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RESUMEN

El medio ambiente marino es altamente susceptible a la contaminacién por petréleo y sus derivados, ya que
causa efectos perjudiciales en su ecosistema. La biodegradacién es una alternativa para el tratamiento de la
contaminacion con petroleo. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la capacidad de biodegradacion
de petroleo Diesel-2 en agua de mar por P. aeruginosa en 5 dias a condiciones de laboratorio. Para lo cual se
construyeron 4 biorreactores de 2,5 litros de capacidad y posteriormente fueron desinfectados con hipoclorito de
sodio al 2,5 % y luz ultravioleta. Los sistemas se acondicionaron colocando en los biorreactores agua de mar y
petréleo Diesel-2 en condiciones de 1 y 2 % respectivamente, un sistema de control contenia agua de mar sin
indculo y con petrdleo al 1 % y el otro contenia solo agua de mar e indculo. Los biorreactores fueron inoculados
con una suspension bacteriana de aproximadamente 1,5 x 10 8 UFC/mL. A los 0, 3 y 5 dias se tomaron muestras
para monitorear el consumo de hidrocarburos, la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) por el método de
Winkler maodificado por Alsterberg. Se observé que durante el proceso de biodegradacién de petréleo Diesel-2
hubo una disminucién de la tasa de oxigeno en relacién a las concentraciones de petréleo Diesel-2 y
estadisticamente hubo diferencias significativas (p < 0.05 %) en el porcentaje de degradacion y DBO:s.
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ABSTRACT

The marine environment is highly susceptible to contamination by petroleum and its derivatives, since it causes
detrimental effects on the ecosystem. The biodegradation of oil is an alternative for the treatment of oil pollution.
This work had as main objective determine the ability of biodegradation of petroleum Diesel-2 in sea water by P.
aeruginosa in 5 days to laboratory conditions. For which were built 4 bioreactors of 2.5 litres capacity and they
were subsequently disinfected with sodium hypochlorite to 2.5 and ultraviolet light. Systems were conditioned
by placing in bioreactors of seawater and oil diesel-2 in terms of 1 and 2 % respectively, a control system
containing seawater without inoculum and with oil to 1 % and the other contained only water mar e inoculum.
The bioreactors were inoculated with a bacterial suspension of approximately 1.5 x 102 UFC/mL. At time 0, 3
and 5 days were sampled to monitor the consumption of hydrocarbons, the biochemical oxygen demand (BODs)
by the method of modified by Alsterberg Winkler. It was noted that during the process of biodegradation of
petroleum Diesel-2 there was a decrease in the rate of oxygen in relation to concentrations of petroleum Diesel-2
and there were statistically significant differences (p < 0.05 %) in the percentage of degradation and BOD:s.
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INTRODUCCION

La constante demanda energética en el mundo moderno ha determinado el uso intensivo del
petroleo y sus derivados como fuente de energia y de unidades estructurales para la
elaboracion de materiales petroquimicos con un mayor valor agregado, lo que justifica su alta
demanda creciente a pesar de los elevados precios del petréleo y sus altas inversiones en su
exploracion.!

El crecimiento de la economia mundial en términos de energia tiene su base en el petroleo y
sus derivados, generando asi un rol importante en las economias de los estados y una
dependencia asociada con el suministro energético, especialmente por los paises del
hemisferio norte.?

La contaminacion por hidrocarburos del petroleo es una problematica de caracter mundial y
amplia distribucién geogréfica ®. A nivel mundial, el volumen de derrame anual de petréleo es
de unos 1,7 a 8.8 millones de toneladas métricas y en nuestra regién (Pacifico Sudeste) es de
6000 toneladas métricas *; teniendo en cuenta que independiente de la zona afectada (lagos,
suelos, zonas fredticas, rios y playas) por procesos bioldgicos y fisicos, los hidrocarburos
tienen como destino final los mares y océanos.

En el Perd, la matriz energética esta compuesta fundamentalmente por el petrdleo y gas, de
los cuales produce alrededor de 76 mil barriles de petrdleo por dia y demanda 160 mil barriles
diarios, convirtiéndose en un pais importador neto de diversos combustibles; siendo Ecuador,
Colombia y Venezuela los principales abastecedores. En los ultimos afios la produccion de
petréleo en nuestro pais estd descendiendo y confronta un creciente déficit en su balanza
comercial que puede ser revertido con el aumento de su produccion interna mediante el
descubrimiento de nuevas reservas de hidrocarburos y su puesta en explotacion.®

Como consecuencia directa del aumento del uso masivo y de la necesidad por productos
derivados del petr6leo como fuente de energia y como materia prima, han aumentado la
exploracién de nuevos pozos petroleros y con ello el aumento en la incidencia de accidentes
durante los procesos de extraccion, transporte, refino, transformacion y utilizaciéon del
petréleo y sus derivados los cuales han determinado la aparicion de crecientes fuentes de
contaminacion ambiental.’

La contaminacion del ambiente marino y especialmente en sectores costeros por derrames de
petroleo, principalmente de crudo, son los derrames mas grandes de petrleo crudo
registrados en la historia, principalmente por que los procesos de extraccion, carga,
distribucion y descarga de las inmensas cantidades de petroleo crudo producidas se llevan a
cabo por medio maritimo siendo transportados a través de grandes buques, por lo mismo, es
que estos sistemas marinos y costeros se presentan como los mas susceptibles ante este tipo
de eventos de contaminacion.®

De los muchos contaminantes que entran al mar, el petrdleo es considerado por algunos como
el que tiene mayor potencial para alterar el medio natural. Entre los derivados del petroleo, el
Diesel-2 es el combustible que méas se consume en el Per( y es utilizado principalmente en el
transporte, la industria y la generacion eléctrica.’ El petréleo Diesel, asi como otros derivados
del petréleo, esta formado por en su mayor parte por una mezcla de hidrocarburos (alcanos,
alcanos ramificados, ciclo alcanos asi como por productos quimicos toxicos, como el
naftaleno y los hidrocarburos monoaromaticos) *°, también contiene una fraccion de azufre en
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forma de compuestos aromaticos, la cual no es eliminada con la tecnologia comdnmente
utilizada de la hidrodesulfuracion, estas contaminaciones pueden ser peligrosas para la salud
de plantas, animales y seres humanos.**

Los hidrocarburos del petréleo cuando llegan al mar se pueden encontrar en el agua flotando
libremente, en emulsion, disueltos o adsorbidos a sélidos suspendidos. Los hidrocarburos con
mayor numero de carbonos tienden a flotar y estan en forma libre formando una capa
impermeable que obstaculiza el paso de la luz solar, fuente necesaria para realizar el proceso
fotosintético del fitoplancton y de las microalgas generando de esta manera el primer impacto
en ecosistemas marinos, ya que como productores primarios, son el primer eslabén de la
cadena alimentaria, afectando de esta manera a los organismos en los diferentes niveles de la
cadena tréfica en los ecosistemas acuéticos ***2. Por el contrario, las moléculas mas pequefias
tienden a formar emulsiones con el agua y son mas dificiles de remover. Otros informes sobre
los efectos de los hidrocarburos en la vida acuatica es la adhesion de estas particulas a las
branquias de los peces, afectando su respiracion.'*

En general, las actividades relacionadas a los sectores de la cadena productiva del petroleo
son actualmente una de las principales responsables por la contaminacion de los ambientes
marinos *°, afectando profundamente a la fauna y vida en el lugar, razén por la cual la
industria petrolera debe cumplir con normas y procedimientos muy estrictos en materia de
proteccién ambiental; es bajo esta premisa que se surge el uso tecnologias limpias y naturales
para recuperar aquellos ecosistemas perturbados por la actividad petrolera.'®*’

En el caso del agua, se pueden utilizar procesos fisicos, quimicos y bioldgicos para recuperar
y remover petroleo. La National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) de
Estados Unidos, ha discutido el uso de la mayor parte de las tecnologias no biolégicas . Sin
embargo, existen evidencias de que los tratamientos fisicos y quimicos generalmente causan
la dispersion del contaminate, y no su efectiva remocion, tornandolos de eficacia limitada,
mas alla de ser alternativas de costo elevado, pueden causar dafios a la biota e impedir la
recuperacion de ciertos habitats. Por lo anterior, los nuevos esfuerzos se han enfocado hacia el
uso de tecnologias que promuevan los procesos naturales de remocién de contaminantes.'® *°

Dentro de estos nuevos mecanismos la biorremediacion es una técnica de recuperacion de si-
tios impactados que utiliza tecnologias las cuales estimulan la biodegradacion del
contaminante por procesos bioldgicos, su objeto es minimizar las consecuencias de un
derrame. Estos procesos de biodegradacion pueden ser llevados a cabo por la microbiota
autoctona de la zona contaminada o por microorganismos adicionados. En ambos casos, lo
gue se consigue es una biotransformacién de sustancias peligrosas en sustancias menos
toxicas o inocuas. Este método a comparacion de los otros anteriormente mencionados posee
una alta eficiencia, tiene bajo costo y no causa contaminacién secundaria.?

Algunas bacterias marinas poseen capacidad de utilizar hidrocarburos como fuente de carbono
y son la mejor opcion en los derrames de petroleo en zonas costeras. Los hidrocarburos estan
sujetos a la degradacion aerdbica y anaerdbica. Las bacterias cominmente encontradas en
areas de contaminacion por hidrocarburos son del género Pseudomonas, Achromobacter,
Arthrobacter, Micrococcus, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Mycobacterium y Nocardia.

El género Pseudomonas es un grupo de bacterias gram negativas que se encuadran dentro del
grupo y-proteobacterias. Se han aislado bacterias de este género tanto en suelos limpios como
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en suelos contaminados por productos biogénicos y xenobioticos. También son microbiota
predominante en la rizosfera y en la filosfera de plantas. Del mismo modo, se han aislado de
ambientes acuaticos, tanto de agua dulce como de aguas marinas. Este genero es uno de los
mas proclives a la degradacion de compuestos organicos, especialmente cepas de la especie
Pseudomonas aeruginosa siendo una opcion muy viable el uso de esta cepa para el proceso de
biorremediacion, ya que son microorganismos que parecen ser el méas ubicuo y el mas
adaptable a los diferentes contaminantes. 2% #?

En tal sentido, la biodegradacion del petréleo es un proceso aerobico por lo tanto, la inyeccion
de aire por otros métodos mecanicos, acelera sustancialmente la biodegradacion ya que la
degradacion aerdbica de los hidrocarburos es considerablemente mas rapida que el proceso
anaerdbico . Este proyecto tuvo como objetivo determinar la capacidad de biodegradacién de
petréleo Diesel-2 en agua de mar por P. aeruginosa en 5 dias en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

El agua de mar procedente del balneario de Huanchaco, de la ciudad de Trujillo, fue colectada
en botellas de vidrio &mbar estériles con capacidad de 4 litros, luego éstas se sellaron y
rotularon. Se utilizé la metodologia de D"croz ** para procesar la mezcla de petréleo Diesel 2
y agua de mar.

Se trabajé con un cultivo puro de P. aeruginosa proporcionado por el laboratorio de
Biotecnologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional
de Trujillo. La cepa de P. aeruginosa fue enriquecida en caldo nutritivo®* a 36°C por 48 horas
y posteriormente transferidas a placas Petri con agar nutritivo bajo las mismas condiciones de
crecimiento.

Disefio y construccion del biorreactor experimental

Para el tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos se utilizaron biorreactores
cilindricos tipo agitado con Aireacién Lateral (BCAAL-16) %, de capacidad de 2.5 L
provistos de cuatro deflectores de 1.2 x 8 cm en cada biorreactor, con motores de 9 V que
fueron regulados a 1.5 V para su funcionamiento. Los biorreactores fueron conectados a un
sistema de aireacion previamente purificado con solucion salina al 20 %.

Ensayo de la actividad degradativa de petroleo Diesel-2 por P. aeruginosa

Se realizo un pre-ensayo con el fin de verificar de qué se trataba de una cepa con capacidad
degradadora de hidrocarburos apta como indculo inicial para iniciar el proceso de degradacion
en petréleo Diesel-2. La prueba de actividad degradativa consiste en proveer a la cepa
bacteriana nutrientes mediante un medio mineral con una concentracion minima de petréleo
Diesel-2, obteniendo el carbono necesario para realizar sus procesos enzimaticos y generar
energia en forma de ATP, degradando el hidrocarburo a CO, y agua.

Después de la reactivacion de la cepa de P. aeruginosa fue padronizada a una concentracién
microbiana de 1,5 x 108 UFC/ml (escala de 0.5 de la escala de MacFarland). Luego utilizando
tubos de 12 x 75 mm, se procedid a realizar este ensayo segtn la metodologia de Hanson 2,
para lo cual se tomaron 500 pL de medio Bushnell-Haas 2/, 50 pL de la suspension bacteriana
padronizada en 1,5 x 10® UFC/ml, 20 pl de la fuente de carbono (petréleo Diesel-2) y 10 pl
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del indicador 2,6 diclorofenol-indofenol- DCPIP. Los tubos fueron incubados a 30 °C,
durante 24 horas. El indicador 2,6-DCPIP muestra el potencial de P. aeruginosa al utilizar los
hidrocarburos de petroleo como substrato por medio de la alteracion del medio de la forma
oxidada (azul) a la forma reducida (incolora).?®

Después que se identifico que P. aeruginosa es degradadora de hidrocarburos fue reactivada
en caldo nutriente mas NaCl al 3 % a 37 °C por 24 horas y luego se tomd 1 ml de este caldo y
se transfirio a otro tubo con 9 ml de medio Bushnell-Hass (BH) modificado por la adicion de
1/10 de FeCls y alterado con 3 % NaCl  juntamente con glucosa al 1 % como Gnica fuente
de carbono y energética para el crecimiento bacteriano.

Preparacion de los sistemas de tratamiento

Se construyeron 4 biorreactores o sistemas de tratamiento tipo aireado y agitado de tres litros
de volumen total, pero con un volumen de trabajo 2.7 litros de capacidad. Se evalud la
capacidad degradativa de dos concentraciones (1 y 2 % de petroleo Diesel-2), para lo cual
antes de cada experimento todos los biorreactores fueron sometidos a desinfeccion quimica
con hipoclorito de sodio al 5%, y luego en cdmara UV durante una hora.

Los cuatro biorreactores fueron alimentados de la siguiente manera:

- Tratamiento 1 (T1): Agua de mar, petréleo Diesel-2 al 1 %, sin inoculo
(Para observar el porcentaje de biodegradacion de los microorganismos
ambientales).

- Tratamiento 2 (T,): Agua de mar, in6culo, sin petroleo Diesel-2 (para
observar la variacion del porcentaje de biodegradacion de los
microorganismos ambientales con el indculo).

- Tratamiento 3 (T3): Agua de mar, in6culo, Petréleo Diesel-2 al 1%.

- Tratamiento 4 (T,): Agua de mar, inéculo, Petroleo Diesel-2 al 2%.

Cada experimento se realizo por triplicado.

Monitoreo y control del bioproceso
La biodegradacion del petroleo Diesel-2 por P. aeruginosa se evalu6 a 0, 72 y 120 horas
mediante el consumo del hidrocarburo por determinacién gravimétrica *°, la demanda

bioquimica de oxigeno por el método de Winkler modificado por Alsterberg .

Andlisis estadistico

Se calcul6 la media aritmética de los resultados obtenidos de las 3 repeticiones, luego se
aplico el anélisis de varianza con un nivel de significancia del 95 %.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado y los datos se procesaron con el
paquete estadistico STATGRAPHICS Plus Version 5.1.

RESULTADOS
Al evaluar la biodegradacion de petréleo Diesel-2 en agua de mar contaminada por P.
aeruginosa en un biorreactor tipo aireado y agitado, se observd que, durante el proceso, el
porcentaje de petr6leo Diesel-2 y el consumo de oxigeno disminuyeron de manera
inversamente proporcional.
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La variacion del porcentaje biodegradacion de petrdleo Diesel-2 a diferentes concentraciones
en agua de mar por P. aeruginosa, se mostro en la Tabla 1 y Fig. 1, observandose
aparentemente que los valores més altos se encontraron al 1% y 2 % de petroleo Diesel-2.

Por otra parte, en la Tabla 2 mostro los valores de DBOs de P. aeruginosa obtenidos durante
el crecimiento a diferentes concentraciones de petroleo Diesel-2. Aqui se puede observar la
variacion de la demanda bioquimica de oxigeno en funcion del tiempo en los tratamientos
realizados.

En relacion a la Fig. 2, se pudo apreciar que la demanda bioguimica de oxigeno fue
disminuyendo al transcurrir el tiempo obteniéndose 2,69 mg O, disuelto /L al 2 % de petrdleo
Diesel-2 a los 5 dias de incubacidn notandose diferencia con el tratamiento 2 que en ausencia
de concentracién de petroleo Diesel-2 presentd una demanda bioquimica de oxigeno de 2.89
mg O, disuelto /L a los 5 dias de incubacion. Ademas, en todas las concentraciones se observo
la disminucion de la demanda bioquimica de oxigeno.

En relacién a la Fig. 3 se pudo apreciar las diferencias significativas (p < 0.05 %) entre los
valores promedios para cada tratamiento con respecto a la variacién del porcentaje de petréleo
Diesel-2 y los valores de DBOs durante el proceso de degradaciéon de petroleo Diesel-2 a
diferentes concentraciones por P. aeruginosa.

Tabla 1: Variacién de porcentaje de petréleo Diesel-2 durante la biodegradacion de petréleo Diesel-2 en agua de
mar por P. aeruginosa.

Tiempo (dias) Tratamiento 1 Tratamiento 2 Concentraciones de petréleo Diesel-2
(T,) (T 1% 2%
(T, (T)
0.019 0.249 0.157 0.671
3 0.008 0.106 0.038 0.233
0.006 0.0153 0.018 0.056

Tabla 2: Valores de DBOs durante el proceso de degradacion de petréleo Diesel-2 a diferentes concentraciones
por P. aeruginosa.

Tiempo (dias) Tratamiento 1 Tratamiento 2 Concentraciones de petréleo Diesel-2
(T)) (T,) ™ T
(T3 (T
3.62 3.15 322 3.12
3.36 3.09 297 2.82

3.02 2.89 2.75 2.69
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Fig. 2. Valores de DBOs durante el proceso de degradacion de petroleo Diesel-2 a diferentes concentraciones
por P. aeruginosa

DISCUSION

Los vertidos de hidrocarburos al mar debido a accidentes de grandes petroleras que causan
importantes dafios ecoldgicos, que no se limitan a las zonas del derrame, la contaminacion
puede alcanzar las zonas costeras y afectar grandes extensiones del litoral. Se ha demostrado
gue los microorganismos degradadores de hidrocarburos y compuestos relacionados del
petréleo son ubicuos en los ambientes marinos.** Asimismo, Skayti >, manifesté que cuando
se da la contaminacion por hidrocarburos, se producen cambios en las poblaciones
microbianas autdctonas con un enriquecimiento de los microorganismos degradadores.
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El proceso experimental de biodegradacion de petroleo Diesel-2 en agua de mar fue evaluado
durante 5 dias, realizado en biorreactores provistos de aireacion y agitacién continua con el
objetivo de proporcionar el medio adecuado para el crecimiento de P. aeruginosa. Algunos
autores reportan el proceso de degradacion del petréleo en 5 dias **, otros en 7 dias **, 30 dias
% y mas alin en varias semanas.

Se demostro la capacidad degradadora de P. aeruginosa, como se observa en la Tabla 1, hay
diferencias significativas en el porcentaje de degradacion entre tratamientos. En el
tratamiento 1 se observd la presencia de bacterias degradadoras de hidrocarburos en el
ambiente marino reflejadas en la disminucion del porcentaje de los hidrocarburos de 0.019 a
0.006. En la Fig. 1 se observé que la variacion de porcentaje de petréleo Diesel-2 durante la
biodegradacion fue mayor en los demas tratamientos en comparacion al tratamiento 1, debido
a que los demas tratamientos se les inoculd P. aeruginosa, observandose que cuando esta cepa
fue afiadida en los demés tratamientos el porcentaje de biodegradacion aumentd
significativamente.

A) T1 : Tratamiento 1
T2: Tratamiento 2
05F E .
T3: Concentracion de petroleo
04 - Diesel-2 al 1%
c
o T4: Concentracion de petrdleo
[3) 03 -
© Diesel-2 al 2%.
°
o 02t i
o
()
o 01| -
B
= .
01k -
T1 T2 T3 T4
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B) T1 : Tratamiento 1
35F — T2: Tratamiento 2
3 1 T3: Concentracion de petroleo
N J Diesel-2 al 1%
33 - ] T4: Concentracién de petroleo
8 Diesel-2 al 2%.
o 31t .
(@)
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27k =
T1 T2 T3 T4
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Fig. 3. A) Variacion del porcentaje de degradacion de petroleo Diesel-2 en agua de mar por P.
aeruginosa en un biorreactor aireado y agitado. B) Valores de DBOs durante el proceso de
degradacidn de petréleo Diesel-2 a diferentes concentraciones por P. aeruginosa.
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Esta interaccion entre el consorcio bacteriano endégeno con la cepa exdgena segin Liu ¥/, se
debe a que en los ecosistemas marinos, las bacterias constituyen un componente esencial en la
cadena trofica, las cuales a través de su interaccion con otros microorganismos, modifican los
ambientes, y llegan a ser capaces de crecer en ambientes contaminados jugando de esta
manera un papel ecoldgico de gran importancia dentro el ecosistema, por su capacidad de
degradar compuestos contaminantes de origen organico. En el proceso de biodegradacion fue
necesario que en el sistema existan microorganismos con la capacidad de utilizar los
hidrocarburos como fuente de carbono. Las poblaciones microbianas con competencia para
degradarlos se encuentran en el ambiente marino en la parte superficial como en los
sedimentos o en las zonas intermareales . En este sentido, Noriega *°, aislé e identifico del
puerto de Salaverry (Trujillo- Per() algunas especies de microorganismos aerobios con
capacidad biorremediadora como Alcaligenes sp, Pseudomonas sp, Bacillus sp; entre otras
bacterias.

Los niveles de biodegradacion de petréleo crudo y sus derivados segin Michaud * esta
limitada por factores ambientales como el oxigeno molecular y los nutrientes (fosfato,
amonio, nitrato, nitrito y compuestos orgénicos del nitrégeno). Urum *! relaciond la
produccién de biotensioactivos o biosurfactantes por parte de los microorganismos con las
tasas de biodegradacion de los hidrocarburos en el medio ambiente, debido a que las tasas de
biodegradacion estan limitadas por la hidrofobicidad y baja solubilidad del petréleo en agua,
por lo tanto, la produccién de estas moléculas tensioactivas por parte de los microorganismos
les permitieron asimilar los hidrocarburos. Entre los diversos biotensioactivos, los
ramnolipidos son considerados como los mas eficientes en la degradacion de los
hidrocarburos los cuales a su vez son producidos en mayor proporcion por P. aeruginosa *.

En este sentido cabe destacar la etapa de enriquecimiento de los microorganismos en el medio
de cultivo, debido a que la produccién de ramnolipidos se inicia durante la etapa exponencial
de crecimiento, siendo esta la maxima al inicio de la fase estacionaria. En este experimento se
utilizé6 el medio Bushnell-Haas ?’, debido a que es un medio que cuenta con los nutrientes
necesarios para la produccion de biotensioactivos, teniendo como componentes principales al
magnesio (necesario tanto para el crecimiento como para la produccion de biotensioactivos ya
que forma parte de los cofactores enzimaticos), el NH4;NO3 (como fuente de nitrégeno debido
a que la cepa utiliza los nitratos como aceptor terminal de electrones para la respiracion), el
hierro (aumenta significativamente la produccion de biotensioactivos) el K;HPO, y el
KH,PO, (favorecen el éptimo crecimiento y produccion de ramnolipidos). Las faltas de estos
componentes limitan el crecimiento y por consiguiente la sintesis de biotensioactivos. “>*

Los bajos niveles de degradacion de hidrocarburos por P. aeruginosa durante todo el
bioproceso se debi6o al tiempo de adaptacion por parte de la bacteria al sustrato
(hidrocarburos) y la fuente de carbono utilizada en la etapa de enriquecimiento. Segin Hoff %
las diferentes tasas de biodegradacion tienen un tiempo de adaptacion después de que se ha
derramado el petroleo antes de que los microorganismos propios de la zona contaminada
comiencen a romper las moléculas de petroleo. Este lapso de tiempo se relaciond con la
toxicidad inicial de las fracciones volatiles del petrdleo que se evaporan en los primeros dias
del derrame. En otras palabras, las poblaciones microbianas empiecen a usar el petroleo y
expandir su poblacion antes de la degradacion medible o mensurable, requieren un periodo
que suele durar varios dias.
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P. aeruginosa es la bacteria que mejores resultados muestra en la biodegradacion del petroleo,
esto se explica porque Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos con mayor diversidad
metabolica, la cual ha sido determinada en numerosos trabajos, empleando diferentes
sustratos como fuente de carbono y energia *%; no obstante, Norman * reporté el tiempo de
adaptacion de P. aeruginosa cepas Ul y U3 depende de la adaptacion de la superficie celular
de P. aeruginosa a la fuente carbono usada en el medio de enriquecimiento, para cual se
sometio a ambas cepas a diferentes fuentes de carbono (Glucosa y petréleo crudo) obteniendo
un mayor retardo en el tiempo de adaptacion cuando las cepa tuvieron a la glucosa como
unica fuente de carbono y energia, mientras que en las cepas que tuvieron como fuente de
carbono al petrdleo crudo obtuvieron menor tiempo de adaptacion, debido a que, estas cepas
han reducido la expresion del antigeno-O en comparacion con las cepas que tuvieron a la
glucosa, y que se debe a la perdida de las subunidades del antigeno-O corresponde a la
apariencia aspera de la morfologia de la colonia, el aumento de la hidrofobicidad de la
superficie celular.

A pesar de los bajos porcentajes de degradacion de hidrocarburos se observo que en los
tratamientos con concentraciones de petrdleo Diesel-2 al 1 % y 2 % (Fig. 1) hubo un mayor
porcentaje de degradacion del petréleo Diesel-2 debido a la interaccion de P. aeruginosa y el
consorcio microbiano propio del ambiente marino. Segin Arino *’ observaron que la
presencia de P. aeruginosa GL1 dentro de un cultivo mixto de bacterias degradadoras de
hidrocarburos poliaroméaticos (Rhodococcus erythopolis, Bacillus cereus y P. flourescens),
aceleraban la degradacién de los poliaroméaticos presentes a partir de una relacion de
comensalismo entre la bacteria P. aeruginosa GL1 y el cultivo mixto. Esta relacion de
comensalismo se fundamenta en que el cultivo mixto crece a expensas de los poliaromaticos,
mientras que Pseudomonas degrada los metabolitos de meta ruptura estabilizando la
poblacion microbiana.

A medida que ocurria el proceso de degradacion se presentd una serie de fenédmenos que
sirvieron como indicadores de que la materia organica contaminate fue degradada, por
ejemplo, aumenta la poblacion bacteriana, mientras disminuye la concentracion de oxigeno
del medio, ya que el oxigeno es consumido por los microorganismos a una velocidad mayor a
la que es reemplazado.

Se encontré una disminucion de la DBOs en forma proporcional a la biodegradacion de
petréleo Diesel-2 (Fig.2 ), indicé que la materia organica disponible va en disminucion,
mientras la biomasa incrementd, demostrando de este modo la presencia de microorganismos
capaces de utilizar como sustrato el petroleo Diesel-2. Por lo tanto, la presencia del oxigeno
en el sistema favorecio el proceso de degradacion aerobia (teniendo al oxigeno como aceptor
final de electrones) el cual fue usado para el metabolismo de la bacteria. EI metabolismo
aerobio hidroxila anillos de benceno (HAPs) para romperlos y generar productos
intermediarios cuyo metabolismo central incluye la via del ciclo de krebs y de la B-oxidacion
8 En el caso de degradacion de los alcanos, la mayoria inicia con la oxidacion de los grupos
metilos de las extremidades, a alcoholes primarios. Estos alcoholes primarios son oxidados a
aldehidos, los cuales, bajo la accion de la enzima NAD-deshidrogenasa, son oxidados a sus
correspondientes acidos grasos. Estos a su vez, son degradados a por B-oxidacion, o son
utilizados por la célula.*®

En este caso se utilizé la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) como un instrumento para
medir la degradacion de materia organica de manera indirecta, por consiguiente, la DBOs es
un indice del grado de contaminacién en un efluente, y representa la cantidad de oxigeno que
consume los microorganismos para degradar la materia organica presente, en condiciones
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aerobias, hasta el quinto dia de su existencia a 20 °C, se expresa en gramos de oxigeno /m* 6
mg de O, disuelto/L, una cantidad pequefia de oxigeno requerido para la oxidacion de materia
organica, corresponde a la presencia de una menor cantidad de materia organica degradable,
por lo que la disminucion del DBOs indica que el petroleo Diesel-2 est4 siendo consumido
por los microorganismos. °

Se pudo observar que la degradacidn se estabilizo a los 3 dias aproximadamente, tiempo en el
que alcanzo la fase estacionaria de crecimiento, estos resultados se aproximaron al tiempo de
estabilizacion de 64 h que encontrd Pérez *° en la degradacién del naftaleno por P.
aeruginosaAT18. Sin embargo, debido a la variedad de compuestos aromaticos que presenta
el Diesel-2, resulta dificil la degradacion de compuestos aromaticos de este combustible,
puesto que la estructura de quimica de estas moléculas condiciona tanto su toxicidad como su
baja solubilidad en agua produciendo baja disponibilidad para la célula.>*

CONCLUSIONES

La biodegradacion por P. aeruginosa en ambientes marinos contaminados por petréleo
Diesel-2 en 5 dias fue baja en comparacion cuando interactué con un consorcio microbiano
enddgeno.

La demanda bioquimica de oxigeno es inversamente proporcional a la concentracion de la
biomasa, indicando de esta manera la biodegradacion del petréleoDiesel-2.

Los valores de pH no son buenos indicadores de la evolucion del proceso de biodegradacion
del petroleo Diesel-2.
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