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RESUMEN: El tratamiento biolégico de aguas contaminadas, mediante consorcios
microbianos aut6ctonos, aprovecha las potencialidades metaboélicas de grupos distintos
de microorganismos para degradar y/o remover una amplia variedad de compuestos.
Adicionalmente, las técnicas de bioestimulacién y bioaumentacién contribuyen a
fortalecer las capacidades de estos procesos de biodegradacién. El objetivo de este trabajo
consistié en evaluar la utilizacién de un consorcio microbiano autéctono (Chlorella
spp--bacterias) para el tratamiento de aguas del puerto de Isla de Toas (Lago de
Maracaibo, Venezuela), contaminadas con 1 % v/v de gasoil. Para ello, se usaron dos
tratamientos (T1: bioestimulado y T2: bicaumentado) y un control por 70 dias, a escala
de 20 L y condiciones ambientales controladas. Durante los ensayos se monitorearon:
temperatura, pH, demanda quimica de oxigeno (DQO), nitrito, nitrato, nitrégeno total
Kjeldahl, nitrégeno total (N-total), ortofosfato, fésforo total (P-total), hidrocarburos
totales del petréleo (HTP), fracciones de hidrocarburos (SARA), densidad microalgal
y bacteriana, y pigmentos fotosintéticos, de acuerdo con los métodos estandarizados.
Los valores medios para la remocién de materia orgnica (DQO), N-total y P-total,
fueron: 23,3£2,3; 35,244,5 y 64,6+4,8 %, de 27,6+1,64; 79,8+2,05 y 87,7£1,95 %,
y de <0,1; 16,1 £0,38 y 44,7+1,18 %, para el control, T1 y T2, respectivamente.
Las concentraciones finales de HTP estuvieron por encima del limite permisible de
la normativa venezolana para descarga a cuerpos de aguas naturales, no obstante, se
obtuvieron altas tasas de remocién de hidrocarburos saturados y aromdticos (>70 %),
particularmente en el tratamiento bioaumentado (T2). Los consorcios microbianos
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autdctonos poseen gran potencial para la biorrecuperacion del agua del puerto de Isla de
Toas, contaminada con hidrocarburos del petrdleo, por lo cual se recomienda continuar
investigando sobre esta tecnologia de tratamiento.

Palabras Clave: bioaumentacién, bioestimulacién, degradacién microbiana,
hidrocarburos, metabolismo mixotréfico, tratamiento biol6gico.

ABSTRACT: The biological treatment of polluted water using autochthonous
microbial consortia harnesses the metabolic potential of different groups of
microorganisms to degrade and/or remove a wide variety of compounds. Additionally,
biostimulation and bioaugmentation techniques contribute to enhancing the
capabilities of these biodegradation processes. The objective of this paper was to evaluate
the use of an autochthonous microbial consortium (Chlorella spp.-bacteria) to treat
water at the Toas Island harbor (Maracaibo Lake, Venezuela), polluted by 1 % v/v diesel.
For this, two treatments (T1: biostimulated and T2: bioaugmented) and a control were
used for 70 days, at a scale of 20 L and under controlled environmental conditions.
During the tests, temperature, pH, chemical oxygen demand (COD), nitrite, nitrate,
total Kjeldahl nitrogen, total nitrogen (TN), orthophosphate, total phosphorus (TP),
total petroleum hydrocarbons (TPH), hydrocarbon fractions (SARA), microalgal
and bacterial density, and photosynthetic pigments were monitored, according to
standardized methods. The mean values for organic matter removal (COD), TN
and TP were 23.3 £ 2.3, 35.2 + 4.5 and 64.6 + 4.8 % for control; 27.6 + 1.64,
79.8 + 2.05 and 87.7 + 195 % for T1 ; and <0.1; 16.1 + 0.38 and 44.7 +
1.18% for T2. The final concentrations of TPH were above the permissible limit of
Venezuelan regulations for discharges into natural bodies of water; however, high rates
of saturated and aromatic hydrocarbon removal (>70 %) were obtained, particularly
in the bioaugmented treatment (T2). Autochthonous microbial consortia have great
potential for the biorecovery of water at the Toas Island harbor, polluted by petroleum
hydrocarbons. Therefore, it is advisable to continue researching into this treatment
technology.

Keywords: bioaugmentation, biological treatment, biostimulation, hydrocarbons,
microbial degradation, mixotrophic metabolism.

INTRODUCCION

Los productos derivados del petréleo son la principal fuente de energia
para la industria y diversas actividades de la vida cotidiana. Las fugas
y derrames accidentales ocurren regularmente durante la exploracion,
produccién, refinacidn, transporte y almacenamiento de petrdleo, y

productos petroliferos (I, Los hidrocarburos son considerados como
contaminantes, cuyo tratamiento es de alta prioridad porque generan
graves problemas ambientales, debido a su capacidad de solubilizacién en
agua, toxicidad, naturaleza recalcitrante y potencial de bioacumulacién
(2]-14]

La biodegradacién es una tecnologia viable de biorremediacién para
contaminantes orgdnicos que emplea la versatilidad metabdlica de
los microorganismos con capacidad para descomponer contaminantes
ambientales, en varias matrices y ambientes, con la subsecuente
generacién de metabolitos inofensivos o mineralizacién de los
contaminantes en diéxido de carbono y agua ¢,

La ruta metabdlica comun para el catabolismo de los hidrocarburos
incluye la oxidacién del grupo metilo originando un alcohol, el cual luego
de una deshidrogenacién, forma el 4cido carboxilico correspondiente, que
puede ser metabolizado por la ruta de 0-oxidacion de los acidos grasos.
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Durante este proceso, los microorganismos ganan energfa que pueden
utilizar para sus funciones vitales, asi como carbono 78],

En los procesos de degradacién un microorganismo puede
descomponer sélo un nimero limitado de componentes del petrdleo y es
dificil encontrar microorganismos que puedan degradar completamente

(51,

una mezcla de contaminantes P), Por lo tanto, la construcciéon de

consorcios microbianos es una alternativa innovadora para la eliminacién
de sustancias complejas y mezclas de contaminantes [4), [10], egte tipo
de cooperaciéon simbidtica entre bacterias heterotréficas y microalgas
fototréficas, es la base para la eliminaciéon de materia orginica en
las unidades de tratamiento de aguas residuales y puede ser usado
para la remocién de contaminantes ambientales. El O, producido
por la fotosintesis de las microalgas es utilizado por las bacterias
para degradar la materia orgénica, mientras que el CO, generado
durante este proceso ayuda a completar el ciclo fotosintético (21 [11)-[12]
Ademads, las microalgas pueden servir como un hébitat para las bacterias,
protegi¢ndolas de las condiciones ambientales adversas, consiguiendo asi,

aumentar el crecimiento bacteriano mediante laliberacidon de metabolitos

extracelulares 2,

La biorremediacién iz situ es una técnica que permite eliminar,
atenuar o transformar los compuestos contaminantes en la zona afectada,
empleando la capacidad metabélica de los microorganismos (bacterias,
hongos, levaduras y algas). La microbiota, frecuentemente asociada a
los espacios contaminados (autéctona), retine caracteristicas ecoldgicas y
metabdlicas muy valiosas, puesto que son degradadores naturales de los
compuestos xenobidticos presentes (8.(13])-15]

Entre las bacterias con mayor capacidad degradadora de
hidrocarburos, se han reportado: Achromobacter, Acinetobacter,
Arthrobacter, Azoarcus, Bacillus, Brevibacterium, Cellulomonas,
Corynebacterium,  Flavobacterium, —Marinobacter, ~Mycobacterium,
Micrococcus, Nocardia, Ochrobactrum, Pseudomonas, Rhodococcus,
Sphingomonas, Stenotrophomonas, Vibrio, entre otras (1], gl I8
(16!, mientras que entre las microalgas destacan: Anabaena
oryzae, Chlorella  kessleri, Chlorella  vulgaris, Chlorococcum  sp.,
Pseudokirchneriella subcapitata, Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus
quadricauda, Selenastrum capricornutum y Stichococcus sp. 41 117,

Las microalgas también pueden aumentar el potencial de degradacion
en los consorcios microbianos, puesto que tienen la capacidad de
crecer mixotréficamente (simultaneidad de metabolismo fotosintético
y respiratorio) a bajas concentraciones de nutrientes y su tolerancia a
circunstancias ambientales extremas puede ser una ventaja competitiva

(10118]-21] * Adlicionalmente, la

sobre microorganismos heterdtrofos (4]
estimulacién de los microorganismos autétrofos mediante el aporte
de nutrientes esenciales para incrementar su actividad microbiana
(bioestimulacién), y la introduccién de cepas autdctonas o consorcios
con las capacidades cataliticas desecadas (bioaumentacién), permiten

potenciar los procesos de degradacion de los contaminantes (3)[22)-[27]
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En el presente trabajo se evalud la utilizacién de un consorcio
microbiano autéctono (microalga-bacterias) para el tratamiento de aguas
del puerto de Isla de Toas (Lago de Maracaibo, Venezuela) contaminadas
con 1 % v/v de gasoil, con la finalidad de conocer su eficiencia en la
remocién de materia organica, hidrocarburos totales del petréleo (HTP),
fracciones de hidrocarburos (SARA) y nutrientes (N y P), mediante
técnicas de bioestimulacion y bioaumentacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio y recoleccidn de muestras

La Isla de Toas estd ubicada en la bahia El Tablazo, formando parte
del municipio Almirante Padilla del estado Zulia, en el estuario Lago

de Maracaibo (Venezuela); cubre un drea aproximada de 3 Km?, con
una poblacién de alrededor 9.000 habitantes, y situada a 10°57'00" N
y 71°40'00" O. En ella se encuentran las salinas de El Toro y Aracho,
yacimientos de lignito sulfuroso y piedra caliza, arcillas de explotacién en
el sector sur y un pequeno yacimiento de mineral cuprifero. Sus riberas
representan un hébitat propicio para el desarrollo de numerosas especies
acudticas y terrestres propias del lago, siendo aprovechadas también, para
el turismo y la recreacion.

En esta isla se localiza un puerto para el transporte maritimo de
pequeias embarcaciones de pesca comercial y actividades turisticas (ver
fig. 1). Como resultado de estas actividades, diariamente se aprecian
manchas de hidrocarburos en la superficie del agua adyacente a dicho
puerto, lo que posiblemente puede provocar un efecto negativo sobre la

(2]-[4],[28]

biota acuditica , sin embargo esto no ha sido establecido hasta el

momento.
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Isla de Toas

Figura 1

Ubicacién del puerto de Isla de Toas, municipio Almirante Padilla, estado Zulia (Venezuela).
Fuente: modificado de Google Earth

En las inmediaciones del puerto se recolectaron muestras de agua
superficial en recipientes pldsticos de 18 L, con ayuda de un recipiente
previamente desinfectado con hipoclorito de sodio (5 % v/v) y
un embudo. Los recipientes fueron trasladados inmediatamente al
laboratorio para la caracterizacién fisicoquimica inicial y montaje de las
unidades de tratamiento (microcosmos). Se realizaron mediciones 77 situ
de temperatura, pH y salinidad, empleando una sonda multiparamétrica
Orion.

2.2 Ensayo de tratabilidad

Se disenid un ensayo de tratabilidad a escala de 20 L, con dos tratamientos
y un control, por triplicado. Las unidades de tratamiento (microcosmos)
estuvieron constituidas por cajas plasticas rectangulares de color negro
con capacidad de 49 L (9 unidades en total), desinfectadas previamente
con hipoclorito de sodio (5 % v/v), donde se dispusieron 20 L de agua
del puerto contaminada experimentalmente al 1 % v/v con gasoil, para
garantizar la presencia de hidrocarburos durante el tratamiento. El agua
fue prefiltrada (filtros convencionales de borosilicato) para minimizar la
presencia de zooplancton. Un total de 180 L de agua se usaron para el
montaje de las unidades experimentales (ver fig. 2).
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Figura 2
Diagrama de las unidades de tratamiento (microcosmos) usadas en el presente estudio.

En los tratamientos se aplicaron las estrategias de bioestimulacion
(T1) y bioaumentacién (T2), mediante la inoculacién de un consorcio
microbiano autdctono (microalga-bacterias) al 20 % v/v y fertilizacion
con 0,25 mL/L de Nitrofoska®. Estas proporciones fueron obtenidas en

ensayos previos, bajo condiciones de laboratorio (2] El control consisti6

en agua del sitio de estudio con 1 % v/v de gasoil y sin complementos (ver

tabla 1).
Tabla 1

Matriz experimental del estudio de tratabilidad con consorcio microbiano autdctono
para agua superficial del puerto de Isla de Toas contaminada con 1 % v/v de gasoil.

Tratamisnto Aguadelsla | Gasoil 1% | Fertilizante Consorcio
de Toas v/v 0,25 mL/L microbiano autéctono
Control X X
T1 - Tratamiento bicestimulado X X X
T2 - Tratamiento bioaumentado X X X X

En todas las unidades se aplicé de igual manera: aireacién mecanica
y fotoperiodo luz: oscuridad de 12:12 h a 6 Klux, durante 70 dias. La
fertilizacién se realizé al inicio (dfa 0) y a los 35 dfas de tratamiento,
a fin de garantizar la disponibilidad de nutrientes inorganicos para el
crecimiento microbiano. Diariamente se controlaron las pérdidas de
volumen por evaporacién en las unidades experimentales, mediante la

adicién de agua destilada estéril.
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2.3 Seguimiento de las condiciones de tratamiento

Durante los 70 dias de ensayo se retiraron manualmente muestras de
250 mL de agua tratada cada 7 dias, para el andlisis de pardmetros
fisicoquimicos y microbioldgicos en todos los microcosmos. Estas
muestras fueron filtradas (filtros convencionales de borosilicato), para
eliminar la interferencia debido a la presencia de microalgas.

Los pardmetros fisicoquimicos analizados fueron: temperatura
(termémetro convencional de mercurio), pH (método potenciométrico),
demanda quimica de oxigeno (DQO) (método volumétrico con digestion
en reflujo cerrado), nitrito (método colorimétrico estdndar), nitrato
(método de reduccién en la columna de cadmio), nitrégeno total
Kjeldahl (NTK) (método volumétrico), nitrégeno total (N-total) (NTK
+ nitrato + nitrito), ortofosfato (método colorimétrico del 4cido
vanadomo-libdofosférico), fésforo total (método colorimétrico del 4cido
vanadomolibdofosférico, previa digestién dcida), de acuerdo con los

métodos estandarizados % Los hidrocarburos totales del petréleo
(HTP) vy las fracciones de hidrocarburos SARA (saturados, aromdticos,
resinas y asfaltenos), se determinaron sélo al inicio y final del tratamiento
por gravimétria (301,

En cuanto alos pardmetros microbiolégicos, se cuantificaron: densidad
celular de la microalga, mediante observacién directa al microscopio
de campo claro 31, bacterias heterétrofas aerobias, por la técnica

(30)-31], y pigmentos fotosintéticos (clorofila a,

(32]-

de dilucién en placas
clorofila b, clorofila total y carotenoides), por espectrofotometria

(33 Adicionalmente, para la biomasa de Chioreila spp. se calcularon las
velocidades de crecimiento (i) y tiempos de duplicacidn (td), de acuerdo

con las ecuaciones de Mo-nod B4-135],

2.4 Consorcio microbiano autdéctono

El consorcio microbiano autéctono (10 % microalga y 10 % bacterias)
estuvo conformado por un cultivo mixto de tres cepas bacterianas
(Pseudomonas pertucinogena, Pseudomonas syringae y Sphingomonas

paucimobilis), previamente aisladas e identificadas por Herndndez (36] y

un cultivo unialgal de Chiorella spp. (2,5){106 cél/mL), con sus bacterias
asociadas. Estos microorganismos fueron aislados de muestras de aguas del
puerto de Isla de Toas y mantenidos bajo condiciones de laboratorio hasta
su aplicacion en los tratamientos. Estos andlisis se realizaron utilizando el
programa SPSS 20.0 para Windows.

2.5 Analisis estadistico de datos

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, para
estimar diferencias significativas entre el control y los tratamientos, en
cuanto a los parametros microbioldgicos y fisicoquimicos monitoreados.
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Posteriormente, se aplicé una prueba Tukey a un nivel de significancia del
95 %, para determinar diferencias significativas entre los tratamientos.

3.RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracteristicas del agua superficial del puerto

Enlatabla2 se presentan los resultados de la caracterizacién fisicoquimica
inicial del agua del puerto de Isla de Toas, antes del proceso de
contaminacién con gasoil. Los valores de HTP (2.826,44+354,2 mg/
L) excedicron los limites permisibles (ausentes) para aguas marinas o
de medios costeros, destinadas a la crfa y explotacién de moluscos
consumidos en crudo (tipo 3), y para aguas destinadas a balnearios,
deportes acudticos, pesca deportiva, comercial y de subsistencia (tipo 4),
asi como también para la descarga a cuerpos de agua naturales (20 mg/

L) ¥7. De igual manera, el contenido de materia orgdnica (medida como
DQO) (427,94157,8 mg/L), estuvo por encima de lo establecido por la

legislacién venezolana para el vertido a ecosistemas acudticos naturales

(350 mg/L) 7.,

Tabla 2
Caracterizacién fisicoquimica inicial (n=3) de agua superficial del
puerto de Isla de Toas y limites permisibles de la normativa venezolana.

Parémetro X+DE Agua tipo 3* Agua tipo 4° i 3;‘0';‘:;22:” e
Temperatura (°C) 31,3202 . . c
pH 7,5820,14 6,5-8,5 6,5-8,5 6-9
Salinidad (%) 4,510,3
Mitrito (mg/L) 0,012+0,002 - - 10d
Nitrato (mg/L) 0162005 . . 10d
Nitrégeno total (ma/L) 2,34%0,12 - - 40
Ortefosfato (mg/L) 1,08£0,03
Fésforo total (mg/L) 1,36+0,04 - . 10
g (e Ca4e | az79m1578 . - 350
Hidroca‘rbums totales 2 826443542 Ausentas® Ausentes 20e
del petrélec (ma/L) : !

Esta caracterizacidn inicial del agua del puerto justifica la aplicacién de
tecnologias de tratamiento para su adecuacion a los requerimientos de la

legislacion, particularmente debido a los contenidos de materia orgénica
e HTP (ver tabla 2).

3.2 Tratamiento aplicando consorcio microbiano autéctono
3.2.1 Densidad microalgal

El desenvolvimiento de la densidad micro-algal en los microcosmos
se muestra en la figura 3. No se observaron diferencias significativas
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entre el control y T1 (pruecba de Tukey, p>0,05), pero T2 difirié
significativamente (prueba de Tukey, p<0,05) del control y T1.
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Figura 3
Densidad media de la microalga Chiorella spp. y densidad bacteriana durante el
tratamiento de agua del puerto de Isla de Toas con consorcio microbiano autéctono. A)
Control, B) Tratamiento bioestimulado (T1) y C) Tratamiento bioaumentado (T2).

El control exhibié una fase de adaptabilidad hasta el dia 28 sin
produccién de biomasa (ver fig. 3A), la cual comenzé a incrementar del
dia 35 al 42 (1,104+0,56x104 cél/mL), como resultado del suministro
adicional de fertilizante. Luego de pequenias fluctuaciones se obtuvo la
mayor densidad de la microalga Chiorella spp. al final del ensayo (dia 70),
con una media aritmética de 2,96+2,02x10% cél/mL.

En T1 no se presenté fase de adaptabilidad (ver fig. 3B), mostrando
un aumento continuo en la densidad microalgal hasta el dia 21, con
una méxima exponencial de 2,51 +1,06x10° cél/ mL. Posteriormente,
se inicié la fase de declive hasta el dia 63 (5,0240,84x10° cél/mL),
para finalizar con un incremento de la biomasa hacia el dia 70 de
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experimentacion con 2,24+ 1,31x10° cél/mL. Por su parte, el T2 mostr6
una fase de adaptacién de 14 dias (ver fig. 3C), para asi iniciar
el crecimiento exponencial hasta el dia 42 (2,01+1,04x10° cél/mL),
favorecido por la segunda fertilizacion realizada en el dia 35. La mayor
densidad de Chiorella spp. se reflejé a los 70 dias con una media de
2,33+2,08x10° cél/mL. Estos resultados aportan evidencia del proceso de
adaptacion de la microbiota autéctona presente en las aguas adyacentes
al puerto, en cuanto a la presencia de hidrocarburos, utilizindolos como
fuentes de carbono y/o energfa !4} 101117 120]

En las unidades de estudio la media aritmética para la biomasa de

la microalga Chiorella spp., fue la siguiente: T2 (1,03+0,81x10° cél/
mL) > T1 (1,64+8,10x10°> cél/mL) > control (6,98+8,97x10° cél/

mL), mientras que las velocidades méximas de crecimiento fueron de:
0,18; 0,26; y 0,21 div/d, con tiempos de duplicacién celular de: 3,76;
2,65; y 3,34; respectivamente. No obstante, estos indices se pudieron
ver subestimados por la aparicién de organismos zooplancténicos en
las unidades experimentales, particularmente en T1 y T2. Al respecto,

Esteves 138! indicé que la actividad de "pastoreo” del zooplancton
herbivoro sobre el fitoplancton estd caracterizada por el consumo de
grandes cantidades de células vegetales, pudiendo disminuir grandemente
la productividad primaria del sistema bioldgico.

Se ha reportado el efecto inhibidor de los hidrocarburos sobre las
comunidades microalgales acuaticas, provocando una disminucién del

crecimiento y otras consecuencias sobre dichas poblaciones [23H25+28)

391 Al respecto, Otero-Paternina et al. (28] " observaron el efecto del
hidrocarburo fenantreno sobre Chiorella vulgaris, en concentraciones
de 1 hasta 10.000 ug/L, obteniendo velocidades de crecimiento entre

2,7y 6,7x10° cél/ mL, las cuales resultan inferiores a las del presente
estudio. No obstante, cuando se implementan consorcios microbianos
aut6ctonos, este efecto de inhibicién se contrarresta, generando un
crecimiento microbiano a expensas de las fuentes de carbono presentes

[19]-[21

(mixotrofia) (1% J, segtin lo observado en el presente trabajo (ver fig.

3).
Pigmentos fotosintéticos

Las concentraciones de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b,
clorofila total y carotenoides), al igual que la densidad celular de Chiorella
spp. del control, no mostraron diferencias significativas con respectoa T'1
(prueba de Tukey, p>0,05), mientras que T2 difirié significativamente
(prueba de Tukey, p<0,05) con respecto al control y T1.

La mayor produccién de pigmentos foto-sintéticos se obtuvo en
T2 (ver tabla 3), con valores medios de clorofila total de 1,30+0,71
ug/mL, mientras que el control exhibi6é las menores concentraciones
(0,1040,07 ug/ mL), como resultado de las estrategias de bioestimulacién
y bioaumentacién en T1 y T2, respectivamente. De manera general, el
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desenvolvimiento de las concentraciones de pigmentos se correspondié
con las tasas de crecimiento microalgal (ver fig. 3). También se evidencié
un comportamiento andlogo entre las concentraciones de clorofila total
y las de carotenoides.

Tabla 3

Produccién de pigmentos fotosintéticos (media aritmética + desviacidn estdndar, para 7=3)

durante el tratamiento de agua del puerto de Isla de Toas con consorcio microbiano autéctono.

Pigmentos (ug/mL) Control Bioestimulado (T1) Bioaumentado (T2)
Clorofila a 0,04+0,03 0,09+0,08 0,93+0,51
Clorofila b 0,06+0,04 0,13+0,13 0,38+0,21

Clorofila total 0,10+0,07 0,22+0,21 1,30£0,71
Carotenoides 0,05+0,03 0,11+0,07 0,42+0,23

En contraste a los resultados del presente trabajo, Adoki (3] reporto
una disminucién de biomasa y contenido de clorofila durante bioensayos
con microalgas autdctonas y el efluente procedente de una fébrica de
fertilizantes nitrogenados, contaminado experimentalmente con petréleo
(de 0,221 %) y sedimento de la misma industria. No obstante, en dicho
estudio no se usaron las estrategias de bioestimulacién y bioaumentacién,
lo que explica la diferencia en cuanto al desempefio de la comunidad
microbiana.

Asimismo, El Fatah ez 2L ' encontraron concentraciones de clorofila
a: 0,67+0,02; clorofila b: 1,09+0,10 y carotenoides: 0,25+0,04 ug/mL a
los 14 dias de ensayo para un consorcio de Chiorella kessieri y Ana-baena
oryzae en cultivos tipo batch contaminados con 1 % de petréleo, las cuales
son comparables a los datos aqui presentados.

3.2.2 Densidad bacteriana

Las bacterias heterétrofas aerobias, asociadas a las unidades
experimentales, tuvieron una densidad poblacional media de:
7,04+5,37x10* UFC/mL para el control, 3,38+5,20x10” UFC/mL
para T1 y de 2,33+5,74x10” UFC/mL para T2. Estos dos tltimos
tratamientos no difirieron significativamente en ellos (prueba de Tukey,
p>0,05), pero si con respecto al control (prueba de Tukey, p<0,05).

La dindmica poblacional bacteriana se ilustra en la figura 3, donde
destaca la ausencia de fase de latencia. En el control se observaron cuatro
picos de alta densidad durante los dias 7, 42, 56 y 70 (ver fig. 3A), para un
valor méximo en este tltimo dia de 1,63+1,21x10°> UFC/mL. En T1 se
denoté un sélo pico de maximo crecimiento durante el dia 14 de ensayo
(ver fig. 3B), con 1,44+1,06x10° UFC/mL, al igual que T2 durante el
dia 7 (ver fig. 3C), con 1,95+1,11x10° UFC/mL. Estas diferencias de
magnitud, entre el control y los tratamientos, resultan de la aplicacién de
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biomasa y nutrientes, como estrategias para incrementar el metabolismo
microbiano.

El desempeio del consorcio microbiano autéctono usado (microalga-
bacterias), mostré cierta correspondencia en cuanto al desenvolvimiento
de la dindmica poblacional microalgal vs. bacteriana (ver fig. 3),
apreciandose inicialmente un incremento de la densidad de microalgas,
a expensas del consumo de nutrientes inorgdnicos (fertilizante), y
subsecuentemente la de bacterias, ya que las primeras pueden aportar al
medio: O,, exopolisacaridos, incluso fuentes de carbono bioacumuladas
con antelacién, sirviendo de soporte y nutrimentos a las bacterias

heterétrofas presentes 2H4H10-12],

Diaz 40, trabajando con agua petrolizada de una fosa de
almacenamiento de residuos liquidos, encontré cierta diversidad de
grupos bacterianos heterétrofos, con recuentos de 2,67+0,43x10” UFC/
mL; valor ligeramente inferior a los encontrados en el presente estudio,
debido probablemente a la presencia de derivados petroleros complejos
en dicha fosa.

3.2.3 Pardmetros ﬁsz’coqm’mz’cos
pH

Los valores de pH se mantuvieron relativamente estables cerca del rango
de neutralidad, bajo todas las condiciones de ensayo, con una ligera
disminucién durante el dia 14: 6,85+0,25 (control); 6,48+0,33 (T1)
y 6,67+0,16 (T2), con medias aritméticas de: 7,59+0,21; 7,90+0,11 y
7,65£0,15, respectivamente. No se observaron diferencias significativas
del pH entre las condiciones de tratamiento (p>0,05). Estos valores
garantizaron la supervivencia de unaamplia variedad de microorganismos
neutrdfilos, capaces de participar en las reacciones de biodegradacion de

hidrocarburos 1PBM7I8L14)[41]

Balba ez a/. “¥ sefialaron que la oxidacion de los hidrocarburos produce
acidos grasos que son utilizados por las bacterias o liberados al medio. En
tal caso, el pH del sistema disminuye, segtn lo observado en el dia 14 de
este ensayo. No obstante, estas variaciones de pH pueden amortiguarse
por la alcalinidad disponible y deben monitorearse continuamente, ya
que las propiedades fisicoquimicas del agua y la biodisponibilidad de los
hidrocarburos juegan un papel determinante para una biorremediacién
exitosa M8,

Los valores de pH en T1 y T2 cumplieron con lo establecido en la
normativa venezolana para aguas tipo 3y 4 (6,5-8,5), asi como para la

descarga a cuerpos de agua naturales (69) 7/,
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Materia orgdnica

Los microcosmos control, T1 y T2 reflejaron una disminucién
continua del contenido de materia orgdnica (medida como
DQO), durante el periodo de tratamiento (ver fig. 4A).
Las concentraciones medias de DQO fueron de: 766,6+62,0;
678,1£90,4 y 606,7+£185,8 mg/L, es decir: control > T1 > T2,
con rangos de: 709,2428,0-924,1+41,2; 556,3+22,3-858,0+32,2 y
313,1+£36,5-884,4+71,1 mg/L, respectivamente. La prueba de Tukey
mostrd diferencias significativas (prueba de Tukey, p<0,05) entre el
control y los tratamientos.

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Tiempo (dias)

5
\ / \

0 7 14 21 28 356 42 49 5 63 70
Tiempo (dias)

..

i iy
5 E T =
0 -y - —% j. 1 I n T

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Tiempo (dias)

—— Control —#- Bioestimulado (T1) Bioaumentado (T2)

Figura 4

Variacién de: A) Demanda quimica de oxigeno (DQO), B) Nitrégeno total (N-
total) y C) Fésforo total (P-total) en las unidades experimentales, durante el

tratamiento de agua del puerto de Isla de Toas con consorcio microbiano autdctono.

Las barras verticales indican la media aritmética + desviacion estindar para »=3.

La mayor eficiencia de remocién de materia orgénica (DQO) se

obtuvo en T2 (64,6t 4,8 %), seguido de T1 (35,2+4,5 %) y el control
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(23,342,3%) (ver fig. 4). Las concentraciones finales (dfa 70) de DQO
de T2 (ver fig. 4A; 313,1436,5 mg/L), lograron cumplir con el limite
de descarga establecido en la legislacion venezolana, a cuerpos de agua
naturales (350 mg/L) 37,

Los resultados son comparables a los reportados por Riafio ezl. 43}, con
remociones de DQO soluble entre 29,0 y 59,2 % para el tratamiento de
efluentes de una industria procesadora de pescado, en fotobiorreactores
inoculados con microalgas Spiruiina piatensis y Chiorella sorokiniana;
en simbiosis con bacterias acrobias, siendo inferiores a los senalados por
Mannina e al, *4, para aguas salinas sintéticas contaminadas con gasoil
(20 mg/L), tratadas en una planta piloto provista de un biorreactor
de membrana, con una remocién de DQO de 91 %. Estas diferencias
pueden deberse a la naturaleza propia del efluente en tratamiento y de los
microorganismos involucrados.

Las remociones de materia orgdnica obtenidas (ver fig. 4A)
son indicativas de la utilizacién del carbono orginico disponible
(principalmente hidrocarburos), por parte de la comunidad microbiana
presente para sus funciones metabélicas (ver fig. 3), con mayor proporcién
en T2 (consorcio microbiano autéctono). De esta manera, las bacterias
obtienen carbono al mineralizar los sustratos orgdnicos, mediante el
consumo de oxigeno disuelto del sistema (metabolismo heterotréfico),

mientras que las microalgas seguirian un metabolismo mixotréfico [10},[19)-

(21]

80
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% remocion
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Control Bioestimuladeo (T1) Bioaumentado (T2)

I 000 inicial [ DQO final — @ — % remocion

Figura 5

Contenido de materia orgénica (medido como DQO) en las unidades experimentales (inicial, final y
% de remocion), durante el tratamiento de agua del puerto de Isla de Toas con consorcio microbiano

autdctono. Las barras verticales indican la media aritmética + desviacién estindar para n=3.

Nitrégeno

Los niveles de nitrito se encontraron en los rangos de 0,013-0,118 mg/
L, para el control; de 0,011-0,044 mg/L, para T1; y de 0,0130,069
mg/L, para T2; cuyos valores mostraron diferencias significativas con
respecto al control (prueba de Tukey, p<0,05). De manera general, las
concentraciones de NO,. fueron estables y bajas en el periodo de estudio.
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El nitrato, por su parte, exhibié rangos de concentraciones de
0,05-0,19; 0,05-1,80; y de 0,05-1,45 mg/L, para el control T1 y T2,
respectivamente. Los tenores maximos en los tratamientos se obtuvieron
en los dias de fertilizacién con Nitrofoska (dias 0 y 35), el cual
contiene N bajo esta forma quimica, pero fue consumido rdpidamente
por la comunidad autétrofa presente, estimulando su crecimiento (ver
fig. 3). Las concentraciones de NOj;- en los tratamientos difirieron
significativamente del control (prueba de Tukey, p<0,05), pero no entre
ellos (prueba de Tukey, p>0,05).

Todas las concentraciones de nitrégeno inorginico (NO,- + NO3-)
en los microcosmos, estuvieron por debajo del limite maximo permisible
para la descarga a cuerpos de agua naturales, establecido en la norma
ambiental venezolana (10 mg/L) 7,

EINTK present6 concentraciones medias de 1,76+1,61 mg/L, para el
control; 4,65+3,04 mg/L, para T1; y de 3,52+2,87 mg/L, para T2; como
resultado de la activacién del metabolismo microbiano, producto de las
estrategias de fertilizacion e inoculacién de biomasa (NTK = NH4+ +
N-organico) [37]. Por ello, se obtuvieron diferencias significativas de las
concentraciones de los tratamientos con respecto al control (prueba de
Tukey, p<0,05), pero no entre estos (prueba de Tukey, p>0,05).

En la figura 4B se muestra la evolucién temporal de las concentraciones
de N-total, en las unidades de experimentales. En el control se observaron
ligeras fluctuaciones con valores méximos en los dias 14 (5,5440,32 mg/
L) y 35 (3,96+0,21 mg/L), con una media aritmética de 1,90+1,62
mg/L. Para T1 y T2 se reflejaron las mismas tendencias de variaciéon
en las concentraciones, con tenores ligeramente superiores para T1, y
picos més elevados durante los dias 0 y 35, resultantes de la fertilizacién
e inoculacién de biomasa, respectivamente. Las concentraciones de N-
total oscilaron entre 1,8840,12 y 10,25+0,82 mg/L, para T1; y entre
0,63+0,08 y 10,05+0,56 mg/L, para T2. Al igual que el resto de las
formas de N analizadas, el contenido de N-total entre los tratamientos
no fue significativamente diferente (prueba de Tukey, p>0,05), pero
estos difirieron significativamente respecto al control (prueba de Tukey,
p<0,05).

La dindmica del nitrégeno en los procesos de tratamiento bioldgico
es un fendémeno complejo. El N-orgénico particulado se hidroliza
abi6ticamente a N-orgdnico soluble que es utilizado por bacterias
heterotréficas y convertido en NH4+ El NH4+ sirve como fuente de N
para la sintesis de nueva biomasa y como la tinica fuente de energfa para
el crecimiento de bacterias oxidantes de amonio; la produccion de NO,-
a partir de NH4+ es llevada a cabo por estas bacterias. La siguiente etapa
de oxidacién para producir NOs- es mediada por bacterias oxidantes de
nitrito. La desnitrificacién heterotréfica es un proceso secuencial que
consta de cuatro pasos de reduccién: NOs3- a NO,-, NO, N,O y N, [45]-
[46]. La simultaneidad de estas reacciones, rigieron la movilidad de las
diferentes formas de N en las unidades de tratamiento (ver fig. 4B).

Se obtuvieron remociones medias de N-total de: 27,6+1,64; 79,8+2,05
y 87,7£1,95 % para el control, T1y T2, respectivamente. Estos valores



Laugeny Cbiquinquim’ Diaz-Borrego, et al. CONSORCIO MICROBIANO AUTOCTONO PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS
CONTAMINADAS CON GASOIL DEL PUERTO DE ...

son superiores a los reportados por Mannina ez a/. (44, parael tratamiento
de aguas salinas sintéticas contaminadas con gasoil (20 mg/L) en una
planta piloto provista de un biorreactor de membrana, con una remocién
de N-total de 53 %, lo cual puede ser adjudicado al efecto potenciador
del metabolismo microbiano, como resultado de las estrategias de
bioestimulacién y bioaumentacion.

Las concentraciones de N-total en el control y los tratamientos,
cumplieron con la normativa de descarga a cuerpos de agua naturales

establecida en Venezuela (40 mg/L) G371,
Fésforo

Las concentraciones medias de ortofosfato durante los ensayos se
ubicaron en: 6,93+9,45; 4,05+2,50 y 3,51+2,92 mg/L, para el control
T1y T2, respectivamente, cuyo comportamiento en funcién del tiempo
fue equivalente a la de P-total (ver fig. 4C). La prueba de Tukey indicé
que existieron diferencias significativas de los tratamientos con respecto
al control (p<0,05), mientras que T1 y T2 no fueron estadisticamente
distintos (p>0,05).

La disponibilidad de ortofosfato proporcioné soporte al crecimiento
autotréfico de las microalgas en los dias subsiguientes a la adicién de
fertilizante. Notoriamente en el dia 0, para T'1; y dia 35 para control y T2

(ver fig. 3). El POy ~ se emplea como nutriente esencial en las actividades
metabdlicas y la sintesis de biomasa. Las células de micro-algas absorben y
almacenan Ny P para la sintesis de proteinas, lipidos, adenosin trifosfato
(ATP) y otras biomoléculas 12M18],

Con relacién alavariabilidad de P-total, en la figura 4C se presentan sus
concentraciones durante los ensayos. En el control los valores fluctuaron
de 0,15+0,06 2 29,32+1,56mg/L; en T1 de 0,22+0,08 a 8,30+1,65 mg/
L; y en T2 de 0,35£0,07 a 12,62+2,32 mg/L. Durante los primeros 35
dias se observd un comportamiento relativamente estable y similar para
las tres condiciones de prueba. Posteriormente, el control experimentd
un incremento progresivo hasta su mixima concentracién en el dia 70
(29,3241,56 mg/L). En T1 se mantuvo una concentracién media de
7,15£1,01 mg/L, mientras que en T2 aumentd ligeramente en el dia 56
(12,6242,32 mg/L). No se detectaron diferencias significativas entre los
tratamientos (prueba de Tukey, p>0,05), pero si de estos con respecto al
control (prueba de Tukey, p<0,05), en cuanto a las concentraciones de P-
total.

El aumento de las formas de P durante el tratamiento de aguas
del puerto de Isla de Toas, particularmente en el control, puede
estar relacionado con: 1) productos de excrecién de organismos
zooplancténicos al consumir células microalgales 38]  [47-48] y 2)
mineralizacién de células muertas de microorganismos, que devuelven al

medio sus constituyentes celulares como Ny P 5% 1o cual coincide
con el desenvolvimiento de la comunidad microbiana de los microcosmos
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(menor densidad celular), particularmente hacia finales del periodo de
experimentacién (ver fig. 3).
Las remociones medias de P-total en el presente estudio fueron: control

<0,1 %; T1 16,1£0,38 %; y T2 44,7+1,18 %, las cuales mostraron un
[

las mayores disminuciones de fésforo en medios acudticos contaminados

comportamiento similar al descrito por Venosa s1 quien sefalé que
con hidrocarburos, tenfan lugar en las primeras semanas de estudio,
disminuyendo de manera secuencial, pero en menor grado hasta el
final del ensayo (ver fig. 4C). De igual manera, los resultados son
comparables a los descritos por Mujtaba ez /. '), para un sistema de
consorcio simbidtico en el tratamiento de un agua residual sintética. Estos
investigadores observaron una alta tasa de eliminacién de N, P y DQO,
indicando que la capacidad de captacién de nutrientes por Chiorella
vulgaris se incrementd en presencia de la bacteria Pseudomonas putida, lo
cual también se obtuvo en T2.

Diaz 9 determiné una remocién de P-total de 37,18 % durante el
tratamiento de los residuos liquidos de una fosa de almacenamiento de
agua petrolizada, aplicando indculo de microalgas (incluyendo bacterias
asociadas), fertilizacion y un periodo de ensayo de 90-105 dias. Por su
parte, Pérez-Garcia ez al. (21] obtuvieron una remocién de P de 31,5 %
en aguas residuales sintéticas, aplicando un consorcio de C. vulgaris y
Azospirillum brasilense en un reactor cénico invertido. Estos resultados
son inferiores a los encontrados en T2, por efecto de la bioaumentacién
con fertilizacion y adiciéon de biomasa microbiana.

De manera general, las concentraciones de P-total en los tratamientos
se ubicaron por debajo del limite maximo establecido en la normativa
venezolana parala descarga a cuerpos de agua naturales (10 mg/L) 7], con
excepcion del dfa 56 en T2 (12,6242,32 mg/L) y en el control a partir del
dia 56 de ensayo (ver fig. 4C).

Hidrocarburos

En la tabla 4 se presentan las concentraciones iniciales y finales de las
fracciones de hidrocarburos, asi como las de HTP y sus porcentajes
de remocién en las unidades de ensayo. La fraccion de asfaltenos se
presentd en niveles <0,2 mg/L, en todas las condiciones experimentales.
Las concentraciones finales mds bajas de hidrocarburos se observaron en
T2.

El limite permisible de HTP establecido en la normativa ambiental
venezolana para el vertido a cuerpos de agua naturales (20 mg/L) [37],
no pudo alcanzarse bajo las condiciones establecidas en este estudio, por
lo que el efluente tratado requiere de un tratamiento complementario
para cumplir con dicha norma. No obstante, se obtuvieron altas tasas
de biodegradaciéon del gasoil anadido. Al respecto, las remociones de
hidrocarburos saturados, arométicos, resinas e HTP estuvieron entre 6,6 y
81,7 % (ver fig. 5, tabla 4). Se obtuvieron diferencias significativas (prueba
de Tukey, p<0,05) para las remociones de hidrocarburos saturados,
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aromaticos ¢ HTP, de los tratamientos con respecto al control, asi como
entre T1 y T2. Los niveles de resinas (compuestos recalcitrantes) no
fueron significativamente diferentes (p>0,05) para las condiciones de
tratamiento.

Tabla 4

Fracciones de hidrocarburos durante el tratamiento de agua del puerto de Isla de
Toas contaminadas con 1 % v/v de gasoil, usando consorcio microbiano autéctono.

| Hidrocarburos (mg/L) Control Bioestimulado (T1) | Bioaumentado (T2)
I Inicial 6.046,02219,5 6.083,32241,7 6183321048
Saturados Final 4.292,3£977 1.826,7¢311,8 1.266,7+51,3
. % remocion 29,0£3,6 70,0+4,5 79,5¢2,2
Inicial 2.310,3280,6 2.248,3+138,5 2.124,3489,7
Aromaticos Final 1.8157£52,3 94834938 600,3£58,5
% rermnocion 21,4433 578146 71,7£54
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Figura 6

Remocién de las fracciones de hidrocarburos (SARA) e hidrocarburos totales del petréleo (HTP)
durante el tratamiento de agua del puerto de Isla de Toas contaminadas con 1 % v/v de gasoil,
usando consorcio microbiano autdctono. La fraccién de asfaltenos se presentd en niveles <0,2
mg/L. Las barras verticales indican la media aritmética + desviacion estidndar para n=3. Letras
diferentes en una misma fraccion indican diferencias significativas (prueba de Tukey, p<0,05).

Estas diferencias resultaron del aumento de la productividad
microbioldgica (ver fig. 3), producido por la aplicacién de las estrategias
de bioestimulacién y bioaumentacion.

Muchos estudios han descrito la biodegradacién de hidrocarburos

(13,(4).[52]-[54]

por parte de comunidades microbianas , como base para los

procesos de biorremediacién de aguas y suelos impactados. Mittal y Singh

52} indicaron que la aplicacién de consorcio bacteriano, nutrientes y

factores ambientales resultd en 79,16 % de eliminacién de HTP en 60
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dias, en comparacién con la remocién de sélo 30,24 % llevada a cabo
por microflora nativa. Similarmente, Has-sanshahian ez 2. %! reportaron
que el uso de bioaumentacién y consorcio bacteriano (A. borkumensis -
Thaiassolituus oleivorans) generd una degradacion de 70 % de petréleo
crudo (0,01 %). Dichos datos son comparables a los obtenidos en el
presente trabajo.

Finalmente, estos resultados demuestran la eficiencia del consorcio
microbiano autéctono empleado, siendo capaz de degradar las fracciones
de hidrocarburos del petréleo, presentes en el gasoil afiadido (ver fig. 4A).
Asi, la cooperacion entre microalgas fototréficas y bacterias heterotroficas
mejora potencialmente la degradacién de muchos contaminantes,
incluyendo derivados del petréleo. Ademis, la seleccién adecuada de
los microorganismos apropiados para conformar los consorcios, es de
primordial importancia para garantizar el éxito y la eficiencia del proceso

de degradacion (21.123],

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El consorcio microbiano autéctono (Chiorella spp.-bacterias) fue capaz
de utilizar la fuente de carbono disponible (gasoil al 1 % v/v), con la
subsecuente remocién de nutrientes (N y P); mostrando alto potencial de
adaptabilidad y productividad durante el tratamiento de agua del puerto
de Isla de Toas, con altos niveles de densidad celular y produccién de
pigmentos fotosintéticos. La eficiencia de remocién de materia orgénica
(DQO ¢ hidrocarburos), N y P, fue: tratamiento bioaumentado (T2) >
tratamiento bioestimulado (T1) > control.

Las concentraciones finales de materia organica (DQO), N-total y P-
total cumplieron con los limites maximos permisibles de la legislacion
venezolana, para la descarga a cuerpos de aguas naturales. Los niveles
finales de HTP estuvieron por encima del valor establecido, por lo cual
es necesaria la aplicacién de un tratamiento complementario del efluente,
si bien se obtuvieron altas tasas de remocién de hidrocarburos saturados
y aromdticos (>70 %), particularmente en el tratamiento bioaumentado
(T2).

Para estudios futuros se recomienda el pretratamiento de las muestras
de aguas naturales para remover la comunidad zoo-plancténica presente,
afin de disminuir su poder depredador sobre las poblaciones microalgales,
durante el tratamiento con consorcio microbiano autdctono.
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