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1. Universidad Cesar Vallejo, Pertu

Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la eficiencia de la bacteria
Bacillus subtilis y el hongo Aspergillus niger en la degradacion de hidrocarburos

en Arequipa, 2023, con este enfoque se realiz6 bajo un tipo de investigacion
aplicada, con un disefio de investigacién experimental puro. Se tomo en cuenta
estos aspectos, con el uso de pruebas de laboratorio para poder establecer que tan
eficiente fue proceso de degradacion de hidrocarburos en 3 muestras: 1 estado solo
bacteria, 1 estado solo hongo y 1 estado de la combinacién de ambos, en pruebas
por triplicado siendo un total de 9 pruebas. Se determino que a través del andlisis
de varianza de un factor en este caso como unico factor el tiempo y a través de
Prueba de Tukey lo cual permitieron descubrir que los resultados de las pruebas
son significativos, es decir, se determino necesario rechazar la hipdtesis nula y
aceptar la hipoétesis alternativa. Las muestras de bacterias a 72 horas mostraron
una degradacion de un 99.77% del hidrocarburo, mientras que los hongos a 72
horas mostraron una degradacién de un 100% a diferencia de los microorganismos
en conjunto que a las 48 horas mostraron 100% de degradacidn del hidrocarburo
(Gasolina)

Palabras clave: eficiencia, degradacidn, bacillus subtilis, aspergillus niger,
hidrocarburos, prueba estadistica.




Eficiencia de Bacillus Sp. Y Aspergillus Sp. en la Degradacion de Hidrocarburos

Efficiency of Bacillus Sp. and
Aspergillus Sp. in the Degradation of
Hydrocarbons

Abstract

The objective of this research was to evaluate the efficiency of the bacteria Bacillus
subtilis and the fungus Aspergillus niger in the degradation of hydrocarbons in
Arequipa, 2023, with this approach it was carried out under a type of applied
research, with a pure experimental research design. These aspects were taken into
account, with the use of laboratory tests to establish how efficient the hydrocarbon
degradation process was in 3 samples: 1 state only bacteria, 1 state only fungus and
1 state of the combination of both, in tests. in triplicate, making a total of 9 tests. It
was determined that through the analysis of variance of a factor in this case as the
only factor, time and through Tukey’s Test, which allowed us to discover that the
results of the tests are significant, that is, it was determined necessary to reject the
null hypothesis and accept the alternative hypothesis. The bacteria samples at 72
hours showed a degradation of 99.77% of the hydrocarbon, while the fungi at 72
hours showed a degradation of 100% unlike the microorganisms as a whole that at
48 hours showed 100% degradation of the hydrocarbon. (Gasoline)

Keywords: efficiency, degradation, bacillus subtilis, aspergillus niger, hydrocarbons,
statistical test.

1. Introduccion

La creciente demanda y dependencia de los recursos de hidrocarburos
ha provocado un aumento en las actividades de exploracion,
produccion y transporte de combustible y gas (Stepanova et al. 2022),
lo cual, desafortunadamente, ha resultado en numerosos incidentes de
derrames de hidrocarburos (Hale y Sandberg 2020), como el reciente
desastre ecoldgico en el mar de Peru.

Los derrames de hidrocarburos representan una amenaza
global considerable, con dafios significativos a los ecosistemas y
comunidades humanas resultantes de diversos incidentes (Yates
y Bakker 2019). Los factores contribuyentes son numerosos,
incluyendo fallas en la infraestructura, mantenimiento inadecuado
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y ausencia de protocolos de seguridad eficaces (Kheirabadi H. et al.
2018; Bordoff ]. y McCormick 2020; Wright et al. 2022; Naggea y
Miller 2023; Alves et al. 2016; Cozzarelli et al. 2017; Caporusso, Gallo
y Tarantino 2022; Thomas et al. 2020)

En relacion con la contaminacion, los derrames liberan grandes
volumenes de hidrocarburos que pueden persistir en el medio
ambiente durante periodos prolongados. Estos hidrocarburos
pueden ser toxicos para una amplia gama de organismos, desde aves
hasta mamiferos marinos y peces, y pueden degradar los habitats
marinos y costeros (McCauley et al. 2016; Fiorello et al. 2021).

Los hidrocarburos también pueden tener efectos a largo plazo en

los ecosistemas, alterando la cadena alimentaria y afectando a las
poblaciones de animales a largo plazo (McCauley et al. 2016; Fiorello
et al. 2021; Zhong et al. 2018; Ukhurebor et al. 2021).

Desde el punto de vista social y econémico, las comunidades
que dependen de los recursos marinos y costeros pueden verse
seriamente afectadas, ya que los derrames pueden ocasionar
la muerte de especies marinas, reducir el turismo y afectar
actividades recreativas (Zhong et al. 2018; Ukhurebor et al. 2021).
Los esfuerzos de limpieza pueden ser costosos y tomar tiempo,
exacerbando aiin mas los impactos econdmicos (Mahrul et al. 2018;
Mohr y Gade 2022).

2. Materiales y Metodos

Etapa N°1 Preparacion de Material y cultivo de Microorganismos

Se realizé el auto clavado de los materiales que son el matraz
de 200 ml. conjunto las placas Petri. Las muestras microbioldgicas
fueron trabajadas en diferentes envases, siendo una caracteristica
comun a todos ellos que sean estériles y con cierre a prueba de fugas

Para preparar el medio para la bacteria se uso el agar nutritivo,
se disolvieron 8 gramos de agar nutritivo en agua destilada y se
llevé a ebullicion para asegurar su completa disolucion. Luego, se
autoclavé durante 20 minutos a 121°Cy 1.5 atmoésferas de presion.
Posteriormente, se procedio6 a verter el agar nutritivo en tubos de
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ensayo aprovechando que el medio estaba a una temperatura de

35 a 36 grados Celsius. Finalmente, se llevo a cabo otro flameado
para eliminar posibles contaminantes que pudieran haber caido

en el medio.

Para preparar el medio para el hongo se uso el agar nutritivo, se
comienzo disolviendo 39 g en un litro de agua destilada permitiendo
asi el reposo durante 10 a 15 minutos. Luego, se calent6 la mezcla,
asegurando su agitacion con frecuencia, hasta que alcance el punto
de ebullicion. Esto tomo aproximadamente 1 minuto de tiempo
para garantizar una completa disolucion. Después de este paso,
se procedi6 a la esterilizacion del medio en una autoclave a 121°C
con una presion de 15 lbs durante 15 minutos. Una vez que el
medio estuvo esterilizado, se enfrié la solucién a una temperatura
de alrededor de 45°C antes de verterla en placas Petri estériles
siguiendo la técnica apropiada.

Dentro del cultivo de la bacteria y el hongo Se recogieron
muestras de las bacterias Bacillus subtilis para su aislamiento, y
se transportaron asépticamente a 42 C al laboratorio.Los aislados
bacterianos se identificaron en base a los esquemas taxondmicos y
se caracterizaran mediante pruebas bioquimicas estandar. La tincion
de Gram y las pruebas bioquimicas se realizaran utilizando técnicas
morfoldgicas y bioquimicas y se utilizaran el esquema taxonémico del
manual de bacteriologia determinativa

Las bacterias se enumeraron mediante la técnica de placa
extendida, mediante la inoculacién de 0,1 ml de muestra diluida
en serie en placas de agar nutritivo (NA). Las placas de agar sangre
fueron incubadas a 35 +- 22 C durante 24-48 horas

Para el caso del hongo Se utilizé la técnica de microscopia
para identificar los aislamientos de los hongos. Los aislamientos
los hongos se caracterizaron utilizando caracteristicas de cultivo
como el tipo de micelio, tamaiio, el color y el tipo de esporas, asi
tambien como las caracteristicas microscopicas y macroscépicas
de las esporas. La identificacion de aislamientos fingicos se logro
comparando sus caracteristicas (Paraguay-Delgado 2020).

Se preparo una suspension de esporas, la cual se utiliz6 para
realizar los indculos en el medio de cultivo. Para ello el hongo fue
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sembrado en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, al cual previamente
se le agregaron 50 ml de PDA, se incub6 durante 7 dias a 28 °C.
Posteriormente se agregaron 100 ml de agua destilada a temperatura
ambiente y se agité cuidadosamente durante 5 min con ayuda de
agitador magnético.

Las colonias formadas se contaron y se expresaron como UFC/g.
Se obtuvieron los cultivos puros mediante subcultivos repetidos y se
mantuvieron en agar inclinado para su posterior caracterizacién e
identificacion.

Etapa N22 Ensayo Cuantitativo

La preparacion de material se realiz6 en el laboratorio el lavado
del material de trabajo en el ambiente correspondiente, posterior
aello se inici6 con el pesado del polvo del caldo nutritivo (DIFCO)
4 gramos en la balanza electrénica de tal manera que sea exacta la
preparacién de este, en frasco de 500 mililitros disolviendo el polvo
de caldo nutritivo con el agua destilada, se utilizaron 2 frascos de
esta soluciéon haciendo un total de 1000 mililitros, esto cerca de un
mechero bunsen para tener el ambiente esterilizado, se empezo6 a
disolver hasta que la solucion sea homogénea. Al finalizar este fue
enviado a la autoclave por 20 min a una temperatura de 120 c®y
después se dejé enfriar por una hora a temperatura ambiente.

Teniendo ya el caldo nutritivo a temperatura ambiente, con una
probeta de 100 ml se separé en 10 frascos de vidrio.

Con una pipeta de 1 ml y un pipeteador se procedié a extraer 0.5
ml de gasolina y con sumo cuidado sin tocar la boca de los frascos con
la punta de la pipeta se depositd los 0.5 ml de gasolina en cada frasco
de 100 ml. De caldo nutritivo, y cerrar rapidamente el frasco para
evitar la destilacién del hidrocarburo, para tener una concentracion
ideal para la muestra, esto cerca con mucho cuidado al mechero
Bunsen para mantener el ambiente estéril.

Posterior a ello con una pipeta de 10 ml. de igual manera con
un pipeteador se procedi6 a sacar con cuidado de 4 ml de suero
fisiolégico en 10 tubos de ensayo (3 tubos para el hongo, 3 tubos para
la bacteria, 3 tubos para en conjunto y uno para el blanco) se los dejo
en la gradilla.
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Al terminar este paso con asas de siembra estériles y descartables
de 10u se procedi6 a destapar las placas con el agar y siembra de las
bacterias y hongos. A continuacién, con movimientos suaves del asa
se procedié a sacar las bacterias (asada), cada asada se colocé en las
paredes de los tubos de ensayo con suero fisiolégico y se procedié a
enturbiar en 3 tubos de ensayo, lo mismo para el caso de hongos y
luego para el caso en conjunto.

Una vez que se obtuvo los resultados con la concentracién ideal
de microorganismos se procedio a la inoculacién de cada tubo
de ensayo a cada frasco de 100 ml con gasolina y estos después
colocarlos al homogeneizador a movimientos de 140 rpm. por 20
minutos dejando un frasco de 100 ml sin inocular como blanco para
nuestras lecturas en el espectrofotémetro.

Tabla 1. Lectura de Datos en el espectrofotometro

Concentracion 0.9

UFC BACTERIA BACTERIA + HONGO

24 48 24 48
Rpt1 0.0768 0.1003 0.0925 0 0.0820 0.1273 0.1132 0 0.1516  0.0371 0 0
Rpt 2 0.1174 0.1873 0.085 0.0034 0.1104 0.2270 0.1257 0 0.1831 0.0744 0 0
Rpt 3 0.0942 0.0937 0.0325 0 0.0683 0.0994 0.0822 0 0.1723 0.0584 0.0084 0

Promedio residual
de gas

0.0961

0.1271 0.0700 0.0011 0.0869 0.1512 0.1070 0.0000 0.1690 0.0566 0.0028 0.0000

Promedio
degradacion de gas

0.4039

0.3729 0.4300 0.4989 0.4131 0.3488 0.3930 0.5000 0.3310 0.4434 0.4972 0.5000

3. Resultados

Determinar el tipo de microorganismo que es mads eficiente en la
degradacion de hidrocarburos (gasolina) en laboratorio.

En este trabajo se detallan los tratamientos de
los microorganismos junto con sus tres repeticiones,
especificando las horas de evaluacion para cada repeticion.,
en donde se puede observar en las tablas 5; 6, que en los
tres casos se hizo el Analisis de Varianza dando como valor
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critico de F es de 4.2565 dando como valor p es 0.029, que
es menor que el nivel de significancia estandar de 0.05, para
un intervalo de confianza del 95%. Al analizar las varianzas,
es evidente que los microorganismos se desarrollaron
normalmente, ya que se observa una clara evidencia de
degradacion del hidrocarburo (gasolina). Asimismo, se
percibe que, en los tratamientos en funcién de la cantidad
de microorganismos y las horas de evaluacion, se obtuvieron
resultados del residuo de gasolina que permaneci6 en los
frascos después de llevar a cabo el tratamiento.

Tras el andlisis de las lecturas del espectrofotémetro para el
caso de las bacterias, se concluy6 que, al periodo de 72 horas, se
observaron resultados practicamente nulos en las tres repeticiones,
indicando una inactividad completa del microorganismo. Esta
ausencia de actividad bacteriana sugiere que el microorganismo ha
perdido su viabilidad, lo que se traduce en la ausencia de la gasolina
en el medio.

Continuando con el analisis de las lecturas del espectrofotémetro
con los hongos se concluye que, al periodo de 72 horas, se
obtuvieron resultados carentes de actividad en las tres repeticiones,
evidenciando la completa inactividad del microorganismo, lo cual
indica la ausencia de gasolina en el medio.

Finalmente, el analisis de las lecturas espectrofotométricas
obtenidas mediante la coexistencia de bacterias y hongos durante
el periodo de 48 horas, se registré una notable falta de actividad
microbiana, indicando la ausencia de gasolina en el medio. Por
consiguiente, se llega a la conclusion de que la eficiencia en la
degradacidén de gasolina es mayor cuando bacterias y hongos se
encuentran en un mismo entorno, en comparacion con su desempefio
de manera individual.

Por lo tanto, rechazamos la hip6tesis nula y aceptando la
hipétesis alternante, Estos valores de la diferencia de medias en
varias comparaciones dentro de la prueba Tukey nos dieron como
valor p 0.0143 lo que es menor que el nivel de significancia estandar
de 0.05, indicando la variabilidad en la degradacion de la gasolina
entre los grupos y periodos de tiempo.
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Prueba de Tukey
Comparacion Diferencia de Medias

BACTERIA vs. HONGO (48 horas) 0.0370
BACTERIA vs. Bacteria y hongo en conjunto (48 horas) 0.0672
HONGO vs. Bacteria y hongo en conjunto (48 horas) 0.1042
BACTERIA vs. HONGO (72 horas) 0.0011
BACTERIA vs. Bacteria y hongo en conjunto (72 horas) 0.0011
HONGO vs. Bacteria y hongo en conjunto (72 horas) 0.0000

P-value = 0.0143

Fuente: Elaboracién propia

Determinar la estabilidad de los microorganismos para la
degradacion de hidrocarburos (gasolina) en condiciones de
laboratorio.

La cantidad de degradacién por parte de los microorganismos
con respecto a la gasolina se hall6 por la diferencia entre el residual
y el inicial de ofrecido en cada tratamiento y repeticion, sabiendo
que se le ofreci6 en cada unidad experimental una muestra inicial
de 0.5 ml de gasolina,

Segun la evaluacién de la estabilidad de absorbancia de
las bacterias en este periodo de tiempo, se pudo examinar las
variaciones en los valores de absorbancia registrados en diferentes
intervalos. Una disminucién constante en la absorbancia puede
indicar cierta estabilidad en el comportamiento de las bacterias, de
0 horas a 24 horas-, Hubo un aumento en la absorbancia de 0.0961
a 0.1271. Esto nos indic6 un aumento en la concentracion de la
bacteria o actividad metabdlica durante este periodo, lo que infiere
que hubo una degradacion mayor de gasolina; de 24 horas a 48
horas, Se observd una disminucién en la absorbancia de 0.1271 a
0.0700. Esto indico una reduccién en la concentracién de bacterias
o cambios en la actividad bacteriana, en este caso la degradacién de
gasolina fue menor; de 48 horas a 72 horas, La absorbancia disminuy6
aun mas, alcanzando 0.0011. Esta disminucion significativa indico
una reduccién sustancial en la concentracion de las bacterias
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o la inactividad bacteriana, en este caso llego al punto final de
degradacion por la falta de gasolina.

En el caso del Hongo, segtin la evaluacion de la estabilidad
de la absorbancia de los hongos a lo largo del tiempo, de 0 horas
a 24 horas, Se evidencié un aumento en la absorbancia, pasando
de 0.0869 a 0.1512. Este incremento sugiere la posibilidad de un
aumento en la concentracion del hongo o un aumento en la actividad
metabdlica durante este intervalo temporal. Por lo tanto, hay una
mayor degradacion de gasolina; de 24 horas a 48 horas; A pesar de la
disminucién en la absorbancia de 0.1512 a 0.1070, esta disminucion
no es tan pronunciada en comparacion con las bacterias. No
obstante, aun indica un cambio en la concentracion de los hongos o
posiblemente una reduccién en la actividad metabdlica. Por ultimo
de 48 horas a 72 horas; Se observo una disminucion significativa
en la absorbancia, alcanzando el valor de 0.0000. Esta reduccion
sugirié una disminucidn sustancial en la concentracion o la completa
inactividad metabdlica de los hongos por ya no encontrarse gasolina
en el medio.

En el ensayo en conjunto de hongos y bacterias, se observé una
marcada reduccion en la absorbancia a lo largo del tiempo de 0 horas;
La absorbancia inicial fue de 0.1690, de 24 horas; Se registré una
disminucién considerable en la absorbancia, alcanzando 0.0570, de
48 horas; La absorbancia descendié a 0.000 y por ultimo de 72 horas:
La absorbancia alcanz6 un valor de 0.00000

En consecuencia, la estabilidad de la absorbancia se puede
fundamentar en la consistente disminucién de los valores a lo
largo de las diferentes etapas del ensayo. La reduccion significativa,
particularmente hacia las 48 horas y persistente hasta las 72 horas,
se sugirié que el conjunto de hongos y bacterias logré degradar
eficientemente la gasolina. Esta tendencia descendente indica una
estabilidad en la capacidad de degradacion del conjunto microbiano
a lo largo del tiempo, evidenciando una eficacia sostenida en la
eliminacion de la sustancia analizada.
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Horas Bacteria Hongo Bact + Hon
0 0.0961 0.0869 0.1690
24 0.1271 0.1512 0.0570
48 0.0700 0.1070 0.0028

Fuente: Elaboracién propia

Promedio de Lecturas de microorganismos

0.18
0.16
0.14

0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02
0 R I
0 24 48

M Bacteria l Hongo M Bact + Hon

72

Determinar el tiempo optimo en la degradacion para el
hidrocarburo (gasolina) en el laboratorio

Para el caso de las bacterias y hongos en forma individual dentro
del andlisis estadistico se pudo encontrar en las lecturas de las
bacterias de 0 a 72 horas de evaluacion que son resultados favorables
ala degradacion del hidrocarburo segun la tabla 4, llegando a las
72 horas a su punto final de la degradacion en ambos casos, Dentro
del ensayo para el caso en conjunto de microorganismos sobre la
gasolina, en las lecturas y dentro del analisis estadistico se puede
observar que desde la hora 0 a las 24 horas hay un gran avance
de degradacién y que el punto final promedio de degradacion
fue a las 48 horas, Dentro del ensayo para el caso en conjunto de
microorganismos sobre la gasolina, en las lecturas y dentro del
anadlisis estadistico se puede observar que desde la hora 0 a las
24 horas hay un gran avance de degradacion y que el punto final
promedio de degradacidn fue a las 48 horas.
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Tiempo optimo de Tratamiento sobre Gasolina
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Eficiencia de degradacion.

Tabla 9. Degradacion de Gasolina desde 0 horas hasta 72 horas

Hora Bacteria Hongo Bact + Hon
0 0.4039 0.4131 0.3310
24 0.3729 0.3488 0.4434
48 0.4300 0.3930 0.5000
72 0.4989 0.5000 0.5000

Fuente: Elaboracién propia

Se observa la reduccion de la gasolina en cada hora evaluada, donde
de forma independiente tuvo un punto final a las 72 horas y de
forma en conjunto a las 48 horas su punto final de degradacién de
gasolina, esto se corrobora con los presentados de los resultados de
la degradacién de la gasolina.

Los resultados porcentuales de la eficiencia de la degradacion
de los microorganismos sobre la gasolina, tomando como base los
promedios de la degradacion y el residual.

Resultado porcentual de la eficiencia de degradacion de la
gasolina por muestra

Hora Bacteria Hongo Bact + Hon
0 80.77 82.62 66.20
24 74.58 69.75 88.67
48 86.00 78.59 100.00
72 99.77 100.00 100.00

Fuente: Elaboracidn propia
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Como se observa en el presente trabajo los resultados
porcentuales el minimo es de 66.20% y el maximo de 100 %. Por
lo tanto, el tiempo optimo en la degradacidén de la gasolina fue
fundamental, como se evidencia en la disminucidn significativa de la
concentracion de gasolina a lo largo del periodo de evaluacién. Los
resultados demuestran que el tiempo de evaluacion desempefié un
papel determinante en la eficiencia del proceso de degradacidn.

4. Discusiones

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos con los
microorganismos Bacillus subtilis y Aspergillus Niger, se evidencio

un notorio desarrollo y crecimiento microbiano coincidiendo con

la investigacion de Agbaji, Nwaichi y Abu (2020) donde mencionan
la importancia de crecimiento de los microorganismos en un medio
de hidrocarburos. Esta observacién apunta a un efecto degradativo,
claramente proporcional al aumento de la poblacién bacteriana,
confirmando de manera contundente la utilidad propuesta para la
biodegradacién de hidrocarburos, con un énfasis particular en el caso
de la gasolina, tal como lo respalda Musa et al. (2021).

Es esencial destacar que la combinacion estratégica de diferentes
microorganismos genero interacciones sinérgicas, potenciando
asf la eficacia del proceso de degradacion. Esta colaboracion
entre los microorganismos se manifiesta en la mejora de sus
capacidades individuales, ya sea mediante la produccién de enzimas
complementarias o la optimizacion del entorno microbiano.
Este fendmeno transforma la relacion entre la familia Bacillus y
Aspergillus en una especie de simbiosis, como lo menciona Perera et
al. (2021), que potencia la eficiencia de la degradacidn.

El resultado de una degradacion completa de la gasolina al
100% en 48 horas mediante la colaboracidn entre bacterias y
hongos destaca la eficacia de la sinergia microbiana. La cooperacién
entre estos microorganismos puede crear un ambiente propicio
para una degradacién mas rapida y completa al aprovechar sus
habilidades complementarias. La compatibilidad y cooperacion entre
bacterias y hongos ofrecen una base para una estabilidad 6ptima
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en la degradacidn. Sin embargo, la afirmacion de Ule (2021) sobre

la posible mayor efectividad de hongos individuales podria estar
relacionada con la especificidad de ciertos hongos para descomponer
compuestos particulares. Ambos enfoques podrian ser compatibles,
dependiendo del contexto especifico de la biorremediacion y la
naturaleza del contaminante objetivo. La colaboracién entre bacterias
y hongos podria ser mas eficiente para ciertos contaminantes,
mientras que la especializacidon de hongos individuales podria
destacarse en otros escenarios. La efectividad de las estrategias de
biorremediacion también podria estar influenciada por factores
ambientales y la presencia de otros compuestos.

La utilizacion de consorcios microbianos en la biodegradacion
de contaminantes representa un enfoque destacado debido a su
capacidad comprobada para degradar hidrocarburos de manera
mas eficiente en comparacion con los organismos individuales. Esta
eficacia mejorada se atribuye a la diversidad de rutas metabdlicas
que diferentes microorganismos pueden emplear para descomponer
los variados componentes de los hidrocarburos. Sin embargo,
al examinar especificamente la estabilidad en la degradacion de
la gasolina, los resultados revelan un patrén interesante. Tanto
la bacteria como el hongo muestran una estabilidad constante
de manera individual hasta las 72 horas, momento en el cual se
completa la degradacion de la gasolina. Este hallazgo sugiere que,
en condiciones individuales, estos microorganismos mantienen una
eficacia constante durante un periodo de tiempo mas prolongado.
En contraste, en el ensayo conjunto de consorcio microbiano, se
observa que a las 48 horas ya se ha completado la degradacion
total de la gasolina. Aunque la duracién de la estabilidad es menor
en el consorcio, la rapidez con la que se logra la degradacion
completa es notable. Este fenomeno puede deberse a las sinergias
y complementariedades entre las actividades metabolicas de los
distintos microorganismos en el consorcio coincidiendo con la
investigacion de Fuentes etal. (2014)

Si bien la estabilidad temporal es menor en el ensayo conjunto, la
eficiencia en la degradacidn rapida sugiere que, a pesar de la duracién
mas corta, el consorcio microbiano puede ser altamente efectivo en la
eliminaciéon temprana del contaminante. Esto plantea interrogantes
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sobre la optimizacion del tiempo y la eficacia en la aplicacion practica
de estrategias de degradacidn, donde la velocidad de degradacion
puede ser tan crucial como la estabilidad a largo plazo.

De acuerdo lo que menciona Ojewumi et al. (2018) sobre el
efecto de degradacidn con hidrocarburos (gasolina), eficacia que
puede variar dependiendo de si la gasolina ha sido tratado o no, esto
no en su totalidad esta dicho por lo en el presente trabajo se utiliz6
un tipo de gasolina Regular de octanos (MON/RON) estan en torno a
85/105, un tipo de gasolina que no ha sido tratado por lo que su uso
es netamente para combustible.

Dentro de la investigacidn desarrollada la cual es de tipo
aplicada es adecuada para abordar el problema ambiental especifico
de la degradacion de hidrocarburos. Este enfoque busca generar
conocimiento practico y soluciones para problemas reales. Dentro de
la metodologia se respalda en teorias y conceptos previos de autores
reconocidos en el campo Wright et al. (2022); Abbas et al. (2022), lo
que fortalece la base teérica del estudio. Ademas de la eleccién de
un disefio experimental puro es adecuada para evaluar la eficiencia
de los microorganismos en la degradacion de hidrocarburos. La
utilizacién de una muestra al azar y la divisidn en grupos de control y
tratamiento permite controlar variables y aumentar la validez interna
del estudio.

En cuanto a la concentracién 6ptima, los datos revelan que
una concentracion de 9 x 1078 UFC de bacterias resulta en una
degradacion mas efectiva de la gasolina segiin Hans Manchego
(2021), esto es evidenciado para la bacteria y hongo por bajos
residuos detectados en los tubos de ensayo. La prueba de t de
Student respalda la significancia de esta concentracién 6ptima,
reforzando la robustez de los hallazgos. Al aplicar la prueba t, como
lo sefialan Hernandez y Mendoza (2018), con el objetivo de evaluar
si la eficiencia media de uno difiere significativamente de la del otro,
los resultados obtenidos revelaron diferencias estadisticamente
significativas. Dentro del rango aceptable de -2.44 a 2.44 para el valor
critico de t, los puntos estadisticos T se posicionaron, indicando de
manera concluyente el rechazo de la hipétesis nula y la aceptacion de
la hipdtesis alternativa. Esta ultima sugiere la presencia de eficacia y
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estabilidad constante, confirmando asi el impacto sustancial de los
tratamientos sobre hidrocarburos.

Mediante la reactivacion de las bacterias durante todo el proceso
se pueden identificar su estabilidad a través del cultivo en cada
placa petri evaluada, ademas se puede observar el desarrollo y
crecimiento en los tubos de ensayo, a lo largo del tiempo. logrando asi
hacer gasolina turbidez, por lo que se puede ver que tiene un efecto
degradativo porque crecen y se degradan dentro de la gasolina, que
es lo que indico Musa et al. (2021) que ciertas especies demuestran
un alto potencial para resistir, tolerar y degradar la gasolina.

Al determinar el tiempo 6ptimo de tratamientos y el nimero
de horas evaluadas, los resultados mostraron que hubo diferencias
estadisticamente significativas como valor critico 2.44 y como
resultados estadisticos T para el primer caso -0.30556877, para el
segundo caso 0.34517322 y para el tercer caso 0.5758032. para
todos los tratamientos evaluados, es decir, que el impacto de los
tratamientos sobre la gasolina residual estuvo presente. Segin
la prueba comparativa de t. student el mejor tratamiento es en la
repeticion 2 con 9x108 bacterias y hongos evaluar durante 48 horas,
la cantidad residual es menor y el residuo restante de gasolina es
mas alto. Como dijo Odili et al. (2020) 94.2 %; 92.8 %, Aspergillus
niger es eficiente en la degradacién de hidrocarburo y por tanto, con
utiles en la degradaciéon mediante microorganismos.

En la determinacion de la degradacion de la gasolina por las
bacterias y hongos, sabiendo que se le ofrecid en cada unidad
experimental en cada frasco de 0.5 ml de gasolina, con ello se inicié
el trabajo experimental, los resultados muestran el tratamiento con
concentracion de 9 x 108 que degradaron la gasolina con respecto
en la bacteria 0.5057, en el hongo 0.5178 y en la bacterias + hongo
en conjunto a las 0.6264, a un promedio de 72 horas, con esto se
corrobora los resultados de los residuales de la degradacion de
la gasolina. Musa et al. (2021) Bacillus subtilis y Aspergillus Niger,
demostraron un alto potencial para degradar el aceite de motor.

En cuanto a la eficiencia de degradacion de la gasolina por los
microorganismos Aspergillus Niger y Bacillus Subtilis los resultados
porcentuales el minimo es de 66.20% y el maximo de 100 %. Por
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lo tanto, el tiempo 6ptimo en la degradacion de la gasolina fue
fundamental, como se evidencia en la disminucidn significativa de

la concentracion de gasolina a lo largo del periodo de evaluacidn.
Los resultados demuestran que el tiempo de evaluacién desempefié
un papel determinante en la eficiencia del proceso de degradacién.
La colaboracién entre la bacteria y el hongo en el trabajo conjunto
se presenta como un factor clave para la rapida reduccion de la
gasolina. como dice Ule et al. (2021).investigaron el potencial de
micoremediacion de Mucor racemosus y Aspergillus niger para
degradar hidrocarburos. Los resultados al dia 56 mostraron que

la eficacia de la biorremediacién fue mayor con Mucor racemosus
(8599.19mg/kg; 33.66%) en comparaciéon con la combinacién de
Mucor y Aspergillus (8357.31mg/kg; 33.04%) y solo Aspergillus
(8341.58mg/kg; 32.98%). El control, present6 una remedicion
minima (81.06mg/kg; 0.32%). la biorremediacion utilizando hongos
individuales puede ser mas efectiva que combinaciones de varios. Por
lo tanto, se recomienda utilizar microorganismos individuales con
alto potencial de biodegradacién.

Es especialmente notable que el tratamiento conjunto
de bacterias y hongos demostré una eficiencia ain mayor en
comparacion con los tratamientos individuales, logrando una
degradacion completa de la gasolina en un tiempo promedio de 48
horas. Estos resultados respaldan la idea de Perera et al. (2021) que
la colaboracidn sinérgica entre microorganismos puede potenciar la
eficacia de la degradacion, proporcionando una solucién mas rapida
y efectiva

La evaluacion de la estabilidad de degradacion a lo largo del
tiempo destaca la importancia crucial del factor temporal en el
proceso de degradacion de la gasolina. Mientras que las muestras
tratadas exclusivamente con bacterias y hongos mostraron
estabilidad en la degradacion, la colaboracion conjunta logr6 una
degradacion completa en un periodo significativamente mas corto.
Este resultado subraya la relevancia de considerar la variable
temporal en el disefio de estrategias para la degradacion de
hidrocarburos.

La eficacia del tratamiento conjunto se atribuye a la sinergia
entre bacterias y hongos, demostrando ser fundamental para lograr
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una reduccidn rapida y efectiva de la gasolina. La eficiencia del 100%
alcanzada en 48 horas refleja la actividad metabdlica eficiente de

los microorganismos seleccionados, resaltando la importancia de la
cooperacion microbiana en la optimizacién de la degradacién.

El éxito en la degradacion durante este breve periodo se
atribuye a la capacidad de los microorganismos para descomponer
eficazmente los componentes de la gasolina. La rdpida accion
conjunta de la bacteria y el hongo subraya la relevancia de la
cooperacion microbiana en la optimizacidn de la eficiencia de la
degradacidn.
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