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RESUMEN

Se realizaron dos exberimentos con la finalidad de probar e} efecto de biocestimulante sobre las
bacterias marinas y coliformes, en un medio marino contaminado con aguas residuales y sin
contaminar. En ambos se midieron DBOs, NO;, NO,, NH,, PO, Nitrégeno organico disuelto
(NOD) y Fdsforo organico disuelto (POD), asi como bacterias marinas, coliformes totales vy
fecales, y la abundancia bacteriana, con el objeto de observar los cambios de los compuestos
organicos e inorganicos debido a la tasa de asimilacién y crecimiento bacteriano producido por el
bioestimulante. Se realizaron muestreos diarios para las variables orgénicas e inorgénicas. Los
andlisis bacteriologicos se muestrearon cada tercer dia. En el primer experimento se probaron
diferentes concentraciones de bioestimulante en agua de mar para observar su eficiencia de
biodegradacién y como acelerador de la actividad bacteriana. El segundo experimento
proporcioné informacion acerca de la reproducibilidad de los resultados obtenidos y en et tipo de
material organico que se degrada, con la minima concentracién de bioestimulante. Los resuitados
mostraron que la utilizaciéon de estos productos para el tratamiento de las aguas residuales que
posteriormente son vertidas al mar, incrementan la poblacién bacteriana marina, asi como
aceleran la degradacién de materia organica biodegradable y aumentan la DBOs en un lapso de
dos dias. Asi mismo, se encontrd que la concentracién de 0.02 ml L de bicestimulante presenté
la misma eficiencia de degradacion que concentraciones mayores de bioestimulante. Por otra
parte, se observé que la actividad bacteriana y la asimilacién de los compuestos organicos (NOD
y POD) se ve incrementada por la adicion del bioestimulante, sélo en las primeras 48 h. de
aplicado el producto. El efecto del bicestimulante es de acelerar la degradacion de compuestos
organicos en poco tiempo y tienden a consumir oxigeno, provocande anoxia. Por lo anterior el
uso de bicestimulante no se recomienda en zonas con baja concentracion de O, 6 bajo recambio

de agua.
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1 INTRODUCCION

Cuando se presenta una contaminacidn en aguas costeras por aguas residuales sin
tener una previa depuracién, se alteran todos los procesos naturales, traduciendese en un
deterioro ambiental. Las inversiones para su rehabilitacion son de muy alto costo y con
perspectivas de lenta solucion. (Lopez-Portillo, 1982). Tal es el caso de lugares destinados al
turismo, que por su mal planeamiento requieren de metodos eficientes para disminuir su impacto,
a un bajo costo. Es por esto, que la contaminacion marina ha tenido una gran importancia en
cuanto a identificar, analizar y evaluar las consecuencias sobre la salud y bienestar del hombre,
ast como del medio ambiente marino y terrestre (Lopez,1982). En Estados Unidos de
Norteamérica, aclualmente se buscan alternativas que aumenten la eficiencia en el tratamiento
de las aguas negras, y asi mismo disminuir los costos.

Se busca una atencion en la fito y bio-remediacion, la cual esta basada en la utilizacion
de plantas y organismos que asimilen una gran cantidad de nutrientes evitando la nitrificacion, y
de esta manera regenerar zonas contaminadas (Schnoor, et al,1995). Asl mismo, los extractos
naturales de plantas, aceleran la actividad bacteriana en la degradacion de la materia organica.
Por esto, empresas privadas como Bac-ferra (1994) v Biolreat ({1995), se dan a la tarea de
probar y emplear productos quimiéos que cubran estas demandas, apegandose a los limites
maximos permisibles marcados por la ley. Estos productos son llamados bicestimulantes, los
cuales pueden estar conslituidos por enzimas, nutrientes, asi como compuestos esteroidales y
glicosidos de origen vegetal, que promueven fa multiplicacion de las bacterias tanto aerobicas
como anaerdbicas , creandoles mejores condiciones ambientales para su desarrollo, acelerando
las reacciones de las mismas, y aumentando en consecuencia la degradacion de ta materia
organica, en sistemas de tratamiento de aguas negras (Biotreat, 1995 ) . Estas sustancias no han
mostrado efectos negativos durante el tratamiento de aguas residuales. Asi mismo se ha
cbservado su corta duracién en el medio en el que ha sido agregado, debido a que es
biodegradable a los siete dias (Williams,1994).

Se asegura que estas sustang]as disminuiran el grado de contaminacién en las aguas
tratadas y en consecuencia disminuir el impacto sobre el medio*al que son vertidas, ya sean
destinadas para riego ¢ vertidas directamente en el mar (Bac-terra,1994). Existen algunos
productos que satisfacen al medio ambiente, ya que no son téxicos para el hombre ni para los
animales (Williams,1994). Por esta razén, estos productos pueden ser destinados para diversas
aclividades .

La importancia de estos productos en México, se refieja en el incremento de su uso
para mejorar su procedimiento en el tratamiento bioldgico y quimico de los sistemas de
depuracién de las industrias, ya que las zonas urbanas exigen una mejor calidad en el
tratamiento de las aguas residuales municipales e industriales (Lépez-Portillo, 1882).




A pesar de que se han obtenido buenos resultados en plantas de tratamiento, no se han
reportado estudios que prueben su efecto dentro del medio marino, por tal motivo es de gran
importancia realizar este tipo de experimentos para conocer el posible efecto que pudiesen
ocasionar al ser utilizados en el tratamiento de aguas negras, que posteriormente son vertidas a
las zonas costeras.

El conocer el impacto ocasionado en el mar al utilizar un bioestimulante, en la
depuracion de aguas negras, es de vital importancia para el pals, dado que puede ser una
alternativa para solucionar o disminuir la contaminacién de aguas marinas. Asl, como para validar

su uso debido a la creciente demanda que comienza a tener.




2 HIPOTESIS

La utilizacidn bacteriana del biocestimulante, produce un aumento en la tasa de
asimilacion y crecimiento, por lo tanto se espera en el medio marino: Una mayor eficiencia de
degradacion de nitrégeno y fosforo organico disuelto (NOD y POD) y una disminugion en el
contenido de materia organica biodegradable, con el tiempo de incubacion. Esta materia organica
es determinada mediante los valores de la demanda biogulmica de oxigeno (DBQOs). Asl mismo,
se espera que exista una menor concentracidbn de materia orgénica en los estanques con
bicestimulante, que en aquellos en las que sdélo actita el sistema autodepurador del redio

marino.

3 OBJETIVO GENERAL
Conocer la eficiencia y los efectos del bioestimuilante para la restauracién de zonas

costeras contaminadas.

3.1 Objetivos particulares

Conccer la eficiencia de bigestimulantes, en el tratamiento de zonas costeras
contaminadas, mediante la respuesta bacleriana, y la velocidad de degradacion de materia

organica.

ldentificar el efecto sobre la actividad bacteriana ocasionado por la  utilizacién  de
bicestimulantes en agua de mar.




4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

l.a fase experimental consistié de dos partes: La primera, con duracion de siete dias,
sirvio para determinar el efecto del bioestimulante en la degradacion de nitrégeno y fosforo
orgénico disuelto (NOD,POD) y de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOg) en agua de mar, a
diferentes concentraciones de bioestimulante. El segundo experimento, con duracidon de diez
dfas, consistid en evaluar la reproducibilidad de la minima concentracion de bioestimulante, gue

provocé la degradacion de los compuestos organicos disueltos en el agua de mar.

Experimento |

Se usaron siete estanques, con 20 | de agua de mar, colectada frente al hotel Punta
Morro. Este lugar se escogid por presentar la menor concentracién de bacterias en la zona norte
de la bahia (Delgadillo-Hinojosa y Orozco-Borbdn,1987; Orozco-Borbon y Delgadillo-Hinojosa,
1989 y Canino-Herrera, 1993). A cada estanque se le adicionaron diferentes volimenes de
bicestimulante y agua residual tomada de la planta de tratamiento de la U.A.B.C. unidad
Ensenada, con la finalidad de simular agua de mar contaminada por aguas negras (Tabla I).

Al estanque denominado A1 (testigo) no se le agregd bioestimulante ni agua residual,
para observar el comportamiento autodepurador de| medio marino sin perturbacion de agentes
ajenos.

Los estanques A2 y A3, sirvieron para observar el efecto del bicestimulante y del agua
residual sobre el medio marino respectivamente. Los recipientes restantes presentan un
gradiente de concentracion del bicestimulante y con un volumen constante de agua residual. El
volumen de agua residual adicionada, se selecciono tomando como base la dilucion de aguas
negras que se vierten en la Bahla de Todos Santos (Canino-Herrera, 1993).

Las concentraciones de bicestimulante utilizadas fueron semejantes a las recomendadas
por el fabricante (Williams,1994).

Todos los estanques se mantuvieron a temperatura ambiente, y cada 12h se
sometieron a aeracién, por 45 min. Al'término del periodo de aereacidon se colectaron muestras
de agua por triplicado. La toma de muestras se hizo de forma, diaria, para el analisis de:
demanda bioquimica de oxigeno (DBQs), por el método directo descrito por Lee (1887); NOD y
POD, por el método de la oxidacion con persuifato, descrito por Grasshoff (1983); nutrientes
(nitratos  (NOj),  nilritos  (NO,), fosfatos (PO,), amonio (NH4)} mediante las técnicas
espectrofotométricas descritas por Parsons et al. (1984).

En todas las mediciones se empled un espectrofotémetro digital marca Milton Roy,
modelto 301.

También, se probo el efecto del bicestimulante sobre las bacterias, mediante el analisis
de bacterias coliformes .por el método del nimero més probable (NMP) con serie de cinco tubos




(APHA,1985) y las bacterias heterotroficas marinas mediante la técnica de cuenta en placa
utilizando medio Zobell (Orozco _Borbén ef al; 1993). Para estas variables se tomaron muestras

cada tercer dia.

Experimento i

En esta parte se contd con cualro tipos de estanques, por duplicado. También se usé
agua de mar, agua residual y bicestimulante ( tabla II).
Los estanques usados en &l segundo experimento se identificaron como B1, B2, B3y B4.

El estanque B1 sirvio como control (muestra de agua mar sin bioestimulante y sin agua
residual), al estanque 82 sélo se le adiciond bioestimulante, para conocer SU efecto en el agua
de mar, sin influencia del agua residual. El estanque B3 contenia agua residual sin efecto de
bicestimulante, con el fin de simular una zona impactada y al estanque B4 se le agregd agua
residual y bicestimulante para simular el efecto causado por el bioestimutante en aguas marinas
contaminadas. La aereacion, toma de muestras y el analisis, se realizé de la misma manera que
en el primer experimento. Adicionalmente, se realizd un conteo directo de bacterias marinas por
epifluorescencia con DAPI (4,6-diamino-2-phenylindo!) mediante la técnica descrita por Porter y
Feig (1980), con el fin de conocer la poblacion de bacterias.

Analisis estadistico

Se aplic6 una prueba de Bartlett para conocer la homogeneidad de las varianzas.

Los datos obtenidos se trataron mediante un Analisis de varianza (ANOVA) para
muestras independientes, para comprobar las diferencias encontradas entre los diferentes
tratamientos {con y sin bicestimulante). Para esta prueba se utilizé el programa STATISTICA
version 4.2 para Windows.




Tabla I Concentracion de bioestimulante (ml L") y agua residual (m! L' utitizada en los

estanques del experimento |.

Estanque Agua de mar Bioestimulante Agua residual
(#) (1) [mlLY] [mlL"]
Al 20 0.00 0.0
A2 20 0.02 0.0
A3 20 0.00 1.0
Ad 20 0.02 1.0
A5 20 0.04 1.0
AG 20 0.08 1.0
AT 20 0.10 1.0

TablaIl Concentracion de bicestimutante (mi L") y agua residual (mf L"), utilizada en los
estanques del seqgundo experimento.

Recipiente Agua de mar Bioestimulante Agua residual
(#) (1) [miL"] [miL"]
B1 20 0.00 0.0
B2 20 0.02 0.0
B3 20 0.00 1.0
B4 20 0.02 1.0




5 RESUL.TADOS
Experimento |
DBOs

En la figura 1a se muestra el comportamiento de fa DBOs con respecto al tiempo. Para el
estanque A1 (controf) y A2 (con 0.02 ml L' de bioestimulante, y sin agua residual). El estanque
A1 presenta un incremento en el valor de DBOg hasta el segundo dia y posteriormente el valor
decrece, manteniendose sin cambios importantes hasta el final del experimento. El incremento
de la DBOs; al segundo dia se debe posiblemente a la degradacién del material organico. Por
ofra parte el estanque A2 presentdé una mayor degradacién de material organico al inicio del
experimento, con respecto al estanque A1, posteriormente presentd un decremento de la DBQs,
con valores de DBOs menores a los del estanque A1 hasta el cuarto dia. Al quinto y sexto dia, el
comportamiento en ambos estanques es el mismo. Los maximos valores de DBOs que
presentaron los estanques fueron de 1.35 mg G, L' para el estanque A1 al segunde dia y de
588 mg O, L para el estanque A2, al inicio del experimento. Los estanques presentaron
diferencias significativas al inicio del experimento, al primer, segundo y cuarto dia (p<0.001).

En fa figura 1b se observa la variacién de la DBOs con el tiempo, para los estanques con
diferente concentracion de bioestimulante, en agua de mar contaminada con agua residual. L.os
valores de DBO;s; no mostraron cambios significativos, entre los estanques con diferentes
concentraciones de bicestimulante , a lo largo del experimento, En el estanque AB, se presentd el
maximo valor de DBOs; 6.9 mg O, L™, al inicio del experimento (con 0.8 mi L' de bicestimulante).
Este valor, posiblemente se deba a un error en su andlisis. No se encontraron diferencias
significativas entre los estanques gue contenian diferente concentracion bioestimulante. Ef C.V.

de cada estanque, fue menor a 10.3 % para las réplicas.

AMONIO

En la figura 2a se observa la variacion en la concentracion de amonio (NH,) con respecto
al tiempo, para los estanques sin agua residual (A1) y con 0.02 ml L™ de bicestimulante (A2).
Las concentraciones de NH, para ambos estanques presentan un comportamiento muy similar, a
lo largo del experimento, sin presentar diferencias significativas«enire ambos estanques. Se
observa un decremento de la concentracion de NHy en os estanques durante los primeros dias
del experimento. Las mayores concentraciones de amonio se observan en el estanque A2 (7.5
Hg-at N-NHy L"), posteriormente ia concentracion de amonio no varia significativamente a fravés
del tiempo (3.5 a 5§ ug-at N-NH4 L'1). El decremento de la céncentracién de NH; al inicio del
experimento, puede ser debida a que el NH, es ulilizado como nutriente por los organismos del

medio.
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Figura 1. Cambios de la DBOs con el tierpo para a) estanques sir?’agua residual, A1 {control ) y
A2 (0.02 ml Lt de biocestimulante) y b) estanques con agua residual y diferentes concentraciones
de bicestimulante, (A3 sin bioestimulante, A4 con 0.02 mi L' A5 con 0.04 mi L, A6 con 0.08
ml L' y A7 con 1.6 mi L de bioestimulante). Los sfmbolos indican e! promedio de cada

estanque.




La variacién de la concentracion del NH, con el tiempo para los estanques con diferente
concentracion de bioestimulante, se observa en la figura 2b. La variacién de la concentracion de
NH; en los estangues con agua residual y sin bicestimulante, fue muy similar a fa variacion
observada en la figura 2a. Las minimas concentraciones de NH4 se observan al segundo dia
para todas las concenlraciones de bicestimulante. Al inicio del experimento se encontraron las
mayores concentraciones de amonio: 11.4 0.02 ug-at N L' en el estanque con 0.01 ml L' de
bioestimulante, 9.76 pg-at N L' en el estanque con 0.04 ml L de biocestimutante y 8.6 yg-at N L
en el estanque con 0.08 ml L' de bioestimulante.

Se encontraron diferencias significativas al inicio del experimento, en los estanque A3y
A4 (0y0.02ml L' de bioestimulante, respectivamente) y al primer dia, en el estanque A5 (0.04
mi L7 de bicestimulante) con el respecto al resto de los estanques {p<0.001) . La concentracion
de amonio tiende a disminuir con el tiempo a todas las concentraciones de bioestimulante,
manteniendose constante a partir del segundo dia. Esta tendencia, puede deberse a la utilizacion
del amonio como nutriente por las bacterias, en la asimilacion de malteria organica. El C.V de las
réplicas de cada estanque fue menor a 6.31 %.

NITRATOS

En la figura 3a se observa la variacién de la concentracion de fos nitratos (NO3 ) con
respecto al tiempo, para los estanques Al{control) y A2 (con 0.02 ml L' de bioestimulante). La
concentracién de NOs en el estanque A1 presenta un ligero incremento al primer dia (de 4.5 a
5.08 pg-at N L"), posteriormente decrece con el tiempo, hasta el fina! del experimento (0 pg-at N
L™"). El estanque A2 presenta un incremento en la concentracion de los NO,, al segundo dia (de
41 a 51 pg-at N L"), posteriormente se observa un decremento hasta el cuarto dia, y se
mantiene durante el resto del experimento sin variaciones importantes (0-0.5 pg-at N £"). Los
incrementos observados en ambos estanques se deben, posiblemente, a la degradacién de los
compuestos organicos por ias bacterias. Ambos estangues presentaron diferencias significaticas,
a lo largo del experimento {p<0.001), excepto al inicio y quinto dla del experimento. Es
importante mencionar, que existes un desfasamiento entre ambos estanques en el
comportamiento de la concentracion de nitratos en el segundo y tercer dia del experimento,
posiblemente debido a que la velocidad de asimitacion de nitrato‘:.sy es mayor en el estanque Af
{controt).

La figura 3b muestra la variacion en la concentracion de les nitratos con respecto al
tiempo, para los estanques contaminados con agua residual y con diferentes concentraciones de
bioestimulante {(del estanque A3 al A7). El estanque A3 (sin bioestimulante) presenta un
decremento a partir de! segundo dia, mientras que el resto de los estanques lo presentan desde
el inicio del experimento. Los estangues con agua residual y bioestimulante (fig. 3b), presentaron
la mayor concentracion de NO; (de 5 a 6.9 pg-at N L) al inicio del experimento, con excepcién




10

Figura 2. Cambios en la concentracion de amonio (NH,4) con el tiempo para a) estanques sin
agua residual, A1 (control ) y A2 (0.02 mi L' de bioestimulante) y b) estanques con agua residual
y diferentes concentraciones de bioestimulante, (A3 sin bioestimulante, A4 con 0.02 ml L) A5
con 0.04 mi L, A6 con 0.08 mIL" y A7 con 1.6 miL" de bioestimulante). Los simbolos indican

el promedio de cada estanque.
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Figura 3. Cambios en la concentracién de nitratos (NO; con el tiempo para a) estanques sin

agua residual, A1 (control )y A2 (0.02 m_I L de bioestimulante) y b) estanques con agua residual
y diferentes concentraciones de bioestimulante, (A3 sin bioestimulante, A4 con 0.02 ml LY A5
con 0.04 mt L™, A6 con 0.08 mIL" y A7 con 1.6 ml L' de bioestimutante). Los simbolos indican

el promedio de cada estanque.
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del estanque A3. Los estanques con las concentraciones de bicestimulante mas altas,
presentaron las mayores concentraciones de NQ, at inicio del experimento, excepto el estanque
A7 (con 0.16 ml 1."'de bicestimutante) que presenté una concentracion similar al del estanque A4’
(con 0.02 ml L' de bioestimulante). Esto puede indicarnos que el bioestimulante presenta un
confenido importante de nitratos en su composicién. A partir del tercer dia, las menores
concentraciones de nitratos se presentaron en el estanque A4.

Las diferencias significativas entre el estanque A3 y los estanques con bicestimulante
(A4-AT7) fue de p<0.001, solamente durante el primer dfa. En el segundo dia no se encontraron
diferencias significativas en ningtin estanque. A partir del tercer dia, sélo se presentaron
diferencias significativas en los estanques A4 y A6 (p<0.001) con respecto a los estanques
restantes. EI C.V. de las réplicas de cada estanque, para los NO; fue menor a 4.37 %.

NITRITOS

En la figura 4a se muestra el cambio de la concentracion de nitritos (NOp) con respecto
al tiempo en los estangues A1{control) y A2 {con 0.02 ml Lt de bioestimulante. La concentracion
de NO, presentd un comportamiento irregular en ambos estanques a lo largo del tiempo de
incubacién. Sin embargo, se aprecian valores maximos al cuarto dia para el estanque A1 (1.85
Lg-at N L") y al inicio del experimento en el estanque A2 (1.1 pg-at N L™'). En el estanque A2 se
logra observar un ligero incremento en la concentracion de NQO, hasta el cuarto dia. Este
comportamiento tal vez sea producto de la formacion intermedia de nitritos en el proceso de
oxidacion del NH,. Se presentaron diferencias significativas entre ambos estanques durante todo
el experimento (p<0.001), excepto en el tercer y sexto dia.

Para los estanques con diferentes concentraciones de bioestimulante y agua residual
(fig. 4b), se observé un ligero incremento en la concentracién de NO; con respecto al tiempo.
Dada la variabilidad en la concentracion de nitritos y a que no existieron diferencias significativas
entre los distintos estanques, no se consideran de gran importancia para explicar el efecto del
bioestimulante. El C.V. de las réplicas de cada estanque para los NO, fue, de 1.36%
FOSFATOS
La variacién de la concentracién de fosfatos (POy) con respecto al :ﬁampo para los estanques, A1
{(control) y A2 (0.02 ml 1! de bioestimulante) sin agua residual se observa en la figura 5a. El
estanque A1 presentod un incremento en la concentracién de PO4 en el primer dia del
experimento, manteniendose constante durante el resto del experimento, excepto al cuarto dia
que present6 un decremento. El estanque A2 presenté un maximo al primer dia que
posteriormente disminuye. Se encontraron diferencias significativas entre el estanque A1y A2
con p<0.001, excepto para el segundo y cuarto dfa. El incremento en la concentracion de PO,




Figura 4. Cambios en la concentracién de !os nitritos (NO, con el tiempo para a) estanques sin
agua residual, A1 (control ) y A2 (0.02 ml L"! de bioestimulante) y b) estanques con agua reS|dua|
y diferentes concentramones de b:oestlmulante (A3 sm bioestimulante, A4 con 0.02 mi L, A5
con 0.04 mi L', A6 con 0.08 ml L' y A7 con 1.6 mI L' de bicestimulante). Los simbolos |nd[can
el promedio de cada estanque.
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en el primer dia es debido posiblemente a que el material organico fosfatado fue degradado, por
la actividad bacteriana.

La variacion en la concentracion de PO, con el tiempo en los estanques contaminados
con agua residual (A3 a A7) por efecto del biestimulante, se observa en la figura 56b. Las
concentraciones de PO, no presentaron un patrén bien definido con respecto al tiempo, en fodos
los estanques. Debido a la gran variabilidad que presentaron los estanques en la concentracion
de PQs no se pudo observar si existe algun efecto por las diferentes concentraciones de
bioestimulante. Ef C.V de las réplicas para cada estanque, en los PO, fue menor a 2.537 %.

BACTERIAS HETEROTROFICAS MARINAS

El crecimiento bacterianc en jos estanque A1 (control) y A2 (con 0.02 ml L™, con
respecto al tiempo se observa en la figura 6a. El nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC mi™") en el estanque A1 {Control) tiende a incrementarse durante todo el experimento, con
los maximos valores al final det experimento. Por otra parte en el estanque A2 {con
bioestimulante) este incremento sélo se presentd hasta el segundo dia donde se observaron los
méximos valores de UFC ml™" (2.4x10° UFC mi' ). Posteriormente el nimero de colonias
presentaron un decremento hasta casi cero unidades, siendo mayor el nimero de colonias en el
estanque control a partir del cuarto dia. El biocestimulante posiblemente, acelerd el proceso de
crecimiento de las bacterias del estanque A2, en los dos primeros dias, ya que el crecimiento
bacteriano en el estanque A1 presenté un retraso de dos dias en presentar su crecimiento
exponencial. Las diferencias entre ambos eslanques fueron significativas (p<0.001) durante todo
el experimento, excepto para el cuarto dia.

La figura 6b muestra el crecimiento de las bacterias marinas, en [os estanques con agua
residual y diferentes concentraciones de bioestimulante, con respecto al tiempeo. El estanque A3
(sin bioestimulante) presenta un decremento durante todo el experimento en las UFC, hasta casi
cero, posiblemente por el efecto adverso del agua residual sobre las bacterias marinas. Los
estanques con diferentes concentraciones de biocestimulante presentan un maximo valor de UFC,
al segundo dia (2.8x10% UFC ml ™, enﬁel estangue con mayor concentracion de bicestimulante,
A7). En este dia, se observd una relacion entre el incrementowlJFC y la concentracion de
bioestimulante agregado, excepto en el estanque A6 con 0.08 ml L".de bioestimulante. Las
diferencias significativas entre los estanques, fue Gnicamente al segundo dia (p<0.001).
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Figura 5. Cambios en la concentracién de fosfatos (POy) con el tiempo para a) estanques sin
agua residual, A1 (control ) y A2 (0.02 mi L' de bioestimulante) y b) estanques con agua residual
y diferentes concentraciones de bioestimulante, (A3 sin bicestimulante , A4 con 0.02miL", AB
con 0.04 mi L. A6con 0.08 mlL™" y A7 con 1.6 mIL" de bioestimulante). Los simbolos indican
el promedio de cada estanque.
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Tiempo (dias)

Figura 8. Comportamiento dei crecimiento bacteriano heterotrofico marino (UFC mi"y con el
tiempo para a) estanques sin agua residual, A1 (control ) y A2 (0.02 mi L de bicestimulante) y
bh) estanques con agua residual y diferentes concentraciones de bioestimulante, (A3 sin
bioestimulante . A4 con 0.02 mi L™, A con 0.04 mI", A6 con 0.08 miL" y A7 con 1.6 ml L™ de
bicestimulante). Los simbolos indican el promedio de cada estanque.
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CORRELACION DEL BIOESTIMULANTE CON LAS VARIABLES

L.as concentraciones de los POsy NO3, fueron las anicas variables que presentaron una
correlacién con el bioestimulante agregado al inicio del experimento con una P =0.568 (fig. 7a).
Aqul se observa una relacién directamente proporcional entre la concentracién de estos
nutrientes y la concentracién de hioestimulante adicionado.

Las concentraciones de los PO, NH, NO; y bacterias heterotréficas marinas,
presentaron una corretacion con la concentracion de bioestimulante agregado, al segundo dia de
iniciado el experimento con una r?= 0.773 (fig. 7b). Aqul se observa una correlacién inversa entre
el fosfato y el biostimulante mientras que con el NH;, NO3 y las bacterias heterotréficas marinas

presentaron un incremento en su concentracion con la adicion de bicestimulante.

Experimento il

En este experimento se probd la reproducibilidad de! efecto del bioestimulante con una
sola concentracion (Tabla Il). Se selecciond la menor concentracion de bioestimutante {0.02 mi
L'} debido a que en el experimento i, las diferencias entre los estanques con bicestimulante
fueron pequenas y en algunos casos no existieron
En este experimento se graficaron los promedios y la desviacion estandar de dos
réplicas, en todas las variables analizadas, con el fin de mostrar la gran variabilidad presentada
durante este experimento. Esta variabilidad no se presenté en el primer experimento. Para
conocer la posible fuente de error se calcul6 el coeficiente de variacion {C.V.), de cada estanque
y su réplica por separado, para cada variable.

DBO;

En la figura 8a se muestran los cambios de la DBO; con el tiempo, en agua de mar sin la
adicion de agua residual {sin bioestirpulante y con 0.02 ml L' de bioestimulante, B1 y B2
respectivamente). El maximo valor de DBOs se presentd al segundo dia, para el estanque B1
(1.35 mg O, Lt ), posteriormente el valor de la DBOs dismiriuye. Bt maximo valor de la DBO; al
segundo dia, posiblemente se debi6 a una aita degradacion del material organico. Por otra parte
el estanque B2 presenta et maximo valor de DBOs al cuarto dia (1.36 mg O, LY. Este
incremento, posiblemente es por una degradacién del material organico con un retraso de
tiempo con respecto al estanque B1. Los valores de DBOs para el resto del experimento,
presentaron gran variabilidad lo gue no permitié observar diferencias significativas entre ambos

estanques.
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Figura 7. Matriz de correlaciones para la primera parte del experimento @) al inicio del
experimento; b) al sequndo dia; para las variables que presentaron la mejor correfacion con el
bicestimulante, las lines solidas representan la mejor regresion lineal entre las variables.
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En la figura 8b se muestra la variacion de la DBOs con respecto al tiempo, para los
estanques B3 (sin bioestimulante) y B4 (con 0.02 mi L' de bioestimulante) en un medio
contaminado con agua residual. El estanque B3 presenta un decremento en los valores de DBOs
con respecto ai tiempo, durante todo el experimento, con un valor maximo de 1.8 (mg O, L Ny el
minimo de 0.41 (mg O, L Y. Por otra parte, el estanque B4 no presentd un comportamiento bien
definido. Asi mismo, se observa una fiuctuacion en el valor de DBOs entre 1.2 y 0.5 (mgO; L ™,
durante todo el experimento. Los valores de DBO; en el estanque B4 son menores al estanque
B3 durante los primeros dias. Las diferencias significativas entre los estanques 83 y B4 se
presentan solamente al inicio del experimento (p<0.05). €l C.V. de las determinaciones para la
DBOs fue menor a 5.87 %, indicando que el error por la técnica no es tan importante. Sin
embargo, la variabilidad presentada entre réplicas fué significativa (como se muestra en la

figura).

AMONIO

En la figura 9a se muestran los cambios en la concentracién de amonio (NH4), con el
tiempo para los estanque B1 (control) y B2 (0.02 ml L de bioestimulante) sin agua residual. En el
estanque B1, la concentracion de amonio disminuye en los primeros dos dfas, manteniéndose el
minimo {3 pg-at N L") hasta el cuarto dia. Posteriormente se observa una tendencia a
incrementarse al final de! experimento. En el estanque B2, se observa ! mismo comportamiento
con un desfasamiento de 1 dla, pero con concentraciones similares (en promedio 5 pg-at N L.
La maxima concentracion de amonio en el estanque B1 fue de 7 (ug-at N L™ ) al quinto dia y para
el B2 de 8.4 (ug-at N L") al octavo dia. Las mayores concentraciones de NH4 coinciden con los
valores de DBOs méas bajos, posiblemente por la regeneracion det nitrégeno organico por las
bacterias. Los estanques B1 y B2, solamente presentaron diferencias significativas al sexto dia
(p<0.001)

En la figura 9b, se observa la variacion de la concentracion del NH,4 con el tiempo, en un
medio contaminado con agua residual, para los estanques B3 (sin bicestimulante) y B4 (con 0.02
mi L™ de bioestimulante). Los estanqu"es B3 y B4, presentan un comportamiento irregular en la
concentracion de NH, durante el experimento, con mayores conceatraciones en el estanque B3.
Asl mismo las concentraciones de estos estanques fueron ligeramente mayores con respecto a
los estanques, sin agua residual (B1 y B2, fig. 9a). Las diferencias significativas enconiradas
entre el estangue B3 y B4 al quinto y sexto dia fue de p<0.001. EI C.V. de tres determinaciones
de cada estanque fue menor a 5.0 %, lo cual indica que la desviacién estandar, mostrada en la
grafica no se debe a la técnica, sino a la reproducibilidad entre los estanques.
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Figura 8. Cambio de la DBOS con el tiempo para a) estanques sin agua residual B1 (control) y
B2 (con 0.02 mir de bioestimulante), b) estanques con agua residual B3 (sin bioestimulante) y
B4 (0.02 mitt! de bioestimulante). Los simbolos indican el promedio y las barras la desviacién

estandar de dos réplicas.
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Figura 9. Cambio en la concentracién de amonio (NH4) con el tiempo a} estanques sin agua
residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mi*I”? de bicestimulante), b) estanques con agua residual B3
(sin bioestimuiante) y B4 (0.02 miT!  de bioestimulante). Los simbolos indican el promedio y las

barras la desviacién estandar de dos réplicas.
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NITRATOS

Los cambios en la concentracion de los nitratos (NO3) con el tiempo para los estanques
B1 (control} y B2 (con 0.02 ml L' de bioestimulante) sin agua residual, se observan en la figura
10a. En ambos estanques, la concentracién de nitratos, presenta un comportamiento similar
durante el experimento, a excepcién del tercer dia donde el estanque con bioestimulante
presentd una mayor concentracion (3.5 pg-at N L. Esto probablemente se deba a una
degradacién de material organico nitrogenado, ya que coincide con el maximo valor de DBOs.
Las diferencias significativas encontradas entre los estanques B1y B2 se observaron al tercero y
sexto dia (p<0.001).

La figura 10b muestra el cambio de la concentracién de los NOz con €l tiempo, en un
medio contaminado con agua residual, para los estanques B3 (sin bioestimulante) y B4 (0.02 mi
L' de bioestimulante). El estanque B3 presentd valores méximos de concentracion al primero (4
ug-at N L), cuarto (3.6 pg-at N L") y séptimo dia (3.7 pg-at N L"), mientras que e} estanque B4
presentd una méaxima concentracién al noveno dla (545 pg-at N L. Las menores
concentraciones de NO; las presentd el estanque B3. Las concentraciones al final del
experimento fueron provocadas por una posible oxidacion del amonio. EI C.V. para los NOs, fue
menor a 3.02 %, en tres determinaciones, por lo que la desviacién estandar mostrada en la
grafica es provocada por la reproducibilidad de los estanques. Se encontraron diferencias
significativas (P<0.001) entre los estanques B3 y B4 en el segundo, cuarto, octavo y noveno dfa.

NITRITOS

En la figura 11a se muestra el cambio en la concentracién de los NO, con respecto al
tiempo, para los estanques B1 (control) y B2 {0.02 ml L' de bioestimulante). Ambos estanques
presentaron un comportamiento simitar durante el experimento, con un ligero desfasamiento al
final del mismo. Iniciaimente la concentracion de nitritos disminuye a valores cercanos a cero,
posiblemente por la oxidacién bacteriana de NHy a NO3 y como producto intermedio al NO,.
Posteriormente se observa una tendencia a incrementar sus valores hasta 0.4 ug-at N LY, lo
cual puede atribuirse a la remineralizacién de nitrégeno. Las difesgncias significativas entre los
estanques B1y B2, se presentan al séptimo y octavo dia (p<0.05).

La variacion en la concentracion de NO, con el tiempo para los estanques B3 (sin
bioestimulante) y B4 (con 0.02 ml L' de bicestimulante) en un medio contaminado con agua
residual, se muestra en la figura 11b. Ambos estanques presentan una tendencia similar, a
incrementar su concentracién con respecto al tiempo, posiblemente por la oxidacion de los
compuestos nitrogenados. Los méximos valores encontrados fueron 0.35 pg-at N L para el
estanque B3y 0.5 pg-at N L¥ para el estanque B4. Lo cual puede indicar una aceleracién en la
remineralizacion del nitrégeno bajo la presencia de bicestimulante. Las diferencias significativas
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Figura 10. Cambio en la concentracion de nitratos (NO3) con el tiempo para a) estangues sin

agua residual B1 (control} y B2 (con 0.02 ml*" de bioestimulante), b) estanques con agua
residual B3 (sin bioestimulante) y B4 (0.02 mif* | de bioestimulante). Los sfmbolos indican el
promedio vy las barras la desviacion estandar de dos réplicas.
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Figura 11. Cambio en la concentracion de nitritos (NO2) con el tiempo para a) estanques sin
agua residual B1 (controf) y B2 (con 0.02 mP*I' de bioestimulante), b) estanques con agua
residual B3 (sin bicestimulante} y B4 (0.02 mI*I! de bicestimulante). Los simbolos indican el

promedio y las barras la desviacién estandar de dos replicas.
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entre los estanques B3 y B4 se presentaron del tercer al sexto dia y del octavo al noveno dia
(p<0.05). EI C.V. en la determinacion de los NO,, fue menor a 1.4 %, este valor indica el error
por la técnica en cada estanque, por lo que las desviaciones estandar mostradas en la figura son

debidas a la variabilidad entre replicas.

FOSFATOS

Los camblos en la concentracién de fosfatos (PO,) con el tiempo para los estanques B1
(control) y B2 (con 0.02 ml 1" de bioestimulante), son mostrados en la figura 12a. El estanque B1
presentd una ligera tendencia a disminuir, del inicio del experimento al quinto dfa con un posterior
incremento hacia el final dei experimento, alcanzando un valor maximo al noveno dia (1.54 lg-at
P L") El estanque B2 presentd el mismo comportamiento del estanque B1 pero con mayores
concentraciones. Este incremento en la conceniracion de PO, posiblemente se debié a la
degradacién de la materia organica por las bacterias, estimuladas por la adicion de
biocestimulante en el estangue.

En la figura 12b se muestra el cambio en la concentracion de los PO, con respecto al
tiempo, para los estanques B3 y B4, contaminados con agua residual. Debido a las desviaciones
tan grandes que presentan las concentraciones durante todo el experimento, no fue posible
establecer una iendencia clara sobré el cambio_de la concentracion de los PO No se
encontraron diferencias significativas entre estos estanques. El estanque B4 fue el que presento
tas mayores desviaciones estandar. El CV. de los‘PO.,, fue menor a 1.06 %, entre dos

determinaciones.

NITROGENO ORGANICO DISUELTO

En la figura 13a se muestra la variacién de la concentracion de nitrégeno organico
disuelto (NOD) con el tiempo, para los estanques B1 y B2. Ambos estanques presentaron una
fendencia a incrementar las concentraciones de NOD desde el inicio del experimento hasta el
séptimo dia, en el cual alcanzan ¢l maximo valor (16 pg-at N L%, posteriormente la
concentracion disminuye hasta concentraciones similares a las iniciales (8.5 pg-at N L™". Los
estanques B1 y B2, presentaron diferencias significativas al sexto dta (p<'0.001).

La variacidn en la concentracion de NOD para los estanques B3 (sin bioestimulante) y
B4 {con 0.02 ml L' de bioestimulante) con el fiempo, es mostrada en la figura 13b. Ambos
estanques presentaron sus maximos valores al quinto y sexto dia (13 pg-at N LY.
Posteriormente, la concentracion disminuyé a valores cercanos a los iniciales (10 -12 pg-at N L.
Mostrando un comportamiento similar a los estanques B1 y B2 (sin agua residual). La.
disminucion al séptimo dia, es debido posiblemente a la degradacion de material organico. Los
estanques 83 y B4 presentaron Unicamente diferencias significativas al octavo dia (p<0.001).
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Figura 12. Cambio en la concentracion de fosfatos {(PO,4) con el tiempo para a) estanques sin

agua residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mi*™" de bioestimulante), b) estanques con agua
residual B3 (sin bioestimulante) y B4 (0.02 mi*! de bioestimulante). Los simbolos indican el
promedio y las barras la desviacién estandar de dos réplicas.
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Figuré 13. Cambio en la concentracion de nitrogeno orgénico disuelto (NOD) con el tiempo para

a) estanques sin agua residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mi*i! de bioestimulante), b)
estanques con agua residual B3 (sin bioestimulante) y B4 (0.02 mPT! de bioestimulante). Los

simbolos indican el promedio y las barras la desviacion estandar de dos réplicas.
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El C.V. en dos determinaciones de NOD fue menor a 8.9 %, indicando que el error no es debido

a la técnica, sino entre réplicas.

FOSFORO ORGANICO DISUELTO

Los cambios en la concentracién de fésforo organico disuelto (POD), en los estanques
B1 {control) y B2 (con 0.02 ml L' de bicestimulante) presentan una ligera tendencia a disminuir
con respecto al tiempo (fig. 14a). Las menores concentraciones de POD, se encontrarcn al
noveno dia ( 0.45 pg-at N L', Esta disminucién en la concentracion posiblemente es debida a la
actividad bacteriana. Unicamente se encontraron diferencias significativas (p<0.05) al tercer dia,
debido a la desviacién tan grande que presentaron los tratamientos, por tal motivo no se puede
observar algln efecto producido por el bicestimulante, en el medio marino.

En la figura 14b se muestran ios cambios en la concentracion de POD con el tiempo,
para los estanques B3 (sin bioestimulante) y B4 (con 0.02 ml L' de bicestimulante),
contaminados con agua residual. Se observé un comportamiento similar durante el experimento
en los estanques B3 y B4. Ambos presentaron disminucion en la concentracion de POD a lo largo
del experimento alcanzando valores minimos al octavo dia (1 pg-at N L, aproximadamente). No
presentaron diferencias significativas los estanques, por la variabilidad existente entre réplicas,
por lo que no se pudo evidenciar ningln efecto por la adicion del bicestimulante.

Los C.V. de dos determinaciones fueron menores a 2.5 %, encontréandose que el error
no se debid a la técnica, sino por la diferencia entre las concentraciones de las replicas.

Analisis bactericlogico:
COLIFORMES TOTALES (Ct)

El comportamiento de las coliformes totales (Ct) con el tiempo, para el estanque B1
(control) y B2 {con 0.02 ml L' de bioestimulante), se muestra en la figura 15a. La concentracion
de bacterias coliformes totales en el estanque B2 presenta un incremento al segundo dia de
75000 NMP 100 mlI' con valores menores a 2000 NMP 100 mi”' para ef resto del experimento.
Por otra parte el estanque con bioestin;u!ante presentd un maximo en el segundo dla con valores
de 21,500 NMP 100 m!”, Esto indica que la estimulacion bacteriaga tiene lugar en los primeros
dos dlas después de adicionado el bioestimulante, lo cual concuerda con las olras variables
medidas durante el experimento.

En la figura 15b se observa el comportamiento bacteriano de los estanques B3 (sin
biocestimulante) y B4 (con 0.02 ml L de bioestimulante) con respecto al tiempo, en un medio
contaminado con agua residual. Estos estanques presentaron el mismo comportamiento de los
estanques sin agua residual (fig. 15a). En ambos estanques (B3 y B4) se observa una
concentracion mayor de bacterias (25,000 NMP 100 ml, aproximadamente) al segundo dia.
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 Tiempo (dias)

Figura 14. Cambio en la concentracion de fésforo organico disuelto (POD) con el tiempo para a)

estanques sin agua residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mi*l'! de bioestimulante), b} estanques
con agua residual B3 (sin bioestimulante) y B4 (0.02 ml*I" de bioestimulante). Los simbolos
indican el promedio y las barras la desviacién estandar de dos réplicas.
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Figura 15. Cambio en el numerc de coliformes totales (CT) con el tiempo para a} estanques sin
agua residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mM' de bioestimulante), b) estanques con agua
residual B3 (sin bioestimulante) y B4 (0.02 mI*I* de bioestimulante). Los simbolos indican el

promedio y las barras la desviacion estandar de dos réplicas.
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No presentaron diferencias significativas entre los estanques B3 y B4, debido posiblemente a
que el bicestimulante no tienen ningln efecto en un medio contaminado para las bacterias

coliformes

COLIFORMES FECALES (Cf)

En la figura 16a se aprecia el comportamiento de las bacterias coliformes fecales, con el
tiempo, para los estanques B1 y B2. Los valores de las coliformes fecales (Cf) presentan un
comportamiento muy similar a las Ct de la figura 15a. El estanque B2 presentd la mayor
concentracién de bacterias (19,500 NMP 100 mi' } en el segundo dia. El estanque sin
bioestimulante, presenté un crecimiento bacteriano menor a 4000 {NMP 100 ml'?). Se encontrd
diferencias significativas Ginicamente al segundo dia (p <0.05).

En la figura 16b se muestra el crecimiento de las Cf con el tiempd en un medio
contaminado con agua residual, para los estanques B3 y B4. Las bacterias Cf para estos
estanques, presentan el mismo comportamiento  durante todo el experimento, con el
crecimiento exponencial al segundo dfa. El mayor nimero de células del estanque B3 es de
20,500 (NMP 100 mi'"y y 14,000 (NMP 100 mi") para el estanque B4, sin embargo no existen
diferencias significativas entre los estanques. Sin embargo, el estanque control (B3) en este ¢aso
presenté una concentracion mayor de bacterias (20,000 NMP 100 mr”, aproximadamente) que el
estanque con bioeslimulante. Esto puede sugerir q[Je las aguas residuales producen el mismo
efecto sobre las bacterias que el bioestimutante. No presentaron diferencias significativas entre
los estanques B3 y B4, debido posiblemente a que el bioestimulante no tienen ningun efecto en
un medio contaminado para las bacterias coliformes fecales.

BACTERIAS HETEROTROFICAS MARINAS

La concentracion de las bacterias heterétrofas en los estanques B1 (sin bioestimulante) y
B2 {con 0.02 ml L' de bicestimulante) en un medio sin contaminar se presenta en la figura 17a.
En el estanque B1 se observa un ligero incremento al quinto dia, mientras el estanque B2
presenta la mayor concentracion de ‘bacterias (36550 UFC ml“), al segundo dia, con una
diferencia significativa entre los estanques de p<0.05 en el segundQy guinto dia.

£1 comportamiento de las bacterias heterétrofas con ei tiempo en un medio contaminado
con agua residual para los estanques B3 y B4 se muestra en la figura 17b. El estanque B4
presentd la mayor concentracién de las bacterias heterétrofas (97650 UFC mi™) a partir del
segundo dia. Las diferencias encontradas fueron significativas para los mismos dfas (p<0.05). El
incremento en la concentracién de las bacterias heterdirofas que present6 el estanque B4 es
posiblemente por la adicion del bioestimulante, ya que no se observd un crecimiento tipico de las
bacterias en el estanque B3 con agua residual y sin bioestimulante.
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Figura 16. Cambio en el nimero de células de coliformes fecales (CF) con el tiempo para a)

estanques sin agua residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mi*I! de bioestimulante), b) estanques
con agua residual B3 (sin bioestimutante} y B4 {0.02 mi4? de bioestimulante). Los simbolos

indican el promedio y las barras la desviacion estandar de dos réplicas.
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“Céluias (UFC/mi)

Figura 17. Crecimiento de bacterias heterotroficas marinas (UFC mi’") con el tiempo para a)

estanques sin agua residual B1 (control) y B2 (con 0.02 mi*T' de bioestimulante), b) estanques
con agua residual B3 ' (sin bicestimulante) y B4 (0.02 mi*l* de bioestimulante). Los simbolos

indican el promedio y las barras la desviacion estandar de dos réplicas.
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CONTEQ DIRECTO POR EPIFLOURESCENCIA (DAPI)

Se determiné la abundancia bacteriana, en estanques con agua de mar y agua de mar
contaminada con agua residual, para determinar si existfa algun efecto por el bicestimulante. El
comportamiento de los estanques B1 (control) y B2 (con 0.02 ml L de bioestimulante) sin agua
residual se muestra en la figura 18a. Ambos estanques presentaron el mismo comportamiento,
con diferencias significativas al inicio y al séptimo dia, de! experimento. La mayor abundancia
bacteriana se encontré en el estangue B2 (con bioestimulante) at tercer dia (3.5x10° cel mI™). La
utilizacién de nutrientes del medio, durante los primeros dlas pudo propiciar el incremento al
tercer dia, en la abundancia bacteriana. La posterior disminucién en el nimero de bacterias,
concuerda con incrementos en la concentracion de nutrientes inorganicos, por lo que se intuye,
es un reflejo de la remineralizacion de materia organica. Se pudieron observar diferencias
significativas al inicio y al séptimo dia del experimento (p<0.008).

El comportamiento de los estanques contaminados con agua residual y bioeslimulante se
observa en la figura 18b, donde el comportamiento fue diferente, a los observados en todos los
andlisis bacteriologicos realizados. La abundancia bacteriana presenta un decremento con el
tiempo, en los estanques B3 (sin bicestimulante) y B4 (con agua residual) del inicio del
experimento al quinto dfa. El estanque B4 presenté la mayor abundancia bacteriana (2.8}(106 cef
ml").Este valor se puede explicar por la adicion del agua residual, la cual presenta una alta
concentracion de nutrientes. -

A partir del quinto dfa observa un incremento, debido a que se esta llevando a cabo una
remineralizacion, ya mencionada en el comportamiento de los nutrientes.




35

366

(célutas/ml) |

Figura 18. Cambio en la abundancia bacteriana con el tiempo para a) estanques sin agua
residual B1 (control} y B2 (con 0.02 ml*I" de bicestimulante), b) estanques con agua residual B3
(sin bicestimulante) y B4 (0.02 mi*i de bioestimulante). Los simbolos indican el promedio y las
barras la desviacién estandar de dos réplicas. El valor de abundancia bacteriana es en notacion

cientifica
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6 DISCUSIONES

El efecto del biosstimulante para disminuir la contaminacién provocada por el agua
residual con diferentes concentraciones; no presentd diferencias significativas entre los
estanques con bicestimulante. Sin embargo hubo una mayor degradacion del material organico
oxidable al segundo dla. Esto se evidencid por el aumento de la DBOs y el incremento bacteriano
que se presentd en los estanques con bicestimulante. Esto trajo como consecuencia gue gran
parte de la materia organica oxidable se degradara en los primeros dias y por tal motive fa
demanda de oxigeno disminuyd en lfos dias subsecuentes, Lo encontrado concuerda con Io
reportado por BAC-TERRA (1994), y BIONATUR S.A. de C.V.(1997), Biotreat (1995), las cuales
aseguran la efectividad de los estimulantes bacterianos para degradar el material organico y
disminuir la DBGQs, de las aguas residuales, al crear condiciones adecuadas para el crecimiento
bacteriano. Por esta razon el mayor incremento bacteriano durante los primeros dias, se registré
en el estanque que presentaba bicestimulante (A2, figura 6a). Las altas concentraciones de
nitratos {NO,) para sstos dias son producto de la misma actividad bacteriana, asi como las
mayores concentraciones de NH; que se presentan al inicio del experimento. l.os valores
encontrados para estas variables fueron debidas a la aclividad bacteriana, ya que son excretados
o exudados, durante la degradacion de material organico, oxidado posteriormente hasta NOs,
realizandose la nitrificacién (Riley 1988). Esto puede explicar la utilizacion de!l oxigeno para la
oxidacién y posiblemente una remineralizacion de las fuentes de nitrégeno orgéanico en forma de
nitritos y nitratos (Sosa, 1994).

La adicién del biceslimulante provocd un incremento de POy en el estanque A2 durante
los primeros dias. Este aumento en la concentracidn de PQ,, probablemente, hizo que este
nutriente no fuera limitante en las actividad metabélica de fas bacterias. Por esta razén, tal vez las
bacterias, utilizaron los fosfatos para satisfacer sus necesidades de compuestos de alta energia
(De Robertis ef al, 1977),por lo cual se vi6 incrementada la asimilacion de POy, a partir del
segundo dia. Este comportamienio no fue observado en el estanque control (A1) sin
hicestimuiante. ’

El gradiente de concentracién de bicestimulante presenté,una correlacion significativa
(r=0.77) con el incremento de la biomasa bacteriana (fig. 7b) para el segundo dia. Esto indica que
la adicién del bioestimutante, estimula el crecimiento y acelera la degradacion de la materia
orgénica oxidable por las bacterias, por lo cual ia DBOs se ve incrementado durante este periodo.

Por otra parte, al inicio del experimento se encontré una alta correlacion (r=0.57) entre
las diferentes concentraciones de bicestimulante y la concentracién de nutrientes (PO4, NO3).
Esto nos sugiere que los nutrientes son una parte importante en fa composicion del
bioestimulante. Referente a esto BAC-TERRA S.A. de C.V. (1994) menciona que estos productos
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pueden estar conslituidos por enzimas o nutrientes, que promueven la muitiplicacion de
bacterias, para la degradacién de materia organica, grasas y aceites.

Sin embargo, después del segundo dia no se observaron diferenciaé significativas entre
los valores de las variables analizadas para los estanques con diferentes concentraciones de
bioestimulante. Por ello, se considerd emplear la minima concentracién de bicestimulante (0.02
ml L") para aplicarlo al segundo experimento. Esta concentracién fue utilizada para determinar su
efecto en un periodo mas largo de tiempo, y su efecto sobre la degradacion de los diferentes
tipos de materia orgénica (nitrogenada y fosforada).

El bioestimulante tuvo un efecto positive sobre el crecimiento bacteriano, en un medio sin
contaminar, incrementando el nimero de células bacterianas marinas con respecto a un
estanque sin bicestimulante. Pe igual forma que las coliformes totales y fecales ya que presentan
el mismo comportamiento, debido a que el adicionar nutrientes la bacterfa continuara
prosperando y multiplicdndose siempre que disponga de un alimento adecuado y condiciones
apropiadas (Riley, 1989}.

Otro efecto del bicestimulante en un medio sin contaminar es la disminucién de la DBOs,
al final del experimento. Esto se puede explicar si se considera que existe un decremento del
carbono durante los primeros dias, debido a que fue asimilado de manera natural. El material
crganico nitrogenado es el material que fue degradado durante los primeros dias y que causé el
incremento en la DBOs. Esto se ve reflejado en la disminucién del NOD durante los primeros
dias, mientras que el POD no presentd este comportamiento. Por ello pedemos decir que el
bioestimulante acelera la degradacion de la materia organica nitrogenada.

A partir del cuarto dla se presenta una remineralizacion, posiblemente debida a que
existe una disminucion bacteriana que al ser degradadas incrementan la concentracion de
nutrientes. Esta remineralizacién es comprobada con el conteo con epiflucrescencia (DAPI) que
presentd dos incrementos en la abundancia bacteriana. El segundo incremento puede ser
debida a la regeneracion de los compuestos inorganicos al medio como: el amonio, nitratos y
fosfatos, por degradacion de los organismos muertos. El nitrégeno liberado en su mayoria es en
forma de NHi. Riley (1989) menciona -que la degradacidn de organismos ocurre por: autdlisis y
accién bacteriana, ambos actlian juntos y varian de acuerdo a las “Eondiciones de muertey a la
disponibilidad de éstas. Asi mismo, los estudios de la remineralizacién del nitrogeno y el fésforo a
partir de los organismos muertos han demostrado que es un proceso rapido y que casi la mitad

_del nitrégeno presente en los organismos muertos es transformado a amoniaco.

La adicion de agua residual en los estanques B3 y B4 provocod una disminucion en el
crecimiento bacteriano marino, ya que fue menor al observado en estanques sin agua residual
(B1 y B2). Sin embargo el bicestimulante (nicamente present6 efecto en las bacterias marinas,
en un medio contaminado ya que las coliformes totales y fecales presentan el mismo
comportamiento con y sin bicestimulante. Esto pudiera sugerirnos que en la composicion delk
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bioestimulante, también existen enzimas. Tal vez, por ello solo las bacteﬁas marinas responden a
la adicion de bioestimulante.

Por otra parte el conteo por epifluorescencia (DAPI), reveld que la abundancia bacteriana
al inicio del experimento fue alta, por la adicién del agua residual, presentando una tendencia a
disminuir con el tiempo. Posteriormente se observa un incremento a partir del  sexto dia,
posiblemente por la regeneracion de los nutrientes al medio, tal incremento no lo presentan las
coliformes , probablemente por que €l sistema autodspurador del medio marino, impidié que las
bacterias terrestres tuvieran un medio 6ptimo. Perez (1980) encontr6 que las bacterias patdgenas
terrestres son destruidas por el agua marina después de 24 horas hasta una semana, la duracion
de estas bacterias patégenas depende de 0s fenémenos bioldgicos que condicionan el equilibrio
de los ecosistemas marinos. Los compuestos organicos (NOD y POD) vy la abundancia
bacteriana, permitieron observar que los organismos muertos fueran degradados rapidamente
en presencia del bioestimulante.

La utilizacién del bioestimulante aceleré la degradacion del material organico oxidable
durante los primeros dos dias, requiriendo un mayor consumo de oxigeno para este proceso, por
lo tanto el utilizarlo en medios contaminados y con poca oxigenacion podria generar zonas
anéxicas, que danarlan al medio.

Los coeficientes de variacién (C.V.) calculados en el segundo experimento, se aplicaron
para determinar e! origen de las desviaciones estandar que presentaron todas las variables. Los
C.V. presentaron valores que indicaban que el error por la técnica no influia significativamente en
la variabilidad de las distintas variables analizadas. Por ello, podemos decir que la variablidad
presentada en los diferentes estanques era producida por las réplicas de cada estanque. No se
pudo explicar ia alta variabilidad que presentaron los resultados de los estanques y sus replicas,
mantenidas bajo las mismas condiciones. Los experimentos de biorremediacion, presentan un
gran problema en cuanto a su reproducibilidad cuando se manejan en condiciones naturales,
reflejandose en los resultados al presentar una gran variabilidad. Venosa et al (1996) encontrd
que la asimitacion de aceites por bacterias marinas, no eran reproducibles en estanques con las
mismas condiciones de laboratorio. ,Por otra parte Cozzarelli et al (1995), mostrd que la
variabilidad encontrada en los experimentos de bioremediacién se deben a que las bacterias
tienen una capacidad diferente para degradar material organic® Lo cual demuestra que los
experimentos, relacionados con la biorremediacién, tienen una gran variabilidad en cuanto a su

reproducibilidad, en condiciones naturales.
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7 CONCLUSIONES

v'La ufilizacion de bioeétimu[antes para el tratamiento de las aguas residuales que
posteriormente son verlidas al mar, incrementa la poblacion bacteriana marina, asi como
aceleran la degradacion de materia organica biodegradable y aumentan la DBOs en un lapso de
tiempo corto.

vLa concentracion de 0.02 mi L™ de bioestimulante presentd la misma eficiencia de degradacion
que concentraciones mayores de bioestimulante.

/La actividad bacteriana y la asimilacién de los compuestos orgénicos (NOD y POD) se ve
incrementada por la adicion del bicestimulante, sélo en las primeras 48 h. de adicionado el
producto.

vNo se recomienda la utilizacién de estimuladores bacterianos para la ayuda de zonas
contaminadas, debido a que el acelerar la degradacién de compuestos organicos en menor
tiempo y tienden a consumir oxigeno, lo cual puede provocar severos dafios a zonas con bajo
contenido de oxlgeno disuelto 6 bajo recambio de agua, ya que puede generar zonas anoxicas.
vSe encontro que el efecto del bioestimutante duré hasta el segundo dia. Por lo cual se
recomienda realizar estudios de biorremediacion que consideren adiciones periodicas de
bioestimulante. De esta manera, tal vez la aplicacién de estas sustancias provean de una

eficiencia de degradacion en dreas contaminadas.
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