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Resumen

La contaminacién de aguas marinas por hidrocarburos viene ocurriendo de modo
mas 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 recuperacién y/o degradacion, con diversos
grados de eficiencia, por lo cual se hace necesario, desarrollar técnicas sostenibles
y de bajo consumo energético. El objetivo de la investigacién fue evaluar el efecto
del pH y dosis de bacteria haldfila en la degradacion de hidrocarburos. La
metodologia utilizada fue un disefio experimental de tipo factorial considerando
valores de pH 6, 8,10 y dosis de 3.0 x 108 y 1.2 x 10° UFC de Bacillus marisflavi,
con dos repeticiones para cada tratamiento, para lo cual se utilizé un estandar,
conteniendo ocho hidrocarburos en solucion mix. Los resultados muestran que las
mejores condiciones de degradacién de hidrocarburos son a pH 10y con una dosis
3.0 x 108 de bacteria haléfila alcanzando valores de degradacion del 90.5% 89.5%
y 88.8% para el tetracosano, octadecano y eicosano. Asi mismo que tras 24, 48 y
72 horas de fermentacion no hay diferencia significativa en la degradacion de
hidrocarburos a las condiciones realizadas. Se concluye que existe influencia del
pH en la degradacién de hidrocarburos en soluciones acuosas, pero que es

independiente de la dosis de Bacillus marisflavi utilizada.

Palabras clave: pH, dosis, degradacion, hidrocarburos, bacterias haldfilas.
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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 10° 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 102 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.

viii



l. INTRODUCCION

En la actualidad, la contaminacion de las aguas marinas por hidrocarburos viene
ocurriendo de modo mas frecuente generando graves problemas a nivel mundial,
debido a su impacto sobre el ambiente, en especial en los cuerpos de aguas marinas,
gue conllevan a que grandes cantidades de hidrocarburos sean vertidos en su
ecosistema (Mesa et al., 2019, p.158). Algunos de los impactos mas resaltantes a
causa de los derrames por hidrocarburos son las alteraciones histolégicas,
bioguimicas, y el desarrollo reproductivo de los organismos (Villamizar, 2021, p. 47),
ademas de generar problemas sociales y econémicos, entre ellos la paralizacion del
turismo debido al bloqueo y declaracion 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 ultimos afios han
incrementado las investigaciones experimentales enfocados en tratamientos
bioldgicos, fisicos y quimicos para eliminar estos contaminantes organicos (Mojiri et
al., 2019, p. 2). Dentro de los métodos quimicos, la oxidacién por Fenton es una de
las més aplicadas previo tratamiento primario o fisico, logrando remover hasta 92,54
% de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en un tiempo de reaccién de 40
minutos (Singa et al., 2020), sin embargo, tal como sugieren los autores es necesario
realizar mas estudios para obtener condiciones operativas efectivas en la eliminacion
de HAP de los efluentes mediante procesos de oxidacion avanzados, algo que
generaria costos de inversién altos. Dentro los métodos fisicos la ultrafiltracién logra
remover hasta 99,95 % de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) pero el
sistema de filtros se ensucia muy rapido ademas que tiene mucha presion externa
(Inukai et al., 2016).

Por dltimo, dentro de los métodos bioldgicos se tiene la remediacién microbiana, la
fitorremediacion y la micorremediacion, los cuales permiten la eliminacion mediante
el método de adsorcion de los compuestos nocivos y reducen su concentracion

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



lentos y complejos, ademas que la diversidad y la capacidad metabdlica de las
bacterias degradadoras de hidrocarburos tienden a disminuir a medida que las
condiciones ambientales se vuelven mas extremas, ya que los microorganismos
convencionales no reaccionan bien en condiciones donde se altera su membrana
celular, se desnaturaliza sus proteinas y otros efectos perjudiciales (Marsh et al.,
2020).

Por todo ello, a pesar de que los métodos fisicos y quimicos tienen sus ventajas en
tiempo y remocioén, la problematica radica en el factor econdmico, ademas de los
residuos que pueden generar lodos peligrosos debido a los insumos quimicos
empleados, por lo que un método amigable con el ambiente, resulta los tratamientos
bioldgicos, debido a que logran tener eficiencias altas de degradacion de
hidrocarburos (Fu et al., 2021), entre los tratamientos biolégicos, existen hipoétesis en
el empleo de bacterias haldfilas para la degradacion de hidrocarburos ya que ha
demostrado buenos resultados, dado que al vivir en hipersalinidad, tienen la
capacidad de equilibrar la presion osmotica del medio, presion atmosférica y
suprimen el crecimiento de la mayoria de otros microorganismos (Villegas, et al.,
2017), ademas 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 variacion de quimicos organicos producidos en el agua son factores

gue limitan su aplicacion (Kshirsagar et al., 2020).

Bajos los argumentos antes mencionados, surgidé como problema general ¢Cémo
influye el pH y la dosis de bacterias haléfilas en la degradacion de hidrocarburos en

soluciones acuosas?

La investigacion realizada se justifico, ya que permitio cubrir parte de la brecha de
conocimiento existente entre el uso de bacterias haldfilas en el tratamiento de aguas
contaminadas con hidrocarburos, aporta una alternativa de solucién para
biorremediar la calidad de los cuerpos de agua subterrdneos y superficiales, puesto
gue demuestra cuan eficiente puede llegar hacer las bacterias halofilas, ademas de
poseer mayor resistencia evitan el mayor consumo en el proceso de purificacion y

tratamiento, de este modo beneficiaria a las poblaciones aledafias y aportaria en la



prevencion de riegos por contaminacion de hidrocarburos, mejorando la calidad del

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

El objetivo general de la investigacion realizada fue evaluar el efecto del pH y la dosis
de bacteria haldfila en la degradacion de hidrocarburos en soluciones acuosas, como
objetivos especificos se evalué el efecto del pH en la capacidad de degradacién de
hidrocarburos usando bacterias halofilas; ademas se evaluo el efecto de la dosis de
bacteria halofila en la degradacién de hidrocarburos en soluciones acuosas y, por
ultimo se evalud el mejor tiempo de degradacion de hidrocarburos en soluciones
acuosas usando las mejores condiciones de pH y dosis en el proceso fermentativo

usando bacterias halofilas.

Finalmente, en la investigacion se planted como hipétesis general que si existe efecto
del pH y dosis de bacterias halofilas en la degradacion de hidrocarburos en

soluciones acuosas.



I. MARCO TEORICO

Los hidrocarburos se forman a través de la degradacion anaerdbica y aerdbica de la
materia organica por medio de tres etapas: Depdsitos de organismos de origen vegetal
y animal acumulados en el fondo de mares, a condiciones de alta presion y
temperatura, y como compuestos no saturados, en presencia de catalizadores
naturales (Servicio Geoldgico Mexicano, 2017), en su mayoria esta formado por
atomos de hidrégeno y carbono (Velasquez, 2017, p. 153). Aunque también pueden
contener sulfuros, nitrdgeno, compuestos de metales pesados y oxigeno, asi como
los hidrocarburos liquidos del gas natural; se les conoce como hidrocarburos liquidos
(Adipah, 2018, p. 2).

El efecto y la persistencia de los hidrocarburos en los ecosistemas se debe a su
resistencia a la biodegradacion, los altos niveles de bioacumulacion y sus efectos
adversos para la salud (Rodriguez, 2017, p. 12). La degradacion de hidrocarburos es
un proceso natural lento, aunque para generarlo dentro de las tecnologias
emergentes, se ha encontrado que los microorganismos que viven en zonas
contaminadas con hidrocarburos desarrollan habilidades para degradar estos
contaminantes (Ordofiez et al., 2018). El mecanismo para generar degradacion 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 vias, y para lograrlo, puede involucrar accién 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 (Guzméan 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 bioquimicos,
también llegan a interactuar con algunos metales pesados y los incorpora asi a sus

vias metabdlicas, pero sin tener ningun efecto negativo en su desarrollo (Florez, 2019).

Las bacterias haldfilas 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 biocatélisis en disolventes organicos



(Murrieta, 2018, p.15), las principales caracteristicas que podemos identificar en las
bacterias halo6filas son que casi todas de ellas son aerobios estrictos y el otro pequefio
porcentaje son anaerobias (Suganthi et al., 2018), la podemos encontrar de forma
morfolégica como bacilos, cocos, ademas, de otras formas raras (Rodriguez, Higuera
y Sanjuanelo, 2019), crecen de forma 6ptima en pH neutros y alcalinos, ademas
algunas son gram positivas y otras son gram negativas, otra de sus caracteristicas
son que cuentan con una pared celular la cual esta compuesta con peptidoglucano, la
que permite su supervivencia bajo estrés abidtico y bidtico a altas presiones
(Hasanzadeh et al., 2020, p. 2)

Las bacterias halofilas se clasifican en cuatro grandes categorias, estas son segun la

concentracion de sal que va a requerir para un éptimo crecimiento.

Tabla 1. Caracteristicas de crecimiento ideal segun la categoria de haldfilos.

Categorias Caracteristicas de crecimiento
Halé6filos extremos En ambientes mayores a 20% p/v NaCl (entre 2.5 a 5.2 M).
Halofilos moderados NaCl de 10% a 20% p/v (entre 0.5 a 2.5 M).
Halofilos débiles NaCl entre 1% a 10% p/v (entre 0.2 a 0.5 M).
No haléfilos En concentraciones inferiores a 0.2 M de NaCl (1% p/v).

Fuente: Rosas (2017)

En las bacterias halo6filas podemos encontrar un tipo especifico 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 éptima en concentraciones de
NaCl de 15%, es por ello que se consideran especies haléfilos moderados (Swain,
Natarajan y Krishnan, 2017, p. 186). Asi mismo, otra de sus caracteristicas es que
crecen en temperaturas promedio de 37°C y, segun algunos estudios, han
demostrado que son efectivos para la reduccion 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).



Los métodos que ayudan en la evaluacion de microorganismos para obtener
resultados mas precisos es el estandar de turbidez de McFarland, usado como
referencia en suspensiones bacteriologicas para determinar la cantidad de bacterias
(Estrada et al., 2022, p 211).

Los autores Ozyurek y Soyuer (2023), evaluaron la eliminacién de hidrocarburos con
biosurfactantes en la Bacillus subtilis, la bacteria presenté mayor degradaciéon en los
hidrocarburos alcanos (C10 — C38) en un periodo de 5 a 10 dias y con pH 7.0, fue
identificada mediante diferentes métodos de deteccion, como la actividad hemolitica,
el colapso de gotas y dispersion de aceite. De acuerdo a los resultados obtenidos en
la cromatografia de gases pudieron constatar que la cepa alcanzo promedios de
degradacion del 92% en hidrocarburos de petréleo. Concluyeron destacando el alto
rendimiento de la Bacillus subtilis productora de biosurfactantes en la degradacién

de hidrocarburos de petréleo.

Los autores Masika et al. (2021), analizaron la degradacién de hidrocarburos
utilizando consorcios de Bacillus sp en efluentes industriales. Su objetivo fue evaluar
la capacidad de la Bacillus sp en la degradacion de hidrocarburos, se aislaron 115
colonias y se seleccionaron a tres cepas de mejor rendimiento en funcion a su SE
(eficiencia de esporulacion), por medio de la secuencia 16s rRNA se identificé 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 analisis de los TPH
emplearon el cromatégrafo de gases (GC — MS). Los resultados obtenidos indicaron
gue la mayor parte de los contaminantes se eliminaron durante las primeras 48 horas
de cadenas cortas y medianas (C8 — C28) y el porcentaje de degradacion no vario
significativamente después de las 72 horas. Concluyeron que la Bacillus subtilis y
Bacillus amyloliquefaciens son efectivos para la reduccion de hidrocarburos en
efluentes industriales.

Los autores Dai et al. (2020), en su estudio aislaron tres tipos de cepas bacterianas
degradadoras para la degradacién de hidrocarburos de petréleo con adicion de
lacasa, se identificaron como Brevibacillus, Bacillus sp y Acinetobacter schindleri, en
un el periodo de evaluacion de 10 dias a un pH 7, el andlisis realizado en la
cromatografia de gases (GC — MS) presentaron promedios de degradacion del
octadecano, eicosano y tetracosano con valores de 81.7%, 72% y 64.9%.
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Concluyeron que la combinacion de lacasay las cepas bacterianas es una tecnologia

para la degradacion efectiva de hidrocarburos de petréleo.

Los autores, Gao et al. (2020), en su investigacion caracterizaron una bacteria
degradadora en la bahia Jiaozhou, China. El objetivo propuesto fue optimizar las
condiciones de la bacteria para su potencial aplicacion en derrames de hidrocarburos
en aguas marinas. La muestra estuvo conformada con 12 cepas en agua de mar
contaminada de hidrocarburos de petroleo, con un pH (6.25-9.5) a temperaturas
entre 16 a 32°C en un periodo de 5 dias, la secuencia 16Sr RNA identifico a la cepa
Bacillus megaterium, en los analisis de degradacion del cromatografo de gases (GC
— MS) indicaron que con un pH 8.8 y una temperatura de 28°C, la Bacillus
megaterium obtiene valores de degradacion del 92% y 90% para el octadecano y
eicosano. Concluyeron que la cepa es una candidata para la degradacién de
hidrocarburos totales de petréleo (TPH) en aguas marinas.

Los autores Khanpuor et al. (2020), aplicaron Bacillus licheniformisen en la
eliminacién de hidrocarburos de petréleo, el estudio tuvo como objetivo evaluar las
influencias efectivas en la degradacion de los hidrocarburos por Bacillus
licheniformisen, se tomaron como factores influyentes a niveles de pH (4-10),
concentracion de NaCl (0 — 10g/L) y como concentracion de aceites se tomaron (500
— 4500 ppm), luego evaluaron la capacidad bacteriana en agua de mar atrtificial,
simulando el derrame de petrdleo con una salinidad de 35 g/L. Los resultados
obtenidos evidenciaron que la Bacillus licheniformisen en un periodo de 14 dias, las
condiciones Optimas son a concentracion de 3500 ppm, 2.5 g/L de Nacl y a un pH
8.5, el tetradecano y hexacosano presentd 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 Iwoffii en la degradacion de hidrocarburos de petréleo, simularon la
biodegradacion aerdbica de los hidrocarburos durante 90 dias ajustando a un pH
6.5, para esto tomaron una muestra de petroleo del campo petrolifico de Changqing,
China, de acuerdo a los datos obtenidos en el cromatdgrafo 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 degradacion para los alcanos
(C18 — C34) obteniendo promedios del 95.4% y 99.7%, y la cepa A. Iwoffii presento
menor promedio, con valores de (9,05%—73,0%) de degradacién, 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 degradacion de hidrocarburos de petréleo en los

alcanos.

Los autores Purnomo, Rizqi y Rafi (2020), aplicaron la cepa Bacillus subtilis en la
degradacion de hidrocarburos de petréleo en agua de mar, el periodo de evaluacién
se realizé durante los 7 y 14 dias a una temperatura de 30°C con un pH 8.36,
posterior a ello se analiz6 en el cromatdgrafo (GC — MS). Los resultados obtenidos
muestran que en 7 dias los porcentajes 6ptimos del octadecano y tetracosano tienen
valores de degradacion 29.33% y 40.29%, mientras los de cadena larga C26 tuvieron
valores de 1.03% y 5.53% durante el periodo de evaluacién. Se concluye que la
Bacillus subtilis tiene la capacidad de degradar hidrocarburos de petréleo en agua
de alta salinidad en cadenas corta y media.

Por su parte, Tanzadeh et al. (2020), en su investigacion aplicaron cepas nativas de
las costas del mar Caspio en la degradacién de hidrocarburos de petrdleo. Se
aislaron 115 cepas bacterianas en diferentes estaciones de la costa de Caspio,
posteriormente se seleccionaron a 15 cepas para su andlisis, tres cepas mostraron
eficiencia en la degradacion 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 evaluacién tuvo un periodo
de 22 dias 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 comparacion 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 degradacion de
hidrocarburos de petrdleo aplicando bacterias, identificaron y caracterizaron a las
tres mejores cepas por el medio del andlisis secuencial de ARNr 16S como

8



Geobacillus sp, Geobacillus sp y Anoxybacillus, las bacterias fueron ajustadas a un
pH inicial de 7.5, de acuerdo al analisis realizado en cromatografia de gases, las tres
cepas pudieron reducir compuestos como el petroleo crudo, alcano e hidrocarburos
poliarométicos (PAH), la bacteria Geobacillus sp obtuvo un mayor promedio de
degradacion en alcanos seguido de A. geothermalis y Geobacillus sp con valores de
17,3%, 13,1% y 12,1%, concluyeron que las bacterias termdfilos pueden obtener un

mejor degradacion de sitios contaminados por hidrocarburos de petréleo.

Los autores, Pereira et al. (2019), evaluaron la capacidad de degradacion de los
microrganismos autoctonos en hidrocarburos policiclicos aromaticos y alifaticos en
agua estéril de mar, estos microrganismos fueron aislados del parque nacional de
‘Lagoa do peixie” lugar donde ocurren derrames frecuentes de petroleo, en la
metodologia se enriquecié las bacterias capaces de degradar hidrocarburos de
petréleo, obteniendo dos bacterias capaces de metabolizar fuentes de carbonos
complejas en un medio sélido, 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
degradacion de hidrocarburos totales de petréleo (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 petrolifero de Dagang en China para utilizar hidrocarburos de petroleo
y subproductos agroindustriales (melaza) en la produccién de exopolisacaridos
(EPS) en condiciones de recuperacion de petrdleo. Se demostré que el DM-1 EPS
mostré propiedades de altas salinidades y temperaturas elevadas. La cepa DM-1
podria degradar n-alcanos de cadena larga hasta C36. Las pruebas de reduccién de
la viscosidad han demostrado que la viscosidad del petroleo crudo se redujo en un
40 % en comparacion al de antes del tratamiento con DM-1. Los resultados de las
pruebas de alimentacion del paquete de arena en condiciones de yacimiento
simuladas han demostrado que la eficiencia mejorada de recuperaciéon de petroleo
fue del 19,2 %, después de 7 dias de bioaumento in situ con B. licheniformis. Los
resultados obtenidos indican que la cepa DM-1 es una candidata prometedora para

la recuperacion microbiana mejorada de petréleo (MEOR) in situ.



Los autores Chen et al. (2017), en su estudio aplicaron la cepa Dietzia en la
degradacion de hidrocarburos de petroleo 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 evaluacion de 12 dias, en los resultados la bacteria obtuvo
promedio de degradacion 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 recuperacion de ambientes
contaminados con hidrocarburos de petréleo.

Por otra parte, Nkem et al. (2016), emplearon bacterias autdctonas consideradas
degradadoras de hidrocarburos de alquitran con cultivos puros, tomaron muestras
de la playa Rhu Sepuluh, Terengganu, Malasia, las cepas fueron identificadas por
medio del anadlisis de 16S rRNA, de acuerdo a las caracteristicas fisioldgica
mostraron un 99% de similitud con Cellulosimicrobium cellulans y Acinetobacter
baumannii, en los analisis realizados en cromatografia de gases (GC — MS) pudieron
constatar que los hidrocarburos alcanos (C10-C29) obtuvieron promedios de
degradacion de 64,4 %y 58,1 % en C. cellulans y A. baumannii a una temperatura
de 32°C en un periodo de 10 dias. Concluyeron que las dos cepas autéctonas con
cultivos puros tienen potencial para la degradacion de hidrocarburos vy

biorremediacion del medio ambiente marino.

Los autores, Zhang et al. (2016), en su estudio desarrollaron una estrategia para
degradar hidrocarburos de petréleo de alcanos y aromaticos policiclicos (HAP) con
una bacteria tolerante a la sal, en el andlisis de secuencia de 16S rRNA se identificd
a la cepa Corynebacterium, utilizaron al biocarb6n como portador de la bacteria, a
un pH 7, en una evaluacion de 7 dias y una temperatura de 30°C. Los resultados
mostraron que la cepa con biocarbon fueron efectivas para (C16, C18, C19, C26,
C28) y aromaticos policiclicos para naftaleno (NAP) y pireno (PYR), el hexadecano
y octadecano, tuvo valores de degradacion del 94.75% y 82.29%. Finalmente,
concluyeron que la cepa combinada con biocarbon demostré con éxito la tasa de

eliminacion en la degradacion de (TPH) en alcanos y aromaéticos.
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Il. METODOLOGIA

3.1.Tipo y disefio de investigacion

La investigacion realizada fue de tipo basica, debido a que pretende aportar nuevos
conocimientos sobre el efecto que tiene la variable independiente, bacterias haléfilas
en el estudio.

Se aplicé un disefio experimental de acuerdo los objetivos mencionados, debido a
gue se han modificado los rangos de pH en la mezcla sintética de medio minimo de
sales, ademas de utilizar dos diferentes dosis de bacterias haldfilas, en las que se
identifico las mejores condiciones para la degradacion de hidrocarburos medido por
medio del analisis inicial y final de los hidrocarburos totales de petréleo (TPH).

3.2. Variables y operacionalizacion

En la investigacion se ha considerado el uso de dos variables tanto independiente
como dependiente. Como variables independientes se tiene: pH y dosis de bacteria
halofila. Los indicadores para el pH son: 6, 8 y 10; mientras que para la dosis de
Bacillus marisflavi: 3x108, 1.2x10° UFC.

La variable dependiente fue la degradacién de hidrocarburos con dos dimensiones:
degradacion de THP y tiempo. Como indicadores se tuvo la degradacion de
hidrocarburos inicial y final, y para el tiempo se considero las 24, 48 y 72 horas. El

anexo 1 muestra la matriz de operacionalizacion de las variables.

3.3. Poblacion, muestray muestreo

3.3.1. Poblacion
La poblacion de la investigacion 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 solucion sintética conteniendo
dodecano, tetradecano, hexadecano, octadecano, eicosano, docosano, tetracosano
y hexacosano, todos a una concentracion nominal de 100 ppm, donde se realiz6 dos

repeticiones de los tratamientos.
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3.3.3. Muestreo

El tipo de muestreo fue no probabilistico y por conveniencia, debido a que la
muestras se ha seleccionado segun su disponibilidad sin imponer requisitos

especificos de seleccion para facilitar el trabajo de investigacion.
3.3.4. Unidad de analisis

La unidad de analisis estuvo conformada por 20 ml de medio minimo de sales (MMS),
2 ml de in6culo, en dos niveles de concentraciones y 100 pL de solucion sintética de
hidrocarburos en concentraciones de 100 ppm.

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

// 2 ml \ / \\
Klnoculo J K %/IOMWS“

A

0.1 ml
hidrocar
buros

'y

22.1 mL de mezcla sintética por
matraz

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

La técnica empleada fue la observacion experimental, puesto que se ha realizado un
seguimiento de las condiciones controladas a las cuales se desarrollé la

investigacion.

El instrumento utilizado fue la ficha de recoleccion de datos, entre los cuales tenemos
la ficha de obtencién 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
degradacion de hidrocarburos por cada tratamiento, y la ficha de monitoreo de TPH

en relacion al tiempo de las 24, 48 y 72 horas (Anexol7).
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3.5. Procedimiento

Preparado del medio minimo de sales (MMS). Para el preparado del medio se
utilizé: 1.2 g KH2PO4 (Fosfato de disddico), 0.400 NH4Cl (Fosfato monopotasico),
0,200 NaCl (Cloruro de sodio), 0,400 g MgSO4*7H20 (Sulfato de magnesio), 0,01 g
CaCl2 (Cloruro de calcio) y 0,02 g de glucosa, para 400 mL de agua destilada.

Obtencion de la cepa Bacillus marisflavi. La cepa de B. marisflavi fue donada por
el Instituto de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de la Universidad César Vallejo,
la identificaciébn 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).
Reactivacion de la cepa B. marisflavi. Se tomé un indculo del cultivo puro de B.
marisflavi y se sembré en caldo BHI (Brain Heart Infusion), luego se incubo6 a 37°C
durante 24 horas en agitacion magnética de 150 rpm. Pasado el tiempo de
incubacion, se sembré una asada por la técnica de agotamiento por estrias, en medio
Agar Nutritivo y se incub6 a 37°C durante 24 horas. Trascurrido el tiempo se observo
colonias aisladas la cual se realiz6 una coloracion Gram para verificar la pureza de
la cepa.

Preparacion de los in6culos. De un cultivo puro de B. marisflavi se realizaron
suspensiones en solucion salina fisiologica estéril (s.s.f.e) a concentraciones de
3.0x108y 1.2x10° UFC/mL, luego cada concentracién se inoculé en los tratamientos

respectivos que fueron evaluados durante 72 horas.

Para obtener la concentracion de la dosis de la Bacillus marisflavi se empled el

estandar de turbidez de McFarland.

Tabla 2. Caracteristicas de la absorbancia y concentracion

de la bacteria.

Tubo Absorbancia Concentracion
(600nm) (U.F.C/mL)

2 0.262 3.0x108

4 0.963 1.2x10°

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

Para el preparado de la mezcla sintética se utilizé 240 mL de medio minimo de sales
vertiendo 0.1 ml de hidrocarburos en cada matraz, luego se modifico el pH (6, 8 y

10). Para ello se empled HCI de para acidificar y NaOH para alcalinizar.

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

siguientes bloques de tratamientos:

e Muestra Control: Medio Minimo de sales, hidrocarburos sin dosis de bacteria,
sin modificacibn de pH (para observar y comparar el porcentaje de

biodegradacion).
e Primer bloque

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

constantes.
. Dosis MMS Vol. estandar de
Tratamiento pH _
(UFC/mL) (mL) Hidrocarburos (pL)
T1 3x108 6 20 100
T2 3x108 8 20 100
T3 3x108 10 20 100

Nota: Los matraces con cada tratamiento estuvieron en constante

agitacion en incubadora shaker en las condiciones de 150 rpm a 37°C.
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e Segundo bloque

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

constantes.
. Dosis MMS Vol. estandar de
Tratamiento pH _
(UFC/mL) (mL) Hidrocarburos (pL)
T1 1.2x10° 6 20 100
T2 1.2x10° 8 20 100
T3 1.2x10° 10 20 100

Nota: Los matraces con cada tratamiento estuvieron en constante

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

Se tom6 una muestra de cada tratamiento, sacando 3 mL de cada matraz,
seguidamente se realizo la codificacion con sus datos respectivos, para de esta
manera evitar contaminacion y/o confusiones al momento de su traslado al
laboratorio, donde se realizé el analisis en cromatografo de gases (GC) para

identificar los hidrocarburos totales de petréleo (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 investigacion se utilizaron las mejores condiciones de pH 'y

dosis de bacterias hald6filas seleccionadas en la fase anterior y se calcul6 el % de

degradacion a las (24,48 y 72 horas) realizando la siguiente férmula:
(Concentracion entrada — Concentracion salida)

Do adacion (00) = X 100
egradacion (%) Concentracién entrada
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3.6. Métodos de andlisis de datos

Los datos recolectados de los monitoreos por cada tratamiento, fueron procesados
en el Software Microsoft Excel, el cual permitié organizar y agrupar informacion para
cada objetivo, donde se calculd la media aritmética de los resultados de las dos
réplicas realizadas por cada analisis, para posteriormente realizar un andlisis de
varianza (ANOVA), en el software infoStat para determinar si existen diferencias
significativas en la reduccion de hidrocarburos entre los tratamientos. De igual forma,
se llevd a cabo la prueba LSD Fischer para determinar las mejores condiciones de
pH, dosis y tiempo.

3.7. Aspectos éticos

La investigacion realizada, ha respetado la integridad de los datos recopilados, de
tal manera que aporte a la investigacion cientifica y poder comparar la eficiencia que
presentan las bacterias haldfilas, en las cuales no se realiz6 alteraciones en la flora
natural y entorno ambiental de esta bacteria. Por otro lado, se respeto la autoria de
las investigaciones consultadas en esta tesis, ademas 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 Evaluacién de la influenciade pHy U.F.C de Bacillus marisflavi en la degradacion de hidrocarburos.

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

Degradacion de los TPH (%)

Dosis
Tratamiento pH Dodecano Tetradecano Hexadecano Octadecano Eicosano Docosano Tetracosano Hexacosano
(UFC/mL)
1 6 3.0x10® 59.4 65.5 82.5 90.0 89.0 85.8 88.1 85.3
2 8 3.0x108 66.2 70.6 83.7 87.1 87.3 86.7 85.1 84.3
3 10 3.0x 108 67.3 71.0 81.1 85.7 88.0 87.6 90.5 87.1
4 6 1.2x10° 68.1 71.0 86.8 89.3 88.9 88.2 90.5 85.3
5 8 1.2x10° 72.3 74.5 84.0 83.6 84.0 84.5 85.2 82.9
6 10 1.2x 10° 65.8 68.5 84.2 89.5 88.8 87.5 89.1 85.1

Fuente: elaboracion propia

En los la tabla 5, se puede observar los 6 tratamientos aplicados para la degradacién de los hidrocarburos, cada uno de los
tratamientos de acuerdo al pH y la concentracion U.F.C presentan diferentes preferencias por cada hidrocarburo, el tratamiento
1, 2 y 3 presentaron mayor degradacion en el octadecano, eicosano y tetracosano con valores de 90.0%, 87.3% y 90.5% de
degradacion, asi mismo el tratamiento 4,5 alcanzo valores de degradacion para el tetracosano con diferente dosis y pH de 90.5y
85.2 de degradacion, el tratamiento 6 presento el 89.5 % de degradacién para el octadecano. La Bacillus marisflavi presento una
mayor degradacion en los hidrocarburos octadecano, tetracosano y eicosano.
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4.2. Evaluacién del efecto del pH en la degradacion de hidrocarburos usando Bacillus marisflavi

100.0%
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8 40.0%
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20.0%
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Tratamientos a diferentes niveles de pH
m Dodecano = Tetradecano m Hexadecano m Octadecano
= Eicosano ® Docosano B Tetracosano ® Hexacosano

Figura 2. Evaluacion a diferentes niveles de pH en la degradacién de hidrocarburos

En la figura 2, se puede observar el efecto que presenta los diferentes niveles de pH constantes en la degradacion de los
hidrocarburos, en los cuales, el pH 6 presenta un valor de degradacion de 90.0% en el octadecano, pH 8 con un valor de 87.3 %

de degradacion en el eicosano y pH 10 con un valor de 90.5 % de degradacion en el tetracosano.
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Para evaluar el efecto del pH en la degradacion de hidrocarburos, se realiz6 la
prueba estadistica de LSD Fisher con el proposito de comparar las medias de
degradacion, obtenidas a diferentes pH del medio. Para este analisis solo se tomé
en cuenta los hidrocarburos a los cuales presentaron mayor influencia los niveles
de pH en la degradacién, a continuacion, se muestra las tablas de analisis de
varianza y prueba de LSD Fisher para la degradacion de octadecano, eicosano y

tetracosano a diferentes pH.

Deqgradacion de octadecano, tetracosano vy eicosano a diferentes pH.

Ho: No existe una degradacion significativa para el octadecano, tetracosano y

eicosano a diferentes niveles de pH.

Hi: Existe una degradacion significativa para el octadecano tetracosano y eicosano

a diferentes niveles de pH.

Tabla 6. Degradacién de octadecano y tetracosano y eicosano a diferentes niveles
de pH. Test: LSD Fisher.

Hidrocarburo pH Medias n E.E.

pH 8 0.85 4 0.02 A
Octadecano pH10 0.88 4 0.02 A

pH 6 0.90 4 0.02 A

pH 8 0.85 4 0.01 A
Tetracosano pH10 0.90 4 0.01 B

pH6 0.89 4 0.01 B

pH 8 0.86 4 0.01 A
Eicosano pH 10 0.88 4 0.01

pH 6 0.89 4 0.01

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
Fuente: elaboracién propia, infoStat.

En la tabla 6, se evidencia que los niveles pH no presentan influencia en la
degradacion 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 hipétesis alternativa, lo cual indica que para

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

acuosas.
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m Dodecano = Tetradecano m Hexadecano m Octadecano
Eicosano ® Docosano H Tetracosano ® Hexacosano

Figura 3. Evaluacion de la mejor dosis de U.F.C de Bacillus marisflavi en la degradacion 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 degradacion
de los hidrocarburos, la dosis de 1.2x10°, presentan un mayor efecto en la degradacién del octadecano, eicosano y tetracosano,
por otro lado, las dosis de 3.0x108, presentan menor efecto en la degradacién de los hidrocarburos.
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Del mismo modo, para evaluar la mejor dosis de U.F.C de Bacillus marisflavi en la
degradacion de hidrocarburos, se realizé la prueba estadistica LSD Fisher con el
propésito de comparar las medias de remocion, obtenidas a diferentes
concentraciones de U.F.C del medio. Para este analisis solo se tomé en cuenta los
hidrocarburos a los cuales presentaron mayor degradacion (Octadecano, eicosano
y tetracosano). A continuacion, se muestra las tablas de analisis de varianza y la

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

Deqgradacion de octadecano, tetracosano y eicosano a diferentes

concentraciones U.F.C.

Ho: No existe degradacion significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano

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

Hi: Existe degradacion significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano a
diferentes concentraciones de U.F.C de Bacillus marisflavi.

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

Bacillus marisflavi. Test: LSD Fisher.

) UFC_ Bacillus _
Hidrocarburo ' . Medias n E.E.
marisflavi
3.0x 108 0.88 6 0.01 A
Octadecano 1.2 x 10° 0.87 6 0.01 A
3.0x 108 0.88 6 0.01 A
Tetracosano 1.2 x10° 0.88 6 0.01 A
Eicosano 3.0 x 108 0.87 6 0.01 A
1.2 x 10° 0.88 6 0.01 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
Fuente: elaboracion propia, infoStat.

En latabla 7, se puede constatar que la dosis no presenta efecto en la degradacion
del octadecano, eicosano y tetracosano, debido a su valor de significancia que es
superior a 0.05 por lo que se acepta la hipétesis nula y si rechaza la hipotesis

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

utilizando Bacillus marisflavi.

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

Degradacion de los TPH (%)

Dosi Ti
Tratamiento pH (UFOC;S/EL) Ie(:)po Dodecano Tetradecano Hexadecano Octadecano Eicosano Docosano Tetracosano Hexacosano
1 10 3.0x 108 24 92.8 93.0 94.6 95.2 94.6 93.7 93.1 90.3
2 10 3.0x 108 48 91.8 92.6 95.0 95.1 94.9 93.9 93.3 90.3
3 10 3.0x108 72 90.4 92.6 95.2 95.7 94.8 93.8 93.4 90.4

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 8, se observa la degradacion 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 degradacion similares en los tres tiempos para los 8 hidrocarburos, tal es el caso del
octadecano que presentd una degradacion del 95% en los tres diferentes tiempos de manera similar el eicosano present6é una

degradacion del 94%, por otro lado, el tetracosano presenté una degradacion del 93% en las 72 h de evaluacion.

21



4.5. Evaluacion del mejor tiempo en la degradacion de hidrocarburos usando las mejores condiciones de pH y dosis

utilizando Bacillus marisflavi.
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Figura 4. Evaluacion del mejor tiempo en la degradacion de hidrocarburos utilizando Bacillus marisflavi

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

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

Ho: No existe degradacion significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano

en diferentes tiempos.

Hi: Existe degradacion significativa para el octadecano, tetracosano y eicosano en
diferentes tiempos.

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

Hidrocarburo  Tiempo(h) Medias n E.E.

24 95.1 2 0.20 A
48 95.1 2 0.20 A

Octadecano
72 95.7 2 0.20 A
24 91.7 2 0.84 A
48 93.3 2 0.84 A

Tetracosano
72 93.3 2 0.84 A
24 94.6 2 0.18 A
Eicosano 48 94.8 2 0.18 A
72 94.7 2 0.18 A

Medias con una letra comuan no son significativamente diferentes (p > 0.05).
Fuente: elaboracion propia, infoStat.

En la tabla 9, se puede observar que, en un periodo de evaluacion de 24, 48y 72
horas no presenta efecto en la degradacién de los hidrocarburos octadecano
eicosano y tetracosano, debido a su valor de significancia mayor a 0.05, por lo que

se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipétesis alternativa.

23



V. DISCUSION

En latabla 5y figura 2, se puede observar que, en un periodo de evaluacion de 72
horas, optimizando las condiciones de temperatura y diferentes niveles de pH para
lograr una mejor degradacién, se pudo constatar que a niveles constantes de pH 6
se degrada con mayor eficiencia el octadecano y eicosano obteniendo valores de
degradacion del 90.0 % y 89.0%, de manera similar el pH 10 presentd mayor
degradacion 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
evaluacion de 22 dias lograron mayor eficiencia de degradacién de hidrocarburos
de petréleo, 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 dias cuyos valores fueron de 25%, 31% y 37%
para el octadecano, eicosano y tetracosano, la bacteria tiene mejor capacidad de
degradacion 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 degradacion de los hidrocarburos totales de petréleo en un
periodo de evaluacion de 7 dias, 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 petroleo, logrando degradar a los alcanos de cadena en los
rangos (C13 — C18) obteniendo medias de degradacion del (35.4% — 91.0%). El
proceso de degradacion es diferente de acuerdo a las condiciones Optimas
empleadas para lograr una mayor degradacion como la temperatura, pH y tiempo
de evaluacion. La Bacillus marisflavi presenta una mayor degradacién condiciones

de pH 10, temperatura de 37°C y una dosis de 3.0x108.
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En la tabla 6, se realizé el analisis de significancia de los tres hidrocarburos con
mayor degradacion, para constatar estadisticamente si hay efecto en la
degradacion de los hidrocarburos a diferentes niveles de pH, se pudo evidenciar
qgue el octadecano no present6 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 degradacion 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 degradacién para el octadecano, eicosano y tetradecano obteniendo
porcentajes del 98.9%, 99.5% y 99.7% para la eliminacién de los hidrocarburos de
petréleo. 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 degradacion de hidrocarburos como octadecano, eicosano y tetracosano
en un tiempo de evaluacién de diez dias, obteniendo promedio de degradacion
mayor para el octadecano con un valor de 93.3 %, sin embargo, el eicosano y
tetracosano presentaron valores desfavorables de degradacion del 11.28% vy
17.9%. de degradacion. 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 degradacion del octadecano, eicosano y tetracosano, cuyos valores
fueron 4.8%, 3.5% y 16% en un periodo de evaluacion de tres dias, la cepa no

presenta altos porcentajes de degradacion en alcanos.

En tabla 7 se realiz6 el analisis de significancia para los hidrocarburos con mayor
degradacion, se pudo constatar que la dosis no present6 efecto en la degradacion
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 10° 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
degradacion de los hidrocarburos. Sin embargo, Chen et al. (2017), realizaron una
investigacion aplicando la bacteria Dietzia con un pH 7.0 y una dosis de 2.15 x10°
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 investigacion utilizaron
la bacteria Bacillus licheniformis, logré remover hasta un 80% de octadecano y 70%

de hexadecano en un periodo de 10 dias a una concentracion de 1,2 x 104,

En la Tabla 8 y figura 4, se observa que el mejor tiempo de degradacion fue de 24
horas, tomando las mejores condiciones de pH y dosis evaluadas, los valores
maximos de degradacion 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 degradacion en 24, 48 y 72 horas con valores de 95.2%, 95.1%,
95.7%, respectivamente. Asimismo, el hexacosano fue el que presenté un menor
promedio de degradacion en el proceso fermentativo con un 90.4 %. Por su parte
los resultados son distintos en el estudio de Masika et al (2021), donde aplicé tres
consorcios diferentes de Bacillus sp (Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y
Bacilo metilotréficasa), con un pH 6.8 a 72 horas de evaluacion, en la eliminacion
del (C8 — C28), donde las primeras 12 horas de evaluacion obtuvieron un 64.5 %,
después de las 48 y 72 horas el porcentaje de degradacion decrecio a un 53.6 % y
52.7 % respectivamente, con lo cual el porcentaje de la degradacién de
hidrocarburos no aumento significativamente. En otro estudio, Khanpuor et al
(2020), los resultados mostraron que la Bacillus licheniformisen en 14 dias present6
valores de 68% y 40% para el tetradecano y hexacosano con un pH de 8.5, en la
degradacion de hidrocarburos de petréleo en agua de mar artificial, por lo tanto,
esta cepa tiene altos valores de degradacion en cadenas cortas. Asimismo,
Purnomo, Rizqi y Rafi (2020), constato en su investigacion que la bacteria Bacillus
subtilis, a un pH 8.36 tuvo mejor evaluacion en 7 dias para la degradacion del

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

En la Tabla 9, se analiz6 el nivel de significancia en la degradacion de los
hidrocarburos obtenidos en el periodo de evaluacion 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 degradacién. Sin embargo, estos

resultados se contrasta con los autores Dai et al. (2021), quienes obtuvieron
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promedios de degradacién significativos aplicando la Brevibacillus sp y Bacillus sp,
los consorcios fueron optimizadas a un nivel de pH 7 y en un periodo de evaluacion
de 10 dias, donde el octadecano, eicosano y tetracosano, presentaron promedios
degradacion 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 evaluacion de 7 dias, obtuvo una alta resistencia a los efectos
toxicos y eficiencia en la eliminacion de los hidrocarburos de petrdleo, 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 degradacion de hidrocarburos, siendo el pH 10 donde se
observa la més alta degradacion del eicosano y tetracosano en soluciones acuosas

utilizando Bacillus marisflavi.

No existe efecto de la dosis de Bacillus marisflavi en la capacidad de degradacion
de hidrocarburos.

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

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

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

pero que es independiente de la dosis de Bacillus marisflavi.
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VIl. 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

degradacion considerable a niveles de pH 6 y 10.

Investigar el proceso de degradacion 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 degradacion de los

hidrocarburos.

Optimizar las condiciones de degradacion evaluando a rangos de menor tiempo
como 6 hy 12 h, ya que en la investigacion se pudo constatar que a las 72 h el
promedio de degradacion es similar para los hidrocarburos aplicando condiciones

optimas como pH 10 y dosis de 3.0x108.
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ANEXO 1. Operacionalizacion de las variables

_ L Definicion _ . . Ecala de
Variables Definicion Conceptual . Dimension Indicadores o
Operacional medicidn
Se modificara el pH .
Las bacterias hal6filas son in las dosis d pH1:6
segun las dosis de . .
microorganismos los cuales crecen I . _ pH pH2:8 Razon
_ _ _ _ bacterias Halofilas H3: 10
Bacterias en ambientes hipersalinos (entre . pA S
. gue seran utilizadas
Haléfilas 5% y 30% de sal), como pueden _ Dosis d
. en el tratamiento para osis de
ser lagos, mares, salineras, degradar Bacillus Dosis 1: 3.0x108 UFC Intervalo
desiertos (Murrieta, 2018, p.15). hidrocarburos marisflavi Dosis 2: 1.2x10° UFC
La degradacion de hidrocarburos y Concentracién inicial de
. ) Intervalo
sus derivados es un proceso , Concentracién TPH
La cantidad de S
natural lento, aunque para _ TPH Concentracién final de
) hidrocarburos que se Intervalo
generarlo dentro de las tecnologias TPH
encuentra en la
. emergentes, aprovechan las .
Degradacion de _ . solucion acuosa
) capacidades metabdlicas de los )
hidrocarburos . _ (despues del Tiempo 1: 24h
microorganismos, plantas y _
_ tratamiento) _ Tiempo 2: 48h
enzimas para transformar el Tiempo Razon
comparada con la Tiempo 3: 72h

petréleo en subproductos que sean
de menor toxicidad (Ordofiez et al.,
2018).

muestra control
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Anexo 2. Obtencién de la dosis de Bacillus marisflavi.

ﬁ Universidad Cesar Vallejo INSTRUMENTO N°L

TITULO

Influencia del pH y dosis de bacteria hal6fila en la degradacion de hidrocarburos en
soluciones acuosas

LINEA DE INVESTIGACION

Calidad y gestion de los recursos naturales

AUTOR

Cuentas Terrones Cristhian Joseph
Manuyama Noriega Dino Mauro

ASESOR

Dr. Cruz Monz6n, José Alfredo

OBTENCION DE LA DOSIS DE BACILLUS MARISFLAVI

Tubo

Absorbancia/ 600nm

Concentracion U.F.C

Fuente: elaboracion propia
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Anexo 3. Monitoreo de TPH inicial y final por tratamiento.

Universidad César Vallejo

INSTRUMENTO N°1

TiTULO

Influencia del pH y dosis de bacteria hald6fila en la degradacion de hidrocarburos en soluciones acuosas

LINEA DE
INVESTIGACION

Calidad y gestion de los recursos naturales

AUTOR

Cuentas Terrones, Cristhian Joseph
Manuyama Noriega, Dino Mauro

ASESOR

Dr. Cruz Monzén, José Alfredo

Concentracion de TPH

Cddigo de la muestra

Fecha

TPH inicial

TPH final

TO

T1

T2

T3

T4

T5

T6

Fuente: elaboracién propia




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

ﬁ Universidad César Vallejo

INSTRUMENTO N°2

TITULO

acuosas

Influencia del pH y dosis de bacteria hald6fila en la degradacion de hidrocarburos en soluciones

LINEA DE
INVESTIGACION

Calidad y gestion de los recursos naturales

Cuentas Terrones, Cristhian Joseph

AUTOR Manuyama Noriega, Dino Mauro
ASESOR Dr. Cruz Monzon, José Alfredo
CONCENTRACION DE TPH
0 HORAS 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
TRATAMIENTO pH 10
3.0x108 3.0x108 3.0x108 3.0x108 3.0x108 3.0x108
UFC UFC UFC UFC UFC UFC

TO

T1

T2

T3

T4

T5

T6

Fuente: elaboracion propia




Anexo 5. ldentificacion de la Bacillus marisflavi.

e . - :
Identificacion de la BLAST Characterization Length of Consensus % Maximum Accession

muestra Sequence (nt) Identidad Number Fiwlogeny

Cellular organisms; Bacteria; Terrabacteria group;

SEDIMENTO MARINC Bacillus marisflavi 1482 100.00 NR_025240.1 Firmicutes: Bacilli Bacillales: Bacillaceae: Bacillus

Anexo 6. Andlisis de cromatografia de gases (GS- MS) de la muestra control.

Chromatogram and Results
Injection Details
[njection Name: M Conrol Run Time {min):  32.96
Autores Dino Mauro Manuyama Noriega [njection Volume: 1.00
Cristhian Joseph Cuentas Terrones
Chromatogram |
500000000 7 Degradacion Hidrocarburoscon j:j:zas #13 Imanually integrated] TICTIC
W P
v oo
4 b
00
4000000001 2 o o&«#@
" o %
! L
o F 'l
" 300000000 K (e““‘ﬂ?
5 | u
k]
Z
g !
= 200000000
@)
o
wt"?'p
- w '
100000000 4
™~Mam L__,Aq ey
y { s 3]
0
70 80 10.0 120 140 160 180 200 220
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relatve Area | Relatve Height | Amount
min counts’min counts % % ppm
1 Dodecano 8436 6806532.07¢ | 260426918768 1147 11.18 100.2002
2 Tetradecano 10.307 8332797.275 | 305061871.060 14.04 16.40 108.8968
3 Hemadecano 12.705 8256884.721 3203635656.056 13.91 13.30 102.2366
4 Octadecano 14545 8451527181 386317436.183 14.24 16.04 102.0190
5 Eicosano 16.242 8200300806 | 2348173214746 13.83 14.45 102.0642
6 Docosano 17.731 7854888.107 | 342501680450 12.80 1422 98,0613
7 Tetracosano 18.024 7085783.155 | 247100503.913 11.84 10.28 101.2641
8 Hexacosano 20.531 4552030.184 00200624008 767 4.15 004271
Total: 59350720.317  2409026007.094 100.00 100.00
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Anexo 7. Cromatografia de gases (GS- MS) Dosis 3.0x10% — pH 6 y Dosis 1.2x10°— pH 6.

Chromatogram and Results Chromatogram and Results
Injection Details Injection Details i
Injection Name: D8.PHE Run Time (min): 3296 Injection Name: DS.PHE ] Run Time (min):  32.96
Autores Dino Mauro Manuyama Noriega Injection Volume: 1.00 Autores Dn}o !fauro Manuyama Noriega Injection Volume: 1.00
Cristhian Joseph Cuentas Terrones Cristhian Joseph Cuentas Terrones
[Chromatogram_ [Chromatogram
200000000 "7 Degradacion Hidracarburoscon Bacterias #1 [manually inteqrated] TICTIC 500000000 1 Degradacion Hidrocarburascon ii;:as #7 [manually inteqrated] TicTic
t o
i B
5000000004 wﬁzx“’ h
2
| #° 400000000 1
500000000 4
= 4000000004 T 300000000 -
€ 5
S k3
% 300000000 ,g
g g
E £ 200000000
— 200000000
100000000
100000000 -
o' Ny
100000000 0 ~
70 80 16,0 120 140 180 180 200 230 70 80 16,0 120 140 160 180 200 220
Time [min] Time Jmin]
|Integration Resuits |integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relatve Area | Relatve Height | Amount [[No. |Peak Name Retention Time Area Height Relatve Area | Relatwe Height | Amount
min counts"min counts % % ppm min counts'min counts % % ppm
1 Dodecano 8422 12000823.359 | 452605483.844 2640 2541 448212 |[1 Dodecano 8431 0325808.155 377785344.155 28.93 31.78 33.1215
2 Tetradecano 10.308 12862191.082 | 581006174.313 26.23 3287 400820 |[2 Tetradecano 10.302 0880044 055 436010468 642 30.65 38.78 31.6165
3 Henxadecano 12.700 5042111.671 246001172.562 12.12 13.86 186180 |3 Hemxadecano 12.700 3350731.747 126851811.580 10.42 10.67 12,0040
4 Octadecano 14544 4432880.800 148442166660 8.04 8.3 152836 (|4 Octadecano 14540 2338508.892 803280350.715 8.80 7.32 11.2284
5 Eicosano 16.241 2838782.377 105527122424 578 502 118035 (|5 Eicosano 16.237 2387230.212 66136978.486 740 5.56 10.7481
6 Docosano 17.731 6480561.482 140004244 855 13.23 7.88 21.8337 |([8 Docosano 17.727 1888670.826 52840588.783 524 445 0.8588
7 Tetracosano 19.020 2374040 437 78333426.200 484 440 129528 (|7 Tetracosano 19.016 1227776.642 28800446 041 3.81 242 0.8421
8 Hexacosano 20526 1105237.120 20443008.188 225 148 133018 |[8 Hexacosano 20518 1531228.708 12146418.002 475 1.02 14.7206
Total: 49036646.470  1781253789.054 100.00 100.00 Total: 32239017.238  1188488396.324 100.00 100.00
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Anexo 8. Cromatografia de gases (GS- MS) Dosis 3.0x108 — pH 10 y Dosis 1.2x10°— pH 10

Chromatogram and Results

Chromatogram and Results

Injection Details Injection Details
Injection Name: D8.PH10 Run Time {min):  32.96 Injection Name: D9.PH10 Run Time (min):  32.96
Autores Dino Mauro Manuyama Noriega Injection Voiume: 1.00 Autores Dino Mauro Manuyama Noriega Injection Volume: 1.00
Cristhian Joseph Cuentas Terrones Cristhian Joseph Cuentas Terrones

Chromatogram | [Chrom.

550000000 7 Deqradacion Hidracarburoscon Bacterias #5 [manually inteqrated] TICTIC 500000000 7 Degradacion Hidrocarburoscon Zaj;ias #11 Imanually integrated] TICTIC

500000000 .W"M i

Vp{n 400000000 d;ﬂ

40000000014 o
) % 300000000 4
é 300000000 - §
f% S
& 2 1
] o
= ' 200000000

200000000

100000000 - #00000000-4

e{ T 0 I T
70 80 10,0 120 140 160 180 200 220 70 80 100 120 14.0 18.0 180 200 230
Time [min] Time [min]
lIntegration Results Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relatve Area | Relative Height | Amount ||No. [Peak Name Retention Time Area Height Relatve Area | Relatwe Height | Amount
min counts"min counts % % ppm mn counts'min counts % % ppm

i Dodecano 5442 10174677.824 | 352516658.057 25.88 2523 358145 ([ Dodecano 8.421 8807358.304 310728301.866 26.60 28.71 31.4651
2 Tetradecano 10.309 10300173.815 | 455455307001 28044 3280 330846 ([2 Tetradecano 10.288 0647585.808 427163084223 2014 38.71 30.9585
3 Henadecano 12710 6224664 874 180835011.505 15.87 13.59 203705 (|3 Henxadecano 12.690 4979568.238 150685387.837 15.04 1285 17.1502
4 Octadecano 14.550 4588401832 163840269.374 11.68 11.73 158724 ||4 Octadecano 14530 2000500.807 08435014.204 8.76 820 11.3863
5 Eicosano 16.247 3237810.716 110668173.228 824 782 12.0056 |[5 Eicosano 16.227 2113221.107 67207314.780 6.38 5.84 10.0531
6 Docosano 17.737 2801230.473 80368286.063 7.13 575 126337 |8 Docosano 17.713 2255895.501 61183172572 6.81 5.28 11.2734
7 Tetracosano 18.028 1240001.592 34026881.012 3.18 250 peres |7 Tetracosano 18.002 1165419.274 34100674850 352 23 07785
8 Hexacosano 20.540 627878.272 £638077.818 1.60 068 11.7020 (|8 Hexacosano 20518 12405@8.898 15230913.733 375 1.31 13.7554
Total: 39296129.405  1397249525.048 100.00 100.00 Total: 33110187932  1163543454.073 100.00 100.00




Anexo 9. Esterilizacion del MMS en el autoclave

Anexo 10. Sembrado de las placas en agar glucosa.
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Anexo 11. Prueba de turbidez mediante el método de McFarland.

/e 2 = L
g ” - N T




Anexo 13. Medicién de absorbancia.

Z:25 Yo
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Anexo 14. Aplicacién de la bacteria haléfila al medio a diferentes niveles de pH 'y
dosis.

Anexo 15. Muestras en incubadora shaker




Anexo 16. Extracciéon de los hidrocarburos.
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Anexo 17. Validaciéon de instrumentos

= universidad César Vallejo
E_l—] unive ]|

VALIDACION DE INSTRUMENTO N° 1
1 DATOS GENERALES

i

Docente en

Apeliidos y Nombres: Rojas Villacorta Walter
1.2, Cargo e institucién donde labora: :
1.3.  Especialidad o linea de investigaci

1.4.  Nombre del instrumento: Ficha de investigacién

15.  Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyam

Ja Universidad Cesar Vallejo - Trujillo
6n: Calidad y Gestién de los Recursos Naturales

a Noriega Dino

Mauro P
Il ASPECTOS DE VALIDACION
INACEPTAB MINIMAMENTE | A cEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES LE ACERIABLE =
112 3 (45|67 ]|8] 89
Esta formulado con lenguaje «K
1 SLARIDED comprensible.
Estd adecuado a las leyes y ﬁ
ZOBETVL. principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y
3.ACTUALIDAD | las necesidades reales de la /(
investigacion.
4. ORGANIZACION | EXiste una organizacion l6gica. X
Toma en cuenta los aspectos
S SUFICIENCIA metodoldgicos esenciales )<
Esta adecuado para valorar las
SINTENCIONALIDGD variables de la Hipotesis. )<
e —— Se respalda en fundamentos )<
6 técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los
8.COHERENCIA | problemas objetivos, hip6tesis, X
variables e indicadores.
La estrategia responde a una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados )(
para lograr probar las hipétesis.
El instrumento muestra la
relacion entre los componentes
10.PERTINENCIA | de la investigacion y su X
adecuacion al Método
Cientifico.
. OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion S

V.

- El Instrumento no cumple con

Los requisitos para su aplicacién

PROMEDIO DE VALORACION:

Firma del‘especialista

U

Trujillo, 26 de mayo del 2023




=3 Universidad Cé j
' @-' universidad César Vallejo

.

VALIDACION DE INSTRUMENTO N° 2
V. DATOS GENERALES

16.  Apelidos y Nombres: Rojas Villacorta Walter
1.7. Cargo e institucién donde labora: Docente en la Universidad Cesar Vallejo - Trujillo
1.8. Especialidad o linea de investigacion: Calidad y Gestién de los Recursos Naturales
1.9.  Nombre del instrumento: Ficha de investigacion
1.10. Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama Noriega Dino
Mauro
VI.  ASPECTOS DE VALIDACION
INACEPTAB |  MINIMAMENTE | A cEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES LE ACEPTABLE i |
112 3 |[4[5]6[7 8] 9 10
Estd formulado con lenguaje
1. CLARIDAD ;
comprensible. K
5. BEIETINEAD Esta adecuado a las leyes y
principios cientificos. v [ ]
Esta adecuado a los objetivos y !
3. ACTUALIDAD | las necesidades reales de la \‘}(
investigacion.
4 ORGANIZACION | EXiste una organizaci6n I6gica. P(
T Toma en cuenta los aspectos ><
metodoldgicos esenciales
T Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipétesis. X
’ Se respalda en fundamentos
7. CONSISTENGIA técnicos y/o cientificos. X
Existe coherencia entre los
8 COHERENCIA | problemas objetivas, hipétesis, )<
variables e indicadores.
La estrategia responde a una
9, METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis. X
El instrumento muestra la
relacién entre los componentes
10.PERTINENCIA | de la investigacion y su X
adecuacion al Método
Cientifico.
VIl OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con ]
los Requisitos para su aplicacion &

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacién

Vil

PROMEDIO DiyRACION:
QM ¢6rl20¥E

ql

Trujillo, 26 de mayo del 2023



._,/1' universidad César Vallejo

VALIDACION DE INSTRUMENTO N° 3
IX. DATOS GENERALES

141,
1.12.
1.13.
1.14,
1.15.
Mauro

Apellidos y Nombres: Rojas Villaco
Cargo e institucion donde labora: Docente en la Universidad Cesar Vallejo - Trujillo
Especialidad o linea de investigacion: Calidad y Gestién de los Recursos Naturales
Nombre del instrumento: Ficha de investigacion

Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama Noriega Dino

X. ASPECTOS DE VALIDACION

rta Walter

INACEPTAB MINIMAMEI;I'-I’EE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES LE ACEPTAB —
TR T e AEELY 8ulin9 1
Esta formulado con lenguaje
BEERRAD comprensible. 7\ I
Esta adecuado a las leyes y
R IENTOR principios cientificos. )L
Esta adecuado a los objetivos y
3. ACTUALIDAD las necesidades reales de la )(

investigacion.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion légica.

5. SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspectos
metodoldégicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipétesis.

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

8. COHERENCIA

Existe coherencia entre los
problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

9. METODOLOGIA

La estrategia responde a una
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

10. PERTINENCIA

El instrumento muestra la
relacién entre los componentes
de la investigacion y su
adecuacion al Método
Cientifico.

Xl OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacién
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

XIl. PROMEDIO DE VALORACION:

/7W 0pr 12092

Firma del especialista

Al

Trujillo, 26 de mayo del 2023




&ﬂ Universidad César Vallejo

YALID/\Dcuom DE INSTRUMENTO N° 1

- ATQS GENERALES )
. Apellidos y Nombres: Otiniano Garcia Milly

12. Cargo e institucién donde labora: Docente en la Universidad Cesa

13. Especialidad o linea de investigacion: Calidad y Gestion de los Re

14, Nombre del instrumento: Ficha de investigacion

1.5. Autores de Instrumento: Cuenlas Terrones Cristhian Josep:

Mauro
Il ASPECTOS DE VALIDACION _____———————-—‘j“"/'/’_l
INACEPTAB | MINIMAMENTE ACEPTABLE

¢ vallejo - Trujillo
cursos Naturales

h- Manuyama Noriega Dino

ACEPTABLE
CRITERIOS DICADORES LEl ] =
: 2 e oA A oA [ROR S
1. CLARIDAD Esta fom?ulado con lenguaje Z{
comprensible. L ]
Esta adecuado a las leyes Y
2 0BJ
ETVDAR principios cientificos. ./A‘—
Esta adecuado a los objetivos y
3 ACTUALIDAD | las necesidades reales de la K
investigacion.
4 ORGANIZACION | EXiste una organizacion légica. D(
Toma en cuenta los aspeclos K
|

5. SUFICIENCIA i .
metodoldgicos esenciales

B —— Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipétesis.

Se respalda en fundamentos

técnicos y/o cientificos.

Existe coherencia entre los

6 COHERENCIA | problemas objelivos, hipétesis, X

variables e indicadores.

La estrategia responde a una

9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados X

para lograr probar las hipotesis.

=< <

7. CONSISTENCIA

El instrumenlo muestra la
relacion entre los componentes
10. PERTINENCIA | de la investigacion y su
adecuacion al Método
Cientifico.

. OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
Jos Requisitos para su aplicacion ‘5
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacién

IV.  PROMEDIO DE VALORACION: t\ (

. Trujillo, 26 de mayo del 2023

Firma del especialista



~ ', Universidad César Vallejo

&ALIDACIC')N DE INSTRUMENTO N° 2

DATOS GENERALES

16.  Apellidos y Nombres: Otiniano Garcia Milly Gesar Vallejo - Trujillo
1.7. Cargo e institucién donde labora: Docente en la Univ?rsldad eRecui'Sos Naturales
1-3- Especialidad o finea de Investigacién: Celidad y Gestion d 62
8. Nombre del instrumento: Ficha de investigacion Noriega Dino
140 Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama
Mauro
VI.  ASPECTOS DE VALIDACION ,———//’1
INACEPTAB MINlEMPI:[:%TE E ACEPTABI.E
AC : T
CRITERIOS S LE S 0
INDICADORE T aTs 67 o
— = 1 | ’
uale = %
1. CLARIDAD Esté fO@ulado con lenguaj A
comprensible. Ll ——T
2. OBJETIVIDAD Es}é : a.demfado a las leyes ¥
principios cientificos. i~ L
Esta adecuado a los objetivos Y
3.ACTUALIDAD | las necesidades reales de la

investigacion.
Exisle una organizacion logica.

4, ORGANIZACION

Toma en cuenta los aspectos
metodoldgicos esenciales
Esta adecuado para valorar las

5. SUFICIENCIA

6. INTENCIONALIDAD

S

variables de la Hipdtesis.
Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

7. CONSISTENCIA

Existe coherencia entre los
problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

8. COHERENCIA

X
X |
Z |
X
%
X

La estrategia responde a una
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

9. METODOLOGIA

El instrumento muestra la
relacién entre los componentes
de la investigacion y su
adecuacion al Método
Cientifico.

10. PERTINENCIA

OPINION DE APLICABILIDAD

El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion
El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

VIL.

Vill. PROMEDIO DE VALORACION:

”

'y

VALIDACION DE INSTRUMENTO N° 1
DATOS GENERALES

G\
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wj Universidad César Vallejo

:-'1'1- Apellidos y Nombres: Otiniano Garcia Milly .
1'12' Cargo‘e institucién donde labora: Docente en la Universidad Cesar Vallejo - Trujll"0
-13. Especialidad o linea de investigacién: Calidad y Geslion de los Recursos Naturales
1.14. " Nombre del instrumento: Ficha de investigacion
:\Ji1 5. Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama Noriega pino
auro
X. ASPECTOS DE VALIDACION e ———"1
INACEPTAB M‘{réléﬁ:rl:i!&f ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORE LE |
T T2 [ 3 | 4]is0[ler|7 WE—Q—J
1. CLARIDAD Esta formulado con lenguaje }(
comprensible.
5 OBIETAIDAD Estd adecuado a las leyes y
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y
3 ACTUALIDAD | las necesidades reales de la

investigacion.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion logica.

S. SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspectos
metodolégicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipdtesis.

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

8. COHERENCIA

Existe coherencia entre los
problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

9. METODOLOGIA

La estrategia responde a una
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

10. PERTINENCIA

El instumento muestra la
relacidn entre los componentes
de la investigacion y su
adecuacion al Método
Cientifico.

S = Il P P %l%\X\

bR

OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacién

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

Xl

PROMEDIO DE VALORACION:

s

Firma del especialista

“\

A0

Trujillo, 26 de mayo del 2023



i:ﬁ yniversidad César Vallejo

VALIDACION DE INSTR

UMENTO N°1
Xll.  DATOs GENERALES
116. Apellidos y Nombres: Cabarnillas Chirinos Luis Alberto
1-17. " Cargo e institucion donde labora: Instituto do Investigaci6n UCV
1.18.  Especialidad o linea de investigacion: Calidad y Geslién de los Recursos Naturales
119, Nombre de| instrumento: Ficha de investigacion
:\AZO. Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama Noriega Dino
auro
XIV. ASPECTOS DE VALIDACION
INACEPTAB MINIMAMENTE LE
CRITERIOS INDICADORES LE aceprasLe | ACEPTAB
12| 3 |4[5[6[7 8] 9 | 10
1. CLARIDAD Esta fonpulado con lenguaje 7/4\
comprensible,
2 OBJETIVIDAD Es}é . a.dectfado a las leyes y .
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y
3. ACTUALIDAD las necesidades reales de la

investigacién.

4. ORGANIZACION | Exisle una organizacién l6gica.

Toma en cuenta los aspectos

5. SUFICIENCIA :
metodoldgicos esenciales

Esta adecuado para valorar las

6. INTENCIONALIDAD : : :
variables de la Hipdtesis.

Se respalda en fundamentos

7. CONSISTENCI : iz
OnSIsTENGIA técnicos y/o cientificos.

Existe coherencia entre los
problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

8. COHERENCIA

La estrategia responde a una
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

9. METODOLOGIA

El instrumento muestra Ia
relacion entre los componentes
10. PERTINENCIA | de la investigacion y su
adecuacion al Meétodo
Cientifico.

XV.  OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacién

- El Instrumento no cumple con

Los requisitos para su aplicacién

XVI.

"Luis A. Cabanifias Chirfa 3
BIOLOGO - MICROBIOLO GO
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i;'j— universidad César Vallejo

VALIDACION DE INSTRUM N°2
XVIl. " DATOS GENERALES -

1-21. Apelidos y Nombres: Cabanillas Chirinos Luis Alberto
122 Cargo e institucién donde labora: Instituto de Investigacién UCV
1.23.  Especialidad o linea de investigacién: Calidad y Gestién de los Recursos Naturales
1.24. Nombre del instrumento: Ficha de investigacion )
1.25. Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama Noriega Dino
Mauro
XVIIl.  ASPECTOS DE VALIDACION )
CRITERIOS INDICADORES LE ACECTABLER | S
SR 7 T o W I g ] P e
1. CLARIDAD Esta formulado con lenguaje 7(
comprensible.
Estda adecuado a las leyes y
2 08J
SO principios cientificos. X
Esta adecuado a los objetivos y
3. ACTUALIDAD las necesidades reales de la )(
investigacion.
4. ORGANIZACION | EXiste una organizacion logica. W

5. SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspectos
metodoldgicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las

variables de la Hipdtesis.

Se respalda en fundamentos

TEERICISTENGIA técnicos y/o cientificos.

Existe coherencia entre los
problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

8. COHERENCIA

La estrategia responde a una
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

Vyxx

9. METODOLOGIA

El instrumento muestra |a
relacion entre los componentes
de la investigacion y su
adecuacion al Método
Cientifico.

10. PERTINENCIA

OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

XIX.

<l

XX.  PROMEDIO DEYALORACION:
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universidad César Vallejo

VALIDACION DE INSTRUMENTO N° 3

comprensible.

XXI1. DATOS GENERALES

1.26.  Apellidos y Nombres: Cabanillas Chirinos Luis Alberto

1.27. Cargo e institucién donde labora: Instituto de Investigacién ucv

1.28. Especialidad o linea de investigacion: Calidad y Gestion de los Recursos Naturales
1.29. Nombre del instrumento: Ficha de investigacion

1.30. Autores de Instrumento: Cuentas Terrones Cristhian Joseph- Manuyama Noriega Dino
Mauro

XXIl. ASPECTOS DE VALIDACION =
; : —- TINACEPTAB | MINIMAMENTE |
. CRITERIOS INDICADORES T ACEPTABLER

# 1 2] 3 |4] o3 RG] i L

OLARESE Esta formulado con lenguaje

2 OBJETIVIDAD

Esta adecuado a las leyes y
principios cientificos.

3. ACTUALIDAD

Esta adecuado a los objetivos y
las necesidades reales de la
investigacion.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion légica.

5. SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspectos
metodol6gicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipotesis.

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

8. COHERENCIA

Existe coherencia entre los
problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

9, METODOLOGIA

La estrategia responde a una
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

10. PERTINENCIA

El instrumento muestra la
relacion entre los componentes
de la investigacibn y su
adecuacion al Método
Cientifico.

<

XX,

OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

¥XIV. PROMEDIO DE VALORACION:

Firma del especialista

Luis A. Cabanillas Chirin»
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ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL
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Yo, CRUZ MONZON JOSE ALFREDO, docente de la FACULTAD DE INGENIERIA Y
ARQUITECTURA de la escuela profesional de INGENIERIA AMBIENTAL de la
UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO SAC - TRUJILLO, asesor de Tesis titulada: "Influencia
del pH y dosis de bacterias haléfilas en la degradacién de hidrocarburos en soluciones
acuosas", cuyos autores son CUENTAS TERRONES CRISTHIAN JOSEPH, MANUYAMA
NORIEGA DINO MAURO, constato que la investigacion tiene un indice de similitud de
11.00%, verificable en el reporte de originalidad del programa Turnitin, el cual ha sido
realizado sin filtros, ni exclusiones.

He revisado dicho reporte y concluyo que cada una de las coincidencias detectadas no
constituyen plagio. A mi leal saber y entender la Tesis cumple con todas las normas para
el uso de citas y referencias establecidas por la Universidad César Vallejo.

En tal sentido, asumo la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad,
ocultamiento u omision tanto de los documentos como de informacion aportada, por lo
cual me someto a lo dispuesto en las normas académicas vigentes de la Universidad
César Vallejo.
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