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Efecto de la fuente nitrogenada
sobre la capacidad de degradacion del petrdleo
diesel 2 por Pseudomonas sp.

Nélida Milly Otiniano-Garcia

Introduccion

Gran parte del desarrollo creciente de la sociedad moderna y contemporanea se
fundamenta en la explotacion de petréleo, el aumento de la demanda de este hidrocarbu-
ro, implica un alto riesgo de derrames accidentales que pueden ser minimizados, mas no
totalmente eliminados. La preocupacion por el medio ambiente aument6 después de los
grandes derrames que causaron graves danos en el ecosistema; en consecuencia, se desa-
rrollaron técnicas que incluyen métodos fisicos, quimicos y bioldgicos para remediar areas
contaminadas por petréleo y sus derivados.

Entre los derivados del petroleo, el diesel 2 es el combustible que mas se consume en
el Pert y es utilizado principalmente en el transporte, la industria y la generacion eléctrica.
Su consumo se incremento entre los anos 1995 y 1999 debido al crecimiento de la genera-
cién termo eléctrica a base de este combustible y al aumento de la flota automotriz a Diesel
como consecuencia de haberse aplicado menores impuestos que a las gasolinas.En el ano
2004,1a demanda interna de derivados de petréleo alcanzé un promedio de 151.6 Millones
de Barriles De Petroleo (MBDP),siendo el diesel 2 el combustible que tuvo la mayor deman-
da con 63.7 MBDP (42%),seguido por las residuales y las gasolinas para los que se registra-
ron consumos de 27,0 MBDP (18%) y 21.7 MBDP (14%) respectivamente.

El petroleo tiene el problema de ser insoluble en agua y,por lo tanto, dificil de limpiar.
Ademas, su color, olor y viscosidad lo hacen dificil de disimular. En general, los derrames
de hidrocarburos afectan profundamente a la fauna y vida en el lugar, razén por la cual la
industria petrolera mundial debe cumplir con normas y procedimientos muy estrictos en
materia de proteccion ambiental.

En el Pert se registran derrames de petréleo desde 1978,uno de ellos fue el produci-
do en el oleoducto marino de Talara, hasta uno de los dltimos ocurrido el ano 2000 en el rio
Maranén que afect6 la Reserva Pacaya-Samiria, que es el area protegida de mayor superficie
del pais.Este derrame de 5 500 barriles de petréleo,afect6 los distritos de Urarinas y Parinari,
provincia de Loreto, constituyendo un desastre ecolégico, cuyas consecuencias estan toda-
via perjudicando el ambiente y a la poblacion nativa de la zona.La responsable tanto del ac-
cidente como de la actual situacion fue la transnacional Pluspetrol, con sede en Argentina.

Se estima que el derrame ha afectado a unas 20.000 personas, muchas de las cuales
pertenecen al grupo étnico Cocamas-Cocamillas. La contaminacion de las aguas ha altera-
do su vida cotidiana, ya que ellos utilizan el agua del rio para beber, banarse y para espar-
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cimiento. La pesca, que constituye su recurso basico, se ve impedida por la contaminacion
existente y la muerte de la fauna del rio. Se han multiplicado los casos de diarrea y enfer-
medades de la piel. Pero no solo derrames mayores causan contaminacion sino también
los constantes derrames accidentales en suelos de nuestra selva,los que se producen por el
rompimiento del Oleoducto Nor-Peruano, debido a accidentes naturales y por la actividad
extractiva.

También se han registrado derrames accidentales como el que ocurri6 en el rio Pabe-
116n La Quinua a la altura del km 50 de la carretera Cajamarca-Hualgayoc, mientras se trans-
portaba combustible para la minera Gold Fields, generando masiva intoxicacién y muerte
de miles de truchas y poniendo en peligro la ingesta tradicional de los habitantes de la zona.

El efecto de los combustibles (crudo, diesel, gasolina u otros) sobre las especies que
habitan nuestro mar es diverso y la mayoria de las veces letal, algunos de ellos son: las aves
pierden su capacidad de volar y sus plumajes pierden impermeabilidad; los peces que se
impregnan pierden su habilidad natatoria, pero las principales afectadas son aquellas espe-
cies que, por su limitada capacidad de movilizaciéon quedan expuestas,y sin capacidad de
respuesta, al hidrocarburo.

Desde hace varios anos, se han estudiado diversos procedimientos con el fin de re-
mediar sitios contaminados con hidrocarburos, donde una de las alternativas es la utiliza-
cion de microorganismos como bacterias, hongos, levaduras o microalgas ya sea en cultivo
axénico o en forma de consorcios. El término que se utiliza para definir este método es
biorremediacion,y es uno de los métodos mas efectivos, menos costosos y con una menor
alteracion del ecosistema. La biorremediacion se basa en tres aspectos principales: La exis-
tencia de microorganismos con capacidad catabdlica para degradar un contaminante, la
disponibilidad del contaminante para el ataque microbiano o enzimatico,y las condiciones
ambientales adecuadas para el crecimiento y actividad del agente.

La principal caracteristica de la biorremediacion, es que los contaminantes no se
destruyen, sino que a través de la actividad microbiana se transforman en compuestos qui-
micamente diferentes e inocuos para el ambiente. Cuando la transformacion llega hasta la
generacion de diéxido de carbono y agua, se habla de una completa mineralizacion.

Se ha investigado durante varios anos la capacidad degradativa de hidrocarburos
por microorganismos, se ha informado que existe un amplio nimero de géneros bacteria-
nos, entre los cuales podemos destacar a Brevibacterium, Spirillum, Xanthomonas, Alcalige-
nes, Arthrobacter, Nocardia, Flavobacterium, Vibrio, Achromobacter, Acinetobacter, Micrococcus,
Serratia, Bacillus, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas aureofasciens, Pseudomonas sp,
Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Candida, Rhodotorula y Sporobolomyces,
los cuales disminuyen la concentracion de hidrocarburos presentes en el ambiente y al
mismo tiempo son inocuas para la salud y el medio ambiente®. Estas bacterias producen
bioemulsificantes y biosurfactantes que disminuyen la tension superficial entre el petréleo
y el medio acuoso facilitando el acceso microbiano a la fuente de carbono insoluble para
su degradacion.

Para que los microorganismos puedan llevar a cabo la biodegradacion de los hidro-
carburos en el suelo,la humedad, aireacion, pH,y temperatura, entre otros,deben encontrar-
se dentro de rangos 6ptimos para tal fin,ocurriendo lo mismo para los diferentes nutrientes,
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donde se ha podido observar que los nutrientes limitantes para que este proceso ocurra son
el nitrogeno y el fésforo. En los sistemas disenados la relacion final de carbono/nitrégeno/
fésforo (C:N:P) fue de 100:5:1.

La determinacion de la fuente de nitrégeno es esencial para el proceso de biorre-
mediacion, pues el nitrégeno esta intimamente ligado al metabolismo de los microorga-
nismos. Como lo demostraron algunos estudios realizados en hongos en los que por cada
100 unidades de carbono degradadas fueron necesarias 3 a 4 unidades de nitrogeno. De las
diversas formas de nitrogeno encontradas en la naturaleza, los microorganismos asimilan
mas facilmente el amonio, sin embargo, los microorganismos que poseen enzimas nitrato y
nitrito reductasas presentan la capacidad de asimilar respectivamente nitrato o nitrito, redu-
ciéndolos a nitrito y amonio respectivamente.

Al intentar emplear microorganismos en el control de la contaminacion, se deben
reconocer dos principios interrelacionados. El primero es que los microorganismos activos
metabodlicamente catalizan reacciones de eliminaciéon de contaminantes,que dependen de
la concentracion del catalizador o de la biomasa activa.El segundo es que la biomasa activa
crece y se sustenta utilizando los sustratos primarios generadores de electrones y energia,
que son sus donantes y aceptores de electrones. La produccion de biomasa activa es pro-
porcional a la utilizacién de sustratos primarios. La conexién entre la biomasa activa (el
catalizador) y los sustratos primarios es el factor fundamental para comprender y explotar
los sistemas microbianos para el control de contaminacion.

A nivel mundial se estan realizando muchos estudios sobre biodegradacion de pe-
troleo diesel. La Agencia Americana de Proteccion del Ambiente (EPA), estd dando énfasis
a las investigaciones sobre la degradacion de petréleo diesel,que por ser un producto de la
refinacion del crudo, tiene composicion mas simple y el contenido de azufre es menor, lo
que facilita el seguimiento de la degradacion. Estudios de biorremediacion in situ de suelos
contaminados con diesel,han obtenido un éxito rotundo en la degradaciéon de compuestos
totales de petrdleo.

Uno de los casos mejor estudiados, es la biodesulfuracion oxidativa del petroleo die-
sel por Rhodococcus sp,se ha demostrado que este microorganismo es capaz de reducir mas
de la mitad del contenido de azufre en diesel, por lo que se considera como una importante
alternativa a la hidrodesulfuracion catalitica.

También se estd ensayando la utilizacion de enzimas que no requieren de la rege-
neracion de cofactores como base de los catalizadores, y se ha demostrado que la enzima
cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago puede oxidar selectivamente el azufre
de los organoazufrados del diesel, los cuales pueden ser removidos eficientemente de la
mezcla mediante una destilacion convencional.

En 1981, Atlas y Bartra desarrollaron un abono nitrogenado y fosforado oleéfilo que
sitda el nitrogeno y fésforo en la interface petréleo-agua, donde tiene lugar la biodegrada-
cion activa. Al ser oledfilo, el abono no se diluye y permanece unido al petréleo, alli donde
es necesario.Tras el vertido del Amoco Cadiz frente a las costas francesas en 1978,1a empre-
sa Elf Aquitaine desarroll6 un abono oleé6filo comercial llamado Inipo EAP 22, que es una
microemulsion con urea como fuente de nitrégeno, lauril fosfato como fuente de fésforo y
acido oleico como fuente de carbono para reforzar las poblaciones de microorganismos de-
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gradadores de hidrocarburos que dio muy buenos resultados en el tratamiento del vertido
del Exon Valdez frente a las costas de Alaska en 1989.

En el Perg, no faltan los danos ambientales causados por hidrocarburos, como los
ocasionados por tomas clandestinas, perforaciones, fugas, y vertimiento al suelo de aceites
provenientes de transportes e industrias que generan complejas combinaciones quimicas,
asi mismo se observa con frecuencia que en algunos puertos maritimos como Salaverry, en
el departamento de la Libertad, el mar recibe descargas continuas de petroleo diesel de las
embarcaciones,lo que causa un grave dano no solamente a la flora acuética,sino también a
las aves del lugar y a los banistas ya que los hidrocarburos tienen propiedades mutagénicas,
toxicas y cancerigenas.

En Trujillo se han realizado estudios sobre aislamiento e identificaciéon de microor
ganismos degradadores de petroleo,y se ha estudiado el efecto del inéculo y sustrato en
la degradacion del petroleo en agua de mar artificial con cultivo bacteriano mixto. En tra-
bajos previos, se investigd la eficiencia de degradacion de petrdleo diesel por el consorcio
Microorganismos Eficaces (EM) en biorreactores de tanque aireado y agitado, y también
en biorreactores con biopeliculas, encontrando en ambos casos mas del 50% de eficiencia,
También se estan realizando trabajos para determinar el efecto de la concentraciéon de pe-
tr6leo diesel 2 en la cinética de crecimiento de Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Micro-
coccus 'y Lactobacillus,con miras a obtener cepas cuya velocidad de crecimiento no se vea
afectada por el petréleo.

Son pocos los estudios realizados acerca de la influencia de la fuente nitrogenada
sobre la capacidad de biorremediacién de petréleo por bacterias,sin embargo, Caldas y So-
l6rzano,al ensayar las condiciones de degradacion de hidrocarburos por hongos filamento-
sos Aspergillus nigery Penicillium corylophilum,empleando como fuentes de nitrégeno urea,
nitrato de sodio y sulfato de amonio,determinaron que utilizando la urea se obtuvo el mayor
porcentaje de degradacion (17.7%) para Aspergillus niger'y 20.1% para Penicillium corylopl-
hilum,en ambos casos se logré mayor eficiencia que con el empleo de Extracto de levadura
en el medio control (13.1%). Este estudio nos brinda un dato muy importante puesto que
la urea es un insumo de bajo costo que permitiria establecer procesos de biorremediacion
mucho mas econémicos,sin embargo aun falta determinar si la urea tendra el mismo efecto
sobre cultivos bacterianos, como Pseudomonas sp.

La finalidad del presente estudio fue evaluar el efecto de la fuente nitrogenada sobre
la capacidad de degradacion de diesel 2 por Pseudomonas sp con miras a obtener una
fuente de nitrégeno Optima para que estas bacterias desarrollen su maximo potencial de
degradacion de petréleo diesel 2,y a la vez permitan establecer procesos de biorremedia-
cién menos costosos.

Material y métodos
Material de estudio

Cultivo de Pseudomonas sp, aislado de lodos activos de la planta de tratamiento de
aguas Covicorti-Trujillo.
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Medios de cultivo

e Agar Plate Count

*  Agar Soya Tripticasa

*  Medio Minimo de Davies
e Urea

e Nitrato de Sodio

e Sulfato de amonio

*  Extracto de levadura

Preparacion de los inoculo

El cultivo fue inoculado en placas con Agar Soya Tripticasa e incubado a temperatura
ambiental 22 + 2° C durante 24 horas.

Transcurrido ese tiempo, se cosecharon las células con S.S.F estéril, preparando sus-
pensiones similares al tubo N° 3 del Nefel6metro de Mac Farland.

Preparacion de los sistemas de evaluacion

Una vez armados y debidamente esterilizados, los cuatro biorreactores se alimenta-
ron de la siguiente manera:

0.98 Litros de medio minimo de Davies, con petréleo diesel 2 al 5% como fuente
de carbono,y como fuente de nitrogeno Urea, Nitrato de sodio, o Sulfato de amonio segtn
correspondia y al biorreactor control se le agregd extracto de levadura, en todos los caso la
relacion C/N fue de 100/101uego, a cada biorreactor se adicion6 20 ml de inéculo de Pseu-
domonas sp.Cada experimento se realizo por triplicado.

Determinacion de la mineralizacion del petroleo diesel 2

Se midié la concentracién de petréleo diesel 2 midiendo la concentracion de grasas
totales por el método de Gerber,al inicio y al final del proceso (a los 45 dias de tratamiento).

Determinacion de la cinética de crecimiento

Al tiempo cero y cada 48 horas se tomaron muestras de cada uno de los biorreac-
tores y se hicieron diluciones para llevar a cabo el recuento de microorganismos por el
método de recuento en placa en Agar Plate Count.

Luego los datos fueron ploteados en papel semilogaritmico,y corregidos por el mé-
todo de los minimos cuadrados para hallar la velocidad de crecimiento de los microorga-
nismos en estudio.
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Determinacion de la eficiencia del bioproceso

La eficiencia se evalu6 de acuerdo al tiempo de residencia del hidrocarburo en el
biorreactor y al consumo del mismo durante el tratamiento.

% eficiencia = MO /MO, x 100
MOc = MOi-MOf

Donde:

MOc = materia orgénica consumida (% de petréleo v/v)

MOi = concentracion inicial de materia organica (% de petroleo v/v)
MOf = concentracion final de materia organica (% de petrdleo v/v)

Analisis de datos

Se aplico la prueba t de Student (p = 0.05) para comparacién de promedios y obten-
cion de la diferencia significativa entre los resultados obtenidos empleando las diferentes
fuentes nitrogenadas, con respecto a los resultados obtenidos con extracto de levadura, para
esto se emple6 el paquete de computo SPSS 15.0 para Windows.

Resultados

Al evaluar el efecto de la fuente nitrogenada sobre la capacidad de mineralizacion
de petréleo Diesel 2 por Pseudomonas sp,se encontrd que el mayor porcentaje de eficien-
cia se alcanza cuando se emplea sulfato de amonio como fuente de nitrégeno (92.67%),
seguido por el valor obtenido cuando se emplea urea (70.66%), no se observo diferencia
significativa (p = 0.05) cuando se compar6 el porcentaje obtenido en el biorreactor con
nitrato de sodio, con el obtenido cuando se emple6 el extracto de levadura que sirvié6 como
control como se puede observar en la tabla 1.

En la tabla 1 también se puede observar que la mayor velocidad de crecimiento de
Pseudomonas sp, se alcanza cuando desarrolla en presencia de sulfato de amonio (2.07
dia), no existiendo diferencia significativa con la velocidad alcanzada cuando se emplea
extracto de levadura (2.13 dia?), la menor velocidad de crecimiento se obtuvo cuando se
empled urea como fuente nitrogenada (0.64 dia™),lo cual se ve reflejado en las pendientes
de la curva de crecimiento que se presentan en la figura 1.

Tabla 1
Valores promedio del porcentaje de eficiencia en la degradacién de petrdleo diesel 2
y la velocidad de crecimiento de Pseudomonas sp, cultivado en biorreactores de tanque
agitado empleando cuatro fuentes nitrogenadas

Fuente de nitrégeno % de eficiencia Velocidad de crecimiento (Dia™")
Extracto de levadura (control) 56.47 213
Sulfato de amonio 87.40 (p =0.5798) 2.07 (p=0.5708)
Urea 33.66 (p =0.032) 0.69 (p = 0.032)
Nitrato de sodio 54.95 (p = 0.0017) 1.11 (p =0.0017)
P =0.05
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Figura 1
Curva de crecimiento de Pseudomonas sp, en biorreactores de tanque asitado
empleando extracto de levadura (control), urea, sulfato de amonio y nitrato de sodio
como fuentes nitrogenadas durante la degradacién de petréleo diesel 2
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Discusion

Cuando se van a llevar a cabo procesos de biodegradacion de petrdleo, es preci-
so tener en cuenta que el petroleo es una mezcla muy compleja de distintos compuestos
quimicos, gran parte de ellos pueden ser metabolizados y convertidos en CO, y H,O. Sin
embargo, existen varios factores que dificultan el proceso de biodegradacion. El principal
es que el petréleo contiene mucho carbono y bastante azufre en formas asimilables por los
microorganismos, pero tiene muy poco nitrégeno y fésforo. Como todos los seres vivos, los
microorganismos necesitan un aporte equilibrado de diferentes nutrientes. Por lo tanto, los
hidrocarburos del petrdleo no podran ser metabolizados eficientemente por los microorga-
nismos a menos que se suministren fuentes de nitrégeno y fésforo adecuadas.

La determinacion de la fuente de nitrégeno es esencial para el proceso de biorreme-
diacion, pues el nitrogeno esta intimamente ligado al metabolismo de los microorganismos,
ya que proporciona el elemento necesario para la produccién de aminoacidos y enzimas,
como mencionan Ercoli al llevar a cabo el andlisis y evaluacion de los parametros criticos
en biodegradacion de hidrocarburos en suelo,y debido a que la utilizaciéon de estos com-
puestos es muy rapida los suelos no alcanzan a cubrir todas las necesidades del proceso,
por lo que deben ser incorporados bajo la forma de fertilizantes de uso agricola como urea
o sulfato de amonio.

En este trabajo, a fin de evaluar el efecto de la fuente nitrogenada sobre la minerali-
zacion de diesel 2 por Pseudomonas sp,se emplearon dos fuentes nitrogenadas inorganicas
(sulfato de amonio y nitrato de sodio) y dos fuentes orgéanicas como el extracto de levadura
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(control) y la urea, durante 45 dias de monitoreo; se empleé el extracto de levadura como
control, puesto que es el ingrediente que se emplea en los medios de cultivo convenciona-
les,como se sabe el extracto de levadura estimula el crecimiento por ser una buena fuente
de aminoacidos, vitaminas,y otros nutrientes; por esta razon como se puede observar en la
tabla 1,aunque el porcentaje de eficiencia en la degradacion de petroleo diesel 2 no es el
mas alto cuando se emplea esta fuente de nitrogeno (56.47%),se obtiene la mayor veloci-
dad de crecimiento (2.13 dia™), lo que indicaria que por ser un sustrato complejo, aporta
ademas alguna fuente carbonada que impide que el microorganismo se incline exclusiva-
mente hacia el metabolismo del petréleo, como ocurre cuando se emplean otras fuentes
mas simples;sin embargo si se tiene en cuenta la viabilidad econémica del proceso, el costo
elevado de este nutriente afectaria considerablemente la economia, de modo que se hace
indispensable procurar otras fuentes de N que disminuyan los costos de produccion,siendo
las méas recomendables las fuentes inorganicas, que ademas de ser mas baratas son muy
utilizadas en procesos industriales.

El andlisis de resultados revela que la mayor eficiencia de degradacion fue obtenida
con la adicién de sulfato de amonio (87.40%) (p < 0.05), ademas se obtuvo la mayor velo-
cidad de crecimiento después del extracto de levadura, esto podria explicarse teniendo en
cuenta que de las diversas formas de nitrogeno encontradas en la naturaleza,los microorga-
nismos asimilan mas facilmente el amonio,el cual por carecer de componentes carbonados,
obliga al microorganismo a utilizar el petréleo como tUnica fuente de carbono, lo que se
comprueba al determinar la curva de crecimiento, pues la determinacion de la biomasa
microbiana es una herramienta que ha sido utilizada, fundamentalmente, para evaluar la
respuesta in situ de las bacterias del suelo, a la hora de degradar contaminaciones por hi-
drocarburos derivados del petréleo. La respuesta de la comunidad microbiana, reflejada
en forma de un incremento significativo en la densidad de poblacién, es un indicador del
potencial intrinseco de la descontaminacion bioldgica y por extension de la posibilidad
de estimular ese potencial,y en este caso también se obtuvo una velocidad de crecimiento
muy similar a la obtenida con extracto de levadura (2.07 dia™).

Cuando se emple6 nitrato de sodio como fuente nitrogenada, se obtuvo un porcen-
taje de eficiencia muy similar al encontrado empleando extracto de levadura (p = 0.399),
esto debido a que Pseudomonas, posee enzimas nitrato y nitrito reductasas que le otorgan
la capacidad de asimilar respectivamente nitrato o nitrito, reduciéndolos a nitrito y amo-
nio respectivamente.

A diferencia de Caldas y Solérzano® quienes al emplear hongos en tratamientos
de suelos contaminados con hidrocarburos, obtuvieron el mayor porcentaje de mineraliza-
cion empleando urea como fuente de nitrégeno, en este trabajo,se obtuvo el porcentaje de
eficiencia mas bajo cuando se emple6 urea como fuente nitrogenada (33.66%), lo que se
relaciona con la ineficiencia en la produccion de enzima ureasa por las bacterias del géne-
ro Pseudomonas,lo cual también se ve reflejado en la velocidad de crecimiento (0.69 dia-1)
que resulto ser la mas baja de todas como se puede observar en la tabla 1.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, no estan muy alejados de los obte-
nidos en otras investigaciones, asi Barraza, refiere que la biodegradacion de petréleo crudo
y gasolina en sistemas terrestres y marinos se acelera por adicion de nitrégeno y fésforo
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en forma de urea, fosfato y sales de amonio, lo cual fue demostrado por los investigadores
de la Empresa Elf Aquitaine al emplear Inipo EAP 22 (compuesto de urea, laurilfosfato y
acido oleico) en la limpieza del vertido del buque Exon Valdez, frente a la costas de Alaska
en 1989, logrando incrementar las poblaciones de microorganismos degradadores de hi-
drocarburos. Esto se explica porque cuando hay un vertido de petrdleo en ambientes que
presentan una baja concentracion de nutrientes inorganicos, se suelen producir elevados
cocientes de C:N y/o C:Rlos cuales son desfavorables para el crecimiento microbiano.Como
se sabe, la disponibilidad de N y P limita la degradaciéon microbiana de hidrocarburos. De
esta manera, el ajuste de estas proporciones mediante la adiciéon de nutrientes en forma de
fertilizantes oleofilicos incluyendo urea parafinizada, octoato férrico, MgNH,PO, en soporte
de parafina y oxido 2-etilhexildipolietileno fosfato estimularan la biodegradacion.

La EPA recomienda utilizar proporciones C:N de 100:10 a 1000:10 para la biodegra-
dacion de suelos contaminados por hidrocarburos.Aunque en general la adicion de fuentes
inorganicas de N y P al suelo es beneficiosa para los procesos de biodegradacion, existen
estudios que han descrito efectos inhibitorios en la adicién de nutrientes inorganicos. Mor-
gan y Watkinson describieron una inhibicién de la mineralizacién de fenantreno al anadir
nitrégeno inorganico.

Asimismo, el uso excesivo de nutrientes inorganicos también puede inhibir los pro-
cesos de biodegradacion. Para evitar el exceso de nutrientes, asi como la pérdida de los
mismos por lixiviacion, también se han utilizado fertilizantes inorganicos oleofilicos de libe-
racion lenta (Inipol EPA 22) para la biorremediacion de suelos contaminados.

Ademas es importante destacar que cuando se trata de suelos contaminados con
hidrocarburos,la accion de los nutrientes inorganicos puede estar limitada debido a la inte-
raccion quimica con los minerales del suelo (el amonio se puede unir a las arcillas por inter-
cambio catiénicoy el fosfato puede calcio, hierro y aluminio),de alli la importancia de reali-
zar estudios de laboratorio para determinar el efecto que causara un nutriente determinado.

Como se puede observar en los resultados,la biomasa aument6 en funcién a la capa-
cidad de Pseudomonas para metabolizar las diferentes fuentes nitrogenadas mostrando una
cinética de crecimiento tipica de Monod, lo que indica que el hidrocarburo ha sido usado
para el crecimiento bacteriano,y a pesar de que se obtuvieron porcentajes de eficiencia
bastante aceptables, en ninguno de los casos se logré una completa degradacion del petro-
leo hasta CO,.

El hecho de no alcanzar la completa degradaciéon puede deberse a la complejidad
en la composicion del diesel 2, pues estd compuesto mayormente de alcanos lineales o
ramificados con cadenas de diferente longitud y contiene una variedad de compuestos
aromaticos,muchos de los cuales son conocidos por ser facilmente biodegradables,sin em-
bargo, debido a su baja solubilidad en agua, la biodegradacion de estos compuestos casi
siempre estd limitada por las bajas tasas de disolucion, sorciéon o transporte. En general,
la biodisponibilidad de compuestos hidrofébicos, estda determinada por sus caracteristicas
de sorcion, y disolucion y procesos de transporte a través de la célula microbiana, en este
caso,la biodegradacion no parece estar limitada por las caracteristicas metabolicas de Pseu-
domonas ya que se degradd una fraccion importante de este hidrocarburo, sin embargo
la incapacidad de las bacterias de degradar totalmente el hidrocarburo parece deberse a
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limitaciones en transferencia de masa,por lo cual el hidrocarburo no se degrada totalmente,
y hace necesario continuar con los estudios para lograr la optimizacion de este bioproceso.

Conclusiones

El sulfato de amonio tiene efecto favorable sobre la degradacion de petroleo diesel 2
por Pseudomonas sp,aumentando la eficiencia del bioproceso (p = 0.0002).

La urea ejerce efecto desfavorable sobre la degradacion de diesel 2,disminuyendo la
eficiencia del bioproceso (p = 0.0039)

No hay diferencia significativa entre los porcentajes de eficiencia en la degradacion
de diesel 2 cuando se emplean extracto de levadura y nitrato de sodio como fuentes nitro-
genadas (p = 0.399), por lo que ejercen el mismo efecto sobre la degradacion de diesel 2,
logrando un porcentaje de eficiencia de alrededor del 55%.

Recomendaciones

Evaluar otros factores que pueden afectar la eficiencia de la biodegradacion de die-
sel 2,como los valores de pH y temperatura. Evaluar otras fuentes de nitrogeno y de fésforo
para mejorar el proceso de biodegradacion.
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Figura 2
Biorreactores de tanque asgitado al inicio del proceso de degradacion
de petréleo diesel 2 por Pseudomonas sp, empleando urea, nitrato de sodio,
sulfato de amonio y extracto de levadura como fuentes nitrogenadas
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Figura 3
Biorreactores de tanque agitado, al final el proceso de degradacion
de petréleo diesel 2 por Pseudomonas sp, empleando urea, nitrato de sodio,
sulfato de amonio y extracto de levadura como fuentes nitrogenadas




