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Resumen 

La contaminación de aguas marinas por hidrocarburos viene ocurriendo de modo 

más frecuente, generando graves problemas a nivel mundial, afectando 

ecosistemas como la flora y fauna del medio marino, debido a esto, se han 

desarrollado diversas técnicas de recuperación y/o degradación, con diversos 

grados de eficiencia, por lo cual se hace necesario, desarrollar técnicas sostenibles 

y de bajo consumo energético. El objetivo de la investigación fue evaluar el efecto 

del pH y dosis de bacteria halófila en la degradación de hidrocarburos. La 

metodología utilizada fue un diseño experimental de tipo factorial considerando 

valores de pH 6, 8,10 y dosis de 3.0 x 108 y 1.2 x 109 UFC de Bacillus marisflavi, 

con dos repeticiones para cada tratamiento, para lo cual se utilizó un estándar, 

conteniendo ocho hidrocarburos en solución mix. Los resultados muestran que las 

mejores condiciones de degradación de hidrocarburos son a pH 10 y con una dosis 

3.0 x 108 de bacteria halófila alcanzando valores de degradación del 90.5% 89.5% 

y 88.8% para el tetracosano, octadecano y eicosano. Así mismo que tras 24, 48 y 

72 horas de fermentación no hay diferencia significativa en la degradación de 

hidrocarburos a las condiciones realizadas. Se concluye que existe influencia del 

pH en la degradación de hidrocarburos en soluciones acuosas, pero que es 

independiente de la dosis de Bacillus marisflavi utilizada.  

Palabras clave: pH, dosis, degradación, hidrocarburos, bacterias halófilas. 
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Abstract 

The contamination of marine waters by hydrocarbons has been occurring more 

frequently, generating serious problems worldwide, affecting ecosystems such as 

the flora and fauna of the marine environment, due to this, various recovery and/or 

degradation techniques have been developed, with different degrees of efficiency, 

for which is necessary to develop sustainable techniques and low energy 

consumption. That is why it was proposed to evaluate the effect of pH and dose of 

halophilic bacteria on the degradation of hydrocarbons. The methodology used 

corresponds to an experimental design of factorial type considering values of pH 6, 

8,10 and doses of 3.0 x 108 and 1.2 x 109 CFU of Bacillus marisflavi, with two 

repetitions for each treatment, for which a standard containing eight hydrocarbons 

in mixed solution was used. The results show that the best hydrocarbon degradation 

conditions are at pH 10 and with a dose of 3.0 x 108 of halophilic bacteria, reaching 

degradation values of 90.5%, 89.5% and 88.8% for tetracosane, octadecane and 

eicosane. Likewise, after 24, 48 and 72 hours of fermentation there is no significant 

difference in the degradation of hydrocarbons under the conditions carried out. It is 

concluded that there is an influence of pH on the degradation of hydrocarbons in 

aqueous solutions, but that it is independent of the dose of Bacillus marisflavi used. 

Keywords: pH, dose, degradation, hydrocarbons, halophilic bacteria. 
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I. INTRODUCCIÓN

En la actualidad, la contaminación de las aguas marinas por hidrocarburos viene 

ocurriendo de modo más frecuente generando graves problemas a nivel mundial, 

debido a su impacto sobre el ambiente, en especial en los cuerpos de aguas marinas, 

que conllevan a que grandes cantidades de hidrocarburos sean vertidos en su 

ecosistema (Mesa et al., 2019, p.158). Algunos de los impactos más resaltantes a 

causa de los derrames por hidrocarburos son las alteraciones histológicas, 

bioquímicas, y el desarrollo reproductivo de los organismos (Villamizar, 2021, p. 47), 

además de generar problemas sociales y económicos, entre ellos la paralización del 

turismo debido al bloqueo y declaración de emergencia de las playas afectadas 

(Capurro et al., 2022, p. 68).  

Debido al impacto generado por derrames de hidrocarburos sobre la biodiversidad 

marina, muchas especies se ven afectadas de manera directa por ejemplo las algas, 

aves, tortugas y delfines, de acuerdo a lo mencionado, en los últimos años han 

incrementado las investigaciones experimentales enfocados en tratamientos 

biológicos, físicos y químicos para eliminar estos contaminantes orgánicos (Mojiri et 

al., 2019, p. 2). Dentro de los métodos químicos, la oxidación por Fenton es una de 

las más aplicadas previo tratamiento primario o físico, logrando remover hasta 92,54 

% de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) en un tiempo de reacción de 40 

minutos (Singa et al., 2020), sin embargo, tal como sugieren los autores es necesario 

realizar más estudios para obtener condiciones operativas efectivas en la eliminación 

de HAP de los efluentes mediante procesos de oxidación avanzados, algo que 

generaría costos de inversión altos. Dentro los métodos físicos la ultrafiltración logra 

remover hasta 99,95 % de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) pero el 

sistema de filtros se ensucia muy rápido además que tiene mucha presión externa 

(Inukai et al., 2016).  

Por último, dentro de los métodos biológicos se tiene la remediación microbiana, la 

fitorremediación y la micorremediación, los cuales permiten la eliminación mediante 

el método de adsorción de los compuestos nocivos y reducen su concentración 

logrando remover hasta el 95% de diesel (Khalid et al., 2021, p. 2). Son procesos 



2 

lentos y complejos, además que la diversidad y la capacidad metabólica de las 

bacterias degradadoras de hidrocarburos tienden a disminuir a medida que las 

condiciones ambientales se vuelven más extremas, ya que los microorganismos 

convencionales no reaccionan bien en condiciones donde se altera su membrana 

celular, se desnaturaliza sus proteínas y otros efectos perjudiciales (Marsh et al., 

2020).  

Por todo ello, a pesar de que los métodos físicos y químicos tienen sus ventajas en 

tiempo y remoción, la problemática radica en el factor económico, además de los 

residuos que pueden generar lodos peligrosos debido a los insumos químicos 

empleados, por lo que un método amigable con el ambiente, resulta los tratamientos 

biológicos, debido a que logran tener eficiencias altas de degradación de 

hidrocarburos (Fu et al., 2021), entre los tratamientos biológicos, existen hipótesis en 

el empleo de bacterias halófilas para la degradación de hidrocarburos ya que ha 

demostrado buenos resultados, dado que al vivir en hipersalinidad, tienen la 

capacidad de equilibrar la presión osmótica del medio, presión atmosférica y 

suprimen el crecimiento de la mayoría de otros microorganismos (Villegas, et al., 

2017), además que al crecer en ambientes de pH neutro y alcalino logran soportar 

altas temperaturas. Sin embargo, la sensibilidad de los microorganismos a la 

toxicidad y la variación de químicos orgánicos producidos en el agua son factores 

que limitan su aplicación (Kshirsagar et al., 2020). 

Bajos los argumentos antes mencionados, surgió como problema general ¿Cómo 

influye el pH y la dosis de bacterias halófilas en la degradación de hidrocarburos en 

soluciones acuosas? 

La investigación realizada se justificó, ya que permitió cubrir parte de la brecha de 

conocimiento existente entre el uso de bacterias halófilas en el tratamiento de aguas 

contaminadas con hidrocarburos, aporta una alternativa de solución para 

biorremediar la calidad de los cuerpos de agua subterráneos y superficiales, puesto 

que demuestra cuan eficiente puede llegar hacer las bacterias halófilas, además de 

poseer mayor resistencia evitan el mayor consumo en el proceso de purificación y 

tratamiento, de este modo beneficiaria  a las poblaciones aledañas y aportaría en la 
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prevención de riegos por contaminación de hidrocarburos, mejorando la calidad del 

agua disponible para diversos usos, lo que generaría una mejor calidad de vida. 

El objetivo general de la investigación realizada fue evaluar el efecto del pH y la dosis 

de bacteria halófila en la degradación de hidrocarburos en soluciones acuosas, como 

objetivos específicos se evaluó el efecto del pH en la capacidad de degradación de 

hidrocarburos usando bacterias halófilas; además se evaluó el efecto de la dosis de 

bacteria halófila en la degradación de hidrocarburos en soluciones acuosas y, por 

último se evaluó el mejor tiempo de degradación de hidrocarburos en soluciones 

acuosas usando  las mejores condiciones de pH y dosis en el proceso fermentativo 

usando bacterias  halófilas. 

Finalmente, en la investigacion se planteó como hipótesis general que si existe efecto 

del pH y dosis de bacterias halofilas en la degradación de hidrocarburos en 

soluciones acuosas. 
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II. MARCO TEÓRICO

Los hidrocarburos se forman a través de la degradación anaeróbica y aeróbica de la 

materia orgánica por medio de tres etapas: Depósitos de organismos de origen vegetal 

y animal acumulados en el fondo de mares, a condiciones de alta presión y 

temperatura, y como compuestos no saturados, en presencia de catalizadores 

naturales (Servicio Geológico Mexicano, 2017), en su mayoría está formado por 

átomos de hidrógeno y carbono (Velásquez, 2017, p. 153). Aunque también pueden 

contener sulfuros, nitrógeno, compuestos de metales pesados y oxígeno, así como 

los hidrocarburos líquidos del gas natural; se les conoce como hidrocarburos líquidos 

(Adipah, 2018, p. 2). 

El efecto y la persistencia de los hidrocarburos en los ecosistemas se debe a su 

resistencia a la biodegradación, los altos niveles de bioacumulación y sus efectos 

adversos para la salud (Rodríguez, 2017, p. 12). La degradación de hidrocarburos es 

un proceso natural lento, aunque para generarlo dentro de las tecnologías 

emergentes, se ha encontrado que los microorganismos que viven en zonas 

contaminadas con hidrocarburos desarrollan habilidades para degradar estos 

contaminantes (Ordoñez et al., 2018). El mecanismo para generar degradación de 

hidrocarburos es aerobio y anaerobio, donde el microorganismo ingresa a las 

moléculas del hidrocarburo, es decir, al interior de su membrana celular mediante 

diferentes vías, y para lograrlo, puede involucrar acción de exoenzimas o surfactantes 

sintetizados para hacer biodisponible las moléculas (Arias, 2017), tiene la capacidad 

de utilizar diversos carbohidratos como fuente de carbono y de tener condiciones 

extremadamente salinas en las que pueden desarrollarse (Guzmán et al., 2017, p. 

110). Asimismo, este tipo de bacterias desarrollan una tolerancia a diversos metales 

pesados, gracias a su capacidad para adaptarse con varios mecanismos bioquímicos, 

también llegan a interactuar con algunos metales pesados y los incorpora así a sus 

vías metabólicas, pero sin tener ningún efecto negativo en su desarrollo (Florez, 2019). 

Las bacterias halófilas crecen en ambientes hipersalinos (entre 5% y 30% de sal), 

como pueden ser lagos, mares, salineras, desiertos, este tipo de bacterias se 

caracterizan por poseer las enzimas proteasas y las deshidrogenasas, gracias a ello, 

se pueden utilizar para sintetizar péptidos y biocatálisis en disolventes orgánicos 
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(Murrieta, 2018, p.15), las principales características que podemos identificar en las 

bacterias halófilas son que casi todas de ellas son aerobios estrictos y el otro pequeño 

porcentaje son anaerobias (Suganthi et al., 2018), la podemos encontrar de forma 

morfológica como bacilos, cocos, además, de otras formas raras (Rodriguez, Higuera 

y Sanjuanelo, 2019), crecen de forma óptima en pH neutros y alcalinos, además 

algunas son gram positivas y otras son gram negativas, otra de sus características 

son que cuentan con una pared celular la cual está compuesta con peptidoglucano, la 

que permite su supervivencia bajo estrés abiótico y biótico a altas presiones 

(Hasanzadeh et al., 2020, p. 2) 

Las bacterias halófilas se clasifican en cuatro grandes categorías, estas son según la 

concentración de sal que va a requerir para un óptimo crecimiento.  

Tabla 1. Características de crecimiento ideal según la categoría de halófilos. 

Categorías Características de crecimiento 

Halófilos extremos En ambientes mayores a 20% p/v NaCl (entre 2.5 a 5.2 M). 

Halófilos moderados NaCl de 10% a 20% p/v (entre 0.5 a 2.5 M). 

Halófilos débiles NaCl entre 1% a 10% p/v (entre 0.2 a 0.5 M). 

No halófilos En concentraciones inferiores a 0.2 M de NaCl (1% p/v). 

Fuente: Rosas (2017) 

En las bacterias halófilas podemos encontrar un tipo específico llamado Bacillus 

flexus, la cual se caracteriza por ser organismos marinos con pH alcalino 

generalmente entre los 9 a los 12 y crecen de forma óptima en concentraciones de 

NaCl de 15%, es por ello que se consideran especies halófilos moderados (Swain, 

Natarajan y Krishnan, 2017, p. 186). Así mismo, otra de sus características es que 

crecen en temperaturas promedio de 37°C y, según algunos estudios, han 

demostrado que son efectivos para la reducción de metales pesados como el cromo 

en aguas residuales (Ibrahim et al., 2019), otros estudios se ha evidenciado que son 

muy efectivos para remediar el arsénico en aguas contaminadas (Jebeli et al., 2017, 

p. 637).
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Los métodos que ayudan en la evaluación de microorganismos para obtener 

resultados más precisos es el estándar de turbidez de McFarland, usado como 

referencia en suspensiones bacteriológicas para determinar la cantidad de bacterias 

(Estrada et al., 2022, p 211).  

Los autores Ozyurek y Soyuer (2023), evaluaron la eliminación de hidrocarburos con 

biosurfactantes en la Bacillus subtilis, la bacteria presentó mayor degradación en los 

hidrocarburos alcanos (C10 – C38) en un periodo de 5 a 10 días y con pH 7.0, fue 

identificada mediante diferentes métodos de detección, como la actividad hemolítica, 

el colapso de gotas y dispersión de aceite. De acuerdo a los resultados obtenidos en 

la cromatografía de gases pudieron constatar que la cepa alcanzo promedios de 

degradación del 92% en hidrocarburos de petróleo. Concluyeron destacando el alto 

rendimiento de la Bacillus subtilis productora de biosurfactantes en la degradación 

de hidrocarburos de petróleo. 

Los autores Masika et al. (2021), analizaron la degradación de hidrocarburos 

utilizando consorcios de Bacillus sp en efluentes industriales. Su objetivo fue evaluar 

la capacidad de la Bacillus sp en la degradación de hidrocarburos, se aislaron 115 

colonias y se seleccionaron a tres cepas de mejor rendimiento en función a su SE 

(eficiencia de esporulación), por medio de la secuencia 16s rRNA se identificó a la 

Bacillus subtilis, Bacillus methylotrophicus y Bacillus amyloliquefaciens, posterior a 

ello, se evaluaron a un pH 6.8 en 12, 48 y 72 horas. Para el análisis de los TPH 

emplearon el cromatógrafo de gases (GC – MS). Los resultados obtenidos indicaron 

que la mayor parte de los contaminantes se eliminaron durante las primeras 48 horas 

de cadenas cortas y medianas (C8 – C28) y el porcentaje de degradación no varió 

significativamente después de las 72 horas. Concluyeron que la Bacillus subtilis y 

Bacillus amyloliquefaciens son efectivos para la reducción de hidrocarburos en 

efluentes industriales. 

Los autores Dai et al. (2020), en su estudio aislaron tres tipos de cepas bacterianas 

degradadoras para la degradación de hidrocarburos de petróleo con adición de 

lacasa, se identificaron como Brevibacillus, Bacillus sp y Acinetobacter schindleri, en 

un el periodo de evaluación de 10 días a un pH 7, el análisis realizado en la 

cromatografía de gases (GC – MS) presentaron promedios de degradación del 

octadecano, eicosano y tetracosano con valores de 81.7%, 72% y 64.9%. 
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Concluyeron que la combinación de lacasa y las cepas bacterianas es una tecnología 

para la degradación efectiva de hidrocarburos de petróleo. 

Los autores, Gao et al. (2020), en su investigación caracterizaron una bacteria 

degradadora en la bahía Jiaozhou, China. El objetivo propuesto fue optimizar las 

condiciones de la bacteria para su potencial aplicación en derrames de hidrocarburos 

en aguas marinas. La muestra estuvo conformada con 12 cepas en agua de mar 

contaminada de hidrocarburos de petróleo, con un pH (6.25-9.5) a temperaturas 

entre 16 a 32°C en un periodo de 5 días, la secuencia 16Sr RNA identificó a la cepa 

Bacillus megaterium, en los análisis de degradación del cromatógrafo de gases (GC 

– MS) indicaron que con un pH 8.8 y una temperatura de 28°C, la Bacillus

megaterium obtiene valores de degradación del 92% y 90% para el octadecano y 

eicosano. Concluyeron que la cepa es una candidata para la degradación de 

hidrocarburos totales de petróleo (TPH) en aguas marinas. 

Los autores Khanpuor et al. (2020), aplicaron Bacillus licheniformisen en la 

eliminación de hidrocarburos de petróleo, el estudio tuvo como objetivo evaluar las 

influencias efectivas en la degradación de los hidrocarburos por Bacillus 

licheniformisen, se tomaron como factores influyentes a niveles de pH (4-10), 

concentración de NaCl (0 – 10g/L) y como concentración de aceites se  tomaron (500 

– 4500 ppm), luego evaluaron la capacidad bacteriana en agua de mar artificial,

simulando el derrame de petróleo con una salinidad de 35 g/L. Los resultados 

obtenidos evidenciaron que la Bacillus licheniformisen en un periodo de 14 días, las 

condiciones óptimas son a concentración de 3500 ppm, 2.5 g/L de Nacl y a un pH 

8.5, el tetradecano y hexacosano presentó valores de 68% y 40%. Concluyeron que 

la Bacillus licheniformisen tienen la capacidad de degradar hidrocarburos de (C9-

C17) con efectividad y adaptarse en condiciones alcalinas y/o hipersalinas. Por su 

parte, Liu et al. (2020), utilizaron tres tipos de cepas bacterianas productoras de 

biosurfactantes, identificadas como Pseudomonas aeruginosa , Bacillus cereus y 

Acinetobacter lwoffii en la degradación de hidrocarburos de petróleo, simularon la 

biodegradación aeróbica de los hidrocarburos durante 90 días ajustando a un pH 

6.5, para esto tomaron una muestra de petróleo del campo petrolifico de Changqing, 

China, de acuerdo a los datos obtenidos en el cromatógrafo de gases (GC- MS) 

pudieron constatar que las tres cepas degradaron en diferentes proporciones y 
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velocidades a los  hidrocarburos alcanos (C14 – C35) , las cepas P. aeruginosa  y 

Bacillus cereus  demostraron mayor eficiencia  de degradación  para los alcanos 

(C18 – C34) obteniendo promedios del 95.4% y 99.7%, y la cepa A. lwoffii  presentó 

menor promedio, con valores de (9,05%–73,0%) de degradación, para hidrocarburos 

de cadenas largas (C33-C35), las tres cepas mostraron promedios relativamente 

altas con medias de 60.2% y 86.4%. Concluyeron que las tres cepas bacterianas 

presentan un alto potencial para la degradación de hidrocarburos de petróleo en los 

alcanos.  

Los autores Purnomo, Rizqi y Rafi (2020), aplicaron la cepa Bacillus subtilis en la 

degradación de hidrocarburos de petróleo en agua de mar, el periodo de evaluación 

se realizó durante los 7 y 14 días a una temperatura de 30°C con un pH 8.36, 

posterior a ello se analizó en el cromatógrafo (GC – MS). Los resultados obtenidos 

muestran que en 7 días los porcentajes óptimos del octadecano y tetracosano tienen 

valores de degradación 29.33% y 40.29%, mientras los de cadena larga C26 tuvieron 

valores de 1.03% y 5.53% durante el periodo de evaluación. Se concluye que la 

Bacillus subtilis tiene la capacidad de degradar hidrocarburos de petróleo en agua 

de alta salinidad en cadenas corta y media. 

Por su parte, Tanzadeh et al. (2020), en su investigación aplicaron cepas nativas de 

las costas del mar Caspio en la degradación de hidrocarburos de petróleo. Se 

aislaron 115 cepas bacterianas en diferentes estaciones de la costa de Caspio, 

posteriormente se seleccionaron a 15 cepas para su análisis, tres cepas mostraron 

eficiencia en la degradación de (HTP), fueron nombrados (J3, J5 y J12) con la 

secuencia 16S rRNA, se identificaron como, Bacillus cereus, Staphylococcus 

haemolyticus y Pseudomonas aeruginosa, el tiempo de evaluación tuvo un periodo 

de 22 días con un pH. 7.0 y una temperatura de 30°C. Los resultados mostraron que 

la Bacillus cereus tiene la capacidad de degradar eficientemente alcanos de longitud 

corta y media en comparación a los de longitud larga, el tetracosano, eicosano y 

octadecano tuvieron valores de 25%, 31 % y 37%. Concluyeron que la Bacillus 

cereus tienen la capacidad de degradar eficientemente alcanos de longitud corta y 

media. Por otro lado, Yusoff et al. (2020), realizaron un estudio en la degradación de 

hidrocarburos de petróleo aplicando bacterias, identificaron y caracterizaron a las 

tres mejores cepas por el medio del análisis secuencial de ARNr 16S como 
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Geobacillus sp, Geobacillus sp y Anoxybacillus, las bacterias fueron ajustadas a un 

pH inicial de 7.5, de acuerdo al análisis realizado en cromatografía de gases, las tres 

cepas pudieron reducir compuestos como el petróleo crudo, alcano e hidrocarburos 

poliaromáticos (PAH), la bacteria Geobacillus sp obtuvo un mayor promedio de 

degradación en alcanos seguido de A. geothermalis y Geobacillus sp con valores de 

17,3%, 13,1% y 12,1%, concluyeron que las bacterias termófilos pueden obtener un 

mejor degradación de sitios contaminados por hidrocarburos de petróleo. 

Los autores, Pereira et al. (2019), evaluaron la capacidad de degradación de los 

microrganismos autóctonos en hidrocarburos policíclicos aromáticos y alifáticos en 

agua estéril de mar, estos microrganismos fueron aislados del parque nacional de 

“Lagoa do peixie” lugar donde ocurren derrames frecuentes de petróleo, en la 

metodología se enriqueció las bacterias capaces de degradar hidrocarburos de 

petróleo, obteniendo dos bacterias capaces de metabolizar fuentes de carbonos 

complejas en un medio sólido, Bacillus methylotrophicus y Pseudomonas sihuiensis. 

Los resultados obtenidos mostraron que ambas cepas pueden degradar el 92.1% y 

42.4% de hidrocarburos. Concluyeron que ambas bacterias presentan capacidad de 

degradación de hidrocarburos totales de petróleo (TPH) en condiciones ambientales 

marinas salinidad, pH y condiciones nutricionales.  

Los autores, Fan et al. (2019), aislaron a la bacteria Bacillus licheniformis (DM-1) de 

un yacimiento petrolífero de Dagang en China para utilizar hidrocarburos de petróleo 

y subproductos agroindustriales (melaza) en la producción de exopolisacáridos 

(EPS) en condiciones de recuperación de petróleo. Se demostró que el DM-1 EPS 

mostró propiedades de altas salinidades y temperaturas elevadas. La cepa DM-1 

podría degradar n-alcanos de cadena larga hasta C36. Las pruebas de reducción de 

la viscosidad han demostrado que la viscosidad del petróleo crudo se redujo en un 

40 % en comparación al de antes del tratamiento con DM-1. Los resultados de las 

pruebas de alimentación del paquete de arena en condiciones de yacimiento 

simuladas han demostrado que la eficiencia mejorada de recuperación de petróleo 

fue del 19,2 %, después de 7 días de bioaumento in situ con B. licheniformis. Los 

resultados obtenidos indican que la cepa DM-1 es una candidata prometedora para 

la recuperación microbiana mejorada de petróleo (MEOR) in situ. 
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Los autores Chen et al. (2017), en su estudio aplicaron la cepa Dietzia en la 

degradación de hidrocarburos de petróleo alcanos (C14 – C31), la cepa bacteriana 

fue ajustada a rangos de pH (5 – 10), dosis de 2.15 x109 y una temperatura de 30°C 

en un periodo de evaluación de 12 días, en los resultados la bacteria obtuvo 

promedio de degradación mayor al 80%, hidrocarburos como el octadecano y 

eicosano y tetracosano, presentaron valores del 94.83%, 99.2% y 97.85%. Aplicando 

diferentes tipos de sustratos y optimizando condiciones favorables se logra obtener 

un mejor potencial de la cepa bacteriana para la recuperación de ambientes 

contaminados con hidrocarburos de petróleo. 

Por otra parte, Nkem et al. (2016), emplearon bacterias autóctonas consideradas 

degradadoras de hidrocarburos de alquitrán con cultivos puros, tomaron muestras 

de la playa Rhu Sepuluh, Terengganu, Malasia, las cepas fueron identificadas por 

medio del análisis de 16S rRNA, de acuerdo a las características fisiológica 

mostraron un 99% de similitud con Cellulosimicrobium cellulans y Acinetobacter 

baumannii, en los análisis realizados en cromatografía de gases (GC – MS) pudieron 

constatar que los hidrocarburos alcanos (C10-C29) obtuvieron promedios de 

degradación de  64,4 % y 58,1 %  en C. cellulans y A. baumannii a una temperatura 

de 32°C en un periodo de 10 días. Concluyeron que las dos cepas autóctonas con 

cultivos puros tienen potencial para la degradación de hidrocarburos y 

biorremediación del medio ambiente marino.  

Los autores, Zhang et al. (2016), en su estudio desarrollaron una estrategia para 

degradar hidrocarburos de petróleo de alcanos y aromáticos policíclicos (HAP) con 

una bacteria tolerante a la sal, en el análisis de secuencia de 16S rRNA se identificó 

a la cepa Corynebacterium, utilizaron al biocarbón como portador de la bacteria, a 

un pH 7, en una evaluación de 7 días y una temperatura de 30°C. Los resultados 

mostraron que la cepa con biocarbón fueron efectivas para (C16, C18, C19, C26, 

C28) y aromáticos policíclicos para naftaleno (NAP) y pireno (PYR), el hexadecano 

y octadecano, tuvo valores de degradación del 94.75% y 82.29%. Finalmente, 

concluyeron que la cepa combinada con biocarbón demostró con éxito la tasa de 

eliminación en la degradación de (TPH) en alcanos y aromáticos. 
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III. METODOLOGÍA

3.1. Tipo y diseño de investigación 

La investigación realizada fue de tipo básica, debido a que pretende aportar nuevos 

conocimientos sobre el efecto que tiene la variable independiente, bacterias halófilas 

en el estudio. 

Se aplicó un diseño experimental de acuerdo los objetivos mencionados, debido a 

que se han modificado los rangos de pH en la mezcla sintética de medio mínimo de 

sales, además de utilizar dos diferentes dosis de bacterias halófilas, en las que se 

identificó las mejores condiciones para la degradación de hidrocarburos medido por 

medio del análisis inicial y final de los hidrocarburos totales de petróleo (TPH). 

3.2. Variables y operacionalización 

En la investigación se ha considerado el uso de dos variables tanto independiente 

como dependiente. Como variables independientes se tiene: pH y dosis de bacteria 

halófila. Los indicadores para el pH son: 6, 8 y 10; mientras que para la dosis de 

Bacillus marisflavi: 3x108, 1.2x109 UFC. 

La variable dependiente fue la degradación de hidrocarburos con dos dimensiones: 

degradación de THP y tiempo. Como indicadores se tuvo la degradación de 

hidrocarburos inicial y final, y para el tiempo se consideró las 24, 48 y 72 horas. El 

anexo 1 muestra la matriz de operacionalización de las variables. 

3.3. Población, muestra y muestreo 

 3.3.1. Población 

La población de la investigación estuvo conformada por una mezcla sintética de 8 

tipos de hidrocarburos en concentraciones nominales de 100 ppm.  

 3.3.2. Muestra 

La muestra estuvo conformada por 10 mL de solución sintética conteniendo 

dodecano, tetradecano, hexadecano, octadecano, eicosano, docosano, tetracosano 

y hexacosano, todos a una concentración nominal de 100 ppm, donde se realizó dos 

repeticiones de los tratamientos.  
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 3.3.3. Muestreo 

El tipo de muestreo fue no probabilístico y por conveniencia, debido a que la 

muestras se ha seleccionado según su disponibilidad sin imponer requisitos 

específicos de selección para facilitar el trabajo de investigación.  

 3.3.4. Unidad de análisis 

La unidad de análisis estuvo conformada por 20 ml de medio mínimo de sales (MMS), 

2 ml de inóculo, en dos niveles de concentraciones y 100 μL de solución sintética de 

hidrocarburos en concentraciones de 100 ppm. 

Figura 1. Cantidad de mL de mezcla sintética por matraz. 

3.4. Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

La técnica empleada fue la observación experimental, puesto que se ha realizado un 

seguimiento de las condiciones controladas a las cuales se desarrolló la 

investigación. 

El instrumento utilizado fue la ficha de recolección de datos, entre los cuales tenemos 

la ficha de obtención de las concentraciones de U.F.C de la Bacillus marisflavi, la 

ficha monitoreo de TPH inicial y final para poder verificar el porcentaje de 

degradación de hidrocarburos por cada tratamiento, y la ficha de monitoreo de TPH 

en relación al tiempo de las 24, 48 y 72 horas (Anexo17). 

22.1 mL de mezcla sintética por 
matraz

0.1 ml 
hidrocar
buros

2 ml 
inóculo 20 ml 

MMS
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3.5. Procedimiento 

Preparado del medio mínimo de sales (MMS). Para el preparado del medio se 

utilizó: 1.2 g KH2PO4 (Fosfato de disódico), 0.400 NH4Cl (Fosfato monopotásico), 

0,200 NaCl (Cloruro de sodio), 0,400 g MgSO4*7H2O (Sulfato de magnesio), 0,01 g 

CaCl2 (Cloruro de calcio) y 0,02 g de glucosa, para 400 mL de agua destilada. 

Obtención de la cepa Bacillus marisflavi. La cepa de B. marisflavi fue donada por 

el Instituto de Investigación en Ciencia y Tecnología de la Universidad César Vallejo, 

la identificación molecular fue realizada por el laboratorio Ecobiotech. Las regiones 

secuenciadas y analizadas en el programa BLAST obtuvo un porcentaje de identidad 

del 100.00 % la cual corresponde a la especie Bacillus marisflavi (Anexo 5). 

Reactivación de la cepa B. marisflavi. Se tomó un inóculo del cultivo puro de B. 

marisflavi y se sembró en caldo BHI (Brain Heart Infusión), luego se incubó a 37°C 

durante 24 horas en agitación magnética de 150 rpm. Pasado el tiempo de 

incubación, se sembró una asada por la técnica de agotamiento por estrías, en medio 

Agar Nutritivo y se incubó a 37°C durante 24 horas. Trascurrido el tiempo se observó 

colonias aisladas la cual se realizó una coloración Gram para verificar la pureza de 

la cepa. 

Preparación de los inóculos. De un cultivo puro de B. marisflavi se realizaron 

suspensiones en solución salina fisiológica estéril (s.s.f.e) a concentraciones de 

3.0x108 y 1.2x109 UFC/mL, luego cada concentración se inoculó en los tratamientos 

respectivos que fueron evaluados durante 72 horas. 

Para obtener la concentración de la dosis de la Bacillus marisflavi se empleó el 

estándar de turbidez de McFarland. 

 Tabla 2. Características de la absorbancia y concentración 

de la bacteria.

Tubo 
Absorbancia 

    (600nm) 

Concentración 

(U.F.C/mL) 

2  0.262     3.0x108 

4  0.963     1.2x109 

 Fuente: Estrada et al (2022) 
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Preparado de las muestras y tratamientos. 

Para el preparado de la mezcla sintética se utilizó 240 mL de medio mínimo de sales 

vertiendo 0.1 ml de hidrocarburos en cada matraz, luego se modificó el pH (6, 8 y 

10). Para ello se empleó HCl de para acidificar y NaOH para alcalinizar. 

Utilizando las diferentes dosis de bacterias y los diferentes pH se obtuvieron los 

siguientes bloques de tratamientos: 

● Muestra Control: Medio Mínimo de sales, hidrocarburos sin dosis de bacteria,

sin modificación de pH (para observar y comparar el porcentaje de

biodegradación).

● Primer bloque

Tabla 3. Diseño de los tratamientos a distintos valores de pH y dosis

constantes.

Tratamiento 
Dosis 

(UFC/mL) 
pH 

MMS 

(mL) 

Vol. estándar de 

Hidrocarburos (μL) 

T1    3x108 6 20 100 

T2    3x108 8 20 100 

T3    3x108 10 20 100 

  Nota: Los matraces con cada tratamiento estuvieron en constante 

agitación en incubadora shaker en las condiciones de 150 rpm a 37°C. 
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● Segundo bloque

Tabla 4. Diseño de los tratamientos a distintos valores de pH y dosis

constantes. 

Tratamiento 
Dosis 

(UFC/mL) 
pH 

MMS 

(mL) 

Vol. estándar de 

Hidrocarburos (μL) 

T1    1.2x109 6 20 100 

T2    1.2x109 8 20 100 

T3    1.2x109 10 20 100 

  Nota: Los matraces con cada tratamiento estuvieron en constante 

agitación en incubadora shaker en las condiciones de 150 rpm a 37°C. 

Se tomó una muestra de cada tratamiento, sacando 3 mL de cada matraz, 

seguidamente se realizó la codificación con sus datos respectivos, para de esta 

manera evitar contaminación y/o confusiones al momento de su traslado al 

laboratorio, donde se realizó el análisis en cromatógrafo de gases (GC) para 

identificar los hidrocarburos totales de petróleo (TPH). 

Monitoreo de los tratamientos. 

Fase 1 

Después de 72 horas se tomaron muestras simples de cada tratamiento, luego se 

cuantifico la cantidad de hidrocarburos totales (TPH) cuyos resultados se muestra la 

tabla 5. Los cuales fueron comparados con los resultados de la muestra control. 

Fase 2 

En la segunda fase de la investigación se utilizaron las mejores condiciones de pH y 

dosis de bacterias halófilas seleccionadas en la fase anterior y se calculó el % de 

degradación a las (24,48 y 72 horas) realizando la siguiente fórmula:  

𝐷𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =  
(𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 − 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑠𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎
 𝑋 100 
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3.6. Métodos de análisis de datos 

Los datos recolectados de los monitoreos por cada tratamiento, fueron procesados 

en el Software Microsoft Excel, el cual permitió organizar y agrupar información para 

cada objetivo, donde se calculó la media aritmética de los resultados de las dos 

réplicas realizadas por cada análisis, para posteriormente realizar un análisis de 

varianza (ANOVA), en el software infoStat para determinar si existen diferencias 

significativas en la reducción de hidrocarburos entre los tratamientos. De igual forma, 

se llevó a cabo la prueba LSD Fischer para determinar las mejores condiciones de 

pH, dosis y tiempo. 

3.7. Aspectos éticos 

La investigación realizada, ha respetado la integridad de los datos recopilados, de 

tal manera que aporte a la investigación científica y poder comparar la eficiencia que 

presentan las bacterias halófilas, en las cuales no se realizó alteraciones en la flora 

natural y entorno ambiental de esta bacteria. Por otro lado, se respetó la autoría de 

las investigaciones consultadas en esta tesis, además se ha tomado como base el 

respeto a los principios éticos establecidos por Universidad César Vallejo (UCV).     
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IV. RESULTADOS

4.1 Evaluación de la influencia de pH y U.F.C de Bacillus marisflavi en la degradación de hidrocarburos. 

Tabla 5. Degradación de TPH (%) en diferentes concentraciones de pH y dosis Bacillus marisflavi. 

Degradación de los TPH (%) 

Tratamiento pH 

Dosis 

(UFC/mL) 

Dodecano Tetradecano Hexadecano Octadecano Eicosano Docosano Tetracosano Hexacosano 

1 6 3.0 x 108 59.4 65.5 82.5 90.0 89.0 85.8 88.1 85.3 

2 8 3.0 x 108 66.2 70.6 83.7 87.1 87.3 86.7 85.1 84.3 

3 10 3.0 x 108 67.3 71.0 81.1 85.7 88.0 87.6 90.5 87.1 

4 6 1.2x 109 68.1 71.0 86.8 89.3 88.9 88.2 90.5 85.3 

5 8 1.2x 109 72.3 74.5 84.0 83.6 84.0 84.5 85.2 82.9 

6 10 1.2x 109 65.8 68.5 84.2 89.5 88.8 87.5 89.1 85.1 

Fuente: elaboración propia 

En los la tabla 5, se puede observar los 6 tratamientos aplicados para la degradación de los hidrocarburos, cada uno de los 

tratamientos de acuerdo al pH y la concentración U.F.C presentan diferentes preferencias por cada hidrocarburo, el tratamiento 

1, 2 y 3 presentaron mayor degradación en el octadecano, eicosano y tetracosano con valores de 90.0%, 87.3% y 90.5% de 

degradación, asi mismo el tratamiento 4,5 alcanzo valores de degradación para el tetracosano con diferente dosis y pH de 90.5 y 

85.2 de degradación, el tratamiento 6 presento el 89.5 % de degradación para el octadecano. La Bacillus marisflavi presento una 

mayor degradación en los hidrocarburos octadecano, tetracosano y eicosano. 
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4.2. Evaluación del efecto del pH en la degradación de hidrocarburos usando Bacillus marisflavi 

Figura 2. Evaluación a diferentes niveles de pH en la degradación de hidrocarburos 

En la figura 2, se puede observar el efecto que presenta los diferentes niveles de pH constantes en la degradación de los 

hidrocarburos, en los cuales, el pH 6 presenta un valor de degradación de 90.0% en el octadecano, pH 8 con un valor de 87.3 % 

de degradación en el eicosano y pH 10 con un valor de 90.5 % de degradación en el tetracosano. 
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Para evaluar el efecto del pH en la degradación de hidrocarburos, se realizó la 

prueba estadística de LSD Fisher con el propósito de comparar las medias de 

degradación, obtenidas a diferentes pH del medio. Para este análisis solo se tomó 

en cuenta los hidrocarburos a los cuales presentaron mayor influencia los niveles 

de pH en la degradación, a continuación, se muestra las tablas de análisis de 

varianza y prueba de LSD Fisher para la degradación de octadecano, eicosano y 

tetracosano a diferentes pH.  

Degradación de octadecano, tetracosano y eicosano a diferentes pH. 

H0: No existe una degradación significativa para el octadecano, tetracosano y 

eicosano a diferentes niveles de pH. 

H1: Existe una degradación significativa para el octadecano tetracosano y eicosano 

a diferentes niveles de pH. 

Tabla 6. Degradación de octadecano y tetracosano y eicosano a diferentes niveles 

de pH. Test: LSD Fisher. 

Hidrocarburo pH Medias n E.E. 

Octadecano 

pH 8 0.85 4 0.02 A 

pH10 0.88 4 0.02 A 

pH 6 0.90 4 0.02 A 

Tetracosano 
pH 8 0.85 4 0.01 A 

pH10 0.90 4 0.01 B 

pH6 0.89 4 0.01 B 

Eicosano 

pH 8 0.86 4 0.01 A 

pH 10 0.88 4 0.01 B 

pH 6 0.89 4 0.01 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). 

Fuente: elaboración propia, infoStat. 

En la tabla 6, se evidencia que los niveles pH no presentan influencia en la 

degradación del octadecano, de manera similar el tetracosano y eicosano con pH 

8 no presenta significancia, mientras que los niveles de pH 6 y 10, presentan una 

significancia de p=0.0096, aceptando la hipótesis alternativa, lo cual indica que para 

la degradación del tetracosano y eicosano si hubo influencia de los niveles de pH. 
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4.3. Evaluación del efecto de la dosis de la Bacillus marisflavi en la degradación de los hidrocarburos en soluciones 

acuosas.  

Figura 3. Evaluación de la mejor dosis de U.F.C de Bacillus marisflavi en la degradación de los hidrocarburos. 

En la figura 3, se puede observar el efecto que presentan las diferentes dosis de U.F.C de Bacillus marisflavi en la degradación 

de los hidrocarburos, la dosis de 1.2x109, presentan un mayor efecto en la degradación del octadecano, eicosano y tetracosano, 

por otro lado, las dosis de 3.0x108, presentan menor efecto en la degradación de los hidrocarburos.
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Del mismo modo, para evaluar la mejor dosis de U.F.C de Bacillus marisflavi en la 

degradación de hidrocarburos, se realizó la prueba estadística LSD Fisher con el 

propósito de comparar las medias de remoción, obtenidas a diferentes 

concentraciones de U.F.C del medio. Para este análisis solo se tomó en cuenta los 

hidrocarburos a los cuales presentaron mayor degradación (Octadecano, eicosano 

y tetracosano). A continuación, se muestra las tablas de análisis de varianza y la 

prueba LSD Fisher para la degradación de octadecano a diferentes dosis.  

Degradación de octadecano, tetracosano y eicosano a diferentes 

concentraciones U.F.C.  

H0: No existe degradación significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano 

a diferentes concentraciones de U.F.C de Bacillus marisflavi. 

H1: Existe degradación significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano a 

diferentes concentraciones de U.F.C de Bacillus marisflavi. 

Tabla 7. Degradación de octadecano, tetracosano y eicosano a diferentes dosis de 

Bacillus marisflavi. Test: LSD Fisher. 

Hidrocarburo 
UFC_ Bacillus 

marisflavi 
Medias n E.E. 

Octadecano 
3.0 x 108 0.88 6 0.01 A 

1.2 x 109 0.87 6 0.01 A 

Tetracosano 
3.0 x 108 0.88 6 0.01 A 

1.2 x 109 0.88 6 0.01 A 

Eicosano 
3.0 x 108 0.87 6 0.01 A 

1.2 x 109 0.88 6 0.01 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). 

Fuente: elaboración propia, infoStat. 

En la tabla 7, se puede constatar que la dosis no presenta efecto en la degradación 

del octadecano, eicosano y tetracosano, debido a su valor de significancia que es 

superior a 0.05 por lo que se acepta la hipótesis nula y si rechaza la hipótesis 

alternativa.
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4.4. Evaluación del mejor tiempo en la degradación de hidrocarburos usando las mejores condiciones de pH y dosis 

utilizando Bacillus marisflavi. 

 Tabla 8. Degradación de TPH (%) en diferentes tiempos usando el mejor pH y dosis Bacillus marisflavi.

Degradación de los TPH (%) 

Tratamiento pH 

Dosis 

 (UFC/mL) 

Tiempo 

(H) Dodecano Tetradecano Hexadecano Octadecano Eicosano Docosano Tetracosano Hexacosano

1 10 3.0 x 108 24 92.8 93.0 94.6 95.2 94.6 93.7 93.1 90.3 

2 10 3.0 x 108 48 91.8 92.6 95.0 95.1 94.9 93.9 93.3 90.3 

3 10 3.0 x 108 72 90.4 92.6 95.2 95.7 94.8 93.8 93.4 90.4 

 Fuente: elaboración propia 

En la tabla 8, se observa la degradación de los hidrocarburos en diferentes tiempos, con un nivel de pH 10 y una dosis 3.0 x 108, 

en donde se obtuvieron porcentajes de degradación similares en los tres tiempos para los 8 hidrocarburos, tal es el caso del 

octadecano que presentó una degradación del 95% en los tres diferentes tiempos de manera similar el eicosano presentó una 

degradación del 94%, por otro lado, el tetracosano presentó una degradación del 93% en las 72 h de evaluación. 
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4.5. Evaluación del mejor tiempo en la degradación de hidrocarburos usando las mejores condiciones de pH y dosis 

utilizando Bacillus marisflavi.  

Figura 4. Evaluación del mejor tiempo en la degradación de hidrocarburos utilizando Bacillus marisflavi 

En la figura 4, se puede observar la variación que presenta la degradación de los hidrocarburos en los diferentes tiempos, en las 

cuales los hidrocarburos octadecanos eicosano y tetracosano presentan degradación similar en los tres tiempos.
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Degradación de octadecano, tetracosano y eicosano en diferentes tiempos 

H0: No existe degradación significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano 

en diferentes tiempos. 

H1: Existe degradación significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano en 

diferentes tiempos. 

Tabla 9.Degradación del octadecano, tetracosano y eicosano a diferentes tiempos. 
Test: LSD Fisher  

Hidrocarburo Tiempo(h)   Medias n E.E. 

Octadecano 

24 95.1 2 0.20 A 

48 95.1 2 0.20 A 

72 95.7 2 0.20 A 

Tetracosano 

24 91.7 2 0.84 A 

48 93.3 2 0.84 A 

72 93.3 2 0.84 A 

Eicosano 

24 94.6 2 0.18 A 

48 94.8 2 0.18 A 

72 94.7 2 0.18 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). 

Fuente: elaboración propia, infoStat. 

En la tabla 9, se puede observar que, en un periodo de evaluación de 24, 48 y 72 

horas no presenta efecto en la degradación de los hidrocarburos octadecano 

eicosano y tetracosano, debido a su valor de significancia mayor a 0.05, por lo que 

se acepta la hipótesis nula y se rechaza la hipótesis alternativa. 
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V. DISCUSIÓN

 En la tabla 5 y figura 2, se puede observar que, en un periodo de evaluación de 72 

horas, optimizando las condiciones de temperatura y diferentes niveles de pH para 

lograr una mejor degradación, se pudo constatar que a niveles constantes de pH 6 

se degrada con mayor eficiencia el octadecano y eicosano obteniendo valores de 

degradación del 90.0 % y 89.0%, de manera similar el pH 10 presentó mayor 

degradación para el tetracosano el cual obtuvo un valor de 90.5%. Estos resultados 

se contrastan con lo reportado por Gao et al. (2020), quienes usando la bacteria 

Bacillus megaterium a una temperatura de 28°C a un pH de 8.8 y a un tiempo de 

evaluación de 22 días lograron mayor eficiencia de degradación de hidrocarburos 

de petróleo, obteniendo valores del 92%, 90% y 86% para el octadecano, eicosano 

y tetracosano, respectivamente. Sin embargo, los resultados son distintos para los 

autores Tanzadeh et al. (2020), en su estudio lograron degradar hidrocarburos con 

menor porcentaje utilizando la bacteria Bacillus cereus a una temperatura de 30°C, 

con un pH 7 y en un periodo de 22 días cuyos valores fueron de 25%, 31% y 37% 

para el octadecano, eicosano y tetracosano, la bacteria tiene mejor capacidad de 

degradación en longitudes cortas (C9-C13) y medianas (C13-C25). Cuyos 

resultados son distintos a estudios como el de Zhang et al. (2016), en el cual 

utilizaron la bacteria Corynebacterium, al cual aplicaron biochar con el fin de 

mejorar el proceso de degradación de los hidrocarburos totales de petróleo en un 

periodo de evaluación de 7 días, con un nivel de pH 7.0, de acuerdo a la técnica 

aplicada lograron degradar al hexadecano y octadecano, con valores altos de 

porcentajes de 95.75% y 82.29%. Por otro lado, estudios como Pereira et al (2019), 

emplearon un nivel de pH 8.1 aplicando Bacillus methylotrophus en agua de mar 

con hidrocarburos de petróleo, logrando degradar a los alcanos de cadena en los 

rangos (C13 – C18) obteniendo medias de degradación del (35.4% – 91.0%). El 

proceso de degradación es diferente de acuerdo a las condiciones óptimas 

empleadas para lograr una mayor degradación como la temperatura, pH y tiempo 

de evaluación. La Bacillus marisflavi presenta una mayor degradación condiciones 

de pH 10, temperatura de 37°C y una dosis de 3.0x108. 
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En la tabla 6, se realizó el análisis de significancia de los tres hidrocarburos con 

mayor degradación, para constatar estadísticamente si hay efecto en la 

degradación de los hidrocarburos a diferentes niveles de pH, se pudo evidenciar 

que el octadecano no presentó efecto en la influencia de los niveles de pH con 

significancia de (p>0.1863), de manera similar el tetracosano y eicosano no 

presentaron influencia a niveles de pH 8, sin embargo, los niveles de pH 6 y 10 

presentaron efecto en la degradación de estos hidrocarburos con una significancia 

(p<0.0329). Por otro lado, estos resultados contrastan con los autores Liu et al. 

(2020), sostienen que para un pH 6.5, la bacteria Bacillus cereus, obtiene altos 

valores de degradación para el octadecano, eicosano y tetradecano obteniendo 

porcentajes del 98.9%, 99.5% y 99.7% para la eliminación de los hidrocarburos de 

petróleo. Asimismo, estos resultados son distintos a los autores Nkem et al. (2016), 

donde aplicaron la bacteria Cellulosimicrobium, a un pH 7.5 a una temperatura de 

32°C en la degradación de hidrocarburos como octadecano, eicosano y tetracosano 

en un tiempo de evaluación de diez días, obteniendo promedio de degradación 

mayor para el octadecano con un valor de 93.3 %, sin embargo, el eicosano y 

tetracosano presentaron valores desfavorables de degradación del 11.28% y 

17.9%. de degradación. Estos hallazgos difieren con los autores Yusoff et al. 

(2020), utilizaron la bacteria Geobacillus sp con presencia de lipasa, a un nivel de 

un pH 8, en la degradación del octadecano, eicosano y tetracosano, cuyos valores 

fueron 4.8%, 3.5% y 16% en un periodo de evaluación de tres días, la cepa no 

presenta altos porcentajes de degradación en alcanos. 

En tabla 7 se realizó el análisis de significancia para los hidrocarburos con mayor 

degradación, se pudo constatar que la dosis no presentó efecto en la degradación 

del octadecano, eicosano y tetracosano con una significancia de (p> 0.9509), para 

la dosis  del 3.0 x 108  UFC/mL el octadecano y tetracosano presentan medias 

similares a 0,88 mientras que con la dosis de 1.2 x 109 UFC/mL el eicosano y 

tetracosano tienen medias iguales a 0.88 %, de acuerdo a lo mencionado se pudo 

evidenciar que la dosis de Bacillus marisflavi no es un factor influyente en la 

degradación de los hidrocarburos. Sin embargo, Chen et al. (2017), realizaron una 

investigación aplicando la bacteria Dietzia con un pH 7.0 y una dosis de 2.15 x109

UFC/mL, logrando degradar hidrocarburos como el octadecano y eicosano, con 
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valores 94.83%, 99.2% y tetracosano 97.85%. Por otro lado, estos resultados son 

distintos a lo obtenido por los autores Fan et al. (2020), en su investigación utilizaron 

la bacteria Bacillus licheniformis, logró remover hasta un 80% de octadecano y 70% 

de hexadecano en un periodo de 10 días a una concentración de 1,2 x 104. 

En la Tabla 8 y figura 4, se observa que el mejor tiempo de degradación fue de 24 

horas, tomando las mejores condiciones de pH y dosis evaluadas, los valores 

máximos de degradación fueron de 94.6%, 95.2%, 94.6% y 93.7% para el 

hexadecano, octadecano, eicosano y docosano, siendo el octadecano con mayor 

porcentaje de degradación en 24, 48 y 72 horas con valores de 95.2%, 95.1%, 

95.7%, respectivamente. Asimismo, el hexacosano fue el que presentó un menor 

promedio de degradación en el proceso fermentativo con un 90.4 %. Por su parte 

los resultados son distintos en el estudio de  Masika et al (2021), donde aplicó tres 

consorcios diferentes de Bacillus sp (Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y 

Bacilo metilotróficasa), con un pH 6.8 a 72 horas de evaluación,  en la eliminación 

del (C8 – C28), donde las primeras 12 horas de evaluación obtuvieron un 64.5 %, 

después de las 48 y 72 horas el porcentaje de degradación decreció a un 53.6 % y 

52.7 % respectivamente, con lo  cual el porcentaje de la degradación de 

hidrocarburos no aumento significativamente. En otro estudio, Khanpuor et al 

(2020), los resultados mostraron que la Bacillus licheniformisen en 14 días presentó 

valores de 68% y 40% para el tetradecano y hexacosano con un pH de 8.5, en la 

degradación de hidrocarburos de petróleo en agua de mar artificial, por lo tanto, 

esta cepa tiene altos valores de degradación en cadenas cortas. Asimismo, 

Purnomo, Rizqi y Rafi (2020), constato en su investigación que la bacteria Bacillus 

subtilis, a un pH 8.36 tuvo mejor evaluación en 7 días para la degradación del 

octadecano y tetracosano con valores del 29.33% y 40.29% respectivamente. 

En la Tabla 9, se analizó el nivel de significancia en la degradación de los 

hidrocarburos obtenidos en el periodo de evaluación de 24, 48 y 72 horas, tomando 

las mejores condiciones a un nivel pH 10 y una dosis de 3.0x108 UFC de Bacillus 

marisflavi, obteniendo como promedio en el octadecano, eicosano y tetracosano, 

logrando degradar a un 95.3%, 94.7% y 92.7% de hidrocarburos, siendo el 

octadecano el que tuvo el mayor porcentaje de degradación. Sin embargo, estos 

resultados se contrasta con los autores Dai et al. (2021), quienes obtuvieron 
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promedios de degradación significativos aplicando la Brevibacillus sp y Bacillus sp, 

los consorcios fueron optimizadas a un nivel de pH 7 y en un periodo de evaluación 

de 10 días, donde el octadecano, eicosano y tetracosano, presentaron promedios 

degradación del 81.7%, 72% y 64.9%, Por otro parte, estos resultados son 

diferentes a los autores Ozyurek y Soyuer (2023), quienes aplicando la bacteria 

Bacillus subtilis potente productora de biosurfactantes a condiciones de un  pH 7 

en un periodo de evaluación de 7 días, obtuvo una alta resistencia a los efectos 

tóxicos y eficiencia en la eliminación de los hidrocarburos de petróleo, degradando 

cadenas cortas y medias con valores del 24.9%, 28.5% y 78.5% en el octadecano, 

eicosano y tetracosano respectivamente. 
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VI. CONCLUSIONES

Existe efecto del pH en la degradación de hidrocarburos, siendo el pH 10 donde se 

observa la más alta degradación del eicosano y tetracosano en soluciones acuosas 

utilizando Bacillus marisflavi. 

No existe efecto de la dosis de Bacillus marisflavi en la capacidad de degradación 

de hidrocarburos.  

El mejor tiempo de degradación de hidrocarburos a las mejores condiciones de pH 

y dosis de Bacillus marisflavi es a las 24 horas de fermentación.   

Existe efecto del pH en la degradación de hidrocarburos en soluciones acuosas, 

pero que es independiente de la dosis de Bacillus marisflavi. 
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VII. RECOMENDACIONES

Investigar el comportamiento de la Bacillus marisflavi en condiciones ambientales 

y en diferentes rangos de pH (7– 9), puesto a que presentan un grado de 

degradación considerable a niveles de pH 6 y 10. 

Investigar el proceso de degradación de los hidrocarburos aumentando la dosis de 

la Bacillus marisflavi, ya que se pudo evidenciar que las diferentes dosis aplicadas 

no presentaron niveles de significancia y efecto en la degradación de los 

hidrocarburos.  

Optimizar las condiciones de degradación evaluando a rangos de menor tiempo 

como 6 h y 12 h, ya que en la investigación se pudo constatar que a las 72 h el 

promedio de degradación es similar para los hidrocarburos aplicando condiciones 

óptimas como pH 10 y dosis de 3.0x108.  
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ANEXOS 

ANEXO 1. Operacionalización de las variables 

Variables Definición Conceptual 
Definición 

Operacional 
Dimensión Indicadores 

Ecala de 

medición 

Bacterias 

Halófilas 

Las bacterias halófilas son 

microorganismos los cuales crecen 

en ambientes hipersalinos (entre 

5% y 30% de sal), como pueden 

ser lagos, mares, salineras, 

desiertos (Murrieta, 2018, p.15). 

Se modificará el pH 

según las dosis de 

bacterias Halófilas 

que serán utilizadas 

en el tratamiento para 

degradar 

hidrocarburos. 

pH 

 pH 1: 6 

 pH 2: 8 

 pH 3: 10 

 Razón 

   Dosis de 

Bacillus 

marisflavi 

Dosis 1: 3.0x108 UFC 

Dosis 2: 1.2x109 UFC 

Intervalo 

Degradación de 

hidrocarburos  

La degradación de hidrocarburos y 

sus derivados es un proceso 

natural lento, aunque para 

generarlo dentro de las tecnologías 

emergentes, aprovechan las 

capacidades metabólicas de los 

microorganismos, plantas y 

enzimas para transformar el 

petróleo en subproductos que sean 

de menor toxicidad (Ordoñez et al., 

2018). 

La cantidad de 

hidrocarburos que se 

encuentra en la 

solución acuosa 

(después del 

tratamiento) 

comparada con la 

muestra control 

Concentración 

TPH 

Concentración inicial de 

TPH 
Intervalo 

Concentración final de 

TPH 
Intervalo 

Tiempo 

Tiempo 1: 24h 

Tiempo 2: 48h 

Tiempo 3: 72h 
Razón 
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Anexo 2. Obtención de la dosis de Bacillus marisflavi. 

INSTRUMENTO N°1 

TITULO 
Influencia del pH y dosis de bacteria halófila en la degradación de hidrocarburos en 

soluciones acuosas 

LINEA DE INVESTIGACIÓN Calidad y gestión de los recursos naturales 

AUTOR 
Cuentas Terrones Cristhian Joseph 

Manuyama Noriega Dino Mauro 
ASESOR Dr. Cruz Monzón, José Alfredo 

OBTENCIÓN DE LA DOSIS DE BACILLUS MARISFLAVI 

Tubo Absorbancia/ 600nm Concentración U.F.C 

Fuente: elaboración propia 



Anexo 3. Monitoreo de TPH inicial y final por tratamiento. 

Fuente: elaboración propia 

INSTRUMENTO N°1 

TÍTULO Influencia del pH y dosis de bacteria halófila en la degradación de hidrocarburos en soluciones acuosas

LINEA DE 
INVESTIGACIÓN 

Calidad y gestión de los recursos naturales 

AUTOR 
Cuentas Terrones, Cristhian Joseph 

Manuyama Noriega, Dino Mauro  

ASESOR Dr. Cruz Monzón, José Alfredo 

Concentración de TPH 

Código de la muestra Fecha 
TPH inicial TPH final 

1 2  1 2 

T0 

T1 

T2 

T3 

T4 

T5 

T6 



Anexo 4. Monitoreo de TPH a las 24, 48 y 72 horas. 

INSTRUMENTO N°2 

TÍTULO 
Influencia del pH y dosis de bacteria halófila en la degradación de hidrocarburos en soluciones 

acuosas  

LINEA DE 
INVESTIGACIÓN 

Calidad y gestión de los recursos naturales 

AUTOR 
Cuentas Terrones, Cristhian Joseph 

Manuyama Noriega, Dino Mauro  

ASESOR Dr. Cruz Monzón, José Alfredo 

TRATAMIENTO 

CONCENTRACIÓN DE TPH 

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

pH 10 

3.0x108 
UFC 

3.0x108 
UFC 

3.0x108

UFC 
3.0x108 

UFC 
3.0x108 

UFC 
3.0x108 

UFC 

T0 

T1 

T2 

T3 

T4 

T5 

T6 

Fuente: elaboración propia 
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  Anexo 5. Identificación de la Bacillus marisflavi. 

Anexo 6.  Análisis de cromatografía de gases (GS- MS) de la muestra control. 
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Anexo 7. Cromatografía de gases (GS- MS) Dosis 3.0x108 – pH 6 y Dosis 1.2x109 – pH 6. 
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Anexo 8. Cromatografía de gases (GS- MS) Dosis 3.0x108 – pH 10 y Dosis 1.2x109 – pH 10
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Anexo 9. Esterilización del MMS en el autoclave 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 10. Sembrado de las placas en agar glucosa.  

 



 
 

Anexo 11. Prueba de turbidez mediante el método de McFarland.  
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Anexo 12. Incubación de la bacteria halófila. 
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Anexo 13. Medición de absorbancia. 



 
 

Anexo 14. Aplicación de la bacteria halófila al medio a diferentes niveles de pH y 

dosis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 15. Muestras en incubadora shaker 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo 16. Extracción de los hidrocarburos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 
 

Anexo 17. Validación de instrumentos 
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