el cultivo de tomate. Pero el efecto fitotoxico y biofertilizante de las vinazas de mezcal,
en cultivos horticolas de importancia econémica como el tomate (S. lycopersicum L.)
(Martinez-Damian et al. 2019), sensible y tolerante a la salinidad como lechuga (L. sativa L.)
y pepino (Cucumis sativus L.) (Urrestarazu, 2004) en zonas mezcaleras del sur de México,
aun permanece sin evaluarse. Con base en lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar la
toxicidad de las vinazas de mezcal en la germinacion de semillas y su efecto biofertilizante

en el rendimiento de lechuga, tomate y pepino, en cultivo sin suelo e invernadero.
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2.4. Materiales y métodos

Se realizaron dos experimentos independientes. ElI primero consistié en una prueba de
germinacion en semillas de lechuga (L. sativa L.) cv. Roma®, tomate (S. lycopersicum L.)
cv. Pony express F1 (Harris Moran®) de habito de crecimiento determinado y pepino (C.
sativus L.) cv. Americano®, utilizando diferentes diluciones de vinaza de mezcal y agua. En
el segundo, se evalud la vinaza como complemento de la solucion nutritiva en el rendimiento
de tomate, pepino y lechuga. Los dos experimentos se hicieron en el Centro Interdisciplinario
de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, del Instituto Politécnico Nacional
(CIIDIR IPN, Unidad Oaxaca), en Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca, México (17° 01 ‘30.3”’
LNy 96°43° 12.5 LO, a 1,530 msnm).

2.4.1. Obtencion de muestras
La vinaza se obtuvo de la fabrica de mezcal San Pablo (Anexo 1), en el municipio de San
Pablo Villa de Mitla, Oaxaca, México (16° 55’ LN y 96° 22' LO, a 1 680 msnm), como sale

del palenque y depositada en un contenedor de 600 L para su posterior uso.

2.4.2. Experimento 1

De la vinaza colectada, se tomaron 2 L, que se homogenizaron y filtraron en papel filtro
Whatman grado 1, de este filtrado se tomd una muestra de 800 mL para su analisis. Se
determiné el pH y la conductividad eléctrica (CE) con un potencidometro y conductimetro
integrado digital marca Hanna (Hanna Instruments®) mediante la metodologia propuesta por
Visconti y De Paz (2018). Los resultados fueron: pH 3.84 y CE 3.22 dS m™2. El contenido de
nutrientes de la vinaza se obtuvo por los métodos de la AOAC (AOAC 2003), en meq L
con valores de: NO3™0.68, H2.PO4 2.20, K* 1.10, Ca?* 43.30 y Mg?* 20.80.

El efecto fitotdxico de la vinaza se determind en funcion de los indices de germinacion
normalizado (IGN) e indice de elongacion radical (IER), asi como con los valores de
fitotoxicidad, propuestos por Bagur-Gonzélez et al. (2011). Los IGN e IER se obtuvieron

con las siguientes ecuaciones (ecuaciones 2 y 3, respectivamente):
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Germx - GermTestigo
GermTestigo

IGN =

(Ecuacion 2)

Donde: Germx: es el porcentaje promedio de semillas germinadas en cada dilucion de vinaza

y GermTestigo: es el porcentaje de semillas germinadas en el testigo.

Elongx - ElongTestigo

IER = (Ecuacion 3)

ElongTestigo

Donde: Elongx: es la longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas en dilucion
de vinaza y ElongTestigo: es la longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas

en el testigo.

El rango de fitotoxicidad fue de acuerdo con Bagur-Gonzélez et al. (2011) y consistio en:
mayor que 0, hormesis o estimula el crecimiento, de 0 a -0.25 baja toxicidad, de -0.25 a -0.50
moderadamente toxico, de -0.50 a -0.75 muy toxico de -0.75 a -1.00 altamente toxico. Para
esta prueba, las semillas de las tres especies se depositaron en placas Petri sobre papel filtro
grado 1 (Whatman) humedecido con 7 mL de cada dilucion (Anexo 2). Se hicieron seis
diluciones de vinaza en agua que correspondieron a los tratamientos (Cuadro 4) y como
testigo absoluto; Unicamente agua destilada y testigo relativo, la vinaza al 100% sin diluir,
con cuatro repeticiones por tratamiento y 15 semillas por repeticion de acuerdo con Wang
(1991).

Cuadro 2. Potencial de hidrégeno (pH) y conductividad eléctrica de las diluciones de vinaza
del mezcal utilizadas en la prueba de germinacion de semillas de lechuga, tomate y pepino.

% de vinaza pH Conductividad eléctrica (dS m™)
0 5.46+0.11 0.01+0.00
2.5 3.88+0.01 0.53+0.01
5 3.83+0.01 0.97 £ 0.07
10 3.82+0.01 1.49 +0.03
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% de vinaza pH Conductividad eléctrica (dS m™)

20 3.78 +£0.01 2.51+0.06
40 3.75+£0.01 5.59+0.13
80 3.72+£0.02 9.14+0.10
100 3.67+0.01 10.91 +0.26

+: desviacion estandar.

2.4.3. Experimento 2

Se utilizaron semillas de L. sativa L., S. lycopersicum L. y C. sativus L., de las variedades
utilizadas en el experimento 1, que se germinaron en charolas de poliestireno expandido de
200 cavidades, utilizando como sustrato una mezcla de turba Sphagnum + Agrolita (70:30
v/v); treinta dias después de la germinacion, se realizé el trasplante a bolsas de polietileno
negro de 18 L que tenian como sustrato bagazo de agave mezcalero compostado y cribado,
cuyo tamafio de particula fue de 0.42 - 1.18 mm, CE 1.37 dS m™ y pH 5.32, de acuerdo a lo
recomendado por Martinez-Gutiérrez et al. (2013). Las bolsas se colocaron en un
invernadero tipo multicapilla de 10 x 20 x 4.50 m de ancho largo y alto, respectivamente. La
densidad de siembra fue de 5, 4 y 2.5 plantas m?, para la lechuga, tomate y pepino, en el
mismo orden. Por presentar diferentes métodos de manejo de cultivo, cada hortaliza se
agrupd de manera independiente y las tres especies estudiadas estuvieron contiguas. En cada
grupo, la distribucién fue completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento, cada
unidad experimental consistié en dos plantas por bolsa para tomate y lechuga, y una para
pepino (Anexo 3).

El contenido de elementos de la vinaza y del agua de riego se determiné por los métodos de
la AOAC (AOAC 2003) y fueron: pH 3.84, CE 3.22 dS m?, NO3z 1.50, H2PO4 2.20, Ca?*
43.30, K" 1.10 y Mg?* 20.80 meq L; y pH 7.82y CE 0.64 dS m*, NO31.60, K* 1.18, Ca®
4.51, Mg?* 1.56 y SO4 0.05 meq L*; B 0.31, Fe 0.11, Mn 0.034, Cu 0.002'y Zn 0.02 mg L;
respectivamente. Los resultados del andlisis de agua se utilizaron para realizar el ajuste de

nutrientes de la solucion nutritiva de acuerdo con Steiner (1961).
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Los tratamientos fueron cuatro combinaciones de vinazas diluidas en agua de riego,
suministrados mediante fertirriego con goteros de 8 L h™%, suministrando 3.2 L bolsa™ por dia
en tomate y pepino, y 2.4 L bolsa™ por dia en lechuga, con sus respectivos porcentajes de la
solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1961) y su equivalente de KNO3™ (Cuadro 5) y como
testigo el 100% de la solucion nutritiva (NOs™ 12, H.PO4 1, K* 7, Ca?* 9 y Mg?* 4, SO4* 7
meq L) La concentracion del 100% de vinaza en el tratamiento 1 y; en los otros tres
tratamientos que contenian vinazas, se refiere al volumen maximo de vinaza agregado y que
se obtuvo de acuerdo con la concentracion de nitrégeno, que fue el elemento menos
abundante en la vinaza. Para el tratamiento 1, el volumen de vinaza fue de 208 L y se aforo
con 792 L de agua para el volumen final de 1000 L. Debido al bajo contenido de nitrégeno y
potasio en la vinaza, en los cuatro tratamientos se agregé el correspondiente de nitrato de
potasio y se ajustaron los valores de pH con &cido nitrico de acuerdo con Urrestarazu (2004)
a un rango entre 5.5y 6.5.

Cuadro 3. Tratamientos utilizados en la biofertilizacion de lechuga, tomate y pepinos
cultivados en invernadero y parametros fisicoquimicos.

_ Dilucién (L) CE
Tratamiento i SN (%) KNOs (g) pH
Vinaza Agua (dS m?)

1 208 (100)* 792 0 693.87 6.56 0.92

2 166 (80) 834 20 556.71 6.96  1.19

3 83 (40) 917 60 280.78 674 114

4 42 (20) 958 80 140.79  6.56 1.01
Testigo - 1000 100 303 6.81 1.85

CE: conductividad eléctrica; SN: Solucion nutritiva (Steiner, 1961): *fuera de paréntesis,
indica los litros de vinaza y entre paréntesis el porcentaje de vinaza utilizado en cada

tratamiento.

El volumen de riego aplicado dependio de la etapa fenoldgica de cada cultivo y de las

condiciones climaticas en el interior del invernadero (temperatura diurna promedio 27 °C,
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nocturna 20 °C y humedad relativa de 62.8 %). Las variables climaticas se registraron durante
todo el ciclo de cultivo cada 5 min las 24 h del dia, con sensores HOBO® ProV2 (Onset,
EUA). También, se procuré un drenaje de 20 a 30% respecto al volumen aplicado.

Se realizaron las siguientes précticas de manejo: eliminacion de malezas de forma manual
una vez por semana, podas de formacion en pepino y tomate; ademaés, control de mildiu
polvoriento (Pseudoperonospora cubensis) en pepino y tizon tardio (Phytophthora infestans)
en tomate con oxicloruro de cobre (Cupravit®) en dosis de 3 kg ha, el control de mosca
blanca (Bemicia tabaci) en tomate se realizo con bifentrina (Binder®) en dosis de 0.5 L ha™.
Las enfermedades y plagas se controlaron de acuerdo con las recomendaciones de Carrasco
y Sandoval (2016) para lechuga, Nieto y Velasco (2006) para tomate y Lépez-Elias et al.
(2011) en pepino.

2.4.4. Analisis de datos

Las variables evaluadas se midieron a las 12 semanas después del trasplante (sdt) y fueron;
en lechuga, altura de la planta (cm), con una cinta métrica flexible marca Truper®, nimero
de hojas por conteo directo antes del corte, peso fresco y seco (g), mediante una estufa de
aire forzado a 70 °C hasta peso constante y rendimiento total (kg m2). En tomate, la altura
de la planta se midié en cm con una cinta métrica flexible marca Truper® y se cosecharon
siete racimos. El rendimiento total fue la suma de los siete racimos (kg m2). En pepino, el
peso del fruto (g) y rendimiento total (kg m) se obtuvo en seis cortes, con una balanza
analitica digital (modelo MS-L, Marca Metter Toledo®) (Anexo 4).

Se realizd un andlisis descriptivo del efecto fitotoxico por medio de los indices de toxicidad
de IGN e IER y una prueba de correlacion de Pearson para comprobar la relacion entre la CE
y los valores de IGN e IER. Se comprobaron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) de los datos previo al analisis de varianza
(ANOVA) para determinar diferencias entre tratamientos en cada cultivo; posteriormente se

realizé un analisis de comparacion de medias para las variables evaluadas en el cultivo de
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lechuga, tomate y pepino (Tukey, a < 0.05) (Garcia-Villalpando et al. 2001). En todos los
andlisis, se uso el paquete estadistico SPSS version 23 (IBM 2015).

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Experimento 1: efecto fitotoxico de las vinazas del mezcal en semillas de
hortalizas

En semillas de lechuga, la concentracion de 2.5% de vinaza del mezcal tuvo baja toxicidad,
pero con concentraciones superiores a 5%, mostraron toxicidad moderada en el indice de
germinacion normalizada (IGN) (Figura 7a) y toxicidad baja para el indice de elongacion
radical normalizado (IER) (Figura 7b). A partir del 10% de concentracion de vinaza, el nivel
de toxicidad para lechuga fue alto con inhibicion completa de la germinacion, lo que indica
que la vinaza del mezcal en 2.5 y 5% de concentracion disminuye el IGN e IER para las

semillas de esta especie, y a partir del 10% de concentracion las inhiben de forma completa.

Para el tomate, las concentraciones menores o igual al 10% de vinaza, presentaron baja
toxicidad, mientras que concentraciones entre 20 y 40% fueron moderadamente toxicas y
muy toxicas, respectivamente; mientras que las concentraciones del 80 y 100% inhibieron la
germinaron. Para las semillas de pepino, las bajas concentraciones de vinazas no tuvieron un
comportamiento claro, pero la concentracion al 40 % de vinaza fue muy toxica. Tanto en los
valores de IGN (Figura 7a) como de IER (Figura 7b) el comportamiento fue similar. En las
concentraciones de 80 y 100% de vinaza hubo germinacion de las semillas de pepino, pero
el indice IGN y IER fueron altamente toxico y muy toxico, respectivamente.
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Figura 7. Efecto de las concentraciones de vinazas del mezcal, sobre: a) indice de
germinacion residual normalizada (IGN) y b) indice de elongacion radical (IER) en
semillas de lechuga, tomate y pepino.

Las semillas evaluadas tuvieron comportamientos diferentes en el indice de toxicidad, las
semillas de lechuga fueron las mas afectadas, seguidas del tomate y el pepino. Para la
lechuga, la afectacidn se tuvo con 2.5% de vinaza, mientras que para el tomate y pepino fue
al 5%. La inhibicion de la germinacién de las semillas por la vinaza, se debe al elevado
contenido de sales, que impiden la imbibicion de las semillas por la presion osmotica que
ejercen en el medio (Meza et al. 2007), por lo que el embrién puede tardar mas tiempo en
activar enzimas como la arginina, encargada de romper la latencia (Goykovic y Saavedra
2007). Sin embargo, en pepino la activacion de arginina se da incluso ante estrés por
salinidad, el cual es clave para formar enzimas que hidrolizan carbohidratos, lipidos y
proteinas presentes en los cotiledones, que nutren a la plantula en su etapa pre-autétrofa (Du
etal. 2021). Por otro lado, la tolerancia a la salinidad es menor en semillas de lechuga (Gerber
et al. 2017), lo cual explica las diferencias en los valores de los indices de germinacion y

elongacion radical obtenidos en este estudio.

Para el pepino, el IER indica estimulacion del crecimiento radicular u hormesis al 20% de
concentracion de vinazas (Figura 1B). Al respecto, el contenido de fenoles y &cidos organicos
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de las vinazas del mezcal (Robles-Gonzalez et al. 2018) pueden actuar como estimuladores
de crecimiento en dosis bajas (Jasso-de Rodriguez et al. 2019) y tdxicas en dosis altas
(Lopez-Diazguerrero et al. 2013, Sousa et al. 2019), sobre todo en los puntos de crecimiento
radical (Viveros-Legorreta et al. 2018). Por el contrario, la concentracion de sales puede tener
un efecto inhibitorio en la germinacién de semillas de algunas especies (Da-Ros et al. 2018)
y estimulante en otras, dependiendo de su tolerancia a la salinidad (Urrestarazu 2004). El
indice mas sensible fue el IER con menor variabilidad en los resultados, como se ha
demostrado en otros estudios (Bagur-Gonzalez et al. 2011). Las vinazas en concentraciones
superiores al 2.5% son toxicas para las tres especies, siendo el pepino la especie mas tolerante

y la lechuga la més sensible.

2.3.1.1. Correlacién entre la CE y los indices de toxicidad

El IGN de las tres especies estudiadas mostro correlacion negativa con la CE (p <0.01). Para
el IER de lechuga y tomate se observé una correlacion negativa con la CE (p < 0.01). Para el
pepino la correlacion entre IER y CE fue baja y no significativa (p < 0.060), explicado por la
hormesis ante el 20% de concentracion (Figura 7b). El coeficiente de correlacion entre CE y
ambos indices fue mayor en el tomate que en lechuga y pepino (Cuadro 6). Estos resultados
indican que a medida que aument6 la concentracion de sales en el medio de germinacion, la
emergencia y la elongacién radical disminuyeron.

Cuadro 4. Correlaciones entre CE y los indices de toxicidad IGN e IER en las pruebas de
germinacion de semillas de lechuga, tomate y pepino.

Correlacion IGN IER

Lechuga Tomate Pepino Lechuga Tomate Pepino

Correlacion de . n n - n
CE -0.665" -0.955" -0.576 -0.663" -0.893 -0.336
Pearson

dSm?)  cin
(@SM7)sig. (bilateral) 0.000 0000  0.001 0.000 0.000  0.060
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IGN

Lechuga Tomate

Correlacion IER

Pepino Lechuga Tomate Pepino

**|_a correlacion es significativa en el nivel 0.01 (2 colas). IGN: Indicador de
germinacion residual normalizado, IER: Indicador de elongacion radical residual

normalizado, *. La correlacion es significativa en el nivel 0.05. n=32

2.3.2. Experimento 2: efecto de las vinazas en el rendimiento en las hortalizas

evaluadas

2.3.2.1. Lechuga
Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos, para todas las

variables de lechuga evaluadas. La altura de la planta fue significativamente mayor en T3,
que contenia 40% de vinaza mas 60% de SN. A la vez, este mismo tratamiento, no mostro
diferencia significativa con el testigo (100% SN) para numero de hojas, peso fresco y seco
por planta y el rendimiento (Cuadro 7). Fue en los tratamientos T1 y T4 (100-0 y 20-80%
vinaza y SN, respectivamente, en los que se obtuvieron los valores méas bajos en las variables
evaluadas.

Cuadro 5. Variables evaluadas de lechuga cultivada con diferentes combinaciones de vinazas
y solucion nutritiva en invernadero.

Altura de ; .
_ NUmero de Peso fresco Peso seco  Rendimiento
Tratamiento planta )
hojas (kg m?)
(cm) g planta!
1 29.92 +1.44° 15.12+0.66® 392.74+50.05° 28.14+4.04® 1.96+0.73"
2 31.57+1.75° 22.32+0.66° 434.60+71.70° 30.84+7.11* 218+0.49°
3 39.93+226° 21.60+1.34° 485.76+54.79%" 36.22+551* 2.42+0.68%
4 30.25+2.83" 13.68+1.07° 392.10+4599" 26.44+397° 1.96+053"
Testigo 31.57+£273" 1572+2.00® 55878 +46.78° 40.02+4.05% 2.80 % 0.56°
DMS 2.79 1.54 124.34 11.23 0.62
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Altura de

_ NUmero de Peso fresco Pesoseco  Rendimiento
Tratamiento planta ]
hojas (kg m?)
(cm) g planta’*
CV (%) 12.96 21.52 22.17 32.71 22.17

n=5.0. +: desviacion estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p < 0.05). DMS= diferencia minima significativa. CV= coeficiente de

variacion.

La altura de la planta de lechuga alcanzé 39.93 cm a las 12 sdt, superior a los 32.00 cm
reportado por Martinez et al. (2015) en lechugas cv. Roma cultivadas sobre el suelo con
fertilizacion convencional bajo invernadero a las 11 sdt, y también superior a los resultados
obtenidos por Dos Santos et al. (2013), al evaluar el efecto de las vinazas de cafia de azUcar
(Saccharum oficcinarum L.) con fertilizacion hidroponica de lechuga, con altura de 13.90
cm a las seis sdt al aplicar una dilucion del 10% de vinazas. Esto Gltimo se puede deber a que
en el presente experimento se tuvo el doble de semanas que el reportado por Dos Santos et
al. (2013). Las 21.60 hojas obtenidas en el tratamiento 3, fue menor a las 45 hojas alcanzado
por Martinez et al. (2015) con fertilizacion convencional bajo invernadero a las 11 sdt. El
mayor peso fresco (558.78 y 485.76 g planta), obtenidos con el tratamiento testigo y con el
T3, respectivamente, fue menor a lo reportado por Martinez et al. (2015) para lechuga
(810.91 g planta™) a las 11 sdt; mientas que el rendimiento de 2.80 y 2.42 kg m™ con estos
mismos tratamientos, fueron menores al obtenido por Martinez et al. (2015) con 7.80 kg m™
con la misma densidad de siembra. Estas diferencias en el rendimiento se deben,
evidentemente, al mayor peso fresco por planta que dichos autores obtuvieron en cultivo
sobre suelo con fertilizacion convencional, en invernadero con control pasivo del climay en
un ambiente méas favorable para el cultivo de lechuga. Estos resultados evidencian la
viabilidad de utilizar las vinazas de la agroindustria del mezcal, en diluciones del 40 % para

el cultivo de lechuga, combinada con el 60% de la solucion nutritiva.
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2.3.2.2. Tomate
En el cultivo de tomate, se encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre

tratamientos en la altura de planta y el rendimiento. El testigo y los tratamientos 2 y 3, con
80-20 y 40-60% de vinaza y solucidn nutritiva, respectivamente, las plantas fueron més altas
sin diferencias significativas entre estos tratamientos. Contrariamente, la menor altura se
obtuvo con el tratamiento 1, que contenia el 100% de vinaza, sin solucion nutritiva (Cuadro
8). El mayor rendimiento del tratamiento 3, sin diferencia estadistica con el testigo, indica
que se puede usar la vinaza hasta el 40% sin afectar el rendimiento del tomate.

Cuadro 6. Variables de crecimiento y rendimiento de tomate y pepino con diferentes
combinaciones de vinazas y solucién nutritiva.

) Tomate Pepino
Tratamiento

Altura de planta  Rendimiento (kg  Peso de fruto? Rendimiento (kg

S

(cm) m?) (@) m?)

1 95.80 + 10.12° 7.74 £0.62° 254.71 + 27.22° 6.39 +2.31°

2 110.40 + 10.48%* 7.93 +£0.48° 267.09 + 31.92° 9.10 + 2.75°

3 104.00 + 11.04%® 9.14 + 0.55% 318.41 £ 46.87*  14.84+1.99°

4 100.00 + 12.02° 7.56 +0.76" 376.82 + 72.80° 15.70 + 2.21°

Testigo 121.20 + 18.94° 8.58 + 0.59° 283.98 £27.88°  19.72 + 1.45°
DMS 19.10 2.48 66.08 7.23
CV (%) 14.24 19.89 20.20 35.32

n=>5.0. +: desviacion estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p < 0.05). DMS= diferencia minima significativa. CV= coeficiente de

variacion.

Los tratamientos 2 y 3, que contenian 80-20 y 40-60% de vinaza y solucion nutritiva,
respectivamente, estimularon que las plantas de tomate alcanzaran alturas de 110.40y 104.00
cm, valores que son estadisticamente similares al testigo que tuvo 121.20 cm. Siendo estos

resultados similares a lo reportado por Jasso-de Rodriguez et al. (2019) para tomate tipo
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saladette en el mismo periodo de tiempo después del trasplante (120 cm) y mayor a lo
reportado por Roque-Enriquez et al. (2021) quienes tuvieron 86.80 cm de altura en plantas
de tomate cultivadas en bolsas de polietileno de 10 L con una mezcla de peat moss y perlita,
irrigadas con solucién nutritiva Steiner. Para el rendimiento se cosecharon siete racimos, los
mayores resultados se tuvieron con los tratamientos T3 y el testigo, los cuales produjeron
9.14 y 8.58 kg m equivalente a 2.40 y 2.15 kg planta™, respectivamente; resultados que
fueron similares a los 9.30 kg m obtenidos por Jasso-de Rodriguez et al. (2019) en cultivo
hidroponico de tomate sobre bolsas de plastico con perlita y peat moss 1:1, pero inferiores a
los 11.17 y 13.60 kg m™ obtenidos por Garcia-Leon et al. (2018) en tomates de variedades
tradicionales de crecimiento indeterminado cultivados sobre suelo y fertilizados de manera
convencional. Estas diferencias se deben al tipo de variedades y el sustrato utilizado ya que
en el presente estudio se usé una variedad de crecimiento determinado y sustrato a base de
bagazo de agave compostado en bolsas de polietileno. Los resultados obtenidos, muestran la
posibilidad de utilizar la combinacion del 40% de vinazas con 60% de solucion nutritiva para

el cultivo de tomate sin afectar el rendimiento.

2.3.2.3. Pepino
Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos para el peso del fruto

y rendimiento de pepino. Los tratamientos 3 y 4, con 40-60 y 20-80% de vinaza y solucién
nutritiva, respectivamente; no presentaron diferencias significativas. Los tratamientos 3 y 4
tuvieron los frutos de mayor peso en relacion con los demas tratamientos con 318 y 376 g,
respectivamente. EI mayor rendimiento de frutos lo tuvo el tratamiento testigo que fue
diferente estadisticamente a los tratamientos con vinaza, observandose que el rendimiento

disminuy6 con el incremento en la cantidad de vinaza (Figura 8).
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Figura 8. Rendimiento de pepino como respuesta a las combinaciones de vinazas y
solucion nutritiva en invernadero.

El mayor peso de frutos se obtuvo con los tratamientos 3 y 4 con 318.71 y 376.82 g,
respectivamente; los cuales son similares a lo reportado por Ldpez-Elias et al. (2011) con
337.00 g en pepino del mismo tipo que el presente estudio cultivado en suelo bajo
invernadero y fertilizado de manera convencional, pero superiores a los 205.50 g alcanzado
por Del Busto et al. (2018). El rendimiento de esta hortaliza fue significativamente superior
para el testigo, que produjo 19.72 kg m. Para los tratamientos que contenian vinazas en su
solucidn nutritiva, se tuvieron dos grupos significativamente diferentes entre T3y T4, y entre
T1y T2, con rendimientos intermedios (14.84 y 15.70 kg m) y bajos (6.39 y 9.10 kg m),
respectivamente. Los rendimientos de pepino de los tratamientos T3 y T4, estuvieron
cercanos a los 16.30 kg m2 encontrados por Lopez-Elias et al. (2011) en siembra directa bajo
invernadero. Si bien, el tratamiento T2 que contenia 80% de aporte de nutrientes de vinazas
de mezcal obtuvo rendimiento bajo en el presente estudio, se acerca a lo reportado por Del
Busto et al. (2018) con 11.38 kg m2 de pepino americano en siembra directa y fertilizado de

manera convencional. De manera general, el rendimiento de esta especie vegetal disminuyd
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de forma lineal (R? = 0.98, p < 0.01) y proporcional al aumento del porcentaje de vinaza en

la solucion nutritiva.

Los nutrientes disueltos en las vinazas, liberados de las estructuras organicas del agave
durante la coccion y fermentacién, como nitrégeno (Robles-Gonzélez et al. 2018), potasio
(Silva et al. 2019), calcio, sodio, magnesio, cobre, hierro, zinc (Sanchez-Lizérraga et al.
2018) se presentan en forma asimilable por las plantas y contribuyeron a complementar las
soluciones nutritivas utilizadas en el cultivo de lechuga, tomate y pepino de este estudio. Pero
al aumentar la concentracion de vinaza, como en los tratamientos T1y T2, los compuestos
fendlicos, alcoholes y acidos orgéanicos presentes (Sanchez-Lizarraga et al. 2018) pueden
afectar los puntos de elongacién radical, como lo obtenido en el experimento 1 y reportado
por Sousa et al. (2019), asi como afectar el desarrollo del cultivo y su rendimiento. Para
reducir los efectos adversos de la vinaza del mezcal en hortalizas, seria recomendable realizar
un pretratamiento para eliminar o disminuir la concentracion de dichos compuestos nocivos;
ya sea por medios fisicos como la 6smosis inversa (Silva et al. 2019) o por medios bioldgicos

como la digestidn anaerdbica (Moran-Salazar et al. 2016).

2.4. Conclusiones

La concentracion del 2.5% de vinaza del mezcal fue tdxica para las semillas de lechuga y
mayor del 10% inhibid su germinacion. Para las semillas de tomate y pepino el 20% fue
toxico, mientras que el indice de germinacién y de elongacién radicular, disminuyen al
aumentar la concentracion de vinazas. En semillas de tomate y pepino el 2.5 y 20%,
respectivamente provocaron hormesis; mientras que concentraciones mayores del 10%
inhiben la germinacion de las semillas de lechuga. EI mayor rendimiento de lechuga y tomate
se tuvo con 40 + 60% de vinazas y solucion nutritiva, mientras que, en pepino, se encontraron
los mayores rendimientos con 40 + 60 y 20 + 80% de vinazas y solucion nutritiva, pero fue

menor que el que tuvo el testigo. El rendimiento de pepino disminuy6 de forma lineal y
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proporcional al aumentar el porcentaje de vinazas del mezcal como complemento de la

solucién nutritiva.
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RESUMEN. Las vinazas de mezcal son residuos liquidos recalcitrantes con alta
carga organica y elementos disueltos, la cual puede ser utilizada en la nutricion de
plantas. El objetivo del trabajo fue evaluar la toxicidad de las vinazas del mezcal en
la germinacion de semillas y su efecto biofertilizante en el rendimiento de hortalizas.
Se realizaron dos experimentos en lechuga, tomate y pepino: 1) prueba de fitotoxici-
dad en la germinacion en semillas con diferentes concentraciones de vinaza (2.5, 5,
10, 20, 40, 80y 100%): y 2). Se evalu6 el efecto biofertilizante de las combinaciones
de 100-0, 80-20, 40-60 y 20-80% de vinaza y solucion nufritiva Steiner, y como
testigo el 100% de la solucion nutritiva; en ambos experimentos se utilizoé un disefio
completamente al azar. La concentracion del 2.5% de vinaza del mezcal, fue toxica
para las semillas de lechuga y mas del 10% inhibi6 su germinacién. Para semillas
de tomate el 20% resulté téxico, mientras que en semillas de pepino provoco
hormesis. La concentracion del 80% de vinazas inhibié la germinacion en semillas
de tomate. La combinacién: 40 + 60% de vinaza y solucion nutritiva aplicados en la
nutricion de lechuga y tomate, alcanzé los maximos valores de todas las variables
evaluadas. En pepino, el rendimiento disminuyé de forma lineal al aumentar el
porcentaje de vinaza como complemento de la solucion nutritiva.

Palabras clave: Biofertilizacion, fitotoxicidad, residuos de agave, sustrato, solucion
nutritiva.

ABSTRACT. Mezcal vinasses are recalcitrant liguid waste with a high organic
load and dissolved elements that can be used in plant nutrition. The objective
work was to evaluate the toxicity of mezcal vinasse on seed germination and
its biofertilizing effect on vegetable yield. Two experiments were carried out on
lettuce, tomato and cucumber: 1) germination phytotoxicity test in seeds with
different concentrations of vinasse (2.5, 5, 10, 20, 40, 80 and 100%); and 2) The
biofertilizing effect of the combinations of 100-0, 80-20, 40-60 and 20-80% vinasse
and Steiner nutrient solution was evaluated, and 100% of the nutrient solution as a
control. A completely randomized design was used in both experiments. The 2.5%
concentration of mezcal vinasse was toxic to lettuce seeds and greater than 10%
inhibited their germination. For tomato seeds the 20% was toxic, while in cucumber
seeds it caused hormesis. The 80% concentration of vinasses inhibited germination
in tomato seeds. The combination: 40 + 60% vinasse and nutrient solution applied in
the nutrition of lettuce and tomato, reached the maximum values of all the variables
evaluated. In cucumber, the yield decreased linearly with increasing the vinasse
percentage as a supplement to the nutrient solution.

Key words: Agave residues, biofertilization, phytotoxicity, nutrient solution,
substrate.
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Capitulo 3. Uso de vinazas de mezcal para producir metano por

co-digestion con estiércol de bovino
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3.1. Resumen

La industria del mezcal en México genera entre 53 y 90 millones de litros de vinazas
contaminantes al afio, aproximadamente, el 80% son vertidas al ambiente sin tratamiento.
Este estudio plantea la obtencidon de metano a partir de la co-digestion anaerdbica de vinazas
del mezcal con estiércol de bovino (EB) para su posible aprovechamiento. Se compararon
cinco mezclas de vinazas con estiércol en diferentes proporciones (v/v): 25-75, 50-50, 75-25,
100-0 y 0-100%, con seis repeticiones. Como reactores se utilizaron envases de vidrio de 496
mL con sello hermético, con 300 mL de volumen activo en condiciones mesofilicas (36 °C +
1 °C) durante diez dias. Se determinaron por triplicado el pH, sélidos totales (ST) y sélidos
volatiles (SV). Se midié el volumen (mL) de metano producido por dia y acumulado, y el
rendimiento metano (mL CHa g SV), normalizado a condiciones estandar (273.15 °K, 101
kPa). Los datos se analizaron por medio de ANOVA, prueba de Tukey y regresion no lineal
para modelar el crecimiento bacteriano de Gompertz. EI volumen acumulado de metano fue
mayor con las mezclas 0-100 y 75-25 con 286.23 y 286.40 de CHg4, respectivamente. El
rendimiento de metano fue mayor en las mezclas 100-0 y 75-25 con 28.27 y 22.77 mL CHas

g* SV, respectivamente. El modelo de crecimiento bacteriano de Gompertz mostré que el
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periodo de adaptacion de los microorganismos a las vinazas fue mayor en comparacion con
EB. La co-digestion de vinazas y estiércol de bovino en una proporcion de 75-25% mejord
la produccion de metano 26.7% con respecto a la digestion de vinazas solas y redujo el tiempo

de adaptacion de las bacterias a éstas en 4.12 dias.

Palabras clave: agave, residuos agroindustriales, biogas, biometano.

3.2. Abstract

The mezcal industry in Mexico generates between 53 and 90 million liters of polluting
vinasses per year, approximately 80% is discharged into the environment without treatment.
This study proposes obtaining methane from the anaerobic co-digestion of mezcal vinasses
with bovine manure (BM) for possible use. Five mixtures of vinasses with manure were
compared in different proportions (v/v): 25-75, 50-50, 75-25, 100-0 and 0-100%, with six
repetitions. As reactors, 496 mL hermetically sealed glass containers were used, with 300
mL of active volume under mesophilic conditions (36 °C + 1 °C) for ten days. The pH, total
solids (TS) and volatile solids (VS) were determined in triplicate. The volume (mL) of
methane produced per day and accumulated, and the methane yield (mL CH4 gt VS),
normalized to standard conditions (273.15 °K, 101 kPa), were measured. Data were analyzed
by ANOVA, Tukey's test, and nonlinear regression to model Gompertz bacterial growth. The
accumulated volume of methane was higher with the mixtures 0-100 and 75-25 with 286.23
and 286.40 NmL of CHg, respectively. The methane yield was higher in the 100-0 and 75-25
mixtures with 28.27 and 22.77 mL CHa4 g VS, respectively. The Gompertz bacterial growth
model showed that the adaptation period of the microorganisms to the vinasses was longer
compared to BM. The co-digestion of vinasses and bovine manure in a proportion of 75-25%
improved methane production by 26.7% with respect to the digestion of vinasses alone and

reduced the adaptation time of the bacteria to them by 4.12 days.

Keywords: agave, agroindustrial waste, biogas, biomethane.
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3.3. Introduccion

En México, el cultivo de cultivos de Agave como A. angustifolia Haw. y A. tequilana Weber
para producir mezcal y tequila, respectivamente, tiene relevancia socioeconomica y
ambiental. El estado de Oaxaca produce el 92.3% del mezcal en México; en 2018, la cadena
productiva agave-mezcal generéd 19,000 empleos directos y 85,000 indirectos, lo que la
convierte en la mayor actividad econémica del estado (CRM, 2019). Sin embargo, los
subproductos que genera esta agroindustria, bagazo y vinazas, tienen un fuerte impacto
ambiental cuando son vertidos sin tratamiento. Por cada litro de mezcal producido en una
fabrica con tecnologia intermedia se generan de 9 a 15 L de vinazas (Beltran et al., 2001;
Jiménez et al., 2006). En 2018, los estados mexicanos que fabricaban aguardientes de
especies de Agave con denominacion de origen protegida produjeron 5,914,200 L de mezcal
(CRM, 2019), generando al mismo tiempo entre 53,2 y 90 millones de L de vinazas. Se
estima que cada afio el 80% de vinazas se vierte directamente a rios, lagos y reservas de agua
o sistemas de drenaje municipal, asi como tierras agricolas, sin tratamiento (Rodriguez y de
La Cerna, 2017). Asi, en México, anualmente se vierten al ambiente entre 42,582,240 y
70,979,400 L de vinazas con efectos nocivos por su recalcitrancia, resistencia a la
degradacion bioldgica o quimica, y propiedades corrosivas y contaminantes (Cervantes-
Carrillo, 2008).

Por lo tanto, es urgente el tratamiento y aprovechamiento de este residuo. La recuperacion
de energia como metano a través de la digestion anaerdbica (DA) es una opcion (Arreola-
Vargas et al., 2016; Robles-Gonzéalez et al., 2012). Sin embargo, el pH acido y el alto
contenido de compuestos fendlicos y fertlicos derivados de la hidrélisis térmica de la lignina,
presente en las vinazas, podrian inhibir la metanogénesis (Chavez-Sifontes y Domine, 2010;
Paul et al., 2018). Investigaciones recientes han demostrado que, por su contenido de azUcar,
la vinaza del mezcal inoculada con estiércol de bovino es un sustrato eficiente para la DA
(Lopez-Velarde et al., 2020)
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Dado esto, la co-digestion o digestion simultanea de dos o mas sustratos mejora la DA y el
rendimiento de metano, utilizando el equilibrio de nutrientes y la mejora de la capacidad
amortiguadora del medio en digestion (Akyol et al., 2016); por ejemplo, la co-digestion de
estiércol de bovino y residuos de maiz en reactores discontinuos mejoro la produccién de
biogéas en un 92% cuando se utilizé una proporcion de estiércol de vaca/residuos de maiz de
10/5 en comparacion con una proporciéon de 10/1 (Abdoli et al., 2014); la co-digestion de
estiércol de Ilama (Lama glama), ovino (Ovis orientalis aries) y bovino (Bos primigenius
taurus) en un sistema semicontinuo incremento la produccion de metano en mas del 50% en
comparacion con el estiércol de llama solo (Alvarez y Lidén, 2009). Lopez-Velarde et al.
(Lopez-Velarde et al., 2019) mejoraron la capacidad amortiguadora de la mezcla utilizando
lodos activados y ajustando el pH a 7.00 para evaluar la adaptacion de vinazas a la
inoculacion en un reactor de flujo semicontinuo; ellos obtuvieron hasta 85.50 mL CH4 g SV
de vinazas. Sin embargo, quedan algunas dudas, especialmente cuando aumenta el contenido
de vinazas en las mezclas, sobre todo porque puede existir un efecto inhibidor al aumentar la
cantidad de vinazas en la co-digestion con otros sustratos. Al respecto, Gomez et al., (2019)
evaluaron la co-digestion de vinazas del mezcal y dos granulometrias de bagazo de agave (1
y 100 mm), inoculados con estiércol de cerdo y lodo granular, en reactores de flujo
discontinuo. La produccion de metano con 100 mm de bagazo disminuyé 76% al sustituir
12% del volumen de trabajo del reactor por vinazas y se detuvo después de 24% de

sustitucion.

Por lo tanto, es importante estudiar otras opciones para la co-digestion de las vinazas del
mezcal con sustratos abundantes localmente y disponibles en las zonas productoras de
mezcal, como el estiércol de bovino en diferentes proporciones, para determinar su nivel
optimo de uso en biodigestores. El objetivo del presente trabajo fue investigar la mejor
proporcion de co-digestion entre la vinaza de mezcal y el estiércol de bovino para obtener

metano en un sistema por lotes.
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3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Sustratos e in6culo

El estudio se realizé de enero a mayo de 2019 en el Laboratorio de Suelos del CIIDIR Oaxaca,
en Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca, México (17° 01' 30.3' 'N y 96° 43' 12.5" 'W, a 1530
msnm). El estiércol de bovino fue donado por el matadero municipal de Santa Cruz
Xoxocotlan, Oaxaca (Anexo 5). La vinaza se obtuvo al finalizar el proceso de destilacion en
la fabrica de mezcal “Don Agave”, ubicada en el municipio de Tlacolula de Matamoros,
Oaxaca (Anexo 6). La especie de agave utilizada fue Agave angustifolia Haw. Ambos
sustratos se almacenaron a 4 °C hasta su uso. El indculo se prepar6 a partir del efluente de un
biodigestor activo de una granja porcina en Santa Ana Zegache, Oaxaca. Una mezcla del
efluente, agua, vinazas y estiércol de bovino en relacion volumen/volumen (v/v) 4/2/1/1
respectivamente, fue preparada para su adaptacion (Angelidaki et al., 2009) e incubada en
condiciones mesdfilas (36 °C = 1 °C) en bafio maria en dos recipientes plasticos herméticos
de 10,1 L cada uno, con 9 L de volumen liquido por recipiente, durante 25 dias hasta que
cesd la produccion de gas. El pH, ST y SV de los sustratos e in6culo se determinaron por
triplicado segun APHA (APHA, 2012). El pH se determind con un potenciometro digital
marca Hanna (Hanna Instruments®), los ST y SV se determinaron en estufa a 105 °C y 550
°C, respectivamente, hasta peso constante con balanza analitica digital (modelo MSL, Marca
Metter Toledo®).

3.4.2. Disefo experimental y medicién de variables

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con seis repeticiones por tratamiento. Se
utilizaron cinco mezclas de vinazas del mezcal y estiércol de bovino (V-EB) en diferentes
proporciones porcentuales (v/v) como tratamientos sin ajuste de pH ni balance de ST para
reproducir las condiciones lo mas normales posible: 25-75, 50-50, 75-25, 100-0 y 0 -100. La
unidad experimental fue un frasco de vidrio con tapa metélica y cierre hermético de 496 mL,
con 300 mL de volumen activo, compuesto por 75 mL de mezcla V-EB, segun las

proporciones descritas anteriormente, 75 mL de agua para evitar la sobrecarga y mantener el
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contenido de ST por debajo del 10% que es optimo para el desempefio de la DA (Angelidaki
et al., 2009; Lorenzo-Acosta y Obaya-Abreu, 2005), y 150 mL de indculo previamente
preparado, y sumergido bafio maria en condiciones mesofilas (36 °C £ 1 °C) durante 10 dias
para promover la actividad metanogénica (Abdoli et al., 2014; Espinoza-Escalante et al.,
2009). El experimento se detuvo en el momento en que el volumen de biogas producido por
dia durante los ultimos tres dias era <1% del total de biogas acumulado (Holliger et al., 2016)
(Anexo 7).

El biogas producido por dia y acumulado durante el periodo de evaluacion, normalizado
(NmL) a temperatura y presion estandar (273.15 °K, 101.33 kPa), se obtuvo mediante la
ecuacion de la ley de los gases ideales (Holliger et al., 2016). El contenido de metano del
biogéas se determind por el método de desplazamiento volumétrico de una solucién de NaOH

al 5% (Viquez, 2017). El rendimiento de metano se obtuvo con la ecuacién 4:

Va* Y%cHa )

YcHat ( Ve (Ecuacion 4)

Donde Ycra es el rendimiento de metano (NmL CHa4 gt SV), Va es el volumen acumulado
de biogas durante el periodo del experimento (NmL CH4) y SVr es la cantidad de sélidos
volatiles agregada al reactor. El rendimiento de metano diario se calculé al dividir el

rendimiento acumulado entre 10 dias que duré el experimento.

3.4.3. Analisis de datos

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de diferencias minimas de Tukey (p
< 0.05) para las variables produccién acumulada de metano y rendimiento de metano; asi
como una regresion no lineal (p < 0.05) para ajustar el rendimiento de metano experimental
al modelo de crecimiento bacteriano de Gompertz, mostrado en la ecuacion 1, con el objetivo
de identificar las fases criticas de la DA como el inicio de produccion de metano y la fase de
adaptacion (Zwietering et al., 1990). El analisis estadistico se realizé usando el programa
SPSS en un nivel de confianza del 95% y p < 0.05.
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En este modelo se asume que la produccion de metano es proporcional a la actividad
microbiana. P es la prediccion de la produccion de metano en determinado periodo de tiempo
(t), A es el volumen acumulado de metano en un tiempo determinado (NmL CHa gt SV), zm
es la tasa maxima de rendimiento de metano (NmL CH4 g SV d), definida por la tangente
de la pendiente en la fase de crecimiento exponencial de las bacterias, y A es el periodo de

adaptacion (d) definido por el intercepto de la recta de la pendiente con el eje x (Figura 6).

3.5. Resultados y discusion

3.5.1. Caracterizacion del in6culo, sustratos y mezclas

En el Cuadro 9 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del indculo,
sustratos y mezclas usadas. La vinaza fresca present6 pH acido en comparacion con el EB.
El pH del in6culo fue ligeramente alcalino, mayor que la vinaza. El contenido de ST y SV de
la vinaza fue inferior al del in6culo y EB. Las mezclas de V-EB con mayor contenido de
vinaza presentaron pH mas acido que aquellas con mayor contenido de estiércol. La mezcla
100-0 presentd el menor contenido de ST y SV; mientras que la mezcla 0-100 el mayor
contenido.

Cuadro 7. Caracterizacién fisicoquimica del sustrato, in6culo y mezclas vinazas-estiércol
bovino (V-EB) utilizadas en el experimento de co-digestion anaerobia.

Inéculo / sustratos Mezclas de V-EB (%)
Parametros
I Vv EB 100-0 75-25 50-50 25-75 0-100
X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE
pH 475 005 352 004 7.98 011 549 003 639 003 677 003 7.19 004 7.74 0.03
ST (%) 655 0.14 493 017 218 059 38 011 538 023 62 018 751 018 879 0.13

ST (g L'l) 64.7 0.72 462 201 243 8.23 37 057 546 3.04 624 157 721 394 90.6 3.99

SV (g L'l) 544 0.68 423 160 193 6.02 26.7 0.60 42 207 482 123 568 316 66.2 5.00

| indculo, V vinazas, EB estiércol de bovino, X media, DE desviacion estandar, ST
solidos totales, SV solidos volatiles.
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La acidez de las vinazas esta determinada por el contenido de acidos organicos, como el
acetato, que se sintetiza durante la fermentacion de los azucares del agave para obtener
alcohol; por lo tanto, a medida que aumenta la vinaza en la mezcla, el pH se vuelve &cido.
Por otro lado, la adicion de estiércol bovino a la mezcla aument6 el pH a un nivel adecuado
para la metanogénesis. El pH de la V fresca (3.52) fue similar a lo reportado por otros estudios
(Gomez et al., 2019; Villalobos et al., 2009) para vinazas del mezcal con valores entre 3.50
y 3.80, pero menor a lo reportado por (Gomez et al., 2019) con 3.90 y por (Lopez-Velarde et
al., 2019) con 4.77. El pH inicial de las mezclas estudiadas se encontraba en los niveles
Optimos para la DA (6.8 y 7.4). Por otro lado, Gomez et al. (2019), quienes estudiaron la
produccidn de metano a partir de la co-digestion de bagazo de A. angustifolia y vinazas del
mezcal, inoculado con estiércol de porcino y lodo granular; obtuvieron produccién de metano
con pH ligeramente acidos, observaron inhibiciones a la DA con pH inferior a 5.00. Por su
parte Espinoza-Escalante et al. (2009), plantean que la DA de vinazas del tequila, que son
similares a las del mezcal, puede realizarse con ligeros ajustes del pH de 3.50 a 5.80. Se
necesitan mas pruebas para conocer los niveles inhibitorios del pH en la DA de vinazas del

mezcal, y si dicho efecto se ve disminuido al usar in6culos adaptados al sustrato.

El contenido de ST de las vinazas estudiadas (46.18 g L) coincide con el contenido de ST
en vinazas (43.4 g L) obtenidas de una fabrica de mezcal de tipo industrial de Oaxaca
(Villalobos et al., 2009) e inferior al de una fabrica de tipo artesanal (91- 94.7 g L), (Gomez
et al., 2019). Por su parte (Lopez-Velarde et al., 2019) reportaron 49.17 g L de ST en
vinazas del mezcal de una fabrica de San Luis Potosi, similar a lo encontrado en este estudio.
En cambio, el contenido de SV de la vinaza fresca (42.32 g L) fue inferior a lo reportado
por Gomez et al. (2019) en vinazas de mezcal (72 g L™) de una fabrica artesanal y por Cruz-
Salomon et al. (2017) en vinazas de licor Comiteco (62.90 g L), destilado de Agave
americana L. En cuanto al contenido de ST, éste fue menor al 10% en todas las mezclas de
V-EB, valor debajo del cual la DA “suele operar en mejores condiciones” (Lorenzo-Acosta

y Obaya-Abreu, 2005); aunque, en contraste, Yi et al. (2014) encontraron que el desempefio
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de la DA mejoré al aumentar el contenido de ST de 5 al 20% en reactores alimentados con
residuos de comida. Se deben hacer méas estudios para evaluar el efecto del incremento de ST
en la co-digestion de V-EB. Asi mismo, el contenido de SV de dichas mezclas se encontro
en el rango de 20y 60 g L%, recomendado por Holliger et al. (2016) para este tipo de estudios,

excepto por el tratamiento 0-100 que estuvo ligeramente por arriba de ese nivel (66.24 g L~
1)_

3.5.2. Cambios de pH

El pH del medio disminuyo significativamente (p < 0.0001) al final del experimento (5.64,

+0.87) en comparacion con el pH inicial (6.70, £0.78) en todas las mezclas en estudio. La

mayor disminucion se observo en las mezclas con mayor contenido de EB (Figura 9).
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Figura 9. Cambios de pH de las mezclas de vinazas del mezcal y estiércol de bovino
(V-EB) al inicio y al final del experimento.

Las bacterias sintetizan AGV durante la etapa acidogénica para la sintesis de metano por
parte de las arqueas, por lo que es normal que los valores de pH de las mezclas durante la
digestion anaerdbica disminuyan (Khanal, 2009; Pibul y Towprayoon, 2015). La variacion
de pH al final del proceso de digestion anaerdbica es esperable cuando no se agrega
acondicionador de pH (Gomez et al., 2019), como en el presente estudio. La mayor y mas

significativa variacion de pH en las mezclas con mayor contenido de estiércol bovino podria
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deberse a una mayor produccion de AGV, asociada a un mayor contenido de sélidos totales
facilmente biodegradables utilizados para su sintesis, como los azlcares disueltos (Parra-
Orobio et al., 2015).

3.5.3. Produccién de metano

El volumen acumulado de metano fue significativamente diferente (p < 0,05) entre las
mezclas de V-EB. EI mayor volumen se obtuvo con las mezclas 0-100 y 75-25, sin diferencia
significativa entre ellas, y el menor volumen con las mezclas 25-75 y 50-50. La mezcla 100-

0 produjo un volumen intermedio de metano (Figura 10).
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Figura 10. Volumen acumulado de metano de las mezclas de V-EB evaluadas.
Letras distintas en la misma serie indican diferencias significativas entre tratamientos (p <
0.05).

Los sustratos como la vinaza con materia organica disuelta y azUcares altamente degradables
permiten obtener mayores rendimientos de metano (Yi et al., 2014). Esto se observé en los
resultados de rendimiento de metano de la mezcla 100-0. Las pifias de agave son ricas en
fructanos (Chavez-Parga et al., 2016; Vera-Guzman et al. (2009) que durante el cocimiento,
son hidrolizados en azlcares fermentables principalmente fructosa, glucosa, xilosa y maltosa
en diferentes concentraciones de acuerdo al grado de madurez de la planta, susceptibles a la
accion microbiana durante la fermentacion para la sintesis de alcohol (Michel-Cuello et al.,
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2008); sin embargo, una porcion de aztcares no logran ser fermentados y pasan a las vinazas;
por ejemplo, Vera-Guzman et al. (2009) encontraron 77.1 mg g de azlcares totales (14%
del total inicial) en el mosto posterior a la fermentacion, y Lopez-Velarde et al. (2019)
reportaron 51 mg g de azlcares totales en las vinazas. Estos azlicares que estan presentes
en la vinaza (Espinoza-Escalante et al., 2009) son utilizados por las bacterias durante la DA
como fuente de energia, al igual que otros compuestos organicos suspendidos, para la
obtencion de metano. En el caso de la mezcla V-EB 75-25, la comunidad bacteriana presente
en el estiércol bovino utiliza estos azlcares y las condiciones de pH optimizado para producir
metano. Las mezclas 75-25 y 0-100 tuvieron la mayor produccién acumulada de metano con
286.40 y 286.23 NmL de CHya, respectivamente. La mezcla 100-0 produjo 225.98 NmL de
CHa, ocupando el tercer lugar; la mezcla 75-25 produjo 26.70% méas metano que la mezcla
100-0, lo que indica que la co-digestion vinazas-estiércol de bovino puede utilizarse para

mejorar la produccion de metano a partir de las vinazas de mezcal.

3.5.4. Cinética de la produccion de metano

La curva cinética bacteriana coincidié con el crecimiento del modelo de prediccion de
Gompertz. Las mezclas con mayor contenido de vinazas obtuvieron un mayor rendimiento
de metano acumulado, mientras que las mezclas con mayor contenido de EB presentaron
rendimientos menores; ademas, produjeron el 80% del metano producido en los primeros
cuatro dias, mientras que la mezcla 100-0 obtuvo esa produccion a los seis dias, lo que indica
que la co-digestion con EB redujo en dos dias el tiempo de digestion de las vinazas (Figura
11).
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Figura 11. Cinética del rendimiento de metano de las mezclas de V-EB durante el
periodo experimental.

El rendimiento de metano expresa el volumen de metano producido por gramo de s6lidos
volatiles invertidos en el sistema; esto explica que a pesar de tener menor produccién
acumulada (Figura 11), en el tratamiento 100-0 el rendimiento de metano fue mayor (28.27
NmL CHa g SV) en comparacion con la mezcla 0-100 (14.43 NmL CH4 g SV). En cuanto
al comportamiento de la curva de rendimiento, la tasa de conversion de sustratos complejos
como las vinazas con pH acido presenta una etapa de hidrolisis mas prolongada al inicio de
la digestion anaerobia, lo que se evidencié en la curva de rendimiento de metano en forma
de “S”. En cambio, sustratos mas simples con propiedades mas equilibradas, como pH neutro
en mezclas con estiércol bovino, tienen periodos de incubacién mas cortos, como se

evidencia en la curva en forma de “L” invertida (Ware y Power, 2017).

El rendimiento acumulado de metano estimado por el modelo de Gompertz se ajusté a los
resultados obtenidos en el experimento con valores de R? cercanos a 1 (Cuadro 10). La
cinética bacteriana para cada una de las mezclas de V-EB describi6 el comportamiento de
crecimiento bacteriano esperado por el modelo tedrico. La combinacion 100-0 tuvo la tasa
de rendimiento acumulada y diaria mas alta; sin embargo, tuvo la mayor fase de adaptacion
debido al menor valor de pH (Figura 9). Esto implica la necesidad de considerar un mayor
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tiempo de retencion hidraulica y reactores mas grandes, o en el mejor de los casos, ajuste de
pH. Por otro lado, en las mezclas con EB, la degradacion comenzo antes de su preparacion,
indicado por los valores negativos de A. Este fendmeno posiblemente sea causado por la
actividad microbioldgica presente en el estiércol antes de iniciar la digestion anaerdbica en
el reactor, lo que podria iniciar la digestion de las vinazas en un tiempo mas corto, es decir,
el periodo de adaptacion de la mezcla 75-25 fue -1.83, lo que significa que la produccion de
metano comenzo 4.12 dias antes que en la mezcla 100-0 y tuvo el mejor desempefio con
respecto a la tasa maxima de produccion de metano por dia y la produccién acumulada de
metano, comparable a la mezcla 100-0. Esto indica que la co-digestion de vinazas con
estiércol de bovino en la proporcion 75-25 favorece mejor el proceso de tratamiento de
digestion anaerobia de las vinazas de mezcal.

Cuadro 8. Resultados del modelo de crecimiento de Gompertz para la prediccion de la

produccion de metano en las mezclas de vinazas del mezcal y estiércol de bovino (V-EB)
evaluadas.

A Hm A R?
Mezclas V-EB  (NmL CHsg?SV)  (NmL CHsglSvd?') (d) ajustado
100-0 28.97 9.03 2.29 0.994
75-25 22.64 10.09 -1.83 0.998
50-50 12.08 3.68 -1.56 0.992
25-75 10.54 1.44 -0.17 0.999
0-100 14.44 3.02 -0.37 0.998

V-EB vinazas-estiércol de bovino, A volumen acumulado de metano, pm tasa maxima del

rendimiento de metano por dia, A periodo de adaptacion.

3.5. Conclusiones

La co-digestion de vinazas del mezcal y estiércol de bovino elevo el pH y anticipo el inicio

de la digestion anaerobia en 2 dias. La mezcla 75-25 vinazas-estiércol bovino obtuvo la
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mayor produccion acumulada de metano, con 286.40 NmL CHa, lo que fue 26.7% mas

metano que las vinazas solas.

El mayor rendimiento de metano se produjo con la mezcla 100-0, con 28.27 NmL CH4 g*
SV, seguida de la mezcla 75-25 con 22.8 NmL CH. g* SV. La mezcla 100-0 presento el
periodo de adaptacion més prolongado de la digestion anaerobia, 2.29 dias.

La co-digestion de vinazas y estiércol de bovino en la proporcion 75-25 fue la mejor mezcla
para mejorar el proceso de digestion anaerodbica de las vinazas de mezcal y acorto el periodo
de adaptacion bacteriana a 4.12 dias.
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bactorizes a dstas on 4012 dias.
Palabras dawe: agave, residuns agroindusiriales, biogls,
bicmetanao.

ABSTRACT

Thse biest co-digestion ratio between mezral vinassas
and bovine manure was irvastigated to produsce mathane
Frew virzssas and bowing manurs mixheres in different pro-
portions were compared (W) 2575, S0-50, 7525, 100-0,
and 0-100, with six replications. As reactors, 436 ml glass
containes with hermatic seal wers used, with 300 mlL of
sctive wolurms undsr maesophilic conditions (36 + 1 °C) for
10 daws Tha pH, total solids, and wolatils solids of winasses,
bovwina manwra, and thair mistures wore detarmined intrpli-
cate. The mathane acoumubibed volumae was greaterwith tha
0-100 and 7575, followed by the: 100-0, with 28633, 38540,
and 73548 Mml III-I‘,. raspectively. Methana yield wes higher
with 100-0 and 75-25 with 2227 and 72.77 Nml |:|-|' g’
wolatile solids, respectively. The Gompertz bacterial growth
model showad that the micro-onganisms adaptation period
in virmassas was longer than in bovine manawre. Co-digestion
of vinassas and bowing manars inproportion 75-25 S impro-
weud thee mirthane producton by 26.7 % with respsct o the
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digastion of vinassas alone, 2nd reduced the adaptation tima
of bacteria bo vinzeses by 4.12 days.

Kay words: agava, agro-industrial waste, bicgas, biomatha-
na.

INTRODUCTION

I Migotioo, the growing of Agave crops swch 2= A on-
gustifolis Haw. and 4 tequilans Weber toprodune mezcal and
tegula, repectinaly, b sodoeconomic and envircormantal
relewance. Tha state of Caxaca produces 923 % of mancal in
Maxioo; in 2018, the agawe-mezcal production chain gen-
erated 13,000 direct jobs and 85,000 indirect jobs, making
it the greatest economic actiity in the state (CRM, 30159
Howauer, the by-products that this agro-industry genarates,
bagams and winasses, have a strong emvironmental impact
whien dischanged without treatment. For ey liter of mezcal
produced in a factory with intermediate technology, 99015
L of winasses are generated [Baltran of o, 2001; ménee ot
al, 2008y Im 2018, the Mexican statos that manufactured
spirits fom Agove spedes with a protected designation of
onigin, produced 5,914,200 L of mazol ((RM, 2015, ganar-
ating at the sama timae babseen 53,227,500 and 25,712,000
L of vinassas. It i sstimated that each year 30 % of vinassas
& dizcharged directly indo mvers, lakes, and water resaras
or muricipal drainage systams, as well = agricultural land,
without treatment (Rodriguer and De La Corna, 2007). Thus,
in Mexico, anmually betwean 42,582,240 and 70,579400 L of
winassas ana spilled inbo the ervircnment with hamiful effects
due io its recaldiranca, resistancs io biological or chemical
deqgradation, and corosive and comtaminating proparties
[Carvante=-Camilo, 2008; Horediz-Solis ot ai, 2014

Tharefors, the traatment and use of this resdus are
urgemtly meeded. Energy mecowery as mathane
anaarobic digestion (ALY i one option |Robles-Gonzdler ot
al, 7012; Areolz-Vargas of al, 2016). Howaver, the acdic pH
and hiigh contant of phenalic and ferulic compounds derved
fromn tha tharmal Fredrobysis of lignin, which is present in vi-
nassas, might inhibit methanogenssis (Thaver and Domins,
2010 Pl of of, 2015) Recant resaarch hae shown that dua
o its sugar content, mazcal vinassas imooulated with bovina
manurs = an eficent substrate for AD Lopse Velarde of ol
MOl

Given this, mo-digestion or simultaneous digestion
of two or moes substrates, improwes AD and matharae wsld,

Violurmen XXV, Nomero 2

¥
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Evaluacion de biodigestores tubulares a escala real para producir biogas
y biofertilizante a partir de vinazas de mezcal

Zelaya-Benavidez, EA; Morales, I; Martinez-Gutiérrez, GA*

Instituto Politécnico Nacional - Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-IPN-OAXACA). Hornos No. 1003, Col. Noche
Buena, Municipio de Santa Cruz Xoxocotlan C.P. 71230, Oaxaca, México. Teléfono: (951)
5170610 Ext. 82786. “Autor para correspondencia: gamartinezg@ipn.mx

4.1. Resumen

Los biodigestores tubulares son una tecnologia apropiada para tratar y aprovechar los
desechos organicos como las vinazas del mezcal, que son residuos con alta carga organica y
propiedades recalcitrantes, pero que tiene el potencial para obtener biogas y biofertilizante.
El objetivo de este estudio fue evaluar el desempefio de biodigestores tubulares en
condiciones reales para producir biogas y biofertilizante a partir de vinazas del mezcal. Se
uso6 un disefio de arreglo factorial anidado de 3x3x3x7, que corresponden a tres biodigestores
tubulares de 5,000 L cada uno, tres puntos de muestreo por biodigestor, tres ciclos de
digestion de vinazas y siete semanas de digestion por cada ciclo. La estabilidad de la
digestion anaerobica se evalu6 por medio de la relacion de AGV/AT vy el pH. Se midié la
produccién de biogds por semana y acumulada. Se determinaron las caracteristicas
fisicoquimicas y el contenido de nutrientes del biofertilizante obtenido al final del tercer
ciclo. Se realiz6 un andlisis de varianza factorial y una prueba de comparacion de medias
(Tukey, p < 0.05). En todos los puntos de muestro de los tres biodigestores durante los tres
ciclos de digestion evaluados, el pH se mantuvo dentro de los limites optimos para la
metanogénesis que son 6.80 y 8.20. Los valores de la relacion AGV/AT se mantuvieron por
debajo de 0.60, optimo para la digestion anaerdbica, tanto al inicio como al final de cada
ciclo de digestién; pero superaron ese nivel en las primera y segunda semana después de la

alimentacion de los biodigestores. La produccién de biogas fue mayor durante las semanas 1
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y 2 de digestion después de realizada la carga de las vinazas y disminuyd a partir de la tercera
semana. La produccién acumulada de biogas al final de cada ciclo de digestion fue en
promedio de 9,680.82 L en los tres biodigestores. El porcentaje de metano en el biogés fue
de 66.12%, siendo un gas combustible. En cuanto al biofertilizante producido en los tres
biodigestores, a excepcion del S, en promedio el contenido de los elementos aportados, asi
como los valores de pH y CE, fue mayor que las concentraciones requeridas para la solucion
nutritiva universal de Steiner. La utilizacion de biodigestores de 5,000 litros puede ser una
alternativa para la produccion de biogas y biofertilizantes a partir de vinazas de mezcal en

los palenques artesanales de produccién de mezcal.

Palabras clave: agaves, digestion anaerdbica, relacion AGV/AT, residuos, agroindustria

4.2. Abstract

Tubular biodigesters are an appropriate technology to treat and take advantage of organic
waste such as mezcal vinasses, which are waste with a high organic load and recalcitrant
properties, but which has the potential to obtain biogas and biofertilizer. The objective of this
study was to evaluate the performance of tubular biodigesters in real conditions to produce
biogas and biofertilizer from mezcal vinasses. A nested factorial arrangement design of
3x3x3x7 was used, corresponding to three tubular biodigesters of 5,000 L each, three
sampling points per biodigester, three cycles of vinasse digestion and seven weeks of
digestion for each cycle. The stability of the anaerobic digestion was evaluated by means of
the VFA/TA ratio and the pH. Biogas production per week and accumulated was measured.
The physicochemical characteristics and the nutrient content of the biofertilizer obtained at
the end of the third cycle were determined. A factorial analysis of variance and a mean
comparison test (Tukey, p < 0.05) were performed. At all the sampling points of the three
biodigesters during the three digestion cycles evaluated, the pH remained within the optimal
limits for methanogenesis, which are 6.80 and 8.20. The VFA/TA ratio values were kept

below 0.60, optimal for anaerobic digestion, both at the beginning and at the end of each
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digestion cycle; but they exceeded that level in the first and second week after feeding the
biodigesters. Biogas production was higher during weeks 1 and 2 of digestion after the
vinasses were loaded and decreased from the third week. The accumulated production of
biogas at the end of each digestion cycle was an average of 9,680.82 L in the three
biodigesters. The percentage of methane in the biogas was 66.12%, being a fuel gas.
Regarding the biofertilizer produced in the three biodigesters, with the exception of S, on
average the content of the elements provided, as well as the pH and EC values, was higher
than the concentrations required for Steiner's universal nutrient solution. The use of 5,000 L
biodigesters can be an alternative for the production of biogas and biofertilizers from mezcal

vinasses in the artisan palenques of mezcal production.

Keywords: agaves, anaerobic digestion, VFA/TA ratio, wastes, agroindustry

4.3. Introduccion

Los biodigestores tubulares estan siendo implementados en diferentes regiones del mundo
como tecnologia apropiada para tratar y aprovechar los desechos organicos generados en la
agricultura y la ganaderia (Garfi et al., 2016). Su implementacién contribuye a disminuir la
emisién de gases de efecto invernadero como el metano (Bruun et al., 2014) al convertir la
materia organica en biogas por medio de la digestion anaerdbica (Lyu et al., 2018). Dicha
digestion reduce la carga contaminante de los desechos y permite la mineralizacion de
nutrientes para su aprovechamiento en la agricultura como biofertilizante (Lansing et al.,
2010). Su aplicacion en sectores como la agroindustria del mezcal que genera residuos como
las vinazas con alta carga organica y propiedades recalcitrantes, tiene el potencial para ser
aprovechadas en la produccion de biogas y digestato, también denominado biofertilizante.
Se estima que cerca de 90 millones de litros de vinazas son generadas cada afio (CRM, 2019)
y el 80% de éstas son vertidas al suelo y fuentes de agua sin tratamiento ni aprovechamiento

(Rodriguez y De La Cerna 2017), con efectos nocivos para la flora y la fauna (Sanchez-
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Lizarraga et al., 2018), por lo que su tratamiento y posterior aprovechamiento de manera

segura es especialmente relevante.

Las vinazas, tanto las de mezcal como las de tequila, tienen potencial para producir biogas
por medio de co-digestion anaerdbica con estiércol de ganado como estrategia para
estabilizar el proceso (Gémez et al., 2019) y conseguir una adecuada adaptacion de las
bacterias y arqueas a sus condiciones fisicoquimicas (Lopez-Velarde et al., 2019, 2020). Sin
embargo, el uso de biodigestores debe adaptarse también a las condiciones del usuario final.
Al respecto, se han evaluado para el sector tequilero, modelos de biodigestores industriales
a escala de laboratorio y de prototipo que pueden resultar relativamente costosos y
técnicamente complejos, por lo que implica el control de la temperaturay de la carga orgénica
de las vinazas (Arreola-Vargas et al., 2016), asi como mecanismos de fijacion de biomasa en

el interior de los reactores como el reactor de lecho empacado (Arreola-Vargas et al., 2018).

Por otro lado, la evaluacion de biodigestores en condiciones reales permite conocer la
eficiencia y limitaciones de los biodigestores con el objetivo de mejorar los planes de
intervencion y politicas publicas sobre este tema (Mukeshimana et al., 2021; Rogers, 1983).
Se ha reportado la evaluacién de biodigestores tubulares de bajo costo a escala real para
producir energia y obtener fertilizante a partir de estiércol de bovinos (Castro et al., 2017),
de porcinos (Lansing et al., 2008, 2010) y residuos de mataderos (Marti-Herrero et al. 2016).
No obstante, la evaluacion de biodigestores tubulares en campo para la produccion de biogas

y biofertilizante a partir de vinazas de mezcal permanece sin ser reportada.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el comportamiento de
biodigestores tubulares en condiciones reales para obtener biogas y biofertilizante a partir de

las vinazas del mezcal.

4.4. Materiales y métodos

4.4.1. Ubicacion y condiciones experimentales
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El experimento durd 21 semanas, del 6 de noviembre de 2021 al 31 de marzo del 2022. Se
estableci6 en la fabrica de mezcal de “Productores magueyeros de agave azul de los Valles
de Tlacolula S.P.R. de R.1.”, en las coordenadas 16° 56"38"" Ny -96° 25"19"" O; a una altitud
de 1600 msnm (Anexo 8). Durante el periodo del estudio la temperatura ambiental promedio
fue 18.1 °C, con temperatura diurna promedio 23.9 °C, nocturna 12.3 °C y humedad relativa
de 59.7% (Figura 12). Las variables climaticas se registraron en el sitio del experimento
durante todo el periodo del estudio cada 10 min las 24 h del dia, con sensores HOBO® ProVv2
(Onset, EUA) (Anexo 9). En dicha fabrica, destilan mezcal a partir de agave espadin (Agave
angustifolia Haw) cada 45 dias, generando 5,000 L de vinazas en cada lote de produccién,

las cuales depositaban en un foso de infiltracion en un extremo de su terreno (Anexo 10).

Temperatura y humedad relativa del ambiente en el sitio experimental
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Figura 12. Temperatura ambiental y humedad relativa promedio durante el periodo
de evaluacion de los biodigestores.

4.4.2. Disefio experimental
El disefio utilizado fue un arreglo factorial anidado de 3x3x3x7, que corresponden a tres
biodigestores, tres puntos de muestreo por biodigestor, tres ciclos de digestion y siete

semanas de digestion por cada ciclo. Los ciclos corresponden al periodo de digestion o
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tiempo de retencion de las vinazas dentro de los biodigestores de acuerdo con lo
recomendado por Marti-Herrero (2019); y considerando los ciclos de produccion de vinazas
en la fabrica. Se instalaron tres biodigestores tubulares en fosas excavadas en el suelo de
1x1x5 m de anchura, profundidad y longitud; respectivamente (Anexo 11-14). EI volumen
liquido de cada unidad fue de 5,000 L cada uno funcionando en flujo discontinuo de manera
independiente entre si, sin agitacion interna ni control de temperatura; fabricados con lona
de PVC reforzada con poliéster, tubos de PVC de 101.60 mm de didmetro para la entrada y
salida de los residuos y del biofertilizante, respectivamente; manguera de polietileno de 12.70
mm de diametro para la conduccion del biogas, una valvula para controlar el flujo del gas,
un medidor de gas y una vélvula de alivio de la presion (Marti-Herrero, 2019) (Anexo 15).
Los tres puntos de muestreo del sustrato en digestion por biodigestor se ubicaron en el nivel
superior (1), medio (2) e inferior (3) (Figura 13).

Salida del
biogds

Biogas N %&E,

Entrada | |3 1

Im

% Sustrato % 2
Valvula 0.8m

de alivio 3 % Salida

5m

8 Punto de muestreo

Figura 13. Biodigestores tubulares colocados sobre el suelo a un costado de un
palenque mezcalero en Tlacolula de Matamoros, Oaxaca.

4.4.3. Manejo del experimento
Cada biodigestor fue inoculado con una mezcla de estiércol fresco de bovino (LOopez-Velarde
et al., 2020) y agua en proporcion 1:3 (Anexo 16 y 17) para garantizar el arranque y lograr

la poblacién microbiana encargada de la digestion anaerdbica, durante 30 dias (Castro et al.,
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2017). En el momento de la alimentacion de los biodigestores con las vinazas del mezcal,
denominado semana cero, se sustituyd 1/3 del volumen liquido en cada biodigestor (1,666 L)
con vinazas para iniciar cada ciclo de digestion y lograr la adaptacion del microbiota a este
sustrato de acuerdo con Lépez-Velarde et al., (2019). Para regular el pH de las vinazas antes
de introducirlas a cada biodigestor, se agrego 25 kg de cal (CALIDRA®) (Anexo 18 y 19)
para elevar el pH a 7.71, considerado dentro del rango 6ptimo para la digestion anaerdbica
entre 6.80 y 8.20 (Fotidis et al., 2016). La vinaza se introdujo a los biodigestores por medio
de mangueras de 50.8 mm de diametro y 20 m de longitud usando una motobomba a gasolina
marca Honda®, con caudal de 200 L/min (Anexo 20). Después de concluidas las siete
semanas de evaluacion de cada ciclo, se repitio el procedimiento anteriormente descrito hasta

completar los tres ciclos de digestion evaluados.

4.4.4. Métodos analiticos

Se determind el contenido de solidos totales (ST) y de sélidos volétiles (SV) por el método
gravimétrico del indculo (AOAC, 2003), de las vinazas y las mezclas utilizadas dentro de
cada biodigestor en cada ciclo de alimentacion; asi como el pH y la CE (AOAC, 2003)
(Cuadro 11).

Cuadro 9. Caracteristicas fisicoquimicas iniciales del indculo, vinazas y mezclas en digestion
utilizadas en biodigestores tubulares alimentados con vinazas del mezcal.

Vinazas Sustrato en biodigestores
Pardmetro Inéculo
frescas 1 2 3
ST (%) 7.26+0.04 184+0.14 3.84+250 1.37+0.06 2.08+0.08

ST(gL?Y)  7519#0.04 18.40+151 36.93+159 13.60+0.60 20.60 +1.00
SV(gL?Y)  41.40+1.74 506+0.90 11.46+0.83 6.2040.20  9.930.76
pH 6.45+0.07 4.07+0.01 7.69+0.02 7.80+0.02  7.74+0.04
CE(dSm?) 3.06+0.04 2382002 395+0.03 3.85+0.02  3.900.08

ST sélidos totales, SV sélidos volatiles, CE conductividad eléctrica.
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Durante las siete semanas de monitoreo de cada ciclo de digestion, se recolectaron una vez
por semana 400 mL de mezcla en digestion por cada punto de muestreo (Anexo 21). La
muestra fue transportada en una hielera a 4 °C para ser analizada en el laboratorio de suelos
del CIIDIR-IPN-Oaxaca el mismo dia en que fue recolectada (Anexo 22 y 23). Se midio el
pH con un potenciometro digital marca Hanna (Hanna Instruments®) (AOAC, 2003). Por
titulacion con &cido sulfurico 0.1N (Jobling et al., 2014), se midieron los acidos grasos
volatiles (AGV) en mg &cido acético L™ y la alcalinidad total (AT) en mg CaCOs L. Todos
los analisis se realizaron por triplicado. La estabilidad de la digestion anaerdbica se evalud
por medio de la relacién de AGV/AT y el pH (Jobling et al. 2014).

Se midio la produccion de biogas acumulada por semana y la produccién acumulada por
ciclo utilizando un medidor de gas de diafragma de baja presion anal6gico comercial marca
KEUK DONG KI JEONG®; asi como el contenido de metano del biogas por medio del
desplazamiento volumétrico con una solucion de KOH al 20% (Abdel-Hadi, 2008) (Anexo
24). La produccion de biogas fue normalizada a condiciones estandar (273.15 °K y 101.33
kPa) de acuerdo con Holliger et al. (2016).

Al inicio del tercer ciclo de digestion, se recolect6 un litro de vinazas frescas; mientras que
al final de dicho ciclo se recolect6 un litro de biofertilizante por cada biodigestor (Anexo 25).
Las muestras fueron refrigeradas a 4 °C para su posterior analisis y determinacion de sus
caracteristicas fisicoquimicas; asi como de su contenido de macro y microelementos en el
laboratorio de analisis de suelos y nutricién de Fertilab de Suelos S. de R.L. En el
biofertilizante y en la vinaza fresca, se determiné el pH segin la NMX-FF-109-SCFI1-2007,
la CE segln laNMX-FF-109-SCFI-2008. El nitrégeno se determino por el método de Dumas.
Para determinar P, K, Ca, Mg, Na, S, Fe, Cu, Mn, Zn y B se utiliz6 el método de digestion
en microondas/ICP (inductive coupling plasma). La humedad se determiné por el método
gravimétrico; la materia organica, cenizas y carbono por calcinacion y la relacién C/N se

determind en base seca (Anexo 26).
4.4.5. Analisis de datos
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Los factores de variacion que se consideraron fueron: biodigestor, punto de muestreo, ciclo
de digestion y semana de muestreo. Para comprobar los supuestos de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene), se realiz6 una
transformacion de los datos de pH, AGV, AT vy relacién de AGV/AT mediante la funcion
inversa de rangos medios; ya que los originales no cumplian con una distribucion normal de
la varianza. Posteriormente, se hizo un anélisis de varianza (ANOVA) factorial para
identificar el efecto de los factores de variacién y su interaccion. Se realizd un analisis de
comparacion de medias para las variables antes mencionadas (Tukey, a < 0.05). En todos los
analisis se uso el paquete estadistico SPSS version 25 (IBM, 2017). Se uso el programa Excel

para generar las graficas de produccion semanal de biogas.

4.5. Resultados y discusién

4.5.1. Andlisis de varianza

No se encontraron diferencias significativas en pH, AGV y AT entre los puntos de muestreo,
biodigestores y ciclos de digestion; respectivamente. Hubo diferencias significativas (p <
0.05) en la relacion AGV/AT entre biodigestores y altamente significativa (p < 0.01) entre
los puntos de muestreo, ciclos de digestion, semanas de medicion. Hubo diferencias
altamente significativas (p < 0.01) para todos los parametros antes mencionados en la
interaccidn de todos los factores de variacion (Cuadro 12).

Cuadro 10. Significancia y media cuadratica determinada en el analisis de varianza de pH,

AGV, AT y Relaciébn AGV/AT en biodigestores tubulares alimentados con vinazas del
mezcal.

Fuente de variacion Parametro
pH AGV AT Relacion
AGV/AT
Biodigestores 1.98 ** 2300004.08 ns  27062920.47 ** 099 *
Puntos de muestreo 0.06 ns  160249024.13 **  82242851.43 ** 215 **
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Fuente de variacién Parametro

pH AGV AT Relacion
AGV/AT
Ciclos de digestion 272 **  102162828.71 ** 1771721.73 ns 11.22 **
Semanas de medicion 0.84 ** 17417811452 **  80177068.98 ** 10.77 **
Interaccion® 0.08 ** 1184471.37 ** 803126.82 ** 0.06 **
Error 0.02 93.56 68.41 0.02
CV (%) 6.00 86.00 49.00 67.00

AGV: é&cidos grasos volatiles, AT: alcalinidad total, CV: coeficiente de variacion,
**diferencia estadistica significativa p<0.01, *p<0.05, ™no significativo, n=567, "Biodigestor

x Punto de muestreo x Ciclo de digestion x Semana de medicion.

Las diferencias encontradas en los parametros evaluados en relacién con los diferentes
factores de variacion se explican por la heterogeneidad de las vinazas del mezcal, las cuales
varian de una féabrica a otra, e incluso, de un ciclo de destilacion a otro (Villalobos et al.,
2009), sobre todo en fabricas artesanales como la del presente estudio. Por otro lado, la etapa
de acidogénesis, de la digestion anaerdbica, genera cambios significativos en el pH y en la
capacidad buffer del biodigestor (Lyu et al., 2018; Zinder, 1993), lo que se vio evidenciado
en las diferencias encontradas en las diferentes semanas de medicién. Sin embargo, la
estabilidad del proceso, tanto por los valores de pH (Khanal, 2009); asi como la relacién de
AGV/AT se mantuvo dentro de los parametros aceptables para el desarrollo de la digestion
anaerdbica (Lossie y Putz 2009; Castro et al. 2017).

4.5.2. Comparacion de medias

El pH de la vinaza de mezcal en digestion fue mayor a 7.00 en el segundo biodigestor, durante
el tercer ciclo de digestion. El valor mas bajo de pH se observé en el primer biodigestor
durante el segundo ciclo de digestion. La concentracion de AGV fue mayor en la parte
inferior de los biodigestores durante el segundo ciclo. La menor concentracion de AGV se
observo en la entrada de cada biodigestor durante el primer ciclo. La AT fue mayor en la
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parte inferior del primer biodigestor en comparacion con los demas puntos de muestreo y
biodigestores y fue similar entre los tres ciclos evaluados. En cuanto a la relacion AGV/AT,
esta fue superior en el segundo biodigestor, en la parte inferior y durante los dos ultimos
ciclos de digestion. Los valores méas bajos de este parametro se observaron en el punto de
muestreo superior del primer biodigestor, durante el primer ciclo (Cuadro 13).

Cuadro 11. Comparacion de medias de acuerdo con el factor de variacion de pH, AGV, AT
y relacion AGV/AT en biodigestores tubulares alimentados con vinazas del mezcal.

Parametro
Fuente de _ i
L Repeticion pH AGV (mg acido AT (CaCO3 mg Relacion
variacion )
acético L?) LY AGV/AT
1 6.88 ¢ 27276 a 3765.37 a 069 c
+0.36 +2279.56 +1840.17 +0.40
o 2 7.06 a 255045 a 3094.02 b 083 a
Biodigestor
+0.46 +2465.12 +1385.90 +0.62
3 691 b 249214 a 3082.86 b 078 b
+0.41 +1904.11 +1541.34 +0.50
1 6.95 a 169101 ¢ 2626.76 ¢ 067 c
+0.44 +1892.67 +1423.35 +0.57
Punto de 2 6.97 a 2601.96 b 3395.37 b 076 b
muestreo +0.39 +2020.97 +1518.13 +0.46
3 6.93 a 348661 a 3927.33 a 088 a
+0.43 +2355.68 +1664.18 +0.48
1 6.92 b 1763.09 b 341644 a 049 b
+0.53 +1697.96 +1297.06 +0.42
Ciclo de 2 6.86 ¢ 3025.64 a 3316.32 a 090 a
digestion +0.38 +2522.44 +1929.20 +0.51
3 7.09 a 298368 a 321061 a 092 a
+0.30 +2142.94 +1599.10 +0.50

AGYV é&cidos grasos volatiles, AT alcalinidad total, +desviacion estandar, letras distintas en una misma
categoria indican grupos estadisticamente diferentes (p<0.05), n=567. Punto de muestreo= 1 superior, 2

medio, 3 inferior.
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En todos los puntos de muestro de los tres biodigestores durante los tres ciclos de digestion
evaluados, el pH se mantuvo dentro de los limites 6ptimos para la metanogénesis que son
6.80 y 8.20 (Castro et al., 2017), aunque la digestion anaerdbica puede funcionar de manera
adecuada hasta un pH de 6.0, sobre todo en la etapa acidogénica (Khanal, 2009). La
capacidad de amortiguar los cambios de pH del medio por la digestion de las vinazas se
observd en los valores de la relacion AGV/AT que se mantuvieron mayormente por debajo
de 0.60 (Castro et al., 2017). Al contar con sustratos como las vinazas que provienen de
agroindustrias artesanales con minimo control de procesos (Palma et al., 2016), la
heterogeneidad de los subproductos como la vinaza genera resultados heterogéneos. Es por
ello por lo que la variacion entre un ciclo a otro se vio reflejado en este estudio. Por otro lado,
las diferentes concentraciones de sélidos en cada uno de los biodigestores podrian explicar

la diferencia en los resultados entre ellos.

4.5.3. Estabilidad del proceso

453.1. pH

El pH de las vinazas se regulé a niveles entre 6.80 y 8.20 para favorecer la digestion
anaerobica. Su valor descendid a niveles ligeramente acidos durante la semana 1y 2 de cada
ciclo de digestion en los tres biodigestores, siendo el tercer ciclo de digestion en el que mas
descendio el pH. En cada ciclo, a partir de la semana tres de digestion los valores de pH se
mantuvieron por arriba de 6.80 hasta el final de cada ciclo de digestién. Se pudo observar
que los cambios en el pH del sustrato fueron similares en los tres biodigestores durante los
tres ciclos evaluados (Figura 14).
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Figura 14. Cambios de pH durante la digestion anaerdbica de vinazas de mezcal en
biodigestores tubulares.

Cuando el pH es menor a 6.50 provoca la inhibicion de las arqueas metanogénicas (Arreola-
Vargas et al., 2018); sin embargo, la capacidad de amortiguamiento de los cambios de pH
del medio en digestion para recuperarse a niveles dptimos, que se encuentran entre 6.80 y
8.20 para la digestion anaerdbica permite la continuidad del proceso (Castro et al., 2017). En
la figura anterior se observa una disminucion del pH en las dos semanas siguientes a la
alimentacion con las vinazas, esto es debido a que coincide con la etapa de hidrolisis y
acidogénesis (Thauer, 1998), etapas en las que los azlcares contenidos en las vinazas fueron
transformados en AGV y subsecuentemente éstos en biogas (Jobling et al., 2014); sin
embargo, la reposicion del pH a valores 6ptimos fue posible, en parte, debido a la presencia
del indculo en el inicio del proceso (Angelidaki et al., 2009; Lopez-Velarde et al., 2019) y
a la adicion de cal para regular el pH (L6opez-Lopez et al., 2010; Robles-Gonzalez et al.,
2012).
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4.5.3.2. Relacion de AGV/AT

Los valores de este parametro cambiaron en sentido opuesto a los valores de pH observados
en la figura anterior. Los valores ascendieron en las semanas 1y 2 de digestion de cada ciclo,
pero empezaron a descender en la semana 3 hasta regresar a valores similares a los iniciales
en la sexta semana de digestion (Figura 15). EI primer ciclo de digestion fue el mas estable,

en comparacion con los demas.

Carga de vinaza Biodigestor

1 2 3 -1
I2
250 - I3

: {@ %

1.50

1.00 J

sof T_ ]%' - T i J ! T %% - Jl

Relacion AGVIAT

0o

01234586 0123 45¢8 0123 45¢8

Semana de muestreo

Figura 15. Cambios de la relacion de AGV/AT durante la digestion anaerobica de
vinazas de mezcal en biodigestores tubulares.

La capacidad de neutralizar a los AGV con los carbonatos agregados en la cal y grupos OH*
liberados durante la digestién anaerdbica permiten mantener los valores de pH controlados y
a estabilizar el proceso (Lossie y Putz 2009). Los valores de la relacion de AGV/AT se
mantuvieron por debajo de 0.60, que es el nivel 6ptimo para la digestion anaerébica (Castro
et al., 2017), tanto al inicio como al final de cada ciclo de digestion. Este pardmetro puede
servir como indicador para monitorear el funcionamiento de biodigestores de pequeria escala

como los evaluados en este estudio, permitiendo realizar las correcciones a tiempo y a bajo
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costo (Jobling et al., 2014). Estos resultados muestran que es posible conseguir la estabilidad
del proceso de digestion anaerdbica y la viabilidad para utilizar estos biodigestores tubulares
en el tratamiento de las vinazas del mezcal.

4.5.4. Produccion de biogéas

4.5.4.1. Produccion semanal de biogas

La produccion de biogas fue mayor durante las semanas 1 y 2 de digestion después de
realizada la carga de las vinazas y disminuyd a partir de la tercera semana, parando
completamente en la quinta semana. En la semana 6 no se obtuvo produccion de biogas

(Figura 16). El contenido promedio de metano fue de 68.5%.

Ciclo de digestion

1 2 3
3500 A

3000
2500 ~
2000

1500 -

1000 ~

Produccidn de biogas (L)

500 -

0 1 2 3 4 5 6 0 3 2 3 4 5 6 O d; 2 3 4 5 6
Semana de muestreo

—Biol —Bio2 —Bio3

Figura 16. Produccidn de biogas por semana a partir de vinazas de mezcal en
biodigestores tubulares.

La produccion de biogas es una muestra indirecta de la actividad microbiana (Zwietering et
al., 1990), que al mismo tiempo coincidié con el patrén mostrado por los datos en las figuras
anteriores, tanto de pH y AGV. Durante la etapa de crecimiento bacteriano exponencial, en

las semanas 1 y 2 de digestion la produccion de biogas fue mayor, disminuyendo
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gradualmente hasta la semana 5, en un rango de 2,000 a 3,200 L de biogas por semana,
equivalente a 250 y 457 L de biogéas por dia, lo cual es inferior a 900 L de biogéas por dia,
reportado por Castro et al., (2017) para biodigestores de tamafio similar en flujo continuo,
alimentados con estiércol de vaca en un clima calido, pero similar a lo reportado por Marti-
Herrero et al., (2016) para biodigestores de 8 m*, alimentados en flujo continuo con desechos
de matadero en un clima templado. A diferencia de sistemas en flujo continuo en los que la
carga diaria de residuos provoca turbulencia al entrar en contacto con la mezcla en digestion,
en los de flujo discontinuo presenta desventajas debido a que la mezcla no es agitada

diariamente, lo cual facilita el contacto de las bacterias con el sustrato (Marti-Herrero, 2019).

4.5.4.2. Produccion total de biogas y metano

La produccion acumulada de biogas al final de cada ciclo de digestion fue en promedio de
9,680.82 L. La mayor produccién de biogas y metano se obtuvo con el biodigestor 2 durante
el ciclo 2. El contenido de metano fue en promedio de 66.12 % y el rendimiento de metano
fue de 1.28 L de CH4 L™ de vinaza (Cuadro 14).

Cuadro 12. Producciéon acumulada de biogéas y rendimiento de metano en biodigestores
tubulares a partir de vinazas de mezcal.

Produccion de biogas acumulada (L) Rendimiento
Ciclo de Biodigestor Contenido  Metano  de metano
digestion de metano  acumula por L de
1 2 3 Total (%) do (L) vinaza (L)
1 2885.99 2950.91 2174.43 8011.33 68.51 5488.38 1.10
2 4042.20 6040.93 1476.78 11559.92 65.58 7580.87 1.52
3 3376.70 4369.82 1724.70 9471.22 64.27 6086.90 1.22
Promedio  3434.97 4453.88 1791.97 9680.82 66.12 6400.77 1.28

La produccion acumulada de biogas en promedio de los tres ciclos y los tres biodigestores
fue de 9,680.82 L, equivalente a 1.92 L de biogés por L de vinaza introducida en los
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biodigestores. Los valores mas altos del contenido de metano estuvieron dentro del rango
esperado para el biogas con propiedades inflamables (Marti-Herrero 2019). En cuanto a
metano, el rendimiento obtenido por litro de vinaza fue en promedio de 1.28 L. Considerando
que 1 m® de biogas con 65 % de metano equivale a 1.65 kg de lefia (Walsh, 1988), la
produccién total de biogas por ciclo en los tres biodigestores equivalié a 15.85 kg de lefia,
cantidad marginal en comparacion con los aproximadamente 5000 kg de lefia en la coccién
y destilacidn que usan por ciclo de produccién de mezcal. Es por ello que el biogas obtenido
a partir de las vinazas del mezcal, deben orientarse para uso doméstico en el que el consumo

energético para cocinar es menor que el que demanda una fabrica.

4.5.5. Produccion de biofertilizante

La concentracion de N, P, K, Mg, Mn y B fue mayor en el biofertilizante de los tres
biodigestores en comparacion con las vinazas de mezcal frescas. En el biodigestor 2 se
observé mayor concentracion de N, Ca, S, Fe, Cuy B; asi como de materia organica, cenizas,
carbono orgénico y relacion C/N en comparacion con las otras dos unidades. El contenido de
materia organica, carbono organico y la relacion C/N fue menor en el biofertilizante de los
tres biodigestores en relacion con las vinazas. A excepcion del S, en promedio el contenido
de los elementos aportados por el biofertilizante, asi como los valores de pH y CE, fue mayor
que lo requerido para la solucion nutritiva Steiner (Cuadro 15).

Cuadro 13. Determinacion de pH, CE y concentracion de macro y microelementos en la

vinaza de mezcal fresca y el biofertilizante obtenido de biodigestores a partir de vinazas del
mezcal.

Biofertilizante

Determinacion Unidades ] Steiner*
Vinaza Bl B2 B3

pH 4.55 7.72 7.69 7.94 5.50-6.50

CE (dS m?) 3.40 5.60 5.70 6.00 1.50-3.00

*Nitrogeno total mg L* 500.00 700.00 1100.00 600.00 168.00"

*p mg L* 21.00 56.00 40.00 36.00 30.98

*K mg L* 200.00 1000.00 900.00 1000.00  273.67
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Biofertilizante

Determinacion Unidades ) Steiner”
Vinaza Bl B2 B3

*Ca mg L 1000.00 900.00 1100.00 800.00  180.36
*Mg mg L 93.00 200.00 200.00 200.00 48.64
*Na mg L 200.00 200.00 200.00 300.00 -
*S mg L 95.00 57.00 72.00 57.00 224.00
*Fe mg L 4460 4030 6750 42.70 3.00
*Cu mg L 3.02 0.53 1.72 0.92 0.08
*Mn mg L 1.04 2.13 3.06 2.07 0.70
*Zn mg L 3.43 2.96 1.40 0.86 0.40
*B mg L? 1.04 2.30 1.86 1.99 0.50
Humedad % 9850 99.00 97.70 99.10 -
*Materia Orgénica % 1.21 0.45 1.09 0.42 -
*Cenizas % 0.30 0.53 1.26 0.49 -
*Carbono organico % 0.70 0.26 0.63 0.24 -
Relacion C/N 13.20 3.89 5.64 3.86 -

*resultados reportados en base himeda. *El valor para nitrégeno representa nitratos
(Steiner, 1961). B1, B2, B3 biodigestores 1, 2y 3.

El pH de la vinaza fue similar a lo reportado por otros estudios para fabricas de mezcal
artesanal (Lopez-Velarde et al., 2019; Villalobos et al., 2009). En cuanto al biofertilizante,
el pH se ubico alrededor del nivel neutro, similar a otros estudios en los que usaron estiércol
de cerdo con 7.50 (Lansing et al., 2010). En cuanto a la CE, el efluente presentd valores
superiores al rango 6ptimo de una solucién nutritiva en el que las plantas pueden absorber
los nutrientes, por lo que seria necesario realizar diluciones en agua para su uso en el
fertirriego de cultivos. En la digestion anaerodbica se liberan los minerales contenidos en la
materia organica de los residuos (Aguilar y Botero 2006) dejandolos disponibles para las

raices de las plantas. Al degradar los carbohidratos, proteinas y lipidos, las bacterias utilizan
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el carbono como fuente de energia y el nitrogeno para replicarse (Aguilar y Botero, 2006),
asi como elementos traza para sus funciones enzimaticas (Fermoso et al., 2019; Gonzélez y
Stres, 2019); no obstante, la mayor parte de dichos elementos son solubilizados en el agua
que pueden ser utilizados para el aprovechamiento de las plantas (Al Seadi et al., 2013;
Castro et al., 2017). El contenido de nitrogeno, tanto en vinazas crudas como en el efluente
de los tres biodigestores, se presenta como nitrogeno total, debido a que no se determiné el
contenido de nitrégeno mineral y de nitrégeno organico; mientras que en la solucion nutritiva
Steiner se presentan como nitratos (NOz), por lo tanto, la concentracion del nitrogeno
cuantificado en las vinazas y el efluente no puede tomarse como un indicador de
concentracion de nitrdgeno para efectos de la nutricién de las plantas. El contenido de Na,
Mg y K encontrado en el biofertilizante, fue similar a lo reportado por Castro et al., (2017),
quienes encontraron 114, 390, 150, 1,580 mg L™*; respectivamente. En cambio, el contenido
de Ca en el biofertilizante del presente estudio fue superior al reportado por los autores
anteriores (150 mg L), mientras que el de P fue inferior (114 mg L™). El alto contenido de
Ca en el biofertilizante se puede deber a la adicion de cal para regular el pH al momento de
alimentar las vinazas del mezcal. Es necesario evaluar el efecto del biofertilizante sobre las
propiedades del suelo y en el crecimiento de cultivos de importancia agronémica como el

agave, hortalizas y cereales.
4.6. Conclusiones

Se encontro diferencia significativa entre los puntos de muestro de los biodigestores durante
las semanas de digestion de los tres ciclos evaluados en pH, AGV, AT vy relacion de
AGV/AT. El pH descendio a valores menores a 6.80 durante las semanas 1y 2, y subi6 al
rango optimo (<8.20) para la digestion anaerdbica a partir de la semana 3 hasta estabilizarse
al final de cada ciclo de digestion. En cuanto a la CE, el efluente obtenido al final de la
digestion anaerobica tuvo valores entre 5.60 y 6.00, superiores a 3.00, limite superior del

rango optimo de una solucion nutritiva.
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La relacion AGV/AT aumento a niveles superiores a 0.60, superior al 6ptimo, durante las
semanas 1y 2 y descendid hasta niveles cercanos a dicho nivel a partir de la semana 3, lo
que evidencio la capacidad del sistema para estabilizar el proceso de digestion anaerdbica de

las vinazas de mezcal en los biodigestores evaluados.

La produccion de biogéas semanal y acumulada se llevo a cabo durante las semanas 1y 2, lo
que evidencia la etapa de mayor actividad microbioldgica en los biodigestores. La produccion
acumulada de biogas en promedio por ciclo y por biodigestor fue de 9,680.82 L, con 66.12
% de metano; equivalente a 1.92 L de biogas por L de vinaza introducida en los biodigestores
y a1.28 L de CH4 L™ de vinaza.

El contenido de nutrientes disueltos el efluente de los tres biodigestores obtenido al final del
experimento superd los requerimientos de una solucidn nutritiva comercial, excepto por el S
que presento los menores valores relativos a dicha solucion. La materia organica disminuyé

en el biofertilizante en comparacion con las vinazas frescas.
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Conclusiones generales

Experimento 1y 2: las vinazas del mezcal en una concentracion del 2.5% resultaron toxicas
para las semillas de lechuga y mayor del 10% inhibié su germinacion. Sin embargo, las
semillas de tomate y pepino mostraron mayor tolerancia, resultando toxico a partir del 20%
de concentracion. El indice de germinacion y de elongacion radicular disminuyen al aumentar
la concentracion de vinazas. Es posible utilizar las vinazas del mezcal como fuente de
nutrientes para el cultivo de hortalizas, con rendimientos mayores en lechuga y tomate con
la mezcla 40 + 60% de vinazas y solucion nutritiva; mientras que, en pepino, se encontraron
los mayores rendimientos con 40 + 60 y 20 + 80% de vinazas y solucién nutritiva. Al
aumentar el porcentaje de vinazas en la solucidon nutritiva, el rendimiento de pepino

disminuyd de forma lineal y proporcional a dicho aumento.

Experimento 3: es posible obtener metano en condiciones de laboratorio a partir de la co-
digestion de vinazas del mezcal y estiércol de bovino, la mayor produccion acumulada de
metano se obtuvo con la mezcla 75-25 vinazas-estiércol bovino, que representd 26.7% mas
metano que las vinazas solas. La inclusion de estiércol en dicha mezcla mejoro el proceso de
digestion anaerdbica de las vinazas y acort6 el periodo de adaptacion bacteriana a estos

residuos en 4.12 dias.

Experimento 4: durante la evaluacion de biodigestores a escala real, la digestion anaerdbica
de las vinazas del mezcal logro estabilizarse. EI pH descendi6 a valores menores a 6.80
durante las semanas 1y 2, y se ubico en el rango Optimo (<8.20) para la digestion anaerobica
a partir de la semana 3. La relacion AGV/AT se estabiliz6 en los valores adecuados, tanto al
inicio como al final de cada ciclo de digestion. La produccién acumulada de biogés en
promedio por ciclo y por biodigestor fue de 9,680.82 L, con 66.12 % de metano; equivalente
a1.92 L de biogas por L de vinaza introducida en los biodigestores y a 1.28 L de CH4 L™ de
vinaza. En cuanto al contenido de elementos esenciales en el biofertilizante obtenido, la
mayoria de los nutrientes superaron los valores requeridos por la solucion nutritiva universal

de Steiner, lo cual indica el potencial para ser usado como biofertilizante.
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AnNexos

Anexo 1. Recoleccion de vinazas del mezcal en el palenque artesanal San Pablo, en el
municipio de San Pablo Villa de Mitla, Oaxaca.
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Anexo 2. Placas Petri con semillas de hortalizas ubicadas en la camara de germinacion
correspondientes al experimento 1, para evaluar la fitotoxicidad de las vinazas del mezcal en

semillas de lechuga, tomate y pepino.

Anexo 3. Establecimiento de cultivo de lechuga, tomate y pepino en cultivo hidropdnico en

invernadero para el experimento 2.
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Anexo 4. Medicion de variables relacionadas con el rendimiento de frutos de tomate y pepino

cosechados en el experimento 2 en el laboratorio de agronomia del CIIDIR, Oaxaca.

Anexo 5. Recoleccién de estiércol de bovino en el matadero municipal de Santa Cruz
Xoxocotlan, Oaxaca para el experimento 3.
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Anexo 6. Recoleccion de vinazas del mezcal frescas del palenque artesanal Don Agave para

el experimento 3.
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Anexo 7. Incubadora en bafio maria de los reactores usados para el establecimiento del

experimento 3.

Anexo 8. Entrada a la fabrica de mezcal de “Productores magueyeros de agave azul de los
Valles de Tlacolula S.P.R. de R.I”, donde se instalaron los biodigestores tubulares para el

experimento 4.
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Anexo 9. Sensor de temperatura y humedad relativa HOBO usado en el sitio del experimento

con biodigestores tubulares a escala real.

2021197116+ 14:31 .
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Anexo 10. Foso de infiltracion de las vinazas del mezcal ubicado en el terreno donde se

instalaron los biodigestores tubulares del experimento 4.

Anexo 11. Excavacion de las tres fosas para la instalacion de los biodigestores tubulares del

experimento 4.
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Anexo 12. Instalacion de los biodigestores tubulares en el sitio experimental.

2021/3/24 18:32

Anexo 13. Inflado de los biodigestores para su ubicacion en el suelo.

2021/3/24 18:50
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Anexo 14. Biodigestores tubulares instalados en el sitio del experimento 4.

Anexo 15. Manguera de polietileno para la conduccién del biogés, valvula para controlar el

flujo del gas, medidor de gas de diafragma y valvula de alivio de la presion.
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Anexo 16. Carga inicial de los biodigestores con la mezcla de estiércol de bovino y agua.

2021/712° 12+33

Anexo 17. Alimentacién del biodigestor con la mezcla de estiércol de bovino y agua.
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Anexo 18. Preparacion de la mezcla de cal y vinazas del mezcal para su aplicacion en la fosa

de infiltracion.

Anexo 19. Recirculacion de las vinazas del mezcal en el foso de infiltracién para mezclar

con la cal y regular el pH, previo a su introduccion a los biodigestores.
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Anexo 20. Motobomba a gasolina marca Honda® utilizada para alimentar las vinazas en

ellos biodigestores.

21/8/5 1241

Anexo 21. Recoleccion de muestras del sustrato en el punto 2 de muestreo durante el periodo

de evaluacion en los biodigestores tubulares.
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Anexo 22. Transporte de las muestras en hieleras para su analisis en laboratorio.

Anexo 21. Determinacién de ST y SV de las muestras de sustratos en el laboratorio de suelos
del CIIDIR, Oaxaca.

2021/9/10 12:24
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Anexo 24. Recoleccion de muestras de biogas para determinar su contenido de metano.
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Anexo 26. Resultados de los analisis de laboratorio del efluente de los biodigestores del

experimento 4.
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