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RESUMEN

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la eficiencia de
biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar mediante un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. La investigacion fue de tipo aplicada con un
disefio experimental y enfoque cuantitativo. Se llevaron a cabo pruebas con
concentraciones diferentes de la solucién del co-cultivo: 12x10"8 (UFC/mL) y
6x10"8 (UFC/mL) para evaluar en la eficiencia de degradacion. Los resultados
obtenidos tras un periodo de 48 horas indicaron que la concentracién mas alta de
la solucion del co-cultivo (12x10"8 UFC/mL) logré una eficiencia de degradaciéon
del 79.83%, mientras que la concentracion mas baja (6x10"8 UFC/mL) mostro
eficiencia del 68.35%. Estos hallazgos destacaron la influencia directa de variacion
en la concentracion de la solucién del co-cultivo en la eficiencia de biodegradacion
de los hidrocarburos. A pesar de que la hipétesis inicial proponia una eficiencia del
75%, los resultados demostraron la posibilidad superar este valor, dependiendo de
la concentracion de la solucion del co-cultivo. En conclusion, la metodologia
experimental resalté que la cantidad de concentracion de solucion del co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. tuvo impacto directo en la eficiencia de
biodegradacion, observandose un rendimiento superior al 75% en concentraciones
mas altas (12x10"8 UFC/mL).

Palabras clave: Biodegradacion, co-cultivo, hidrocarburos, hongos filamentosos,

bacterias gram negativas.
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ABSTRACT

The objective of the research work was to determine the biodegradation efficiency
of hydrocarbons in seawater through a co-culture of Aspergillus Spp. and
Enterobacter Spp. The research was applied with an experimental design and
gquantitative approach. Tests were carried out with different concentrations of the co-
culture solution: 12x10"8 (CFU/mL) and 6x10"8 (CFU/mL) to evaluate the
degradation efficiency. The results obtained after a period of 48 hours indicated that
the highest concentration of the co-culture solution (12x1078 CFU/mL) achieved a
degradation efficiency of 79.83%, while the lowest concentration (6x10"8 CFU /mL)
showed efficiency of 68.35%. These findings highlighted the direct influence of
variation in the concentration of the co-culture solution on the hydrocarbon
biodegradation efficiency. Although the initial hypothesis proposed an efficiency of
75%, the results demonstrated the possibility of exceeding this value, depending on
the concentration of the co-culture solution. In conclusion, the experimental
methodology highlighted that the amount of solution concentration of the co-culture
of Aspergillus Spp. and Enterobacter Spp. had a direct impact on biodegradation
efficiency, observing a yield greater than 75% at higher concentrations (12x10"8
CFU/mL).

Keywords: Biodegradation, co-culture, hydrocarbons, filamentous fungi, gram
negative bacteria.
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I. INTRODUCCION

Los problemas ambientales que se vinculan a la presencia de hidrocarburos,
son multiples y complejos por su composicion de mezcla (Ronda et al., 2019), que
le proporciona propiedades de no polaridad, hidrofobia (baja solubilidad en agua),
altos niveles de toxicidad, bioacumulacién en los organismos expuestos y

estabilidad en los cuerpos de agua (Li y Wu, 2022).

A nivel mundial, cada afo se registra el derrame de aproximadamente 6,1
millones de toneladas métricas de hidrocarburos en los océanos en su mayoria por
responsabilidad de fuentes antropogénicas (Struch et al., 2019), debido a la
ejecucion de actividades de exploracion, explotacion, transporte o descargas mal
ejecutadas o accidentales; asi como también, vandalismos en las tuberias que
transportan hidrocarburos (Binazadeh et al., 2020), causando gran impacto en la

vida marina y la salud de las personas (Gonzales, Ordofiez, y Vasquez, 2022).

En el Peru, a mediados del mes de enero del 2022 ocurrid el “peor desastre
ecologico” en el mar del distrito de Ventanilla, donde se derram6 mas de 10,000
barriles de petrdleo (Argota y lannacone, 2022). Sumado a ello, el mismo mes
ocurrio el derrame de 1.18 barriles de hidrocarburo en la costa norte de Piura, el
cual fue denunciado por pescadores de la caleta de Cabo indicando como presunto
responsable a la empresa Savia Peru (RPP Noticias, 2022, parr. 2-3).

En consecuencia, a estos sucesos, se reportd la afectacion econdémica
directa de 2500 pescadores artesanales y sus familias en el distrito de Ventanilla
(El Peruano, 2022), y la supervivencia de los animales rescatados (pinguinos de
Humboldt, pelicanos zarcillos, piqueros, entre otras) es de un 60% (France 24,
2022, parr. 3-11), caso similar fue lo ocurrido en Piura, donde disminuyeron las
especies marinas, tales como, el robalo, el jurel y la caballa, ocasionado
disminucién del 50% de la pesca y la afectacibn econdmica a mas de 400

pescadores artesanales (RPP Noticias, 2022, pérr. 8-10).



Ante la realidad expuesta, se planteé como problema general: ¢Cuél es la
eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de
Aspergillus Spp? y Enterobacter Spp., Ancén — Lima, 20237, y como problemas
especificos: ¢Cudles son las caracteristicas de crecimiento en el co-cultivo de
Aspergillus Spp? y Enterobacter Spp., Ancon — Lima, 2023?, ¢Cuales son las
condiciones de operacion que necesita el co-cultivo de Aspergillus Spp. vy
Enterobacter Spp. para la biodegradacién de hidrocarburos en agua de mar, Ancon
— Lima, 2023?, ¢Cudles son los parametros fisicoquimicos del agua de mar
después de aplicado el tratamiento de biodegradacion de hidrocarburos por un co-

cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancén — Lima, 2023~.

El presente estudio aportar4d tedéricamente la busqueda de nuevas
soluciones, esto a través de biodegradacién por un co-cultivo el cual ayuda a una
mejor eficiencia para la descontaminacion de hidrocarburos, ademas de que es un
método que contribuye con la limpieza y mejora de los ecosistemas marinos. El
estudio se justific6 metodoldégicamente ya que se utiliza medios de cultivos a partir
de microorganismos, para ello se analiza los pardmetros y las ECAS del agua para
un mayor andlisis de la contaminacion que existe por hidrocarburos en el mar. El
estudio se aportara de forma practica ya que se ha propuesto una solucién a los
grandes problemas que hoy en dia aqueja diferentes partes del mundo, afectando
su economia y el ambiente, ademas, la incidencia de los microorganismos en la
biodegradacion se veria como una tecnologia limpia y natural, ya que al contener
dentro de las aguas marinas diversos microorganimos no requiere mucho coste

para su implementacion rapida en el medio.

Esta investigacion tuvo como objetivo general: Determinar la eficiencia de
biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de un hongo
filamentoso y una bacteria gramnegativa, Ancon — Lima, 2023 y como objetivos
especificos: Identificar las caracteristicas de crecimiento en el co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. para la biodegradacion de hidrocarburos en
agua de mar, Ancon — Lima, 2023; Determinar las condiciones de operacion que
necesita el co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. para la

biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar, Ancon — Lima, 2023; Determinar



los parametros fisicoquimicos del agua de mar después de aplicado el tratamiento
de biodegradacion de hidrocarburos por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y

Enterobacter Spp., Ancon — Lima, 2023.

En el presente trabajo de investigacion, adopté como hip6tesis general: La
eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. fue del 75%; y como hipétesis especificas:
Las caracteristicas de crecimiento en el co-cultivo de Aspergillus Spp. vy
Enterobacter Spp., son las idéneas para la biodegradacion de hidrocarburos en
agua de mar; Las condiciones de operaciéon son las adecuadas para el co-cultivo
de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. para la biodegradacion de hidrocarburos
en agua de mar; Los parametros fisicoquimicos del agua mar estan dentro de los
estandares de calidad ambiental después del tratamiento por un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp.



ll. MARCO TEORICO

Das & Chandran (2011) usaron varios tipos de bacterias estan involucradas
en el proceso de biodegradacion del petrdleo, y gracias a la participacion y
combinacion de diferentes procesos metabdlicos de bacterias presentes en el
medio marino, se pueden lograr tasas de consumo de hasta el 100%. Ademas,
otros factores esenciales que determinan la poblacién microbiana durante la
degradacion del petréleo son los factores abiéticos del medio ambiente (pH, oxido-
redox, temperatura, salinidad, etc.), las propiedades fisicas y quimicas del petréleo
(ligero o pesado). Una combinacién de ambos factores puede beneficiar o dafar la

diversidad bacteriana (p. 2-3).

Chuah et al. (2022), mejoraron la biodegradacion del petréleo en agua de
mar utilizando una mezcla de petréleo y microorganismos. Los resultados apoyan
la hipotesis que el retraso de la degradacion del aceite se debe a la inhibicion de
los metabolitos en el crecimiento y que con el uso de un sistema de consorcio de
bacterias se logré una alta eficiencia de degradacién del crudo en agua de mar,
aumentando en 8,7% la degradacion del aceite en el sistema de consorcio de

bacterias (bacterias consorcio-68,6% y cultivo puro 59,9%).

Nanami, Ismayana y Yani (2022), buscaron aislar cepas bacterianas
capaces de degradar el petréleo crudo de la costa de Bekasi a través de la
caracterizacion de aislados bacterianos y pruebas de biodegradacion del petroleo
crudo utilizando un modelo de microcosmos enriquecido con petrdleo crudo. Entre
las bacterias aisladas se seleccionaron dos cepas con valores mas altos de
degradacion de TPH, a saber, CYA20 y CYA27, que especificamente mostraron
valores de 46% y 66%, respectivamente. Estas cepas fueron tolerantes a
concentraciones de NaCl de hasta 4% y 12%, respectivamente, y también toleraron

valores de pH entre 5y 9 y temperaturas entre 10°C y 50°C.

Zhang et al. (2021), evaluaron la biodegradacion del petrdleo crudo en
condiciones alcalinas por co-cultivo de Acinetobacter baumannii y Talaromyces

Spp. Los n-alcanos en el petrdleo crudo fueron degradados por bacterias y hongos



con una proporcion de 1:1 a pH 9 en un experimento de simulacion de agua de 14
dias. La tasa de degradacion total del petrdleo crudo fue del 80%. Los hongos
tenian una mayor capacidad para degradar los n-alcanos, mientras que las
bacterias podian degradar mejor otros componentes, como los compuestos

aromaticos y los alcanos ramificados.

Lofthus et al. (2020), biodegradaron el petréleo derramado en agua de mar
fria. Los n-alcanos totales se degradaron mas rapidamente en presencia gque en
ausencia de hielo, mientras que ocurria lo contrario con los naftalenos y los PAH
de 2 o 3 anillos. Sin degradacion de 4-6 anillos. Las comunidades microbianas
cambiaron con el tiempo como resultado de la degradacion del compuesto de aceite
activo. Las comunidades microbianas fueron moldeadas no solo por el tiempo y la
presencia de petréleo, sino también por la presencia o ausencia de hielo fragil. Las
diferencias entre los dos tratamientos (con y sin hielo frazil) se debieron a la alta
abundancia de dos ASV, uno clasificado como Perlucidibaca en hielo y el otro como

Cycloclasticus en SW sin hielo.

Concepta y Prasad (2020), compararon la degradacion de PCO en agua de
mar con y sin fuente de nitrdgeno (extracto de levadura) por Acinetobacter
baumannii OCB1. Se aplicé un estudio de tipo aplicada y disefio experimental, el
crecimiento de OCB1 aumento drasticamente en presencia de extracto de levadura
(5,42 + 0,17 g/l) en comparacion con su ausencia (2,35 + 0,12 g/l). A. baumannii
OCBL1 degrado solo hidrocarburos C8 hasta un 69,69 % en ausencia de extracto de
levadura. Sin embargo, cuando se complemento con extracto de levadura ademas
de glucosa, la bacteria se degrad6 hasta hidrocarburos C14. Se observé que la
eficiencia de degradacion disminuyd con el aumento de la complejidad de los
hidrocarburos. Se concluye que A. baumannii OCB1 podria degradar los
hidrocarburos C8—C14 en agua de mar complementada con PCO y glucosa cuando

se afadian trazas de extracto de levadura.

Segun un estudio realizado por Han, Du y Shang (2020), uno de los factores
mas importantes que afectan el rendimiento de la degradacién por bacterias

degradadoras de petréleo es el valor del pH. En este estudio, encontraron que bajo



la condicion de un pH de 7.15, una concentraciéon de masa de petroleo crudo de
3387 mg/L y un tamafo de inéculo biolégico de 75 mL/L, las bacterias mixtas

tuvieron la tasa de degradacion mas alta de petréleo crudo, hasta un 55.76%.

Yang et al. (2019), biodegradaron el petréleo crudo por un cultivo mixto de
bacterias aisladas de la meseta de Qinghai-Tibet mediante cromatografia de gases-
espectrometro de masas (GC-MS) y el método gravimétrico. Los resultados
mostraron que un cultivo mixto tiene una mayor capacidad para degradar
hidrocarburos que los cultivos puros. El cultivo demostré la mayor eficiencia de
eliminacién de aceite crudo de casi el 100 % después de 10 dias de incubacion a
20 °C. Ademas, un analisis mas detallado de los mecanismos de degradacion
utilizados por las cepas anteriores, que revelo la utilizacion de diferentes n-sustratos
de alcanos, indicé la diversidad de evolucion y variaciones en diferentes cepas, asi
como la importancia de multiples mecanismos metabdlicos para la degradacion de

alcanos.

Liporace et al. (2019), evalué la capacidad de los microorganismos para
degradar estos hidrocarburos. Para ello, aislaron 13 cepas de zonas contaminadas
y se cultivaron en medios minimos con una mezcla de tres hidrocarburos
comerciales (HC; queroseno, Diesel y gasolina RON 95), una Unica fuente de
carbono y energia. El andlisis de biodegradacion fue realizado a través del analisis
cromatografico de gases y se registrd una tasa de degradacion tan alta como 46,5%
después de 10 dias por el aislado de Pseudomonas sp., una de las cepas, Ag HC
identificada como Pseudomonas koreensis, reduce el valor de la tension superficial
en mas del 46% cuando se cultivd con medios minimos y glicerol como coproductos

industriales econémicos alternativos.

Moniruzzaman et al. (2019), se enfocaron tipos glicolipido, soforolipidos
(SL), que son producidos por Starmerella bombicola. Como alternativa de baja
toxicidad, en este articulo presentamos un dispersante de aceite basado en una
mezcla binaria de un tensioactivo liquido iénico, laurato de colina ([Cho] [Lau]) y un
soforolipidos lacténico bio tensioactivo. Investigamos las propiedades micelares,

incluida la concentracion critica de micelas, el parametro de interaccion micelar ()



y los coeficientes de actividad (f1 y f2) para el sistema de surfactante mixto. Con
esta relacion, se logré una efectividad de dispersion del 83% con un dispersante-
relacion a aceite de 1:25 (v/v). Observamos las gotas de aceite dispersas con un
microscopio 6ptico y evaluamos su tamafio usando dispersiéon de luz dindmica. El
tamafo de las gotas disminuye con el aumento de la proporcion de dispersante a

aceite.

Los microorganismos a menudo liberan compuestos conocidos como
biosurfactantes que pueden disolver las gotas de diésel, permitiendo que los
hidrocarburos estén mas disponibles para la degradacion. Simultaneamente, los
microorganismos pueden adherirse a las gotas de diésel. Segun Patifio, Robles y
Leon (2021), la biorremediacion es una técnica que consiste en utilizar
microorganismos para eliminar o transformar contaminantes presentes en el
ambiente. [...] Los microorganismos utilizados para la biorremediacién pueden ser
autoctonos (presentes naturalmente en el sitio contaminado) o exdgenos
(introducidos deliberadamente). [...] Los principales factores que influyen en el
mecanismo de biodegradacion de los hidrocarburos son, la naturaleza y
composicién del hidrocarburo, la disponibilidad de nutrientes, el oxigeno, el pH, la
temperatura, la salinidad y la presencia de inhibidores. Los microorganismos
pueden producir y secretar enzimas que rompen los hidrocarburos en el diésel.
Estas enzimas oxidativas (como las monooxigenasas Yy las dioxigenasas) a menudo
actian en las moléculas de hidrocarburo para convertirlas en compuestos mas

solubles en agua, lo que los hace mas accesibles para la degradacién microbiana.

Las bacterias Gram-negativas son organismos coloniales que utilizan
sefiales quimicas, como los derivados de la homoserina lactona, para comunicarse
y adaptarse a su entorno. Este fendmeno, conocido como quorum-sensing, les
permite regular su comportamiento en funcion de la densidad celular. (Whitehead
et al., 2001, p. 1-2). Las bacterias gramnegativas son un grupo diverso de bacterias
gue se encuentran ampliamente distribuidas en diversos entornos, como el suelo,
el aguay el cuerpo humano. Mientras que algunas bacterias gramnegativas pueden
ser patégenas y causar enfermedades en humanos y otros organismos, como la

Escherichia coli, la Salmonella y la Pseudomonas aeruginosa, también existen



bacterias gramnegativas beneficiosas que desempefian funciones importantes en
la naturaleza. Estas bacterias beneficiosas pueden participar en procesos como la

fijacién de nitr6geno y la descomposicién de materia organica.

Ganesan et al. (2022), evaluaron la capacidad de las bacterias identificadas
para degradar varios contaminantes relacionados con el petrdleo y sus
componentes. Varios estudios han demostrado que la poblacion microbiana juega
un papel clave en ambientes altamente contaminados con hidrocarburos y su
destruccién. Es obvio que los factores ambientales, como los niveles de
hidrocarburos y los dispersantes quimicos, pueden influir en las poblaciones
microbianas e interrumpir los procesos de descomposicion del petroleo. El
comportamiento del microorganismo, in situ y ex situ, debe ser explorado. La
degradacion sera una solucion para superar la contaminacién de hidrocarburos y

sus derivados mas rapido.

Atakpa et al. (2022), determinaron el efecto combinado de una bacteria
Acinetobacter spp. y Scedosporium spp. en la degradacién de Hidrocarburos
Totales de Petrdleo (TPH). La presencia de Acinetobacter spp. estimulé el
crecimiento de hongos, promovié una alta actividad enzimatica, aumento la
emulsificacion de los sustratos, lo que mejoré el contacto directo con los
microorganismos. Los resultados determinaron una degradacion significativa de

PAH, n -alcanos y una alta reduccion de TPH.

Riccardi et al. (2022), analizaron el genoma de Psychrobacter Spp. TAE2020
gue se cultivd en el medio sintético Gut (acido L-glutamico 10 g/L, NaCl 10 g/L;
NHsNOs3 1 g/L; KH2PO - 7 H20 1 g/L; MgSOa - 7 H20 200 mg/L; FeSO4 - 7 H20 5
mg/L; CaClz - 2 H20 5 mg/L) en condiciones plancténicas a 15 °C bajo agitacion
vigorosa (180 rpm) hasta la fase estacionaria de crecimiento (72 h). Los resultados
indicaron que el compuesto bioactivo fue capaz de reducir la tension superficial de
una solucién acuosa, con el método del anillo de Du Nouy y se obtuvo el valor de
tension superficial para Psychrobacter sp.



Soares et al. (2021), aplicaron un cultivo formulado como agente dispersante
en la remocion de petroderivados. Se proporciond una cepa de Pseudomonas
cepacia CCT6659. Las bacterias eran mantenidas en agar nutritivo a 4 -C. Para
preparar el cultivo de semilla en concentracién de 1,5 % (v/v), la cepa de un cultivo
de 24 horas se transfirio a 50 mL de caldo nutritivo a 28 -C. Demostro baja toxicidad
frente a organismos indicadores propios de ambientes marinos. Tiene, un alto
potencial como agente de biorremediacion a través de resultados de dispersion y

biodegradacion de petroderivados en agua de mar, sin dafiar el microbiota marino.

Nawavimarn et al. (2021), demostraron que solo las formulaciones
dispersantes que producian micro emulsiones Winsor Tipo Il fueron seleccionadas
para una prueba de matraz con deflectores utilizando aceites combustibles. Su
eficiencia en el rango de temperatura de 28 a 30 -C dependia de los aceites
dispersantes y no de la salinidad del agua. El proceso de formulacién y optimizacion
de dispersantes podria aplicarse a otras mezclas de tensioactivos. Dado que todos
los experimentos se realizaron en laboratorio a temperatura ambiente, la
investigacion futura debe investigar la aplicacion de una formulacion FI2 seguida
de la adicién in6culo de bacterias degradadoras de petroleo para la remediacion de

derrames de hidrocarburos en un entorno simulado con temperaturas variables.

Durval et al. (2020), en este estudio, se caracteriz6 a partir de B. cereus UCP
1615, se evalud su toxicidad y determind su aplicabilidad como agente para la
biorremediacion del agua de mar. El Bacillus cereus UCP 1615 producido en el
presente estudio se caracterizO como un lipopéptidos. Ademas, dicho
microorganismo demostré ser biocompatible y tener potencial para la produccién
industrial y la aplicacion a derrames de petréleo en ambientes marinos utilizando

una férmula comercial estable.

Los hongos filamentosos son organismos multicelulares compuestos por
estructuras alargadas conocidas como hifas, estas hifas tienen la capacidad de
ramificarse, formando un conjunto llamado micelio. En cuanto a su morfologia, las
células son de forma elongada, con longitudes variables y un diametro que oscila

entre 3y 15 um. Las principales caracteristicas de los hongos filamentosos incluyen



un aspecto que se asemeja a algodon y es bastante denso, un color que puede
variar desde blanco hasta tonos de crema o gris claro, tiene un crecimiento bastante
rapido (Universidad Nacional de la Patagonia, 2016, p. 11-12). Los hongos
filamentosos y levaduras se mantienen a una temperatura de 22-25 °C durante un

periodo de 5 dias.

Zhou et al. (2021), evaluaron el biopotencial mediador de Acinetobacter sp.
Y2 y Scedosporium sp. ZYY en degradacion del petréleo crudo en un co-cultivo
definido. Se aplico un estudio experimental donde se utilizaron agar papa dextrosa
(PDA) y agar Luria Bertani (LB) como medio de cultivo en placas, mientras que el
caldo LB para bacterias y patata caldo de dextrosa. Se concluyd que la presencia
de Acinetobacter sp. Y2 estimulo el crecimiento de hongos, promovié una alta
actividad enzimatica, aumentd la emulsificacion de los sustratos, o que mejor6 el
contacto directo con los microorganismos. Ademas, tanto el monocultivo como los
co-cultivos indujeron la expresion relativa de los genes alkB y CYP52, y se encontro

gue su abundancia se correlaciona positivamente con n-alcano degradacion.

Los co-cultivos de bacterias y hongos mejoran la biorremediacion que los
cultivos axénicos. Segun Alisi et al. (2009) afirmé que el sistema de componentes
multiples del consorcio microbiano proporciona una rica red metabdlica, que puede
superar las limitaciones de una sola especie microbiana en los procesos de

biorremediacion, lo que garantiza una biodegradacién completa (p. 3024).

Zhoua et al. (2023), evaluaron la eficacia de un consorcio bacteriano
construido de degradadores de petréleo. La inoculacion del consorcio construido
mejord significativamente la eliminacién de C8 -C40n - alcanos (80,2 + 2,8 % de
eficiencia de eliminacién) y compuestos aromaticos (34,4 + 10,8 % de eficiencia de
eliminacién) en 10 semanas. El consorcio desempefid funciones duales de
degradacion del petroleo, mejorando el crecimiento microbiano y las actividades
metabdlicas. Asimismo, se identificé que el consorcio aumentd las poblaciones
autdctonas que degradan alcanos (hasta 3,88 veces mas que la del tratamiento de

control) y microflora autoctona.
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Napoles et al. (2022), realizaron experimentos de degradacion de gasoleo
comercial utilizando un consorcio bacteriano formado por cepas bacterianas y dos
medios: agua de mar estéril y agua de mar no estéril. Los resultados mostraron que
los pardmetros estudiados fueron similares a los regulados por la NC 22:1999 y la
NC 25:1999. La poblacion heterétrofa fue de 87 UFC mL-1 con una diversidad
morfologica que no interfirid con los experimentos de degradacion. El consorcio
bacteriano pudo degradar el 53% y 62 % de gasoil en ambientes estériles y no
estériles en 30 dias. Se demostré6 que este consorcio se puede utilizar en la

biorremediacién de agua de mar contaminada con diésel.

Chen et al. (2020), en su estudio emplearon dos bacterias degradadoras de
petroleo crudo tolerantes a la sal, Dietzia sp. CN-3 y Acinetobacter sp. HC8-3S,
que fueron combinados funcionalmente para construir un consorcio bacteriano. Los
resultados mostraron que el consorcio logré una eficiencia de degradacion del
petréleo crudo del 95,8 % obtenido en 10 dias y diversos n-alcanos, cicloalcanos,
alcanos ramificados e hidrocarburos aromaticos se agotaron con mayor eficacia
gue las cepas individuales.

Dai et al. (2020), en su estudio establecieron un sistema inmovilizado la
casa-bacteria, con la liberacion sostenida de nitrégeno y fésforo y otros nutrientes
a mantener la viabilidad bacteriana, para el tratamiento de la contaminacién por
petroleo pesado sustancias que son dificiles de degradar. El sistema se evalu6 con
la ayuda de piscinas experimentales intermareales construidas en la zona costera.
Se ha encontrado que la eficiencia de degradacién del consorcio inmovilizado
lacasa-bacteria para petroleo pesado fue del 66,5 % después de 100 dias

remediacion, con la constante de velocidad de reaccién de 0.018 d-1.

Kumar et al. (2019), degradaron hidrocarburos a partir del co-cultivo de
Oceanobacillus sp., Nesiotobacter sp., Ruegeria sp., Photobacterium Spp.,
Enterobacter sp., Haererehalobacter sp., Exiguobacterium sp., Acinetobacter Spp.
y Pseudoalteromonas Spp. El consorcio autoinmovilizado degradé méas del 85 %
de los hidrocarburos totales después de 10 dias de incubacion con 1 % (v/v) de
petréleo crudo y 0,05 % (v/v) de Tween 80 (tensioactivo no i6nico) a 28 + 2 °C. La

adicion de fuentes de nitrégeno y fosforo por separado, es decir, 0,1 % (v/v) de CO
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(NH2)2 o K2HPO4 mejoro el porcentaje de utilizacion de hidrocarburos. Las vias de
degradacion microbiana de los hidrocarburos se confirmaron mediante analisis de
espectroscopia FTIR, GC-MS, 1H y 13C NMR. Estos resultados demostraron un
enfoque novedoso que utiliza un consorcio de bacterias hidrocarbonoclasticas

autoinmovilizadas de aguas profundas para la biorremediacion ecoldgica.

Poddar, Sarkar y Sarkar (2019), se aislaron cepas bacterianas nativas de
suelos contaminados con hidrocarburos y se construyé un consorcio potencial para
evaluar la degradacién de hidrocarburos. Las bacterias que degradan los
hidrocarburos se aislaron de muestras enriquecidas con 2% de hidrocarburos
recolectadas de estaciones de reparacion de vehiculos, garajes y gasolineras. La
eficiencia del consorcio bacteriano seleccionado mostré un total de 16,20%
degradacion del hidrocarburo mixto después de 4 dias, dénde el compuesto ciclico
alifatico (1-(1,5-Dimetilhexil)-4- (4-metilpentil)-ciclohexano) se degradaron por
completo, los derivados de naftaleno se redujeron al 36,72%, los acidos alifaticos

se degradaron al 78,13% y los derivados del benceno al 24,16%.

Las técnicas de aislamiento permiten la recuperacién de microorganismos
de muestras complejas con alta diversidad microbiana (suelo, agua, alimentos, etc.)
y la confirmacién de la pureza de los cultivos recolectados. Un cultivo purificado
consta de un solo microorganismo, los cuales son esenciales para caracterizar su
crecimiento, conocer sus caracteristicas morfolégicas, caracteristicas de tincion,
actividad bioquimica, patogenicidad, susceptibilidad a antibiéticos e identificacion
de especies microbianas. El aislamiento de los microorganismos cultivados se
puede realizar mediante el método de dilucion, medio solido o medio liquido
(Aquiahuatl y Pérez, 2004, p. 38).

Sayed et al. (2021), sustentan que los métodos fisicos y quimicos de limpieza
de derrames de petroleo son ineficaces para limpiar por completo los hidrocarburos
de petrdleo derramado en el agua de mar y no son capaces de eliminar el petréleo
emulsionado que queda después de aplicar técnicas fisico-quimicas. Para
contrarrestar esto, usaron microorganismos los cuales fueron aislados para que

puedan usarse de manera efectiva en el mar (entorno nativo - in situ).
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Los crudos de petréleo contienen una mezcla de varios hidrocarburos
alifaticos de bajo y alto peso molecular y varios tipos de compuestos aromaticos
monociclicos y policiclicos, en los que uno o mas atomos de carbono en su columna
vertebral también pueden ser reemplazados por nitrégeno, azufre u oxigeno
(Abbasian [et. al], 2015, pag. 2).

Liu et al. (2021), analizaron las propiedades de degradacion de la cepa de
Acinetobacter venetianus que degrad6 tres petréleos crudos con excelente
actividad de emulsificacion e hidrofobicidad en la superficie celular, al mismo tiempo
exhibe una amplia tolerancia ambiental. Los resultados mostraron que se logré una
degradacion mejorada (10 dias) de petréleo crudo ligero (73,42% a 88,65%),
petroleo crudo viscoso (68,40% a 90,05 %) y aceite crudo con alto contenido de
cera (47,46 % a 60,52 %) en comparacion con la Unica cepa de tipo salvaje. Las
propiedades de degradacion de la cepa de Acinetobacter venetianus tienen un uso

potencial en aplicaciones de biodegradacion microbiana.

Sayed et al. (2021), sustentaron que los métodos fisicos y quimicos de
limpieza de derrames de petréleo son ineficaces para limpiar por completo los
hidrocarburos de petréleo derramado en el agua de mar y no son capaces de
eliminar el petréleo emulsionado que queda después de aplicar técnicas fisico-
guimicas. Para contrarrestar esto, usaron microorganismos los cuales fueron
aislados para que puedan usarse de manera efectiva en el mar (entorno nativo - in
situ). Estos bioestimulantes son de bajo costo, tienen un gran potencial y pueden

ser utilizados en la remediaciéon de hidrocarburos de petréleo.

Segun Villarroel, Torrico y Torrico (2017), Los parametros fisicoquimicos
son indicadores de la calidad de las aguas residuales y su potencial impacto en el
medio ambiente y la salud humana. Los parametros fisicoquimicos incluyen el pH,
la conductividad eléctrica, el oxigeno disuelto, la demanda quimica de oxigeno, los

solidos suspendidos totales, los solidos disueltos totales y los nutrientes.
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Estos pardmetros son utilizados para evaluar la calidad y contaminacion del
agua mediante indices que expresan matematicamente el estado del recurso
hidrico. Segun el MINAM (2017), que aprueba los Estandares de Calidad Ambiental
(ECA) para Agua en Peru el valor promedio de la temperatura A 2. Ademas, en la
misma linea encontramos el pH, el cual tiene un promedio de 6,8 - 8,5, lo que
significa que tu solucion se encuentra en un rango ligeramente acido a ligeramente
alcalino. Un pH de 6.8 se considera ligeramente acido, mientras que un pH de 8.5
se considera ligeramente alcalino. Es importante tener en cuenta que estos valores
estdn dentro de un rango relativamente neutral. Ademas, el DBOs tiene un
promedio de 10 mg/L, seguidamente, encontramos a la conductividad, parametro
no aplica para esta subcategoria. el valor minimo de Oxigeno Disuelto (OD) debe
ser = 4 mg/L. Por ultimo, contemplamos los hidrocarburos totales de petréleo

(HTP) el valor promedio es de 0,5 mg/L.
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. METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefo de investigacion

Enfoque de esta investigacion adoptd un enfoque cuantitativo, este es un
proceso sistematico donde se lleva a cabo pasos ya determinados, ademas,
consiste en estructurar de forma ldgica las decisiones con estrategias que oriente
a la obtencién de resultados o respuestas adecuadas para la solucion de problemas

especificos o generales (Monje, 2011, p. 19-20).

La investigacion fue de tipo aplicada, se fundamenta en ser una herramienta
gue nos ayuda a complementar los conocimientos tedricos con los practicos,
ademas de que busca en dar soluciones o proponer ante diferentes problemas que
nos aguejan, este tipo de investigacion se da en la investigacion basica, analitica y
de campo (IBERO, 2020, pérr. 2-3).

Esta investigacion tuvo un disefio experimental, su objetivo principal es
verificar cuantitativamente la causalidad de una variable sobre otra, donde se
manipula la variable independiente sobre la variable dependiente, para ello se
aplica un plan de accién donde se establecen etapas, asimismo, la variable
independiente hace énfasis en donde el investigador la controla y manipula para la

indagacién de efectos sobre la variable dependiente (Gonzales, 2020, p. 46).

3.2. Variables y operacionalizacion

Variable independiente: Co-cultivo Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp.

Definicion conceptual: Segun Li, Y. , y Li, B. (2011) la introduccion del
consorcio de hongos y bacterias para la biodegradacion de hidrocarburos de
petréleo fue mas eficiente que la suma de la remocion individual obtenida en un
cultivo puro de hongos y bacterias.

Definicion operacional: Un co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter
Spp. generan biodegradacién de derivados de hidrocarburos.
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Variable dependiente: Eficiencia de degradacién de hidrocarburos.

Definicién conceptual: Los estudios se centraron primordialmente en la
eliminacién de contaminantes del medio ambiente peligrosos y persistentes, los
hidrocarburos poliaromaticos (HAP) que se hallan naturalmente en el petréleo crudo
y se crean a lo largo de la combustion inconclusa de materias organicas (Nhi-Cong
et al., 2021, p. 2).

Definicion operacional: Para la degradacion de hidrocarburos del agua de
mar existen diferentes técnicas, en el cual se puede evaluar la eficiencia de cada

una de estas.

Mas detalle referente a la operacionalizacion variables, se encuentra en el

anexo 2.
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3.3. Poblacién, muestra, muestreo, unidad de analisis

3.3.1. Poblacién

Segun, Hernandez y Mendoza (2018) "la poblacién es la totalidad de
fendmenos a evaluar, que tienen una funcibn comuan, que se estudia y ofrece
informacion sobre la investigacion" (p. 187). Por ello, la poblacion de esta
investigacién es el agua que ha sido contaminada por hidrocarburos, esta ubicada

en el distrito de Ancén en la provincia de Lima.

3.3.2. Muestra

Hernandez, et al. (citado en Arias, 2020, p. 81), sefialé que “la muestra es la
parte representativa de la poblacién, y mantiene sus particularidades”. Basado en
ello, la muestra seleccionada es una cantidad de 10000 mL de agua que esta
contaminada por hidrocarburos, ademas, debe ser representativa para la medicion
de pardmetros y posterior analisis de resultados arrojados por el laboratorio. El
muestreo se tomo en 5 puntos de interés de la zona contaminada en un radio de
2.5 m, en cada punto se tom6 1000 mL a nivel de superficie y a 50 cm de

profundidad, dando en cada punto escogido un total de 2000 mL.

3.3.3. Muestreo

El tipo de muestreo seleccionado fue el muestreo por conveniencia, segun
Otzen y Manterola (parr. 13, 2017) nos indica que, este permite seleccionar casos
accesibles y que acepten ser incluidos, esto se fundamenta en la conveniencia,
proximidad y accesibilidad que tiene el investigador de las variables de estudio

seleccionados.

3.3.4. Unidad de analisis

Nuestra unidad de analisis fue de 100 mL de agua de mar recogida en la
playa en el distrito de Ancén, provincia de Lima, la cual estd contaminada con

hidrocarburos.
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3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

En la técnica de recoleccién de datos permiten el desarrollo metodoldgico
y cientifico del estudio, las técnicas son el medio, mas no el fin, ademas son
herramientas y el procesamiento para la investigacion, lo cual nos permite obtener

los datos necesarios para encaminar el estudio (Gonzales, 2020, p. 54).

Los instrumentos de recoleccion de datos son herramientas las cuales
sirven de apoyo para obtener el propdsito del estudio a realizar, estos son
aplicados a la poblacion o a nuestra muestra de estudio, es por ello que todo
estudio a ejecutar debe tener una técnica y un instrumento, esto dependiendo del
alcance y el tipo de la investigacion, en algunos casos el instrumento debe ser

validado por expertos (Gonzales, 2020, p. 54).

En el estudio se utilizé la observacion, esto nos ayudo a identificar, analizar
y detallar los sucesos o aspectos que se estd evaluando en nuestro objeto de
estudio, esto dado a que nos conducird a un analisis del nuestra problematica y

objetivo a tratar.

En los instrumentos de recoleccién de datos se han elaborado 4 fichas, las
cuales estan elaboradas a partir de nuestra matriz de operacionalizacion, dando

seguimiento desde la identificacion de la muestra y posterior tratamiento.

Ficha 1. Etiqueta de identificacion de muestra.
Ficha 2. Caracterizacion de los microorganismos.
Ficha 3. Control de condiciones de operacion para microorganismos.

Ficha 4. Determinacién de parametros y evaluacion microbiana.

Los instrumentos fueron validados por expertos de nuestra carrera los
cuales fueron especialistas en la materia, dando como calificacién del 10-100%,
es por ello que se desarrollé una tabla de promedios dados por los 3 expertos,
esto se encuentra en la Tabla 1. Promedio de calificacion del Instrumento de
recoleccibn de datos. Ademas, las validaciones de nuestro instrumento se

encuentran en anexos.
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Tabla 1.Promedio de calificacion del Instrumento de recoleccién de datos.

EXPERTOS

Puntaje
10-100%

Inaceptable, Minimamente

Aceptable o Aceptable

Ing. Holguin Aranda, Luis
Fermin

Especialidad: Ingenieria
Ambiental

CIP: N° 111611

85%

ACEPTABLE

Mg. Mendoza Mogollén,
Gianmarco Jorge

Especialidad: Ingenieria
Ambiental

CIP: N° 200348

90%

ACEPTABLE

Dr. Aylas Humareda, Maria Del
Carmen

Especialidad: Medio Ambiente y
Desarrollo Sostenible.

CIP: N° 55149

90%

ACEPTABLE

PROMEDIO

88.33%

ACEPTABLE

Fuente: Elaboracién propia
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3.5. Procedimientos

3.5.1. Proceso Pre-Experimental

Recoleccion Preparacion . . o e
- t § p - Aislamiento de Identificacion Identificacion de
e la muestra medi ‘ . : » : " .
e e .os microorganismos de colonias » microorganismos
de agua de cultivo

] — p—
e N R Y
Caracterizacion Hongo
§ Pre-test ) L)  Agar EMB —)  Siembra —|  Subcultivo ) Filamentoso
J — —
——— Y EE— )
Separacion de Agar . o Bacteria
hidrocarburos y N Sabouraud —) Incubacion Purificacion gramnegativa
microorganismos
— —

Fuente: Elaboracién propia
Figura 1. Proceso pre-experimental.

Para la purificacion de colonias, se subcultivaron colonias individuales de las placas
de cultivo que mostraban caracteristicas de crecimiento en presencia de
hidrocarburos, como apariencia oleosa o zona de decoloracion alrededor de la
colonia y posteriormente se hizo diluciones seriadas en tubos de ensayo de 10"-1,
107-2, 101-3, 1074, 10M-5y 1076, se extrajo 1 mL de cada uno y se colocé en sus
placas Petri respectivamente con el Agar para la incubacion, la muestra se esparcio
con una aza de vidrio, se llevo a la incubadora por 48 horas a una temperatura de
30 °C.

Para la identificacion del hongo, se realizaron una serie de pruebas, como la tincién
de Azul Lactofenol, la observacion de la morfologia de las esporas e hifas, la prueba
de hidrdlisis de almidén y para la identificacion de la bacteria, se realiz6 la tincién
Gram, la prueba de fermentacion de carbohidratos, la prueba de la Voges-
Proskauer (VP), la prueba de citrato y la prueba de ureasa. Al identificarse la
bacteria gramnegativa (Enterobacter Spp.) y el hongo filamentoso (Aspergillus
Spp.), se extrajo un numero de colonias fungicas y bacterianas que sea

proporcional a las concentraciones usadas para los tratamientos.
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3.5.2. Proceso experimental

Aplicacion de tratamientos

Tratamiento
(6*10"8)

v
o

Diesel (15 mL)

Solucion bacteriana + fangica (5 mL)

Agitacion rotatoria (1500 rpm)

Temperatura (30°C)

AN ANAY S

o W 4 \ N ( \ N\

Tiempo (48 horas)

Tratamiento
(9*1078)

v
I

Diesel (15 mL)

Solucién bacteriana + fangica (5 mL)

Agitacion rotatoria (1500 rpm)

Temperatura (30°C)

ReYeWeYs'

Tiempo (48 horas)

Tratamiento
(12*1078)

Fuente: Elaboracién propia

v
e o

Diesel (15 mL)

Solucién bacteriana + fungica (5 mL)

Agitacion rotatoria (1500 rpm)

Temperatura (30°C)

IRAWAIS WS W

Tiempo (48 horas)

Figura 2. Proceso experimental.
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Los tratamientos experimentales se realizaron en tubos de ensayos que
contuvieron 2,5 mL de solucién fungica (Aspergillus Spp.), 2,5mL solucién
bacteriana (Enterobacter Spp.) y 15mL de Diesel y se mantuvieron en un agitador
rotatorio a 1500 rpm y 30 °C por 48 horas.

Durante el tratamiento se monitoreo y evalué la temperatura, pH,
conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP),
Demanda Bioquimica de Oxigeno y el % de degradacion de los HTP. Se determind
los parametros fisicoquimicos y de hidrocarburos totales de petréleo se realizaron

en el laboratorio de fisicoquimica de la Universidad César Vallejo.

3.5.3. Procedimiento

Figura 3. Muestreo en playa costera.

Se utilizo recipientes estériles para recolectar muestras de agua de mar de la playa
rocosa. Es importante obtener muestras representativas de diferentes areas de la
playa y de diferentes profundidades para capturar la diversidad microbiana.
Asegurese de que los recipientes estén bien cerrados para evitar la contaminacion

durante el transporte al laboratorio.
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Se tomé la muestra de agua de mar y se prosiguié a medir el pH, primero, el pH-
metro se tuvo que pasar por soluciones de Buffer (4, 7 y 10) para la calibracién del
equipo, seguidamente se colocé en el vaso precipitado una muestra de agua de
mar de 250 mL, dando como resultado de pH 8.01.

Figura 5. Medicion de Oxigeno Disuelto.

Se midio el oxigeno disuelto en la misma muestra de agua de 250 mL, dando como
resultado 5.31 mg/L.
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ULTIPARAMETRO DE MESA PH/C/0D g8

Figura 6. Medicion de conductividad eléctrica.

De la misma muestra de 250 mL, se midi6 la conductividad eléctrica la cual da como

resultado de 31.2 mS/cm y en temperatura 20.3 °C.

Figura 7. Medicion de DBOs en una muestra blanco.

Se midio la demanda biologica de oxigeno (DBOs) en la misma muestra de agua

de 250 mL, dando como resultado 6.23 mg/L.
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Figura 8. Extraccion de agua contaminada.

En un vaso precipitado se coloc6 250 mL de muestra de agua de mar contaminada

con Diesel, se procede a mezclar la muestra.

Figur 9. Proceso de decantacion.

Seguidamente se coloco en una pera de decantacion la muestra de 250 mL de agua
de mar contaminada con Diesel, donde se esper6 de 1 minuto para que se separe
la fase liquida de la fase acuosa del derivado del hidrocarburo.
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Figura 10. Drenado de la fase liquida.

Luego se drend de la pera de decantacion la fase liquida de la muestra en un vaso

precipitado.

Figura 11. Proceso de filtrado en bomba de vacio.

Extraida la fase liquida se llevé a una bomba de vacio, donde se colocé un filtro de

membrana de 0.22 ym para posteriormente verter la fase liquida y luego filtrarse.
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Figura 12. Extraccién de microorganismos.

Se extrajo el filtro de membrana de 0,22 um y es colocada en una placa Petri

esterilizada, en el cual se coloco 20 mL de solucion salina al 0.9 % hasta cubrir por
completo la membrana.

FORMULA
Ingredients :
Pegticd
by,
Sucrose

it
H

jit
i

i
£

Figura 13. Preparacién de agar EMB.

El agar EMB para las bacterias, se comenzé pesando 3.596 gramos de agar EMB,
gue se mezclé en un matraz Erlenmeyer con 100 mL de agua destilada. Este matraz

se colocd en una estufa con un agitador magnético configurado a 100 °C y 1000
rpm,
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w Suspend 65.0 grams in pressure,|
1000 mi distilled water. 15 mis
ﬂeal to boiling to
dissolve the medium
completely, Sterilize by
uloclaving at 15 s

Figura 14. Preparaciéon de agar Sabouraud.

El agar Sabouraud para los hongos, se pesaron 6.500 gramos de agar Sabouraud
gue se mezclaron en un matraz Erlenmeyer con 100 mL de agua destilada. Este
matraz también se calenté en una estufa con un agitador magnético a 100 °C y
1000 rpm.

Figura 15. Esterilizacion en autoclave.

Las mezclas de agar y las placas Petri se esterilizaron en una autoclave a 121°C
durante 15 minutos para eliminar cualquier microorganismo presente, lo que
permiti6 que el agar se solidificara sin riesgo de contaminacion. Una vez
esterilizado, se dejé enfriar el agar hasta una temperatura segura de 50°C. Tras

una mezcla cuidadosa, se vertid los agares en placas de Petri estériles.
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Figura 16. Incubacion de las placas Petri.

Se verti6 los agares preparados a las placas Petri, seguidamente se llevaron a una
incubadora a una temperatura adecuada, generalmente alrededor de 30°C, durante
48 horas. Las placas fueron revisadas peridodicamente para monitorear el

crecimiento de las colonias.

Figura 17. Obtencion de hongo filamentoso.

Después de 48 horas de incubacion, se obtuvo en las placas Petri un hongo
filamentoso con las siguientes caracteristicas, su color es blanco, presenta

tonalidades verdosas y negras, con forma algodonosa.
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Figura 18. Obtencion de la bacteria gramnegativa.

Se observé el crecimiento de bacterias en las placas Petri después del tiempo
estimado de 48 horas, donde se observa varias colonias que han desarrollado con
las siguientes caracteristicas, color cremas y algunas rosadas, forma plana y de

bordes semicirculares, colonias separadas.

Figura 19. Extraccion de microorganismo en solucién salina.
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Del cultivo obtenido, para la obtencién de un cultivo mas puro se colocé en un tubo
de ensayo 1 mL de solucién salina, seguidamente con un isopo esterilizado, se
extrajo las colonias fungicas que estan en la placa Petri, al mismo paso con un aza

de siembra se extrajo de las placas Petri las colonias de bacterias.

o o et L L e ——

Figura 20. Dilucién de solucion fangica y bacteriana.

En 6 tubos de ensayo se colocé 9 mL de solucion salina tanto para la dilucién de la
solucién fangica, como para la solucién bacteriana; se tomo6 con la pipeta de
Pasteur 1 mL de solucion fungica, y se coloco en el primer tubo de ensayo 107-1,
seguidamente se sustrajo 1 mL (del primer tubo de ensayo 10”-1) y se coloco en
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siguiente tubo de ensayo 10"-2, este procedimiento se repitid en los 6 tubos de
ensayos obteniendo tubos de 1071, 1072, 107-3, 1074, 10M-5 y 107-6. El
procedimiento fue replicado en 6 tubos de ensayo a parte con la solucion

bacteriana.

Figura 21. Placas Petri Agar Sabouraud (Hongos), Agar EMB (Bacteria).

De las diluciones tubos de ensayo de 10”-1, 10"-2, 107-3, 10"-4, 10"-5y 107-6, se
extrajo 1 mL con una pipeta estéril para tomar una alicuota de la suspensiéon de
microorganismos y depositarla en la superficie del medio de cultivo sdlido presente
en una placa de Petri. Con ayuda de una espatula estéril o un esparcidor de vidrio
con forma de L, se extendi6 la suspensiéon de microorganismos sobre la superficie

del medio de cultivo. A medida que se esparcia la suspension, se roto la placa para
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lograr una distribucion uniforme de los microorganismos. Esta accion permitio el
crecimiento de colonias separadas en la superficie del medio. Tras dejar secar las
placas durante unos minutos en la campana de flujo laminar, se colocaron las tapas
se invirtieron. Posteriormente, se incubaron las placas de Petri invertidas en una
incubadora a una temperatura adecuada, generalmente alrededor de 30°C, durante
48 horas. Las placas fueron revisadas periédicamente para monitorear el

crecimiento de las colonias.

Figura 22. Identificacion de un hongo filamentoso

Para la identificacion del hongo, se realizaron una serie de pruebas, como la tincion
de Azul Lactofenol, la observacion de la morfologia de las esporas e hifas, y la

prueba de hidrdlisis de almidon.

Para la tincion de Azul Lactofenol, se tom6 una pequefia muestra del hongo y se
colocé en un portaobjetos limpio y seco. Luego, se agregaron unas gotas de azul
de lactofenol para tefiir y conservar las estructuras del hongo. El portaobjetos con
la muestra fue calentado suavemente para eliminar burbujas de aire y se colocé un
cubreobjetos cuidadosamente sobre la muestra. Mediante microscopia directa, se
pudo distinguir hifas septadas y conidios en cadena, que son morfologia tipica del
hongo del género Aspergillus Spp. También se realizé la prueba de la hidrolisis de
almidon, en el cual se prepard placas de agar almidén y se inocul6é la muestra
fungica en el centro de cada placa. Después de la incubacién durante 24-48 horas,

se aplico solucion de yodo para revelar la formacién de un halo claro alrededor del

33



crecimiento microbiano, indicando un resultado positivo de hidrélisis de almidon
debido a la descomposicion del almidon en la placa. Con base en los resultados
obtenidos, se identific6 que el microorganismo aislado pertenecia al género

Aspergillus Spp.

Figura 23. Identificacién de bacteria gramnegativa

Para la identificacion de la bacteria, se realizaron una serie de pruebas, como la
tincion Gram, la prueba de fermentacion de carbohidratos, la prueba de la Voges-

Proskauer (VP), la prueba de citrato y la prueba de ureasa.

En primer lugar, para la tincion de Gram, la muestra bacteriana fue preparada
tomando una pequefia cantidad y fijdndola en un portaobjetos limpio y seco
mediante calor. aplicando cristal violeta para tefiir las células bacterianas y lugol
como mordiente, tras la decoloracion con alcohol-acetona, se aplicé safranina para
tefiir las bacterias gramnegativas, que adquirieron un color rojo/rosado, tras ser
observada bajo el microscopio revel6 la presencia de una bacteria gramnegativa.
Posteriormente para la prueba de fermentacion de carbohidratos, se etiqueto tres
tubos de ensayo para glucosa, lactosa y sacarosa respectivamente, los tubos
fueron inoculados con la bacteria y se incubaron a 37 °C durante 24-48 horas, se
observaron signos de fermentacién de glucosa y lactosa con produccién de acido y
gas, indicativo del género Enterobacter Spp. En la prueba de Voges-Proskauer
(VP), se incubd la bacteria en un tubo de ensayo con medio de cultivo de VP y se
incub6 durante 24-48 horas a 37 °C, se agregaron los reactivos VP al tubo de
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ensayo y se reincubd a temperatura ambiente durante 30 minutos a 1 hora, un
cambio a color rojo oscuro indicé un resultado positivo de VP, sugiriendo la
produccion de acetonas por fermentacion de glucosa. Para la prueba del citrato, se
inoculé la bacteria en un tubo de ensayo con medio de cultivo de citrato y se incub6
a 37 °C durante 24-48 horas. La bacteria utilizé el citrato como Unica fuente de
carbono, mostrando un cambio de color del medio de cultivo de verde a azul,
indicando un resultado positivo de citrato. Finalmente, se realizé la prueba de la
ureasa, en el cual se inoculd la bacteria en un tubo de ensayo con medio de cultivo
de ureay se incubo a 37 °C durante 24-48 horas, no se observé cambio en el color
del medio, indicando un resultado negativo de ureasa, lo que sugiere que la bacteria
no pudo hidrolizar la urea. Con base en los resultados obtenidos, se identifico que

el microorganismo aislado pertenecia al género Enterobacter Spp.

Figura 24. Preparacion solucion fangica y bacteriana (6*1078, 9*1078, 12*10"8)
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En 6 vasos precipitados se colocaron 25 mL de solucién salina individualmente, con
un isopo esterilizado se extrajo un numero de colonias fangicas que sea
proporcional a las concentraciones requeridas 6*1078, 9*10"8, 12*10"8, dicho

procedimiento también fue aplicado para la solucion bacteriana.

Figura 25. Solucion fangica y bacteriana
(6*1078, 9*10"8, 12*10"8)

En 3 tubos de ensayo de concentracion 6*1078, 9*10"8, 12*10"8 se vertid 2,5 mL
de Solucién salina fungica, respectivamente de los vasos precipitados, dicho
procedimiento también fue aplicado para la solucién bacteriana, con 3 repeticiones

respectivas, para la medicion de pardmetros posteriores
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Figura 26. Mezcla de solucion fangica y bacteriana
(6*1078, 9*10"8, 12*10"8)

Se mezcld la solucion fungica y la solucion bacteriana, en total se obtuvo 27 tubos
de ensayo con 2,5 de solucién fungica y 2,5 mL de solucién bacteriana cada una

con concentraciones de 6*1018, 91078, 12*10"8 y sus respectivas repeticiones.
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Figura 27. Inicio del tratamiento del co-cultivo de un hongo filamentoso y

una bacteria gramnegativa

Se coloca 15 mL de Diesel a los 27 tubos de ensayo que contiene 2,5 de solucion
fungica y 2,5 mL de solucion bacteriana, para el inicio del tratamiento se llevo al
agitador magnético, esto para ayudar a garantizar una dispersion uniforme de los
componentes y microorganismos en la muestra. El tratamiento en el agitador se

llevd a cabo de 0, 24 y 48 horas.

Figura 28. Post tratamiento del co-cultivo, 48 horas.

Después del tratamiento del co-cultivo, se observa una disminucion en el Diesel, se
llevo al laboratorio para toma de medicion de parametros fisicos y quimicos.
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Caracterizacion de la muestra de agua después del tratamiento
La determinacion de los parametros fisicos, quimicos, hidrocarburos y
eficiencia de la degradacion se realizaron en el laboratorio de fisicoquimica de la

Universidad César Vallejo.

3.6. Método de anélisis de datos

Se empled la recoleccién de datos a través de fichas las cuales sirven para
la recopilacion de datos del muestreo en la recoleccion de la muestra, control de
condiciones, control de tratamientos y el control de las propiedades tensioactivas,
ademas, se emplea las herramientas informaticas, estas principales son: Microsoft
Excel y el SPSS, la cual permite la generacion de graficos a través de tablas, las
cuales proporcionaran graficas respecto a los resultados obtenidos. Ademas de la
aplicacion de Google Earth o Google Maps, la cual ayuda a una mayor
referenciacion del sitio muestreado, ayudando a la limitacion del area muestreada.
Dichas herramientas son usadas para un mayor analisis y entendimiento de nuestro

trabajo de investigacion.

3.7. Aspectos éticos

Este trabajo de investigacion cumpli6 con los codigos éticos de la
Universidad César Vallejo, vinculada con el Consejo Universitario N°0126 - 2017,
ofreciendo autonomia y honestidad de parte de los autores. Debido a que esta
investigacion es aplicada, la mayoria de fuentes analizadas fueron articulos
cientificos y trabajos de investigacién, por lo cual se respetd la autoria de los
investigadores, también fueron citadas correctamente las fuentes utilizadas,
empleando la norma internacional ISO 690. Se cumple con los principios éticos,
con la intencion a que en un futuro este trabajo sea utilizado en investigaciones
donde recolectan datos sobre el co-cultivo de microorganismos degradadores de
hidrocarburos de petrdleo y por ultimo mencionar la justicia, ya que los participantes

tuvieron un trato igualitario.
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IV. RESULTADOS

4.1. Eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos

4.1.1. Anédlisis Inferencial

A la hipétesis:
Ho = Todos los tratamientos son iguales (No hay efecto)

Ha = Al menos un tratamiento es diferente (Hay efecto)

El andlisis de varianza realizado para todos los tratamientos, como se muestra en
la Tabla 2, indica que hay una diferencia significativa entre los grupos. Esto lleva a
rechazar la hipétesis nula y aceptar la hipétesis alternativa. En otras palabras, los
resultados sugieren que la cantidad de bacterias y las horas de evaluacién tienen
un impacto significativo en la degradacion del Diesel, tal como se refleja en la Tabla
2.

Tabla 2. Analisis de varianza para la degradacion de HTP.

ANOVA

HTP

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre Tratamientos 593,055 8 74,132 67849,46 <.001

7

Dentro de ,020 18 ,001
Tratamientos
Total 593,074 26

Fuente: Elaboracién propia

Dado que el analisis de varianza resultdé ser significativo, lo que sugiere que al
menos un tratamiento es diferente de los demas, se decide avanzar con la prueba
de Friedman. Esta prueba nos permitira determinar cual de los tratamientos es el

mas efectivo. Los detalles de esta comparacion se pueden encontrar en la Tabla 2.
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Tabla 3. Rangos promedio de la prueba de Friedman para la degradacién de HTP.

Rangos
Rango
promedio
C6_0 7.00
C6_24 6,00
C6_48 3,00
C9_0 8,00
C9_24 5,00
C9_48 2 00
C12.0 9,00
C12_24 4,00
C12_48 1,00

Fuente: Elaboracion propia

En esta prueba, para cada fila de los datos, los diferentes tratamientos (las
diferentes combinaciones de concentracion y tiempo) se clasifican en funcion de
sus valores. El tratamiento con el valor mas bajo obtiene el rango 1, el segundo
valor mas bajo obtiene el rango 2, y asi sucesivamente. Luego, para cada

tratamiento, se calcula el rango promedio.

En este caso, los rangos promedio indican el rango promedio de los valores de
Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP) para cada combinacion de concentracion
y tiempo. Por ejemplo, el valor de 7,00 para C6_0 significa que, en promedio, los
valores de HTP para la concentracion de 6*1078 a tiempo 0 tienen el séptimo rango

mas alto entre los nueve tratamientos.

Un rango promedio mas bajo indica un valor promedio mas bajo de HTP, lo que en
este caso indicaria una mayor degradaciéon del diésel. Por lo tanto, segun estos
resultados, la combinacion de concentracion y tiempo que resultdé en la mayor
degradacion del diésel fue 12*10"8 a las 48 horas (C12_48), que tuvo el rango

promedio mas bajo de 1,00.
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Tabla 4. Estadisticos de prueba de Friedman para la degradacién de HTP.

Estadisticos de

prueba?
N 3
Chi- 24,000
cuadrado
gl 8
Sig. asin. ,002

a. Prueba de

Friedman

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados de la prueba de Friedman mostraron una diferencia

estadisticamente significativa en la degradacion del diésel entre al menos dos de
los tratamientos (Chi-cuadrado = 24,000, grados de libertad = 8, p = 0.002). Esto
indica que la concentracion de colonias y el tiempo tienen un efecto significativo en

la degradacion del diésel.

4.1.2. Andlisis descriptivo

Tabla 5. Porcentaje de degradacion.

% Degradacion HTP (15 mL)

Cantidad de concentraciéon de solucién del co-cultivo (5 mL) de

Aspergillus Spp. (2.5 mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL)

Horas
6*10"8 9*10"8 12*10°8
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
0 0.00 0.00 0.00
24 41.90 43.57 46.32
48 68.35 77.26 79.83

Fuente: Elaboracién propia
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La tabla 5 esta organizada en tres columnas, cada una representando una cantidad
diferente de la concentracion de solucion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp.: 6x10"8 (UFC/mL), 9x10"8 (UFC/mL) y 12x10"8 (UFC/mL) con
una cantidad de Diesel de 15 (mL) que se coloc6 en todos los tubos de ensayos
respectivamente. La primera fila de la tabla muestra la cantidad de degradacion del
HTP en el momento inicial, que es cero para todas las cantidades. Las filas
siguientes muestran la cantidad de degradacion del HTP en diferentes momentos
en el tiempo, que van desde 0 horas hasta 48 horas. Cada fila muestra la cantidad
de degradacién del HTP en porcentaje para cada cantidad de concentracion de
solucion del co-cultivo. Se puede observar que a medida que pasa el tiempo, la
cantidad de degradacion del HTP aumenta para todas las cantidades. Ademas,
cuanto mayor es la cantidad de concentracion de la solucion del co-cultivo, mayor
es la cantidad de degradacion. Por ejemplo, después de 48 horas, la cantidad de
degradacion del HTP es del 79.83% para la cantidad de 12x10"8 (UFC/mL),
mientras que es del 68.35% para la cantidad de 6x1078 (UFC/mL).

85.00
80.75
76.50
72.25
68.00
63.75
59.50
55.25
51.00
46.75
42.50 6*10"8
38.25
34.00 9*10"8
i —— 0
21.25
17.00
12.75
8.50
4.25
0.00

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Horas

% Degradacion HTP

Fuente: Elaboracion propia

Figura 29. Curva del porcentaje de degradacion de TPH

segun concentraciones.
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De figura 29, muestra la cantidad de degradacion del HTP en porcentaje en funcién
del tiempo en horas. El eje horizontal representa el tiempo en horas, mientras que
el eje vertical representa el porcentaje de degradacion del HTP. El grafico muestra
tres lineas diferentes, cada una representando una cantidad diferente de
concentraciones: 6x10"8 (UFC/mL), 9x10"8 (UFC/mL) y 12x10"8 (UFC/mL). En
general, se puede observar que a medida que pasa el tiempo, la cantidad de

degradacion del HTP aumenta.

En las primeras 24 horas, la cantidad de degradacion es relativamente baja, pero
después de 48 horas, la cantidad de degradacion aumenta significativamente.
También se puede observar que cuanto mayor es la cantidad de concentracion del
co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., mayor es la cantidad de
degradacion. La linea que representa 12x10"8 (UFC/mL) muestra la mayor

cantidad de degradacion en comparacion con las otras dos lineas.

De acuerdo con los resultados proporcionados. La hipotesis establece que la
eficiencia de biodegradacién de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. fue del 75%. Segun los resultados, las
eficiencias de biodegradacion superaron este porcentaje en algunos casos.
Tenemos que para la cantidad de concentracion de solucion del co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. 12x10"8 (UFC/mL), la eficiencia de
degradacion fue del 79.83% después de 48 horas. Esto es superior al 75%
propuesto en la hipotesis. Sin embargo, para la cantidad de concentracién de
solucion del co-cultivo de 6x1078, la eficiencia de degradacion fue del 68.35%
después de 48 horas, lo cual es inferior al 75% propuesto en la hipétesis. Entonces,
la hipétesis es correcta en el sentido de que se puede alcanzar o incluso superar el
75% de eficiencia de biodegradacién, pero depende de la concentracién inicial de
solucion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., con
concentraciones mayores, la eficiencia de biodegradacion puede ser mas alta,
mientras que, con concentraciones menores, la eficiencia puede ser inferior al 75%

propuesto.
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4.2. Caracterizacion de los microorganismos

Tabla 6. Caracterizacion de la muestra.

Ficha 2. Caracterizacion de los microorganismos

Titulo

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-

cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancén - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

) ) Concentracién Tamarfo de Forma de )
Microorganismo _ _ Color de colonia
(UFC/mL) colonia (mm) Colonia
Color blanco,
. Algodonosa y presenta
Aspergillus Spp. 1*10"6 2-5mm _ _
circular tonalidades
verdosas y negras
Puede pasar de
Enterobacter Spp. 1*10"6 2-4mm Redondas y lisas color crema a

rosado.

Fuente: Elaboracién propia
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En la tabla 6, presenta la caracterizacion de dos microorganismos utilizados en un
co-cultivo. El primer microorganismo Aspergillus Spp, identificado como un hongo
filamentoso, muestra una alta concentracion de 1 x 106 (UFC/mL). Las colonias
de este microorganismo varian en tamafio entre 2 y 5 mm. La forma de las colonias
es descrita como algodonosa y circular, caracteristicas tipicas de muchos hongos
filamentosos. El color de las colonias es principalmente blanco, pero presenta
tonalidades verdosas y negras, lo que podria indicar la produccién de esporas u
otros pigmentos. El segundo microorganismo Enterobacter Spp, identificado como
una bacteria gramnegativa, también muestra una alta concentracién de 1 x 10"6
UFC/mL. Las colonias de esta bacteria varian en tamafo entre 2 y 4 mm. Las
colonias son descritas como redondas y lisas, caracteristicas comunes en muchas
bacterias. El color de las colonias puede variar de crema a rosado, lo que podria
ser indicativo de cambios metabdlicos o de la produccién de pigmentos

bacterianos.

Basandonos en los resultados proporcionados, en relacién al crecimiento y
caracteristicas de las colonias de los microorganismos, los resultados muestran
gue la concentracion de las colonias de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. es
alta, ademas los detalles sobre el tamafio, forma y color de las colonias también

corroboran el crecimiento adecuado de estos microorganismos.
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4.3. Condiciones de operacion

Tabla 7. Condiciones de operacidén para microorganismos.

Ficha 3. Control de condiciones de operacion para microorganismos

Eficiencia en la biodegradacién de hidrocarburos en
Titulo agua de mar por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y

Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023

Investigadores: Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Microorganismo Temperaturade  Tiempo de Concentracion
incubacion incubacion (UFC/mL)

30 °C 48 horas 6*10"8
Aspergillus Spp. 30 °C 48 horas 9*10"8

30 °C 48 horas 12*10"8

30 °C 48 horas 6*10"8
Enterobacter Spp. 30 °C 48 horas 9*10"8

30 °C 48 horas 12*10"8

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 7, la temperatura y el tiempo de incubacion son factores criticos que
afectan el crecimiento y la actividad metabdlica de los microorganismos. Los
resultados del tratamiento muestran que la temperatura de incubacion 6ptima para
ambos tipos de microorganismos es de 30°C, y el tiempo de incubacién 6ptimo es
de 48 horas. Ademas, los resultados muestran que la cantidad de UFC/mL de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. aumenta a medida que aumenta el tiempo
de incubacion. Basandonos en los resultados proporcionados, se afirma que las
condiciones de operacion son adecuadas para el co-cultivo de un hongo
filamentoso y una bacteria gramnegativa para la biodegradacion de hidrocarburos
en agua de mar. Los resultados indican que la temperatura éptima de incubacion
para ambos microorganismos es de 30°C, y el tiempo de incubacién éptimo es de
48 horas, lo que sugiere que estas son las condiciones adecuadas para su
operacion. Ademas, el aumento en la cantidad de UFC/mL de Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp. con el tiempo de incubacion sugiere que estas condiciones son
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propicias para su crecimiento y actividad metabdlica, lo que es fundamental para
la biodegradacion de los hidrocarburos. Por lo tanto, la hipotesis de que las
condiciones de operacion son adecuadas para el co-cultivo de estos

microorganismos se cumple basandonos en los resultados presentados.
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4.4. Parametros fisicoquimicos

Tabla 8.

Medicion de parametros fisicoquimicos.

Ficha 4. Determinacién de parametros y evaluacidon microbiana

Titulo

- Lima, 2023

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancén

Linea de investigacion

Calidad y Gestion de los Recursos

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Fecha: 30/06/2023
Datos de la muestra
Muestra Pardmetros fisicoquimicos
L . Hidrocarburos
e Tiempo Concentracion L ) Cantidad Temperatura DBOs Cond’uctl.wdad OIX|gen0 totales de .,
Codificacion Repeticion Tipo de muestra R pH eléctrica Disuelto . % Degradacion
(Horas) (UFC/mL) (mL) (°C) (mg/L) petréleo
(mS/cm) (mg/L)
(mg/L)
20 mL agua
CJ-001 - - Blanco 20.3 8 62.3 311 5.85 -
de mar
25mL
1 solucién 24.6 6.68 | 84.07 25.51 2.18 15.04
fangica
Co-cultivo 2.5mL
CJ - 002 0 horas 6*10"8 2 (Aspergillus Spp. y solucién 24.6 6.68 | 84.12 25.57 2.14 15.06 0.00
Enterobacter Spp.) bacteriana '
3 15 mL Diesel 24.6 6.69 | 84.15 25.65 2.19 15.05
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9*10"8

Co-cultivo
(Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp.)

2.5mL
solucién
fangica

24.6

6.64

82.08

23.76

2.48

15.11

2.5mL
solucion
bacteriana

24.6

6.66

82.04

23.78

2.57

15.15

15 mL Diesel

24.6

6.64

82.08

23.71

2.63

15.12

0.00

12*10"8

Co-cultivo
(Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp.)

2.5mL
solucioén
fangica

24.6

6.61

76.89

23.42

2.83

15.18

2.5mL
solucioén
bacteriana

24.6

6.63

76.85

23.45

2.85

15.24

15 mL Diesel

24.6

6.65

76.87

23.46

2.89

15.24

0.00

CJ - 003

24 horas

6*10"8

Co-cultivo
(Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp.)

2.5mL
solucioén
fangica

24.6

6.21

47.14

17.14

4.18

8.72

2.5mL
solucioén
bacteriana

24.6

6.24

47.18

17.26

4.17

8.75

15 mL Diesel

24.6

6.22

47.16

17.22

4.21

8.76

41.90

9*10"8

Co-cultivo
(Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp.)

2.5mL
solucién
fangica

24.6

6.49

45.11

17.73

4.63

8.52

2.5mL
solucioén
bacteriana

24.6

6.51

45.11

17.78

4.67

8.55

15 mL Diesel

24.6

6.48

45.13

17.78

4.67

8.54

43.57

12*10"8

Co-cultivo
(Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp.)

2.5mL
solucién
fangica

24.6

5.99

45.01

18.07

4.94

8.15

2.5mL
solucion
bacteriana

24.6

5.98

45.04

18.12

4.92

8.18

15 mL Diesel

24.6

5.99

45.06

18.19

4.92

8.18

46.32
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25mL
1 solucion 24.8 6.39 | 43.87 17.66 4.97 4.74
Co-cultivo fungica

6*10"8 (Aspergillus Spp. y 2.5mL 68.35
2 Enterobacter Spp.) solucion 24.8 6.37 | 43.83 17.62 4.97 4.77

bacteriana
3 15 mL Diesel 24.8 6.39 | 43.85 17.65 4.96 4,78

2.5mL
1 solucion 24.8 6.24 | 43.22 15.65 4.99 3.52
Co-cultivo fdngica

CJ - 004 48 horas 9*108 (Aspergillus Spp. y 2.5mL 77.26
2 Enterobacter Spp.) solucion 24.8 6.24 | 43.19 15.63 4.97 3.44

bacteriana
3 15 mL Diesel 24.8 6.28 | 43.19 15.62 4.98 3.36

2.5mL
1 solucion 24.8 5.92 | 43.11 17.16 4.97 3.05
Co-cultivo flngica

12*10"8 (Aspergillus Spp. y 2.5mL 79.83
2 Enterobacter Spp.) solucion 24.8 5.97 | 43.12 17.18 4.96 3.08

bacteriana

3 25 mL Diesel 24.8 6.04 | 43.1 17.17 4.97 3.08

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 8, se presentan los resultados detallados por parametros en las siguientes tablas, dando un analisis realizado en la
muestra, incluyendo los valores de pH, temperatura, conductividad, oxigeno disuelto, demanda bioquimica de oxigeno y los

hidrocarburos totales de petroleo.

51



Tabla 9. Mediciones de Temperatura (°C) en el tratamiento.

Temperatura (°C)

Resultados
Tiempo Tipo deresultado Unidad de Repeticiones 6x 108 9x10"8 12x 10"8
medida (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 24.6 24.6 24.6
0 horas Muestra °C 2 24.6 24.6 24.6
3 24.6 24.6 24.6
1 24.6 24.6 24.6
24 horas Muestra °C 2 24.6 24.6 24.6
3 24.6 24.6 24.6
1 24.8 24.8 24.8
48 horas Muestra °C 2 24.8 24.8 24.8
3 24.8 24.8 24.8

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 9, se presenta que, se midio la temperatura en 27 muestras donde
existe la misma concentracion de solucion del co-cultivo (5 mL) de Aspergillus Spp.
(2.5 mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL), ademas se suministré 15 mL de Diesel y se
midi6é en tres momentos distintos: 0 horas, 24 horas y 48 horas. Los resultados se
presentan en la tabla 9, donde se muestra el valor de temperatura para cada
muestra y cada momento de medicion. En todas las muestras y momentos de
medicion, se obtuvo un valor constante de temperatura de 24.6°C. Esto indica que
no hubo variaciones significativas en la temperatura durante el periodo de medicion
de 48 horas.
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Figura 30. Curva de la temperatura.

En la Figura 30, se presenta que, el eje x representa el tiempo en horas y el eje y
representa la temperatura en grados Celsius. El grafico muestra que la temperatura
se mantiene constante a 24.6°C durante las primeras 24 horas, luego aumenta
ligeramente a 24.8°C durante las siguientes 24 horas y se mantiene constante a

esa temperatura.
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Tabla 10. Mediciones de pH en el tratamiento.

pH
Resultados

Tiempo Tipo deresultado Unidad de Repeticiones 6x 108 9x10"8 12x 10"8
medida (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

1 6.68 6.64 6.61

0 horas Muestra pH 2 6.68 6.66 6.63

3 6.69 6.64 6.65

1 6.21 6.49 5.99

24 horas Muestra pH 2 6.24 6.51 5.98

3 6.22 6.48 5.99

1 6.39 6.24 5.92

48 horas Muestra pH 2 6.37 6.24 5.97

3 6.39 6.28 6.04

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 10, se presenta que, se determiné el pH en las 27 muestras donde
existe la misma concentracion de solucion del co-cultivo (5 mL) de Aspergillus Spp.
(2.5 mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL), ademas se suministré 15 mL de Diesel y se
midié en tres momentos distintos: 0 horas, 24 horas y 48 horas. Los resultados se
presentan en la tabla 10, donde se muestra el valor promedio de pH para cada
concentracion de la solucion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp.
con 3 repeticiones y cada momento de medicion. En la muestra tomada en el
momento 0 horas, el valor promedio de pH en todas las concentraciones fue de
6.65. En la muestra tomada a las 24 horas, el valor promedio de pH disminuy6 a
6.23. Finalmente, en la muestra tomada a las 48 horas, el valor promedio de pH
disminuyo mindsculamente a 6.20. El pH es una medida de la acidez o alcalinidad
de una solucion. Un pH de 7 se considera neutral, mientras que un pH menor a 7
indica acidez y un pH mayor a 7 indica alcalinidad. En este caso, los valores de pH

obtenidos en las muestras se mantuvieron en un rango ligeramente acido.
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Figura 31. Curva del pH segun concentraciones.

En la Figura 31, se presenta que, el eje x representa el tiempo en horas y el eje y
representa el pH, cada curva es presentada en un color diferente, siendo la curva
naranja para la concentracion de 6x10"8 (UFC/mL), la curva azul para la
concentracion de 9x107"8 (UFC/mL) y la curva roja para la concentracion de
12x1078 (UFC/mL). El gréfico muestra que el pH disminuye con el tiempo para
todas las concentraciones de la solucion del co-cultivo, pero la tasa de disminucién
es mayor para concentracion mas alta la cual es 12x10"8 (UFC/mL), donde alas 0
horas se mantuvo en un pH promedio de 6.63, después de 24 horas paso a tener
un pH de 5.99, posteriormente transcurrido las 48 horas se obtuvo un pH de 5.98
esto nos da a entender que el pH en esta concentracion es ligeramente acido. En
general, se muestra una relacion inversa entre las concentraciones de la solucion
del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. y el pH, lo que se infiere que

la presencia de UFC en el agua puede disminuir el pH del agua.
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Tabla 11. Mediciones de Demanda Bioguimica de Oxigeno (mg/L) en el tratamiento.

Demanda Bioquimica de Oxigeno (mg/L)

Resultados
Tiempo Tipo de resultado Unidad de  Repeticiones 6x10°8 9x10°8 12x 10°8
medida (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 84.07 82.08 76.89
0 horas Muestra mg/L 2 84.12 82.04 76.85
3 84.15 82.08 76.87
1 47.14 45.11 45.01
24 horas Muestra mg/L 2 47.18 45.11 45.04
3 47.16 45.13 45.06
1 43.87 43.22 43.11
48 horas Muestra mg/L 2 43.83 43.19 43.12
3 43.85 43.19 43.10

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 11, se presenta que, se midié la demanda bioquimica de oxigeno en
las 27 muestras donde existe la misma concentracion de solucion del co-cultivo (5
mL) de Aspergillus Spp. (2.5 mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL), ademas se
suministré 15 mL de Diesel y se midié en tres momentos distintos: 0 horas, 24 horas
y 48 horas. Los resultados se presentan en la tabla 11, donde se muestra el valor
de demanda bioquimica de oxigeno para cada concentracion del co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. con 3 repeticiones y cada momento de
medicién. En la muestra tomada en el momento 0 horas, el valor promedio de
demanda bioquimica de oxigeno fue de 81.02 mg/L. En la muestra tomada a las 24
horas, el valor promedio de demanda bioquimica de oxigeno disminuyo a 45.77
mg/L. Finalmente, en la muestra tomada a las 48 horas, el valor promedio de
demanda bioquimica de oxigeno disminuy6 alin méas a 43.39 mg/L. En general, una
mayor demanda bioquimica de oxigeno indica una mayor cantidad de materia
organica presente en la muestra.

En este caso, los resultados indican que la cantidad de materia organica presente
en la muestra disminuy6 significativamente durante las 0, 24 y 48 horas de

medicion.
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Figura 32. Curva de la DBOs segun concentraciones.

En la Figura 32, se presenta que, el eje x representa el tiempo en horas y el eje y
representa la DBOs en mg/L. Cada curva es presentada en un color diferente,
siendo la curva naranja para la concentracion de 6x10"8 (UFC/mL), la curva azul
para la concentracién de 9x1078 (UFC/mL) y la curva roja para la concentracion de
12x107"8 (UFC/mL). El grafico muestra que la DBOs disminuye con el tiempo para
todas las concentraciones de la solucion del co-cultivo, pero la tasa de disminucién
es mayor para concentracion mas alta la cual es 12x10"8 (UFC/mL), donde a las O
horas se mantuvo en un promedio de DBOs 76.87 mg/L, después de 24 horas paso
a tener una DBOs de 45.04 mg/L, posteriormente transcurrido las 48 horas se
obtuvo un DBOs de 43.11 mg/L, se observa que hay un aumento de las 24 horas a
48 horas. Ademas, el grafico muestra que la DBOs es mas baja para
concentraciones mas altas (12x1078) de UFC en todas las horas. La curva de DBOs
para la concentracion del co-cultivo de 12x10"8 (UFC/mL) es la mas baja con un
43.11 mg/L, consecutivamente a la par le sigue la curva para la concentracion del
co-cultivo de 9x10"8 (UFC/mL) con 43.20 mg/L y la curva para la concentracion del

co-cultivo de 6x1078 (UFC/mL) que esta en la misma linea de 43.85 mg/L.
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Tabla 12. Mediciones de Conductividad eléctrica (mS/cm) en el tratamiento.

Conductividad eléctrica (mS/cm)

Resultados
Tiempo Tipo de resultado Unidad de Repeticiones 6x 108 9x10"8 12x 10”8
medida (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 25.51 23.76 23.42
0 horas Muestra mS/Cm 2 25.57 23.78 23.45
3 25.65 23.71 23.46
1 17.14 17.73 18.07
24 horas Muestra mS/Cm 2 17.26 17.78 18.12
3 17.22 17.78 18.19
1 17.66 15.65 17.16
48 horas Muestra mS/Cm 2 17.62 15.63 17.18
3 17.65 15.62 17.17

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 12, se presenta que, se midio la conductividad eléctrica en las 27
muestras donde existe la misma concentracion de solucién del co-cultivo (5 mL) de
Aspergillus Spp. (2.5 mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL), ademés se suministro 15
mL de Diesel y se midi6é en tres momentos distintos: 0 horas, 24 horas y 48 horas.
Los resultados se presentan en la tabla 12, donde se muestra el valor de
conductividad eléctrica para cada concentracion del co-cultivo de Aspergillus Spp.
y Enterobacter Spp. con 3 repeticiones y cada momento de medicion. En la muestra
tomada en el momento 0 horas, el valor promedio de conductividad eléctrica fue de
24.26 mS/cm. En la muestra tomada a las 24 horas, el valor promedio de
conductividad eléctrica disminuy6é a 17.70 mS/cm. Finalmente, en la muestra
tomada a las 48 horas, el valor promedio de conductividad eléctrica disminuy6 aun
més a 16.81 mS/cm. En general, una mayor conductividad eléctrica indica una
mayor concentracion de iones disueltos en la solucion. Esto indica que la
conductividad eléctrica disminuy6 significativamente durante las 24 y 48 horas de
medicion en el tratamiento analizado. La concentracion de iones disueltos en la
muestra disminuy6, lo cual puede ser indicativo de una disminucién en la

concentracion de sustancias disueltas.
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Figura 33. Curva de la conductividad eléctrica segun concentraciones.

En la Figura 33, se presenta que, el eje x representa el tiempo en horas y el eje y
representa la conductividad eléctrica en mS/cm Cada curva es presentada en un
color diferente, siendo la curva naranja para la concentracion de 6x10"8 (UFC/mL),
la curva azul para la concentracion de 9x10"8 (UFC/mL) y la curva roja para la
concentracion de 12x1078 (UFC/mL). El gréfico muestra que la conductividad
eléctrica disminuye con el tiempo para todas las concentraciones de la solucion del
co-cultivo, pero la tasa de disminucién es mayor para concentraciones de 9x10"8
de UFC. Para la concentracion del co-cultivo de 6x10"8 (UFC/mL), la conductividad
eléctrica disminuye de 25.58 mS/cm a 17.21 mS/cm en 24 horas y a 17.64 mS/cm
en 48 horas. Para la concentracion del co-cultivo de 12x10"8 (UFC/mL), la
conductividad eléctrica disminuye de 23.44 mS/cm a 18.13 mS/cm en 24 horas y a
17.17 mS/cm en 48 horas. Sin embargo, para la concentracién del co-cultivo de
9x10"8 (UFC/mL), la conductividad eléctrica disminuye de 23.75 mS/cm a 17.76
mS/cm en 24 horas y a 15.63 mS/cm en 48 horas, siendo esta concentracion con

la mayor tasa de disminucién en cuanto a conductividad.
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Tabla 13. Mediciones de Oxigeno disuelto (mg/L) en el tratamiento.

Oxigeno disuelto (mg/L)

Resultados
Tiempo Tipo de resultado Unidad de Repeticiones 6x 108  9x 108 12 x 10°8
medida
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 2.18 2.48 2.83
0 horas Muestra mg/L 2 2.14 2.57 2.85
3 2.19 2.63 2.89
1 418 4.63 494
24 horas Muestra mg/L 2 4.17 4.67 492
3 421 4.67 4.92
1 497 4.99 4.97
48 horas Muestra mg/L 2 4.97 4.97 4.96
3 4 .96 4 .98 4.97

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 13, se presenta que, se midié el oxigeno disuelto en las 27 muestras
donde existe la misma concentracién de solucion del co-cultivo (5 mL) de
Aspergillus Spp. (2.5 mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL), ademas se suministré 15
mL de Diesel y se midi6é en tres momentos distintos: 0 horas, 24 horas y 48 horas.
Los resultados se presentan en la tabla 13, donde se muestra el valor de oxigeno
disuelto para cada concentracion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter
Spp. con 3 repeticiones y cada momento de medicion. En la muestra tomada en el
momento 0 horas, el valor promedio de oxigeno disuelto fue de 2.52 mg/L. En la
muestra tomada a las 24 horas, el valor promedio de oxigeno disuelto aument6 a
4.6 mg/L. Finalmente, en la muestra tomada a las 48 horas, el valor promedio de
oxigeno disuelto aumento aun a 4.9 mg/L. En general, un mayor valor de oxigeno
disuelto indica una mayor cantidad de oxigeno disponible para los organismos
acuaticos presentes en la muestra. En este caso, los resultados indican que la
cantidad de oxigeno disuelto en la muestra aumenté significativamente durante las

24 y 48 horas de medicion.
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Figura 34. Curva del oxigeno disuelto segun concentraciones.

En la Figura 34, se presenta que, el eje x representa el tiempo en horas y el eje y
representa el oxigeno disuelto en mg/L. Cada curva es presentada en un color
diferente, siendo la curva naranja para la concentracién de 6x10"8 (UFC/mL), la
curva azul para la concentracién de 9x107"8 (UFC/mL) y la curva roja para la
concentracion de 12x10"8 (UFC/mL). El grafico muestra que la concentracion de
oxigeno disuelto aumenta con el tiempo para todas las concentraciones del co-
cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. Ademas, muestra que la
concentracion de oxigeno disuelto es mas alta para concentraciéon mas alta la cual
es 12x10"8 (UFC/mL) en 0 y 24 horas. Para la concentracion del co-cultivo de
6x10"8 (UFC/mL), la concentracion de oxigeno disuelto aumenta de 2.17 mg/L a
4.97 mg/L en 48 horas. Para la concentracion del co-cultivo de 9x10"8 (UFC/mL),
la concentracion de oxigeno disuelto aumenta de 2.56 mg/L a 4.98 mg/L en 48
horas. Para la concentracion del co-cultivo de 12x1078 (UFC/mL), la concentracion
de oxigeno disuelto aumenta de 2.86 mg/L a 4.97 mg/L en 48 horas, en las 3

concentraciones después de 48 horas tienen un resultado de 4.97 mg/L.
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Tabla 14. Mediciones de Hidrocarburos Totales de Petréleo (mg/L) en el tratamiento.

TPH (mg/L)
_ Resultados
. . Unidad de o
Tiempo  Tipo de resultado did Repeticiones 6x 10"8 9x10"8 12x 108
medida
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 15.04 15.11 15.18
2 15.06 15.15 15.24
0 horas Muestra mg/L
3 15.05 15.12 15.24
1 8.72 8.52 8.15
2 8.75 8.55 8.18
24 horas Muestra mg/L
3 8.76 8.54 8.18
1 4.74 3.52 3.05
2 4.77 3.44 3.08
48 horas Muestra mg/L
3 4.78 3.36 3.08

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 14, se presenta que, se midio el TPH en las 27 muestras donde existe
la misma concentracion de solucién del co-cultivo (5 mL) de Aspergillus Spp. (2.5
mL) y Enterobacter Spp. (2.5 mL), ademas se suministré 15 mL de Diesel y se midio
en tres momentos distintos: 0 horas, 24 horas y 48 horas. Los resultados se
presentan en la tabla 14, donde se muestra el valor de TPH para cada
concentracion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. con 3
repeticiones y cada momento de medicion. En la muestra tomada en el momento 0
horas, el valor promedio de TPH fue de 15.13 mg/L. En la muestra tomada a las 24
horas, el valor promedio de TPH disminuy6 a 8.48 mg/L. Finalmente, en la muestra
tomada a las 48 horas, el valor promedio de TPH disminuyé ain méas a 3.75 mg/L.
Los resultados indican que la concentracion de TPH en la muestra disminuyo
significativamente durante las 24 y 48 horas de medicion en el tratamiento
analizado. A mayor concentracion (12x1078, 9x10"8 y 6x1078) de solucién del co-
cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. mayor sera la disminucion de
Hidrocarburos Totales de Petrdleo, la disminucion de hidrocarburos totales de
petroleo en presencia de una mayor concentracion de la solucién del co-cultivo se

debe a un proceso conocido como "biodegradacion”. Tanto las bacterias como los
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hongos tienen la capacidad de metabolizar ciertos compuestos presentes en el
petréleo, lo que lleva a su descomposicion y reduccidn en concentracion. Estos
microorganismos utilizan los hidrocarburos como fuente de alimento y energia para
su crecimiento y reproducciéon. Durante el proceso de biodegradacion, las enzimas
producidas por las bacterias y hongos acttan sobre los hidrocarburos, rompiendo
sus enlaces quimicos y transformandolos en compuestos mas simples y menos
toxicos. Cuanto mayor sea la concentracion de la solucién del co-cultivo, mayor
sera la cantidad de microorganismos presentes para realizar la biodegradacion, lo

gue resultard en una mayor reduccién de los hidrocarburos totales de petréleo.

[=T4]
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Fuente: Elaboracion propia
Figura 35. Curva de TPH segun concentraciones.

En la Figura 35, se presenta que, el eje x representa el tiempo en horas y el eje y
representa la concentracion de TPH en mg/L. Cada curva es presentada en un color
diferente, siendo la curva naranja para la concentracion de 6x10"8 (UFC/mL), la
curva azul para la concentracién de 9x10"8 (UFC/mL) y la curva roja para la
concentracion de 12x10"8 (UFC/mL). El grafico muestra que la concentracion de

TPH disminuye con el tiempo para todas las concentraciones del co-cultivo de
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Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. Para la concentracién del co-cultivo de 6x10"8
(UFC/mL), la concentraciéon de TPH disminuye de 15.05 mg/L a 4.76 mg/L en 48
horas. Para la concentracion del co-cultivo de 9x1078 (UFC/mL), la concentracion
de TPH disminuye de 15.13 mg/L a 3.44 mg/L en 48 horas. Para la concentracion
del co-cultivo de 12x1078 (UFC/mL), la concentracién de TPH disminuye de 15.22
mg/L a 3.07 mg/L en 48 horas, siendo esta la que contiene un mayor indice de

disminucién del pardmetro en comparacion a las otras concentraciones.

Basado en los datos y resultados presentados, la hipotesis se cumple parcialmente.
Tenemos que, la temperatura se mantiene constante durante el periodo de estudio,
lo cual esta dentro de los parametros normales y no parece ser afectada por el co-
cultivo. El pH indica que los valores obtenidos estan en un rango ligeramente acido,
lo que no esta dentro de los estandares ambientales. En la Demanda Biogquimica
de Oxigeno (DBOs), indica que, la disminucion de los valores de DBOs sugiere que
la cantidad de materia organica en el agua disminuyé durante el periodo de
tratamiento, lo cual es un indicativo positivo de la efectividad del tratamiento en
mejorar la calidad del agua. La conductividad eléctrica, manifiesta que la
disminucién de los valores de conductividad eléctrica sugiere una disminucion en
la concentracion de iones disueltos en el agua, lo cual es otro indicador de mejora
de la calidad del agua. En oxigeno disuelto, el aumento en los valores indica que
hay més oxigeno disponible para los organismos acuéticos, lo cual es un indicador
muy positivo de mejora de la calidad del agua. Por ultimo, en TPH (Hidrocarburos
Totales de Petroleo), los valores de TPH disminuyeron significativamente, lo que
sugiere que la cantidad de contaminantes de hidrocarburos en el agua se redujo
durante el periodo de tratamiento, lo que también es un indicativo positivo. En
general, la mayoria de los parametros medidos mostraron mejoras significativas, lo
gue sugiere que el co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. puede tener

un efecto positivo en la calidad del agua.
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Tabla 15. Resumen de parametros evaluados.

Tablaresumen de parametros evaluados

Muestra Parametros fisicoquimicos
. . Hidrocarburos
. Concentracion Tipo de . Temperatura DBOs Cond,uctl_wdad O_X|geno totales de %
Tiempo Cantidad (mL) o pH eléctrica Disuelto 3 C
(UFC/mL) muestra (°C) (mg/L) petréleo Degradacion
(mS/cm) (mg/L)
(mg/L)
2.5 mL solucién
Cocultivo fangica
(Aspergillus 2.5 mL solucién
6*10"8 Spp.y ) - 24.6 6.68 84.11 25.58 2.17 15.05 0.00
bacteriana
Enterobacter
Spp.) 15 mL Diesel
2.5 mL solucién
. fangica
Cocultivo ungt
9*10°8 (Aspergillus 2.5 mL solucién 24.6 6.65 82.07 23.75 2.56 15.13 0.00
0 horas Spp.y bacteriana
Enterobacter
Spp.) 15 mL Diesel
2.5 mL solucién
Cocultivo fungica
(Aspergillus
12*10°8 SPp. y 2.5 mL solucion 24.6 6.63 76.87 23.44 2.86 15.22 0.00
Enterobacter bacteriana
Spp.)
15 mL Diesel
48 horas 6+10%8 Cocultivo 2.5 mL solucion 24.8 6.38 43.85 17.64 4.97 4.76 68.35
(Aspergillus fungica
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Spp. 'y

2.5 mL solucién

Enterobacter bacteriana
Spp.)
15 mL Diesel
2.5 mL solucién
Cocultivo fangica
(Aspergillus —
9*10°8 Spp. y 2'5br;c"tesr‘i’6'\‘:g°” 24.8 6.25 43.20 15.63 4.98 3.44 77.26
Enterobacter
Spp.) 15 mL Diesel
2.5 mL solucién
Cocultivo fangica
(Aspergillus —
12*10%8 Spp. y Z'SbZ‘CLtesr?;L:EO” 24.8 5.98 43.11 17.17 4.97 3.07 79.83
Enterobacter
Spp) 25 mL Diesel

Fuente: Elaboracién propia
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En la Tabla 15, se presenta que en la concentracién del co-cultivo de 6*10°8
(UFC/mL) en 0 horas, la temperatura es de 24.6°C, el pH tiene un valor de 6.68, la
DBOs es de 84.11, la conductividad esta en 25.58 mS/cm, seguidamente tenemos
el oxigeno disuelto que tiene el valor de 2.17 mg/L, los hidrocarburos totales de
petréleo que se encuentra en 15.05 mg/L y por ultimo tenemos el % degradacion

gue esta en 0%.

Continuamos con la concentracién del co-cultivo de 9*10"8 (UFC/mL) en 0 horas,
la temperatura es de 24.6°C, el pH tiene un valor de 6.65, la DBOs es de 82.07, la
conductividad esta en 23.75 mS/cm, seguidamente tenemos el oxigeno disuelto
gue tiene el valor de 2.56 mg/L, los hidrocarburos totales de petrdleo que se

encuentra en 15.13 mg/L y por ultimo tenemos el % degradacion que esta en 0%.

Finalizamos con la concentracion del co-cultivo de 12*10"8 (UFC/mL) en 0 horas,
la temperatura es de 24.6°C, el pH tiene un valor de 6.63, la DBOs es de 76.87, la
conductividad estad en 23.44 mS/cm, seguidamente tenemos el oxigeno disuelto
gue tiene el valor de 2.86 mg/L, los hidrocarburos totales de petréleo que se
encuentra en 15.22 mg/L y por ultimo tenemos el % degradacién que esta en 0%.
Aungue la temperatura se mantiene constante, hay una disminucién gradual en el
pH, la DBOs y la conductividad con el aumento de la concentracion del co-cultivo
de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. (12*1078), lo que puede tener
implicaciones significativas para la eficiencia y eficacia de cualquier proceso

biol6gico o quimico que esté ocurriendo.

Por otro lado, se ve un incremento gradual en los niveles de oxigeno disuelto y de
hidrocarburos totales de petroleo a medida que aumenta la concentracién de dicho
co-cultivo. EI incremento de oxigeno disuelto puede indicar una mayor
disponibilidad de oxigeno para la degradacién, mientras que el aumento en los
hidrocarburos totales de petréleo sugiere que mas de estos compuestos estan

presentes.

Es importante resaltar que, en el punto de tiempo 0, no se observé ninguna
degradacion, lo cual es esperado ya que es el inicio del tratamiento y transcurrido

las 48 horas, se observa grandes cambios en la mayoria de parametros
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fisicoguimicos, para la concentracion del co-cultivo de 6*107"8 (UFC/mL), la
temperatura es de 24.8°C, el pH tiene un valor de 6.38, la DBOs es de 43.85 mg/L,
la conductividad esta en 17.64 mS/cm, seguidamente tenemos el oxigeno disuelto
gue tiene el valor de 4.97 mg/L, los hidrocarburos totales de petréleo que se

encuentraen 4.76 mg/L y por ultimo tenemos el % degradacién que esta en 68.35%.

Continuamos con la concentracion del co-cultivo de 9*10"8 (UFC/mL), la
temperatura es de 24.8°C, el pH tiene un valor de 6.25, la DBOs es de 43.20 mg/L,
la conductividad esta en 15.63 mS/cm, seguidamente tenemos el oxigeno disuelto
qgue tiene el valor de 4.98 mg/L, los hidrocarburos totales de petrdleo que se

encuentra en 3.44 mg/L y por ultimo tenemos el % degradacidon que esta en 77.26%.

Finalizamos con la concentracion del co-cultivo 12*1078 (UFC/mL), la temperatura
es de 24.8°C, el pH tiene un valor de 5.98, la DBOs es de 43.11 mg/L, la
conductividad esta en 17.17 mS/cm, seguidamente tenemos el oxigeno disuelto
gue tiene el valor de 4.97 mg/L, los hidrocarburos totales de petréleo que se
encuentra en 3.07 mg/L y por ultimo tenemos el % degradaciéon que esta en 79.83%.
Los pardmetros fisicoquimicos como el pH, la DBOs y la conductividad han
disminuido notablemente, lo que sugiere que se estan produciendo procesos
guimicos o biologicos. Por otro lado, los niveles de oxigeno disuelto han
aumentado, posiblemente indicando mayor disponibilidad de oxigeno para

procesos de degradacion.

En cuanto a los hidrocarburos totales de petréleo, se observa una reduccién
notable, junto con un aumento en el porcentaje de degradacion, indicando que los
procesos de degradacion han sido efectivos en descomponer los hidrocarburos
presentes. Es importante destacar que la degradacion parece ser mas eficiente a
mayor concentracion. Al comparar los datos en 0 horas con los de 48 horas, se
observan cambios significativos, sin embargo, en la temperatura es constante,
aunque aumenta ligeramente, permanece en un rango similar, lo que indica que el
tratamiento se ha llevado a cabo en condiciones de temperatura controlada. El pH
disminuye en todas las concentraciones del co-cultivo tras 48 horas. Esto puede
sugerir que los procesos metabdlicos que se estdn produciendo generan

compuestos acidos, acidificando el medio. La demanda bioguimica de oxigeno
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disminuye en todas las concentraciones del co-cultivo tras 48 horas, lo que indica
gue una cantidad significativa del material organico inicialmente presente
(probablemente hidrocarburos) ha sido degradada. Disminuye en todas las
concentraciones del co-cultivo, lo que puede estar relacionado con cambios en la
concentracion de iones en la solucién a medida que se degradan los hidrocarburos.
Aumenta en todas las concentraciones tras 48 horas, lo que podria ser el resultado
de la actividad metabdlica que consume material organico y libera oxigeno. Los
hidrocarburos totales de petréleo disminuyen notablemente en todas las
concentraciones, lo que indica que ha habido una degradacién significativa de estos
compuestos. El % de degradacion aumenta en todas las concentraciones del co-

cultivo tras 48 horas, con un aumento mas pronunciado a mayor concentracion.
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V. DISCUSION

Los resultados muestran una relacion directa entre la concentracion de solucion del
co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. y la cantidad de HTP, ya que en
concentraciones mayores la eficiencia de biodegradacion de HTP supera el 75%.
Este hallazgo es especialmente relevante en el contexto de la biodegradacion de
hidrocarburos en ambientes marinos, donde las concentraciones de hidrocarburos
pueden variar ampliamente. Ademas, los resultados indican que la eficiencia de
biodegradacion aumenta con el tiempo, lo que sugiere que la biodegradaciéon de
hidrocarburos es un proceso que puede requerir un periodo de tiempo significativo
para alcanzar su maxima eficiencia. Este descubrimiento es consistente con la
literatura existente, que muestra que la biodegradacion de hidrocarburos es un
proceso que puede llevar desde dias hasta semanas o incluso meses, dependiendo
de varios factores, incluyendo las condiciones ambientales y la presencia de
microorganismos degradadores de hidrocarburos. Respecto a los resultados
hechos por Das & Chandran (2011), los datos respaldan su afirmacion de que varios
tipos de bacterias pueden lograr tasas de consumo de petroleo de hasta el 100%
en el medio marino. Sin embargo, también destacan la importancia de considerar
la concentracion inicial de solucion del co-cultivo o cultivo utilizado, ya que los
resultados muestran que la eficiencia de biodegradacion puede variar dependiendo
de esta variable. Los estudios de Al-Hawash et al. (2018) y Allamin et al. (2021)
proporcionan evidencia adicional de que ciertos microorganismos, como
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., pueden jugar un papel importante en la
biodegradacion de hidrocarburos. En particular, el estudio de Al-Hawash et al.
(2018) muestra que Aspergillus sp. puede degradar hidrocarburos de petréleo, lo
gue sugiere que la presencia de este hongo en un co-cultivo con una bacteria podria

mejorar la eficiencia de biodegradacion.

En los resultados obtenidos, al compararlos con los hallazgos de Zhou et al. (2021)
y Atakpa et al. (2022), se puede observar una similitud en el comportamiento de los
microorganismos en co-cultivo. El estudio revel6 que tanto el hongo filamentoso
(Aspergillus Spp.) como la bacteria gramnegativa (Aspergillus Spp.) mostraron una
alta concentraciéon de 1 x 10"6 UFC/mL, lo que indica un crecimiento robusto en el

medio de cultivo. Este crecimiento puede atribuirse a la interaccion simbiotica entre
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los dos microorganismos, tal como se ha observado en investigaciones anteriores,
donde la presencia de Acinetobacter sp. estimulé el crecimiento del hongo
Scedosporium sp., promoviendo una alta actividad enzimatica y aumentando la
emulsificacién de los sustratos. La morfologia de las colonias observada en el
estudio también proporciona informacion valiosa. El hongo filamentoso (Aspergillus
Spp.) presentd colonias de forma algodonosa y circular, con tonalidades verdosas
y negras, lo que podria indicar la produccién de esporas u otros pigmentos. Por otro
lado, la bacteria gramnegativa presentd colonias redondas y lisas, con colores que
variaban de crema a rosado, lo que podria ser indicativo de cambios metabdlicos o
de la produccion de pigmentos bacterianos. Estas caracteristicas morfolégicas son
tipicas de estos tipos de microorganismos y pueden ser Utiles para su identificacion

y monitoreo durante el proceso de biodegradacion de hidrocarburos.

Los resultados indican que tanto Aspergillus Spp. como Enterobacter Spp. crecen
de manera oOptima a 30°C durante 48 horas. La concentracion creciente de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro para ambos microorganismos
durante este periodo sugiere que las condiciones son adecuadas para Su
crecimiento y actividad metabdlica. Esta temperatura proporciona un entorno
favorable para el crecimiento y la actividad metabdlica de ambos microorganismos,
lo cual es esencial para su eficiencia en la biodegradacion de los hidrocarburos.
Universidad Nacional de la Patagonia (2016), los hongos filamentosos respaldan
los resultados encontrados. Segun la descripcion, los hongos filamentosos, que
incluyen el género Aspergillus, son organismos multicelulares con estructuras
alargadas llamadas hifas. Estas hifas pueden ramificarse y formar un conjunto
conocido como micelio. Ademas, se menciona que los hongos filamentosos tienen
un crecimiento rapido y una temperatura de mantenimiento de 22-25°C durante un
periodo de 5 dias. Por otro lado, Whitehead et al (2001), indica que las bacterias
gramnegativas son organismos coloniales que utilizan sefiales quimicas, como los
derivados de la homoserina lactona, para comunicarse y adaptarse a su entorno a
través de un fendbmeno conocido como quorum-sensing. Esto les permite regular
su comportamiento en funcion de la densidad celular. Se destaca que las bacterias
gramnegativas son ampliamente distribuidas en diferentes entornos, como el suelo,

el agua y el cuerpo humano. Si bien algunas bacterias gramnegativas pueden ser
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patdgenas y causar enfermedades, como la Escherichia coli, la Salmonella y la
Pseudomonas aeruginosa, también existen bacterias gramnegativas beneficiosas
gue desempefian funciones importantes en la naturaleza, como la fijacién de
nitrégeno y la descomposicion de materia organica. El tiempo de incubacién éptimo
de 48 horas, segun los resultados de la Tabla 3, también es un hallazgo relevante.
El aumento en la cantidad de UFC/mL de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. a
medida que aumenta el tiempo de incubacion indica que estas condiciones son
propicias para el crecimiento y la actividad metabdlica de ambos microorganismos.
Este crecimiento y actividad metabdlica son fundamentales para la biodegradaciéon

de los hidrocarburos presentes en el agua de mar.

La temperatura es un factor critico en cualquier proceso biolégico, incluyendo la
degradacion de hidrocarburos por microorganismos. Afecta la tasa de las
reacciones quimicas, la solubilidad de los gases y la estructura y funcion de las
proteinas y enzimas. La temperatura se mantuvo constante en todas las
concentraciones de la solucién del co-cultivo de de Aspergillus Spp. y Enterobacter
Spp. y repeticiones (24.6°C a0y 24 horas, y 24.8°C a 48 horas). Esto es importante
por varias razones, permite el control de variable, manteniendo la temperatura
constante, esto significa que cualquier cambio observado en los otros parametros
(pH, DBOs, conductividad, oxigeno disuelto, HTP) puede atribuirse a la actividad de
los microorganismos y no a cambios en la temperatura. Por otro lado, optimizacion
de la actividad microbiana, en los microorganismos tienen rangos de temperatura
Optimos para su crecimiento y actividad. Si la temperatura se mantiene dentro de
este rango, se puede esperar una actividad microbiana éptima. Dando un analisis
de los resultados, el Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. utilizadas, han actuado a
unatemperatura de 24.6 a 24.8°C, dando un rango 6ptimo. Por ultimo, la estabilidad
de las enzimas son criticas para la degradacion de los hidrocarburos, son sensibles
a la temperatura. Una temperatura constante ayuda a mantener la estabilidad y
funcionalidad de las enzimas. El hecho de que la temperatura se mantuviera
constante a lo largo del tratamiento es un buen indicador de que se mantuvo un
control adecuado de las condiciones experimentales. Otro aspecto a considerar es
la estabilidad de las enzimas involucradas en la degradacion de hidrocarburos. Las

enzimas son sensibles a la temperatura y pueden perder su funcionalidad si se
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exponen a temperaturas extremas. Mantener una temperatura constante, como se
hizo en el tratamiento, ayuda a preservar la estabilidad y funcionalidad de las
enzimas, lo cual es crucial para la eficiencia de la degradacion. Es importante
destacar que diferentes microorganismos tienen rangos de temperatura 6ptimos
para su crecimiento y actividad metabdlica. En el caso especifico de las cepas
bacterianas mencionadas en la cita de Nanami, Ismayana y Yani (2022), se
encontrd que eran tolerantes a temperaturas entre 10°C y 50°C. Yang et al. (2019)
respalda esta idea al mencionar que su cultivo mixto de bacterias tuvo una mayor
capacidad para degradar hidrocarburos cuando se incub6 a 20°C. Esto demuestra
gue la temperatura 6ptima puede variar dependiendo de los microorganismos y las

condiciones especificas del estudio.

El andlisis de los resultados indica que el pH tiene una influencia significativa en los
procesos de degradacion de hidrocarburos por microorganismos. Se observo que
el pH disminuy6 con el tiempo en todas las concentraciones de la solucion del co-
cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., lo cual puede ser atribuido a la
produccion de &cidos como subproductos del metabolismo de los microorganismos.
Esta disminucion del pH puede afectar la solubilidad y disponibilidad de nutrientes,
asi como la actividad de las enzimas involucradas en la degradacion de los
hidrocarburos. Se encontré que la concentracion mas alta de microorganismos
resulté un pH mas bajo, lo cual puede indicar una mayor actividad metabdlica y una
mayor produccion de &cidos. Sin embargo, también se menciona la posibilidad de
gue un pH mas bajo pueda inhibir el crecimiento y la actividad de los
microorganismos, limitando asi la tasa de degradacion del Diesel a largo plazo. Es
importante tener en cuenta que el pH puede afectar la solubilidad de los
hidrocarburos, lo que a su vez puede influir en su disponibilidad para la
degradacion. Algunos hidrocarburos son méas solubles en condiciones &cidas,
mientras que otros son mas solubles en condiciones alcalinas. Por lo tanto, la
disminucién del pH puede afectar la disponibilidad de ciertos hidrocarburos para la
degradacion. En tu experimento, la disminucion del pH con el tiempo sugiere una
actividad metabdlica activa de los microorganismos. Esto coincide con el estudio
de Han, Du y Shang (2020), que encontré que el pH es un factor clave en la

degradacion del petréleo por bacterias. Ademas, el hecho de que la mayor
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concentracion de microorganismos resultara en el pH mas bajo podria estar en
linea con la observacion de Das & Chandran (2011) de que factores abidticos como
el pH pueden influir en la poblacion microbiana durante la degradacion del petroleo.
Zhang et al. (2021), la biodegradaciéon de los hidrocarburos puede ser efectiva en
condiciones alcalinas (pH 9) gracias a la accion combinada de bacterias y hongos.
Esto sugiere que diferentes microorganismos pueden tener diferentes rangos de
pH 6ptimos y que una comunidad microbiana diversa puede ser capaz de degradar
hidrocarburos en un rango mas amplio de pH. Por ultimo, el estudio de Nanami,
Ismayana y Yani (2022) proporciona un ejemplo de bacterias que pueden tolerar un
amplio rango de pH (5 a 9) y aun degradar eficazmente los hidrocarburos. Esto
respalda tu observacion de que un pH mas bajo (posiblemente causado por la
actividad metabdlica de los microorganismos) no necesariamente inhibe la
degradacion de los hidrocarburos. El rango normal para el pH del agua en el mar,
segun los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) en Perq, es de 6,8 a 8,5, es
decir, un rango que va de ligeramente acido a ligeramente alcalino. En los
resultados presentados, se observa que el pH disminuye con el tiempo para todas
las concentraciones del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp.,
especialmente para la concentracién mas alta de 12x1078 (UFC/mL). Inicialmente,
el pH promedio es de 6.63, luego después de 24 horas disminuye a 5.99 y luego a
5.98 después de 48 horas. Estos valores estan dentro del rango de ligeramente
acido y se infiere que la presencia de UFC en el agua puede disminuir el pH del
agua. En este sentido, los resultados concuerdan con la cita en que un pH por
debajo de 7 es considerado ligeramente acido. Sin embargo, el valor de pH
obtenido después de 24 y 48 horas para la mayor concentracion del co-cultivo esta
por debajo del valor minimo establecido por los ECA de Peru que es de 6.8. Esto
podria sugerir que la presencia y concentracion de estos microorganismos en el
agua puede contribuir a su acidificacién, lo que podria ser una preocupacién desde
el punto de vista de la calidad del agua y su impacto en el medio ambiente y la salud

humana.

En el analisis de los resultados, se menciona que la Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBOs) disminuy6 con el tiempo en para todas las concentraciones de la

solucion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. del tratamiento, lo
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cual indica que los microorganismos estaban consumiendo oxigeno para degradar
el Diesel. Esta disminucion de la DBOs sugiere que la cantidad de materia organica
biodegradable, en este caso, el Diesel, se estaba reduciendo a medida que los
microorganismos la descomponian. Se observa que la concentracién del co-cultivo
mas alta de microorganismos (12*10"8 UFC/mL) tuvo la DBOs mas baja al final del
tratamiento. Esto podria indicar una mayor tasa de degradacion del Diesel en esta
concentracion, ya que una menor DBO sugiere que se ha consumido una mayor
cantidad de la materia organica inicial. Chen et al. (2020) mencionan que su
consorcio bacteriano logré una alta eficiencia de degradacion del petréleo crudo, lo
gue probablemente esta reflejado en la disminucion de la DBOs observada en el
tratamiento. Ademas, Zhoua et al. (2023) también encontraron que la inoculacién
de su consorcio bacteriano mejoré significativamente la eliminacién de n-alcanos y
compuestos aromaticos, lo cual podria correlacionarse con una reduccion en la
DBOs. Es importante tener en cuenta que la DBOs es una medida indirecta de la
degradacion del Diesel y no proporciona informacion especifica sobre los productos
de degradacion o la eficiencia de cada microorganismo en el uso del oxigeno. Sin
embargo, la disminucion de la DBOs en el tratamiento es un indicador alentador de
gue los microorganismos, como los presentes en los consorcios bacterianos
mencionados, estan activamente degradando el Diesel. Los resultados parecen
indicar una correlacion directa entre la concentracion del co-cultivo (en UFC/mL) y
la disminucién de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs). Especificamente,
se muestra que a medida que la concentracion del co-cultivo aumenta, la DBO5
disminuye. Esto podria implicar que el co-cultivo esta ayudando a mejorar la calidad
del agua al reducir la DBOs. El valor promedio de DBOs proporcionado por MINAM
(2017) es de 10 mg/L. Sin embargo, el tratamiento inicial parece tener valores de
DBO5 bastante mas altos. La disminucibn mas grande se observdé en la
concentracion de 12x1078 (UFC/mL), donde la DBOs disminuy6 de 76.87 mg/L a
43.11 mg/L en 48 horas. Esto es claramente mayor que el estandar de calidad
ambiental, aunque hay una mejora notoria. Este fendmeno podria deberse a varias
razones, entre ellas un posible agotamiento de nutrientes en el agua o la capacidad
del co-cultivo para metabolizar ciertos componentes de la DBOs a un ritmo mas

lento después de cierto tiempo.
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La conductividad eléctrica es una medida de la capacidad de una solucidén para
conducir electricidad. Esta capacidad estd directamente relacionada con la
concentracion de iones en la solucién, ya que son los iones los que llevan la
corriente eléctrica. En un contexto biolégico, la conductividad puede ser un
indicador de la concentracion de nutrientes y desechos en la solucion. En el
tratamiento, la conductividad eléctrica disminuyo con el tiempo en todas las
concentraciones. Esto podria ser debido a varios factores, por ejemplo, el consumo
de nutrientes, los microorganismos presentes en el tratamiento podrian estar
consumiendo iones de la solucién como nutrientes. Esta hipoétesis es respaldada
por los estudios de Zhou et al. (2023) y Chen et al. (2020), quienes encontraron que
los consorcios bacterianos mejoraron el crecimiento microbiano y las actividades
metabdlicas, lo que implicaria un mayor consumo de nutrientes y una disminucién
en la conductividad eléctrica. Otro factor influyente es la produccion de compuestos
no ionicos, los microorganismos podrian estar produciendo compuestos no iénicos
como subproductos de su metabolismo. Esta produccion de compuestos no iénicos
podria contribuir a la disminucién de la conductividad eléctrica en el tratamiento. El
estudio de Zhou et al. (2023) menciona que el consorcio bacteriano evaluado
produjo una alta eficiencia de eliminacién de compuestos aromaticos, lo que podria
estar relacionado con la produccion de compuestos no iénicos y la disminucién de
la conductividad eléctrica. Por ultimo, tenemos el cambio en el pH observado en el
tratamiento también podria influir en la conductividad eléctrica. Algunos iones
presentes en la solucion pueden reaccionar con los acidos o bases producidos
durante el metabolismo de los microorganismos, formando compuestos no iénicos
y reduciendo la conductividad eléctrica. Esto es respaldado por el estudio de
Ganesan et al. (2022), que menciona que los niveles de hidrocarburos y los
dispersantes quimicos pueden influir en las poblaciones microbianas y afectar los

procesos de descomposicion del petroleo.

El oxigeno disuelto (OD) es una medida de la cantidad de oxigeno gaseoso (02)
gue esta disuelto en una solucién acuosa. En un contexto biolégico, el OD es critico
para los organismos aerébicos, como Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., que

requieren oxigeno para su metabolismo. En el tratamiento, el oxigeno disuelto
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aumento con el tiempo en todas las concentraciones. Esto es un poco inusual, ya
gue normalmente esperariamos que el OD disminuyera a medida que los
microorganismos consumen oxigeno para su metabolismo. Tenemos que la
produccion de oxigeno, debido a que algunos microorganismos pueden producir
oxigeno como subproducto de su metabolismo. Otro factor que interviene es la
aireacion, la solucién fue aireada y agitada durante el tratamiento, esto haber
introducido mas oxigeno en la solucién. Ademas, los microorganismos pueden
estar consumiendo sustancias reductoras en el Diesel, o que resultaria en la
liberacion de oxigeno. La concentracion mas alta de microorganismos (12*10"8
UFC/mL) tuvo el OD mas alto al final tratamiento, lo que podria indicar una mayor
actividad metabdlica y/o aireacion en esta concentracion de OD. El MINAM (2017),
el valor minimo de Oxigeno Disuelto (OD) debe ser = 4 mg/L. Si los niveles de OD
son demasiado bajos, esto puede ser perjudicial, incluso letal, para los organismos
acuaticos. Se observé un aumento en los niveles de oxigeno disuelto en todas las
muestras en las primeras 24 y 48 horas. En la primera medicion (0 horas), el valor
promedio de oxigeno disuelto fue de 2.5 mg/L, por debajo del valor minimo
requerido por el MINAM (2017). Sin embargo, a las 24 horas, el valor promedio de
oxigeno disuelto aument6 a 4.6 mg/L, y aun mas a las 48 horas, alcanzando un
promedio de 4.9 mg/L. Estos resultados indican que la cantidad de oxigeno disuelto
en las muestras aumentd significativamente durante las primeras 24 y 48 horas de
medicién, lo que sugiere una mayor cantidad de oxigeno disponible para los
organismos acuaticos presentes en la muestra. La concentracién de OD en el
tiempo para todas las concentraciones de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias), pero con una tendencia al alza para concentraciones del co-cultivo mas
altas en todas las horas. Es notable que para las concentraciones de la solucién
del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. de 6x10"8 (UFC/mL), 9x10"8
(UFC/mL) y 12x1078 (UFC/mL), los niveles de OD aumentaron significativamente
en 48 horas, incluso superando el umbral minimo del MINAM. Los microorganismos
como Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. que se encuentran en estas muestras,
normalmente consumirian oxigeno para su metabolismo, lo que resultaria en una
disminucién de los niveles de OD. Whitehead et al. (2001), algunos
microorganismos pueden producir oxigeno como subproducto de su metabolismo,

aungue esto es mas comun en organismos fotosintéticos. En segundo lugar, las
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condiciones de aireacion y agitacion durante el tratamiento podrian haber
introducido mas oxigeno en la solucion. Por ultimo, los microorganismos pueden
estar consumiendo sustancias reductoras presentes en el Diesel, liberando oxigeno

en el proceso.

Los Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP) son una medida de la concentracion
total de hidrocarburos en una muestra. En el contexto del tratamiento, los HTP
representan la cantidad de Diesel que queda sin degradar en la solucién. Los
resultados obtenidos en el estudio muestran que los Hidrocarburos Totales de
Petrdleo (HTP) disminuyeron con el tiempo en todas las concentraciones de la
solucion del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., lo que indica que
los microorganismos presentes en el tratamiento estan degradando activamente el
Diesel. Esta disminucion de los HTP es consistente con la observacion de una
disminucién en la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), lo que sugiere una
mayor actividad microbiana y una mayor degradacion del Diesel. Se encontré que
la concentracion mas alta del co-cultivo de microorganismos resulté en los HTP
mas bajos al final del tratamiento. Esto indica que una mayor concentracién de la
solucién de microorganismos puede resultar en una mayor tasa de degradacion del
Diesel. Este hallazgo es respaldado por el estudio de Zhou et al. (2023), donde se
evalué un consorcio bacteriano construido de degradadores de petroleo y se
observé una mejora significativa en la eliminacion de alcanos y compuestos
aromaticos. Algunos hidrocarburos pueden ser mas facilmente degradables que
otros, y algunos pueden ser transformados en subproductos que aun pueden ser
perjudiciales para el medio ambiente. Chuah et al. (2022) también utilizaron un
sistema de consorcio de bacterias para mejorar la biodegradacion del petrdleo en
agua de mar, y encontraron un aumento en la eficiencia de degradacion del aceite
cuando se us6 el consorcio bacteriano en comparacion con el cultivo puro. Ganesan
et al. (2022) resaltaron el papel clave de la poblacion microbiana en la degradacion
de hidrocarburos y su capacidad para superar la contaminacion de hidrocarburos
mas rapido. Segun los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua en Perd,
se establece que el promedio de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) es de 0,5
mg/L. Los hidrocarburos totales de petrdleo pueden ser un indicador de

contaminacion por petroleo y sus derivados, que son perjudiciales tanto para el
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medio ambiente como para la salud humana. Estos resultados, se observa que la
presencia del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. en las muestras
de agua con Diesel provoca una disminucién significativa del valor de HTP. En la
medicion inicial, el valor promedio de HTP es de 15.13 mg/L, muy por encima del
promedio establecido por el MINAM. Sin embargo, después de 24 y 48 horas en
presencia del co-cultivo, los niveles de HTP disminuyen a 8.48 mg/L y 3.75 mg/L
respectivamente. Estos resultados indican que la biodegradacion llevada a cabo
por los microorganismos esta funcionando para reducir los niveles de HTP, aunque
todavia se encuentra por encima del promedio establecido por el MINAM después
de 48 horas. Por lo tanto, a pesar de que después de 48 horas los valores de HTP
aun superan el estandar establecido por el MINAM, tus resultados muestran la
potencialidad del co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. para la
biodegradacion de HTP en un medio acuoso contaminado con Diesel.
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VI. CONCLUSIONES

En conclusidn, los resultados subrayan que la concentracion de la solucion del co-
cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. ejerce una influencia directa y
significativa en la eficiencia de la biodegradacion. Se evidencia que
concentraciones mas altas de microorganismos producen una mayor eficiencia,
superando el umbral del 75% a una concentracion de 12x10"8 UFC/mL. Este
descubrimiento es particularmente pertinente en entornos marinos, donde las
variaciones en las concentraciones de hidrocarburos son comunes. Ademas, se
destaca el factor tiempo como un componente crucial en el proceso de
biodegradacion, dado que los resultados demuestran un aumento progresivo en la

eficiencia a medida que avanza el tiempo de evaluacion.”

En el caso del hongo filamentoso (Aspergillus Spp.), se observé una alta
concentracion de colonias, indicando un crecimiento robusto. Las colonias
presentaron una forma algodonosa y circular, con tonalidades verdosas y negras,
lo que podria indicar la produccién de esporas u otros pigmentos. Por otro lado, la
bacteria gramnegativa (Enterobacter Spp.) también mostré una alta concentracion
de colonias y un crecimiento adecuado. Las colonias tenian una forma redonda y
lisa, con colores que variaban de crema a rosado. Esta variacion en el color podria

indicar cambios metabdlicos o la produccién de pigmentos bacterianos.

El crecimiento y la actividad metabdlica de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp. en
condiciones especificas. Con una temperatura 6ptima de 30°C y un tiempo de
incubacion de 48 horas, se observOo un crecimiento 6ptimo y aumento en las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro de ambos microorganismos,

lo que sugiere condiciones favorables para su crecimiento y actividad metabdlica.

La temperatura se mantuvo constante a 24.6°C durante las 48 horas de medicion.
Esto indica que no hubo variaciones significativas en la temperatura durante el
periodo de tiempo analizado. La estabilidad de la temperatura es importante, ya
que algunos microorganismos pueden ser sensibles a cambios bruscos de
temperatura. En este caso, la constancia de la temperatura puede ser beneficioso

para mantener las condiciones adecuadas para el crecimiento y actividad de los
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microorganismos en el sistema. pH de las muestras se mantuvo en un rango
ligeramente acido, con valores promedio entre 6.2 y 6.6 a lo largo del tiempo. Se
observa una ligera disminucion en el pH a las 24 horas, seguida de un ligero
aumento a las 48 horas. Ademas, se observa una relacion inversa entre la
concentracion de unidades formadoras de colonias (UFC) y el pH, donde
concentraciones mas altas de la solucién del co-cultivo (12x10"8 UFC/mL) estan
asociadas con un pH mas bajo. Esto sugiere que la presencia del co-cultivo en el
agua puede influir en la acidez del medio. La disminucion significativa en la
demanda bioquimica de oxigeno durante las 24 y 48 horas de medicion en todas
las muestras. Esto indica que la cantidad de materia organica presente en las
muestras se redujo considerablemente durante el periodo de medicion. La
disminucién en la DBOs sugiere una mayor eficiencia en la degradacién de la
materia organica por parte de los microorganismos presentes en el sistema. La
disminucién en la conductividad eléctrica durante las 24 y 48 horas de medicién en
todas las muestras. Esto indica una reduccion en la concentracion de iones
disueltos en las muestras, lo cual puede ser indicativo de una disminucién en la
concentracion de sustancias disueltas. La concentracion de oxigeno disuelto
durante las 24 y 48 horas de medicidn en todas las muestras. Esto indica una mayor
disponibilidad de oxigeno para los organismos acuaticos presentes en las
muestras. El aumento en la concentracién de oxigeno disuelto sugiere una mejora
en las condiciones de oxigenacion del medio. La disminucion significativa en la
concentracion de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) durante las 24 y 48 horas
de medicién en todas las muestras. Esto indica una eficiente degradacion de los
hidrocarburos presentes en las muestras por parte de los microorganismos
estudiados. La disminucién en la concentracion de TPH sugiere una degradacion
efectiva de los hidrocarburos y una reduccion en la contaminacién por compuestos

de petroleo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Considerar la influencia de factores ambientales, como la temperatura, el pH y la
salinidad, en la diversidad microbiana y la biodegradacion de hidrocarburos. Esto
te permitira comprender cdmo las condiciones ambientales pueden modular la
actividad de los microorganismos degradadores y, por lo tanto, optimizar las

estrategias de biorremediacién en diferentes entornos.

La exploracibn de otros microorganismos potencialmente Utiles para la
biodegradacion de hidrocarburos. Esta diversidad biol6gica puede mejorar la
eficiencia de los procesos de biodegradacion y proporcionar opciones mas robustas
y versatiles para la biorremediacion. Ademas, seria util investigar el efecto de otras
temperaturas y tiempos de incubacion en el crecimiento y la actividad metabdlica

de estos microorganismos.

Considerar la aplicacibn de técnicas moleculares avanzadas, como la
secuenciacion de ADN, para identificar y monitorear la diversidad microbiana
presente en el co-cultivo. Esto proporcionara informacion valiosa sobre la
comunidad microbiana y permitird un mejor control y optimizacién del proceso de

biodegradacion.

Investigar la tolerancia de los microorganismos a cambios bruscos de temperatura
0 pH. Esto puede realizarse sometiendo los microorganismos a condiciones de
estrés mediante cambios rapidos en estos parametros y evaluando su
supervivencia y capacidad de adaptacion. Esta informacién puede ser relevante
para comprender la resiliencia de los microorganismos y su capacidad de hacer

frente a fluctuaciones ambientales.

Enfocarse en comprender mas a fondo los mecanismos y las interacciones
microbianas involucradas en estos procesos, asi como en evaluar la efectividad de
diferentes estrategias y condiciones para mejorar la eficiencia de la biodegradacion

y la calidad del agua.
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ANEXOS

Anexo 1. Instrumentos de recoleccion de datos.

Ficha 1. Etiqueta de identificacidon de la muestra

) Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-
Titulo cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancén - Lima, 2023

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Investigadores:
Collantes Soto, Jean Pierre

Datos de la muestra

. . Coordenadas del

N° de Cantidad | ,,ht0 de muestreo
Codigo | muestra (mL) Hora de muestreo Fecha del muestreo
Latitud | Longitud




Ficha 2. Caracterizacion de los microorganismos

Titulo

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-
cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

: : Concentracion Tamaﬁo_ = : :
Microorganismo colonia Forma de Colonia| Color de colonia
(UFC/mL) (mm)
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Ficha 3. Control de condiciones de operacion para microorganismos

Titulo

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en
agua de mar por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Microorganismo

Temperatura
0

Tiempo de
incubacion
(Horas)

Concentracion
(UFC/mL)
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Ficha 4. Determinacion de parametros y evaluacion microbiana

Titulo

Eficiencia en la biodegradacién de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp.,

Ancon - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Fecha:
Datos de la muestra
Muestra Parametros fisicoquimicos
- . Hidrocarburos
Codificacion Tiempo | Concentracién Repeticion Tipo de | Cantidad | Temperatura H DBOs Cogfé%ﬁ'i\éfad gi(slggng totales de %
(Horas) (UFC/mL) P muestra (mL) (°C) P (mg/L) petréleo Degradacion
(mS/cm) (mg/L) (mall)
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Anexo 2. Matriz de Operacionalizacion.

; DEFINICION UNIDAD DE
VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES
OPERACIONAL MEDIDA
L UFC/mL
Concentracion
Tamafio de colonias mm
Segun Li, Y.,y Li, B. (2011) la
introduccion del consorcio de | Un co-cultivo de | Caracteristicas
Co-cultivode | hongos vy bacterias a la | Aspergillus Spp.y | de crecimiento Forma de colonias
un Aspergillus | biorremediacién de | Enterobacter
Spp.y hidrocarburos de petroleo fue | Spp. generan
Enterobacter | mas eficiente que la suma de la | biodegradacién Color de colonia color
Spp. remocion individual obtenida en | de derivados de
un cultivo puro de hongos vy | hidrocarburos.
bacterias. Temperatura C
Condiciones de . . .
Tiempo de incubacion Horas
operacion
Concentracion UFC/mL
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Eficiencia de
degradacion
de
hidrocarburos.

Los estudios se centran
primordialmente en la
eliminacion de contaminantes
del medio ambiente peligrosos
y persistentes, los
hidrocarburos
(HAP)

naturalmente en el

poliaromaticos
que se hallan
petréleo
crudo y se crean alo largo de la
combustion  inconclusa de
materias organicas (Nhi-Cong

et al., 2021, p. 2).

Para la
degradacion de
hidrocarburos del
agua de mar

existen diferentes

técnicas, en el
cual se puede
evaluar la

eficiencia de cada

una de estas.

Temperatura °C
pH Unidad de pH
DBO:s mg/L
Parametros
fisicoquimicos Cond,uctl.wdad uS/cm
eléctrica
Oxigeno disuelto mg/L
Hidrocarburos totales
) mg/L
de petroleo
Ci—C
%D = [%] x 100%

Eficiencia de

degradacion

%D: Porcentaje de
degradacion

Ci: Concentracion
inicial

Cf: Concentracion final

%
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Anexo 3. Matriz de consistencia.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS _ _ _ : METODOLOGIA
Variables Dimensiones Indicadores
General General General Concentracion | Enfoque:
,Cuadl es la eficiencia de | Determinar la eficiencia de | La eficiencia de Caracteristicas Tamafio de Cuantitativo
biodegradacion de hidrocarburos | biodegradacion de | biodegradacién de crecimiento colonias
en agua de mar por un co-cultivo | hidrocarburos en agua de mar | hidrocarburos en agua de | Co-cultivo de Forma de Tipo:
de Aspergillus Spp. y Enterobacter | por un co-cultivo de Aspergillus | mar por un co-cultivo de Aspergillus colonias Aplicada
Spp., Ancon - Lima, 2023? Spp. y Enterobacter Spp., | Aspergillus Spp. Y | Spp. y Color de colonia
Ancon - Lima, 2023 Enterobacter Spp. fue del | gnterobacter Temperatura Disefio:
75%. S . Experimental
PP Condiciones Tiempo de
- incubacion
de operacion Poblacion:
Especificos Especificos Especificos Concentracion | aqgua de  mar
¢,Cudles son las caracteristicas de | Identificar las caracteristicas de | Las caracteristicas de Temperatura contaminada con
crecimiento en el co-cultivo de | crecimiento en el co-cultivo de | crecimiento en el co-cultivo hidrocarburos
H
Aspergillus Spp. y Enterobacter | Aspergillus Spp. y Enterobacter | de  Aspergillus  Spp. vy P
Spp. para la biodegradacién de | Spp. para la biodegradacién de | Enterobacter Spp., son las . fcienci DBOs Muestra:
a eficiencia
hidrocarburos en agua de mar, | hidrocarburos en agua de mar, | idéneas para la 10000 mL de agua
] . , . . ., de Conductividad
Ancon - Lima, 2023? Ancon - Lima, 2023. biodegradacion de y Parametros
] degradacion eléctrica
hidrocarburos en agua de de Fisicoquimicos _
ma Hidrocarburos
r. )
hidrocarburos totales de
petroleo Unidad de
Oxigeno Andlisis:
Disuelto
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¢,Cudles son las condiciones de
operacion que necesita el co-
cultivo de  Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp. para la
biodegradacién de hidrocarburos
en agua de mar, Ancon - Lima,

20237,

¢, Cuales son los parametros
fisicoguimicos del agua de mar
después de aplicado el
tratamiento de biodegradacién de
hidrocarburos por un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter

Spp., Ancon - Lima, 20237,

Determinar las condiciones de
operacidn que necesita el co-
cultivo de Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp. para la
biodegradacion de
hidrocarburos en agua de mar,
Ancén - Lima, 2023.

Determinar los parametros
fisicogquimicos del agua de mar
después de aplicado el
tratamiento de biodegradacién
de hidrocarburos por un co-
cultivo de Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp., Ancén -

Lima, 2023.

Las condiciones de operacién
son las adecuadas para el co-
cultivo de un Aspergillus Spp.
y Enterobacter Spp. para la
biodegradacion de
hidrocarburos en agua de

mar.

Los parametros
fisicogquimicos del agua mar
estan  dentro  de los
estandares de calidad
ambiental después del
tratamiento por un co-cultivo
de Aspergillus  Spp. vy

Enterobacter Spp.

Eficiencia de

degradacion

%D =

[“=L] x100%

%D: porcentaje de
degradacion

Ci: concentracion

inicial

Cf: Concentracion

final

100 mL de agua
marina
contaminada con

hidrocarburos

Instrumentos:
Fichas de
recoleccion de

datos.
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Anexo 4. Compromiso de honor.

e
ﬁ' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

COMPROMISO DE HONOR

Conforme a la Resolucion del Consejo Directive Mo033-2016-SUNEDUJCD v el
Reglamento del Registro Macional de trabajos de investigacion para optar grados
gcadeémicos y titulos profesionales — RENATI del 06 de setiembre de 2016 en el que se
establece gue “los estudiantes desarrollardn el Proyecto de Investigacion de forma
individual o en pares para obtener el titulo profesional”. Acatando la normatividad
vigente vy teniendo en cuenta si alguno de los integrantes se retira, se inhabilita por
exceso de faltas, o por incumplimiento a las normas gue estipula |z universidad pierde
todo el derecho o lo propiedad intelectual del proyecto de investigocidn. En
Cconsecuencia, se sostiene gue el estudiante que se retira, por los motivos anteriormente
expuestos no podra utilizar 2l tema elegido de manera personal en otra ocasion y tendra
que repetir la correspondiente experiencia curricular, cediendo la autoria al otro
integrante del equipo de investigacion.

Por tal motivo, Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio y Collantes Soto, Jean Pierre
realizamos el correspondiente compromiso de honor, superando diferencias y
dificultades para permanecer unidos y culminar €l proyecto de investigacion en un
Informe de Tesis en |la siguiente experiencia curricular que es Desarrollo de Proyecto de
Investigacion, el cual seré sustentado y defendide para la obtencion del titulo
profesional.

Como sefal de conformidad, firmamos el correspondiente compromiso y estampamos
nuestra huella digital.

Lima, 14 de noviembre de 2022.

Apellidos y nombres ]| Firrna Huella digital

Bustamante Garcia,
Cristhian Inocencio 721596408

Collantes Soto, Jean
Pierre 74821810

\V*® B® (ASESOR}

lave Makayo, lorge Leonardo

=

-
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Anexo 5. Validacion de los instrumentos de datos.

SOLICITUD: VALIDACION DE INSTRUMENTO DE
RECO.J0 DE INFORMACION

ING. HOLGUIN ARANDA, LUIS FERMIN

Mozofros Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio v Collantes Soto, Jean
Pierre, identificados con DMl W° 72196408 vy 74821810, respectivamente,
alumnaos de la Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental, a usted con el debido

respeto nos presentamos v le manifestamos:

Qe siendo requisito indispensable el recojo de datos necesarios para el
Proyecto de investigacion que estamos elaborando fitulada: “Eficiencia en la
biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023", solicitamos a Ud.
se sirva validar el instrumento que le adjuntamos bajo los criterios académicos

correspondientes. Para este efecto adjunto los siguientes documentos:

* Fichas de validacion de instrumentos
* Matriz de operacionalizacion de variables
& Matriz de Congistencia

* |nstrumentos

Por lo tanto:

A usted, ruego acceder mi peticion.

Lima, 07 de noviembre del 2022

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio Collantes Soto, Jean Pierre
72196408 T4821810
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INFORME DE OFINION DE EXPERTOS DE INTRUMENTO DE INVESTIGACION

I DATOS GEMERALES
1.1. Apellidos v nombres: HOLGUIN ARANDA, LUIS FERMIN
1.2.Cargo e instituzion donde labora: Docentz, Universidad Cesar Vallejo
1.3. Especialidad o linea de investigacian: Ingenieria Ambizntal
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Instrumento de recaleceidn de datos
1.3. Autores de Instrumento: Bustarmante Garcia, Cristhian Inocencio y Collantzs Soto, Jean Pieme

I ASPECTODS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
CRITERIOS INDICADORES ACEFTABELE

40 ( 45| B0 | &5 | 60| &5 7O | ¥ | B0 | 85| 90

100

E=ta formulado con Tengusie

1-CLARIDAD comprensibls.

E=ta adecuado a s Teyes v

Z-0BJETVIDAD principios cientificos.

E=ia adecusado a Tos objetivos
3-ACTUALIDAD v las necesidades reales de la X

nwestigacion.

Easte una  organizacion

4 -ORGANIZACION gica.

Toma en cuenta los aspecios

5.-SUFICIENCLA metodoldgicns eseniales.

Esta adecuado para wvalorar

6-TENCIONALIDAD |, rarisbles de I Hipdtesis.

Ze respalda en fundamenios

T-CONSISTENCIA tecnicos yio cientificos.

Easte coherencia enfre los
probldernas objetivos,
nipotesis, variables e
mdicadores.

B-COHEREMCIA

[a estrategia responde wna
metodologia v disefio
aplicados para lograr probar
las hipdtesis.

B AMETODOLOGIA

El insfrurmentc  ruesta T3
relacion entre los
10.- PERTINENCIA COmpaneniss de la X
inwestigacion y su adecuscicn
al Msodo Clentifico.

. OPINION DE APLICABILIDAD

- Elinstrumento cumple con los requisitas para su aplicssiin. fcump

- Ellnstrumento ng cumple con los requisitos para su aplcacian.

V. PROMEDIO DE VALORACION

85%

“f:ﬁ'g U AU Lima, 14 de noviembre del 2022
FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE
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SOLICITUD: VALIDACION DE INSTRUMENTO DE RECOJO
DE INFORMACION

MG. MENDOZA MOGOLLON, GIANMARCO JORGE

Mosotros Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio y Collantes Soto, Jean
Pierre, identificados con DNI N° 72196408 y 74821810, respectivamente,
alumnos de la Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental, a usted con el debido

respeto nos presentamos y le manifestamos:

Que siendo requisito indispensable el recojo de datos necesarios para el Proyecto
de investigacion que estamos elaborando titulada: “Eficiencia en la
biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de un
hongo filamentoso y una bacteria gramnegativa, Ancon - Lima, 2023",
solicitamos a Ud. se sirva validar el instrumento que le adjuntamos bajo los
criterios académicos correspondientes. Para este efecto adjunto los siguientes
documentos:

» Fichas de validacion de instrumentos
» Matriz de operacionalizacidn de variables
« Matriz de Consistencia

« Instrumentos

Por lo tanto:

A usted, ruego acceder mi peticion.

Lima, 24 de noviembre del 2022

A

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio Collantes Soto, Jean Pierre
72196403 74821810

104



INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE INTRUMENTO DE INVESTIGACION

I DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y nombres: MG. MENDOZA MOGOLLON, GIANMARCC JORGE

1.2. Cargo e institucion donde labora: Decente, Universidad Ceszar Vallzjo

1.3. Especialidad o linea de investigacion: Ingenieria Ambiental

1.4. Nombre del instrumentc motive de evaluacion: Etiqueta de identificacion de muesirs;
Detarminacién de paramefros y evaluacién microbiana; Control de condicionas de operacién para
microorganismos; Carscterizacien de los microorganismes.

1.5. Autores de Instrumento: Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio y Collantes Soto, Jean Pieme

Il ASPECTOS DE VALIDACION

CRITERIOS

INDICADORES

INACEFTAELE

MINIMAMENTE
ACEPTAELE

ACEPTAELE

40

45

50

55

80

65

T0

75

&0

85

=u]

B5

100

1.-CLARIDAD

Esta formulado con lengusje
comprensibla.

2.-0BJETIVIDAD

Esta sdecusdo a las leyes y
principics cientificos.

3-ACTUALIDAD

Esta adecuado a los ohjetivos
v las necesidades resles da la
investigacion.

4. -ORGANIZACION

Existe una
logica.

organizacian

5.-SUFICIENCIA

Toma en cuenta los aspectos
metodologicos esenciales.

6.-TENCIONALIDAD

Esta adecusdo para wvalorar
las variables de |z Hipdtesis.

T-CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos yo cientificos.

8.-COHERENCIA

Existe coherencia enire los
problemas objetivaos,
hip-Stesis, variables a
indicadores.

8.-METODOLOGIA

La estrategia responde una
metodologiz ¥ disefio
oplicados para lograr probar
las hipdtasis.

10.- PERTINEMCIA

El instrumentos muestra la
relacian entre los
componentes de la
investigacion y su adecuacion
al Método Cientifico.

. OPINION DE APLICABILIDAD
- ElInstrumento cumple con los requisitos pars su aplicacion,

- ElInstrumento no cumple con los requisitos para su aplicacion.

. PROMEDIC DE VALORACION

FIRMA DEL EXFERTO INFORMANTE

Si cumple

S0%

Lima, 24 de noviembra del 2022
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SOLICITUD: VALIDACION DE INSTRUMENTO DE
RECOJO DE INFORMACION

ING. AYLAS HUMAREDA, MARIA DEL CARMEN

Mosoiros Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio v Collantes Soto, Jean
Pierre, identificados con DNl WN° 72196408 v 74821810, respectivaments,
alumnos de la Escusla Profesional de Ingenieria Ambizntal, a usted con el debido
respeto nos presentamos v le manifestamos:

Clue siendo requisito indispensable el recojo de datos necesarios para el
Froyvecto de investigacién que estamos elaborando fitulada: “Eficiencia en la
biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de
Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023, 2023", solicitamos
a Ud se sirva validar el instrumento que le adjuntamos bajo los criterios
académicos comespondientes. Para este efecto adjunto los  siguientes
documentos:

» Fichas de validacion de instrumentos

« Matriz de operacionalizacion de variables
« Iafriz de Consistencia

« |nstrumentos

For lo tanto:
A usted, ruego acceder mi peticion.

Lima, 07 de noviembre del 2022

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio Collantes Soto, Jean Pierre
T2196408 74821810
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INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE INTRUMENTO DE INVESTIGACION

I DATOS GEMERALES
1.1. Apellides y nombres: DR. AYLAS HUMAREDA, MARLA DEL CARMEM
1.2. Cargo e institucion donde labora: Docente, Universidad Cesar Vallgjo
1.3. Especialidad o linea de investigacion: Medio Ambiente v Desarrolle Sostenibla.
1.4. Nombre del instrumentc motive de evaluacion: Efiqueta de identificacion de muestra;
Detarminacién de parametros y evaluacidn microbiana; Control de condicionas de operacién para
microorganismaos; Caracterizacién de los microorganismaos.

1.5. Autores de Instrumento: Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio y Collantes Soto, Jean Pierre

I ASPECTOS DE VALIDACION

INACEPTAEBLE MINIMAMENTE ACEPTAELE
CRITERIOS INDICADORES ACEFTAELE
40 ( 45| 50| 55| 80|85 7O | 75 | B0 | 85 | 80 [ 85 | 100
1 -CLARIDAD Esta ﬁ:urm.ulau:lc- con lenguaje ¥
comprensible.
2 OBJETIVIDAD E?ta_a.decﬂ..!ado = las leyes y W
principics cientificos.
Esta adecuado & los chjetivos
3-ACTUALIDAD w las necesidades resles de la x
investigacion.
4 ORGANIZACION Exstz  una  organizacion ¥
logica.
Toma en cuenta los aspecios
5-SUFICIENCIA metodoldgicos esencigles. x
6-TENCIONALIDAD | o0 Bdecusdo para valorar x
las varigbles de la Hipotesis.
Se respalda en fundamentos
T-COMSISTENCIA - . x
tecnicos ylo cientificos.
Existe coherencia enire los
. problemas objetivos,
£-COHERENCIA hipdtasis, varizbles & *
indicadores.
La estrategia responde uma
ETO metodologiz ¥ disefio
8-M DOLOGIA aplicados para lograr probar *
las hipdtesis.
El instrumento muwestra la
relacion entra los
10.- PERTINENCIA componentes de la x
investigacion y su adecuacion
al Métodao Cientifico.
. COPINION DE APLICABILIDAD 5 cumole
- Elnstrumento curple con bos requisitos para su aplicacidn. e
- ElInstrumento no cumpla con los requisitos para su aplicacion.
V. PROMEDIO DE VALORACION
P ey S0%
‘l’trb.”,,.{( -.—*th}r.rr- k
{ i
CIP N* 55149 Lima, 24 de noviembre del 2022

FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE
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Ficha 1. Etiqueta de identificacidon de la muestra

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-

Titulo cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Datos de la muestra

. . Coordenadas del
- N°® de Cantidad | ,;nto de muestreo
Codigo | muestra (mL) Hora de muestreo Fecha del muestreo
Latitud | Longitud
. 7 e
2 o /
o 12 Loy Vs 4 /—:?3-4” ="y
::;‘é&_)\.ﬁ‘ J )A(/"l("’//’ ¢ 1 R “otu‘.'
[ /

NGENERD AvBEX T

e R

DNE: 72946347

200348

NGENIERD AMDIE
ngEimnD seeet

CIP N’ 55149
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Ficha 2. Caracterizacion de los microorganismos

Titulo

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-
cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancon - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Concentracién UEIMEND Cle
Microorganismo (UFC/mL) colonia Forma de Colonia| Color de colonia
(mm)
N
- P > . - _{"——*‘! v
"23’20.2*{‘ )/l’lmf'("h [ Joptt “/Luuv
N‘gmw.‘.‘\_:,’:‘ I // -.:(.‘,2:‘.0 m

DN

ng. Glar
T2

CIP N° 55149
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Ficha 3. Control de condiciones de operacién para microorganismos

Titulo

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en
agua de mar por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y
Enterobacter Spp., Ancén - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Microorganismo femperatura izlfl;r:)%cc):igi Concentracion
g (°C) o) (UFC/mL)
. , Pt
) v
R ¥, I Y47 2/4, . —/-—-—-———T‘fii—L
':Qv':x,.:g}?}; 4 )/zunf'("’/rff)("’ oL QU
i / ” R
. Ohanemuae jorge, MIE: a2 Mogolide .9
i CIP N 55149
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Ficha 4. Determinacion de parametros y evaluacion microbiana

Titulo

Eficiencia en la biodegradacioén de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp.,
Ancoén - Lima, 2023

Investigadores:

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Collantes Soto, Jean Pierre

Fecha:
Datos de la muestra
Muestra Parametros fisicoquimicos
Conductividad | Oxigeno Al )
... _ .. | Tiempo | Concentracién - Tipo de | Cantidad | Temperatura DBOs P X19 totales de %
Codificacion Repeticion o pH eléctrica Disuelto . .
(Horas) (UFC/mL) muestra (mL) (°C) (mg/L) (ms/cm) (mg/L) petroleo Degradacion
9 (mg/L)
y 2 L,
) v, & - r
R ™ 4 » y . / —
o SA NG S - ) s il 1 (o y{,'!’ Luu'ﬂ
MENTOIA MG (S /4 /
Sl ’ % TR

NE: T206347
AN

AMnaE A
Reg. CP MOETELAR]

CIP N’ 55149
111




Anexo 6. Validacion de resultados por un especialista de laboratorio.

INFORME DE LABORATORIO N* 1

L INFORMACION GENERAL

Propietario : Bustamante Garcia, Cristhian Inocencia,
Callantes Sato, Jean Piers

Procedencia de lamuestra  : Flaya las Conchitas - Ancan

Mamero de muestras : & musstras

Producto declarado : Cultivos de microorganismos aislados y purificadas
Presentacion de muestras : Tubos de enssyo

Lugar d= ensayo : Laboratorio de Biotecnologia — Universidad César Vallsjo
Facha de analisis D 28-08-2023

PR R A -
Hitler Homdn Pt
Sk BTN AL
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I. MATERIALES EINTRUMENTOS

Analisis o Prusbha Recursos

Lamina porfachjetos

&za bacterioldgica

Cristal violeta

Tincion de Gram Lugol

Arcetona

Ssfraning

Microscopio

Tubos de ensayo con medios de cultivo de glucosa

Lactosa y sacarosa

Prueba de
Fermentacion de Inccule bacteriano
Carbohidratos

&za bacterioldgica

Incubadora

Tubaos de ensayo con medio de cultivo da WP

Prueba de Voges- noculo bacteriano

Proskauer (VP)

Asa bactericlkogica o asa de platino

Incubadora

Tubo de ensayo con medio de cultivo de citreto

nicule bacteriano
Prueba de Citrato

Aza bacterioldgica

Incubadora
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Prueba de Ureasa

Tubo de ensayo con medio de cultivo de ures

nécule bacteriang

Aza bacterioldgica

Incubadora

Tincion de
Lactofenol-Algodon
Azul

Lamina portachjetos

Azz bacterioldgica

Lactofenol-algedan azul

Microscopio

Cubrechjetos

Caracteristicas de
las Esporas

Microscopio

Muesira de hongo

Caractensticas de
las Hifas

Microscopio

Muesira de hongo

Prueba de Hidrolisis
de Almidon

Flacas de agar almidon

naculo bacteriano o fungico

Aza bacterioldgica

Lusgol

Incubadora
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1.

RESULTADOS DE ANALISIS

Identificacion de la Bacteria Gramnegativa:
1.1. Tincion de Gram:

La tincion de Gram reveld la presencia de una bacteria gramnegativa debido a
la decoloracion tras el lavado com alcohol-acetona.

1.2. Prueba de Fermentacion de Carbohidratos:

La bacteria fermentd glucosa y laciosa con produccion de acido v gas, lo cusl
es consistente con el género Entercbacter Spp.

1.3. Prueba de la Vopges-Proskauer (VP):

Za obfuve un resultado positive en la prueba VP, indicando la produccion de
acetonas por la bacteria, confimado su pertenancia al génerc Enferchacter

Spp.
1.4. Prueba de la Citrato:

La bacteria ufifizg el cifrato como dnica fuente de carbono, mostrando wn
cambioc de color del medio de cultive de werde a =zul, resfimando su
idantificacion como Enfercbacter Spp.

1.5. Prueba de la Ureasa:

La prusba de ureasa fue negsativa, descartando la presencia de Proteus spp.
denfro del género Enferchacter Spp.

Con base en los resultados obtenidos, el microorganisme aislado se identifict que
pertenece al género Enferobacter Spp.

Prusba Resultado Interpretacion
. Pressncia de membrana exiema y
Tincion de Gram Gramnepgativa delgads cepa de peptidoglicano en
pared celular.
Prusba de Glucosa: +, Fermentacion de carbohidratos con
Fermentacion de Lactosa: +, produccion de acido y gas.
Carbohidratos Sacarosa: +
Prueba de la Voges- Produccion  de  scetonas por
Proskauer (VP) Puositiva fermentscion de glucosa.
Milizacion del cifratc como unica
Prueba de la Citrato Paositiva fuante de carbono.
Pruaba de la Ureasa Megativa Ausencia de hidrolisis de s urea.

Tabla 1: Resultados de la identificacion del género de la Bacteria Gramnegativa
[Entermbacier Spp.)

r RNTEENTAL

115




2. Identificacion del Hongo Filamentoso:
2.1. Tincion Azul de Lactofencl:
La tincién azul de lactofenol permitic la observacion detsllada de las hifas y

esporas del hongo, revelando caracteristicas morfolégicas especificas.

2.2 Caracteristicas de las Esporas:
Las esporas ded hongo se presentaron en forma de conidios en cadenas, o qus
sugiers una posible identificacion como Aspergius Sep.

2.3. Caracteristicas de las Hifas:
Las hifas septadas y ramificadas observadas son tipicas de los hongaos del
genero Aspergiius Spo.

2.4. Prueba de la Hidrolisis de Almidon:
El hongo demostrd la capacidad de hidrolizar el almiddn, formando una zona

clara alededor de s colonia en el medio de culbeo, coincidiendo con las

caracteristicas de Aspergiius Spp.

En base a los resultados cbtenidos, el hongo sislado == identificd que pertenece

al género Aspergilius Spo.

Prueba Resultado Interpretacion
Tincion de Azul Chservacion de hifas o .
Lactofenal septadas y conidios en | Morfologia tipica de Aspergilluz Spo.
cadenas
Caracteristicas Conidios en cadenas Presenciz de esporss en forma de
de las Esporas conidios.
Caracteristicas _ Hifzaz con sepios transwversales y
de las Hifas Septadas y ramificadas | ramificaciones.
Prueba de la - Capacidad de hidrolizar el almidon,
Hidralisis de Fositiva formando wna zona clara alrededor de
Almidon la colonia.

Tabla 2: Resultados de la identificacicn del gaénero del Hongo Filamentoso
(Azpergiluz Spp )

Hitlarr Hcamn Pdar
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V. METODOLOGIA DEL ENSAYD

Pruebas de identificacion

Normas tecnicas de referencia

Tincion de Gram

I'5C 8578-1:2017, Microbiology of the food chain -
Horizontal method for the detection, enumeration
and serofyping of Salmionella - Part 1: Detection
of Salmonella spp.

Prusbs de Fermentacidn de
Carbohidratos

150 21528-2: 2017, Microbiology of the focd chain
- Horizontal method for the detection and
enumeration of Enferobacteriaceae - Part 2:
Colormy-count fechnigue

Prusba de Voges-Proskauer
(VF)

ISP 52, Microbsological Examination of
Monsterile Products: Tesis for Specified
Microorganisms

Prueka de Citrafo

IS0 8578-1:2017, Microbiology of the food chain -
Horizontal method for the detection, enumeration
and serofyping of Salmonella - Part 1: Detection
of Salmonella spp.

Prusha de Uresss

UISF 62, Microbiological Examination of
Maonsterile Products: Tesis for Specified
Microorganisms

Tincion de Lactofznal-

LISF &1, Microbiological Examination of

Algodon Azul Maonsterile Products: Microbisl Enumeration Tests
Caractensticas de las LISF &1, Microbiological Examination of
Esporas Maonsterile Products: Microbisl Enumeration Tests

Caractensticas de las Hifas

LISF &1, Microbiological Examination of
Monsterile Preducts: Microbisl Enumeration Tests

Pruseba de Hidrolisis de
Almidan

ISP 61, Microbsological Examination of
Monsterile Products: Microbizl Enumeration Tests

e AMTER TR
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V. AUTORIZACION DEL INFORME DEL ENSAYO

Ing. Hiter Romain Pénez
Eap. De Laboratorio

FIM DE INFORME DE ENSAYD
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ﬁ Universidad César Vallajo

INFORME DE LABORATORIO N* 2

L INFORMACION GENERAL

Propietario

Procedencia de la muestra
Mumero de muestras
Producto declarado
Presentacion de muestras

Lugar de ensayo
Fecha de analisis

" Hitlet Romén Bérez
MG, AMBIEMTAL

: Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio,

Caollantes Soto, Jean Pieme

- Playa las Conchitas - Ancén

: 5 muestras

: Agua de mar

: Frascos herméticos

: Laboratorio de Fisicoquimica — Universidad César Vallejo
: 26-05-2023

Laboratoria de Fiskcoquimica

Direcoion: &v. Afredo Mendiola £232, Los Olivos 15314 - Lime
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‘ﬁ Universidad César Vallejo

I MATERIALES E INTRUMENTOS

Analisis Recursos
pHmetro
pH Soluciones Buffer de pH

‘Wasos de precipitados o tubos de ensayo

Conductividad Conductimetro

‘Wasos de precipitados o tubos de ensayo
Medidor de Oxigeno Disuelto (OD)
Soluciones de Calibracion de OD:

Dxigeno disuelto

Temperatura Termametro
Medidor de Oxigeno Disuelto
Demanda Biogquimica Botellas de BOD (DBEQ)
de Oxigeno Incubadora

Agitador Magnético v Barras de Agitacion

Pera de decantacion
Probeta
Estufa
Acido Clorhidrico
\faso precipitado

Hidrocarburos totales
de petrolec

Hexano

Cromametro

Hitlar Rombin Pdrez
Mok AMBTEMTRAL

Lanoratoria de Fisicoquimics
Dirscoon: &, Afredc Mendiols 232, Loz Olivas 15314 - Lima
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.  RESULTADOS DE ANALISIS

w Universidad César Vallejo

Ficha 1: Etiqueta de identificacién de la muestra

Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio

Investigadores: ?
Collantes Soto, Jean Pierre
Datos de la muestra
Coordenadas del punto _
N°* de Cantidad de muestreo Hora de muestreo Fecha del muestreo
Codigo muestra (mL) Latitud longitud
PM1 1 2 000 -11.758907 | -77.171585 11:00 25/05/2023
PM2 2 2 000 11.758911 | -77.171585 11:15 25/05/2023
PM3 3 2 000 -11.758918 | 77.171587 11:30 25/05/2023
PM4 4 2 000 -11,758932 | -77.171588 11:45 25/05/2023
PM5S 5 2 000 -11.758945 | -77.171589 12:00 25/05/2023
A7
/ / , Co
SrrnsdaptafNvnnnnrnsnshisinnaen
Hitlet Roman AM
ING. AMBIENTAL
Laboratorio de Fiskogquimica

Direccidn: Av. Alfredo Mendiola 6232, Los Olivos 15314 - Lima
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‘ﬂ v i Cosar Vallejo

Ficha 2. Caracterizacion de los microorganismos

Eficiencia en la biodegradacion de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de

Titulo Aspergillus Spp. y Enterobacter Spp., Ancén - Lima, 2023
Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio
S Collantes Soto, Jean Pierre

Microorganismo W Tmﬂc‘»"::;:olonia Forma de Colonia Color de colonia
Color blanco, presenta
Aspergillus Spp. 1*10°6 2-5mm Algodonosa tonalidades verdosas y

negras
- . Puede pasar de color
Enterobacter Spp. 11046 2-4mm Redondas y lisas i fosid:
Laboratorio de Fisicoquimica
Direccion: Av. Alfredo Mendsola 6232, Los Olivos 15314 - Lima
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Ficha 2. Control de condiciones de operacion para microorganismos

Investigadores: Bustamanie Garcia, Cristhian Inocencio
Collantes Soto, Jean Fierre
. . Tiempo de
Microorganismao Temperatura (°C) incubacian UFCimL
{Horas)
30 °C 48 haras gri0nE
Azpergifius Spp. an e 42 haras g=10"2
30 °C 43 horas R
30°C 48 horas gricna
Enterchacter Spp. a0 0 4% horas g*10na
30°C 45 horas 1271088

.................
Hitler Romdn Pérez
MG, AMBIENTAL
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ﬁi Universidad César Vallejo

Ficha 4. Determinacién de parimetros y evaluaciéon microbi

Eficiencia en la biodegradacidén de hidrocarburos en agua de mar por un co-cultivo de Aspergiilus Spp. y Enterobocter Spp., Ancén -

Titulo
Lima, 2023
Linea de investigacion Calidad y Gestion de los Recursos
Bustamante Garcia, Cristhian Inocencio
Investigadores:
Collantes Soto, Jean Plerre
Fecha: 30/06/2023
Datos de Ia muestra
Muestra Parametros fisicoquimicos
Tiempo > Conductivided | Oxigeno Hideocarburor
Codficandn ) c"‘""'w _l"'", " | Repesicién de muestrs Cantidad (=L} """N""‘" B ”':‘ electrics Desuelto 1otsies de ' ;
(Hores (mS/cm) (mg/L) petrleo (mg/L)
Q-001 - - B Blanco 20 ml agus de mar 203 8 623 311 585 - e
1 Corcultive 2.5 mil solucién fungies 246 668 | 3307 2551 2.18 1508
[ |{Aspergilius Spp.

610" 2 1.5 ml solucon bacteriana 2456 668 | sa12 2557 2.14 15.06
y Encerodocrer 000

3 See) 15 L Diezel 25 669 | 8415 25865 219 15.05

1 Cocultive 2.5 ml solocién fangica 246 664 | 8208 2376 248 1511

9°10"8 2 ad 1.5 ml solucon bacteriana 2456 666 | 82.04 2378 257 1515
a-002 0 horas y Encercbocrer 000

3 Sep) 15 mi Diezel 246 664 | 8208 2371 263 15.12

1 2.5 ml solucien fingica 236 661 | 7629 2542 288 1518

Cocultve
2 (Aspergitius Spp. | 1.5 ml solucién bacteriana 2456 6.63 | 76.85 2345 2385 15.28
12*108

y Encercboacrer 000

3 spe) 15 mi Diesel 246 665 | 76.87 2345 2.89 1528

io de Fisi amica

Direccion; Av, Alfredo Mendiola 6232, Los Olivos 15314 - Uima
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‘ﬂ Universidad César Vallejo

Co-cukivo 2.5 mi solucion fingica 246 621 | 4714 17.14 418 8.72
6'10°8 e [ 28w skasiavemit 24 | 4718 7 217 75
ye Sel Bactensas 248 5. { 17.26 1 8. 2150
Spp) 15 mi Diese! 246 6.22 | 47.16 17.22 a1 876
Co-cuhive 2.5 mi solucdn fangica 246 649 | as.a1 17.73 463 8.52
(Asperyitus Spp. ; :
O-003 24 9°10°8 : 2.5 ml 20kcon Bacterisns 245 651 | a5.11 17.78 467 855 57
vE
Sre) 15 mi Diesel 246 648 | 4513 17.78 a67 854
Co-cumive 2.5 ml solucon fungica 246 599 | 4501 18.07 494 8.15
See.
124108 W_’“""’ 2.5 mL sokecién bactenana 246 598 | a5.08 1812 a9 8.18 o,
Y
o 15 ml Diese! 246 5.99 | 45.06 1819 492 8.18
[ 2.5 mi solucion fangica 248 6.39 | as87 17.66 497 47s
6308 . 2. [ 25 ml solecion baczeriana 243 637 | 4383 17.62 4.97 a7
g < 6835
Sop) 15 mi Diese! 248 6.39 | as.es 17.65 496 a7
Co-cultive 2.5 L selueion fangies 248 624 | a3.22 1565 499 352
c-o08 | e P oo 577 | 15 ml s0kcon bacerana 248 624 | 4319 15.63 497 344 i
Y
ol 15 sl Diezel 243 628 | 4319 15.62 a8 336
Co-cultive 2.5 i solucién fungics 243 592 | a3.11 17.16 497 3.05
Asperg s Spp. 6 :
1110 . 2.5 ml selccén baczerians 248 597 | 43.12 17.18 296 3.08 i
Yy
P 25 mi Diezel 2.3 603 | 431 17.17 a97 3.08
-
Laboratono de Fisicoquimsca

Direccion: Av. Alfredo Mendiola 6232, Los Olivos 15314 - Lima
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Mediciones de pH en el tratamiento

pH
Resultados
Tiempo Tipo de resultado Unidad de Repeticiones Gx10*8 9x10"8 12xz10°8
medida {UFCimL) ([UFC/mL) (UFCimL})
1 GE-E] oG4 a.81
0 horas Muestra pH 2 a.63 a.66 8.63
3 G oG4 ]
1 g.21 g.48 568
24 horas Muestra pH 2 g.24 3.31 3.8
3 g2z g.43 568
1 g.3a g4 aB2
48 horas Muestra pH 2 8.37 g.24 587
3 g.za [ ] a.04
kediciones de Temperatura (*C) en el tratamiznto
Temperatura [*C)
Resultados

Tiempo Tipo de resultado Unidad de Repeticiones Gx 108 9x10*8 12=x10%8
medida {UFCimL) (UFCimL) (UFC!mL})

1 246 246 248

0 haoras Muestra "G 2 248 248 246

3 246 246 248

1 2446 2446 246

24 horas Muestra G 2 246 246 2456

3 2446 2446 246

] 245 248 248

43 horas Muestra "G 2 248 248 248

3 245 248 248

R
e
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Mediciones de Demanda Bioquimica de Oxigeno (mg/L) en el fratamiento

Demanda Bioguimica de Oxigeno (mgfL)

Resultades
Tiempo Tipo de resultado Unidad de Repeticiones 6x 108 9x10*8 1Z2x10°%
medida {UFCimL) ([UFCimL) {(UFC!mL}
1 B4.07 §2.08 TE.84
0 horas Muestra mg/L 2 B4.12 B2.04 TE.85
3 B4.15 B2.08 TE6.87
1 47.14 4511 45.01
24 horas Muestra mg/L 2 47.18 45.11 45.04
3 4718 45,13 45.0d
1 43.87 43.22 43.11
43 haras Muestrs mg/L 2 43.83 4318 43.12
3 43.85 43.18 431
Medicicnes de Conductividad eléctrica (mS/em) en el tratzmisnto
Conductividad electrica {mS/cm)
Resultados
Tiempo Tipo de resultado Unidad de  Repeticiones 6x10*8 9x10*8 12x10*8
medida {UFC!mL) ({UFC/mL) (UFC!mL}
i 25.51 2378 2342
0 haras Muastra mSicm 2 2587 2378 2345
3 2585 23T 23.48
1 1714 1. 18.07
24 horas Muestra mSiem 2 17.26 7.7 1812
3 17.22 7.7 18.149
i 17.68 15.88 17.14
43 horas Muestra mSicm 2 17.82 165.83 17.18
3 17.88 16.82 1747

* Hitler Romdn Pérez
ING, AWEIENTAL
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Mediciones de Oxigeno disusltto (mg/L) en el fratamiento

Cxigeno disuelto (mgil)

Resultados
Tiempao Tipo de resultado Unidad de  HRepeticiones Gx10*8 9108 12=x10%8
medida {UFCimL) (UFC/mL) (UFCi/mL})
1 218 243 283
0 horas Muestra gL 2 214 .57 285
3 218 253 280
1 418 453 404
24 haras Muestra mg/L 2 417 467 482
3 4 4 87 482
1 4497 408 447
48 haoras Muestra mg/L 2 4407 4407 406
3 4 08 403 447

Mediciones de Hidrocarburos Totales de Petrddeo [mgil) en el tratamisnto

TPH {migiL}
Unidad de o Resultados
Tiempo Tipo de resultado medida Repeficiones —E30°8 5z 10°8 12z 10°8
(UFCImL) ([UFC!mL) {UFCimL})
1 15.04 15.11 15.18
- y . 2 15.06 1515 15.24
u- II
ores HestE ma 3 05 152 524
1 a2 2.2 215
2 275 2.55 218
24 horas Muestra migiL
3 a.7a 2.54 g2.18
1 474 .52 305
. y . 2 477 344 .08
u- II
aras HestE md 3 178 ERT 308

. .|._:.I.t .i ;.r. R :l.“..a . r.'l. E.a.r..a..;-. i
ING. AWEIENTRL
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. METODOLOGIA DEL ENSAYO

ENSAYD NORMA DE REFERENCIA
H Organizacion Internacional de Mormalizacion {150} La IS0
P 10522:2010, Calidad del agua — Determinacion dal pH.
Conductividad Crganizacion Intermacional de Mormalizacion (150} La 150

10523:2010, Calidad del sgua — Determinacion del pH.

Cixigeno Disuelto

Crganizacion Intamacional de Mormalizacion {1S0}-La

norma 150 5814:2012, Medicion del exigeno disuslio en
agua.

Drganizacion Internacicnal de Normalizacion (130-La

Temperatura norma 150 TAE7:2011, Determinacion de la temperstura en
BgUAE.
Organizacion Internacional de Normalizacion (150)-La
OEO. norma 150 5815-1:2018, Determinacion de la demands

bioguimica de oxigeno durante n dias (DS &n agua v
gaouas residusles.

Hidrocarburos totales
de petrdleo (HTF)

Crganizacion Intemacional de Normalizacion {1S0}-La
norma IS0 §377-2:2000, Determinacion de kos
hidrocarburos de petrolec en agusa y sguas residuales.

Fa |
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Hitler Romibn Plings
IHG. ANWBIENTRL
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V. AUTORIZACION DEL INFORME DEL ENSAYO

-
Hitler Romiin Pliraz ;

Ing. Hitler Ramdén Péreaz
Esp. De Laboratoria

FIN DE INFORME DE EN5AYO

130



