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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la concentracién de indculo de un consorcio bacteriano nativo para la
degradacion de los nitratos (NO3-N) en la vinaza. El consorcio bacteriano fue analizado en cuanto a la morfologia
macroscdpica y por observaciones microscopicas y luego inoculado en biorreactores aerébicos de recirculacion con flujo
ascendente que contenian vinaza. La vinaza tratada con el indculo y un control fueron evaluados en funcién de su pH, DBO,
contenido de nitratos, nitritos, nitrégeno y nitrégeno amoniacal. El pH no varié significativamente y se mantuvo cercano al
neutro. Una reduccién significativa de la DBO (hasta 47,67%) vy el contenido de nitratos (hasta 8,66 mg/L) se encontré en
este trabajo. Un alto contenido de nitrégeno, como resultado de la degradacion de los nitratos se encontré. La vinaza tratada
en esta investigacion puede ayudar a mitigar la contaminacion producida por este residuo y ademas pemitiria enriquecer el
suelo de cultivo.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the inoculum concentration of a native bacterial consortium for the
degradation of nitrates (NO3-N) in the vinasse. The bacterial consortium was analyzed in terms of macroscopic morphology
and microscopic observations and then inoculated in recirculating aerobic bioreactors with upflow containing vinasse. The
vinasse treated with the inoculum and a control were evaluated according to their pH, BOD, content of nitrates, nitrites,
nitrogen and ammoniacal nitrogen. The pH did not vary significantly and remained close to neutral. A significant reduction in
BOD (up to 47.67%) and nitrate content (up to 8.66 mg /L) was found in this work. A high nitrogen content, as a result of the
degradation of nitrates was found. The vinasse treated in this research can help mitigate the pollution produced by this waste
and also allow the enrichment of the soil.

Keywords: vinasse; native bacterial consortium; nitrates; pollution.

1. Introduccion de la cristalizacion final del azicar de los cuales no
] . se puede obtener mas azcar por métodos fisicos.

En la actualidad, temas como el calentamiento Es un liquido denso y viscoso de color oscuro,

global, el cambio climatico, la reduccion de la capa producto final de la fabricacion o refinacién de la

de ozono, la contaminacion por residuos, la sacarosa procedente de la cafia de azlcar

desertificacion y la escasez de agua adquieren un (Helfgott, 2011).

mayor interés en el campo de la investigacion La industia alcoholera es parte de la

RN et 22008, industrializacién de la cafia de azucar debido a que

Una de las actividades agricolas mas repre- se utiliza como materia prima las melaza o mieles
sentativas del mundo y del Peru es la produccion finales, la que incluye el proceso de fermentacion
de cafa de azlicar. Los subproductos de la cafia de alcohdlica en tres etapas importantes, el cual
az(icar son el bagazo, la cachaza es un residuo que recircula la levadura, limita el crecimiento celular y
se obtiene en el proceso de clarificacion de los maximiza la produccion de alcohol, a la vez que
jugos de cafia de azlicar, y las melazas o mieles logra disminuir los tiempos de fermentacion debido
finales, que suelen ser definidas como los residuos a la alta densidad celular en el fermentador. Esta
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actividad genera un subproducto en grandes
cantidades llamado vinaza, aproximadamente el 13
- 15 L vinaza / L de etanol, en promedio (Salomon y
Silva Lora, 2009).

La vinaza es un efluente &cido de composicion
variable que presenta riesgo de contaminacion del
medio ambiente, principalmente debido a su alta
concentracion de materia orgénica recalcitrante
(Colin et al., 2016). Constituyen un liquido de color
oscuro, que puede variar desde carmelita hasta
casi negro, de olor fuerte, temperatura cercana a
100 °C y pH medianamente &cido. La demanda
quimica de oxigeno (DQO) de la vinaza se ha
estimado entre 50 y 150 g L', mientras que su
demanda biolégica de oxigeno (DBO) es de
aproximadamente 30 - 70% de la DQO (Pant y
Adholeya, 2007). Estan compuestas por un 93% de
agua, 2% de compuestos inorganicos (potasio,
calcio, sulfatos, nitratos, nitritos, cloruros, nitrégeno,
fésforo, plomo, cadmio, cromo, etc.) y un 5% de
compuestos organicos que se volatilizan al ser
calentados a 65 °C; por todo aquello se considera
un residuo liquido muy agresivo que provoca serios
problemas ambientales en los recursos hidricos
donde se descarga (Pérez y Garrido, 2006).

Una caracteristica tipica de la vinaza es una alta
concentracion de potasio, que la hace
particularmente atractiva como una enmienda del
suelo o fertilizante (Prado et al., 2013). Por ello, una
opcion adecuada para el manejo de las vinazas es
el fertirriego; el cual consiste en verter la vinaza
diluida directamente en el suelo (Pérez y Garrido,
2006). La utilizacion de la vinaza en el fertirriego
incrementa la productividad de la cafia de azlcar
(Nunes etal., 2012).

Vasquez (2013) evalué el efecto de la adicién de
vinaza sobre el contenido de potasio intercambiable
en el suelo agricola, logrando que la aplicacién de
la vinaza incremente en forma significativa el
contenido de potasio intercambiable a Ila
profundidad de 0 — 20 cm. No obstante, existen
restricciones préacticas y legales sobre el contenido
de potasio y otros elementos contenidos en el
medio de irrigacién para los suelos agricolas, y a
menudo la vinaza excede dichas normas (Da Silva
et al, 2013). La presencia de una variedad de
metales pesados en la vinaza también ha limitado
su uso agricola debido al efecto negativo sobre el
suelo (Espafia-Gamboa et al., 2011). De hecho, en
algunos paises las legislaciones ambientales, por
ejemplo, la U.S. EPA (2010) prohibe la disposicion
inadecuada de la vinaza en rios, lagos, océanos y
suelos sin un tratamiento de acondicionamiento
previo.

En el Perl, el empleo actual que se le da a las
vinazas en ciertas zonas azucareras es de
aplicacion directa sobre los terrenos de cultivo o es

vertida directamente a los cuerpos de agua sin
ningun tipo de tratamiento previo (Vasquez, 2013).
En la gran mayoria de las destilerias de alcohol, el
Unico tratamiento utilizado para las vinazas es la
correccion del pH en torno a 7, con el empleo de
agua de pozo o rios, incorporandola a los efluentes
para disminuir la concentracion de los factores
contaminantes y que se encuentren por debajo de
los niveles maximos permitidos por las entidades
nacionales (Prodanov y Cobo, 2004; Belhadj et al.,
2013).

Uno de los elementos poco estudiados y de
considerable presencia en las vinazas son los
nitratos (NOs-N). Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (WHO) (WHO, 2006), el nitrato es uno de
los pocos productos quimicos encontrados en el
agua potable que causan problema de salud muy
rapido. Los principales peligros para la salud de
beber agua con nitratos se producen cuando el
nitrato se transforma a nitrito en el sistema
digestivo. La metahemoglobina se forma cuando el
nitrito oxida el hierro ferroso en la hemoglobina a la
forma férrica y no puede unirse al oxigeno que
conduce a la condicién conocida como
metahemoglobinemia o sindrome del bebé azul
(WHO, 1985).

Ademas, los nitratos altamente solubles no son
retenidos por las cargas negativas de los coloides
del suelo, mas teniendo en cuenta el bajo poder de
adsorciéon que presenta la mayoria de los suelos
para las particulas cargadas negativamente, en
consecuencia, se estarian desplazando libremente
con el agua de drenaje, a través del perfil del suelo,
hacia los acuiferos (Carpenter et al., 2011).

El nitrato debe ser transportado por debajo de la
interfaz de redox, que delimita la transicion de éxido
a condiciones anoxicas, con el agua subterranea
que fluye a fin de que la reduccién se produzca. La
cantidad de reduccion de nitratos en aguas
subterraneas en una cuenca depende, por lo tanto,
de la profundidad de la interfaz de redox y de los
patrones de flujo del agua subterranea. El potencial
de reduccion de nitrato natural, por lo tanto, a
menudo es muy variable incluso dentro de
pequefas areas, debido a la gran heterogeneidad
de la superficie inferior. Esto conduce a la
existencia de dos areas vulnerables: (1) donde la
lixiviacién de nitrato alcanza el agua de la superficie
con una reduccién muy pequefia, y (2) las areas
solidas donde se reduce casi todo el nitrato lixiviado
(Jacobsen y Hansen, 2016).

La adsorcion a través del mecanismo de
intercambio i6nico es un método eficiente para la
eliminacién de nitrato, ademas el adsorbente puede
regenerarse y reutilizarse (Sowmya y Meenakshi,
2013a); sin embargo, estas son muy costosas. Las
resinas poliméricas con grupos funcionales de la
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matriz de poliestireno-divinilbenceno y cloruro de
amonio cuaternario se utilizan ampliamente para la
eliminacion de nitrato; no obstante, ellas solo retiran
el nitrato, no lo degradan (Chabani et al., 2007;
Milmile et al., 2011; Dron y Dodi, 2011; Sowmya y
Meenakshi, 2013b). Ademas, la eliminacion
selectiva del nitrato en presencia de aniones
comunes, como el sulfato y cloruro es una de las
principales preocupaciones ambientales (Sowmya y
Meenakshi, 2013a).

Los métodos microbiolégicos para reducir el nitrato
vienen siendo probados como sustitutos a las
resinas. El nitrato (NOs) se puede transformar de
forma natural a N2 por un proceso de reduccion
microbiana mediada en condiciones andxicas
(Appelo y Postma, 2005). Esta tarea puede ser
realizada mediante consorcio de microorganismos,
los cuales son utilizados en los procesos de
biorremediacion. Existen mas de 50 géneros de
bacterias que estén distribuidas ampliamente en
ecosistemas  acuaticos y terrestres, como
Alcaligenes, Paracoccus, Pseudomonas,
Thiobacillus, Rhizobium, Thiosphaera, entre otros,
que pueden llevar a cabo la desnitrificacién, que
implica la transformacion bioldgica paso a paso del
nitrato (NO?%) al nitrito (NO?), al éxido nitrico (NO),
al oxido nitroso (NOy) y al nitrogeno (N2) mediante
las enzimas nitrato reductasa, nitrito reductasa,
oxido nitrico reductasa y Oxido nitroso reductasa,
respectivamente. Estos son compuestos gaseosos
y no son faciimente accesibles para el crecimiento
microbiano; por ello, se liberan normalmente en la
atmasfera.

Ademas, debido a la adicién de acido sulfurico y
sulfato de amonio en la fabricacion de etanol, la
vinaza es un sustrato liquido rico en sulfato para la
digestion anaerdbica (Barrera et al., 2016), que
permite la recuperacion de parte de su contenido de
energia debido a la produccion de biogas (Dias et
al., 2016).

El desnitrificador tipico es un anaerobio facultativo
que preferentemente utiliza O, como aceptor de
electrones y restringe el flujo de electrones hacia N-
oxidos siempre que O esta disponible (Bergaust et
al., 2011). Sin embargo, los estudios sobre
desnitrificadores modelo han demostrado que las
diferentes etapas de la ruta pueden ser
diferencialmente controlados por Oy, y la razén por
la que O detiene el proceso puede ser tanto por
limitaciones quimicas como por las necesidades
fisiologicas  (Martinez-Espinosa et al., 2011;
Shapleigh, 2011; Bateman y Baggs, 2005). Por
ejemplo, la reaccion quimica rapida de NO con el
O, se puede deber a que la produccion y la
reduccion de NO es la parte de la via mas
estrechamente regulado en presencia de O
(Bergaust et al., 2008; Hartsock y Shapleigh, 2010;

Watmough et al., 1999). Por el contrario, el nitrato y
nitrito no reaccionan facilmente con O, y por lo
tanto la reduccion de nitrato a nitrito se ajusta a las
mejores necesidades fisiolégicas (Dalsgaard et al.,
2014; Hartsock y Shapleigh, 2011; Martinez-
Espinosa et al., 2011).

Sandoval (2013) evaludé la disminucion de la
demanda quimica de oxigeno (DQO) en vinazas
mediante tratamiento bioldgico utilizando un
biorreactor anaerobio de lecho fijo, obteniendo
eficiencias de remocion de DQO en el intervalo de
20 a 32% al operarse en sistema por lote y de 15 a
21% en sistema continuo; la columna de burbujeo
(biorreactor aerobio) presentd eficiencias de
remocion en el intervalo de 49 a 55% en sistema
por lote y de 8 a 12% en sistema continuo; y de los
sistemas probados, la eficiencia mayor de remocién
de DQO en las vinazas se obtuvo en la columna de
burbujeo en cultivo por lote inoculada con un
consorcio de microorganismos provenientes de la
mezcla de las fuentes naturales: cubas de
almacenamiento de vinazas, vinazas diluidas con
agua proveniente de la limpieza de equipos y suelo
cercano al lugar donde se vierten las vinazas
diluidas.

Benavides et al. (2006) aislo e identificd diez cepas
bacterianas desnitrificantes a partir de un suelo
agricola contaminado con abonos nitrogenados
proveniente de una finca productora de cebolla.
Esta  investigacion  demuestra que los
microorganismos  aislados tienen  capacidad
desnitrificante in vitro, transformando el nitrato a
nirbgeno  molecular, permitiendo un  mejor
aprovechamiento de este compuesto.

Es evidente entonces, que existe la necesidad de
tratar el efluente residual ‘vinaza” utilizando
microorganismos para degradar los nitratos de la
vinaza, con el tnico afan de contribuir en el manejo
de éste tipo de efluente residual y asi coadyuvar
bases para cumplir con el valor establecido
(maximo 100 mg/L) de concentracién de nitratos
(NO3-N), para el riego de vegetales de tallo bajo y
tallo alto, segun los Estandares Nacionales de
Calidad Ambiental (ECA) para agua (Aprobado el
7 junio del 2017).

El objetivo general se centrd en evaluar el efecto de
la concentracion de inoculo de un consorcio
bacteriano nativo para la degradacion de los
nitratos (NO3-N) en la “vinaza” de una destileria de
alcohol.

2. Material y métodos
2.1 Materiales

Se utilizaron 15 litros del efluente residual vinaza y
500 g de lodo de vinaza de una destileria de alcohol
(Ascope, La Libertad, Peru). Esta recoleccion se
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realizé en coordinacién con el personal de control
de calidad de la destileria.

Se aislé un consorcio bacteriano nativo del lodo del
efluente residual vinaza. Para determinar el
crecimiento de bacterias desnitrificadoras se utilizé
Agar nitrato; y para demostrar la reduccion de
nitratos por bacterias integrantes del consorcio
bacteriano nativo se utilizd Caldo nitrato. Para el
mantenimiento del consorcio bacteriano aislado se
utilizé Agar nutritivo (AN), y para la preparacion del
indculo se utiliz6 Caldo Soya tripticasa. Para la
identificacion de las bacterias del consorcio nativo
se utilizé Gram y se us6 reactivo de GRIESS-
ILOSVAY y Zinc en polvo, para la identificacion de
microorganismos reductores de nitrato. Todos los
agares y reactivos utilizados en esta investigacion
fueron adquiridos de Merck (Alemania).

2.2 Métodos

2.2.1  Disefio de la investigacion

Se utilizd un disefio experimental de estimulo
creciente que permitid evaluar la degradacién de
los Nitratos (NO3-N) de la vinaza por un consorcio

de  microorganismos nativos. La variable
independiente sera la concentracién de un
consorcio bacteriano nativo y la variable

dependiente sera la degradacion de los nitratos
(NO3-N) de la vinaza.

2.2.2  Disefo y construccion del biorreactor

Se disefid cinco biorreactores aerdbicos de
recirculacién con flujo ascendente (Figura 1), con
valvulas para muestreo y entradas de tubos para
recirculacién, de 1,5 litros de capacidad con un
volumen de trabajo de 1 litro. El material utilizado
fue botellas de vidrio las cuales se cortaron segin
las dimensiones requeridas; una vez construidos
los biorreactores fueron evaluados durante 24
horas para realizar cualquier correccion en el
disefio y construccion de los biorreactores (Miranda
etal., 2006).

Figura 1. Biorreactores.

2.2.3  Recoleccion y transporte de la muestra

Las muestras del efluente residual vinaza y lodo de
vinaza de una destileria, fueron recolectadas de
forma puntual (puntos de flujo continuo vy
almacenamiento). Primero se tomaron 500 g de
lodo de vinaza en bolsas plasticas herméticas de
primer uso, las que fueron transportadas
inmediatamente al laboratorio de Biotecnologia de
la Universidad Nacional de Trujillo y fueron
procesadas en un tiempo no mayor a cuatro horas
desde la recoleccion de la muestra; posteriormente
se tomaran 15 Litros de vinaza, para lo cual se
empled (02) baldes de 10 Litros, fueron
transportadas al laboratorio de Biotecnologia, de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de Trujillo y puestos en el sistema de
tratamiento.

224  Andlisis previo de la muestra

Obtenida la muestra del lodo de vinaza se realiz6
diluciones y siembras con el fin de aislar las
bacterias nativas que luego fueron identificadas; en
cuanto al efluente residual vinaza, parte de la
muestra obtenida, fue enviada a un laboratorio
certificado, para la determinacion de DBO, Nitratos
(NO3-N), Nitritos (NO2-N), Nitrégeno Amoniacal
(NH3-), Nitrégeno (N2) y pH.

225 Aislamiento e identificacion del consorcio

bacteriano nativo
Homogenizado del lodo de vinaza

Se tamizo el lodo de vinaza y se peso de la muestra
tamizada 25 gramos en un matraz estéril. Luego se
agreg6 225 ml de solucién salina fisiolégica (0,85%)
estéril. Se mezclé a 120 rpm, por 30 minutos a
temperatura ambiente (27 °C).

Siembra del homogenizado del lodo de vinaza

A partir del homogenizado se realiz6 siembra por
estria en placas con Agar nutritivo.

Una vez inoculado el medio de cultivo se llevé las
placas de petri a incubarse a 30 °C durante 48-96
horas, en condiciones de aerobiosis, para obtener
crecimiento de colonias.

2.2.6  Caracterizacion del Consorcio Bacteriano

Nativo

A partir del crecimiento de colonias que se
obtuvieron de las placas de petri, se realiz6
resiembras por estria en medio de cultivo Agar
Nutritivo a 30 °C durante 48 horas, en condiciones
de aerobiosis, hasta obtener cepas puras.

Los microorganismos aislados (cepas puras) se
clasificaron segun criterios fenotipicos, teniéndose
en cuenta la morfologia macroscépica de las
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colonias, la morfologia microscépica y por carac-
teristicas de tincién Gram.

Morfologia macroscopica

Las colonias de las cepas puras sembradas en
Agar Nitrato, posterior al periodo de incubacion,
fueron evaluadas y seleccionadas mediante un
examen visual, segun su forma (puntiforme,
circular, rizoide, irregular y filamentosa); aspecto del
borde (entero, ondulado, lobulado, filamentoso); su
elevacién (plana, elevada, convexa, crateriforme,
acuminada); por su superficie (lisa o rugosa, mate o
brillante, seca o cremosa e invasiva o superficial);
por su tamafio (colonias muy diminutas hasta un
didmetro de varios milimetros) y Pigmentacion
(colonias rojas, anaranjadas, amarillas, etc.)
(Koneman et al., 2004).

Observaciones microscdpicas

Para realizar la observacion microscopica del
consorcio bacteriano nativo, se prepararon laminas
con tincién Gram de acuerdo con Koneman et al.
2004; y éstas preparaciones se observaron al
microscopio con el objetivo de 100x usando aceite
de inmersién, pudiéndose asi determinar la
morfologia de las bacterias; ya que existen cuatro
morfologias basicas: células esféricas o cocos,
células con forma de baston o bacilos, células con
forma de espiral o espirilos y células con forma de
coma llamadas vibriones; ademas se evaluara la
disposicion de las células que pueden ser cocos en
pares (diplococos), en cadenas (estreptococos) o
en racimos (estafilococos), bacilos cortos
(cocobacilares), bacilos con alguno de sus
extremos ensanchado (corineforme), entre otras
disposiciones (Holt, 2000).

Degradacion de nitratos por el consorcio bacteriano
nativo

Se sembrd en 10 mL de caldo nitrato cada colonia
de las cepas puras y se incubaron a 30 °C por 24
horas. Se agreg6 varias gotas del reactivo de
GRIESS-ILOSVAY de los nitritos y se esperd
aproximadamente 1 minuto. La aparicién de una
coloracion roja, indico que el nitrato presente en el
medio de cultivo se degradd a nitritos. Se
analizaron las muestras con resultados negativos
toméandose 5 mL y un poco de Zinc en polvo
(aproximadamente del tamafio de un grano de
pimienta), se dejaron sedimentar sin agitacion. La
presencia de nitratos exhibe una coloracion rosa
alrededor del zinc después de 1-2 minutos,
indicando que “no existié degradacion de nitratos”,
mientras que la ausencia de coloracion significa
que “existi6 degradacion completa del nitrato”.

Se selecciond y conservd las cepas puras que
formaran parte del consorcio bacteriano nativo en
Caldo Soya Tripticasa (TSB) con glicerol estéril en
una proporcion final de 15%, almacenados a -20°C.

2.2.7  Preparacion del inéculo

Los cultivos fueron inoculados en Caldo Soya
Tripticasa y se incubaron a temperatura 30 °C
durante 24 horas; transcurrido ese tiempo, cada
cultivo se centrifug6 a 3500 rpm durante 10 minutos
y se llevaron a cabo dos lavados de las células con

Solucién Salina Fisiolégica (SSF). Luego se
resuspendieron en SSF y se prepararon
suspensiones similares al tubo N° 3 del

Nefelémetro de Mac Farland, para alcanzar una
densidad celular de 10° cel/mL manteniendo las
mismas proporciones para cada cultivo bacteriano.

2.28 Acondicionamiento de la vinaza en cada

biorreactor

Los biorreactores fueron lavados con detergente,
desinfectados con hipoclorito de sodio al 2% vy
permanecieron en reposo durante 24 horas. Luego
fueron enjuagados con ADE (Agua destilada
Estéril), y expuestos a irradiacion de luz ultravioleta
a 20 cm de distancia durante 60 minutos.

Una vez armados y debidamente esterilizados, a
cada biorreactor (4 en total) se adicion6 indculo en
volumenes de 50, 100, 150 y 200 mL
respectivamente y se completd el volumen de
trabajo a 1,0 litro con la vinaza para obtener
concentraciones de inéculo de 5, 10, 15y 20% viv.
Cada concentracion se evalué en 1 biorreactor,
ademas del control al cual no se le adiciond el
consorcio bacteriano nativo (Figura 2).

Figura 2. Acondicionamiento de biorreactores.

2.29  Monitoreo y evaluacion del bioproceso

Se realiz6 (05) evaluaciones del proceso de
degradacion del consorcio bacteriano nativo sobre
la vinaza con monitoreos hasta alrededor de los 30
dias, de los cuales se tomaron muestras para los
andlisis de DBO, Nitratos (NO3-N), Nitritos (NO2-
N), Nitrégeno Amoniacal (NH3-), Nitrégeno (N2) y
pH, los que fueron ejecutados por el laboratorio
certificado.
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2.3 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos
en cada sistema de tratamiento se realizé mediante
el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
tukey (p < 0,05), para determinar si existi6
diferencia significativa en la degradacion de los
nitratos, para lo cual se empleard el programa
estadistico SPSS.

3. Resultados y discusion

3.1 Recoleccion y Anélisis de la muestra “Vinaza”
En la Tabla 1 se muestra las caracteristicas
iniciales del efluente residual “vinaza® de la
destileria de alcohol, ubicada en Ascope-Peru.

Los estandares de calidad ambiental (ECA) para el
agua (Aprobado el 7 junio del 2017) establecen que
para aguas utilizadas para riego de vegetales, los
valores de DBOs sean menores 15 mgl/L, el
contenido de Nitratos + Nitritos sean menores de
100 mgl/L, sin embargo no tiene un parédmetro
establecido para el contenido de nitr6geno y
nitrdgeno amoniacal; por ofro lado establece un
rango de pH entre 6,5 - 8,5, lo que esta acorde con
los valores de pH de las muestras recolectadas en
este trabajo.

Los valores obtenidos demuestran que el efluente
residual ‘vinaza” de la destileria de alcohol al
mezclarse con el agua utilizada para el riego de
vegetales puede ocasionar serios problemas
ambientales, ya que sus caracteristicas
fisicoquimicas estan por encima de los parametros
establecidos.

Tabla 1

Caracteristicas de las muestras de vinaza recolectadas

Caracteristica iloles
Menor Promedio Mayor
pH 6,78 7,02 7,30
DBOs(mg 02/L) 206,7 2464 2931
Nitratos (mg NOs/L)  147,3 169,8 190,4
Nitritos ( (mg NOz/L))  «0,01 0,01 0,01
Nitrogeno (mg N/L) 591,0 6711 730,2
N'”°(‘9’rﬁgmj‘j[‘)'a°a' 41 286 320

3.2 Identificacion del consorcio bacteriano nativo
Los microorganismos fueron aislados del lodo de
vinaza y sembrados en agar segun la metodologia
propuesta en el apartado 2.2.6, y posteriormente
fueron analizados respecto a su morfologia macros-
copica y mediante observaciones microscépicas.

La Figura 3 muestra que las bacterias aisladas
tenian formas de cocos (2A y 2B) y formas de
bacilos (2C y 2D). Las figuras 2A y 2B
probablemente hacen referencia a bacterias como
Acinetobacter sp., que tienen forma de cocos y que
han sido aisladas de un reactor de columna de
burbujas de aire que trataba las aguas residuales
de las destilerias después de 6 meses de operacion
(Petruccioli et al., 2000).

En la figura 2C y 2D los microorganismos tienen
forma de bacilos, por lo que probablemente sean de
la especie Bacillus sp. Esta especie ha sido
ampliamente reportada en distintos trabajos y es
cominmente usada para decolorar residuos de
efluentes de la destileria; como Bacillus smithii
(Kambe et al., 1999) y Bacillus thuringiensis,
Bacillus brevis y Bacillus sp. (Kumar y Chandra,
2006).

Observacion
Microscopica
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Observacion

Macroscopica
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Figura 3. Bacterias nativas aisladas: (A) Bacteria
LVM2B, (B) Bacteria SCM3A1, (C) Bacteria SCM5A1 y
(D) Bacteria SCM5B.

No obstante, otras especies de microorganismos
con forma de bacilo también se han encontrado en
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biorreactores de columna de lecho fijo y mévil y en
efluentes de destileria, tales como Pseudomonas
Fluorescens (Dahiya et al., 2001), Acetobacter
acetii (Sirianuntapiboon et al., 2004), Pseudomonas
putida (Ghosh et al., 2002) y Aeromonas sp.,
Alcaligens  faecalis, Flavobacterium sp., F.
meningosepticum,  Pseudomonas  sp., P.
paucimobilis, P. vescicularis (Petruccioli et al.,
2000).

Los microorganismos antes mencionados han
demostrado alta capacidad en la remociéon de
compuestos contaminantes en la vinaza, por lo que
el aislamiento probablemente sea adecuado para la
remocion de nitratos.

3.2 Evaluacién del bioproceso

Los tratamientos microbianos que emplean cultivos
bacterianos puros se han informado con frecuencia
en afios pasados y recientes.

Los nitritos contenidos en el efluente residual
‘vinaza” se mantuvieron constantes (valores < 0,01
mg/L), independientemente del contenido de
indculo en los biorreactores. Como el proceso de
desnitrificacién comienza desintegrando los nitratos
a nitritos y posteriormente a nitrégeno (en sus
formas de nitrégeno amoniacal y nitrégeno
molecular), se puede inferir que el proceso
realizado por los microorganismos ha sido eficiente,
sin acumular productos intermedios (nitritos)
durante el proceso de desnitrificacién de los
nitratos.

3.2.1 pH

Varios factores ambientales afectan la actividad de
las poblaciones microbianas de aguas residuales y
la tasa de reacciones bioquimicas. De particular
importancia son la temperatura, el pH, los
nutrientes y la inhibicién de compuestos toxicos.
Debido a la naturaleza &cida de las vinazas, el pH
es uno de los factores mas relevantes que afectan
la actividad microbioldgica en el proceso biologico.
El pH del agua residual de una destileria aumenta
de 4,0 a 7,5 después de una digestion anaerobica
debido a la oxidacién de los acidos organicos a
CO2 y la reaccion entre el CO2 y los compuestos
basicos para formar carbonatos y bicarbonatos
(Beltran et al., 1999). El incremento en la
concentracion de inoculo no generd variaciones
significativas (p < 0,05) en el pH de la vinaza
(Figura 4). El rango de pH fue cercano al neutro, lo
que indicaria que bioproceso no genera
subproductos &cidos durante la degradacion de los
nitratos. Ademas, el pH se mantuvo en el rango
establecido por los estandares de calidad ambiental

(ECA) para el agua (Aprobado el 7 junio del 2017),
entre 6,5y 8,5.

3.2.2 DBOs

La DBO o Demanda Biolégica de Oxigeno es la
cantidad de oxigeno que necesitan los
microorganismos para degradar la materia organica
biodegradable existente en un efluente residual.

La DBOs de la vinaza disminuyé significativamente
(p < 0,05) de 270 mg/L a 129 mg/L después del
tratamiento microbiano, lo que significa que las
sustancias biodegradables contenidas en la vinaza
han sido degradadas por el consorcio bacteriano
nativo, ya que la desnitrificacion estd relacionada
directamente con la disminucién de la DBOs.
Ademas, los resultados también indican que un
incremento en la concentracién del consorcio
bacteriano nativo favorece una mayor reduccién de
la DBOs (Figura 4). En otras investigaciones como
la de Zudiga y Gandini (2013), se analiz6 DBOs en
muestras de vinazas tomadas de diversas
destilerias colombianas, encontrando valores entre
6.200 y 17.100 mg/L. Estos valores son bastante
elevados en comparacion con los reportados en
esta investigacion, incluso de la vinaza sin tratar, lo
que puede deberse a condiciones del proceso de
produccion de etanol. No obstante, los autores
indican que el método mas eficaz para reducir el
contenido de DBOs seria el método bioldgico y esto
queda demostrado en esta investigacion, donde
una reduccién significativa de la DBOs ha sido
encontrada.

Se ha encontrado que, durante la etapa de
remocion anaerobica, se produce una eliminacion
de 80-90% de DBO y la energia bioquimica
recuperada es del 85-90% como biogas (Pant y
Adholeya, 2007). En este trabajo se encontré una
reduccion maxima de la DBOs de 47,67% cuando la
concentracion del inoculo del consorcio microbiano
nativo fue del 20%.

En otros trabajos, para un tratamiento del sistema
secuencial global (anaerdbico/aerdbico), las
eficiencias de eliminacién de DQO y DBO fueron
del 99,5% y 98,1%, respectivamente, para el
tratamiento de aguas residuales de whisky de malta
(Uzal et al., 2003). Esto demuestra que la vinaza
tratada puede servir como acondicionador del suelo
y nutriente de plantas.

3.2.3 Nitratos

La figura 4 muestra que el contenido de nitratos
disminuye significativamente (p < 0,05) de 171,7
mg/L (Control) a 8,66 mg/L (20% de in6culo). Esto
indica que los microorganismos presentes en el
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consorcio bacteriano nativo asimilan correctamente
el nitrégeno contenido en las vinazas (Mutis, 2009).
Zufiiga y Gandini (2013) encontraron un rango de
nitratos entre 122 y 600 mg/L en diferentes vinazas
obtenidas de destilerias colombianas. Los autores
describen que las vinazas con menos contenido de
nitrato fueron sometidas a un tratamiento, similar a
lo usado en esta investigacion.

Los estandares de calidad ambiental (ECA) para el
agua (Aprobado el 7 junio del 2017) establecen que
el contenido de Nitratos + Nitritos sean menores de
100 mg/L. Por lo tanto, el tratamiento bioldgico
utilizado permite la obtencion de una vinaza
ajustada a los estandares establecidos, incluso
usando un contenido de indculo 5%.

3.2.4 Nitrégeno y Nitrdgeno amoniacal

El contenido de nitrégeno varié significativamente
(p <0,05) de 595,7 mg/L en el control a 876,8 mg/L
en la muestra con 20% de indculo. Sin embargo, no

800

700 L = - _} I
6.00
5.00 r
i 400
3.00 ¢
200
1.00
0.00
CONTROL 5% INOCULD 10% INOCULO 15% INOCULD 20%INOCULO
200 Tratamientos
000 b
oy
&
o 1500 |
=
[=2]
E oo f
o
e
£ w0t
- []
00 1 —

CONTROL 5% INOCULO  10% INOCULO 15% INOCULO 20%NOCULD

Tratamientos 00 -

00+
400 -
o0+
00 F

00 +

Nitrogeneo {mg N/L)

DBO; (mg 02IL)

existio  diferencia  significativa  cuando la
concentracion de inéculo era de 15% y 20%.

Para el nitrdgeno amoniacal, existié una variacion
significativa con el incremento del inoculo en la
vinaza (desde 21,3 a 44,12 mg/L).

El incremento en el contenido de nitrogeno y
nitrbgeno amoniacal reflejan que el proceso de
degradacién de los nitratos por el consorcio
bacteriano nativo ha sido eficiente.

Zufiiga y Gandini (2013) encontraron en vinazas de
destilerias colombianas una concentracion de
nitrbgeno de 76 a 123 mg/L y para nitrégeno
amoniacal de 92,5 a 149,5 mg/L. La concentracién
de nitrégeno fue superior en este trabajo,
probablemente a que la vinaza fue tratada con un
consorcio microbiano.

Este incremento en el contenido de nitrdgeno y
nitrdgeno amoniacal resultan interesantes 'y
eficientes para mejorar la calidad del suelo de
cultivo, asegurando que no se contamine por la
presencia de nitratos.
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Figura 4. Evolucion del bioproceso: pH, DBOs, Nitratos, Nitrégeno y Nitrégeno Amoniacal.
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4. Conclusiones

La contaminacion generada por el efluente residual
‘vinaza” por ser vertido directamente a los cuerpos
de agua sin ningun tipo de tratamiento previo,
resulta preocupante para el medio ambiente. Los
microorganismos aislados de la vinaza podrian
pertenecer al grupo de bacillacae y pseudomonas,
las cuales han sido ampliamente reportadas en
otras investigaciones y que son capaces de tratar
eficientemente la vinaza. Un incremento en la
concentracion de indculo favorece la reduccion de
los nitratos y la DBO y el incremento del contenido
de nitrégeno y nitrégeno amoniacal. Este trabajo
presenta una alternativa menos costosa y eficiente
para reducir los nitratos en la vinaza y generar una
vinaza rica en nitrogeno que puede enriquecer el
suelo de cultivo. Se recomienda estudiar el efecto
del indculo del consorcio microbiano en un
biorreactor de lecho continuo.
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