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RESUMEN

Introduccién. La vinaza, subproducto liquido de la industria sucroalcoholera, presenta gran potencial
contaminante, pero también biotecnolégico en un contexto de economia circular.

Objetivo. Revalorizar la vinaza como posible medio de cultivo para la produccién de inoculantes agricolas
sustentables.

Materiales y métodos. Se emplearon cepas de T. harzianum Th2 (coleccion PROIMI) y B. subtilis B/23-
45-10 Nato, del Instituto Cubano de Investigaciones de la cafia de Azlcar. La vinaza, obtenida durante la
zafra 2025, fue caracterizada (pH, conductividad, DQO, DBO, sélidos totales y fraccionados). Se evaluo la
tolerancia de los microorganismos a la vinaza al 10, 20, 50, 75y 100 % (v/v). La viabilidad de B/23-45-10 Nato
se evalué por recuento de UFC. El crecimiento de Th2 se determiné por peso seco.

Resultados y discusion. La vinaza mostré pH acido (4.02), alta conductividad (8.25 mSe<cm-") y elevados
valores de DQO/DBO (55.924/23.333 mgeL™"). B/23-45-10 Nato mantuvo viabilidad en todas las concentracio-
nes hasta 100 %, sin aumento significativo de UFC respecto al indculo. Th2 crecio en todas las condiciones
evaluadas, el peso seco fue significativamente mayor en vinaza al 50 y 75 %.

Conclusiones. La vinaza posee un potencial diferencial como medio de cultivo, dependiendo del mi-
croorganismo. Para T. harzianum Th2, la vinaza al 50 y 75 % favorecieron el crecimiento, lo que indica que
esta puede actuar como fuente de nutriente. En contraste, B. subtilis B/23-45-10 Nato mantuvo su viabilidad,
aunque sin incremento en el nimero de células viables, lo que sugiere que la vinaza podria limitar su proli-
feracion. En conjunto, los resultados respaldan la viabilidad de utilizar vinaza para la formulacion de medios
de cultivo.
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ABSTRACT

Introduccién. Vinasse, a liquid byproduct of the sugar-alcohol industry, has great polluting potential, and
also biotechnological opportunities within a circular economy context.

Objective. To revalue vinasse as a possible culture medium for the production of sustainable agricultural
inoculants.

Materials and methods. Strains of T. harzianum Th2 (PROIMI collection) and B. subtilis B/23-45-10 Nato,
from the Cuban Institute of Sugarcane Research, were used. Vinasse, obtained during the 2025 harvest, was
characterized (pH, conductivity, COD, BOD, total and fractional solids). The tolerance of the microorganisms
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to vinasse at 10, 20, 50, 75, and 100% (v/v) concentrations was evaluated. The viability of *B/23-45-10* Nato
was assessed by colony-forming units (CFU). Th2 growth was determined by dry weight.

Results and discussion. The vinasse showed an acidic pH (4.02), high conductivity (8.25 mS<cm-"), and
elevated COD/BOD values (55.924/23.333 mg-L™"). B/23-45-10 Nato maintained viability at all concentrations
up to 100%, with no significant increase in CFU compared to the inoculum. Th2 grew under all conditions
evaluated, with significantly higher dry weight in vinasse at 50% and 75%.

Conclusions. Vinasse has a differential potential as a culture medium, depending on the microorganism.
For T. harzianum Th2, 50% and 75% vinasse favored growth, indicating it can act as a nutrient source. In
contrast, B. subtilis B/23-45-10 Nato maintained its viability, although without an increase in the number of
viable cells, suggesting vinasse might limit its proliferation. Overall, the results support the feasibility of using
vinasse for culture media formulation.

Keywords. Circular economy, sugarcane vinasse, plant growth-promoting microorganisms

INTRODUCCION

Los modelos de produccion basados en la economia circular buscan optimizar el uso de los recur-
sos naturales, mediante la creacion de cascadas y ciclos productivos que diversifiquen los productos
(). La industria sucro-alcoholera es la actividad agroindustrial mas importante tanto en Cuba como
en el noroeste Argentino. Se estima que, por cada litro de etanol producido, se generan 13 litros de
vinaza. Este subproducto posee una alta carga contaminante, pero también un importante potencial
biotecnoldgico (2).

Ante la emergencia ambiental global, resulta importante desarrollar tecnologias que amplien la
economia circular en la produccion sucro-alcohdlica, incluyendo el aprovechamiento de la vinaza
para generar nuevos bioproductos, como los bioinoculantes agricolas. Estos son formulados con
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGP, por sus siglas en inglés: Plant Grow-
th-Promoting), que favorecen el desarrollo de las plantas y actian como agentes de biocontrol frente
a fitopatdgenos, y reducen o incluso reemplazan el uso de formulados quimicos (3).

El Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA) cuenta
con una amplia trayectoria en el desarrollo de bioproductos derivados de la cafia de azUcar, que
incluyeincluyendo formulaciones con aplicacion agricola como: FITOMAS-E® y LEBAME®. En para-
lelo, la Planta Piloto de Procesos Industriales Microbiologicos (PROIMI-CONICET) ha evaluado, con
éxito, el uso de vinaza como medio de cultivo para Trichoderma spp. y otras especies microbianas.
Recientemente, este grupo demostro la viabilidad de emplear vinaza para el crecimiento de Pseudo-
monas capeferrum WCS385, Rhizobium sp. N21.2 y Trichoderma (T.) harzianum MT2, que alcanzé
rendimientos de biomasa, comparables a los obtenidos en medios de cultivo ricos de laboratorio (4).

Entre los microorganismos de mayor relevancia para la agricultura se destacan Bacillus subtilis y
Trichoderma harzianum, ampliamente reconocidos por su capacidad para promover el crecimiento
vegetal, mejorar el desarrollo radicular, inducir tolerancia a diferentes tipos de estrés y ejercer con-
trol biolégico frente a diversas enfermedades (5-8).

El presente trabajo tiene como objetivo valorar la vinaza como posible medio de cultivo, para la
produccion de inoculantes agricolas sustentables de T. harzianum Th2 y B. subtilis B/23-45-10 Nato,
y evaluar la tolerancia de los microorganismos al afluente.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medios de cultivo de mantenimiento
Los microorganismos empleados en este estudio fueron T. harzianum Th2 y B. subtilis B/23-45-
10 Nato. T. harzianum Th2 forma parte de la coleccién de la Planta Piloto de Procesos Industriales
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Microbiol6gicos (PROIMI-CONICET, de Argentina) y fue aislado del producto comercial Rizoderma®,
perteneciente a la empresa Rizobacter Argentina S.A. Esta cepa se mantuvo en medio Yeast-Malt Ex-
tract (YME) (9), incubada a 25 °C, durante 72 h; en cultivos liquidos se emple6 agitacién a 180 rpm. B.
subtilis B/23-45-10 Nato pertenece a la coleccion del Instituto Cubano de Investigaciones de los Deri-
vados de la Cafia de Azlcar (ICIDCA-AZCUBA, Cuba). Esta cepa se mantuvo en medio Luria Bertani
(LB) (10), incubada a 30 °C, durante 24 h y con agitacién a 180 rpm en caso de cultivos liquidos.

Obtencién y preparacion de la vinaza

La vinaza fue obtenida durante la zafra 2025, directamente de las columnas de destilacién de la
destileria Antonio Sanchez, ubicada en Aguada de Pasajeros, provincia de Cienfuegos, Cuba. El
efluente se conservo a ~4 °C hasta su utilizaciéon. Previo a su uso, fue esterilizado en autoclave a
121 °C, durante 20 minutos y 1 atm de sobrepresion.

Caracterizacion de la vinaza

Se realizé la caracterizacion fisico-quimica de la vinaza. Los parametros evaluados incluyeron la
DQO, determinada mediante una modificacion rapida del método estandar (Standard Methods), y la
DBO, medida con el equipo Oxitop Box TW. La acidez y la conductividad eléctrica se midieron con
electrodos especificos, mientras que los solidos se cuantificaron por gravimetria, de acuerdo con
los protocolos del ICIDCA. Se registraron los valores de soélidos totales (ST), sélidos disueltos (SD)
y solidos suspendidos totales (SST), asi como las fracciones fija y volatil de cada uno (STF: sélidos
totales fijos, STV: solidos totales volatiles, SDF: solidos disueltos fijos, SDV: solidos disueltos vola-
tiles, SSF: sdélidos suspendidos fijos, SSV: solidos suspendidos volatiles).

Evaluacion de la tolerancia de T. harzianum Th2 y B. subtilis B/23-45-10 Nato a la vinaza
como medio de cultivo

Se evalud la tolerancia de ambos microorganismos frente a componentes, potencialmente t6-
Xicos, presentes en la vinaza. Las concentraciones de vinaza evaluadas fueron 10, 20, 50, 75 y
100 %. En el caso de B. subtilis B/23-45-10 Nato, se inocularon las diferentes diluciones de vinaza
con un precultivo, en medio LB de 24 h de crecimiento, previamente lavado con agua destilada. Los
cultivos fueron inoculados en proporcion 1:100 y se incubaron a 30 °C, con agitacion a 180 rpm,
durante 24 h. Como control positivo se utiliz6 medio LB. Luego de la incubacién, se evalué la via-
bilidad, mediante el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en medio LB agarizado
con la técnica de Jett et al. (11). Brevemente, se sembro 10 yL de cada muestra en un extremo de
la caja de Petri, con medio LB agarizado y se dejé migrar el liquid6é hacia el otro extremo de esta.

La tolerancia de T. harzianum Th2 se evalu6 frente a las mismas concentraciones de vinaza y
como control positivo, se utilizé6 medio YME. Estos cultivos fueron inoculados con una suspension de
conidios de T. harzianum Th2 en agua estéril, con 1 x 102 conidios mL™. La suspension se obtuvo a
partir de un cultivo de T. harzianum Th2 de 72 h, en medio YME sélido. La concentracion de conidios
se determiné con la utilizacion de una camara de Neubauer. Los cultivos de T. harzianum Th2 se in-
cubaron durante 72 h, a 30 °C con agitacién a 180 rpm. El crecimiento se evalué cuantitativamente,
mediante la determinacién gravimétrica del peso seco. Los valores de peso seco obtenidos en las
distintas concentraciones de vinazas se compararon con los obtenidos en medio YME, mediante test
t, con un nivel de significancia de p < 0.05. El analisis estadistico se realizé con el software Infostat.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion del efluente es fundamental para predecir sus condiciones de almacenamiento
y su potencial como medio de cultivo. Los resultados de la caracterizacién fisicoquimica de la vinaza

obtenidos se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la vinaza
de la destileria Antonio Sanchez

Caracteristicas de la vinaza

pH 4.02
Conductivity (mS/cm) 8.25
DQO (mg/L) 55.924
DBO (mg/L) 23.333
ST (mg/L) 40210
STF (mg/L) 8164
STV (mg/L) 32050
SD (mg/L) 37725
SDF (mg/L) 7655
SDV (mg/L) 30070
SST (mg/L) 2485
SSF (mg/L) 505
SSV (mg/L) 1980

La vinaza analizada present6 un pH acido (4.02) y elevada conductividad (8.25 mS cm?), dentro
de los rangos esperados para efluentes de destilerias. Esto se atribuye a la presencia de acidos or-
ganicos y compuestos fendlicos generados durante la fermentacion y a la presencia de sales disuel-
tas; principalmente potasio, calcio, magnesio y sulfatos y destilacién. El caracter acido de la vinaza
limita el desarrollo de microorganismos no acidotolerantes. Los valores de DQO y DBO fueron altos
(55.924 y 23.333 mg L, respectivamente), lo que refleja la elevada carga organica de la vinaza y su
fuerte potencial de contaminacion.

En la evaluacién de la tolerancia de B. subtilis B/23-45-10 Nato a distintas concentraciones de
vinaza se observaron UFC en todas las muestras sin dilucion. Este resultado indico la viabilidad del
microorganismo en todas las concentraciones de vinaza, incluso al 100 %, tras 24 h de incubacion
(figura 1). Sin embargo, no se detectd un aumento significativo en la cantidad de UFC respecto
al indculo inicial. Este resultado evidencia que la cepa toler6 la acidez y la posible toxicidad de la
vinaza, pero no logré crecimiento bajo las condiciones evaluadas. Esto sugiere necesarias modifi-
caciones en algunos de los factores del efluente como el pH, previo a su utilizacion como medio de
cultivo, o bien adaptar el microorganismo al medio de crecimiento.

Figura 1. Viabilidad de B. subtilis B/23-45-10 Nato, en diferen-
tes concentraciones de vinaza, después de 24 h de incubacion.
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Figura 2. Crecimiento de T. harzianum Th2 en diferentes concentraciones
de vinaza. A) Crecimiento en frascos con medio de cultivo de laboratorio
(YME) y vinaza al 10, 20, 50, 75y 100 % (de izquierda a derecha). B) Cre-
cimiento evaluado por peso seco (g/L de medio de cultivo). Los asteriscos
indican diferencias significativas (p < 0.05).

En la evaluacion de la tolerancia de T. harzianum Th2 a distintas concentraciones de vinaza se
observl, macroscopicamente, el crecimiento de Th2 en todas las condiciones evaluadas, y fue
mas evidente en 50, 75y 100 % (figura 2A). La cuantificacién de biomasa por peso seco reflejé un
aumento en el crecimiento de T. harzianum Th2 al 50, 75 y 100 % en concordancia con las obser-
vaciones previas (figura 2B). Aunque en las observaciones macroscopicas y en las medias de peso
seco se aprecia una tendencia a mayores valores de biomasa entre el 50 y el100 % de vinaza, con
respecto a YME fue estadisticamente superior en vinaza al 50 % y 75 %, no en vinaza al 100 %,
posiblemente debido a la variabilidad de los datos. También, es importante considerar que la presen-
cia de so6lidos no metabolizados en la vinaza podria haber contribuido, parcialmente, al peso seco
registrado, especialmente en las concentraciones mas altas, lo que podria haber sobrestimado el
crecimiento fangico real.

CONCLUSIONES

1. Los ensayos permitieron establecer que la vinaza presenta un potencial diferencial como me-
dio de cultivo, segun el microorganismo evaluado. Las condiciones evaluadas resultaron
favorables para el desarrollo de T. harzianum Th2, mientras que B. subtilis B/23-45-10 Nato
mantuvo su viabilidad en este medio, sin evidenciar crecimiento.

2. Estos resultados aportan informacién para el aprovechamiento de la vinaza en procesos bio-
tecnoldgicos y plantean nuevas estrategias que deberdn evaluarse para optimizar su uso
como medio de cultivo.
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