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Resumen 

Introducción: Los efluentes de aguas de maquinado de la industrial olivícola son altamente 
contaminantes. Estos tienen altos valores de carga orgánica como la demanda biológica 
de oxígeno y la demanda química de oxígeno, salinidad y otros, que superan con creces la 
normativa vigente. El objetivo de este trabajo fue lograr, a través de la biorremediación por 
microorganismos nativos, la reducción de la contaminación de los efluentes. 

Metodología: La biorremediación se logró suplementando el efluente con una fuente de 
carbono, nitrógeno y fósforo en una proporción aproximada de 100: 5: 1, en condiciones 
aeróbicas a temperatura ambiente (25 ± 1 ° C) por un período de 7 a 14 días. 

Resultados: El consorcio de microorganismos (bacterias y levaduras) se identificó como: 
Pseudomonas aeruginosa cepa Kasamber 11, Pseudomonas aeruginosa cepa 1816, 
Klebsiella sp. cepa DE004, Enterobacter sp. DKU NT 01, Pseudomonas sp. KC31, Bacillus 
sp. MG06, Candida thaimueangensis NWP2-1, Klebsiella sp. SI-AL-1B, cepa LX11 de 
Bacillus pumilus, Bacillus sp. B9 (2015b), cepa Y7 de Bacillus pumilus, Planomicrobium sp. 
cepa MSSA-10 16S, Candida thaimueangensis cepa S04-2.2 y un microorganismo sin 
identificación. Se logró una disminución de aproximadamente un 40-80% de los parámetros 
específicos e indicadores de contaminación como la demanda biológica de oxígeno 
(DBO5), la demanda química de oxígeno (DQO) y la conductividad eléctrica. 

Conclusión: El consorcio microbiano logró la reducción de la contaminación original del 
efluente de "aceitunas mecanizadas" mediante bioestimulación, transformándolo en un 
líquido menos contaminado que podría ser utilizado para otros usos o destinos. 

 

Abstract 
Introduction: The machining water effluents from the olive industry are highly polluting. 
These have high organic load values such as biological oxygen demand and chemical 
oxygen demand, salinity and others, which far exceed current regulations. The objective of 
this work was to achieve, through bioremediation by native microorganisms, the reduction 
of effluent contamination. 
Methodology: Bioremediation was achieved by supplementing the effluent with a source of 
carbon, nitrogen and phosphorus in an approximate ratio of 100: 5: 1, under aerobic 
conditions at room temperature (25 ± 1 ° C) for a period of 7 to 14 days. . 
Results: The consortium of microorganisms (bacteria and yeasts) was identified as: 
Pseudomonas aeruginosa strain Kasamber 11, Pseudomonas aeruginosa strain 1816, 
Klebsiella sp. strain DE004, Enterobacter sp. DKU NT 01, Pseudomonas sp. KC31, Bacillus 
sp. MG06, Candida thaimueangensis NWP2-1, Klebsiella sp. SI-AL-1B, Bacillus pumilus 
strain LX11, Bacillus sp. B9 (2015b), Bacillus pumilus strain Y7, Planomicrobium sp. strain 
MSSA-10 16S, Candida thaimueangensis strain S04-2.2 and an unidentified 
microorganism. A reduction of approximately 40-80% of the specific parameters and 
pollution indicators such as biological oxygen demand (BOD5), chemical oxygen demand 
(COD) and electrical conductivity was achieved. 
Conclusion: The microbial consortium achieved the reduction of the original contamination 
of the effluent of "mechanized olives" through biostimulation, transforming it into a less 
contaminated liquid that could be used for other uses or destinations.. 
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INTRODUCCIÓN 
Actualmente, dos tercios de la población 

mundial viven en regiones donde sufren escasez 
de agua al menos un mes al año. Quinientos 
millones de personas viven en áreas donde el 
consumo de agua excede los recursos hídricos 
renovables a nivel local en una proporción de dos 
a uno. Las áreas altamente vulnerables donde los 
recursos no renovables continúan agotándose, 
como las aguas subterráneas fósiles, se han 
vuelto muy dependientes de las transferencias de 
áreas con abundantes recursos hídricos y buscan 
constantemente fuentes económicas alternativas 
[1] 

En este contexto, se sabe que la industria del 
olivo produce numerosos efluentes que 
contaminan el agua disponible y los suelos a los 
que llegan. Según el Consejo Oleícola 
Internacional [2] en su campaña 2017-2018, la 
producción mundial fue de 3.284 mil toneladas, 
donde la Unión Europea se impuso con una 
producción de 912.5 mil toneladas, seguida de 
Egipto, Turquía y Argelia con 750, 450 y 303,5 mil 
toneladas, respectivamente. Argentina fue el 
sexto con una producción de 106 mil toneladas. 
Dependiendo del proceso, la estacionalidad y la 
tecnología utilizada en cada empresa, el volumen 
de efluente generado por esta industria es muy 
elevado. Aproximadamente se generan entre 10 y 
30 millones de litros de efluentes cada año a partir 
de la producción de aceite de oliva [3] y lo mismo 
se produce en la industria de conservas de 
aceitunas de mesa [4]. Las "aceitunas 
mecanizadas" están conformadas por aceitunas 
en rodajas, enrolladas y / o sin escupir utilizadas 
para aceitunas rellenas y pasta de aceitunas. 
Representan aproximadamente el 60% de las 
aceitunas de mesa. Todo el proceso de 
mecanizado de aceitunas se maneja con agua 
porque las aceitunas tienen una textura suave y 
delicada fruto del proceso anterior. 

La biorremediación es un proceso que utiliza las 
capacidades catalíticas de los microorganismos 
vivos para degradar y transformar contaminantes 
en los ecosistemas terrestres y acuáticos. Tiene 
un enorme potencial para mitigar la 
contaminación ambiental. La biorremediación se 
ha centrado en la explotación de la diversidad 
genética y la versatilidad metabólica. Ambos 
factores caracterizan a los microorganismos que 

transforman los contaminantes en productos 
inocuos o menos tóxicos que pueden integrarse 
en los ciclos biogeoquímicos naturales [5]. La 
biorremediación ha demostrado ser una 
alternativa para establecer nuevos sistemas de 
tratamiento de aguas residuales y optimizar los 
sistemas convencionales [6]. Debido a la 
importancia de la biorremediación en la 
sostenibilidad del medio ambiente y su costo 
relativamente económico, el objetivo principal de 
este trabajo fue reducir los parámetros 
fundamentales de contaminación como 
indicadores de DQO y DBO5 y conductividad por 
biorremediación. El segundo objetivo fue 
demostrar que, al agregar nutrientes como 
azúcares reductores y sales, es posible 
bioestimular o activar los microorganismos 
nativos 

 
DESARROLLO 
Ensayo de biorremediación  

Se vertió medio litro de efluente de las aguas de 
mecanizado en cinco matraces Erlenmeyer de un 
litro de capacidad, previamente agitados. Se 
suplementaron con una fuente de carbono, 
nitrógeno y fósforo a razón de aproximadamente 
100: 5: 1. A cada matraz Erlenmeyer se le 
añadieron los siguientes compuestos: 10g / L de 
glucosa y 2g / L en forma de las siguientes sales: 
(NH4) 2 SO4, K2 HPO4, K H2PO4, TRIPLE 15®. 
El efluente también se complementó con Mg 
agregando 1g / L de Mg CL2 y MgSO4. Luego, 
cada matraz Erlenmeyer se colocó en un agitador 
Dragon Lab a 220 rpm para la incorporación de 
aire durante el experimento generando 
condiciones de aerobiosis a temperatura 
ambiente (25 ± 1 ° C) por un período de 7 a 14 
días. 

Se monitoreó la evolución de diferentes 
indicadores de contaminación y otras mediciones 
a lo largo del tiempo, que se detallan a 
continuación: DBO5 y DQO según el método 
estándar [7]; conductividad eléctrica [7], pH por 
electrodo [7]), polifenoles totales según la técnica 
de Folin-Ciocalteau, por espectrofotometría [7]y 
azúcares reductores totales por método DNS [8]. 

 

Identificación de microorganismos 
moleculares 



                                                                                

 

Los microorganismos nativos viables han sido 
cultivados en medios de cultivo específicos 
(eosina azul de metileno, agar en placa y agar 
glucosa-papa) diluidos con efluente en una 
proporción de 35%, 50% y 100%. Se realizó una 
caracterización fenotípica y molecular de las 
cepas. Para las bacterias, las cepas se 
identificaron mediante la amplificación del gen 
ribosómico 16S a partir del ADN genómico 
utilizando el conjunto de cebadores universal para 
bacterias 27F (5 'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
3') y 1492R (5 'TACGGTTACCTTGTTACGACTT 
3'). Estos cebadores dan un producto de 
amplificación de ~ 1500 pb. La extracción de ADN 
se realizó a partir de cultivos de 24 horas 
mediante dos técnicas de extracción. La 
amplificación se llevó a cabo en un volumen final 
de 50 µl que contenía tampón STR (10x) 
(Promega) 5 µl (suministrado con la enzima), 0,1 
µM de cebadores, 2 U de Taq ADN polimerasa 
(Promega) y 50 ng de ADN. Las condiciones de 
amplificación consisten en una desnaturalización 
inicial de 5 min a 94 ° C, seguida de 30 ciclos de 
desnaturalización (94 ° C, 1 min), recocido (55 ° 
C, 2 min) y extensión (72 ° C, 2 min), y la 
extensión final a 72 ° C durante 7 minutos. 

  
Para la levadura, las cepas se identificaron 

mediante la amplificación de la subunidad 26S del 
ADNr. La amplificación del dominio D1 / D2 de la 
subunidad 26S del ADNr se realizó mediante PCR 
(reacción en cadena de la polimerasa). En las 
reacciones de amplificación de este trabajo 
utilizamos la plantilla del ADN genómico extraído 
de la cepa seleccionada. El volumen final de la 
reacción fue de 50 µl y se utilizaron cebadores 
universales [9]. Se utilizaron los siguientes 
cebadores: (i) directo: NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3 '), (ii) inverso: 
NL-1 (5'- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3' 
Las reacciones de amplificación se realizaron en 
un termociclador automático (Perkin -Elmer, 
modelo 9700, Applied Biosystems) Los productos 
de amplificación (4 µl) se separaron por 
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p / v) 
usando 1X TAE (Tris, 24,2%; ácido acético, 
5,71%; EDTA, 0,5 M pH8). 10 ml) y 1 µl de Gel 
Green como tampón de ejecución y tinción de 
ADN, respectivamente. A 100 pb se incluyó el 
marcador de peso molecular PB-L (Bio-Logical 
Products). Promega), se corrió a 75 V durante 
aproximadamente 30 minutos y se analizó con 
Programa Cantidad Uno de Bio-Rad. Las bandas 
se visualizaron mediante fluorescencia en luz 

ultravioleta y en el analizador de imágenes en gel 
Doc BIORAD. 

La secuenciación del ADN fue realizada por 
Macrogen Services. Las secuencias se 
compararon y emparejaron con secuencias de la 
base de datos GenBank utilizando el programa 
BLAST del Centro Nacional de Información 
Biotecnológica. 

 
RESULTADOS Y DISCUSION 
 

Tabla 1: Consorcio de microorganismos 

 
 

El consorcio estaba compuesto principalmente 
por bacterias y, en menor medida, por levaduras. 
Entre las bacterias, los géneros más conocidos 
son Pseudomonas sp., Bacillus sp., Klebsiella sp. 
Planomicrobium sp. y Enterobacter sp, y entre las 
levaduras del género Candida sp, fue la principal. 
Estos géneros se han encontrado en el 
tratamiento de otros efluentes como 
biorremediadores. 

Varios estudios han utilizado consorcios 
bacterianos para la biorremediación [10] [11] [12]. 
La eficacia de las bacterias aeróbicas para reducir 
la fitotoxicidad de las aguas residuales de las 
almazaras (OMWW) varía enormemente. Las 
bacterias aeróbicas parecen ser muy eficaces 
contra algunos compuestos fenólicos y 
relativamente ineficaces contra otros. Por 
ejemplo, Ramos-Cormenzana et al. [13] 
informaron de una reducción del 50% en el 
contenido fenólico de OMWW por B. pumilis. Esta 
bacteria es capaz de degradar completamente el 
ácido protocatecuico y el ácido cafeico, pero tuvo 
un efecto mucho menor sobre el tirosol [13]. 

Pseudomonas aeruginosa se ha utilizado en la 
biorremediación de suelos contaminados con 
crudo [14], también en aguas arseniosas [15] y es 

Identificación/Numero de acceso 

Pseudomonas aeruginosa strain Kasamber 11/ Srain10 MM 

Pseudomonas aeruginosa strain 1816/Strain 21MM 

Klebsiella sp. strain DE004/Strain 22 MM 

Enterobacter sp. DKU_NT_01/Strain 25 MM 

Pseudomonas sp. KC31 /Strain 27 MM 

Bacillus sp. MG06 /Strain 29MM 

Without idetification /Srain 46 MM 

Klebsiella sp. SI-AL-1B /Strain 88 MM 

Bacillus pumilus strain LX11 /Strain 91 MM 

Bacillus sp. B9(2015b) /Strain 94 MM 

Bacillus pumilus strain Y7 /Strain 100 MM 

Planomicrobium sp. strain MSSA-10 16S /Strain 102 MM 

Candida thaimueangensis strain S04-2.2 /Strain 18282 MM 



                                                                                

 

capaz de producir biosurfactantes a partir de 
subproductos de aceituna [16]. 

Mientras que Candida thaimueangensis se ha 
encontrado entre la biodiversidad típica de los 
procesos de producción del olivo [17]. y 
Planomicrobium sp. se encontró en las etapas de 
maduración de compostaje de los residuos de 
almazara de dos fases [18]. 

Por otro lado, se encontró que Enterobacter sp 
era capaz de eliminar metales pesados de 
efluentes domésticos e industriales contaminados 
[19]. Entonces, todas estas especies viables del 
consorcio están relacionadas de una forma u otra 
con la biorremediación de efluentes, pero no se 
habían encontrado asociadas de esta forma en 
otros efluentes. 

Como comenta Darvishi [10], la capacidad 
biodegradable de los microorganismos está 
asociada a su capacidad para producir enzimas.  

 

 

Figura 1: Evolución de la demanda Química de Oxígeno. 

 
Como se puede observar en la figura 1, la DQO 

presentó una tasa de reducción de la 
contaminación (DQO en el tiempo n / DQO en el 
tiempo inicial) que fue de 1 en el tiempo inicial a 
0,1 en el séptimo día. Esto se demuestra en la 
disminución prácticamente exponencial de la 
curva DQO hasta el séptimo día y luego continúa 
variando levemente y finalmente se vuelve casi 
asintótica con el eje x, con lo que la tasa de 
disminución de contaminante fue de 0.1 a 0.01 en 
adelante. día 14. Este parámetro inició con un 
promedio de 13.575 mg O / L y la tasa de 
disminución de la contaminación bajó casi dos 
órdenes de magnitud luego de 14 días de 
tratamiento, alcanzando un valor de 172 mg O / L 
la legislación de la Resolución 778 de la Provincia 
de Mendoza, para permitir el vuelco a cause 
público, debe ser inferior a 250 mg O / L para 
DQO. Por otro lado, la disminución de la DQO fue 
consistente con una reducción del 90% en la 
DBO5 registrada por las muestras, que disminuyó 

de un promedio de 15.500 mg O /.   Según la 
Resolución 778, para permitir el vuelco a cause 
público, debe ser de 120mg O / L. La 
biodegradación podría complementarse con la 
reacción de Fenton para lograr el valor indicado 
como lo indica Lucas y Pérez [21]. Sin embargo, 
este proceso fue más eficaz que la 
biodegradación aeróbica y la desintoxicación de 
aguas residuales utilizadas por Fadil et al. [21]. 
Lograron remociones de DQO de 55.0%, 52.5% y 
62.8% en aguas residuales fermentadas con 
Geotrichum sp., Aspergillus sp. y C. tropicalis, 
respectivamente. 

 
 Figura 2: Evolución de Azucares Reductores. 
 

La figura 2 muestra la disminución de azúcares 
reductores. La disminución de los azucares 
reductores inicialmente fue muy rápida hasta 
tornarsecasi indetectables. Esto es consistente 
con la disminución de la DQO (ver figura 1), que 
en el día cuatro está en declive exponencial 
completo para volverse prácticamente asintótica 
en el día siete. Este comportamiento 
probablemente podría deberse a que los 
microorganismos, que crecen entre las primeras 
24 horas y 72 horas, lo harían a expensas del 
consumo de azúcares reductores, que son los 
más fáciles de degradar y luego continúan 
creciendo a expensas de otras fuentes de 
carbono más complejos. 

La Tabla 3 demuestra el crecimiento de 
microorganismos. Fue seguido por el recuento 
total de ellos. Se verificó el crecimiento de tres 
importantes grupos poblacionales: aeróbicos 
mesófilos, coliformes y levaduras. Los coliformes 
y aeróbicos mesófilos crecieron durante la 
primera fase y continuaron creciendo hasta el 
final. Las levaduras estuvieron presentes en la 
última fase del proceso de fermentación. 

Como se mencionó anteriormente, el 
crecimiento de microorganismos fue mayor 
mientras existía una mayor cantidad de materia 
orgánica en el sistema y específicamente 
acompañado de la presencia de azúcares 



                                                                                

 

reductores. Sin embargo, siempre hubo 
crecimiento de microorganismos nativos viables. 
Esto indica que estuvieron presentes durante todo 
el proceso, pero posiblemente su tasa metabólica 
se redujo por falta de fuente de carbono, por lo 
que llegó al final del proceso mostrando un 
comportamiento asintótico en los diferentes 
parámetros seguidos. 

 
Table 2. Recuento de microorganismos  

UFC/ml 

Tiempo 
(horas) 

Coliformes Aerobios 
mesofilos 

Levaduras 

0 9.9E+12 1.4 E+14 0.00 E+00 

2 1.8 E+15 5.2E+17 0.00 E+00 

4 7.8 E+12 3.3 E+16 0.00 E+00 

6 1.6 E+13 1.5 E+17 3.27 E+07 

8 1.17E+11 1.9 E+15 5.52E+07 

 
 
 

 
Figura 3: Evolución del pH. 

 
La evolución del pH se puede observar en la 

Fig. 3. La evolución del pH fue diferente para cada 
Erlenmeyer con efluente, aunque se utilizó el 
mismo efluente en todos ellos. Cada uno se 
comportó como un biorreactor individual, aunque 
hubo algunas similitudes a considerar. Al 
principio, el primer día, parece haber un ligero 
cambio en el pH de las repeticiones. Al segundo 
día, el pH muestra un pequeño aumento en tres 
de los Erlenmeyer (2, 3 y 4). Este comportamiento 
ocurrió principalmente durante las primeras 24 
horas. Este cambio posiblemente podría 
interpretarse debido al crecimiento microbiano 
que transformó el medio (datos cuantificados no 
mostrados). Probablemente, el nitrógeno 
inorgánico, los microorganismos lo utilizaron para 
generar proteínas básicas y la constitución de la 
membrana celular [22]. En las técnicas de 
bioestimulación y bioaumentación se utilizaron 
fertilizantes comerciales con contenido de N y P 
para garantizar el óptimo nutricional del proceso 
metabólico bacteriano [23]-[25]. En este trabajo, 

la cantidad de glucosa, nitrógeno y fósforo se 
agregó mediante la adición de fertilizantes para 
alcanzar la proporción de 100: 5: 1 como sugieren 
Nannipieri et al. [26] para promover el crecimiento 
microbiano. 

Por otro lado, las muestras 1 y 5 presentaron 
una disminución del pH entre el día 2 y 3, 
posiblemente debido a la producción de ácidos 
liberados por la respiración aeróbica de azúcares 
por ciclo de ácidos citrato [22]. Los azúcares se 
respiraron casi por completo a las 100 horas como 
se muestra en la Fig. 2. De hecho, si se observa 
la Tabla 3 entre los días 2 y 4 hay crecimiento de 
microorganismos (coliformes y aerobios 
mesófilos). Por otro lado, las levaduras crecieron 
a partir del día 6 cuando el pH estaba cerca de pH 
6. La disminución del pH también ha sido 
reportada por otros autores en respiración 
aeróbica similar [27]. Esto también es consistente 
con lo encontrado por Barrera y Mejias [28], 
quienes mostraron que los procesos de 
biorremediación para la depuración de aguas 
residuales, mantuvieron el pH entre 4 y 9.1, con 
una mediana de 7.1 como el pH óptimo para el 
desarrollo de microorganismos. 

Esta disminución del pH es consistente, 
también, con los cambios organolépticos que se 
registraron. Los cambios de color observados en 
el efluente opalescente muestran cómo se 
desarrollaron y multiplicaron los 
microorganismos. La actividad microbiana fue 

consistente con las variaciones de pH que se 
observaron en cada muestra, comprobando que 
el aumento de masa microbiana y productos del 
tratamiento aeróbico elevó casi dos puntos de pH 
hacia el décimo día. La actividad microbiana y su 
respiración fueron consistentes con la 
disminución de la demanda química de oxígeno. 
Probablemente podría indicar el consumo de 
otros productos orgánicos más complejos que la 
glucosa añadida en las muestras tratadas. 

 
 

Figura 4: Evolución de la Conductividad Eléctrica. 

 
 
La figura 4 muestra la evolución de la 

conductividad eléctrica. La conductividad inicial 
de las muestras 1, 2 y 3 fue inicialmente mayor 



                                                                                

 

que la de las muestras 4 y 5, posiblemente debido 
a la matriz compleja tratada. Sin embargo, 
durante el tratamiento, se observó una 
disminución de la conductividad del 35%. Las 
causas de las cuales se estudiarán en detalle en 
un trabajo futuro. Es interesante analizar esto, ya 
que no se conoce ni se comprende el mecanismo 
por el cual se produjo la disminución de la 
conductividad eléctrica. Esto podría ser causado 
por cualquiera de los microorganismos 
seleccionados o por su trabajo sinérgico. 

 
 

CONCLUSIONES 
Se ha logrado reducir los parámetros 

fundamentales de los indicadores de 
contaminación de un efluente debido a la acción 
de microorganismos biorremediadores obtenidos 
de efluentes nativos viables. Estos parámetros 
como DQO y DBO5 disminuyeron 
aproximadamente un 90% y la conductividad un 
35%. Se verificó la presencia de microorganismos 
nativos viables que consumieron los azúcares 
reductores hasta dejar trazas de azúcares. Es 
posible que posteriormente consuman 
compuestos más complejos. Esto fue consistente 
con la disminución de la DQO. Se deben realizar 
más estudios para comprender e informar las 
causas de la disminución de la conductividad 
eléctrica. Los resultados de laboratorio son 
prometedores como una primera aproximación a 
la biorremediación de este efluente complejo y 
contaminante para la industria local. 
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