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RESUMEN

La investigacion evalud la eficiencia de degradacion de diésel BS por hongos de suelos
contaminados con hidrocarburos, de dos talleres mecanicos del distrito de San Sebastian,
provincia y departamento del Cusco, 2023. Para el aislamiento, se emple6 el método de
diluciones seriadas y siembra por incorporacion en Medio Agar Extracto de Malta (AEM), e
incubada 25°C por 5 dias. Se seleccionaron cepas con mayor crecimiento radial y la tolerancia se
realizd6 en agar con Medio Mineral Inorganico (MMI) suplementado con diésel B5 en
concentraciones crecientes (5%, 10% y 15%). Posteriormente, se identificaron a nivel de género,
mediante el método de observacidon macroscopica y microscopica. Asimismo, se evaluo la
capacidad degradativa de las cepas en terrarios experimentales, mediante la medicion de
hidrocarburos totales del petroleo (TPH) por cromatografia de gases (EPA 8015). Como
conclusion, se logré aislar 39 cepas de hongos, de las cuales siete presentaron mayor crecimiento
y tolerancia. Las cepas Trichoderma spl, Trichoderma sp2 y Mortierella sp2 alcanzaron las
medias maximas de crecimiento radial de 6.95 c¢cm, 7.00 cm y 6.36 cm, respectivamente; y
tolerancias promedio de 92%, 87.32% y 96.2%. Identificandose cuatro géneros de hongos:
Trichoderma, Fusarium, Mortierella y Chaetomium capaces de tolerar y crecer en MMI con
diésel BS. Finalmente, en los ensayos de degradacion en terrarios, el consorcio conformado por
tres cepas Trichoderma spl, Trichoderma sp2 y Mortierella sp2 obtuvo la mayor eficiencia de
degradacion de (TPH) con un (39.40%), seguido de las cepas de Trichoderma sp2 (36.20%),

Trichoderma spl (34.83%) y Mortierella sp2 (33.50%).

Palabras clave: Contaminacion del suelo, Diésel B5, Degradacion de hidrocarburos, Cepas de

hongos.



INTRODUCCION

Los hidrocarburos son compuestos formados a partir de restos organicos que se han
depositado y transformado a lo largo de millones de afios. Se encuentran tanto en los fondos
oceanicos como bajo la superficie terrestre y estan constituidos por cadenas de carbono e
hidrogeno, cuyas propiedades y densidades varian segin su estructura. Este recurso es
ampliamente demandado en los &mbitos industrial, comercial y doméstico. (Tamayo et al., 2015).
Ademas, se caracterizan por tener diferentes pesos moleculares y estructura diversa, los cuales se
clasifican en: Fraccion ligera de Cs a Cio (gas licuado de petréleo, gasolina), fraccion media Ci1 a
Cas (kerosene, turbosina, diésel, gasoleo) y fraccion pesada Ca9 a Cso (lubricantes, parafinas,

combustoleo pesado, asfaltos, etc), (Ministerio del Ambiente, 2017).

Para el afio 2023 el consumo mundial diario de petrdleo fue de 102 millones de barriles y
se estimo 103 millones de barriles de petroleo diarios en el 2024, segin la Agencia Internacional
de Energia 2023. La produccion de petroleo en el Pert ascendid a 38.6 mil barriles de petroleo
por dia (MBPD) en el 2024, frente a 37.6 mil barriles de petroleo por dia en el 2023 (Sociedad

Nacional de Mineria Petréleo y Energia 2024).

Es asi que, que en los procesos de extraccion y comercializacion de hidrocarburos, en
ocasiones se generan derrames accidentales que representan serias amenazas para el ambiente
como: la pérdida de biodiversidad y alteraciones fisico-quimicas del suelo; por ello son
considerados como impactos ambientales negativos de dificil remediacion o mitigacion segun

(Ministerio de Energia y Minas 2012).

Existen diferentes técnicas de remediacion tales como las fisicas, quimicas y bioldgicas; y

en esta ultima se emplean organismos vivos (plantas, invertebrados, hongos, bacterias, levaduras

II



y otros) capaces de transformar los productos toxicos en inocuos para de esta manera recuperar

suelos contaminados (Benavides et al. 2006).

La degradacion de hidrocarburos por hongos ocurre mediante un complejo enzimatico
conformado por peroxidasas, como la lignina peroxidasa, la fenoloxidasa, la lacasa y otras
oxidasas, entre ellas la superdxido dismutasa y la glioxal oxidasa. La elevada capacidad oxidante
de estas enzimas les confiere la capacidad de transformar una amplia variedad de compuestos
organicos polinucleares y xenobiodticos (Araujo et al., 2016). Como consecuencia, diversos
hongos aislados de suelos contaminados con hidrocarburos han demostrado una alta capacidad
de biodegradacion. Tales como, la cepa Trichoderma sp. alcanz6 un 87,5 % de remocion de
petréleo crudo (Fernandez, 2021). Asimismo, los géneros Penicillium, Absidia y Mortierella
fueron capaces de degradar fracciones de aldehidos, alquinos y anhidridos (Solis, 2005). Del
mismo modo, el género Aspergillus sp. HP-031, aislado de suelos contaminados con
hidrocarburos, presentd una eficiencia del 73 % en la degradacion de hidrocarburos totales de

petréleo (TPH), ademés de mostrar una baja toxicidad para el suelo (Contreras, 2017).

Por lo tanto, en la presente investigacion se evalud la capacidad de degradacion de diésel

BS5 por hongos de suelos contaminados con hidrocarburos.
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PROBLEMA

El diésel B5 es un combustible ampliamente utilizado en el transporte, la maquinaria
pesada y diversas actividades industriales, cuyo vertimiento constituye una importante fuente de
contaminacion ambiental. Cuando este combustible es liberado al suelo, ocasiona alteraciones
fisicas, quimicas y biologicas, como la pérdida de cobertura vegetal, la inhibicion del
intercambio catiodnico, la alteracion de los procesos biogeoquimicos, la contaminacion de la napa
fredtica, asi como variaciones en el pH y la humedad del suelo. Ademas, la exposicion a sus
compuestos puede generar efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos en los seres

humanos (Mastrandea et al., 2005).

En el Pert se han registrado diversos accidentes asociados al derrame de diésel que
evidencian el riesgo ambiental de este combustible. Uno de los casos mas representativos ocurrio
en el afio 2009 en la Quebrada del Toro (Arequipa), donde el vuelco de un camidn cisterna
provoco el vertimiento de mas de 9 000 galones de diésel D2, contaminando los suelos
adyacentes a la carretera, dicho accidente estuvo asociado, aparentemente, al mal estado de la via
terrestre, demostrando como las fallas en la infraestructura de transporte pueden generar eventos

de contaminacién de gran magnitud Rodriguez (2009).

Ademas de los derrames accidentales durante el transporte, el vertimiento de diésel
también ocurre durante las actividades de almacenamiento y mantenimiento vehicular. Segin la
Asociacion Automotriz del Peru (2021), en el pais operan aproximadamente 78 000 talleres
mecanicos, sin considerar aquellos que funcionan de manera informal. Muchos de estos
establecimientos carecen de sistemas adecuados para el manejo y disposicion final de residuos de

combustibles, favoreciendo el vertimiento de diésel al suelo, al sistema de alcantarillado y a los
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cuerpos de agua. En la ciudad del Cusco, donde circulan aproximadamente 115 000 vehiculos
(Gerencia de Transito, Vialidad y Transporte — Cusco, 2016), el elevado consumo de diésel
incrementa el riesgo de contaminacién ambiental cuando este combustible no es gestionado

adecuadamente.

Por ello se formula las siguientes preguntas:

Pregunta general:

(Cuadl es la capacidad de degradacion de diésel BS por cepas de hongos de suelos

contaminados con hidrocarburos?

Preguntas especificas:

(Cuantas cepas de hongos se aislaron de suelos contaminados con hidrocarburos?

(Qué cepas de hongos tienen crecimiento radial y fueron tolerantes a diferentes

porcentajes de diésel BS?

LA qué géneros de hongos pertenecieron las cepas seleccionadas?

(Cual es la eficiencia de degradacion del diésel BS por las cepas de hongos seleccionados

en terrarios experimentales?



JUSTIFICACION

El presente trabajo de investigacion busca contribuir a solucionar problemas ambientales
en sitios contaminados con hidrocarburos, mediante el uso de cepas de hongos autdctonas con
alta eficiencia en la degradacion de diésel BS. Estas cepas podrian aplicarse en diversas técnicas
de biorremediacion para la recuperacion de suelos impactados, evitando la magnificacion del
contaminante, asi como la polucidn de areas aledafias y de otros recursos como el aire, el agua, la
flora y la fauna. Ademas, estas técnicas presentan un bajo costo econémico y un menor impacto

ambiental en comparacion con las técnicas fisico-quimicas convencionales

La degradacion de compuestos toxicos mediante el uso de cepas de hongos autdctonos es
de gran importancia para mitigar problemas ambientales, ademés de constituir una alternativa
frente a las problematicas causadas en el subsector de los hidrocarburos durante los procesos de
extraccion y comercializacion de derivados del petrdleo crudo, asi como para reducir los efectos
de la inadecuada disposicion de residuos petroliferos por parte de talleres mecanicos en las

ciudades.

Por tanto, es importante determinar qué cepas de hongos son eficientes en la degradacion
de hidrocarburos derivados del petréleo, con la finalidad de ser utilizados en la remocion de
contaminantes presentes en suelos expuestos a concentraciones toxicas de diésel BS (Moreno et

al. 2004).

VI



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad degradacion de diésel BS por hongos de suelos contaminados con

hidrocarburos.
Objetivos Especificos
1. Aislar hongos de suelos contaminados con hidrocarburos

2. Seleccionar cepas de hongos con mayor crecimiento radial y tolerancia en agar

suplementado a diferentes porcentajes de diésel B5
3. Identificar hasta género las cepas de hongos seleccionadas.

4. Determinar la eficiencia de degradacion de diésel BS por las cepas de hongos

seleccionadas en terrarios experimentales.
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HIPOTESIS

Las cepas de hongos aislados de suelos contaminados con hidrocarburos tienen efecto en

la degradacion de diésel BS.

VARIABLES
Variables Independientes:
e Efecto de las cepas de hongos.

Variable Dependiente:

e Porcentaje de degradacion de diésel BS.

e (Crecimiento radial

e Tolerancia de diésel B5
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Tabla 1

Operacionalizacién de variables

Porcentaje de

. Efecto de las Crecimiento Tolerancia al S,
Criterios cenas radial diésel BS degradacion de
P diésel BS
Tipo de Independiente  Dependiente Dependiente Dependiente
variable P P P P
Cualitativa Cuantitativa Cuantitativa Cuantitativa
Naturaleza . . . .
nominal continua continua continua
Nivel de . . , .
. ., Nominal razon razon razon
medicion
Diametro del ) ) _
- . Porcentaje de Diferencia de la
micelio en medio crecimiento concentracion
P taje d MMI ) ) ..
Indicador oreen aj.e, © . con radial en diésel Inicial y final TPH
degradacion diferentes
. respecto al (Total Petroleum
concentraciones de S
. medio sin diésel Hydrocarbons)
diésel
/kg d
Unidad de . Centimetros Porcentaje H.lg &
] porcentaje hidrocarburos
medida (cm) (%) .
residuales
Célculo derivado
. .. Cromatografia de
Cromatografia  Vernier de mediciones
Instrumento de gases milimetrada de crecimiento gases (GO),
s . método EPA 8015
radial
. . Quimica
Dimension | Biologica Fisiologica Fisiologica .
ambiental
Se mide el Se mide la
. . . Se calcula como: . :
Efecto de las  crecimiento radial ) diferencia entre
L, ) (Crec. en medio .
Definicion |cepasen la en medio ., concentracion
. .y condiésel/Crec. En . . .
operacional |degradacionde MMI con 0%, 5%, medio sin diésel) inicial y final de
diésel 10% y 15% £100 TPH después de
de diésel. 90 dias




1. MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes

Antecedentes Internacionales

Solis (2005) Aislo 240 cepas fungicas a partir de suelos contaminados y no contaminados
con hidrocarburos, muestreados a profundidades de 20 y 40 cm. Estas cepas fueron sembradas en
medio minimo mineral solido y liquido suplementados con petroleo al 1% en el que evaluaron su
crecimiento y peso micelial en 20 dias a una temperatura de 23 °C. Finalmente logr6 identificar
15 géneros de hongos siendo la mas abundante Penicillium (130 cepas), Absidia (32 cepas) y
Mortierella (29 cepas). De estos, se seleccionaron 3 cepas del género Penicillium Dd225y
Mortierella (Dd202 y Dd219). Estas cepas lograron degradar fracciones entre 2850 cm-1 y 1800
cm-1 pertenecientes a los alquinos, aldehidos y anhidridos y las frecuencias entre 1510-1 cm y

1000 cm-1 que pertenecen a los grupos aromaticos, alquilicos y alcanos.

Reyes (2013) demostré que la bioestimulacion mediante la adiciéon de nutrientes y
cascara de platano optimizo el desarrollo microbiano, logrando una eficiencia del 93 % en la
degradacion de diésel. Asimismo, se observd que los microorganismos nativos presentes en
suelos contaminados constituyen una alternativa eficaz para reducir la concentracion del

contaminante, siempre que su actividad metabolica sea adecuadamente estimulada.

Lee et al. (2014) investigaron el desempefio biotecnologico de 150 cepas de hongos de
pudricion blanca, evaluando su capacidad en la reaccion del acido galico, la decoloracion de
tintes, la produccion de enzimas ligninoliticas y la tolerancia a cuatro hidrocarburos

poliaroméaticos (HAP): fenantreno, antraceno, fluoranteno y pireno. De estas cepas, seis
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presentaron una alta capacidad oxidativa frente al acido galico y fueron seleccionadas para
pruebas de degradacion, en las cuales lograron degradar tanto los cuatro HAP individuales como
en mezclas. Por otro lado, las cepas seleccionadas mediante pruebas de tolerancia también
degradaron HAP, aunque con porcentajes menores en comparacion con las pruebas de acido
galico. Esto sugiere que la prueba de reaccién con acido gélico puede ser utilizada como un
criterio de seleccion para hongos con capacidad degradadora de HAP. Ademas, se demostré que
Peniophora incarnata KUC8836 y Phlebia brevispora KUC9033 degradaron significativamente
los cuatro hidrocarburos poliaromaticos, destacandose como posibles candidatas para la

biorremediacion de compuestos xenobidticos en el ambiente.

Maddela et al. (2015) aislaron hongos filamentosos a partir de suelos contaminados con
petroleo en Ecuador, identificando cepas pertenecientes al género Geomyces. La eficiencia
degradativa de estas cepas fue evaluada mediante un ensayo in vitro durante un periodo de
treinta dias, utilizando medio selectivo y microcosmos de suelo. Los resultados mostraron
porcentajes de degradacion del 77.3 % y 79.9 % para diésel, y del 43.4 % y 24.0 % para petroleo
crudo, correspondientes a las cepas 1 y 2, respectivamente. Ademads, se evalu6 un consorcio
conformado por ambas cepas, que logré una degradacion del 79.9 % del petréleo crudo en el
mismo periodo. Estas cepas se consideran potenciales candidatas para la recuperacion de suelos

contaminados con hidrocarburos.

Simister et al. (2015), aislaron tres especies de hongos pertenecientes al género
Ascomycota a partir de arena contaminada con petroleo, en medio de cuarzo aceitado a 20 °C,

30°C y 40 °C. El proceso de degradacion de petroleo no estuvo relacionado con las especies de
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hongos o la temperatura y todos fueron capaces de degradar compuestos derivados de petroleo, asi
también los de cadena corta alcanos Cig en un porcentaje de 90-99%, cadena larga de alcanos
Ci19-C36 con un porcentaje de 7 — 87%, pristano (89 a 98%), fitano (70 a 91%) e Hidrocarburos
poliaromaticos en un porcentaje de (42-84%). Asi también no encontraron diferencia
significativa a ciertas temperaturas vs las especies, sin embargo podrian existir otros factores
ambientales, como el porcentaje de nutrientes, siendo indispensable para el desarrollo de los
hongos y puedan tener un impacto significativo en la degradacion de aceite y en general la

capacidad de prosperar y degradar el petroleo en diferentes entornos.

Garcia et al. (2017) Lograron aislar e identificar 9 cepas fungicas, siendo Alternaria sp.,
Aspergillus fumigatum, Aspergillus flavus, Aspergillu terreus, Aspergillus niger, Aspergillus
versicolor, Penicillium sp, Phoma sp. y Rhizopus sp. , estos fueron sometidos a ensayos de
tolerancia siendo, Aspergillus niger el que obtuvo un mejor desarrollo en medio Sabouraud
suplementado con aceite dielectrico usado al 20 % por un periodo de 72 horas a temperatura
ambiente y 200 ppm de bifenilos policlorados (PCBs) en caldo extracto de malta durante 30 dias a

25-30°C.

Vasquez et al. (2017) Lograron aislar a partir de suelos contaminados de la ex refineria
18 de marzo, cuatro cepas de hongos pertenecientes a los géneros de Penicillium, Fusarium y
Aspergillus, estos presentaron capacidad hidrocarbonoclasta al demostrar su desarrollo en medio
mineral suplementado con queroseno al 4%, asi también obtuvieron un porcentaje de

degradabilidad del 70.5 %; 50.83 %; 50.83 % y 73.5 % por parte de las cepas H1, H2, H4 y H9
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respectivamente, perteneciendo estas dos Ultimas al género de Aspergillus, la evaluacion se

realiz6 por un periodo de 120 horas y una temperatura de 30 °C.

Chaparro (2019) aislé 19 cepas de hongos pertenecientes a los géneros Rhodotorula sp.,
Phialophora sp., Penicillium sp., Mucor sp., Chaetomium sp., Botrytis sp., Aspergillus sp. y
Acremonium sp., a partir de fibras vegetales contaminadas por petroleo. Estas fibras presentaban
un crecimiento visible de hongos. Las cepas fueron expuestas a concentraciones crecientes de
petroleo (1 %, 2 %, 5 %, 10 % y 15 %) para evaluar su tolerancia. El género Aspergillus mostré

el mejor desarrollo, con crecimiento sostenido incluso a la concentracion del 15 % de petroleo.

Garcia-Hernandez et al. (2020) analizaron la capacidad de los hongos de podredumbre
blanca para degradar contaminantes aromaticos mediante una revision documental.
Determinaron que su sistema enzimdatico exocelular (lacasas y peroxidasas) degrada
eficientemente compuestos complejos como hidrocarburos y plaguicidas. Concluyeron que estos

organismos son clave para la biorremediacion ambiental.

Di Clemente (2021) Demostraron que, Coriolopsis rigida LPSC 232 y Grammothele
subargentea LPSC 436, tienen la capacidad para tolerar hidrocarburos poliaromaticos bajo
ciertas condiciones, incluyendo los materiales complejos del Barro fondo de pileta, estos hongos
bajo ciertas condiciones y en presencia de hidrocarburos especificos, alteran los procesos de
sintesis de acidos grasos y glucolisis asi como la remocion y/o mineralizacion de compuestos
toxicos, asi también indicaron que el tratamiento de bioaumentacion con C.rigida LPSC 232y G.
subargentea LPSC 436 promueve la biodisponibilidad de nutrientes y contaminantes a la

microbiota nativa a través del micelio fungico.
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Nurshafiqah, Nabila, Ahmad y Nur (2023) aislaron e identificaron cuatro cepas de
hongos a partir de suelos contaminados con hidrocarburos: Aspergillus sydowii, Aspergillus
westerdijkiae, Curvularia lunata y Chaetomium globosum. Mediante ensayos con el indicador
2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP), demostraron la capacidad de estas cepas para utilizar y

degradar hidrocarburos en un periodo de 48 a 72 horas.
Antecedentes Nacionales.

Contreras (2017) aislo 221 cepas de hongos filamentosos en agar Bushnell Haas
suplementado con petréleo al 1 %, identificando 15 géneros como: (Cunninghamella, 12,6%,
Aspergillus 11,3 %, Penicillum y Paecilomyces 10,8 %, Alternaria, Rhizopus, Syncephalastrum,
Periconia, Fusarium, Monila, Cladosporium y Bipolaris 2,2%). Todos estos géneros a excepcion
de Helminthosporium demostraron ser hidrocarbonoclasticos ya que en los ensayos presentaron
valores altos de biomasa que oscilan entre 1,78 a 1,95 gr. Los suelos tratados con Aspergillus sp.
HP-031 tuvieron una eficiencia del 73% en la degradacion de hidrocarburos totales de petrdleo a

los 3 meses de iniciado el experimento.

Ugaz (2018) logré aislar 110 microorganismos, el 56.36% fueron bacterias en medio
Tripticasa Soya TSA y el 43.63% fueron hongos en agar papa dextrosa PDA. 77
microorganismos demostraron capacidad hidrocarbonoclasticos, siendo el 62.33% bacterias y
37.66 hongos, ademas, son productores de surfactantes. El rendimiento de surfactante en funcion
a la biomasa de Pseudmona sp. 6. Fue del 83 % lo que indica ser potencial para biorremediar

ambientes danados con petroleo.
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Cerna (2018) demostré que los suelos tratados con Penicillium janthinellum a una
concentracion de 40%, 0% y 10% logré obtener una disminucion de hidrocarburos totales de

etréleo a razén de 25%, 23% y 19% respectivamente en un periodo de 35 dias.
p

Leon, et al. (2020 lograron aislar Aspergillus niger a partir de suelos contaminados con
petroleo. El diseno experimental consistid en el uso de suelo estéril franco- arenoso es cual fue
contaminado con 180 mg de hexadecano (HXD)/g de suelo y las esporas de Aspergillus niger las
cuales fueron inmovilizadas en alginato de calcio, este ensayo fue realizado a temperatura
ambiente de 30 °C+/- 2 °C por 12 dias y las intensidades de corriente eléctrica usada fue de 5
mA, 10 mA y 15mA. Demostrando que la intensidad de corriente éptima para la disminucion de
hexadecano por esporas de Aspergillus niger inmovilizado en alginato de calcio es de 10 mA,

siendo la electrobiodegradacion hasta un 99,83 % de hexadecano.

Fernandez (2021) logr6 aislar e identificar Trichoderma sp. a partir de tiraderos de
desechos de petroleo. Esta cepa fue sometida a diferentes concentraciones de petréleo al 2, 4,
6%, obteniendo un mayor crecimiento a la concentracion del 4% de petrdleo crudo. En el ensayo
de biorremocion de petroleo crudo, Trichoderma sp removio6 hasta un 87.50 % de petroleo crudo
al 4 % en un medio liquido. En el bioensayo con Daphnia pulex demostré que en una dosis letal
media de 0,1%, mostrando que el crudo de petréleo es muy toxico incluso en concentraciones

bajas.
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1.2. Marco Conceptual

1.2.1. Hidrocarburos.

Los hidrocarburos son la fuente principal de energia para las actividades industriales,
comerciales y domésticas. Estan formados en su estructura por 4&tomos de hidrogeno y carbono,
ademas en minimas proporciones de elementos como: oxigeno, trazas de metales, azufre y
nitrogeno formando cadenas cortas, largas o ciclicas en su estructura, este recurso finito se ha
formado a través de miles de afios por los procesos de descomposicion de restos organicos,
encontrandose depositado bajo la superficie terrestre y fondos marinos, en las formas de crudo,

gas o petroleo (Ministerio de Energia y Minas, 2015).

Los hidrocarburos se clasifican en aromaticos y alifaticos. Los alifaticos presentan
cadenas de alcanos alquenos, alquinos y cicloalifaticos. También se presentan hidrocarburos no
saturados (aromaticos). La insolubilidad de los alcanos en agua se debe a su baja polaridad
(Chang & Overby, 2021). Asi también se presentan hidrocarburos mono aromaticos que poseen
un anillo bencénico, dialquilados, benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX), los
diaromaticos que presentan por lo menos dos anillos bencénicos y poliaromaticos formados por
mas de dos anillos bencénicos; también se encuentran hidrocarburos aromaticos que contienen
anillos heterociclicos con nitrogeno denominados carbazoles o azufre (tiofenos, dibenzotiofenos)

(Vidias, 2005).

En la industria petrolera la actividad principal es el procesamiento o refinacion de los
hidrocarburos (petrdleo crudo o LGN) para ser transformados en productos comerciales derivado

como el gas licuado de petréleo GLP, gasolinas, combustible pesado, gasoleo diésel, etc. El
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proceso de refinacion consiste en separar mediante calor los diversos hidrocarburos
posteriormente son mezclados con componentes para otorgarles especificaciones técnicas
exigidas por el pais para finalmente ser comercializados (Tamayo et al., 2015). Este proceso
ocurre en las torres de destilacion, donde los liquidos y los vapores son separados en fracciones
de acuerdo al peso molecular y temperatura de ebullicion. Dentro de las fracciones ligeras, se
tienen a las gasolinas y gas licuado de petréleo, vaporizan y suben hasta la parte superior de la
torre y finalmente condensan. Las fracciones medias, como el kerosene y el diésel, se quedan en
la parte media, los liquidos pesados y gasoleos ligeros primarios, son separadas mas abajo,

mientras que los més pesados se quedan en el fondo (Zarate, 2014)
1.2.2. Diesel.

El diésel es un derivado del petréleo clasificado dentro de la fraccion media, ya que esta
compuesto por hidrocarburos con cadenas de entre 10 y 22 atomos de carbono (Cio a Cx),
presentando un punto de ebullicién y un peso especifico mas altos que los de la gasolina. En su
estructura contiene elementos como azufre (400 ppm), compuestos aromaticos (8% p/p) y

compuestos saturados (33% m/m) (Vidias, 2005).

Segun la U.S. Energy Information Administration, el diésel BS se define como un
combustible compuesto por destilados y aceite residual utilizado para la automocion. Debido a su
impacto ambiental, desde el afo 2010 y mediante la R.M. N° 139-2012-MEM/DM, se prohibio
la comercializacion de diésel BS con concentraciones superiores a 50 ppm de azufre en regiones

como El Callao, Lima, Cusco, Arequipa, Madre de Dios y Puno (Tamayo et al., 2015).

17



Asimismo, el azufre presente en el diésel se convierte en 6xidos de azufre durante los
procesos de combustion, los cuales al entrar en contacto con la humedad del aire se transforman
en acido sulfarico. Sumado a la liberacion de 6xidos nitrosos debido al nitrégeno, estos gases son

los principales causantes del fenomeno de la “lluvia acida” (Zarate, 2014).

En el Pert, hasta marzo del 2024 el combustible diésel fue de mayor uso, alrededor de
60.96 % del total de combustibles empleados en las diversas actividades econdmicas
(Osinergmin 2024). El uso de este combustible es de gran importancia en el sector transporte,
minero e industrial. Asimismo, cabe sefalar que los motores que utilizan diésel tienen mayor
eficiencia en comparaciéon con los motores que usan gasolina como carburante, ya que
aprovechan el 35% de la energia liberada por combustion, a diferencia de los motores a gasolina

que no superan el 25% de aprovechamiento (Ron, 2012).
1.2.3. Contaminacion Ambiental por Hidrocarburos.

Las refinerias de petroleo a nivel mundial extraen derivados que son producidos y
transportados para ser usados en diferentes actividades: industriales, comerciales y domésticas.
Inevitablemente durante el proceso de extraccion y comercializacion se generan derrames de
petroleo que contaminan el suelo, afectando a la biodiversidad en el ambiente pese a los cuidados
que se tienen. En el Pert no se cuenta con informacion estadistica sobre los accidentes, extension
y ubicacion exacta de las areas impactadas (Buendia, 2012). Las afecciones que causa a nivel de
suelo son: variabilidad en la estructura y bioprocesos que genera disminucion de la biodiversidad
debido a que el petroleo presenta compuestos toxicos que afectan a animales, humanos y plantas.

Asi también, en las poblaciones de microorganismos que son parte esencial en los procesos
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biogeoquimicos edaficos y en los humanos promueve enfermedades carcinogénicas y

teratogénicas (Mastrandea et al., 2005).

Un suelo contaminado es aquel cuyas caracteristicas biologicas, fisicas y quimicas han
sido impactadas negativamente por la polucién antropogénica, en concentraciones tales que
representan riesgos para el ser humano y su entorno (Mastrandea et al., 2005). Los suelos
contaminados con hidrocarburos y derivados no son aptos para el desarrollo agricola o de
urbanizacion, siendo asi que, compromete también las napas freaticas imposibilitando el uso de
este recurso para el consumo humano. Es por ello que es importante la recuperacion y
tratamiento de suelos contaminados. El principal efecto negativo que representa es que impide la
aireacion de los poros del suelo, lo que conlleva a la alteracion de los procesos fisico quimicos,
evaporacion y filtracion acuosa; todo esto dependiendo del tipo de hidrocarburo vertido, ademas
de los factores ambientales como: humedad, temperatura, y textura del suelo; de lo cual

dependeri el tiempo de recuperacion y la toxicidad a largo plazo (Benavides et al 2006).
1.2.4. Degradacion de Hidrocarburos por Hongos

Los hongos se caracterizan por carecer del pigmento de la clorofila, tallos, hojas y raices,
la pared celular estd compuesta de glucanos y quitina, son saprofitos, heterotroficos y parasitos,
forman micelios para conectar los nutrientes presentes en el suelo; también, son importante en el
ciclo del N y C; ademds son descomponedores de materia organica y residuos de dificil

degradacion, segun (Micologia: Microbiologia Ambiental, 2017)
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La degradacion de compuestos toxicos por microorganismos es una alternativa biologica
para la eliminacion de los hidrocarburos poliaromaticos en ambientes terrestres y acuaticos,

siendo el principal proceso de descontaminacion natural (Vifias, 2005).

La eliminacion de sustancias se realiza principalmente por procesos enzimaticos que
forman parte de las rutas metabolicas de los microorganismos. Este proceso es rentable,
ecolodgico y eficiente en comparacion con tratamientos fisico-quimicos convencionales. Los
hidrocarburos simples (Ci-Cis), alcoholes, fenoles, acidos, aminas, amidas, etc se biodegradan
con mayor facilidad. A diferencia de los bifenilos policlorados (PCB), los colorantes, pesticidas y
los  hidrocarburos  aromaticos policiclicos (HAP) son sustancias recalcitrantes

(Cota-Ruiz et al., 2018).

Las reacciones iniciales del metabolismo aerobico de los Hidrocarburos poliaromaticos, es
caracteristico de los hongos la incorporacion de un atomo de oxigeno mediante una
monooxigenasa que contiene el citocromo P-450, y la transfromacion a trans-dihidrodioles. En
este proceso de transformacion se forman metabolitos mas solubles, para su posterior eliminacion
(proceso de detoxificacion). Los hongos lignoliticos pueden degradar Hidrocarburos

poliaromaticos mediante las enzimas como la lignina (Viias, 2005).

Los hongos, son capaces de mineralizar los hidrocarburos de petroleo para obtener
compuestos mas simples como agua y diéxido de carbono; es por ello que son utiles para
tratamientos de descontaminacién o remocidon de contaminantes. “Estos organismos presentan:
un complejo enzimdtico que participan en el proceso degradativo, como las peroxidasas

dependiente de Manganeso (MnP); lignina peroxidasa (LiP), una fenoloxidasa que contiene
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principalmente cobre, lacasa y otras oxidasas como las superoxidodismutasa y la glioxal
oxidasa. La alta capacidad oxidante de estas enzimas le confiere la capacidad de degradar
variedad de compuestos organicos polinucleares y compuestos xenobidticos ; por ejemplo:
pesticidas, hidrocarburos aromaticos (fenantreno,pireno y benzo-pireno), compuestos organicos
clorados (cloroanilinas, bifenilospoliclorados , pentaclorofenoles,) azocolorantes, entre otros”
(De Lorenzo, V. 1994, Minowa, T.S., Yokoyama, T., Okakura, 1995, Bezalel, L.Y., Hadar, C.

E., Cerniglia 1996 citado por Araujo, et al 2016).

“Los hongos lignoliticos inicia su degradacion con la accioén del sistema hidrolitico el
cual transforma macromoléculas por accion de las hidrolasas producidas, seguidamente el
sistema oxidativo lignolitico, responsable de la degradacion de varios contaminantes, entre ellos
los Hidrocarburos poliaromaticos (HPA). La estructura irregular de la molécula de lignina hace
posible la degradacion de compuestos, debido a su produccion de enzimas con baja especificidad
de sustrato” (Rubilar O, Diez M, GianfredaL 2008 y Sanchez C 2009, citado por Petit A. et al

2013).

Ciertos hongos son capaces de transformar materiales contaminantes como el petroleo en
productos inocuos como son los géneros de Aspergillius, Penicillium, Acremonium, Botrytis,
Chaetomium, Mucor, Mortierella, Cladosporium, Trichoderma, Fusarium, Rhodotorula, entre
otros. Estos son de importancia para los procesos de recuperacion de areas degradadas o pasivos

ambientales (Chaparro 2019).
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1.2.5. Género Trichoderma

1.2.5.1. Taxonomia y caracteristicas generales

En 1794, Persoon describi6 el género Trichoderma hasta el momento atn se profundiza en
este aspecto, por otro lado el portal de Index Fungorum (2017) citado por Hernandez, Arias,
Rosique y Pacheco en el (2018) presenta la taxonomia del genero Trichoderma de la siguiente

forma.
Reino: Fungi

Division: Ascomycota.

Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocraceae

Género: Trichoderma

El género Trichoderma agrupa hongos filamentosos que se encuentran comunmente en
suelos y materia organica en descomposicion. Son conocidos por su rapido crecimiento y alta
esporulacion, que les permite colonizar y adaptarse a diversos ambientes. El rango de
temperatura Optima de desarrollo se encuentra entre 25 y 30 °C. El rango de pH favorable para su
crecimiento estd entre 5.0 y 7.0, y una humedad relativa alta entre (40 - 90%) facilita su

desarrollo (Cavalcante et al., 2025; Moran-Diez et al., 2020).
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1.2.5.2. Morfologia Macroscopica y microscopica

En condiciones de laboratorio, Trichoderma forma colonias de crecimiento en medios
como PDA (Papa Dextrosa Agar), alcanza una longitud de entre 7.0 y 8.5 cm en 3 a 5 dias. Las
colonias tienen un color verde intenso o verde oscuro conforme avanza la esporulacion

(Thokala et al., 2021).

Microscopicamente, sus conidioforos son ramificados irregularmente, con algunas ramas
dispuestas en verticilos. Las fialidas varian de forma: en algunas especies pueden ser
ampuliformes (forma de botella), mientras que en otras son laginiformes o subuladas. Las
conidias, que son los esporos asexuales, pueden ser subglobosas, obovoides o elipsoidales, con
una superficie lisa, midiendo entre 2.5 y 3.0 um de largo. Ademas, muchas especies producen
clamidosporas de forma globosa, terminales o intercalares, de entre 4.0 y 8.0 um de didmetro, lo
que les permite resistir condiciones ambientales desfavorables

(Thokala et al., 2021; Zhang et al., 2022).
1.2.5.3. Caracteristicas fisiologicas.

Desde el punto de vista fisiologico, Trichoderma es un hongo aerobio facultativo que
obtiene energia principalmente por respiracion aerdbica. Ademads, emplea mecanismos como el
micoparasitismo, la antibiosis y la competencia por nutrientes, lo que lo convierte en un agente
efectivo para el control bioldgico y la biorremediacion (Infante et al., 2009; Moran-Diez et al.,

2020).
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1.2.5.4. Metabolismo energético y biosintesis de compuestos bioactivos

En este contexto, resulta fundamental comprender las rutas metabolicas que sustentan su
desarrollo y capacidad adaptativa. El género Trichoderma presenta rutas metabdlicas primarias
bien organizadas, que comprenden procesos anabolicos y catabdlicos fundamentales para su
desarrollo y adaptacion ecoldgica. Durante la fase de crecimiento activo, predominan las rutas
anabolicas, responsables de la sintesis de metabolitos primarios como aminodcidos, acidos
nucleicos, lipidos y polisacaridos, indispensables para la construcciéon y mantenimiento de las
estructuras celulares (Chen et al., 2018). Paralelamente, se activan rutas catabdlicas, como la
glucolisis, en la que la glucosa se convierte en piruvato y posteriormente en acetil-CoA, el cual
ingresa al ciclo de Krebs. Este proceso genera NADH y FADH., que alimentan la cadena de
transporte electronico mitocondrial, permitiendo la sintesis eficiente de ATP mediante

fosforilacion oxidativa (Moran-Diez et al., 2020).

Ademas, este hongo exhibe una notable versatilidad en el uso de fuentes de carbono.
Algunas cepas estan adaptadas a la degradacion de polisacaridos complejos como la celulosa,
mientras que otras utilizan de forma mas eficiente azticares simples, en funcion de su ecologia y el
entorno en el que se desarrollan (Moran-Diez et al., 2020). Bajo condiciones de estrés o
competencia, Trichoderma puede activar vias fermentativas y el metabolismo secundario,
generando compuestos bioactivos derivados de rutas como la de los policétidos o terpenos. Entre
estos metabolitos destacan las alamethicinas, el harzianolide, el harzianopyridone y el acido
koningic, los cuales poseen propiedades antifungicas, antibacterianas y promotoras del

crecimiento vegetal (Guzman-Guzman et al., 2025).
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1.2.5.5. Aplicacion en biorremediacion de suelos contaminados

Diversas especies del género Trichoderma han mostrado capacidad para degradar
hidrocarburos saturados y aromaticos, incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs)
como fenantreno, pireno y benzo[a]pireno. Por ejemplo, cepas como T. asperellum H15
presentan tolerancia a compuestos de bajo y alto peso molecular, utilizando enzimas como
lacasa, peroxidasa y catecol 1,2-dioxigenasa para romper estructuras aromaticas complejas
(Zafra et al., 2015). Ademas, se ha reportado que Trichoderma contribuye a la biorremediacion
de suelos contaminados con petroleo mediante la produccion de enzimas oxidativas
extracelulares, como polifenoloxidasa y lignina peroxidasa, facilitando la degradacién de

contaminantes organicos (Argumedo-Delira et al., 2009).

1.2.6. Género Mortierella

1.2.6.1. Taxonomia y caracteristicas generales

El género Mortierella agrupa hongos filamentosos, saprofitos descomponedores de
materia organica. Tradicionalmente ha sido clasificado dentro del filo Zygomycota, sin embargo
estudios filogenéticos recientes han reubicado al género dentro de un grupo mas especifico, cabe
senalar que esta clasificacion se basa en el analisis molecular multigénico (Hoffmann, Voigt, &
Kirk, 2011; Voigt et al., 2013). Ademas, este género agrupa mas de 85 especies descritas, aunque

estudios moleculares sugieren que la diversidad podria ser mayor (Voigt et al., 2013).
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Reino: Fungi

Phylum: Mortierellomycota

Subfilo: Mortierellomycotina

Orden: Mortierellales

Familia; Mortierellaceae

Género: Mortierella

1.2.6.2. Morfologia Macroscépica y microscopica

En condiciones de laboratorio, Mortierella inicialmente forma colonias de crecimiento
blancas, posteriormente se tornan grisdceas a amarillentas. Su textura es algodonosa o
aterciopelada, con reverso blanco o amarillento. Crecen a temperaturas entre 20-28 °C vy, por lo

general (Mares Ponce de Leon et al., 2018).

Este género presenta hifas hialinas, mayormente sin septos en etapas jovenes y con
septacion irregular en maduras. Los esporangioéforos son erectos, simples y se estrechan hacia el
apice. Los esporangios terminales son globosos, multisporados y sin columela. Las
esporangiosporas son hialinas y ovaladas. Algunas especies forman clamiddsporas y
ocasionalmente zigosporas (Mares-Ponce de Leon et al., 2018; Wagner et al., 2013; Watanabe,

2010)
1.2.6.3. Metabolismo

Muchas especies pertenecientes al género Mortierella destaca por su capacidad de

producir acidos grasos poliinsaturados, mediante la conversion de azucares y fuentes de carbono
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en lipidos, bajo diferentes condiciones de fermentacion (Rayaroth et al., 2016). En la misma
linea, se ha reportado que algunas especies de Mortierella acumulan acidos araquiddnico,
gamma-linolénico, eicosapentaenoico y docosahexaenoico en el micelio
(Dedyukhina et al., 2014), compuestos que estan involucrados en la induccion de resistencia a

fitopatdgenos en plantas de importancia agricola (Zlotek and Wojcik, 2014).
1.2.6.4. Aplicacion en biorremediacion de suelos contaminados

El género Mortierella es conocido principalmnete por la produccion de lipidos, sin
embargo, tiene potencial en procesos de biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos. En Nigeria, la cepa Mortierella sp. B1002F, aislada de suelos con residuos
petroleros, utilizé el crudo como tnica fuente de carbono, creciendo en medio mineral minimo a
pH 5 y 28 °C, con maximo crecimiento a los 14 dias cuando se afiadié una fuente de nitrogeno
organico (Okougbo, De, & Bello, 2015; 2016). Asimismo, Mortierella ha sido identificada como
un componente activo dentro de las comunidades microbianas en suelos afectados por diésel y
biodiésel, contribuyendo a las etapas iniciales de la descomposicion de hidrocarburos, alcanzando
tasas de mineralizaciéon mayores al 48 % .Aunque no es el género predominante en procesos de
biorremediacion, su capacidad de tolerar en ambientes contaminados y su metabolismo adaptable

lo convierten en un candidato importante para investigaciones futuras (Mihdsan et al., 2020).

1.2.7. Género Fusarium

1.2.7.1. Taxonomia y caracteristicas generales.

En 1809, Link describi6 por pimera vez a Fusarium bajo el nombre Fusisporium. Tiempo

después, Wollenweber y Reinking refinaron la clasificacion segun sus caracteristicas orfologicas
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(Nelson et al., 1994). Actualmente se reconocen mas de 300 especies, sin embargo, existe un
namero de especies, que no pueden ser distinguidas por sus caracteres morfoldgicos, por ello se
estan realizando identificacion por métodos moleculares moleculares
(O'Donell, 1996). Segin Hoong et al. (2000) y Leslie and Summerell (2006), la clasifiacion de

Fusarium se ubica en:
Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

1.2.7.2. Morfologia Macroscopica y microscopica

Las especies del género Fusarium presentan colonias de textura algodonosa o lanosa, con
una variedad de colores, que varian entre rosado, blanco, marrén, purpura, amarillo o anaranjado,

dependiendo de la cepa y las condiciones ambientales del cultivo (Amuzu et al., 2024).

Microscopicamente, el género Fusarium se caracteriza por la presencia de macroconidios
hialinos, multicelulares con 3 a 5 septos, alargados y curvados de forma de medialuna. Ademas
tienen células apicales puntiagudas y basales en forma de pie, lo cual es un rasgo distintivo del
género. Ademas, muchas especies producen también microconidios unicelulares o con un solo

septo, son mas pequefios y pueden agruparse en falsas cadenas. Las clamidosporas poseen una
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doble pared gruesa, lisa o rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo. Las hifas son hialinas,

septadas y ramificadas (Jacquat et al., 2025).
1.2.7.3. Caracteristicas Fisiologicas

Las especies del género de Fusarium tienen una fisiologia adaptable. El rango de
temperatura optimo para su desarrollo esta entre 25 a 30 °C. El pH 6ptimo tiende a ser neutro o
ligeramente acido. Las fuentes de carbono (glucosa, celulosa, almidon) y de nitrogeno (nitratos,
aminoacidos) influyen en su tasa de crecimiento y en la produccion de toxinas

(Amuzu et al., 2024).

Ademads, se ha observado que factores epigenéticos regulan el comportamiento
fisiologico del hongo. La eliminacion del gen que codifica FvHP1 en F. verticillioides result6 en
la disminucion de la virulencia, menor produccion de toxinas y un crecimiento alterado, lo que
evidencia el papel de la regulacion génica epigenética en la fisiologia de este hongo

(Jacquat et al. 2025).
1.2.7.4. Metabolismo y metabolitos secundarios

Las especies de Fusarium son ampliamente conocidas por su capacidad de producir
metabolitos secundarios, incluyendo gran variedad de micotoxinas, muchas de las cuales tienen
efectos adversos en animales, humanos y plantas. Entre ellas destacan las fumonisinas,
tricotecenos, zearalenona, acido fusarico, beauvericina, entre otras. Ademas estas sustancias

cumplen funciones en la patogenicidad y la competencia ecoldgica (Amuzu et al., 2024).
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Fueron reportados més de 270 metabolitos secundarios identificados en al menos 21
especies de Fusarium, entre los cuales se encontraron compuestos nitrogenados, poliquétidos,
terpenoides, esteroides y compuestos fenolicos. Estos metabolitos presentan diversas actividades
bioldgicas como antifingica, antibacteriana, citotoxica, antiinflamatoria y fitotdxica

(Amuzu et al., 2024).

En cuanto a la regulacion del metabolismo secundario, se demostré que Fusarium
verticillioides posee una proteina epigenética denominada FVHP1 (proteina de heterocromatina
1) que influye directamente en la biosintesis de la fumonisina B1, un potente micotéxico, ademas

de afectar el crecimiento micelial y la virulencia del hongo (Jacquat et al. 2025).
1.2.7.5. Aplicacion en biorremediacion de suelos contaminados

El género Fusarium, conocido por su diversidad metabdlica y adaptabilidad ambiental, ha
demostrado un potencial significativo en la biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Su capacidad de producir biosurfactantes (compuestos que
facilitan la solubilizacion y emulsificacion de los hidrocarburos), aumentan su biodisponibilidad

y degradacion Jacquat et al. (2025).

Fusarium sp. F092 ha demostrado degradar hasta un 98 % de hidrocarburos alifaticos de
cadena larga en condiciones de alta salinidad, lo que lo hace util para ambientes costeros o
marinos contaminados (Hidayat & Tachibana, 2012). Por otro lado, Fusarium equiseti ha sido
identificado como un degradador eficiente de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs),
especialmente aquellos de bajo peso molecular, alcanzando reducciones superiores al 90 % en

condiciones de laboratorio (Sharma et al., 2023), entre otros.
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1.2.8. Género Chaetomium

1.2.8.1. Taxonomia y caracteristicas generales.

Kunze en 1817 describio al género Chaetomium estableciéndose como un grupo de
hongos ampliamente distribuidos. En la actualidad se han descrito mas de 400 especies, sin
embargo 273 especies se consideran aceptadas segin el Index Fungorum Partnership (2019)

(Wang et al., 2019) Segun Ericksson, 2002) clasifica el género de Chaectomium en los siguiente.

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Sordariales
Familia: Chaetomiaceae

Género: Chaetomium

1.2.8.2. Morfologia Macroscopica y microscopica

Las colonias del género Chaetomium presentan un crecimiento rapido, aunque en medios
Agar Extracto de Malta (MEA) pueden alcanzar cerca de 40 mm en 10 dias. Su textura es
algodonosa o lanosa, el color de la colonia varia entre pardo, oliva o gris, siendo capaz de

producir exudados o pigmentos, generalmente carecen de olor (Von Arx et al., 1986).

Microscopicamente este género Chaetomium se caracteriza por la presencia de ascomas
(peritecios) de color oscuro. Las formas de los ascomas son muy variadas, incluyendo estructuras

globosas, subglobosas, piriformes, ovoides, obovoides, ampliamente elipsoidales o ampuliformes
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(Von Arx et al., 1986 Los ascomas estdn cubiertos por pelos peridiales o setas distintivas
(extensiones hifales especializadas) que varian en forma (rectos, curvados, ondulados,
espiralados, ramificados, etc.), lo cual es una caracteristica importante para la diferenciacion de
especies (Rodriguez, 2002). Las ascosporas son unicelulares, son incoloras cuando son jévenes a

marron o gris olivaceo al madurar. Son translucidas y presentan uno o dos poros germinativos.

Las ascosporas no presentan ornamentaciones y se liberan pasivamente en forma de masas

negruzcas amorfas (Von Arx et al., 1986).
1.2.8.3. Caracteristicas fisiologicas.

El género Chaetomium es reconocido como un hongo aerobio sapréfito, con una gran
capacidad de desarrollarse en ambientes ricos en celulosa y materiales organicos (Wang et al.,
2019; Wang et al., 2016). Su estrategia fisiologica clave para la descomposicion de estructuras
complejas como la lignina, se basa en la secrecion de un complejo enzimatico oxidorreductor
extracelular como lacasa, manganeso peroxidasa, xilenas y celulasas

(Longoni et al., 2012; Larrondo & Calvo, 1987).
1.2.8.4. Metabolitos secundarios

El género de Chaetomium ha generado interés significativo como fuente de compuestos
bioactivos multifacéticos, con mas de 500 metabolitos secundarios aislados que exhiben una

amplia gama de efectos bioactivos Dwibedi et al., (2023).

Las especies como C. globosum, C. cupreum, C. elatum, y C. indicum

(Dwibedi et al.,, 2023), generan compuestos aislados pertenecientes a diversas clases
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estructurales, siendo las principales las Chaetoglobosinas, las Epipolitiodioxopiperazinas,
(Dwibedi et al., 2023). Siendo de mayor relevancia las Chaetoglobosinas, que son micotoxinas
reconocidas por la elevada toxicidad y la actividad citotoxica que presentan
(Dwibedi et al., 2023). Se ha documentado mas de 100 metabolitos secundarios especificos con
propiedades bioactivas  significativas, como actividades Antitumoral y Citotoxica
(anticancerigena) (Wang et al., 2016; Dwibedi et al., 2023). actividad Antimalarica e Inhibitorias
de Enzimas (Dwibedi et al., 2023). Ademas exhibe potencial en biocontrol, con actividades

antifungicas, antibacterianas, antioxidantes y antiinflamatorias (Wang et al., 2016).
1.2.8.5. Aplicacion en biorremediacion de suelos contaminados

Especies del género Chaetomium han sido aisladas de muestras de petroleo crudo
adsorbido en fibras vegetales (Llerena & Mendoza, 2020), lo que confirma su presencia activa y
tolerancia en ambientes contaminados. Ademas, Chaetomium sp. es un hongo con potencial para
la  biorremediacion  de  ecosistemas afectados por derrames de  petrdleo

(Barrios San Martin, 2011).
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1. Area de Procedencia de la Muestra

Las muestras de suelos contaminados con hidrocarburos para el aislamiento de hongos
degradadores de diésel B5 fueron muestreados en dos talleres mecanicos del distrito de San
Sebastian, provincia de Cusco, departamento de Cusco, en las coordenadas UTM 8501944 N;
184643 E, a una altitud de 3275 msnm y UTM 8501946 N; 184643 E y una altitud de 3272

msnm. Los talleres mecanicos tienen un tiempo de funcionamiento de 5 afios a mas.

La muestra de suelo para los tratamientos experimentales, se obtuvo de un area de cultivo
en el distrito Maras, provincia de Urubamba, del departamento del Cusco, UTM 8523814 N,

808201 E, a una altitud de 3480 msnm.
2.2. Area de Procesamiento

EL trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio Ecologia y Medio Ambiente C- -

302 de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

2.3. Materiales

2.3.1. Muestra

e 2 kg de muestras de suelo contaminado con hidrocarburos procedente

de 2 talleres mecanicos, a 1 kg/ taller.

e 20 Kgde muestra de suelo procedente de area de cultivo de Maras.

2.3.2. Materiales de Campo.

e Bolsas plasticas de polietileno.
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2.3.3.

2.34.

GPS (Garmin 64 S).

Materiales de Laboratorio

Equipos

Termoémetro Digital de Suelo (Boeco).

Termo-higrometro (Boeco).

Balanza Analitica de precision (Explorer).

pH-metro (Schott).

Microscopio optico electronico (Leica).
Horno Pasteur (Binder).

Incubadora (Selecta).

Autoclave (Austester).

Materiales de vidrio

Placas Petri de 90 mm x 15 mm.

Probetas volumétricas de 100 ml.

Frascos de vidrio de 250 ml, 500 ml y 1000ml

Pipetas Sml, 10ml.

Viales de 50ml.

Reactivos y medios de cultivo.

Agar — Agar (Himedia).
Agar Extracto de Malta (Himedia)

Diésel BS.
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2.3.5.

2.3.6.

e Cloruro de calcio.

e Cloruro de potasio.

e Fosfato diacido de potasio.

e Sulfato de amonio.

e Sulfato de magnesio heptahidratado.
Materiales de bioseguridad

e Guantes quirdirgicos.

e Mascarilla.

¢ Guardapolvo

e Qorra.
Otros
e Algodon.

e Asas yagujas de siembra.
e Detergente.

e QGradillas.

e Alcohol.

e Lejia.

e Mechero Bunsen.

e Papel Kraft

e Bandejas.
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2.4. Metodologia.

2.4.1. Tipo de Investigacion

La investigacion es de tipo experimental, se evaluo la eficiencia de degradacion de diésel
B5 por cepas de hongos aislados de suelos contaminados con hidrocarburos a nivel de

laboratorio.
2.4.2. Enfoque
El trabajo a desarrollar en de cardcter cuantitativo, cualitativo y transversal.

2.4.3. Métodos y Fundamentos

2.4.3.1. Determinacion de los puntos de muestreo

Para la recoleccion de muestras de suelo se inicid con la determinacion de los puntos de
muestreo. Se seleccionaron dos (02) talleres mecanicos ubicados en el distrito de San Sebastian,
provincia del Cusco, debido a la actividad frecuente relacionada con el uso y derrame de
hidrocarburos. La eleccion de los puntos de muestreo se realizd mediante un enfoque no
probabilistico, priorizando zonas con evidencia visual de contaminacion, como manchas oscuras,
residuos oleosos visibles y areas de trabajo donde se realizan mantenimientos o reparaciones de

motores MINAM (2014).

Cada punto fue georreferenciado utilizando un dispositivo GPS Garmin, registrandose las
siguientes coordenadas: Taller 1 — Punto A: UTM 8501944 N; 184643 E, a una altitud de 3275

msnm. Y Taller 2 — Punto B: UTM 8501946 N; 184643 E, a una altitud de 3272 msnm.
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2.4.3.2. Obtencion de muestras de suelo de talleres mecanicos

Una vez establecidos los puntos de muestreo, se procedid a la recoleccion de las muestras
de suelo contaminado con hidrocarburos provenientes de talleres mecanicos. Antes de la
extraccion, se retiraron los residuos superficiales presentes en el area, tales como hojarasca,

papeles, plasticos, palos y otros materiales.

Posteriormente, en cada punto de muestreo se extrajeron aproximadamente 1000 g de
suelo a una profundidad de 15 cm, utilizando una paleta estéril para evitar contaminaciones
durante el procedimiento. Las muestras recolectadas fueron almacenadas en bolsas de
polipropileno de primer uso, debidamente etiquetadas, siguiendo los lineamientos establecidos
por el MINAM (2014). Luego, las muestras fueron trasladadas al laboratorio de la Facultad de
Biologia de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco en un cooler acondicionado
con gelpack, manteniéndose a una temperatura de 4 °C (EPA, 1996). Una vez en el laboratorio,
se realiz6 el proceso de homogenizacién mediante el método de cuarteo en cruz, con la finalidad
de obtener una submuestra representativa del material recolectado (INIA, 2009). Finalmente, a
partir de esta submuestra se separaron las fracciones necesarias para los procedimientos

posteriores.
2.4.3.3. Aislamiento de Hongos de suelos contaminados con hidrocarburos.
El aislamiento se llevo a cabo mediante el método se diluciones sucesivas o seriadas.

Para ello se tomaron 10 g de muestra de suelo, se colocaron en un frasco de 250 ml que
contenia 90 ml de agua destilada estéril. Seguidamente se agit6 en un vortex por 5 minutos para

obtener una mezcla homogénea y se realizaron diluciones seriadas hasta obtener la dilucion 107,
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Con ayuda de una pipeta estéril se extrajo 1 ml de muestra de cada dilucion, que se depositoé en
un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril y asi sucesivamente hasta llegar a la
dilucién 107, A partir de cada dilucién, se sembré 1 ml de muestra por triplicado en Placas Petri
con Agar Extracto de Malta (AEM) (HIMEDIA) adicionando ampicilina como antibiotico para
inhibir el crecimiento bacteriano. La mezcla se homogenizé manualmente hasta la solidificacion
del agar. Finalmente, las placas se incubaron a 25 °C por 3 a 5 dias, hasta detectar la formacion

de colonias fungicas, adaptado de (Solis, 2005 y Fernandez, 2021).

Figura 1
Esquema del procedimiento de diluciones seriadas para el aislamiento de

microorganismos a partir de suelo contaminado con hidrocarburos.
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2.4.3.4. Seleccion de las Cepas de Hongos con Mayor Crecimiento Radial y

Tolerancia a Diferentes Concentraciones de Diésel BS5.

Previo a la seleccion, las cepas aisladas y puras se sembraron en medio mineral

inorgénico (MMI) suplementado con diésel B5 al 2 % y se incubaron a 25 °C durante 14 dias.

Las cepas que se desarrollaron en este medio selectivo, considerandolas potencialmente

degradadoras de diésel B5 y fueron sometidas posteriormente a concentraciones mas altas de

diésel BS, para seleccionar a las cepas y evaluar el porcentaje de degradacion de diésel BS en

suelos (Baldrian & Gabriel, 1997, como se cit6 en Solis, 2005).

Para evaluar el crecimiento, se cuantifico la extension radial (cm) de las colonias
de las cepas tolerantes a diésel B5 al 5%, 10% y 15%. Para ello, se inocularon
fragmentos de micelio de 5 mm de didmetro de cada cultivo fresco en placas con
medio agar mineral inorganico suplementado con diésel BS y el control (MMI sin
diésel BS) por triplicado e incubados a una temperatura de 25°C. El diametro del
crecimiento de cada cepa de hongo se midié cada 24 horas durante 5 dias.

(Baldrian & Gabriel, 1997, como se citd en Solis, 2005; Fernandez, 2021).

Para evaluar la tolerancia de las cepas al diésel BS5, se empled un enfoque
escalonado, iniciando con MMI suplementado al 5% de diésel BS. Las cepas que
mostraron un crecimiento superior a 3 cm fueron transferidas secuencialmente a
medios MMI con concentraciones crecientes de 10% y 15% de diésel B5. En cada
etapa de suplementacion, se inocularon fragmentos de micelio de 5 mm de

diametro provenientes de cultivos frescos en placas de agar MMI suplementadas
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con diésel B5 y ampicilina, con el fin de inhibir el crecimiento bacteriano.
Paralelamente, cada cepa se sembrd por triplicado en placas de MMI sin diésel
BS5, utilizadas como control. Todas las placas fueron incubadas a 25 °C durante 5
dias, y el crecimiento de las colonias se registré peridodicamente (Ferndndez,
2021). La tolerancia se determind comparando los didmetros promedio de las
colonias en presencia y ausencia del hidrocarburo, segun la ecuacion sugerida por
Lee et al., 2014. Ademas, este proceso permite evaluar la capacidad adaptativa de
las cepas a concentraciones crecientes del contaminante, lo cual es importante para

su potencial uso en biorremediacion (Lee et al., 2014).

. diametro del crecimiento fungico
Toleeancia = [— — 1x 100%
Didmetro de crecimiento control

2.4.3.5. Identificacion de Cepas de Hongos hasta Género.

Las cepas de hongos que resultaron tolerantes al 10% de hidrocarburos tras las pruebas de
seleccion se caracterizaron mediante analisis macroscopicos y microscopicos. El analisis
macroscopico comprendié la evaluacion de las caracteristicas de crecimiento de la colonia en
medio de cultivo. Para ello, las cepas se cultivaron en agar extracto de malta a 25 °C durante 5
dias, determinandose el color, la textura y la forma de la colonia. El anélisis microscopico se
centrd en la morfologia y color de las células, el tipo de hifas, la presencia o ausencia de septos,
esporas y estructuras de fructificacion (conidiéforo o esporangio), siguiendo el manual de

identificaciéon de Watanabe (Watanabe, 2010).
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2.4.3.6. Determinacion de la Eficiencia de Degradacion de Diésel BS en terrarios
experimentales.

2.4.3.6.1. Pretratamiento del suelo

Para los tratamientos experimentales se empled suelo de labranza de textura franca
(16.6% arcilla, 33.3% limo, 50% arena) y pH 7.7, favorable para microorganismos (Informe 07,
Anexo 2). Dicho suelo se obtuvo mediante un muestreo aleatorio en un terreno de labranza de
100 m?, a una profundidad de 30 cm (MINAM, 2014). Se recolectaron 20 kg de suelo para los
tratamientos experimentales. Es importante mencionar que el terreno de origen no presentaba
antecedentes de contaminacion con hidrocarburos. Posteriormente, se eliminaron elementos
como piedras, restos vegetales y ramas. El suelo se secd y desagregd hasta obtener particulas de
aproximadamente 2 — 3.00 mm de didmetro. Este proceso favorecid un ambiente aerdbico y
asegur6 una distribucion homogénea del diésel BS, minimizando la formacion de agregados en
los tratamientos (Gomez et al., 2009). El suelo utilizado se esterilizo en autoclave a 121 °C y 1.5
kg/cm? de presion durante 4 horas (Goémez et al., 2009). La esterilidad se verifico afadiendo 5 g
de suelo suspendidos en una solucion salina estéril al 0.85 %, sembrando la suspension en agar
nutritivo y observando la presencia o ausencia de crecimiento del hongo a las 24 horas

(Escalante, 2002).

Posteriormente el suelo usado para los tratamientos, se contaminé con diésel B5 al 20%

del peso seco (Herndndez et al., 2014), el pH inicial del suelo contaminado fue de 8.072.
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2.4.3.6.2. Diseifio experimental.

Para evaluar la degradacion de diésel BS por cepas fungicas aisladas, se empled un
disefio completamente aleatorizado (DCA) de un solo factor. Este disefio, permitié evaluar el
efecto del factor cepas sobre la eficiencia de degradacion de diésel BS al comparar la capacidad

degradadora de cepas individuales frente a un consorcio y un control abidtico.

El factor cepas se evalud en cinco tratamientos (tres cepas individuales, un consorcio y
un control abiotico). Los tratamientos se establecieron por triplicado, resultando en un total de 15
unidades experimentales (5%3). La unidad experimental consistié en recipientes (26 cm x 16 cm
x 8 cm) conteniendo 1 kg de suelo estéril, contaminado con diésel B5 al 20% p/p (174 ml). Se
prepararon quince unidades experimentales, asignandose los tratamientos mediante el método de

numeros aleatorizados. Se detalla el contenido de cada tratamiento en la (figura 2).

Figura 2

Aplicacion de los tratamientos en las 15 unidades experimentales.
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Tabla 2

Descripcion de los tratamientos empleados para la evaluacion de la degradacion de diésel B5.

Tratamiento contenido

Control (Ri) 1000 g de Suelo + Diésel BS 174ml + Agua 240 ml

Tratamientos 1 1000 g de suelo + Diésel BS 174 ml + Trichoderma spl
250 ml + Agua 240 ml

Tratamiento 2 1000 g de suelo + Diésel BS 174 ml + Trichoderma sp2
250 ml + Agua 240 ml

Tratamiento 3 1000 g de suelo + Diésel BS 174 ml + Mortirella sp2
250 ml + Agua 240 ml

Consorcio (C) 1000 g de suelo + Diésel B5 (20%) + Trichoderma spl,

Trichoderma sp2 y Mortirella sp2, fangico 250 ml +
Agua 240 ml

Las unidades experimentales se incubaron por 90 dias bajo condiciones ambientales

controladas de temperatura (25 °C =+ 2 °C) y humedad relativa (55 %) (Hernandez et al., 2014).
2.4.3.6.3. Preparacion del indculo:

El in6culo se obtuvo de un cultivo de 7 dias de crecimiento en placas de Petri con Agar
Extracto de Malta, incubados a 25 °C, posteriormente se le agregd 10 mL de solucidon salina
estéril (NaCl 0,85% p/v) a la superficie de cada placa para la resuspencion de las esporas. El
liquido conteniendo las esporas se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de
agua destilada estéril y 1% de Tween 20 agente tensioactivo utilizado para facilitar la suspension
de las esporas. La suspension se homogenizd y se procedid al recuento de esporas en la camara
Newbauwer. Se realizé diluciones hasta obtener una concentracién de 10% esporas por ml.

(Corrales et al., 2012).
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2.4.3.6.4. Medida de los parametros del terrario.

e Medida de la humedad

La humedad fue medida por el método gravimétrico que consiste en pesar 10 gr de
muestra y colocarlos al horno a 105°C por 24 horas, posteriormente se pesa la muestra seca para
hacer los calculos (Fernandez et al,. 2006).La medicion de este parametro se realizd cada 7 dias
procurando mantener una humedad de 55 % +- 2% por cada terrario experimental

(Buendia, 2012).
e Medida del pH.

Para la determinacion del pH se utilizo el método del potencidmetro con una relacion de
1:10 (Wlliard et al., 1974; Bates, 1983). Para ello se procedio a pesar 3 gr de muestra de suelo
que fue diluido en 30 ml de agua destilada, se agitd la solucion por varios minutos y se dejo
reposar por 5 minutos, seguidamente se coloca los electrodos del potencidémetro para realizar las

lecturas (Fernandez et al,. 2006), este procedimiento se realizo cada 7 dias (Buendia, 2012).
e Medida de Hidrocarburos Totales de Petroleo

La concentracion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH) en los tratamientos se
midi6 al inicio y a los 90 dias mediante el método EPA 8015 C, Rev 3 (Nonhalogenated
Organics by Gas Chromatography, 2007) en el laboratorio de Servicios Analiticos Generales
S.A.C. Las muestras (250 g) se obtuvieron por el método del cuarteo de los terrarios,
posteriormente fueron depositados en frascos estériles oscuros debidamente etiquetados y se

enviaron en un cooler para su analisis.
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Obtenidos los resultados, se determinara la Eficiencia de degradacion del hidrocarburo

segun (Llanos, 2012) de diésel BS mediante la siguiente formula:

Si— Sf
Si

]x 100

Donde:

E: Eficiencia de degradacion de hidrocarburo (%)
Si: Concentracion inicial de hidrocarburos totales de petroleo TPH

St: Concentracion final de hidrocarburos totales de petroleo TPH

2.5. Analisis Estadisticos:

La normalidad de los datos se verifico mediante la prueba estadistica de Kolmogorov-

Smirnov y Shapiro-Wilk. Posteriormente, se evaluo la significancia de las diferencias entre los

tratamientos utilizando la prueba de ANOVA, dado que esta es apropiada cuando se cumple el

supuesto de normalidad. Para identificar qué tratamientos presentaban diferencias significativas

entre si, se realizaron pruebas Tukey. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando

el software SPSS version 27 y PAST 4.0.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento de Hongos a partir de Suelos Contaminados con Hidrocarburos.

Se aislaron 39 cepas de hongos de suelos contaminados con hidrocarburos que fueron
recolectados en dos talleres mecéanicos en San Sebastian, Cusco, con 10 y 12 afios de
funcionamiento respectivamente. La distribucion de las cepas aisladas por cada taller se detalla en
la (Tabla 12, ver anexo). La figura 3 presenta la distribucion porcentual de las cepas de hongos,

donde: el 64.1% (25 cepas) se obtuvieron del segundo taller y el 35.9% (14 cepas) del primero.

Figura 3

Porcentaje de aislamientos de hongos de los talleres mecanicos 1y 2 de San Sebastian.

36%
64%

B San Sebastian 1 B San Sebastian 2

Las caracteristicas organolépticas que presentan estos suelos son: color negro grisceo y
con olor a hidrocarburos. Adicionalmente se observaron el vertimiento de residuos de diversos
derivados de hidrocarburos como aceite de carro, gasolinas y petroleo. Las caracteristicas fisico

y quimicas de estos suelos se presentan en la (Tabla 13, Anexo), revelando un pH de 7.9 y 8.1.
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3.2. Seleccion de las Cepas de Hongos con Mayor Crecimiento Radial y

Tolerancia en Agar Suplementado a Diferentes Porcentajes de Diésel B5.

La figura 4 muestra que, a partir de las 39 cepas de hongos aislados, el 61.5% de cepas
(24 cepas), presentaron un crecimiento radial mayor a 3 cm, mientras que el 38.5% (15 cepas)
mostraron un crecimiento radial igual e inferior a 3 cm en Medio Minimo Mineral Inorganico

(MMI) al 2% de diésel BS.

Figura 4
Distribucidn porcentual de cepas flngicas aisladas segun su crecimiento radial en

medio MMI suplementado con 2% de diésel B5..

38.5%
61.5%

. .- . imi 1al >
Crecimiento radial <3 cm Crecimiento radial > 3

Las cepas que presentaron un crecimiento superior a 3 cm (24 cepas), se sometieron a
siembras en MMI con 0%, 5%, 10% y 15% de diésel B5 (Tabla 14, 15,16 y 17, ver anexo). De
este grupo, 9 cepas mostraron un crecimiento radial mayor a 3 cm en MMI al 5% de diésel BS; y

de estas, 8 cepas mantuvieron un crecimiento similar en MMI al 10% de diésel BS; y finalmente,
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7 de estas ultimas cepas presentaron un crecimiento radial superior a 3 cm en MMI al 15% de

diésel BS5.
3.2.1. Analisis de crecimiento de las cepas fungicas en presencia de diésel B5.

Para evaluar el efecto del tiempo (dias), las cepas y el porcentaje de diésel sobre el
crecimiento, se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas. La variable
dependiente fue el crecimiento, medido de forma longitudinal durante cinco dias. Las cepas y los

niveles de diésel constituyeron los factores intersujetos.

La prueba de esfericidad de Mauchly observada en la Tabla 3, result6 significativa, con un
nivel de confianza del 95% (p < 0.001), indicando el incumplimiento del supuesto de
esfericidad para el efecto intra-sujetos (dias). En consecuencia, para la interpretacion de los

efectos relacionados con el tiempo, se aplicaron las correcciones de Greenhouse-Geisser

(e=0.789) y Huynh-Feldt.

Tabla 3

Prueba de esfericidad Mauchlya

Medida: CRECIMIENTO

Epsilon®
Efecto intra- W de Aprox. Chi- Greenhouse- Huynh-  Limite
sujetos Mauchly  cuadrado gl Sig. Geisser Feldt inferior
DIAS 0,518 35,783 9 0,000 ,789 1,000 0,250

El andlisis de varianza con medidas repetidas con la prueba de efectos intrasujetos
(Tabla 18, ver anexo) reveld6 un efecto significativo del tiempo sobre el crecimiento

[F(3.157) =parciall2547.754; p < 0.001; n’= 0.996], indicando que el crecimiento vari6
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significativamente a parcial parcial lo largo de los dias. Ademads, se hall6 una interaccion
significativa entre dias y cepas [F(18.944 = 565.310; p < 0.001; n?= 0.984], asi como entre
dias y el porcentaje de diésel [F(9.472) = 55448, p < 0.001; n’= 0.748],
y una interaccion triple significativa entre tiempo x cepas y Porcentaje de diésel B5
[F(56.832) = 35.695; p < 0.001; n* =0.920]. Las comparaciones por pares mostraron un
incremento significativo del crecimiento en cada dia (p<0.001) lo que evidencia un incremento

sostenido y significativo del crecimiento en cada uno de los dias evaluados.

En cuanto a los efectos intersujetos (Tabla 19, ver anexo), se encontraron diferencias
significativas entre las cepas [F(6) = 2686.335; p < 0.001; \eta™2 {parcial} = 0.997],
indicando que el tipo de cepa influye significativamente en el nivel de crecimiento. De igual
modo, el porcentaje de diésel presento un efecto significativo

[F(3) = 145.720; p <0.001; n? (parciahy= 0.886] , lo que sugiere que distintos niveles de diésel
afectan de manera parcial} ~ diferenciada el crecimiento radial de las cepas.
La interaccion entre cepas Yy porcentaje de diésel también fue significativa

[F(18) = 54.415; p < 0.001; n’= 0.946], revelando que el efecto del diésel sobre el

crecimientofparcial} depende de la cepa utilizada.

El analisis post hoc mediante el test HSD de Tukey presentada en la Tabla 4, identific
cuatro subconjuntos homogéneos de cepas. Las cepas C19, C14 y C30 presentaron los menores
valores de crecimiento promedio, mientras que las cepas C1 y C23 alcanzaron los valores mas

altos (7.005 cm y 6.950 cm, respectivamente), siendo estadisticamente superiores al resto

(p < 0.05).
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Tabla 4

Comparaciones Post Hoc (HSD de Tukey) del Crecimiento Promedio entre las Cepas de Hongos

HSD Tukey®®
Subconjunto
cepas N 1 2 3 4
CI9 12 2,20667
Cl4 12 2,21667
C30 12 2,32167
C4 12 5,47833
C35 12 6,36500
Cl 12 6,95000
C23 12 7,00500
Sig. ,533 1,000 1,000 975

Respecto al porcentaje de diésel, presentado en la Tabla 5, también se identificaron
cuatro subconjuntos homogéneos. El mayor crecimiento se observo en la condicion sin diésel
(0%), con un promedio de 5.10095 cm, mientras que el menor crecimiento ocurrié con 15% de
diésel (4.13714 cm), evidenciando un patrén inversamente proporcional entre concentracion de

diésel y crecimiento.
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Tabla 5
Comparaciones Post Hoc (HSD de Tukey) del Crecimiento Promedio en Funcion del

porcentaje de Diesel B5

HSD Tukey™®
Subconjunto
diesel N 1 2 3 4
15% 21 4,13714
5% 21 4,56857
10% 21 4,78952
0% 21 5,10095
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

3.2.2. Analisis de Tolerancia de las cepas fungicas en presencia de diésel B5

La tolerancia fue evaluada mediante la formula de indice de tolerancia que se presentan en
las (tablas 20 al 26, ver anexo). Se evaluo la tolerancia de las cepas al diésel B5 a lo largo de
cinco dias mediante un analisis de varianza con medidas repetidas. La variable fue registrada en
cinco dias y se consideraron como factores intersujetos las cepas (siete niveles) y los porcentajes

de diésel (cuatro niveles).

La prueba de esfericidad de Mauchly (p<0.001) resulté significativa, lo cual indica que
no se cumplid este supuesto, presentado en la Tabla 6. Por tanto, se aplicaron las correcciones de
Greenhouse-Geisser (¢ = 0.589) y Huynh-Feldt para ajustar los grados de libertad en los analisis

posteriores.
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Tabla 6

Prueba de esfericidad de Mauchly para el Efecto del Tiempo en la Tolerancia al Diésel B5

Medida: TOLERANCIA

Epsilon®
Efecto intra- W de Aprox. Greenhouse- Huynh-  Limite
Chi-
sujetos Mauchly gl Sig. Geisser Feldt inferior
cuadrado
DIAS ,261 73,198 9 ,000  ,589 913 ,250

El analisis de efectos intrasujetos (Tabla 27, ver anexo) reveld un efecto significativo del
tiempo sobre la tolerancia [F(2.36) = 368.99, p<0.001], asi como interacciones significativas
entre el tiempo y las cepas [F(14.14) = 12.01, p<0.001], entre el tiempo y el porcentaje de diésel

[F(7.07) =51.57, p<0.001], y una interaccion triple entre tiempo, cepas y porcentaje de diésel

[F(42.41) = 6.80, p<0.001]. Estos resultados indican que la tolerancia varid significativamente a
lo largo del tiempo, y esta variaciéon dependid tanto de la cepa como de la concentracion de

diésel.

~D;,€cto a los efectos intersujetos (Tabla 28, ver anexo), se encontro que las cepas

Rpe oS
generaron diferencias significativas en los niveles de tolerancia
[F(6) = 15.587; p <0.001; n*> = 0.625], indicando que no todas las cepas presentan el mismo
nivel promedio de tolerancia. Asimismo, los porcentajes de diésel presentaron un efecto

altamente significativo [F(3) = 85.443; p <0.001; 7> = a0r.c8i 24 11 ], con una clara tendencia: a mayor

concentracion de diésel, menor tolerancia observada. Ademas, se encontrd una interaccion
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significativa entre cepas y porcentaje de diésel [F(18) = 9.430; p < 0.001; n*= 0.752], lo cual

sugiere que la respuesta de tolerancia frente al diésel depende del tipo de cepa empleada.

El analisis post hoc mediante el test de Tukey (Tabla 7) identifico varios subconjuntos
homogéneos de cepas. La cepa C4 presentd el menor nivel de tolerancia promedio (0.796),
mientras que la cepa C35 presentd el valor mas alto (0.962). La cepa C1 también se ubicé en el
grupo de mayor tolerancia, aunque estadisticamente se distingue de C35. Estas diferencias fueron

significativas segun el agrupamiento formado (p<0.05).

Tabla 7
Comparaciones Post Hoc (HSD de Tukey) de la Tolerancia Promedio al Diésel B5

entre las Cepas

HSD Tukey®®
Subconjunto
cepas N 1 2 3 4
C4 12 ,79600
C19 12 ,85983
C30 12 ,86350 ,86350
C23 12 ,87317 87317
Cl4 12 ,89000 ,89000
Cl 12 91700 ,91700
C35 12 96217
Sig. 1,000 ,663 ,075 ,201

Respecto al porcentaje de diésel, se observaron también cuatro subconjuntos
diferenciados. La mayor tolerancia se registrd en el tratamiento con 0% de diésel (1.000), y la

menor tolerancia en el tratamiento con 15% de diésel (0.781). Las diferencias entre todos los
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niveles de diésel fueron estadisticamente significativas (p<0.05), reflejando una disminucién

progresiva de la tolerancia con el aumento del contenido de diésel.

Tabla 8

Comparaciones Post Hoc (HSD de Tukey) de la Tolerancia Promedio al Diésel B5

en Funcidn del Porcentaje de Diésel

HSD Tukey*®
diesel N Subconjunto
1 2 3 4
15% 21 ,78133
5% 21 ,85086
10% 21 ,88876
0% 21 1,00000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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3.4. Identificacion hasta Género de las cepas de Hongos Seleccionadas.

Las cepas que se desarrollaron en MMI con 10% de diésel B5, fueron identificadas como

los géneros Trichoderma, Fusarium, Mortierella y Chaetomium. En las tablas 9 y 10 se

presenta un resumen de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de éstas.

Tabla 9

Caracterizacion macroscopica de los géneros aislados.

CEPAS Color Textura Superficie Forma
Trichoderma  Verde oscuro/ verde Lanosa Opaca y rugosa Circular ,
sp. claro/ blanquecino formando
anillos
Fusariumsp  Blanco/ Rosaceo Algodonosa, Brillante yopaca/  Circular, e
terciopelada lisa y rugosa Irregular.
Mortierella Blanco/Cremaenel  Algodonosa. opaca/ rugosa Circular e
sp centro un color verde irregular.
oscuro a claro
Chaetomium  Marrén Lanosa. opaca/ rugosa Irregular.
sp. presentan

exudados de color

marron oscuro

Nota. Ver anexo 02 fotografias macroscopicas
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Tabla 10

Caracterizacion microscopica de las cepas de hongos.

Género Tipo de Estructura Estructuras Hifas Fialides /
esporas (forma esporégena distintivas Ascosporas
y color) (tipo)
Trichoderm  Conidios Conidioforos — Septadas,  Fialides
a sp. elipsoidales u ramificados en hialinas, ampuliforme
ovoides, verticilos, ramificada so
hialinos a hialinos. S. cilindricas,
verdosos, con base
dispuestos en estrecha.
cadenillas.
Fusarium Microconidios Conidio6foros No tiene Septadas, —(no
sp. ovoides (1-2 simples clamidospora  hialinas, presenta
células); hialinos. sintercaladas  ramificada  filides).
macroconidios o terminales.  s.
fusiformes,
multicelulares,
hialinos.
Mortierella  Esporangiospor  Esporangioforo Esporangios (no — (no tiene
sp. as esféricas a s simples, terminales septadas).  fidlides ni
elipsoidales, terminados en  con pared ascosporas).
hialinas. esporangios delgada,
globosos. tipicamente
hialinos.
Chaetomiu  Ascosporas Peritecios Ascas Septadas, ~ Ascosporas
m sp. elipsoidales, globosos con multiesporada marrones.  marrones.
marrones, ostiolo. s dentro de
dentro de ascas peritecios; no
(sexual). produce
estructuras
asexuales
visibles.

Nota. Ver anexo 02 fotografias microscopicas.
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3.5. Determinacion de la Eficiencia de Degradacion de Diésel BS por las Cepas

de Hongos Seleccionados en Terrarios Experimentales.

Los resultados de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH) (Anexo 3), se calcularon con
la formula de eficiencia de degradacion. Posteriormente, se evalud la distribucion normal de los
datos (Tabla 29, anexo 1), y homocedasticidad seguido del analisis de varianza (ANOVA) de un
factor para determinar si existen diferencias significativas en el porcentaje de degradacion de
diésel B5 entre los diferentes tratamientos. Los resultados del ANOVA (Tabla 30, anexo 1)
indicaron un efecto significativo del factor tratamiento sobre el porcentaje de degradacion con

un p <0.001, con un nivel de confianza del 95%.

La prueba post hoc de Tukey B (Tabla 9) reveld diferencias significativas entre el
tratamiento Control Ri con los demas tratamientos con hongos. La media del porcentaje de
degradacion del tratamiento Control (Ri) (13.53%) fue significativamente menor en comparacion
con las medias de los tratamientos C35 (33.50%), C1 (34.83%), C23 (36.20%) y el Consorcio
(39.40%). Por otro lado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el

porcentaje de degradacion entre los tratamientos C35, C1, C23 y el Consorcio.

Tabla 11

Prueba post hoc Tukey b del porcentaje de degradacién

Tukey B?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2

Ri 3 13,5333

C35 3 33,5000
C1 3 34,8333
C23 3 36,2000
Consorcio 3 39,4000
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La representacion de los porcentajes de degradacion por tratamiento en la Figura 5 ilustra
claramente las diferencias observadas en el analisis estadistico. El diagrama de cajas del
tratamiento Control (Ri) se sitlla notablemente més abajo que los diagramas correspondientes a
las cepas individuales (C1, C23, C35) y el Consorcio, confirmando su menor efectividad en la

degradacion de diésel BS.

Figura 5

Porcentajes de degradacion de diésel B5 por tratamiento.

Durante los 90 dias del ensayo se monitorearon el pH y la humedad (Tabla 31y 32

anexos). La humedad promedio registrada en los tratamientos oscil6 entre 46.1% y 56%, y el pH

7.3a84.
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4. DISCUSION

Se aislaron 39 cepas de hongos de suelos de talleres mecénicos, una cifra mayor en
comparacion con los hallazgos de Petit et al. (2013), quienes aislaron 10 cepas, aunque fue
menor en comparacion al amplio aislamiento de 221 cepas reportado por Contreras (2017), lo que
resalta la variabilidad en el aislamiento segun la metodologia, las fuentes de contaminacion y
ubicacion geografica. El pH de los suelos de los talleres mecéanicos en este estudio fue de 7.9 y
8.1, lo cual se alinea con el rango Optimo para el crecimiento de hongos degradadores de
hidrocarburos como lo indican Fernadndez (2021) y Cecotti et al. (2015), cuyos valores de pH
estuvieron entre 6 y 8; sugiriendo un ambiente favorable para el desarrollo de microorganismos

con capacidad de mineralizacion de hidrocarburos.

De las 39 cepas de hongos aislados, el 61.5% (24) cepas de hongos demostraron un
crecimiento radial > 3 cm a 9 cm en medio MMI con 2% de diésel B5. Este criterio de seleccion
concuerda con las investigaciones de Solis (2005), quien aislo 240 cepas fungicas y selecciond
24 cepas con un crecimiento radial de 3.3 a 7 cm. Estas 24 cepas se sometieron a siembras en
MMI con 0%, 5%, 10% y 15% de diésel B5. De este grupo el 29.12 % (7 cepas) presentaron un
crecimiento radial superior a 3 cm en MMI en todos los porcentajes de diésel BS. De manera
similar, Fernandez (2021) sembré cepas de hongos en medio PDA suplementado con petrdleo al

2%, 4% y 6% donde las cepas mostraron un crecimiento superior a 3 cm.

El andlisis de varianza con medidas repetidas demostré que el tiempo, porcentajes de
diésel y tipo de cepas influyen en el crecimiento radial de las cepas de hongos analizadas. El
analisis del test HSD de Tukey identificé cuatro subconjuntos homogéneos de cepas. Las cepas
C19, C14 y C30 presentaron una media radial de 2.2 cm que son los menores valores de

crecimiento promedio; mientras que las cepas Trichoderma sp2 C23, Trichoderma spl Cl1,y
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Mortierella sp2 C35 alcanzaron los valores mas altos (7.005 cm, 6.950 cm y 6.36 cm
respectivamente) en medio MMI con 5%,10% y 15% de diésel BS, ademas este es
estadisticamente superior al resto (p < 0.05). Esto es proporcional a la capacidad de crecimiento
de Trichoderma sp en medios suplementados con petrdleo crudo, alcanzando un crecimiento de
9cm y 7.8 cm a los 8 dias de incubaciéon en medio PDA 4% y 6% de petréleo segin lo
reportado por Fernandez (2021) y el notable desarrollo de las especies de Aspergillus niger (8.5
cm) A. flavus 8.28 cm y A terreus 7.35 cm en medios con hidrocarburos al 2% durante 10 dias

observado por Medina et al. (2014).

El porcentaje 6ptimo de crecimiento de las cepas de hongos se dio en medio MMI con
diésel al 10% y presentd un valor promedio de 4,78952 cm en crecimiento radial, seguido de
4,56857 cm en MMI con 5% de diesel B5 y el menor crecimiento radial de las cepas se presentd
en el MMI con 15% de diésel (4.13714 cm), lo cual evidencid6 un patrén inversamente
proporcional entre concentracion de diésel y crecimiento. Por otro lado, Fernandez (2021)
indic6 que el porcentaje Optimo para el crecimiento de las cepas de Trichoderma sp fue en medio

PDA al 4% de petroéleo.

En cuanto a la tolerancia al diésel BS, el andlisis de varianza con medidas repetidas
demostrd que el tiempo, porcentajes de diésel y tipo de cepas influyen en la tolerancia de las
cepas de hongos analizados. El andlisis mediante el test de Tukey determind que la cepa
Mortierella sp1 (C4) presentd el menor nivel de tolerancia promedio (79.6%), en comparacion a
la cepa Mortierella sp2 (C35) que presenté el valor mas alto de tolerancia (96.2%). La cepa de
Trichoderma spl (C1) se ubico en el grupo de mayor tolerancia con (91.7%). Diversos estudios
sefialan que la tolerancia de Trichoderma spp. a diversos contaminantes organicos es de hasta el

60% en 30 dias segun (Manikandan et al., 2011). Las cepas con tolerancias menores fueron:
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Fusarium spl (C14) (89%), Trichoderma sp2 (87.32%), Fusarium sp3 C30 con un
(86.35%), Fusarium sp2 C19 (85.98) de tolerancia. Estos resultados de alta tolerancia
concuerdan con la identificacién de varias especies fungicas con tolerancia superior al 90% a
hidrocarburos poliarométicos de acuerdo a Lee et al. (2013) y la alta tasa de tolerancia 81%

reportada por Di Clemente (2021) para Peniophora albobadia.

Las cepas identificadas corresponden a cuatro géneros: Trichoderma, Mortierella ,
Fusarium y Chaetomium. Estos resultados son consistentes con investigaciones previas de
Valenzuela, Solis, Martinez & Pinochet (2006) quienes identificaron seis géneros de hongos
(Aspergillus, Acremonium, Beauveria, Fusarium, Mortierella, Mucor y Penicillium), de manera
similar, Pérez, Uriarte & Gazo (2020) identificaron cepas de los géneros Aspergillus y Fusarium.
Asimismo, Petit et al. (2013) también identificd seis géneros fungicos, incluyendo Aspergillus,
Acremonium, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium y Trichoderma. En la misma linea, Jasme et
al. (2023) identificaron especies de Aspergillus sydowii, Aspergillus westerdijkiae, Curvularia
lunata y Chaetomium globosum. Estos resultados refuerzan la importancia de los géneros
identificados en este estudio, especialmente Trichoderma, Fusarium, Mortierella y Chaetomium,

por su capacidad de tolerancia y adaptacion a ambientes contaminados con hidrocarburos.

Para el analisis de eficiencia de degradacion de diésel BS en terrarios experimentales, el
suelo mezclado con diésel B5 presentd un pH inicial de 8.072 un rango similar al utilizado por
Medina, Garcia & Paricaguan (2014) en estudios de biorremediacion de suelos contaminados
con petrdleo presentando valores de pH 7.7 y 7.8; condicién que favorece al desarrollo de
microorganismos existentes en el suelo. Estos terrarios fueron incubados a una temperatura
constante 25 = 1 °C, segun (Van Hamme et al.,, 2003), la temperatura Optima para la

biodegradacion de hidrocarburos se sitia entre 20 °C y 30 °C.
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Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) revelaron una diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de degradacion de diésel B5 entre los tratamientos
experimentales (p = 0.001, nivel de confianza del 95%). La prueba de Tukey b evidenci6é una
degradacion significativamente superior en todos los tratamientos con hongos en comparacion
con el control. El consorcio de las cepas fungicas Trichoderma spl, Trichoderma sp2 vy
Mortierrellla sp2 (C1, C3 y C35) demostré mayor degradacion promedio (39.40%), seguido por
Trichoderma sp2 (36.20%), Trichoderma spl (34.83%) y Mortierella sp2 (33.50%) en los
suelos de los terrarios experimentales con 134312.3 mg/Kg de HTP inicial. El control (Ri)
presentd la menor degradacion promedio (13.53%), y la menor variabilidad, lo que confirma la
efectividad de los tratamientos con hongos. Los porcentajes de degradacion obtenidos en este
estudio son comparables con los reportados por Loayza, (2017) quien indicé que la eficiencia en
la degradacion de hidrocarburos por Trichoderma harzianum fue de 32.76% en suelos
contaminados con 5080 mg/kg de suelo; asimismo, Mufioz, (2016) indic6 que Trichoderma spp.,
registré un 98.3% de degradacion, con TPH inicial de 42070.3 mg/kg en suelo. Por otra parte,
Cruz & Lincango, (2021) evidenciaron que a una concentracion de 40000 mg/kg de suelo
contaminado con diésel se logré un porcentaje de remocion de 18,63% con Trichoderma sp. La
degradacion observada con Mortierella sp2 (33.50%) se relaciona con la capacidad de especies
de Mortierella para degradar fracciones de petroleo, como lo demostré Valenzuela et al. (2006)
donde evidenciaron las fracciones de petroleo degradadas, correspondiente a (alcanos

insaturados y saturados, alquilos y aromaticos).

En los tratamientos se observo una tendencia a la neutralizaciéon del pH en los
tratamientos con hongos ya que oscilo de 7.3 a 8.1, acercdndose al rango Optimo para la

biodegradacion de acuerdo a lo reportado por Cecotti, Morelli & Copotelli, (2015), quienes
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indicaron que los suelos con un pH de 6 y 8 son Optimos para la mineralizacion de los
hidrocarburos; sin embargo, Dibble y Bartha ,(1979) reportaron el suelo con un pH de 7.4 - 7.8,
acercandose a pH Optimos para los procesos de biodegradacion de hidrocarburos como el diésel.
Los hongos filamentosos como Trichoderma y Mortierella es esencialmente aerdbico y la
degradacion se lleva a cabo mediante la activacion de dos sistemas enzimaticos principales.
Primero, los hongos atacan los alcanos alifaticos (la mediante la hidroxilacion terminal, una

reaccion catalizada por el sistema Citocromo P450 (CYP450) Garcia-Hernandez et al., (2020).

Este paso transforma el alcano en un &cido graso que puede ser mineralizado
intracelularmente a Acetil-CoA a través de la ruta de la Beta-Oxidacion. Para degradar los
compuestos aromaticos recalcitrantes, los hongos emplean el Sistema Enzimatico Ligninolitico
(SELL), que incluye enzimas como la Lacasa y la Manganeso Peroxidasa (MnP) Garcia-
Hernandez et al., (2020). La actividad de estas enzimas ligninoliticas es crucial para la
detoxificacion final del diésel, pero generalmente requiere condiciones de pH 5.0 Garcia-
Hernandez et al., (2020). La tendencia observada hacia la neutralidad en el pH (7.3 a 8.1) en los
tratamientos fungicos puede ser causada por el metabolismo celular, ya que la asimilacion de
nitrato (NO3—) como fuente de nitrogeno provoca la liberacion de iones hidroxilo (OH—) al
medio, induciendo la alcalinizacion y manteniendo el pH en un rango favorable para la
produccion de biomasa y la degradacion de alcanos Herrero et al., (2019). Por ende, se puede
inferir que las cepas seleccionadas para el ensayo realizaron efectivamente procesos de
degradacion de diésel BS mientras que la humedad se mantuvo dentro del rango favorable de
46% a 56% para la degradacion microbiana sugerido por Vidas (2005), indicando que las tasas

Optimas para degradacion se dan cuando la saturacion de agua en el suelo oscila entre 30% a

64



90%, y segiin Pardo et al. (2004) indican que la degradacion de TPH se da a temperaturas de

entre 15°C a 47°C y humedad del 40% a 60%.
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1.

5. CONCLUSIONES

Se lograron aislar 39 cepas de hongos de suelos contaminados con hidrocarburos de
talleres mecénicos del distrito de San Sebastian, Cusco. De estas, el 64.1% de cepas
de hongos se obtuvo del taller 2 de San Sebastian, y el 35.9% de cepas de hongos

provinieron del taller 1.

El anélisis estadistico (ANOVA de medidas repetidas, (p < 0.05) determiné que las
cepas Trichoderma sp2 (C23), Trichoderma spl (C1) y Mortierella sp2 (C35)
obtuvieron los mayores promedios de crecimiento radial (7.00 cm, 6.95 cm y 6.36
cm, respectivamente) en medios Minimo Mineral Inorganico suplementados con
diésel BS (5%, 10% y 15%),. Asimismo, estas tres cepas destacaron por su elevada
tolerancia al contaminante, alcanzando porcentajes del 96.2% (Mortierella sp2 C35),

91.7% (Trichoderma spl C1) y 87.3% (Trichoderma sp2 C23).

Se identificaron cuatro géneros de hongos los cuales fueron Trichoderma, Mortierella

,Fusarium y Chaetomium.

Los ensayos de degradacion en terrarios experimentales demostraron que la aplicacion
de los hongos increment6 significativamente la remocion de diésel B5 respecto al
control (p < 0.001, IC = 95%). El consorcio fungico (Trichoderma spl1, Trichoderma
sp2 y Mortierella sp2) alcanzo la mayor eficiencia media de degradacion con un
39.40%, seguido por las cepas individuales de Trichoderma sp2 (36.20%),
Trichoderma spl (34.83%) y Mortierella sp2 (33.50%), superando estadisticamente
al tratamiento Control Ri (13.53%), el uso del consorcio promovi6 el mayor nivel de

remocion del contaminante.
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RECOMENDACIONES
Se sugiere avanzar en la linea investigativa desarrollada,
implementando estudios de biorremediacion a escala piloto v,
posteriormente, pruebas in situ, para evaluar la eficacia de los hongos
en condiciones ambientales reales.
Se recomienda crear un banco de cepas fingicas con tolerancia a
altos niveles de hidrocarburos, que permita conservar, caracterizar y
disponer de material bioldégico para futuros estudios de
biorremediacion.
Es aconsejable realizar la identificacion molecular de los hongos que
demostraron tolerancia a niveles elevados de diésel B5, con el fin de
asegurar la correcta taxonomia y facilitar estudios posteriores sobre su
potencial biotecnoldgico.
Se sugiere promover la correcta disposicion y manejo de
residuos de hidrocarburos en talleres mecéanicos de la ciudad
de Cusco, como medida preventiva y complementaria a la
biorremediacion, minimizando riesgos ambientales y para la
salud publica.
A partir de la presente investigacion, analizar los productos
generados por los hongos durante la degradacion de hidrocarburos
para identificar posibles subproductos Ttiles o riesgos

ambientales.
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Tabla 12

Procedencia y Crecimiento Radial de las Cepas Fungicas en Diésel B5 al 2%

ANEXOS

N° Codigo Procedencia De Porc (%) D Inicial Crecimiento Cm
Cepas De Cepas Taller. Diesel BS (Cm) 00 Hr - 14 Dias

1 C-1 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 9 cm
2 C-2 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2.2 cm
3 C3 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2.8 cm
4 C4 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 9 cm
5 C-5 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 3.0cm
6 C-6 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 6.3 cm
7 C-7 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2.6 cm
8 C-8 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2.9 cm
9 C9 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 3.0cm
10 C-10 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 3.1cm
11 C-11 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 3cm
12 C-12 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 5.7 cm
13 C-13 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 8 cm
14 C-14 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 8.8 cm
15 C-15 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2 cm
16 C-16 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 8.cm
17 C-17 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 9cm
18 C-18 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 7.8 cm
19 C-19 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm -
20 C-20 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 9cm
21 C-21 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2.8 cm
22 Cc-22 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 3.5cm
23 C-23 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 9 cm
24 C-24 San Sebastian 2 2% 0.5 cm 9cm
25 C-25 San Sebastian 2~ 2% 0.5 cm 2.6 cm
26 C-26 San Sebastian I~ 2% 0.5 cm 3 cm
27 C-27 San Sebastian I~ 2% 0.5 cm 3cm
28 C-28 San Sebastian I~ 2% 0.5 cm -
29 C-29 San Sebastian 1~ 2% 0.5 cm -
30 C-30 San Sebastian 1~ 2% 0.5 cm 9cm
31 C-31 San Sebastian 1~ 2% 0.5 cm 2.8 cm
32 C-32 San Sebastian 1~ 2% 0.5 cm 1.9 cm



33
34
35
36
37
38
39

C-33
C-34
C-35
C-36
C-37
C-38
C-39

San Sebastian 1
San Sebastian 1
San Sebastian 1
San Sebastian 1
San Sebastian 1
San Sebastian 1
San Sebastian 1

2%
2%
2%
2%
2%
2%
2%

0.5 cm
0.5 cm
0.5 cm
0.5 cm
0.5 cm
0.5 cm
0.5 cm 3.0cm

Nota. La tabla detalla el codigo de la cepa, su procedencia, la concentracion de diésel B5 en el

medio, el didmetro inicial y final de la colonia (a los 14 dias, 25°C), indicando su crecimiento en

presencia de diésel BS.

Tabla 13

Caracteristicas Fisicoquimicas de las Muestras de Suelo de Talleres Mecanicos de San

Se

bastian - Cusco

Suelos de mecanica

Suelos de mecanica

Caracteristicas de San Sebastian 1 de San Sebastian 2
Hora 9:30 am. 10:23 am.
Altitud 3272 msnm 3281 msnm
H°del suelo 53% 59%
pH suelo 7.9 8.1
Temperatura del suelo 17.9°C 18.7°C
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Tabla 14

Crecimiento (cm) de Cepas Fungicas Seleccionadas en Agar Suplementado con 5% de Diéesel B5

PORC (%) diametro (Cm)/24 Horas
CODIGO DIESEL D INICIAL(Cm) 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
DE B5/ 00
CEPAS Placa 20 hr
ml

Cl-1 5% 0.5 cm 1,7 49 8.2 9 9
Cl-2 5% 0.5 cm 1,5 47 8 9 9
Cl1-3 5% 0.5 cm 19 46 8 9 9
C4-1 5% 0.5 cm 12 38 69 9 9
C4-2 5% 0.5 cm 1,3 39 6.8 9 9
C4-3 5% 0.5 cm 1,5 43 74 9 9
C6-1 5% 0.5 cm 05 07 08 09 09
C6-2 5% 0.5 cm 05 08 09 09 09
C6-3 5% 0.5 cm 06 09 09 09 09
Cl10-1 5% 0.5 cm 05 1,7 17 17 17
C10-2 5% 0.5 cm 05 18 1,8 1,8 1,8
C10-3 5% 0.5 cm 05 05 05 05 05
C12-1 5% 0.5 cm 06 07 07 07 07
Cl12-2 5% 0.5 cm 07 09 09 09 09
C12-3 5% 0.5 cm 07 08 08 08 08
Cl13-1 5% 0.5 cm 07 13 1,5 1,8 1.8
C13-2 5% 0.5 cm 06 12 14 16 1,6
C13-3 5% 0.5 cm 07 13 14 16 1,6
Cl14-1 5% 0.5 cm 1 19 24 3 33
Cl14-2 5% 0.5 cm 09 18 24 29 31
C14-3 5% 0.5 cm 1 1.8 25 3 3
Cl6-1 5% 0.5 cm 07 17 2 22 25
Cl16-2 5% 0.5 cm 07 19 3 39 39
C16-3 5% 0.5 cm 08 18 21 22 24
Cl17-1 5% 0.5 cm 09 2 23 23 24
C17-2 5% 0.5 cm 1 2 23 3 32
C17-3 5% 0.5 cm 1 16 21 25 29
C18-1 5% 0.5 cm 07 1,3 1,5 18 18
C18-2 5% 0.5 cm 0,6 0,8 1 L1 1,1
C18-3 5% 0.5 cm 07 09 12 12 12
CI19-1 5% 0.5 cm 08 1,5 22 27 33
C19-2 5% 0.5 cm 1 19 24 28 34
C19-3 5% 0.5 cm 08 13 21 26 27
C20-1 5% 0.5 cm 08 14 19 24 27
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C20-2

C20-3
C22-1
C22-2
C22-3
C23-1
C23-2
C23-3
C24-1
C24-2
C24-3
C28-1
C28-2
C28-3
C29-1
C29-2
C29-3
C30-1
C30-2
C30-3
C33-1
C33-2
C33-3
C34-1
C34-2
C34-3
C35-1
C35-2
C35-3
C36-1
C36-2
C36-3
C37-1
C37-2
C37-3
C38-1
C38-2
C38-3

5%

5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%

0.5 cm

0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm
0.5cm

09 1,3
0,7 1,4
0,8 1,4
0,9 1,7
0,7 1,5
2,1 5
1,6 4,5
1,7 5.9
1 2,1
0,9 2
1 2,2
0,7 1.9
0,8 2,2
0,7 1,7
0,8 1,7
0,7 1,3
0,7 1,4
0,8 1,5
0,7 1,7
0,8 1,5
0,7 1,1
0,7 L5
0,6 1,2
0,7 1,3
0,7 1,2
0,8 1,4
1,7 4,8
1,6 4,2
1,6 4,1
0,7 1
0,6 1,5
0,7 L1
0,5 0,8
0,5 0,9
0,5 0,8
0,7 1
0,8 0,9
0,8 1

1,9

1,6
1,7
2
1,8
8
8
8,3
2,7
23
3
23
3
2,1
22
22
22
2,5
2,5
2,6
13
1,7
1,9
1,9
1,7
2,5
7.3
6,4
6,6
1,2
1,5
14
0,8
0,9
0,8
1,2
1,1
13

24

2,1
2
23
2,1
9
9
9
2,8
2,6
3,7
2,6
3,7
2,5
2,7
2,6
3,3
32
3,3
3,5
1,7
2,1
2,6
2,5
24
3,1
8,9
7.9
8,8
1,8
1,6
1,6
0,8
0,9
0,9
L5
1,6
1,5

2,6

2,3
2.4
2,8
2,5
9
9
9
2,9
2,8
3,8
2,8
3,8
2,5
2.8
2,7
3,5
3,6
3,7
3,7
1,8
2,1
2,6
2,7
2,7
3,5
9
9
9
1,8
1,6
1,6
0,8
0,9
0,9
1,9
1,7
1,8

Nota: Se seleccionaron las nueve cepas con mayor crecimiento para la siguiente etapa
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Tabla 15

Crecimiento (cm) de Cepas Fungicas Seleccionadas en Agar Suplementado con 10% de Diésel

B5
PORC (%) diametro (Cm)/24 Horas
CODIGO DIESEL D INICIAL (Cm) 24 hr 48 hr 72hr 96 hr 120
DE B5/ 00 hr
CEPAS Placa 20 hr
ml
Cl 10% 0.5 cm 23 6 9 9 9
Cl 10% 0.5cm 22 65 9 9 9
Cl 10% 0.5 cm 22 6 9 9 9
C4 10% 0.5cm 14 44 76 9 9
C4 10% 0.5 cm 1,7 46 76 9 9
C4 10% 0.5 cm 1,5 46 75 9 9
C14 10% 0.5 cm 08 2 26 31 34
C14 10% 0.5 cm 1 1,6 21 26 31
Cl4 10% 0.5 cm 09 15 2 25 3
C19 10% 0.5 cm 1 18 23 26 31
C19 10% 0.5 cm 09 14 2 24 27
C19 10% 0.5 cm 1 22 28 32 36
C23 10% 0.5cm 23 6 9 9 9
C23 10% 0.5 cm 6 51 9 9 9
C23 10% 0.5 cm 1,7 57 9 9 9
C24 10% 0.5 cm L1 22 25 27 29
C24 10% 0.5 cm 08 1 22 25 27
C24 10% 0.5cm L1 21 24 25 26
C30 10% 0.5 cm 09 18 23 28 3
C30 10% 0.5 cm 08 1,6 22 26 3,1
C30 10% 0.5 cm 09 19 26 32 4
C35 10% 0.5cm 21 55 82 9 9
C35 10% 0.5cm 2 5 8 9 9
C35 10% 0.5 cm 2 48 79 9 9

Nota: Siete de las ocho cepas mostraron un mayor crecimiento y fueron seleccionadas para la

siguiente etapa.
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Tabla 16

Crecimiento (cm) de Cepas Fungicas Seleccionadas en Agar Suplementado con 15% de Diésel

BS.
PORC (%) diametro (Cm)/24 Horas
CODIGO DIESEL D INICIAL(Cm) 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
DE B5/ 00
CEPAS Placa 20 hr
ml
Cl 15% 0.5 cm 6 59 9 9 9
Cl 15% 0.5 cm 1.8 59 9 9 9
Cl1 15% 0.5 cm 1.8 57 9 9 9
C4 15% 0.5 cm 2 3 32 33 4
C4 15% 0.5 cm 19 24 25 28 38
C4 15% 0.5 cm 2 24 26 28 37
Cl4 15% 0.5 cm 08 15 19 29 31
Cl4 15% 0.5 cm 09 16 19 25 3
Cl4 15% 0.5 cm 08 1,6 2 24 29
C19 15% 0.5 cm 09 16 19 23 28
C19 15% 0.5 cm 09 16 2 25 29
C19 15% 0.5 cm 09 1,7 21 3 32
C23 15% 0.5 cm .8 59 9 9 9
C23 15% 0.5 cm 19 54 9 9 9
C23 15% 0.5 cm 4 52 9 9 9
C30 15% 0.5 cm 09 18 23 31 32
C30 15% 0.5 cm 09 1,6 18 22 3
C30 15% 0.5 cm 1 14 19 25 31
C35 15% 0.5 cm L7 45 72 9 9
C35 15% 0.5 cm 1,6 46 7 9 9
C35 15% 0.5 cm 2 48 75 9 9

Nota: Cuatro cepas C1, C4, C23 y C35 mostraron un mayor crecimiento y fueron seleccionadas

para los tratamientos en terrarios.
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Tabla 17

Crecimiento (cm) de Cepas Fungicas Seleccionadas en Agar MMI con 0% de Diésel B5

PORC (%) diametro (Cm)/24 Horas
CODIGO DIESEL D INICIAL (Cm) 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
DE BS5/ 00
CEPAS Placa 20 hr
ml

Cl 0% 0,5 3,1 65 9 9 9
Cl 0% 0,5 29 65 9 9 9
Cl 0% 0,5 3,1 65 9 9 9
C4 0% 0,5 31 52 72 9 9
C4 0% 0,5 3 49 72 9 9
C4 0% 0,5 3 51 76 9 9
Cl4 0% 0,5 1,3 19 25 31 3,6
Cl4 0% 0,5 LT 22 27 32 39
Cl4 0% 0,5 1,3 1,8 24 28 32
C19 0% 0,5 6 2 25 29 29
C19 0% 0,5 L7 21 27 3 3,5
C19 0% 0,5 6 2 29 29 33
C23 0% 0,5 36 7.8 9 9 9
C23 0% 0,5 39 715 9 9 9
C23 0% 0,5 37 77 9 9 9
C30 0% 0,5 14 22 3 35 41
C30 0% 0,5 14 19 25 3 3,4
C30 0% 0,5 L5 2 26 31 37
C35 0% 0,5 3 45 7 9 9
C35 0% 0,5 28 43 7 9 9
C35 0% 0,5 27 43 7 9 9




Tabla 18

Resultados del Analisis de Efectos Intra-Sujetos para el Crecimiento a lo Largo del Tiempo en

Funcion de las Cepas y el Porcentaje de Diésel B5.

Medida: CRECIMIENTO
Tipo Il de Eta Parametro
suma de Media parcial al sin Potencia
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig. cuadrado centralidad observada®
DIAS Esfericidad  1316,618 4 329,154 12547,75 ,000 ,996  50191,018 1,000
asumida
Greenhouse- 1316,618 3,157 417,007 12547,75 ,000 ,996 39617,095 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 1316,618 4,000 329,154 12547,75 ,000 .,996 50191,018 1,000
Limite 1316,618 1,000 1316,618 12547,75 ,000 ,996  12547,754 1,000
inferior
DIAS * cepas Esfericidad 355,903 24 14,829 565,310 ,000 ,984 13567,441 1,000
asumida
Greenhouse- 355,903 18,944 18,787 565,310 ,000 ,984 10709,139 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 355,903 24,000 14,829 565,310 ,000 ,984 13567,441 1,000
Limite 355,903 6,000 59,317 565,310 ,000 ,984 3391,860 1,000
inferior
DIAS * Esfericidad 17,454 12 1,455 55,448 ,000 ,748 665,376 1,000
diesel asumida
Greenhouse- 17,454 9,472 1,843 55,448 ,000 ,748 525,199 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 17,454 12,000 1,455 55,448 ,000 ,748 665,376 1,000
Limite 17,454 3,000 5,818 55,448 ,000 ,748 166,344 1,000
inferior
DIAS * cepasEsfericidad 67,417 72 ,936 35,695 ,000 ,920 2570,006 1,000
* diesel asumida
Greenhouse- 67,417 56,832 1,186 35,695 ,000 ,920 2028,573 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 67,417 72,000 936 35,695 ,000 .,920 2570,006 1,000
Limite 67,417 18,000 3,745 35,695 ,000 ,920 642,501 1,000
inferior
Error(DIAS) Esfericidad 5,876 224 ,026
asumida
Greenhouse- 5,876 176,809  ,033
Geisser
Huynh-Feldt 5,876 224,000 ,026
Limite 5,876 56,000 ,105
inferior

a. Se ha calculado utilizando alpha = ,05
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Tabla 19

Resultados del Analisis de Efectos Intersujetos para el Crecimiento en Funcion de las Cepas

y el Porcentaje de Diésel B5S

Medida: CRECIMIENTO

Variable transformada: Promedio

Tipo Il de Parametro
suma de Media Eta parcial sin Potencia

Origen cuadrados gl  cuadratica F Sig. al cuadrado centralidad observada®
Interseccion 9077,730 1 9077,730 76744,097 ,000 999 76744,097 1,000
cepas 1906,530 6 317,755 2686,335 ,000 997 16118,010 1,000
diesel 51,710 3 17,237 145,720 ,000 ,886 437,160 1,000
cepas * 115,858 18 6,437 54,415  ,000 ,946 979,472 1,000
diesel
Error 6,624 56 ,118

a. Se ha calculado utilizando alpha = ,05
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Tabla 20

Tolerancia de Trichoderma spl (Cepa C1) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5.

% de Crecimiento Tolerancia
INICIO
Cepa Diésel
00 Hr 24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 24 hr 48 hr 72hr 96 hr 120 hr

BS
Control 0% 0,5 3,03 6,5 9 9 9 100% 100%  100%  100%  100%
Cl 5% 0,5 L7 473 8,07 9 9 56,11% 72,77% 89,67% 100,0% 100,0%
Cl1 10% 0,5 223 6,17 9 9 9 73,60% 94,92% 100,0% 100,0% 100,0%
Cl1 15% 0,5 1,73 5,83 9 9 9 57,10% 89,69% 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 21

Tolerancia de Mortierella spl (Cepa C4) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5.

% de Horas Tolerancia

Codigo INICIO
Diésel 24 48 72 96 120

de Cepa 00 Hr 24hr  48hr 72 hr 96hr 120 hr
B5 hr  hr hr hr hr

Control 0% 05cm 3,03 5,07 7,33 9 9 100%  100% 100% 100%  100%

C4 5% 05cm 1,33 4 7,03 9 9 43,89% 78,90% 95,91% 100,0% 100,0%
C4 10% 05cm 1,53 4,53 7,57 9 9 50,50% 89,35% 103,27% 100,0% 100,0%
C4 15% 05cem 197 2,6 2,77 2,97 3,83 65,02% 51,28%  37,79% 33,00% 42,56%

88



Tabla 22

Tolerancia de Fusarium spl (Cepa C14) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5.

% de Crecimiento Tolerancia
INICIO
Cepa  Diésel
00 Hr 24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
B5
Control 0% 05cm 1,23 1,97 253 3,03 3,57 100% 100% 100% 100%  100%
Cl4 5% 05cm 0,97 1,83 243 297 3,13 78,86% 92,89% 96,05% 98,02% 87,68%
Cl4 10% 0.5cm 0,9 1,7 223 273 3,17 73,17% 86,29% 88,14% 90,10% 88,80%
Cl4 15% 05cm 083 1,57 193 26 3 67,48% 79,70% 76,28% 85,81% 84,03%
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Tabla 23

Tolerancia de Fusarium sp2 (Cepa C19) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5.

% de Crecimiento Tolerancia
Caodigo INICIO
Diésel
de Cepa 00 Hr 24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 24hr 48 hr  72hr 96 hr 120 hr
B5
Control 0% 05cm 1,63 203 2,7 293 323 100% 100% 100%  100%  100%
C19 5% 05cm 0,87 1,57 223 2,7 3,13 53,37% 77,34% 82,59% 92,15% 96,90%
C19 10% 0.5cm 0,97 1,8 237 2,73 3,13 59,51% 88,67% 87,78% 93,17% 96,90%
C19 15% 0.5 cm 09 1,63 2 26 297 5521% 80,30% 74,07% 88,74% 91,95%
Tabla 24

Tolerancia de Trichoderma sp2 (Cepa C23) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5.

% de INIC Crecimiento Tolerancia

Cepa Diés 1000
24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr

el B5S Hr
Control 0% 0.5 3,73 17,67 9 9 9 100% 100% 100% 100%  100%
C23 5% 0.5 1,8 513 8,1 9 9 4826% 66,88% 90,00% 100,0% 100,0%
C23 10% 0.5 1,87 5,6 9 9 9 50,13% 73,01% 100,0% 100,0% 100,0%
C23 15% 0.5 1,7 55 9 9 9 4558% 71,71% 100,0% 100,0% 100,0%
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Tabla 25

Tolerancia de Fusarium sp3 (Cepa C30) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5.

% de Crecimiento Tolerancia
Codigo INICIO
Diésel
de Cepa 00 Hr  24hr 48hr 72hr 96hr 120hr 24hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
B5
Control 0% 05cm 143 2,03 2,7 32 3,73 100% 100%  100% 100% 100%
C30 5% 05cm 0,77 1,57 2,53 3,33 3,67 53,85% 77,34% 93,70% 104,06% 98,39%
C30 10% 0.5 cm 09 1,8 24 29 34 62,94% 88,67% 88,89% 90,63% 91,15%
C30 15% 05cm 093 1,6 2 26 3,1 65,03% 78,82% 74,07% 81,25% 83,11%
Tabla 26

Tolerancia de Mortierella sp2 (Cepa C19) a Diferentes Concentraciones de Diésel B5

%de NIC Crecimiento Tolerancia

Cepa Diése 10 00 120
24hr 48hr 72hr 96hr 24hr  48hr 72hr 26 hr 120 hr

1B5 Hr hr
Control 0% 05 2,83 437 7 9 9 100%  100%  100%  100% 100%
C35 5% 05 1,63 437 6,77 853 9 57,60% 100,0% 96,71% 94,78%  100,0%
C35 10% 0.5 2,03 51 803 9 9 71,73% 116,7% 114,7% 100,0%  100,0%
C35 15% 0.5 1,77 4,63 723 9 9 62,54% 105,9% 103,2% 100,0%  100,0%
C35 20% 05 0,7 1.4 443 747 9 24,73% 32,04% 63,29% 83,00%  100,0%
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Tabla 27
Resultados de las Pruebas de Efectos Intrersujetos para la Tolerancia al Diésel B5 a

lo Largo del Tiempo en Funcion de las Cepas y el Porcentaje de Diésel.

Medida: TOLERANCIA

Tipo III
de suma Eta Parametro
de Media parcial al sin Potencia
Origen cuadrados gl cuadraticaF Sig.  cuadrado centralidadobservada®
DIAS Esfericidad 3,813 4 953 368,985 ,000 ,868  1475,941 1,000
asumida
Greenhouse- 3,813 2356 1,618 368,985 ,000 ,868 869,430 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 3,813 3,652 1,044 368,985 ,000 ,868 1347,673 1,000
Limite 3,813 1,000 3,813 368,985 ,000 ,868 368,985 1,000
inferior
DIAS * cepas Esfericidad , 745 24 ,031 12,008 ,000 ,563 288,202 1,000
asumida
Greenhouse- 745 14,138,053 12,008 ,000 ,563 169,771 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 745 21,914 034 12,008 ,000 ,563 263,155 1,000
Limite , 745 6,000 ,124 12,008 ,000 ,563 72,050 1,000
inferior
DIAS * diesel Esfericidad 1,599 12 , 133 51,571,000 734 618,852 1,000
asumida
Greenhouse- 1,599 7,069 226 51,571,000 , 734 364,546 1,000
Geisser
Huynh-Feldt 1,599 10957 ,146 51,571 ,000 734 565,070 1,000
Limite 1,599 3,000 ,533 51,571,000 , 734 154,713 1,000
inferior

DIAS * cepas Esfericidad 1,264 72 ,018 6,796 000 ,686 489,340 1,000
* diesel asumida
Greenhouse- 1,264 42413 030 6,796 ,000 ,686 288,255 1,000

Geisser
Huynh-Feldt 1,264 65,743 019 6,796 ,000 ,686 446,814 1,000
Limite 1,264 18,000 ,070 6,796 ,000 ,686 122,335 1,000
inferior
Error(DIAS) Esfericidad ,579 224 ,003
asumida
Greenhouse- ,579 131,951,004
Geisser
Huynh-Feldt ,579 204,533,003
Limite ,579 56,000 ,010
inferior

a. Se ha calculado utilizando alpha = ,05
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Tabla 28

Resultados del Analisis de Efectos Inter-Sujetos para la Tolerancia al Diésel B5 en Funcién de

las Cepas y el Porcentaje de Diésel

Medida: TOLERANCIA

Variable transformada: Promedio

Tipo Il de Eta parcial Parametro

suma de Media al sin Potencia
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.  cuadrado centralidad observada®
Interseccion325,424 1 325,424  31700,086,000  ,998 31700,086 1,000
cepas ,960 6 ,160 15,587  ,000 ,625 93,525 1,000
diesel 2,631 3 877 85,443  ,000 821 256,329 1,000
cepas * 1,743 18 ,097 9,430 ,000 752 169,742 1,000
diesel
Error 575 56 ,010

a. Se ha calculado utilizando alpha = ,05
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Tabla 29

Prueba de Normalidad del Porcentaje de Degradacion de Diésel B5

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Tratamiento Estadistico gl  Sig.
Porcentaje degradacion Ri ,998 3 921
Cl 1,000 3 ,967
C23 ,173 3 ,052
C35 ,886 3 ,343
Consorcio ,996 3 ,886
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Tabla 30
Prueba de ANOVA para el Porcentaje de Degradacion de Diésel BS por Tratamiento
ANOVA
Porcentaje degradacion
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1267,236 4 316,809 24,390 ,000
Dentro de grupos 129,893 10 12,989
Total 1397,129 14
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Tabla 31

pH promedio semanal de las cepas Durante el Ensayo de Degradacion

CONTROL CEPA 1 CEPA 23 CEPA 35 CONSORCIO
8,4 7,68 8,11 8,11 8,06
8,31 8,03 7,98 8,36 8,11
8,154 8,02 7,92 7,86 7,75
8.01 7,4 7,37 7,3 7,33
8,2 8,015 7,95 7,94 8,09
8,24 8,27 8,429 8,44 8,24
8,001 8,17 8,22 8,39 8,22
8,25 8,41 8,34 8,29 8,22
8,34 8,14 8,18 8,15 8,15
8,44 8,38 8,06 8,38 8,34
8,038 8,026 7,6 7,81 7,95
8,016 7,994 7,898 8,123 7,949
7,88 8,104 8,073 7,993 7,925
8,25 8,305 8,24 8,23 8,01
PROMEDIO 8,1937 8,0674 8,0264 8,0982 8,0245
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Tabla 32

Humedad promedio semanal de las cepas Durante el Ensayo de Degradacion

FUMEDAD DE C ZPAS

CONTROL CEPAL CEPA23 CEPA 35 CONSORCIO
23,0% 42,6% 41,0% 45,4% 42,2%
53,7% 54,4% 54,5% 54,6% 54,3%
42,8% 58,5% 53,6% 55,0% 60,0%
43,5% 53,0% 55,4% 55,7% 54,9%
45,9% 53,3% 53,9% 57,9% 58,7%
49,5% 55,6% 55,5% 56,4% 64,3%
46,7% 51,3% 51,0% 53,7% 59,8%
42,2% 49,1% 44,9% 53,4% 56,3%
52,9% 49,0% 50,0% 56,9% 56,7%
47,9% 47,0% 44,0% 50,6% 51,7%
53,0% 53,1% 63,3% 79,6% 79,6%
47,3% 44,0% 46,2% 45,5% 46,2%
48,2% 46,1% 49,1% 50,5% 47,3%
49,3% 47,0% 52,3% 57,3% 55,8%
PROMEDIO 46,1% 50,3% 51,0% 55,2% 56,3%
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ANEXO 02

FIGURAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE LA DENTIFICCION DE LAS CEPAS DE
HONGOS

Figura 6

Vista macroscopica y microscépica del género Trichoderma spl

Figura 7

Vista macroscopica y microscépica del género Mortierella spl
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Figura 8

Vista macroscopica y microscopica del género Fusarium spl

Figura 9

Vista macroscopica y microscépica del género Fusarium sp2
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Figura 10

Vista macroscopica y microscépica del género Trichoderma sp2

Figura 11

Vista macroscopica y microscopica del género Chaetomium
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Figura 12

Vista macroscopica y microscopica del género Fusarium sp3

Figura 13

Vista macroscopica y microscépica del género Mortierella sp2
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ANEXO 03

RESULTADOS DEL ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LA MUESTRA PROVENIETE DE

LABRANZA.
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RESULTADOS DE HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO A LOS 0 DiAS
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RESULTADOS DE HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO A LOS 90 DiAS
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ANEXO 04
1. TOMA DE MUESTRA DE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS
DEL TALLER MECANICO 1 DE SAN SEBASTIAN, PARA EL AISLAMIENTO

DE HONGOS MICROSCOPICOS.

2. TOMA DE MUESTRA DE SUELO CONTAMINADO CON HIDROCARBUROS
DEL TALLER MECANICO 2 DE SAN SEBASTIAN, PARA EL AISLAMIENTO

DE HONGOS MICROSCOPICOS.
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3. PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE

HONGOS MICROSCOPICOS

4. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS CEPAS DE HONGOS,

PROVENIENTES DE TALLERES MECANICOS.
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5. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO MMI SUPLEMENTADO A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DIESEL B5 PARA LA SIEMBRA DE

LAS CEPAS DE HONGOS AISLADOS.

6. Evaluacion Del Crecimiento De Las Cepas De Hongos A Diferentes Concentraciones

De Diesel B5.
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7. Preparacion Del Inéculo Para Incorporar En Los Terrarios.

8. Pre Tratamiento Del Suelo De Labranza, Secado, Esterilizado Y Tamizado.

120



9. Incorporacion de diésel BS al suelo previamente tratado.

10. Medicion de humedad y pH. A as muestras incubadas, semanalmente por 3 meses.
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11. Monitoreo de los terrarios.
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12. ENVIO DE MUESTRAS DE LOS TERRARIOS EXPERIMENTALES EN
CADENA DE FRIO AL LABORATORIO SAG SERVICIOS ANALITICOS

GENERALES - LIMA.
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Tabla 33

Preparacion de agar Medio Minimo Mineral con diésel B5

MEDIO MINIMO MINERAL
Sales Minerales Cantidad
CaCL(Cloruro de Calcio) 0.1g
KCl ( Cloruro de Potasio) 0.5 gr
KH2 PO4 (Fosfato diacodo de Potasio) 1 gr
(NHa)2 SO4 ( Sulfato de Amonio) 0.5 gr
MgSO4 * H20 ( Sulfato de Magnesio Hepta-hidratado) 0.2 gr
Agar- Agar 18 gr
Agua destilada 1000ml
Diésel B5 al 2% 20 ml

Preparacion: Primero, se prepard el medio mineral minimo (MMI) mediante la adicion
de las sales previamente mencionadas, de acuerdo con las concentraciones establecidas. Los
componentes fueron mezclados y agitados vigorosamente hasta obtener una preparacion
homogénea. Posteriormente, el medio fue sometido a esterilizacion en autoclave durante 20
minutos a 121 °C y 1 atm de presion, con la finalidad de eliminar posibles microorganismos
contaminantes.

Una vez finalizado el proceso de esterilizacion, se procedi6é al plaqueo del medio.

Durante esta etapa, se incorpor6 diésel B5 a cada placa hasta alcanzar una concentracion final
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del 2 %, considerando un volumen final de 20 mL por placa. De esta manera, se obtuvo el

medio MMI suplementado con diésel BS, listo para su posterior utilizacion en el ensayo.
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