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Summary

In this paper, we studied the
thermophilic anaerobic
treatment of vinasses. The
viable bacterial population was
quantified by solid medium
plating techniques, employing
an anaerobic chamber for
spreading into plates and
subsequent incubation of
inoculated plates. This
tecnique has been applied to
the measurement of the
microbial populationa
contained in both single and
two-stage, laboratory-scale
reactors. In the single-stage
process the main reaction
steps-acidogenesis and
methanogenesis-take place in
the same reactor, while in the
two-stage process they take
place in separate reactors.
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Introduccion

En este estudio se ha determina-
do la biomasa viable responsable del
proceso de depuracién de vertidos
de alta carga organica: vinazas. Este
tema es especialmente importante
en Espafa, que se caracteriza eco-
némicamente por una fuerte implan-
tacion del sector agroalimentario
(industrias vitivinicolas, azucareras,
conserveras, etc.) que generan fun-
damentalmente residuos con eleva-
do contenido en materia organica.
Las vinazas, vertidos procedentes
de destilerias vinicas, son especial-
mente importantes por su alto poder
contaminante (20-200 gDQO/L), su
acusado caracter acido (pH 3-3,5) y
sus elevados volumenes de produc-
cién a escala nacional.

La digestién anaerobia es un pro-
ceso de degradacion microbiolégico
en el que la materia organica se
transforma en diéxido de carbono y
metano, en ausencia de oxigeno,
mediante la accién coordinada e
interdependiente de un conjunto de
poblaciones bacterianas con meta-
bolismos diferentes. Tradicionalmen-
te se ha considerado un modelo de
digestion simplificado en dos etapas:
acidogénica y metanogénica. Los
microorganismos responsables de
estas dos etapas son muy diferentes
en cuanto a sus requerimientos
nutricionales, velocidades de creci-
miento y consumo de sustrato,
requerimientos de pH, y en su capa-
cidad para soportar cambios medio-
ambientales.

Las técnicas de recuento en
placa, para determinar la biomasa
viable se puede realizar en cabina de
anaerobios, que crea un ambiente
anaerobio indispensable para el cre-
cimiento de estos microorganismos.
La principal ventaja de la utilizacién
de la cabina de anaerobio es que per-
mite la preparacion del medio de cul-
tivo, siembra e incubacién en ausen-
cia de oxigeno. Ademas se consigue
un crecimiento mucho mas rapido y
colonias de mayor tamano en cultivos
puros de metandgenas que con los
otros procedimientos.

La combinacién del crecimiento
en placa y observacion de la fluores-
cencia permite la deteccién mas tem-
prana de bacterias metanégenas que
por métodos tradicionales. Edwards y
McBride (1974) utilizaron la capaci-
dad autofluorescente de las metang-
genas para la identificacion de las
colonias de estas bacterias mediante
la exposiciéon a luz ultravioleta. Asi,
estos autores comprobaron que las
colonias de metandgenas presenta-
ban una fluorescencia verde azulada
facil de diferenciar de la fluorescencia
amarillo blanquecino correspondiente
a las colonias de otras bacterias.

Cualquier procedimiento emplea-
do en el conteo de viables siempre es
selectivo para ciertos microorganis-
mos debido a la composicién de!
medio de cultivo, las condiciones y ef
periodo de incubacion. Este grado de
selectividad es un inconveniente para
la estimacion del ndmero total de
microorganismos viables dentro del
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digestor, por la dificultad de
seleccionar unas condiciones
idoneas de crecimiento para
toda la poblacidon bacteriana
que lo integra, debido, funda-
mentalmente, a la gran hetero-
geneidad de la misma. Sin
embargo, y por la misma razén,
representa una ventaja a la
hora de seleccionar un grupo
determinado de microorganis-
mos (Atlas, 1993).

En este trabajo se ha obte-
nido un protocolo para la deter-
minacidn de la biomasa viable
contenida en digestores anae-
robios termofilicos de vinazas
de vino. Se han utilizado reac-
tores anaerobios termofilicos
de tanque agitado de una y dos
etapas, operando a distintos
tiempos hidraulicos de reten-
cion. En los reactores de una
etapa, la acidogénesis y meta-
nogénesis tienen lugar en el
mismo reactor, y en los siste-
mas de dos etapas, éstas tiene
lugar en reactores separados
conectados en serie. Si bien el
protocolo de realizacién pro-
puesto determina la biomasa,
fundamentalmente, acidogéni-
ca se proponen algunas pautas de
realizaciéon para la determinacion de
la biomasa metanogénica, al tiempo
que se ha constatado {a dificultad de
determinacion de esta biomasa por
procedimientos de recuento en placa.

Material y métodos

Recuento en placa

Se describe, en primer lugar, el
equipo utilizado, asi como la compo-
sicién del medio de cultivo empleado
y de la solucién de agente reductor,
finalizando con el procedimiento de
siembra y las condiciones de incuba-
cion.

Cabina de anaerobios

Se ha utilizado una cabina de ana-
erobios Forma Scientific, Inc. modelo

1029. El equipo consta de tres zonas
claramente diferenciadas: zona de

Figura 1

Figura 2

En este trabajo se ha
obtenido un protocolo
para la determinacion
de la biomasa viable
contenida en digestores
anaerobios termofilicos
de vinazas de vino. Se
han utilizado reactores
anaerobios termofilicos
de tanque agitado de una
y dos etapas, operando
a distintos tiempos
hidraulicos de retencion

trabajo o camara anaerobia; zona de
transferencia o precamara y panel de
control. En la Figura 1 se recoge una
fotografia de este equipo.

La zona de trabajo 0 camara ana-

erobia estd equipada con un
frontal de vinilo transparente y
flexible a través del que se
visualiza el interior y se facilita
la manipulacién en el interior
mediante un par de guantes
incorporados al mismo. Posee
una capacidad de 670 L y sus
dimensiones exteriores son:
153,56 cm x 76,2 cm x 78,7 cm.
Para conseguir la atmédsfera
anaerobia necesaria en el inte-
rior del sistema, la camara pre-
senta una conexidon a una
fuente de gas anaerobio, com-
puesto por la siguiente mezcla
de gases: nitrégeno, diéxido
de carbono e hidrégeno en
composicién porcentual 85:
10: 5, respectivamente. La
presion de gas anaerobio en
el interior de la camara es
ligeramente positiva (+ 0,5
atm) de forma que impida la
entrada de oxigeno del exte-
rior ante posibles roturas o
desperfectos en el sellado. En
cualquier caso, para prevenir
entradas eventuales de oxige-
no en la camara, las trazas de
oxigeno son eliminadas conti-
nuamente mediante un siste-
ma de filtracion del aire com-
puesto de un filtro de carbén activo-
catalizador de paladio- desecante,
que se ubica en el interior de esta
zona, justo debajo de un ventilador
que remueve continuamente el gas
del interior de la camara, haciéndolo
pasar a través de estos tres compo-
nentes. Un detalle de este sistema de
filtracion se recoge en la Figura 2 del
presente trabajo. Con este sistema el
aire es continuamente filtrado a tra-
vés de estos recipientes de forma que
el filtro de carbdn activo retiene las
trazas de gas sulfhidrico, el cataliza-
dor de paladio retiene las trazas de
oxigeno y el desecante absorbe el
agua formada, como consecuencia
tanto de la reduccién de oxigeno a
agua, catalizada por el paladio, como
por la evaporacion de los medios de
cultivo.

En el interior de la camara anae-
robia, construido en su pared poste-
rior y completamente aislado, se
encuentra un incubador cuyas
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dimensiones son: 44,5 cm x 55,9 cm
x 25,4 cm. El hecho de que el incu-
bador se encuentre totalmente ais-
lado permite regular la temperatura
de incubacion sin que ésta afecte
excesivamente a la zona de trabajo,
evitdindose de esta forma, la dese-
cacién del medio de cultivo almace-
nado en la camara. En la Figura 3
se muestra un detalle del incubador.
La temperatura del incubador se
mantiene, mediante un termostato
de seguridad, con una precision de
+ 1°C. El valor maximo de tempera-
tura permitida es 70°C.

La zona de transferencia o pre-
camara se localiza a la derecha de
la zona de trabajo. Es un pequefio
recinto que consta de dos puertas;
una de las puertas comunica con el
exterior y la otra con la zona de tra-
bajo. Su capacidad es de 39 L y sus
dimensiones son: 26,9 cm x 29 cm
x 50 cm, Esta zona del equipo per-
mite intercambiar material entre el
interior y el exterior sin que la
camara se contamine con oxigeno
(ver Figura 4).

Localizado en la parte superior
de la puerta de acceso a la preca-
mara, se encuentra el panel de con-
trol, mediante el que se controlan
todas fas funciones del equipo:
mantenimiento de la presion de gas
anaerobio en el interior, realizacién
de las operaciones de intercambio
de forma automatica y manual, asi
como la seleccién y control de la
temperatura del incubador.

Composicion del medio de culti-
vo

La composiciéon dei medio de
cultivo utilizado se basa en la des-
crita por Maestrojuan (1987). Los
compuestos basicos para el desa-
rrollo de las bacterias anaerobias,
utilizados en la elaboracién de los
medios de cultivo, se han clasifica-
do, en funcién de su potencial
reductor y su volatilidad, en los
siguientes grupos: compuestos no
volatiles y no reductores; compues-
tos no volatiles y con poder reduc-
tor; compuestos volatiles y reducto-
res; y solucion dé'agente reductor
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Figura 3

Los equipos utilizados a
escala de laboratorio se
corresponden con reactores
de tanque agitado sin
recirculacion de biomasa.
En este tipo de reactor el
tiempo hidraulico de
retencion (THR) coincide
con el tiempo de retencion
de solidos en el sistema

Las mencionadas caracteristicas
determinan el orden de su adicién en
la preparacion del medio segun Maes-
trojuan (1987), asi, para eliminar el
oxigeno disuelto en el medio, se man-
tiene el agua en ebullicidén y se gasea
con nitrégeno y, a continuacién se
enfria gaseando con una mezcla de
Ny y CO» (70:30). Los compuestos no
voldtiles se afiaden durante la ebulli-
cion y los compuestos reductores

Figura 4

cuando el agua carece de oxigeno
disuelto.

La composicién por litro de solu-
cidn es la siguiente:

Compuestos no volatiles y no
reductores.- Los componentes no
volétiles y no reductores se incluyen, a
su vez, en tres soluciones {soluciones
A, B y mineral). Solucion A: NH4CI:
100 g Mg Cls.6H50: 10 g;
CaCis.2H50: 10 g. Solucion B.
KoHPO4.3H,0: 200 g. Solucion Mine-
rat Acido nitriloacético: 1,280 g; Fe
Cl3.6H50: 1,350 g; MnCly.4H50:
0,100 g; CoCly.6H50: 0,024 g; ZnCly
anhidro: 0,100 g; CuCls.2H50: 0,025
g; H3BOg3: 0,010g; NapMoO,4.2H50:
0,024 g NaCl: 1,000g;
NasSe03.5H,0: 0,026 g; Ni
Clp.6H0: 0,120 g.

Compuestos no volatiles y con
poder reductor.- Extracto de levadu-
ra; 2 g; Triptona: 2 g; Agar: 20g; Resa-
zurina: 1 mg.

Compuestos volatiles y reducto-
res .- Hidrocloruro de cisteina: 0,5;
NaHCOg: 2,8; glucosa (medio de culti-
vo para el crecimiento de acidogéni-
cas): 4,5; acetato sédico (medio de
cultivo para el crecimiento de metano-
génicas): 2.

Solucién de agente reductor.- Este
compuesto, junto con el hidrocloruro
de cisteina, proporciona el bajo poten-
cial reductor necesario para el creci-
miento de las bacterias metanégenas.
Se afiade 0,6 g de Nas S - 9H50 por
cada 10 mL de solucion.

Ademas en el caso del crecimiento
de la biomasa metanogénica se utili-
zaron las siguientes fuentes de carbo-
no mas adecuada para ésta: acetato
(acetocldsticas), borohidruro de sodio
{utilizadoras de hidrégeno) y efluente
acidogénico filtrado por 0,22 ym (11
gDQOIL).

Procedimiento de siembra
y condiciones de incubacion

Todo el proceso de siembra e incu-
bacién se desarrolla en el interior de la
cabina de anaerobios. La muestra se
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homogeneiza mediante agitacion en
un vortex Heidolph Reax 2000, duran-
te 20 segundos. Las placas se inocu-
lan con 0,1 mL de las diluciones ade-
cuadas. Se seleccionaron, de la serie
de diluciones, tres diluciones consecu-
tivas y tres placas por dilucion. Una
vez finalizada la siembra, las placas se
introducen en el incubador de la propia
cabina y son incubadas, en posicién
invertida a 55° + 1° C de temperatura,
durante un periodo minimo de 48
horas para el crecimiento de bacterias
acidogénicas; el periodo de incuba-
¢ién minimo se aumenta en los ensa-
yos de crecimiento de bacterias meta-
nogénicas.

Equipo experimentales y
condiciones de operacién

Los equipos utilizados a escala de
laboratorio se corresponden con reac-
tores de tanque agitado sin recircula-
cion de biomasa. En este tipo de reac-
tor el tiempo hidraulico de retencién
{THR) coincide con el tiempo de reten-
cién de sodlidos en el sistema. Los
reactores monetapa operaron a dos
THR: 4 y 10 dias; en el sistema de
fases separadas se impuso un THR de
4 dias en ambas fases. En la Figura 5
se puede observar un esquema del
equipo utilizado, que consta de un
cuerpo central de forma cilindrica con
una altura de 30 cm, que constituye el
reactor anaerobio propiamente dicho.
La capacidad total de esta unidad es
de 5 litros, con un volumen Util de 4,7
litros en las condiciones experimenta-
les seleccionadas. El cuerpo del reac-
tor se encuentra inmerso en un bafo
de agua que se mantiene a la tempe-
ratura de trabajo (55°C + 1°C) median-
te un termostato de inmersién (marca
Selecta, modelo Tectra 100). La homo-
geneizacion del medio en el interior
del reactor se consigue mediante un
dispositivo de agitacion magnética. Un
gasOmetro, constituido por un reci-
piente de 5 litros de volumen, inicial-
mente lleno con agua. El gasdémetro,
conectado a la cabeza del reactor, per-
mite la cuantificacion del volumen
generado de biogas en cada instante a
partir del volumen equivalente de agua
desplazada.

Los reactores de laboratorio se ali-

Figura 5. Esquema del reactor de tanque agitade

utilizado en fos ensayos

Todas las determinaciones
analiticas aplicadas al
seguimiento y control de los
parametros del proceso de
digestion anaerobia se han
realizado segun se describen
en los “Métodos
Normalizados” (APHA, 1990).
Se analizaron pH y DQO en
las muestras liquidas de
efluente e influente. Se
determiné la DQO mediante
dicromatometria. Se
determiné el volumen de
biogas producido mediante
desplazamiento de agua en el
gasometro y su composicion
(CH4, CO5 e H) por
cromatografia (Nebot, 1995)

mentaron con vinazas de vino proce-
dente de una destileria de alcohol vini-
co ubicada en Tomelloso (Ciudad
Real), la cual era almacenada y con-
gelada hasta su utilizacién. Las ali-
mentaciones se diluian con agua des-
tilada para obtener la concentracién
utilizada en los ensayos (15 gDQO/L).
En general las vinazas muestran una
relacién adecuada entre los diferentes
macro y micro-nutrientes con una rela-
cién DQO:N:P favorable para un trata-
miento bioldgico (Sales, 1982). Dado
el cardcter acido de la vinaza, previa-
mente a su introduccién en los reacto-
res se realizaba una correccion de pH

de la alimentacion: se alcalinizaba
hasta 8-8,5 con una solucion de NaOH
concentrada.

Meétados analiticos

Todas las determinaciones analiti-
cas aplicadas al seguimiento y control
de los parametros del proceso de
digestion anaerobia se han realizado
segun se describen en los “Métodos
Normalizados” (APHA, 1990). Se
analizaron pH y DQO en las mues-
tras liquidas de efluente e influente.
Se determiné la DQO mediante
dicromatometria. Se determiné el
volumen de biogas producido
mediante desplazamiento de agua en
el gasémetro y su composicion (CHy,
CO5 e Hp) por cromatografia (Nebot,
1995).

Plan de trabajo

Puesta a punto de la cahina de
anaerobios.- Las operaciones y
ensayos reaiizados en relacion con
este equipo han sido el proceso de
arranque y puesta en funcionamiento,
la optimizacion de la operacién de
transferencia y la definicion de las
condiciones de operacion necesarias
para el mantenimiento de la atmdsfe-
ra anaerobia.

El objetivo del procedimiento de
arranque y puesta en funciona-
miento del equipo es reemplazar
todo el gas atmosférico del interior de
la cabina, particularmente el oxigeno,
por una mezcla especial de gas ana-
erobio (80% No, 15% COy, 5% Hp).
La duracién del proceso prevista en el
manual de utilizacion del equipo
(Forma Scientific, Inc.) es de tres a
cuatro horas. Se comienza inyectan-
do nitrégeno en la camara y, simulta-
neamente, se realiza un vacio para
reemplazar el aire atmosférico del
interior del sistema. Este ciclo se
debe repetir varias veces hasta que
todo el gas atmosférico del interior es
reemplazado por gas nitrégeno y pors
gas anaerobio en los Ultimos ciclos.
El proceso de arranque finaliza acti-
vando el sistema de filtracién de aire
de la camara, de tal forma que las tra-
zas de oxigeno que queden en el
interior sean eliminadas por el catali-
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El mantenimiento del
ambiente anaerobio en la
zona de trabajo depende
fundamentalmente de los
siguientes factores:
frecuencia de regeneracion
del catalizador de paladio;
frecuencia de regeneracion
del desecante; contenido
de humedad de la camara;
renovacion del gas
anaerobio en el interior

zador de paladio. Como comproba-
cion, se introduce en la camara un indi-
cador de anaerobiosis que, en este tra-
bajo, ha sido una tira BBL de azu! de
metileno. En esta etapa experimental
se realizaron una serie de ensayos
encaminados a fijar el nimero de
ciclos necesarios para alcanzar las
condiciones anaerobias adecuadas a
las exigencias de los microorganismos
anaerobios estrictos. Estos ensayos se
realizaron aumentando, progresiva-
mente, los ciclos de purga con nitrége-
no y gas anaerobio.

La operacion de transferencia se
realiza para que durante el proceso de
introduccién/extraccion de objetos en
la cabina no se produzca contamina-
cién con gas atmosférico en el interior
de la camara anaerobia. Se realizaron
una serie de ensayos de cara a esta-
blecer el nimero de repeticiones del
ciclo de transferencia necesarias para
alcanzar las condiciones adecuadas
de anaerobiosis en la zona de inter-
cambio y, por tanto, conseguir que el
ambiente anéxico de la camara se
mantenga continuamente.

El mantenimiento del ambiente
anaerobio en la zona de trabajo
depende fundamentalmente de los
siguientes factores: frecuencia de
regeneracién del catalizador de pala-
dio; frecuencia de regeneraciéon del
desecante; contenido de humedad de
la camara; renovacién del gas anaero-
bio en el interior.
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El catalizador de paladio y el dese-
cante deben ser regenerados conjun-
tamente, mediante calentamiento a
160 °C durante 2 horas. La frecuencia
de regeneracion esta directamente
relacionada con la cantidad de mate-
rial y contenido en humedad del
mismo, asi como con la cantidad de
medio de cultivo que se introduce en la
camara. Inicialmente, se comenzé con
una frecuencia de regeneracién sema-
nal, aumentandose la misma a medida
que se intensificaba la utilizacion de la
cabina.

Debido a que el mantenimiento de
las condiciones anéxicas en la camara
conlleva, necesariamente, un acusado
grado de sequedad y debido a que
éste se relaciona directamente con el
contenido y el tipo de material y
medios de cultivo en el interior, se con-
siderd necesario realizar un ensayo
para analizar el efecto del aumento del
contenido de desecante en el interior
de la camara y la frecuencia de rege-
neracion del mismo.

La renovacion del gas anaerobio
del interior de la camara se relaciona
tanto con el sistema de filtracién inter-
no (filtro -catalizador - desecante),
como con la frecuencia de realizacién
de la operacién de transferencia ya
gque en ésta se produce un paso del
gas anaerobio de la camara a la zona
de transferencia que debe ser repues-
to en aquella con el procedente de la
fuente de suministro para el manteni-
miento de la presién. Por ello, se reali-
z6 una prueba aumentando la frecuen-
cia de renovaciéon del gas anaerobio
del interior de la cdmara por desplaza-
miento desde ésta a la zona de trans-
ferencia.

Medios de cuitivo.- Actualmente
existe discrepancia sobre la prepara-

Se propone un protocolo
para la determinacion

de la biomasa viable
contenida en digestores
anaerobios

dues agrozlimentarios

cién de los medios de cultivos, segun
sea en condiciones aerobias (Downs,
1990) o anaerobias (Maestrojuan,
1987) en funcién de las condiciones
que prevalezcan durante el proceso de
preparacion; atmdsfera anaerobia,
aerobia/anaerobia o aerobia. En este
sentido se realizé un ensayo compara-
tivo en el que se procede a estudiar la
influencia de las condiciones que pre-
valecen durante la preparacién del
medio sobre el crecimiento, realizando
una prueba bajo condiciones anaero-
bias y otra bajo condiciones aerobias y
anaerobias. En el ensayo realizado en
condiciones aerobias, la adicion de los
diferentes constituyentes del medio se
realiza en atmoésfera aerobia (excepto
la solucion de agente reductor cuya
preparacion se realiza de forma anae-
robia) y, una vez el medio es esteriliza-
do, se introduce en la cabina de anae-
robios en donde se le afiade ia
solucién de agente reductor y se vierte
en las placas Petri.

A partir de los ensayos anterior-
mente descritos se propone un pro-
tocolo para la determinacién de la
biomasa viable contenida en diges-
tores anaerobios

Optimizacion de la condiciones
de crecimiento de las bacterias aci-
dogénicas: influencia del pH.- Conla
finalidad de conseguir un crecimiento
6ptimo se estudiaron algunos aspec-
tos relacionados con los requerimien-
tos de pH del medio. Por otra parte, el
valor final de pH del medio de cultivo
esta condicionado principalmente por
la adicion de NasS.9 Ho0 que lo alca-
liniza, de tal forma que el pH final del
medio se encuentra en un rango com-
prendido entre 8,0-8,8. Este pH es
demasiado alcalino para la microbiota
acidogénica, por ello, se realizd un
ensayo a diferentes pH. Asi, se prepa-
raron tres medios de cultivo: dos de
ellos se acidifican ligeramente con fos-
férico concentrado y el tercero se man-
tiene como confrol (pH 7,31), resultan-
do, después de esterilizar y anadir la
solucion de NapS.9 HoO, los siguien-
tes pH 5,81; 7,13 y 8,11 (control).

A continuacién se estudié la utili-
zacion de diferentes fuentes de car-
bono mas propias de otras poblacio-
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nes presentes en los digestores (ace-
tégenas y metandgenas acetoclasti-
cas) y se comparé este crecimiento
con el contenido utilizando glucosa y
sin afadir ninguna fuente de carbono.

Crecimiento de metandgenas.-
Se realizé6 un primer ensayo con el
medio de cultivo descrito y las fuentes
de carbono mencionadas anteriormen-
te para estas bacterias. Para este
ensayo se utilizaron como indculos los
efluentes del digestor monoetapa
(THR 10 dias) y del reactor metanogé-
nico de fases separadas.

Ensayo complementario: prueba
de sensibilidad a antibiéticos.- Debi-
do a que las bacterias acidogénicas
son de crecimiento mas rapido vy
menos estrictas en los requerimientos
ambientales y nutricionales que las
metandgenas, se planteé conseguir
ausencia de crecimiento de la pobla-
cién acidogénica para ello se realizé
una prueba de sensibilidad a antibicti-
cos de tal forma que su adicién al
medio de cultivo especifico para meta-
négenas, inhibiese el crecimiento de
las primeras. Las bacterias acidogéni-
cas son eubacterias y, por tanto, pre-
sentan sensibilidad a los antibiéticos -
lactamicos; las metandgenas son
arqueobacterias por lo que son resis-
tentes a estos antibidticos {Archer,
1984).

No obstante, la sensibitidad de las
eubacterias a los antibiéticos p-lacta-
micos no es universal, sino que depen-
de del género bacteriano. Consideran-
do la heterogeneidad de la poblacion
acidogénica existente en los digesto-
res, es muy probable que se presente
resistencia a algunos de estos antibié-
ticos. Por ello, se realizdé una prueba
de sensibilidad a los antibiéticos B-lac-
tdmicos mas utilizados y en las con-
centraciones que se indican expresa-
das en pg por litro: Ampicilina: >16;
Sulfabactimicina: 8; Cefazolina: >16;
Cefotaxime: 8; Cefoxitina: >16; Cefta-
zidima: >16; Cefuroxima: >16.

El medio de cultivo, utilizado en
este ensayo, es Agar-Sangre {carnero
5%) de la casa comercial Merck. La
composicion basica por litro de medio
Agar-Sangre es la siguiente: peptona

alu

Se estudio Ia utilizacion

de diferentes fuentes de
carbono mas propias de
otras poblaciones
presentes en los digestores
(acetogenas y metanégenas
acetocldsticas) y se
comparo este crecimiento
con el contenido utilizando
glucosa y sin anadir
ninguna fuente de carbono

(15 g); extracto de higado (2,5 g);
extracto de levadura (5 g); cloruro sédi-
co (5 g); agar de calidad bacteriologica
(12 g). El medio se suplementa con un
5% de sangre carnero hemolizada. El
pH final del medio es 7,4 £ 0,1 a 25 °C.

Determinacion de ia biomasa
viable contenida en digestores ana-
erobios de una y dos etapas.- Se
aplicé el protocolo propuesto en este
trabajo a la determinacion de la bioma-
sa viable en digestores anaerobios ter-
mofilicos de vinazas de vino. Los
resultados son contrastados con la
cuantificacion de poblacién total (via-
bles y no viables) determinada por
microscopia de epifluorescencia con
DAP! (Kepner, 1994; Solera 2001).

Resultados y discusion

Puesta a punto de la cabina de
anaerobios.- Para el proceso de
arranque y puesta en funcionamiento
de la cabina de anaerobios, inicial-
mente, se realizaron un total de vein-
te ciclos de purga con nitrégeno vy
seis con gas anaerobio (segln las
especificaciones del manual Forma
Scientific, Inc). Transcurrido un tiem-
po muy superior al especificado en el
manual de instrucciones (1 hora),
desde la finalizacion de la operacién
de arranque, se observé que en el
interior del sistema permanecia oxi-
geno. Se procedio a repetir la opera-
cién varias veces, incrementando,
progresivamente, los ciclos de purga
con ambos gases, hasta lograr una

atmodsfera anaerobia en el interior del
equipo. El éxito de la operacion tuvo
lugar con treinta ciclos de purga con
nitrégeno y quince con gas anaero-
bio, y después de transcurridas doce
horas de la finalizacion del mismo.

Una vez conseguidas las condicio-
nes anaerobias en la camara, se pro-
cedid a introducir material en el interior
de la misma para lo cual se realiz6 la
operacién de transferencia, de modo
automatico, segun se especifica en el
manual del equipo (dos purgas con
nitrégeno y una con gas anaerobio),
observandose, una vez introducido el
material en el interior, que la atmdsfe-
ra de la camara se contaminaba con
oxigeno. Después de unas doce horas,
se comprobd que el sistema, por si
mismo, no presentaba suficiente capa-
cidad de eliminacién de este gas. Por
ello, se decidi6 optimizar la opera-
cion de transferencia, y asegurar las
condiciones necesarias para lograr
una atmdsfera anaerobia en esta zona
del equipo, antes de realizar cualquier
intercambio con el interior de fa cama-
ra. Para ello se introdujo una tira indi-
cadora BBL en esta zona y se aumen-
t6, paulatinamente, el numero de
ciclos de purga hasta cuatro purgas
con nitrégeno y dos con gas anaero-
bio. Transcurridos 30 minutos desde la
ultima purga con gas anaerobio la pér-
dida de color de la tira indicadora mos-
traba que se habian alcanzado las
condiciones anaerobias en esta zona.
Se procedid, a continuacién, a introdu-
cir material en la camara sin perturbar
esta vez su atmésfera anaerobia.

Ademas de lo anterior, existen otra
serie de factores que influyen también
en el mantenimiento de la atmésfera
anaerobia interna: frecuencia de rege-
neracion de catalizador y desecante,
contenido de humedad de la camara y
renovacion del gas anaerobio en el
interior. La regeneracion del cataliza-
dor de paladio y del desecante, que en
un principio se realizaba con una fre-
cuencia de una vez por semana, se
aumento hasta una vez al dia en los
periodos en que la preparacion de
medios de cultivo y de incubacion se
realizaban intensamente. Hay que
considerar que cuando el medio de
cultivo se realizaba en condiciones
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N° colonias /placa UFC/mL (106)
(dilucién 10%)
Condiciones 209 1,84 +0,36
anaerobias 158
Condiciones aerobias/ 211 2,73+ 0,87

anaerobias 372
236

Tabla 1.- Resultados del crecimiento obtenido en medios preparados en condicionés

anaerobias y aerobias/anaerobias.

1. Elaboracion del medio de cultivo, agua de dilucion y solucion de agente reductor

Composicién basica descrita en Material y Métodos. Agar
al 2% e hidrocloruro de cisteina (0,5g/1.). Adicién de
ingredientes en condiciones aerobias.

Medio de
cultivo

Agua de dilucién

Solucién de
agente reductor
(N2:8.910)(0,62/1.)

2. Esterilizaci6n de los componentes anteriores

120°C, 20 minutos

3. Transferencia al interior de la caAmara anaerobia

Operacion de transferencia : 4 purgas con N, y 2 con gas anaerobio

4.Distribucién y solidificacién del medio en las placas

Adicion de la solucion de agente reductor al medio de cultivo.
Renovacién de la atmosfera interna de la camara : 10 ciclos de vacio
v purga con gas anaerobio en la zona de transferencia por cada 1,51

de medio preparado.

3. Siembra e incubacién

Indculo: 0,1 ml/placa.
Temperatura de incubacion: 55°C.

Periodo de incubacidn: hasta estabilizacion del crecimiento (72 horas)

6. Recuento y caracterizacion del crecimiento

Conteo de las unidades formadoras de colonias. Caracterizacion del
crecimiento mediante deteccion de autofluorescencia al microscopio.

Composicioén basica idem medio de cultivo, excepto agar

Elaboracion en condiciones anaerobias

Diagrama secuencial del protocolo de la técnica de recuento en placa

aerobias contenia oxigeno en su
composicion, asi como en el material
utilizado en la preparacién y manipu-
lacién del mismo, y en la siembra (el
material de vidrio suele contener res-
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tos de oxigeno adherido a sus pare-
des). Ademas del vapor desprendido
al distribuir el medio en las placas
como consecuencia del enfriamiento
y solidificacién. El exceso de hume-

dad impedia la eliminacién del oxige-
no contenido en el medio de cultivo,
durante su enfriamiento y solidifica-
cién, aunque se mantuvieran abiertas
las placas mas de 24 horas antes de
la siembra. Para solucionar este pro-
blema se procedié a aumentar la
capacidad de desecacién de la cama-
ra introduciendo tres recipientes de
250 mL rellenos con silicagel, los
cuales debian ser regenerados
(160°C, 2 horas) después de cada
distribucién y solidificacion del medio
en las placas. Ademas, una vez que
el medio era distribuido en las placas,
se procedia a renovar la atmésfera
del interior de la camara. De esta
forma se consiguié corregir los pro-
blemas cusados por el exceso de
humedad y asi conseguir un medio
carente de oxigeno

Medios de cultivos.- Las placas
se inocularon con efluente del diges-
tor monoetapa, que operaba con un
THR de 10 dias, una velocidad de
carga organica de 1,35 gDQO/L/d y
una concentracién de solidos volatiles
en suspension (SVS) de 315 mglL,
presentando una eficacia depurativa
del 70%. El crecimiento se estabilizd
alas 72 horas. Los resultados de este
ensayo se recogen en la Tabla 1. En
esta tabla, se indican las unidades
formadoras de colonias en cada
placa y los resultados medios, corres-
pondientes a la mayor dilucion utiliza-
da.

La semejanza en los resultados
obtenidos indica que la preparacién
del medio en las dos condiciones
ensayadas no produce un efecto sig-
nificativo sobre el crecimiento bacte-
riano. Acorde con los reultados obte-
nidos por Downs (1990).

Protocolo de realizacién pro-
puesto.- en el diagrama adjunto se
resume el protocolo de realizacion
propuesto en este trabajo para la
determinacién de biomasa viable en
digestores anaerobios.

Optimizacion de Ia condiciones
de crecimiento de las bacterias aci-
dogénicas: influencia del pH.- Los
resultados correspondiente al estudio
de ia influencia del pH en el creci-
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miento de las bacterias acidogénicas
se exponen en la Tabla 2.

A raiz de los resultados obtenidos
se puede deducir que el pH 6ptimo
para el crecimiento en placa de
microorganismos anaerobios termofi-
licos se situa en torno a la neutrali-
dad; una ligera alcalinizacion del
medio de cultivo (pH 8) parece no
afectar tanto al crecimiento de estas
bacterias como la acidificacion del
mismo a un pH menor de 6.

Estudio de la utilizacién de dife-
rentes fuentes de carbono.- Los
resultados correspondientes a este
ensayo se muestran en la Tabla 3. Se
utilizé la glucosa para establecer una
comparacion entre este sustrato facil-
mente degradable y propio de las
bacterias acidogénicas y asi poder
establecer una comparacion entre
esta poblacién y las de acetogénicas
y metandgenas acetoclasticas.

La obtencién de crecimiento en
todos los casos y la ausencia de
autofluorescencia en las colonias,
indicé que los ingredientes basicos,
presentes en todos los medios de cul-
tivo utilizados en este ensayo, cubren
los requerimientos nutricionales de
las bacterias acidogénicas, presumi-
blemente, ya que tiene un crecimien-
to mucho mas répido que las aceto-
génicas.

La complejidad del medio de culti-
vOo necesaria para el crecimiento de
las bacterias metanégenas (son los
microorganismos que mayor dificultad
presentan para crecer en medio soli-
do) conlleva que las bacterias acido-
génicas, mucho menos exigentes en
las condiciones nutricionales, puedan
crecer aunque no se adicione al medio

Dilucién

pH (10°) colo-  UFC/mL
nias/placa  (x 10°)

5,81 21 1,607
11

7,13 325 28,8+ 5,0
298
250

8,11 158 15,8 + 9,0
283

Tabla 2.- Efecto del pH del medio de cultivo
en el crecimiento de bacterias acidogénicas

glucosa 3,30 = 0,60

acetato 3,07 + 1,00

butirato 2,90 + 0,80
propionato 1,55+ 0,40
Sin fuente 3,50+ 0,70
de carbono

Tabla 3- Estudio de Ia influencia de
diferentes fuentes de carbono en el
crecimiento de la biomasa
acidogénica

una fuente de carbono especifica.

Los resultados correspondientes
al ensayo de crecimiento de metano-
genas se muestran en la Tabla 4.

Los resultados de crecimiento en
esta prueba se corresponden, proba-
blemente, con crecimiento metanogé-
nico, excepto el correspondiente al
medio constituido basicamente por
efluente acidogénico, en el que no se
observo fluorescencia alguna.

Hay que destacar que en las pla-
cas incubadas con efluente metano-
génico y en las que contienen borohi

UFC/mL (x 10%)

Efluente R10

Efluente Metanogénico

acetato

no hubo crecimiento

1,64 £ 0,04

borohidruro de sodio

3030+500 (*)

efluente acidogénico

272 + 60

Tabla 4.- Ensayos de crecimiento en placa con diferentes medios especificos

para metandgenas

(*) resultado total UFC/mL.

druro de sodio, se detecté mas fluo-
rescencia que en los restantes casos.
Resulta significativa la ausencia de
crecimiento en el medio que contiene
acetato como fuente de carbono ino-
culado con efluente del digestor
monoetapa (THR 10 dias). Este
mismo medio inoculado con efluente
del reactor metanogénico (enriqueci-
do con microbiota metanogénica) da
lugar a resultados positivos lo que
parece confirmar que, efectivamente,
se trata de crecimiento metanogéni-
co. Probablemente, diluciones meno-
res para el efluente del reactor mono-
etapa permitirian detectar
crecimiento.

No obstante, la principal dificultad
para constatar que se trataba de cre-
cimiento exclusivamente metanogéni-
co radica en que la fluorescencia
observada no era total para las dife-
rentes colonias. Una posibilidad para
explicar este fendmeno es que se
trata de un crecimiento mixto (asocia-
do con otras poblaciones presentes
en el cultivo: acidogénica y/o aceto-
génica).

Ensayo complementario: prue-
ba de sensibilidad a antibidticos.-
Los resultados de este ensayo son
cualitativos, asi en la Tabla 5 se indi-
ca la sensibilidad o resistencia a cada
uno de los antibidticos utilizados en
esta prueba.

En principio las bacterias acidogé-
nicas podrian ser sensibles a los anti-
biéticos B-lactdmicos, por tratarse de

Tipo de antibiético

B-lactamicos

Respuesta

Ampicilina

Sulfabactimicina

Cefazolina

Cefotaxime

Cefoxitina

Cefuroxima

W D D W D DD

Ceftazidima

R, resistencia; S, sensible
Tabla 5- Resultados de la sensibilidad a
antibidticos de la biomasa acidogénica




Y
elSH

dues agroalimentarios

Reactor |[THR VCOo DQOc PpHg  Biogas ;’;4 ?:2 :2 Reactor THR Poblacién
0.47
Monoetapa |10 144 821 735 (diag) viable
Monoetapa |4 375 g1 760 08 8 15 0 (1o
Acidogénico |4 379 301 553 018 66 29 7
o o1 9 0 Monoetapa 10 0,19:0,06
Metanogénico |4 265 717 780 045
Monoetapa 4 6,6910,91
Tabla 6.- Resultados de los principales pardmetros de operacion y control del proceso de Acidogénco 4 3,9510,77
digestion anaerobia en los sistemas monoetapa y de fases separadas.
Metanogénico 4 0,30+0,11

THR (dias); velocidad de carga orgdnica (VCOo) expresada en g-L'- d'; eficacia de
depuracion {porcentafe de DQQO inicial efiminada); pH; vofurmen de biogas generado
expresado como L-L"-d" digestor; porcentajes de CHy, CO», y Hs en el biogas.

eubacterias, pero esta sensibilidad no
es universal sino que depende del
género bacteriano: los resultados
obtenidos son una prueba de ello.

Los resultados muestran que la
poblacion acidogénica, seleccionada
en los digestores anaerobios de la
linea de investigacion a la que perte-
nece el presente trabajo, es sensible
a los antibiéticos Cefotaxime y Cefta-
zidima. Por ello, en ensayos futuros
relacionados con el enriquecimiento y
crecimiento de las bacterias metané-
genas podrian utilizarse estos anti-
bidticos para inhibir el crecimiento de
Ja poblacion acidogénica.

Determinacion de la biomasa
viable contenida en digestores
anaerobios de una y dos etapas.-
Las caracteristicas principales de
operacion y funcionamiento de los
digestores anaerobios de vinazas de
vino a los que se ha determinado su
biomasa viable se muestran en la
Tabla 6. Los resultados de crecimien-

to se exponen en la Tabla 7.

En este ensayo se ha utilizado el
protocolo propuesto en este trabajo
para la determinacién de la biomasa
viable empleando como fuente de
carbono glucosa, por [0 que [os
resultados de crecimiento corres-
ponden fundamentaimente a la
poblacién acidogénica que, por otra
parte, constituye el grupo mayorita-
rio de microorganismos presente en
los digestores anaerobios. Estos
resultados se han correlacionado
con los obtenidos en el recuento de
poblacién total (viable y no viable)
mediante microscopia de epifluores-
cencia con DAPIL. El resultado de
esta correlacion se muestra en la
Figura 6.

La alta correlacion que existe
entre los resultados obtenidos por
microscopia de epifluorescencia y el
recuento en placa indica que el pro-
tocolo de realizacion seleccionado
en este trabajo es adecuado para el
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Figura 6. Correlacidn entre concentracion total de microorganismos, por microscopia de
epifluorescencia, y concentracion de viables, por recuento en placa, en todos los

reactores utilizados en los ensayos
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(WUFC-mL"; (2) (UFC-mL"-DAPI) 160

Tabla 7. - Resuitados de concentracion
de microorganismos viables

crecimiento de estas bacterias. Asi,
este procedimiento de recuento seria
representativo de los grupos mayori-
tarios contenidos en los digestores v,
consecuentemente, de la poblacién
total presente en los mismos.
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