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RESUMEN

El proceso de biodegradacion de hidrocarburos en suelos contaminados utilizando surfactantes esta condicionado
al tipo y concentracion de éste. En la presente investigacion se determiné el efecto del surfactante Polioxietileno
(20) Monooleato de sorbitan “Tween 80” en la biodegradacion de petrdleo Diesel 1I, en suelo, utilizando
Pseudomonas aeruginosa. La muestra de suelo estuvo constituida por arena recolectada del Puerto de Salaverry
(Peru) la cual, luego de su tratamiento, se colocd (1.950 Kg) en cada uno de los cuatro biorreactores, de 3 Kg de
capacidad. A cada biorreactor se le agreg6 petréleo Diesel 1T al 5% y 50 mL de P. aeruginosa. Al biorreactor 1,
considerado como el control, no se le agregd surfactante y a los demas (2, 3 y 4) si, al 0.1%, 0.5% y 1.0%,
respectivamente. En un periodode evaluacion de 15 dias, se determind: (i) los Hidrocarburos Totales de Petroleo
(HTP) mediante el método Soxhlet, (ii) el porcentaje de eficiencia en la biodegradacion a través del método de
Gerber y (iii) el nimero (recuento microbiano) mediante el método estandar del recuento en placa por superficie.
Se encontro: (i) diferencia significativa entre los tratamientos y el control, (ii) que cuando se aplico “Tween 80”
al 0.1% y al 0.5% hubo una eficiencia similar (90.48%, 80.13% respectivamente), (iii) diferencia significativa
entre los dias de evaluacion, con mayor biodegradacion en los primeros siete dias y (iv) que cuando se aplicd
“Tween 80 al 0.1% se dio un mayor crecimiento microbiano a los 9 dias (39 x 1019 UFC/g). Se concluye que
“Tween 80 tiene efecto positivo en la biodegradacion, y que la concentracion Optima para éste proceso es al 0.1%.
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ABSTRACT

The process of hydrocarbon biodegradation in contaminated soils using surfactants is subject to the type and
concentration of this. In this research, the effect of surfactant Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate "Tween
80" was determined in the biodegradation of petroleum Diesel 11, on floor, using Pseudomonas aeruginosa. The
soil sample consisted of sand collected from the Port of Salaverry (Peru) which, after treatment, was placed (1,950
kg) in each of the four bioreactors, 3 Kg capacity. Each bioreactor Diesel oil was added 5% II and 50 mL of P.
aeruginosa. The bioreactor 1 considered the control will not be added surfactant and others (2, 3 and 4) if, at 0.1%,
0.5% and 1.0%, respectively. In a periodof 15-day evaluation, it was determined: (i) the Total Petroleum
Hydrocarbons (TPH) by Soxhlet method, (ii) the percentage of biodegradation efficiency through the method of
Gerber and (iii) the number (microbial) count using the standard plate count method for surface. It was found: (i)
significant difference between treatment and control, (ii) similar efficiency (90.48%, 80.13%, respectively) when
"Tween 80" was applied to 0.1% and 0.5%, (iii) more biodegradation in the first seven days, and (iv) when "Tween
80" was applied to 0.1% gave a greater microbial growth at nine days (39 x 1010 CFU/g). In conclusion, "Tween
80" has a positive effect on the biodegradation, and the optimum concentration for this process is 0.1%.
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INTRODUCCION

La actividad industrial ha ocasionado uno de los problemas ambientales mas importantes en la
actualidad en materia de contaminacién de ecosistemas acuaticos y terrestres, de modo tal que el vertido
de hidrocarburos de petréleo y sus derivados ocupa uno de los primeros lugares debido a su baja
velocidad de degradacion natural':23. En el Peru, han afectado la biodiversidad tipica de los ecosistemas
a través de los derrames de petroleo, tal como sucedio en el oleoducto marino de Talara, el rio Marafion
que afecto la Reserva Pacaya-Samiria, la caleta de Zorritos-Tumbes el rompimiento del oleoducto Nor-
Peruano debido a accidentes naturales y por la actividad extractiva4.

Se sabe que en el suelo, los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera, iniciando
una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos, como evaporacion y penetracion que dependiendo
del tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad vertida pueden ser procesos
mas o menos lentos lo que ocasiona una mayor toxicidad, con la consecuente reduccion o inhibicion del
desarrollo de la cobertura vegetal, cambios en la dinamica poblacional de la fauna y la biota microbiana
y contaminacion por infiltracion de cuerpos de aguas subterraneas#5:6.7:8,

La biodegradacion de hidrocarburos en suelos, dentro de ella la biorremediacion microbiana, es una
alternativa que puede emplearse tanto para el tratamiento, como para la disposicion final de los residuos
producidos por las refinerias del petroleo; estos sistemas de descontaminacion se basan en la digestion
de las sustancias orgénicas por los microorganismos, de la cual obtienen la fuente de carbono necesaria
para el crecimiento de sus células y una fuente de energia para llevar a cabo todas las funciones
metabolicas que necesitan sus células para su crecimiento y para que estos procesos metabdlicos se
lleven a cabo, es necesario que existan en las medias condiciones fisico-quimicas 6ptimas las cuales se
ven influenciadas por la temperatura, pH, humedad, aceptores de electrones y nutrientes7.8.9,10.11,12,13,

Las bacterias del género Pseudomonas poseen la habilidad para utilizar hidrocarburos como fuente de
carbono y energia necesaria para su crecimiento, generando productos mas sencillos?s. Estas bacterias
son productoras de biosurfactantes como ramnolipidos involucrados en procesos de remocion de aceites
y productos relacionados!#415. P. aeruginosa es un microorganismo muy utilizado en biorremediacion y
presenta una serie de actividades naturales sobre xenobioticos y ha sido identificada como degradadora
de n-hexadecano, mineralizacion de compuestos alifaticos en condiciones anaerobias y degradadora de
hidrocarburos aromaticos y poliaromaticos, asi como del pireno in vitro!6.17,

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas de remediacion que incluyen el uso de surfactantes,
que son moléculas anfipaticas que poseen la capacidad de interaccionar con compuestos hidrofobicos e
hidrofilicos a la vez y por lo tanto ubicarse en la interfase de los mismos, tanto a escala de laboratorio
como a campo!819.20, Entre las propiedades de los surfactantes estan: (i) emulsion, es un sistema
termodindmicamente inestable y tiende a separarse en dos fases, estas emulsiones pueden reducir la
tension superficial, aumentar el metabolismo microbiano con el hidrocarburo y puede incrementar la
actividad enzimatica microbiana. A mayor emulsificaciéon mejor solubilizacion de aceite en las micelas
de surfactante, (ii) balance lipofilico-hidrofilico (HLB), es una expresion de la afinidad de la molécula
del surfactante a la materia organica y a la fase acuosa. Cuanto mayor sea el HLB, mayor es la tension
superficial y la solubilidad, (iii) tension superficial (TS) e interfacial (TI), la propiedad mas importante
del surfactante es su habilidad para adsorberse en interfaces. La TI entre dos liquidos depende de la
fuerza de cohesion entre las moléculas de cada liquido y de la fuerza de adhesion entre las moléculas de
un liquido y el otro, de esta manera, la tension interfacial entre dos liquidos esta relacionada con la
tension superficial se cada liquido saturado en el otro. Para disminuir la T1, los surfactantes actiian como
un “puente” formando una tercera fase de “microemulsion” que favorece la interaccion entre la fase
acuosa y la del hidrocarburo. En el caso de TS, los surfactantes disminuyen debido a que interfieren en
la formacion de puente de hidrogeno y otras fuerzas involucradas en la adhesion entre moléculas, (iv)
concentracion micelar critica, es la unién de micelas en un aumento de la conductividad eléctrica bajo
diversos niveles de su concentracion, su valor depende de la naturaleza del surfactante. Los mejores
surfactantes son los que tienen valores menores de CMC. La formacién de micelas mixtas entre
surfactantes y otros compuestos como los hidrocarburos favorecen la dispersion del mismo en medio
acuoso aumentando la biodisponibilidad, (v) movilidad, la remocion del petroleo es causado por la
reduccion de la tension interfacial, (vi) solubilidad, es causada por las micelas, la solubilidad de los
hidrocarburos es proporcional con las concentraciones de surfactantes, por encima de la CMC mejora y
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(vii) punto nube, es la temperatura a la cual el surfactante disminuye hasta llegar a un valor critico en el
cual se genera enturbiamiento visible en solucion acuosa!s.19.20.21,22,23.24,

Existen una gran cantidad de surfactantes disponibles en el mercado, pero muchos no son adecuados,
incluso algunos de ellos podrian convertirse en contaminantes!®. La aplicacion de surfactantes es algo
controvertido incluso en los casos que se logra con éxito la degradacion, se ha dado lugar a debates
sobre los riesgos de salud ambiental debido a la presencia de estos productos y la posibilidad de su
biodegradacion?!22. La eleccion del surfactante o mezcla de surfactantes a ser utilizados en remediacion
de suelos depende de varios factores como el costo, la biodegradabilidad, la toxicidad, la absorcion del
surfactante a las moléculas del suelo, la concentracion efectiva (<3%), la dispersion del suelo y la
disminucion en la tension superficial que éste produzca?224. Muchos de los investigadores recomiendan
el uso de surfactantes no i6nicos ya que suelen tener menor toxicidad y mayor biodegradabilidad!9.21.22.23,

Uno de los surfactantes no ionicos es el Monooleato de sorbitan etoxilado conocido comercialmente
como “Tween 80 es insoluble en agua, pero soluble en la mayoria de disolventes organicos y no se
ionizan en solucion acuosa23. Tiene baja toxicidad y en general, baja fitotoxicidad. Forma emulsiones
estables, considerado un agente espumante leve, no es afectado por la dureza del agua, adecuado para la
biorremediacion debido a su baja CM(C24.252627.28. De acuerdo a Kang et al25, este surfactante puede ser
absorbido por el suelo y degradado por los microorganismos hasta en un 99.6%.

Por todo lo expuesto, la finalidad del presente estudio esta orientado en evaluar el efecto de tres
concentraciones del surfactante “Tween 80” en la biodegradacion de petréleo Diesel 11 en suelo,
utilizando Pseudomonas aeruginosa. Esto debido a la necesidad de buscar alternativas de solucion frente
a los grandes problemas de contaminacion por derrames de petroleo.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

e Cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa proporcionado por la catedra de Biotecnologia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Universidad Nacional de Trujillo.
Material no bioldgico

e Suelo proveniente del puerto de Salaverry. La Libertad-Peru.
e Petroleo Diesel 11

e Surfactante Polioxietileno (20) Monooleato de sorbitan “Tween 80”-Merck.
Los biorreactores2s.

Se construyeron cuatro biorreactores de pléstico, de forma rectangular para albergar 2 Kg. de la
muestra de suelo, de medidas 10 x 15 x 20 cm. con tapa calada para entrada de aire y luz. Uno para el
biorreactor control y tres para biorreactores problema.

Recoleccion y tratamiento de suelo2s.

La muestra de suelo fue recolectada cerca de la orilla del mar en el Puerto de Salaverry, La Libertad-
Pert; se realizo 15 muestreos de diferentes puntos al azar, y en cada punto a un profundidad de 10 cm,
se recolectod 2 Kg de suelo, y se coloco en un saco limpio previamente rotulado, haciendo un total de 30
Kg. aproximadamente, luego fueron trasladados al Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Biolodgicas de la Universidad Nacional de Trujillo (Pert) para su tratamiento inmediato. El
suelo fue cernido en una malla N°10 (apertura de 2 mm) para eliminar particulas grandes e impurezas,
y se homogenizd para obtener particulas de igual tamafio. Posteriormente se dejo secar a temperatura
ambiental (20°C £ 2), con la finalidad de reducir humedad. Luego se esteriliz6 en bolsas a 121°C por 20
min, con la finalidad de eliminar la poblacion microbiana nativo.

Reactivacion, propagacion y estandarizacion de Pseudomonas aeruginosa®.

De un cultivo puro se reactivd en agar Pseudomonas, y se incubo a 37°C por 24 horas, pasado este
tiempo se observo sus caracteristicas culturales macroscopicas, posteriormente se realizo frotis a partir
de éstas y se le hizo coloracidon Gram para observar sus caracteristicas microscopicas como: bacilos
Gram negativos, rectos o ligeramente curvados- Luego, que se confirmé su viabilidad se procedio a la
propagacion en agar nutritivo, con la finalidad de incrementa la biomasa microbiana. Después se realizo
la estandarizacion, en un volumen de 200 mL de agua destilada estéril equivalente al tubo N° 2 del
Nefelometro de MacFarland (6 x 108 UFC/mL). Posteriormente, se realizo el método de recuento en
placa por superficie para obtener un conteo real
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Contaminacion del suelo con petroleo Diesel I1.

Una vez armados y debidamente esterilizados los cuatro biorreactores, en cada uno se coloco 1.950
Kg de suelo estéril y se agrego petroleo Diesel 11 al 5% (100 mL), luego se mezcld hasta homogenizar.
Preparacion de los sistemas de evaluacion.

Los biorreactores conteniendo el suelo contaminado, se acondicionaron de la siguiente manera:

® Biorreactor 1: No se le hizo tratamiento con el surfactante ya que es considerado como el biorreactor control.

® Biorreactor 2: Se adicion6 2 mL. de surfactante (0.1%) disuelto en agua.

® Biorreactor 3: Se adicion6 10 mL. de surfactante (0.5%) disuelto en agua.

® Biorreactor 4: Se adiciond 20 mL. de surfactante (1.0%) disuelto en agua.

Luego en los biorreactores 2, 3 y 4; se mezclo el suelo con la solucion. Después a los cuatro
biorreactores se les inoculd con 50 mL de P. aeruginosa (72 x 107 UFC/mL). Luego se taparon los
biorreactores y se les dejo a temperatura ambiental (19°C + 2)

Evaluacion del efecto del surfactante, sobre la biodegradacion del petréleo Diesel I1.

Para ello se realizo la determinacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP), determinaciéon de
porcentaje de eficiencia en la biodegradacion de materia organica (Diesel II); asi como determinacion
del crecimiento microbiano de P. aeruginosa.

» Determinacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP): Se realiz6 cuatro muestreos,
el primer dia de agregado el indculo, luego se hizo cada 7 dias hasta completar 14 dias; se tomo
una muestra de 100 g. de cada uno de los biorreactores. Se aplico el Método Soxhlet4.

* Determinacion de porcentaje de eficiencia en la biodegradacion: La eficiencia se evalud
empleando el Método de Gerber, indicandose al inicio y al final en un periodo de 14 dias de
tratamiento40.

% eficiencia = MOc/ MOi x 100
MOc = MOi — Mof

Donde: MOc = Materia organica consumida (% de petrdleo v/v), MOi = Materia organica inicial (% de
petroleo v/v), MOf = Materia orgénica final (% de petréleo v/v)

* Determinacion del recuento microbiano de Pseudomonas aeruginosa: Se realizo cuatro
muestreos, el primer dia de agregado el inoculo, luego cada 3 dias hasta completar 15 dias. Se
realizo diversas diluciones y se aplico el Método de recuento en placa por superficie, utilizando
Agar nutritivo, luego se incubd a 37°C por 24 horas. Los datos fueron ingresados al software
Microsoft office Excel Profesional 2008 para elaborar la curva de crecimiento3?.

Evaluacion estadistica.

A los resultados de la determinacion de HTP, consumo de materia organica y recuento de
microorganismos a las diferentes concentraciones del surfactante, se aplicd el analisis de varianza
(ANOVA) para la comparacion de promedios y obtencion de la diferencia significativa.

RESULTADOS

El promedio del porcentaje de Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP) se mostré diferente (con
significancia estadistica, p<0.05) entre los tratamientos y el control; asimismo, hubo diferencia
significativa (p < 0.05) entre los dias de evaluacion, en donde los primeros 7 dias hay una mayor
biodegradacion del petroleo (Fig, 1).

En relacion al porcentaje de eficiencia en la biodegradacion (Fig. 2) también se encontrd diferencia
significativa (p = 0.0017), entre los tratamientos y el control: cuando se aplico “Tween 80 al 0.1%
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Fig. 1. Promedio de porcentajes de Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP) durante el proceso de
biodegradacion de petroleo Diesel 11 en suelo, por Pseudomonas aeruginosa, empleando diferentes
concentraciones de “Tween 80 durante 14 dias a temperatura ambiental (19°C £ 2). p = 0.0098. Si existe
diferencia significativa.
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Fig. 2. Porcentajes de eficiencia en la biodegradacion de petréleo Diesel 11 en suelo, por Pseudomonas
aeruginosa, empleando diferentes concentraciones de “Tween 80 durante 14 dias a temperatura ambiental (19°C
+2). p=0.0017. Si existe diferencia significativa.
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Fig. 3. Promedio de recuentos microbianos de Pseudomonas aeruginosa durante el proceso de biodegradacion
de petroleo Diesel II en suelo, empleando diferentes concentraciones de “Tween 80 durante 15 dias a
temperatura ambiental (19°C + 2).

hubo una mayor eficiencia (90.48) pero, cuando se aplico “Tween 80” al 0.5% su eficiencia fue similar
(80.13); a diferencia de cuando se aplico “Tween 80” al 1.0% (58.42).

Respecto del promedio del recuento bacteriano de P. aeruginosa, se observo que hasta el dia 9 hay
crecimiento microbiano; asimismo, que la mayor densidad microbiana fue cuando se aplicé “Tween 80”
al 0.1% con un crecimiento de 39 x 101° UFC/g de suelo, en cambio la menor densidad microbiana fue
cuando se aplico “Tween 80” al 1.0% con un crecimiento de 17 x 1010 UFC/g de suelo (Fig. 3).

DISCUSION

Cuando se hace referencia a la biorremediacion, ademas de considerar las vias degradativas de los
microorganismos que llevan a cabo la detoxificacion de los contaminantes, es necesario considerar otros
factores que influyen en el rendimiento de la biorremediacion; es decir, no es suficiente adicionar
microorganismos con alta eficiencia degradativa, si existen factores que limiten su verdadero potencial,
uno de estos factores es la biodisponibilidad del contaminante2!:31,

Esta biodisponibilidad se puede lograr con el uso de surfactantes; miltiples estudios3233.34 han indicado
que los surfactantes no iénicos (Tween 80) son los mas efectivos para la eliminacion de contaminantes
organicos en los suelos por su capacidad de solubilizacion y biodegradacion, suelen tener menor
toxicidad y no son afectados por la dureza del agua. Para poder tener biodisponibilidad de petrdleo
Diesel 11 y por ende posterior biodegradacion, se utilizo tres concentraciones de “Tween 80”.

La capacidad de biodegradacion de un compuesto (Diesel 1I) por un microorganismo en este caso P.
aeruginosa puede determinarse midiendo directamente la concentracion residual del hidrocarburo3s; es
asi que para ello se utiliz6 el método Soxhlet, que permite medir el porcentaje de Hidrocarburos Totales
de Petroleo; el hecho de hallar que existe diferencia significativa entre los tratamientos y el control,
indica que el uso de “Tween 80 tiene un efecto positivo en la biodegradacion; esto debido a que tiene
propiedades que permiten que P. aeruginosa tenga mayor biodisponibilidad del Diesel II. Propiedades
como una baja concentracion micelar critica (CMC), que es la concentracion minima de un agente
surfactante capaz de formar micelas, lo que le permite la movilizacion del hidrocarburo?331.34, entonces,
los mejores surfactantes son lo que tienen valores menores de CMC en menor volumen y concentracion
(la concentracion del surfactante fue de 0.5%). Es decir, por esta propiedad, cuando se aplico “Tween
80 al 0.1%, los resultados que se obtuvieron fue un menor porcentaje de HTP.

Asi mismo, se ha reportado que los surfactantes con un mayor HBL (Balance Lipofilico-Hidrofilico)
dan lugar a una mayor solubilidad y son adecuados para la solubilizacion de hidrocarburos en suelo.
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Otra propiedad es la baja tension superficial, es asi que Riojas et al.22 analizaron la TS (Tension
superficial) de las concentraciones de “Tween 80” y llegaron a la conclusion que a menor dosis mayor
TS. Esto es contradictorio al resultado obtenido en este trabajo ya que se dio mayor biodegradacion en
la concentracion menor (0.1%) del surfactante, teniendo éste una mayor TS.

En el control también hubo disminucién del porcentaje de HTP, esto puede ser debido a que P.
aeruginosa es una bacteria productora de biosurfactantes como los ramnolipidos, involucrados en
procesos de remocidn de aceites y productos relacionados, como los hidrocarburos. La produccion de
biosurfactantes facilita que los hidrocarburos entren en contacto directo con la membrana para que sean
interiorizados y puedan actuar las oxigenasas, acelerando por tanto el proceso de biorremediacion28.29.35,
Muchos microorganismos implicados en estos procesos poseen sistemas enzimaticos para degradar y
utilizar el petroleo diesel como una fuente de carbono y energia3!. Estas enzimas pueden ser peroxidasas
y oxigenasas, que permiten la oxidacién mas o menos especifica de algunas fracciones del petroleo. Esta
oxidacion cambia las propiedades de los compuestos, haciéndolos susceptibles de ataques secundarios
y facilitando su conversion a bidxido de carbono y agua, basta una oxidacién para disminuir su
toxicidad?2.

El hecho que en los primeros siete dias se dio el mayor porcentaje de eficiencia en la biodegradacion;
podria deberse a que en un inicio ocurre la degradacion de las fracciones menos complejas, y mas faciles
de degradar, y posteriormente ocurre la degradacion de las fracciones mas recalcitrantes!!. Esto también
puede deberse a que como “Tween 80 es un surfactante biodegradable, y a este periodo de tiempo ya
las bacterias lo estan degradando y por eso baja el porcentaje de eficiencia en la biodegradacion. Torres
et al.32informan que “Tween 80 es un surfactante altamente biodegradable y que alrededor del 45% de
éste se degrada en un periodo de 168 hrs. Wong et al3! sefialan que P. aeruginosa cuando se combina
con “Tween 80” mejora de manera efectiva la solubilidad y degradacion del hidrocarburo. Asi mismo,
algunos autores reportan que el proceso de degradacion del petréleo se puede llevar a cabo desde dias
hasta meses.

Cuando se aplico “Tween 80 al 0.1% y al 0.5% existe un promedio de eficacia de biodegradacion
similar, siendo mejores que cuando se utilizo el “Tween 80” al 1.0%. Pero el mayor porcentaje de
eficiencia de biodegradacion fue cuando se utilizo la dosis menor (0.1%), esto nos indica que seria la
dosis mas eficiente; similar resultado reporta Torres y col55 que sefialan que el mejor resultado para la
biorremediacion es cuando se aplica una dosis menor de surfactante (las dosis fueron de 0.1, 0.5 y 1%).
También se ha reportado que con una dosis de 0.2% de surfactante es suficiente para la biodegradacion
del suelo contaminado con hidrocarburos y se ha indicado que la mejor eficiencia de biodegradacion no
siempre esta relacionada con el empleo de una alta concentracion de surfactante, ya que una alta
concentracion puede inhibir la biodegradacion. En el mismo sentido, se ha sefialado que a una alta
concentracion de surfactante, el sustrato no esta disponible porque se encuentra en la fase micelar, las
moléculas del sustrato tienen que ser transferidas de la fase micelar a la fase acuosa para que sean
biodisponibles para los microorganismos?329.33,

El proceso de biodegradacion, también puede medirse de manera indirecta, ya que se presentan una
serie de fendmenos que sirven como indicadores de que la materia organica contaminante esta siendo
degradada, por ejemplo el crecimiento de P. aeruginosa empleando como Unica fuente de alimentacion
a Diesel 1I35.

P. aeruginosa alcanzo6 densidades poblaciones maximas que van desde 17 x 1010 UFC/g hasta 39 x 1010
UFC/g. Una de las posibles causas del incremento de la biomasa microbiana luego de un tiempo de
exposicion al contaminante es que éstas son capaces de degradar los hidrocarburos a formas menos
toxicas al emplearlas como fuente de carbono, para la sintesis de nuevas células. También se ha
demostrado que las bacterias oxidantes del petroleo aumentan de 103 a 106 veces poco tiempo después
de un derrame, similar al resultado obtenido en los primeros tres dias, que hubo un incremento de la
biomasa, de 10a 1010 P, aeruginosa. Asimismo, se observd que hubo crecimiento hasta el dia nueve,
luego empieza a bajar la biomasa microbiana; esto puede deberse al agotamiento progresivo de la fuente
de carbono (diesel). En conclusion: (i) las concentraciones 0.1%, 0.5% y 1.0% de “Tween 80" tienen un
efecto positivo en el proceso de biodegradacion de petroleo Diesel 11 en suelo, por P. aeruginosay (ii)
asi la concentracion oOptima de “Tween 80” es al 0.1% y se puede recomendar que en futuras
investigaciones: (i) se deben evaluar y determinar la mejor mezcla de surfactantes que contribuyan a
una mayor capacidad de biodegradacion y (ii) se debe comparar el efecto de biosurfactante y el efecto
de surfactantes quimicos.
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