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RESUMEN 

Se evaluó la capacidad biodegradadora de petróleo diésel por bacterias 
endofíticas aisladas de Cannabis sp. “cáñamo”. El estudio experimental se realizó 
en los laboratorios de Microbiología Ambiental, e Inmunología y Microbiología 
Clínica de la UNSCH. Se aislaron siete cepas bacterianas endofíticas de la raíz, 
caracterizadas macroscópica y microscópicamente, adaptadas y seleccionadas 
por su tolerancia en medio mínimo M9 con 15 % de diésel; la biodegradación fue 
evaluada durante 60 días en sistemas de matraces biométricos modificados, con 
cepas individuales y en consorcio, expuestas a 1, 3, 5 y 7 % de diésel. Se midió 
el CO2 acumulado cada cinco días mediante titulación (g de CO2/L) y diésel 
residual al día 60 por centrifugación y volumetría. Se extrajo y evaluó la pureza e 
integridad del ADN, secuenciando el genoma completo (WGS) y la región 16S por 
PCR in silico, identificando Pseudomonas citronellolis (A), Acinetobacter 
calcoaceticus/baumannii complex (B, D), Pseudomonas putida (C), Pseudomonas 
sp. FDAARGOS_380 (E), Acinetobacter calcoaceticus (F) y Acinetobacter 
schindleri (G). Los resultados analizados por ANOVA y Duncan (p<0,05) 
mostraron que a 1 % todas las cepas y consorcio lograron 100 % de degradación 
(0,001129 g de CO2/L). A 3 %, E (12,2 %) y G (16,7 %) fueron menos eficientes 
frente a otras cepas y consorcio (43,3-62,2 %). A 5 %, A (36,7 %) y B (33,3 %) 
destacaron. A 7 %, F (17,6 %) y A (16,7 %) superaron a E y G (11 %). La 
producción de CO2 reflejó los porcentajes de degradación. La cinética de primer 
orden evidenció que, a mayor concentración de diésel, la velocidad de 
degradación (k1) disminuyó y el tiempo de vida media (T1/2) aumentó, reflejando 
inhibición metabólica. Estos hallazgos destacan el potencial de Pseudomonas 
spp. y Acinetobacter spp. para degradar diésel a concentraciones elevadas, 
siendo el consorcio más estable y competitivo. 

Palabras clave: biodegradación, petróleo diésel, microorganismos endofíticos, 
Cannabis sp, cinética de primer orden.
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I. INTRODUCCIÓN 

La presente investigación se refiere al tema de la evaluación de la capacidad 

biodegradadora de petróleo diésel por bacterias endofíticas aisladas de Cannabis 

sp. en medio líquido, que se puede definir como un enfoque biotecnológico 

sostenible que usa bacterias para mitigar la contaminación por hidrocarburos en 

sistemas acuáticos. Bacterias como Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. 

pueden reducir la fitotoxicidad, degradar hidrocarburos aromáticos policíclicos 

(HAPs) con enzimas, con una menor competencia por nutrientes que las 

rizobacterias, siendo una alternativa eficiente frente a técnicas físico-químicas 

(Wang y Dai, 2011; Barac et al., 2004). La contaminación por hidrocarburos, 

intensificada desde el siglo XIX, es un problema crítico por actividades industriales 

y derrames. Entre 2010 y 2022, se registraron 63 derrames > 700 toneladas a nivel 

global (ITOPF, 2025; Shahidul y Tanaka, 2004). En Perú, el sector hidrocarburos, 

que pese al aporte al Producto Interno Bruto (PIB) (MINEM, 2023), generó 3 231 

pasivos ambientales entre 1997 y 2020, con 151 de alto riesgo, como el derrame 

de 11,900 barriles en Ventanilla en 2022 (León y Zúñiga, 2022; Bisso, 2022). Que 

afecta la calidad del agua y cultivos agrícolas amenazando la seguridad 

alimentaria (FAO y UNEP, 2021). La característica principal de este tipo de 

contaminación es su persistencia, debido a la baja solubilidad de compuestos de 

HAPs y los alcanos, que resisten la degradación natural. Para analizar esta 

problemática es necesario mencionar sus causas. Una de ellas es la dependencia 

de combustibles fósiles y actividades extractivas sin medidas preventivas. Otra es 

la infraestructura obsoleta, como oleoductos en la Amazonía, que incrementa el 

riesgo de derrames. Además, la falta de regulaciones y la lenta adopción de 

tecnologías sostenibles agravan el impacto ambiental (León y Zúñiga, 2022).  

El interés de este estudio es desarrollar una solución sostenible mediante la 

biorremediación con bacterias endofíticas de Cannabis sp., elegida por su 

capacidad de fitoextracción de HAPs y metales pesados, y por estimular 
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comunidades microbianas endofíticas que degradan hidrocarburos mediante 

enzimas (Y. Wu et al., 2021; Karigar y Rao, 2011). Su rápido crecimiento y alta 

producción de biomasa la hacen ideal para las industrias de fibra, papel y 

bioenergía, apoyando un modelo de economía circular (Linger et al., 2002). 

Comparada con Medicago sativa, Cannabis sp. degrada 65 % de HAPs frente a 

45 % en otras especies (Doty, 2008). Según Linger et al., (2002), Cannabis sativa 

cultivada en entornos contaminados mantiene la calidad de su fibra, permitiendo 

usos industriales. No obstante, T. Wu et al., (2018) señalan vacíos sobre los 

endofíticos y la degradación de hidrocarburos en medios líquidos, influida por pH 

y nutrientes; justifican la necesidad de investigaciones sobre Cannabis sp. 

Frente a estas limitaciones y considerando la relevancia de la biorremediación 

para mitigar la contaminación por hidrocarburos, este estudio evalúa la capacidad 

biodegradadora de bacterias endofíticas de Cannabis sp. frente a petróleo diésel 

en concentraciones de 1, 3, 5 y 7 % (v/v) en medio líquido M9. El trabajo incluye 

tres etapas: aislamiento y adaptación de cepas, ensayos de degradación, y 

análisis molecular. La metodología incluye el aislamiento en medio M9, ensayos 

en matraces biométricos para CO2, modelado cinético, identificación molecular 

mediante secuenciación genómica (WGS) y PCR in silico del gen 16S ARNr. Las 

limitaciones incluyen la variabilidad de las condiciones del medio, la validación de 

resultados en sistemas acuáticos reales, y restricciones regulatorias para el uso 

de Cannabis sp. Los resultados buscan optimizar la biorremediación al demostrar 

la eficiente capacidad degradadora de bacterias endofíticas de Cannabis sp., 

estableciendo fundamentos para su uso sostenible en contextos como el Perú. 

Objetivo general  

Evaluar la capacidad biodegradadora del petróleo diésel por las bacterias 

endofíticas aisladas de Cannabis sp. 

Objetivos específicos  

• Evaluar la capacidad degradadora de petróleo diésel en diferentes 

concentraciones por cepas bacterianas endofíticas de Cannabis sp.  

• Determinar la capacidad degradadora de petróleo diésel en diferentes 

concentraciones por consorcios bacterianos endofíticos de Cannabis sp.  

• Analizar la cinética de degradación de petróleo diésel por cepas individuales 

y consorcios bacterianos endofíticos de Cannabis sp.  

• Identificar molecularmente las bacterias endofíticas de Cannabis sp. con 

capacidad degradadora de petróleo diésel.  
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes 

2.1.1. Antecedentes internacionales 

Lal y Khanna (1996) investigaron el potencial de degradación del petróleo crudo 

proveniente de India (Bombay High y Gujarat) en ensayos con matraces, con 100 

ml de medio sal mineral con 1 000 mg de petróleo y 1 % (v/v) del inóculo, 

cuantificado por cromatografía los días 2, 5, 10 y 15 por Acinectobacter 

calcoaceticus y Alcaligenes odorans, obteniendo degradaciones del 50 y 45 % 

para Bombay High, y del 29 y 37 % para Gujarat, respectivamente. El consorcio 

mostró una degradación superior (58 % para Bombay High y 40 % para Gujarat). 

Zhang et al. (1998), compararon la biodegradación de biodiésel y diésel en medios 

acuáticos utilizando evolución de CO2 (EPA 560/6-82-003), DBO5 (EPA 405.1), 

DQO (EPA 410) y cromatografía de gases con un inóculo mixto a diferentes 

concentraciones de mg de carbono/L hasta el día 14. Concluyeron que las 

mezclas de biodiésel/diésel mostraron una mayor biodegradabilidad, siguiendo 

una cinética de primer orden. 

Bhattacharya et al. (2003), evaluaron la diversidad genética de Pseudomonas 

citronellolis aisladas de sitios contaminados, mostrando degradaciones de 

hidrocarburos totales de petróleo (TPH) entre 65 y 96 % mediante técnicas de 

cultivo de enriquecimiento, con 5 g de suelo en 100 ml de medio mínimo de sales 

al 1 % (peso/volumen) de lodo aceitoso como fuente de carbono. 

Pasqualino et al. (2006), estudiaron la biodegradabilidad de biodiésel, diésel y 

gasolina (y sus mezclas) mediante la evolución de CO₂ en ensayos en matraz 

agitado (EPA 560/6-82-003), 225 ml de medio nutritivo mineral, 25 ml de inóculo 

(lodo activado), se midió mediante retro valoración con HCl 0,1 N. Los resultados 

al día 28 fue para biodiésel 98 %, diésel 50 % y gasolina 56 %, indicando que la 
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adición de biodiésel mejoraba significativamente la biodegradación, destacando 

efectos sinérgicos en la degradación de mezclas. 

Obayori et al. (2009), analizaron cuatro cepas aisladas de suelos contaminados, 

identificando a Pseudomonas putida como la especie con mayor capacidad de 

degradar varios hidrocarburos (queroseno, gasolina, diésel, aceite de motor y 

petróleo crudo) con un tiempo de generación entre 3,07 – 8,55 días, logrando 

degradar el aceite (50 mg/L) más de 70 % en un plazo de 12 días 

Roverssi (2011), tuvo como objetivo determinar la capacidad degradativa del 

biodiésel en muestras de suelo a través de la evaluación de hidrocarburos totales 

de petróleo (TPH) 400 g/kg del hidrocarburo y la evolución de CO2 (EPA 560/6-82-

003). En el cual, se evaluó el biodiésel, diésel y la mezcla de ambas en un medio 

de suelo urbano, además de medir bioestimulantes. obteniendo una 

mineralización de 3 g de CO2/día y el diésel 1 g de CO2/día, el porcentaje de 

remoción del biodiésel fue de 84,65 % al día 24 y un 57 % del diésel al día 35. 

Gkorezis (2014), evaluó bacterias asociadas a las plantas en el proceso de 

remediación de muestras de suelo y agua subterránea afectadas y contaminadas 

por los hidrocarburos de petróleo. Se encontraron 30 cepas, siendo de la raíz 

Acinetobacter oleivorans y Acinetobacter calcoaceticus, y una cepa rizosférica 

Staphylococcus aureus. Para el proceso de biodegradación se cultivó en medio 

mínimo con 1 000 mg/kg de aceite diésel. Los resultados de interés mostraron una 

degradación de 40 % por A. oleivorans, 41 % por A. calcoaceticus, 

Jacob y Irshaid (2015), se enfocaron en bacterias degradadoras de tolueno en 

suelos contaminados por talleres automotrices, la muestra de tierra (10 g) se 

incubo en 99 ml de medio Stanier con 1 % de tolueno. Entre las cepas 

identificadas, Acinetobacter schindleri mostró tiempos de generación de ocho 

horas al 1 % de tolueno, incrementándose a 19 horas al 2 %. 

Zahid et al. (2016), tuvieron como objetivo evaluar el potencial de cepas 

rizosféricas de Cannabis sativa irrigada con aguas residuales de una refinería 

petrolera, para degradar benceno en medios M9, utilizando concentraciones 

crecientes (hasta 1 000 mg/L) mediante densidad óptica de OD600 ≥ 1,1. Se 

identificaron cepas como Pseudomonas aeruginosa (85 % rendimiento), Bacillus 

cereus (83 %) y Acinetobacter junii (70 %) en 72 horas. 

Remus-Emsermann et al. (2016),  describieron la fisiología y el genoma completo 

de Pseudomonas citronellolis P3B5, mostrando que codifica genes que permiten 
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degradar alcanos de cadenas largas y terpenoides y resistencia al estrés, lo que 

le confiere un alto potencial en biorremediación. 

Pardo et al. (2017), evaluaron la capacidad biodegradativa del fenol en muestras 

de aguas tratadas por la explotación petrolera a concentraciones de 500, 800 y 1 

200 mg/L. El estudio identificó que la mayoría de bacterias fueron Gram negativo, 

siendo Pseudomonas sp. Sps1 quien tiene mayor relación con Pseudomonas 

citronellolis como la cepa más tolerante, degradando eficientemente fenol a 

concentraciones de 500 mg/L en 24 a 28 horas. 

Iqbal et al. (2017), teniendo como antecedente el trabajo de Zahid et al. (2015), 

evaluaron el potencial de biodegradación de benceno y fenol de cepas bacterianas 

endofíticas de Cannabis sativa irrigadas con aguas de una refinería, aislaron siete 

cepas mediante secuenciación del gen 16S ARNr, el fenol fue degradado casi por 

completo a 250, 500 y 750 mg/L por Acromobacter sp., Pseudomonas sp. y 

Alcaligenes sp., mientras que a 1 000 mg/L fue de 81, 72 y 69 % respectivamente; 

el benceno fue degradado por Bacillus sp, Enterobacter sp. y Acitenobacter sp. 

mientras que a 1 000 mg/L fue de 80, 72 y 68 % respectivamente, la tasa de 

degradación se modeló con cinética de primer orden. 

Iqbal et al. (2019), se enfocaron en el estudio del potencial de promoción del 

crecimiento vegetal de endófitos bacterianos que degrada diésel. Se realizó el 

aislamiento de cepas bacterianas endófitas de Echinochloa crus-galli (pasto 

Cockspur) y Cynodon dactylon (pasto Bermuda) de un lugar contaminado con 

petróleo, se evaluó su potencial para degradar compuestos monoaromáticos 

(fenol, tolueno y xileno) y diésel a través del crecimiento vegetal; las cepas fueron 

identificadas mediante la secuenciación del gen 16S ARNr, análisis 

cromatográfico de gases y se aplicó el modelo Monod para determinar la cinética 

de crecimiento. Se identificaron 13 cepas, siendo J10 Pseudomonas sp. el mejor 

degradador de diésel con mayor promoción de crecimiento, cinética de primer 

orden, degradando el 69 % de diésel en cuatro días. 

Orijude (2019), evaluó la degradación de hidrocarburos por cepas silvestres y 

mutantes de Bacillus subtilis y Pseudomonas putida. Las cepas mutantes, 

obtenidas mediante exposición a ácido nitroso e irradiación UV, demostraron 

porcentajes de degradación significativamente superiores en comparación con las 

silvestres en medio mineral con 0,5; 1; 1,55 y 2 % de petróleo crudo mostrando un 

crecimiento mayor  y crecimiento medio en 2 % de petróleo crudo, el porcentaje 

de degradación de aceite y grasa por cepas silvestres fueron 87,25 %, 80,25 % y 
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88,89 %, mientras que las mutantes fueron 96,23 %, 92,60 % y 99,38 % 

respectivamente. Concluyendo que las bacterias mutantes tienen una mayor 

capacidad de biodegradación. 

Ho et al. (2020), se centraron en la caracterización genómica de Acinetobacter 

calcoaceticus CA16, aislada de raíces de canola en suelo canadiense. La cepa 

degradó entre el 82 % y 92 % de diésel (0,25 – 2 %) en 28 días, apoyada por la 

presencia de genes degradadores como alk M y xcp R. 

Koutinas et al. (2021), abordaron la biodegradación mejorada de aguas residuales 

de perforación a través de la producción de biosurfactantes y polihidroxialcanoatos 

por Pseudomonas citronellolis SJTE-3. La cepa mostró reducciones notables en 

DQO y metabolizó eficientemente compuestos como n-dodecano y naftaleno. 

Iskandar et al. (2021),  tuvieron como objetivo en análisis sistemático y filogenético 

molecular de bacterias con potencial de biorremediación por el secuenciamiento 

del gen 16S ARNr. Las cuatro cepas fueron obtenidas de un estudio anterior sobre 

desechos clínicos, logrando identificar a Acinetobacter schindleri, 

Stenotrophomonas, S. maltophiphila, S. acidaminiphila, Pararheinheimera 

aquatica, las cuales contienen el potencial de biorremediación. 

Paul et al. (2022), tuvieron como objetivo la evaluación de Pseudomonas putida 

en la producción de metano y eliminación de hidrocarburos de lodos de refinería 

de petróleo. Los lodos fueron pretratados con P. putida, logrando optimizar en 

diferentes dosis la solubilización y biodegradación. La degradación en 20 L para 

una proporción de 0,5 de inóculo dio como resultado la degradación de 57,07 % 

de petróleo, 62,98 % de aceite y grasa, y 91,9 % de fenol en 50 días. 

Varnava et al. (2024), examinaron la capacidad de Pseudomonas citronellolis 

620C para generar electricidad en celdas de combustible microbianas utilizando 

agua residual aceitosa. Los resultados mostraron una generación de 0,05 mW/m² 

y altos índices de degradación de hidrocarburos, incluidos HAP y n-alcanos, 

mostrando a través de la cromatografía de gases y espectrometría de masas una 

alta degradación de petróleo total, hidrocarburos aromáticos policíclicos y ácidos 

grasos de agua residual en un 74,3 % y algunos n-alcanos > 90 % en 70 días. 

Sawadogo et al. (2024), caracterizaron dos cepas bacterianas aisladas de aguas 

residuales, evaluando su capacidad para degradar diésel y aceites usados 

(SAE40 y SAE50). Constataron que Acinetobacter calcoaceticus superó a 

Pseudomonas aeruginosa, especialmente cuando se trabajó en consorcio, la 
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capacidad de biodegradación se midió por el método gravimétrico logrando una 

degradación del 65,33 % en 56 días. 

2.1.2. Antecedentes nacionales 

Llanco y Reategui (2020) se propusieron identificar bacterias capaces de 

descomponer petróleo en un medio acuático afectado por hidrocarburos en 

Ucayali. Para ello, recolectaron muestras de dos sitios en la quebrada Añis Caño, 

en la zona de la empresa MAPLE GAS, utilizando una metodología exploratoria. 

Las muestras fueron pre enriquecidas por una semana y enriquecido por tres 

semanas, donde se mostró cambios del petróleo crudo (turbidez y agregados 

blancos) por la presencia del crecimiento bacteriano. Se identificaron 

bioquímicamente cinco géneros de bacterias: Pseudomonas aeruginosa 

(predominante), Acinetobacter sp., Enterobacter sp., Serratia sp. y Citrobacter sp. 

2.1.3. Antecedentes locales 

Delgadillo (2024), tuvo como objetivo evaluar la capacidad degradativa del 

petróleo diésel mediante el efecto de bioestimulación, seleccionando cepas con 

capacidad biodegradadora (individualmente y consorcios), sometiéndose a 

tratamientos con bioestimulantes (nitrato de amonio y superfosfato triple) frente a 

controles, con concentraciones de diésel a 5, 10, 15 y 20 %. La degradación de 

cuantificó mediante extracción por agitación-centrifugación y método gravimétrico 

(mg de diésel/kg de suelo seco), la identificación molecular mediante PCR permitió 

determinar a Stenotrophomonas acidaminiphila, Pseudomonas putida y 

Pseudomonas aeruginosa. Los tratamientos bioestimulados tuvieron tasas de 

remoción neta mayores, logrando un 54,7 % y 83,7 % de degradación a 

concentraciones de 5 y 10 %, respectivamente, en 28 a 70 días, mientras que el 

control positivo mostró un rendimiento inferior. El subtratamiento M123, que 

combinó las tres cepas, presentó el mejor desempeño, lo que sugiere que la 

sinergia entre los microorganismos potencia la biodegradación. 

2.2. Marco conceptual 

2.2.1. Hidrocarburo 

Compuesto orgánico conformado por cadenas de carbono e hidrógeno que a sido 

formado en el subsuelo debido a reacciones y transformaciones químicas de la 

materia orgánica que fue depositada con distintas rocas sedimentarias de grano 

fino en un pasado geológico (Cabanillas et al., 2015). 

2.2.2. Petróleo 

Compuesto químico llamado etimológicamente “aceite de piedra” formado por 
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hidrocarburos y pocas proporciones de oxígeno, nitrógeno, azufre y algunos 

metales. Presentándose en su estado original en sedimentos rocosos y áreas que 

en el pasado fueron océanos, las condiciones necesarias para su creación 

incluyen: falta de oxígeno, la existencia de restos de organismos vegetales y 

animales, altas temperaturas, acción bacteriana entre muchos otras más. Siendo 

un fluido poco espeso de color variable (a veces verde, amarillo o negro) con olor 

desagradable y con una densidad de 800 y 950 kg/m3, teniendo una composición 

de 84 a 88 % de carbón y entre 11,5 a 14 % de hidrógeno y el resto de 

componentes (Martín y Sala, 2004). 

2.2.3. Diésel 

Derivado del petróleo con C10-C21, aproximadamente 75 % de hidrocarburos 

saturados (parafinas) y 25 % de hidrocarburos aromáticos (alcalobencenos y 

naftalenos), con las siguientes propiedades: densidad de 0,84 kg/L a 15 °C, punto 

de inflamabilidad de 63 °C, viscosidad dinámica de 3,2 mm2/s, número de cetano 

que varía entre 45 y 50, calor de combustión de 44 Mj/kg, umbral de turbidez de 0 

°C y residuo de carbón 0,2 %. Su composición es C10-C21 HC, compuestos por: 

carbono 86,5 %, azufre 0,05 máx., agua 161 ppm, hidrógeno 13 % (Sarmiento, 

2008). 

2.2.4. Microorganismos endofíticos 

Son principalmente bacterias y hongos, aunque también pueden incluir arqueas y 

en algunos casos protistas que, durante al menos una parte de su ciclo de vida, 

colonizan de forma asintomática los tejidos internos de las plantas sin provocar 

daño aparente en el hospedero. Esta definición se centra en el hábitat interno de 

la planta, permitiendo incluir la amplia diversidad de microorganismos que 

interactúan con el hospedante, independientemente de si su relación resulta 

mutualista, comensal o, en condiciones específicas, potencialmente patógena 

(Hardoim et al., 2015). 

2.2.5. Cepa 

Grupo de organismos de una misma especie, que comparten ciertas 

características genéticas que no se encuentran en otros miembros de dicha 

especie, presentándose muchas cepas dentro de una misma especie (Ochoa y 

Montoya, 2010). 

2.2.6. Consorcio microbiano 

Es la asociación natural de dos o más poblaciones microbianas de diferentes 

especies, las cuales actúan conjuntamente como una comunidad en un sistema 
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complejo, donde todos llegan a beneficiarse de las actividades de los demás 

(Ochoa y Montoya, 2010). 

2.2.7. Biodegradación 

Es un proceso que se da a través de bacterias, hongos, levaduras, gusanos y/o 

insectos que descomponen compuestos orgánicos en compuestos simples (de 

menor peso molecular) a través del aprovechamiento de reacciones y 

procedimientos químicos naturales con el cual obtienen sus nutrientes y energía, 

en condiciones aerobias se produce CO2 y agua, muchos de estos 

microorganismos desarrollan reacciones metabólicas únicas que pueden ser 

usadas para degradar algunas sustancias químicas sintetizadas (Thieman y 

Palladino, 2010). 

2.2.8. Biorremediación 

Es una técnica que consiste en el uso de organismos vivos para la limpieza del 

medio ambiente como del agua subterránea o suelos contaminados con químicos, 

degradando materiales peligrosos en sustancias menos tóxicas (Thieman y 

Palladino, 2010). 

2.2.9. Modelado cinético en biología 

Se basa en la aplicación de ecuaciones matemáticas para describir y predecir la 

velocidad y dinámica de procesos como el crecimiento microbiano y la 

biodegradación de compuestos orgánicos. Entre los modelos más utilizados se 

encuentran el de primer orden y la ecuación de Monod, esta última relaciona la 

tasa específica de crecimiento (μ) con la concentración del sustrato (S), 

permitiendo cuantificar la degradación en función del tiempo y optimizar las 

condiciones experimentales para el escalado del proceso (Doran, 2012). 

2.3. Base teórica 

2.3.1. Clasificación y características de los hidrocarburos en el diésel  

El diésel es una mezcla compleja de hidrocarburos derivados del petróleo, cuya 

composición varía dependiendo del proceso de refinamiento y del tipo de crudo 

utilizado. Los principales hidrocarburos presentes en el diésel se pueden clasificar 

en saturados (alcanos y cicloalcanos) y no saturados (aromáticos y olefinas) 

(Speight, 2014), como se muestra en la Figura 1. 

2.3.1.1. Hidrocarburos saturados 

Son los más abundantes en el diésel y representan una fracción importante en 

términos de estabilidad química y poder calorífico. Se subdividen en: 
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• Alcanos lineales y ramificados: Compuestos de cadena larga como el n-

dodecano (C12H26) y el n-hexadecano (C16H34), los cuales son relativamente 

más biodegradables (R M Atlas, 1981). 

• Cicloalcanos (naftenos): Ejemplos como el ciclohexano y metilciclohexano 

contribuyen a la densidad del diésel y son menos volátiles. 

2.3.1.2. Hidrocarburos aromáticos 

Estos compuestos son más recalcitrantes y poseen estructuras cíclicas 

conjugadas que dificultan su degradación microbiana (Prince, 2002). 

• Aromáticos monocíclicos (BTEX): Incluyen benceno, tolueno, etilbenceno y 

xilenos, los cuales tienen una alta toxicidad y pueden afectar el crecimiento 

bacteriano (Das y Chandran, 2011). 

• Aromáticos policíclicos (PAHs): Como el naftaleno, fenantreno y 

venzo(a)pireno, que son persistentes en el ambiente y requieren consorcios 

microbianos especializados para su degradación (Haritash y Kaushik, 2009). 

2.3.1.3. Asfaltenos y resinas 

Son fracciones pesadas del petróleo que contienen heteroátomos (N, S, O) y 

presentan una solubilidad limitada en hidrocarburos ligeros (Tissot y Welte, 1984). 

Aunque están en menor proporción en el diésel, su presencia puede afectar la 

bioaccesibilidad de otros compuestos. 

Figura 1 

Clasificación general de los hidrocarburos de petróleo. 

 
Nota. Adaptado de Speight (2014), Prince (2002) y  R M Atlas (1981). 
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2.3.2. Contaminación por petróleo y derivados 

La contaminación ambiental se origina, en gran medida, por la inadecuada 

disposición de desechos industriales, lo que resulta en la liberación de diversos 

productos contaminantes al ambiente. Entre las actividades que impactan 

significativamente el medio ambiente se encuentran las industriales, agrícolas, 

domésticas y urbanas; sin embargo, la industria petrolera es especialmente 

relevante debido a los riesgos asociados con la transformación, transporte y 

almacenamiento del petróleo, diésel y gasolina. Las fugas accidentales o 

sistemáticas de estos productos generan derrames que provocan la liberación de 

hidrocarburos y afectan el medio ambiente (Tabla 1), lo que ha impulsado el 

desarrollo de diversas técnicas para su remediación (Calderón, 2006). 

Tabla 1 

Influencia en la salud y el entorno ambiental por los vertidos de hidrocarburos. 

Afectaciones Descripción de la afectación Referencia 

Daños al medio 

ambiente 

Los hidrocarburos de peso molecular mediano y 

alto, en particular los poliaromáticos, poseen una 

característica hidrofóbica y se depositan en suelos 

y sedimentos, lo que promueve su larga 

permanencia. 

Stanley et al. 

(2000) 

Daños a la 

salud 

Los compuestos poliaromáticos que se encuentran 

en el diésel y en el petróleo crudo tienen el 

potencial de ser carcinogénicos para un gran 

número de organismos, incluyendo los mamíferos 

superiores. 

Agencia de 

Protección 

Ambiental 

(2010) 

Daños a suelos 

agrícolas 

La presencia de hidrocarburos limita la 

permeabilidad del suelo, volviéndolo infértil y 

afectando la producción agrícola. 

Agencia de 

Protección 

Ambiental 

(2010) 

Daños a la 

salud (marinos) 

La exposición a diversos compuestos 

poliaromáticos puede causar mortalidad en 

animales marinos. 

Stanley et al. 

(2000) 

Resistencia a la 

biodegradación 

La combinación de baja solubilidad y la estructura 

molecular de compuestos como el enzo(a)pireno y 

el venzo(a)antraceno los hace menos 

biodegradables y altamente tóxicos. 

Crawford y 

Crawford 

(1998) 

Nota. Adaptado de Cavazos Arroyo et al. (2014). 
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Los derrames de hidrocarburos, que incluyen gasolina, parafinas, aceite y 

queroseno, no solo afectan la superficie terrestre, sino que también pueden 

infiltrarse en el agua subterránea. Este proceso de translocación se da por 

escorrentía, generando cambios fisicoquímicos en el agua, tales como la 

reducción del oxígeno disuelto debido a la interferencia en el intercambio gaseoso 

entre la atmósfera y el agua. Esta disminución de oxígeno puede inhibir el 

desarrollo y la nutrición de diversas especies (Jiménez, 2006). Además, algunas 

fracciones de la gasolina se evaporan, mientras que otras se disuelven o se 

adhieren al suelo (Tabla 2). Se estima que entre 75 000 y 1 000 000 de tanques 

de almacenamiento subterráneo han experimentado fugas, lo que resalta el riesgo 

potencial de exposición (División de Toxicología y Medicina Ambiental, 1995). 

Tabla 2 

Procesos de transformación y transporte del petróleo. 

Categoría Proceso Factores que afectan el proceso 

Físico Advección 

 

 

Dispersión suelo 

Flujo en fracturas 

Difusión 

 

Precipitación 

Disolución 

Topografía, clima, tipo de suelo, Porosidad 

(~50%), conductividad hidráulica, Materia 

orgánica (>1%), Textura del suelo, Geología. 

Mismo que advección, más heterogeneidad. 

Geología, permeabilidad del suelo. 

Mismo que advección, más gradiente de 

concentración. 

pH, temperatura, química del contaminante. 

Solubilidad, pH, temperatura. 

Químico Fraccionamiento 

 

Sorción / Desorción 

Intercambio iónico 

Volatilización 

 

Especiación de equilibrio 

Transformación abiótica 

Propiedades del contaminante (volatilidad, 

viscosidad), tipo de suelo. 

Materia orgánica, pH, contaminante. 

Propiedades del suelo, contaminante. 

Temperatura, viento, suelo (pérdida C8-C12 

hasta 100 %) 

pH, ligandos, contaminante. 

pH, temperatura, catalizadores (hidrólisis, 

oxidación) 

Microbiano Oxidación / Reducción 

Hidrólisis 

Geología, Contaminante, Temperatura (20–

45°C), pH (5.0–9.0), Agua (50–80%), 

Oxígeno disuelto, Conductividad eléctrica. 

Nota. Adaptado de L. Wang et al. (2021); Yang et al. (2013) y Tindall et al. (1999). 
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2.3.3. Remediación del ambiente 

Existen diversos métodos de remediación (Tabla 3), siendo el biológico por 

microorganismos fundamental tanto desde el punto de vista económico como 

ambiental. El petróleo y sus derivados, al contener materia orgánica, favorecen el 

desarrollo de bacterias, hongos, mohos, levaduras y algas verdes; sin embargo, 

en ecosistemas acuáticos predominan las bacterias y levaduras. En condiciones 

aeróbicas, estos microorganismos actúan como agentes oxidadores de 

hidrocarburos, mientras que en ambientes anóxicos la degradación es mucho más 

lenta y puede prolongarse por años. Por ejemplo, las bacterias metanotróficas 

degradan metano (el hidrocarburo más simple), pero tienen limitaciones para 

degradar compuestos con mayor número de carbonos (Mandigan et al., 1999). 

Tabla 3 

Métodos de remediación de suelo y agua subterránea. 

FÍSICO BIOLÓGICO QUÍMICO TÉRMICO 

Coagulación / 

Floculación 

Separación agua – 

aceite 

Extracción de vapor 

Absorción de 

carbono 

Filtración 

(membranas) 

Ventilación del suelo 

Sedimentación 

Evaporación / 

destilación 

Extracción con 

solvente 

Centrifugación 

Tratamiento 

ultrasónico 

Nanofiltración 

Electrorremediación 

Barreras permeables 

reactivas 

Biorremediación in situ 

Lodo activado 

Lodo activado con PAC 

Compostaje 

Bioaumentación 

Fitorremediación 

Bioventilación 

Tanque digestor 

anaeróbico 

Película fija aerobia / 

anaerobia 

Cama fluidizada 

Filtro de láminas de rocas 

Reactor batch de 

secuenciación 

Tratamiento de 

humedales 

Micorremediación 

Biorreactores de 

membrana 

Neutralización 

Precipitación 

química 

Intercambio iónico 

Oxidación 

avanzada (ozono, 

Fenton) 

Lavado de suelo 

Estabilización / 

solidificación 

Reducción química 

Fotólisis (luz UV) 

Decloración 

Oxidación húmeda 

Incineración 

Desorción 

térmica 

Vitrificación 

Pirólisis 

Tratamiento 

térmico por 

microondas 

Nota. Adaptado de Kuppusamy et al. (2016); Megharaj et al. (2011) y Tindall et al. (1999) 
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Para una remediación efectiva, es crucial evaluar las características específicas 

del sitio y del contaminante, considerando propiedades físicas, químicas y 

biológicas; esto permite optimizar tanto la eficiencia del proceso como los costos 

y tiempos requeridos (Calderón, 2006). Un aspecto relevante es la producción de 

biosurfactantes por algunas bacterias en presencia de hidrocarburos, lo que 

facilita la emulsificación y biodegradación de estos compuestos al hacerlos más 

accesibles y menos tóxicos (Araujo et al., 2008). En casos de derrames masivos, 

mientras que las fracciones volátiles se desvanece con rapidez, los elementos 

aromáticos y alifáticos de largas cadenas persisten en el ambiente, promoviendo 

un aumento en la multiplicación de bacterias oxidadoras (Mandigan et al., 1999). 

En resumen, aunque existen múltiples métodos de remediación (Tabla 3), la 

elección de la técnica adecuada dependerá de las condiciones específicas del 

sitio, como el tipo de suelo, topografía, profundidad del nivel freático y 

consideraciones económicas y de los requerimientos a nivel local y nacional  

(Calderón, 2006). 

2.3.4. Cannabis sp. 

Conocida comúnmente como “cáñamo”, Cannabis sp. es una planta herbácea 

anual que puede alcanzar hasta cuatro metros de altura y presenta un tallo erecto 

(Figura 2). Es dioica, lo que significa que existen plantas masculinas y femeninas 

separadas. Las hojas son palmadas y estipuladas, con pecíolos de hasta siete 

centímetros, compuestas por tres a nueve folíolos de ápice agudo, con margen 

serrado y tricomas glandulares resinosa en ambas caras, siendo la parte inferior 

de un tono más claro y con pelillos suaves. La inflorescencia consta de brácteas 

herbáceas y glandulosas ubicadas en las axilas superiores o al final de las ramas; 

en las plantas masculinas, las flores son ramificadas, laxas y numerosas, mientras 

que en las femeninas son densas y menos numerosas. Las flores carecen de cáliz 

y corola diferenciados, presentando un perianto formado por tépalos. En las 

masculinas, las flores son pediceladas con cinco tépalos y estambres (más cortos, 

dispuestos de forma opuesta a los tépalos), y en las plantas femeninas, son sésiles 

y poseen un perianto completo, de textura membranosa y fijado al ovario, el que 

alberga un óvulo y dos estigmas; el fruto que se origina es un aquenio ovoide, 

ligeramente comprimido y de color blanco-verdoso teñido de púrpura (Hanan et 

al., 2009).  
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Figura 2 

Morfología de Cannabis sp. 

 

Nota. Tomado de Sensi (2022). 

2.3.4.1. Taxonomía 

El género Cannabis ha sido objeto de debate a lo largo de la historia. Carl Linnaeus 

(1753) lo denominó Cannabis sativa L., mientras que Lamarck (1785) diferenciaba 

entre cepas, como: Cannabis indica (europeo) y Cannabis indio (otras). Sin 

embargo, la variabilidad en el perfil químico - morfológico y la aparición de híbridos 

resultantes de la domesticación para obtener fibras o concentraciones elevadas 

de tetrahidrocannabinol (THC), han generado confusión. Actualmente, la 

clasificación estándar se consolida como: Cannabis sativa (Chandra et al., 2017). 

Tabla 4 

Ubicación taxonómica de Cannabis sp.  

Reino Plantae (Planta) 

Subreino Tracheobionta (planta vascular) 

Superdivisión Spermatophyta (planta con semilla) 

División Magnoliophyta (planta con flor) 

Clase Magnoliopsida (dicotiledónea) 

Subclase Hamamelididae 

Orden Urticales 

Familia Cannabaceae 

Género Cannabis 

Nota. Adaptado de Chandra et al. (2017). 
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2.3.4.2. Aplicación potencial del cáñamo en la biorremediación 

El cáñamo industrial ha adquirido un creciente interés debido a sus notables 

características agronómicas y ambientales. Conocido por su aplicación científica, 

producción de fibra, papel y biocombustibles, en años recientes se ha evidenciado 

su potencial en procesos de fitorremediación de ambientes contaminados por 

desechos antropogénicos (Figura 3) (Alufasi et al., 2020): 

• Remediación de suelos contaminados con metales pesados: el cáñamo es una 

planta fitorremediadora acumuladora de metales pesados (Ni, Pb, Cd, Zn, Cu 

y Cr) por su sistema radicular extenso. Lo que depende de las concentraciones 

presentes en el medio, afectando el crecimiento de la planta (Alufasi et al., 

2020). Ahmad et al. (2016) reportaron que el cáñamo extrajo 120 g/ha de 

cadmio en tres - cuatro meses, además de Cu, Cd y Ni, lo que subraya la 

necesidad de continuar investigando para optimizar la fitoextracción. 

• Remediación de lixiviados de vertederos: ricos en materia orgánica, amonio, 

metales pesados y sales cloradas que contaminan suelos y fuentes de agua 

cercanas. (Alufasi et al., 2020). Estudios han evaluado el uso de Cannabis 

sativa para la eliminación de estos lixiviados; Vaverková et al. (2019) 

encontraron un crecimiento óptimo a concentraciones de lixiviados inferiores al 

25 %. Se requiere mayor investigación para determinar la etapa de desarrollo 

(semilla, plántula o planta madura) en la que la planta sea más efectiva. 

Figura 3 

Esquema de las vías de fitorremediación de contaminantes emergentes de interés 

en entornos contaminados (agua, suelo y aire). 

 

Nota. Adaptado de Y. Wu et al. (2021).  



 

17 
 

• Remediación de hidrocarburos por bacterias endofíticas: representa una 

estrategia emergente para la degradación de hidrocarburos. Bacterias como 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Acinetobacter junii de plantas 

irrigadas con aguas residuales, degradan benceno hasta en un 85, 83 y 70 % 

en 72 h (Zahid et al., 2016), lo que sugiere que la asociación planta-bacteria 

puede potenciar la biorremediación a través de vías enzimáticas Figura 4. 

Figura 4 

Catabolismo aeróbico de hidrocarburos alifáticos y aromáticos por oxigenasas. 

 
Nota. Adaptado de Madigan et al. (2015). La figura muestra rutas oxidativas de compuestos hidrofóbicos en 
presencia de oxígeno. En el caso de un hidrocarburo alifático, (a) una monooxigenasa introduce un grupo 
hidroxilo, y (b) el producto es degradado por la vía de β-oxidación generando unidades de acetil-CoA. Para el 
hidrocarburo aromático, (c) el benceno es transformado en catecol por una monooxigenasa, (d) el catecol es 
escindido por una dioxigenasa tipo intradiol, y (e) el tolueno es degradado mediante la acción secuencial de una 
monooxigenasa y una dioxigenasa extradiol. Estos procesos permiten incorporar oxígeno molecular y facilitar la 
entrada de los compuestos al metabolismo central. 

e) 
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2.3.4.3. Integración en la economía circular 

Uno de los aspectos más innovadores en la aplicación del cáñamo industrial es su 

contribución a la economía circular (Figura 5). La fitorremediación con cáñamo no 

solo aborda la descontaminación ambiental, sino que además se alinea con 

estrategias de sostenibilidad al permitir el reaprovechamiento de la biomasa 

generada. Una de las ventajas clave es la posibilidad de separar las partes de la 

planta que han acumulado contaminantes de aquellas que pueden ser reutilizadas 

en la fabricación de productos industriales. Por ejemplo, las hojas y raíces, que 

generalmente concentran mayor cantidad de contaminantes, pueden ser 

gestionadas de forma diferenciada, mientras que la fibra (menos afectada) se 

puede transformar en productos como papel, materiales de construcción o 

componentes para biocombustibles ( Pietrini et al., 2019; Linger et al., 2002). 

El enfoque de economía circular implica no solo la remediación ambiental, sino 

también la minimización de residuos y la optimización del uso de recursos. En este 

contexto, la adopción de estrategias de tratamiento post-fitorremediación, que 

contemplen la separación, pretratamiento y valorización de las distintas fracciones 

del cáñamo, se presenta como una alternativa viable para cerrar el ciclo de 

producción y reducir el impacto ambiental (Husain et al., 2019; Kumar et al., 2017). 

Figura 5 

Propuesta de línea de producción de cáñamo industrial con enfoque local en 

economía circular. 

 

Nota. Adaptado de Y. Wu et al. (2021). 
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2.3.5. Identificación de cepas microbianas 

Las comunidades microbianas presentes en distintos ambientes son 

fundamentales debido a sus actividades metabólicas, las cuales influyen en el 

funcionamiento de los ecosistemas y en la salud de los organismos. La 

identificación taxonómica basada en datos de secuenciación masiva, ya sea del 

gen 16S ARN o secuenciación paralela a gran escala, permite analizar la variedad 

microbiana y comparar la estructura de las comunidades en distintos momentos y 

lugares. Estas técnicas han revolucionado el estudio de los ecosistemas 

microbianos, aportando información actualizada y enriqueciendo las bases de 

datos internacionales (Brenes, 2018). 

Además, en la última década, las técnicas y tecnologías de secuenciación de 

nueva generación (NGS) han permitido analizar grandes segmentos de ADN de 

forma rápida y a bajo costo, con aplicaciones tanto en el ámbito clínico 

(prevención, diagnóstico y tratamiento) como en el ambiental (metagenómica), 

abarcando desde el procesamiento de muestras hasta el almacenamiento y 

análisis estadístico de los datos (Ango y Chuchón, 2024). 

2.3.6. Secuenciamiento de Genoma Completo (WGS) para la identificación 

microbiana 

El avance de las tecnologías de secuenciación ha propiciado la implementación 

de la secuenciación de genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS) 

como una herramienta prometedora para la identificación microbiana. Este 

método, basado en la determinación precisa del orden de los nucleótidos, facilita 

el estudio de la variación genética, el ensamblado de genomas y transcriptomas, 

la secuenciación de ADN y ARN, así como la detección de modificaciones 

epigenéticas, permitiendo determinar la presencia o ausencia de genes de interés 

(Osorio, 2023; Yin et al., 2019). Actualmente, hay tres generaciones de tecnología 

de secuenciación, con características particulares (Figura 6). 
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Figura 6 

Diferencia de la tecnología de secuenciación por generación. 

 

Nota. Adaptado de PacBio (2020). 

La tecnología de secuenciación por nanoporos, desarrollada por Oxford Nanopore 

Technologies, permite leer secuencias de ADN o ARN en tiempo real mediante un 

nanoporo derivado de la proteína α-hemolisina, una toxina producida por 

Staphylococcus aureus que forma poros en membranas celulares. Esta proteína 

se expresa sintéticamente en Escherichia coli mediante técnicas de biología 

molecular, seguida de purificación y modificaciones estructurales para optimizar 

su estabilidad y precisión en la secuenciación (Bayley, 2015; Walker et al., 1992). 

En el proceso, el nanoporo se inserta en una membrana sintética, y al aplicar un 

voltaje eléctrico, las moléculas de ADN o ARN lo atraviesan, generando cambios 

específicos en la corriente iónica para cada base nucleotídica (A, C, G, T) debido 

a sus diferencias en tamaño y forma. Estos patrones eléctricos son capturados en 

tiempo real y analizados por algoritmos bioinformáticos para reconstruir la 

secuencia sin necesidad de amplificación previa, como la PCR, lo que reduce 

sesgos y acelera el análisis. Implementada en dispositivos portátiles como el 

MinION, esta tecnología permite secuenciar fragmentos extremadamente largos 

(>4 Mb) y tiene aplicaciones en microbiología, diagnóstico clínico y vigilancia 

epidemiológica, como la identificación de variantes virales durante la pandemia de 

COVID-19, transformando el análisis genético por su rapidez y versatilidad (Oxford 

Nanopore Technologies, 2024a; Jain et al., 2016). 

La aplicación de la secuenciación por nanoporos en microbiología ha demostrado 

ser eficaz en la identificación rápida de patógenos, vigilancia epidemiológica y 
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estudios metagenómicos, contribuyendo significativamente al diagnóstico y 

control de enfermedades infecciosas (Quick et al., 2016). Su capacidad para 

detectar variantes genéticas y perfiles de resistencia antimicrobiana en tiempo real 

la posiciona como una herramienta valiosa en la medicina personalizada y la salud 

pública (Mikheyev y Tin, 2014). En resumen, las tecnologías de secuenciación de 

tercera generación, como la basada en nanoporos, en la identificación microbiana, 

ofrece ventajas significativas en términos de rapidez, precisión y accesibilidad, 

ampliando las posibilidades en investigación, diagnóstico y tratamiento en 

microbiología (Jain et al., 2016).  

2.3.7. Enfoque bioinformático 

La ubicación taxonómica de microorganismos mediante métodos tradicionales a 

menudo se ve limitada por la imposibilidad de cultivar ciertos microorganismos o 

por las exigentes condiciones que requieren algunos de ellos. La integración de 

metodologías de secuenciación de nueva generación permitió superar estas 

limitaciones, facilitando la identificación y caracterización de microorganismos 

tanto cultivables como no cultivables, incluso cuando se encuentran en bajas 

concentraciones (Brenes, 2018). 

Uno de los pasos clave en este proceso es la asignación taxonómica de las 

Unidades Taxonómicas Operacionales (OTUs), lo cual requiere algoritmos de 

clasificación y alineamiento de secuencias, junto con bases de datos de referencia 

que contengan secuencias similares a la región de interés. Entre las bases de 

datos más utilizadas se encuentran SILVA, Greengenes y NCBI, mientras que 

otras como OTT, RDP y UNITE también son empleadas (Brenes, 2018). 

 El desarrollo de WGS ha impulsado la creación de diversos software y 

herramientas para el análisis de la gran cantidad de datos generados por la 

secuenciación, entre los que destacan: 

• NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de 

Información Biotecnológica), plataforma ampliamente utilizada para análisis 

filogenético, repositorios de secuencias y alineamientos derivados de NGS, que 

incluye datos de 16S, secuenciación masiva, genomas y transcriptomas, y se 

asocia con recursos como GNN (Genome News Network) y GOLD (Genomes 

OnLine Database) (Brenes, 2018). 

• SILVA: Base de datos que contiene información taxonómica de bacterias, 

arqueas y eucariotas, fundamentada en filogenias de ARNr (16S/18S y 

23S/28S), basada en manuales bacteriológicos de referencia como el de 
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Bergey y de la Sociedad Internacional de Protistas (Brenes, 2018). 

• Galaxy: Plataforma web de código abierto que permite el análisis de datos 

biomédicos y la creación de flujos de trabajo. Herramientas integradas como 

Kraken2 facilitan la clasificación de secuencias taxonómicas mediante el 

análisis de k-mers y la asignación del ancestro común más bajo (LCA) de forma 

rápida y precisa (Wood y Salzberg, 2014). Adicionalmente, herramientas como 

Recentrifuge ayudan a visualizar la presencia y confiabilidad de la identificación 

de organismos en muestras metagenómicas (Martí, 2019). 

• Greengenes: Base de datos especializada en secuencias de bacterias y 

arqueas, con información derivada de NCBI y CyanoDB.cz (Brenes, 2018). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Área de estudio 

El trabajo de investigación se realizó en los ambientes del Laboratorio de 

Microbiología Ambiental y Laboratorio de Inmunología y Microbiología Clínica de 

la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional de San Cristóbal de 

Huamanga. 

3.1.1. Ubicación política 

Región  : Ayacucho 

Provincia : Huamanga 

Distrito  : Ayacucho 

Lugar  : Ciudad Universitaria UNSCH 

3.1.2. Ubicación geográfica 

Latitud Sur: 13°08’44.68’’ S 

Latitud Oeste: 74°13’15.73’’ O 

Altitud: 2791 m.s.n.m. 

3.2. Tipo y nivel de investigación 

Experimental – aplicada. 

3.3. Población y muestra 

3.3.1. Población 

Bacterias endofíticas de Cannabis sp. 

3.3.2. Unidad muestral 

Bacterias endofíticas aisladas de la raíz de Cannabis sp. 

3.4. Metodología y recolección de datos 

3.4.1. Preparación de reactivos y medios de cultivo 

• Los productos químicos que se emplearon fueron de la más alta pureza. 

• Todas las soluciones y medios bacteriológicos se prepararon con agua 

destilada esterilizadas a 121 °C por 15 min a 15 lb/pulg2. 
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• Para el crecimiento y aislamiento de bacterias, se usó el medio agar nutritivo 

(MERCK, USA) (Anexo 1). 

• La activación y rejuvenecimiento de las cepas se realizó en caldo nutritivo 

(Microgen, Colombia) (Anexo 1). 

• Para los procesos de degradación se usó el medio mínimo de sales minerales 

M9: Na2HPO4-7H2O, KH2PO4, NaCl, NH4Cl, CaCl2 1 M y MgSO4 1 M (Anexo 1), 

con diferentes porcentajes de (v/v) de petróleo diésel como única fuente de 

carbono. 

• Para la medición de la evolución de CO2, se usó NaOH al 0,01 M (0,4 g por 

litro) como capturador de CO2, el cual fue preparado con agua destilada hervida 

para eliminar el CO2 restante, mientras que se dejaba enfriar se pesó las 

lentejas de NaOH en una balanza analítica gramera, una vez fría el agua se 

homogenizó con las lentejas para su posterior uso (González, 2008). 

• Para la titulación del NaOH 0,01 M residual se hizo uso de una bureta graduada 

de titulación con HCl 0,005 M y fenolftaleína al 1 % hasta la atenuación del color 

rojo violáceo. 

• La obtención del petróleo diésel se realizó mediante la compra en el 

establecimiento de gasolinería Grifo Plaza – Petroperú (Anexo 30 y 31), el cual 

fue llevado a la cabina de esterilización UV para su posterior uso (Castañeda 

et al., 2022). 

3.4.2. Obtención, transporte y manejo de la muestra vegetal 

• La raíz de Cannabis sp. “cáñamo” no psicoactivo fue proporcionada del 

proyecto de investigación: Influencia del medio de cultivo en el mejoramiento 

de la calidad del aceite esencial de Cannabis sp. y su adecuación en el 

departamento de Arequipa, con el código de contrato IBA-IB-03-2019 (Anexo 

2) de la Universidad Nacional de San Agustín de Arequipa. 

• Para el transporte, la planta fue cortada desde el tallo inferior manteniendo la 

raíz con la tierra humedecida en su maceta, embalada al instante y enviada por 

encomienda, al contener tetrahidrocannabinol (THC) inferior al 1 % considerado 

como Cannabis no psicoactivo el cual no es controlado (DS N°005-2019-SA - 

Ley N°30681 (Anexo 32). 

3.4.3. Aislamiento y cultivo de cepas bacterianas endofíticas 

Se empleó la metodología descrita por Iqbal et al. (2017) y Zahid et al. (2016), con 

ligeras modificaciones en las veces de enjuague y los días de incubación final: 

• Se realizó el desarraigo cuidadoso de las raíces, retirando la mayor cantidad 
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de tierra. 

• La raíz y el tallo se lavaron minuciosamente con agua corriente para eliminar 

residuos de polvo y tierra. Dado el tamaño de la raíz, se realizaron cortes en 

secciones y se procedió a su esterilización superficial: se sumergieron en etanol 

al 70 % por un min, seguido de un tratamiento con NaClO al 1 % por cinco min, 

y finalmente se enjuagaron seis veces con agua destilada estéril (cada 

enjuague de 60 s). 

• Para verificar la asepsia, se tomó una muestra del agua del último enjuague. 

Esta muestra se sembró en agar nutritivo mediante siembra por estrías 

(realizada por triplicado) e incubó a 37 °C durante 48 h. La ausencia de 

crecimiento microbiano en este control confirma que las bacterias que 

posteriormente se aislarán provienen exclusivamente de los tejidos internos 

(endofíticas). 

• Se homogenizaron cuatro gramos de raíz y tallo esterilizados (utilizando un 

mortero de porcelana estéril) con 12 ml de suero fisiológico al 0,9 %, repitiendo 

el procedimiento por triplicado. 

• La mezcla se incubó a 30 °C durante una hora para favorecer la sedimentación. 

• Se pipeteó cinco ml de la mezcla homogenizada a 100 ml de medio mínimo M9, 

suplementado con 2 % (v/v) de petróleo diésel como única fuente de carbono. 

Este ensayo se realizó por triplicado, incluyendo un blanco (medio M9 + 2 % de 

petróleo diésel sin inoculación) para controlar la degradación fisicoquímica. 

• Tras 10 días de incubación a temperatura ambiente y en agitación constante, 

se tomó una asada de cada botella y se sembró en agar nutritivo mediante la 

técnica de agotamiento en superficie (por triplicado), incubándose a 25 °C 

durante 48 h. 

• Se tomó una asada de cada una de las botellas y se cultivó en medio agar 

nutritivo mediante la siembra por agotamiento en superficie por triplicado, 

incubándose a 25 °C por 48 h. 

• Las colonias morfológicamente diferentes se subcultivaron tres veces en agar 

nutritivo para asegurar pureza y estabilidad; en cada etapa se realizó la tinción 

de Gram y observación microscópica para corroborar la identidad de las 

bacterias endofíticas. 

• Ante la presencia de una gran diversidad de colonias, se procedió a realizar 

pruebas de adaptación a concentraciones mayores de petróleo diésel. 
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3.4.4. Adaptación y selección de cepas bacterianas con capacidad 

degradadora de petróleo diésel 

La adaptación permite seleccionar aquellas bacterias más aptas para degradar 

petróleo diésel a concentraciones elevadas (Echeverri, 2011). Se siguió el 

siguiente procedimiento: 

• Se tomó una asada del cultivo que creció en medio M9 con 2 % (v/v) de petróleo 

diésel y se inoculó en medio M9 con 5 % de diésel. Este ensayo se incubó a 

temperatura ambiente durante 10 días en agitación constante. 

• Una vez finalizado el período, se repitió el proceso, transfiriendo el cultivo al 

medio M9 con 10 % (v/v) de petróleo diésel. 

• Finalmente, se realizó una última transferencia a medio M9 con 15 % (v/v) de 

petróleo diésel. 

• Tras cada etapa, se tomó una asada de cada botella y se sembró en agar 

nutritivo mediante siembra por agotamiento (realizada por triplicado), 

incubándose a 25 °C durante 48 h. 

• Las colonias morfológicamente distintas se subcultivaron tres veces en agar 

nutritivo para asegurar su pureza y estabilidad, verificándose mediante tinción 

de Gram y observación microscópica. Se obtuvieron siete colonias Gram 

negativas diferentes (Anexo 4). 

• Las cepas puras seleccionadas se sembraron una vez más a 25 °C durante 18 

h, y posteriormente se conservaron en viales con agar nutritivo, etiquetados, 

sellados y almacenados a 4 °C para su análisis posterior. 

3.4.5. Evaluación experimental de la biodegradación del petróleo diésel 

Para evaluar el proceso de biodegradación se utilizó un sistema de matraz 

biómetro agitado, basado en las metodologías de EPA 560/6-82-003 (EPA, 1982) 

y Bartha y Pramer (1965), con algunas modificaciones en la estructura del sistema, 

la aireación (Anexo 5) y las concentraciones de HCl y NaOH. En este sistema se 

midió la evolución de CO₂ y el volumen residual en cada ensayo. Se tuvo en 

cuenta que se producen reacciones químicas en la solución que permiten obtener, 

de forma indirecta, la cantidad de CO₂ generado por la acción bacteriana. (Baird 

et al., 2017; Stumm y Morgan, 1996). A continuación, se describe el procedimiento: 

Reacción en la solución de NaOH: El CO₂ generado por las bacterias se disuelve 

y reacciona con el NaOH para formar bicarbonato: CO2 + NaOH → NaHCO3  

Con exceso de NaOH, se forma carbonato: NaHCO3 + NaOH → Na2CO3 + H2O 

Titulación: El NaOH residual se titula con HCl: NaOH + HCl → NaCl + H2O 
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Cálculo del CO2: La diferencia entre la cantidad inicial de NaOH y la cantidad 

residual (determinada por titulación) equivale a la cantidad de NaOH que 

reaccionó con el CO₂. Usando la estequiometría (un mol de CO₂ reacciona con 

dos moles de NaOH para formar Na2CO3), se calculan los moles de CO2, que 

luego se convierten a gramos utilizando su masa molar (44 g/mol). 

Preparación de los cultivos: Las cepas puras subcultivadas de las colonias 

morfológicamente diferentes se activaron en agar nutritivo a 25 °C durante 48 h 

para confirmar su pureza. Se tomaron hisopos estériles para transferir las 

bacterias activadas y se homogenizaron en 120 ml de agua destilada estéril por 

cada cepa. La turbidez se comparó con el estándar del tubo número cinco de la 

escala de McFarland, mediante diluciones apropiadas. 

Configuración del ensayo en sistema de matraz biómetro agitado: Los 

experimentos se realizaron en botellas de plástico esterilizadas en la cabina UV, 

adaptadas como “biometer flasks” o “shake flask systems”. Se prepararon ensayos 

con concentraciones iniciales de petróleo diésel de 1, 3, 5 y 7 % (v/v) en medio 

M9, inoculados con cada cepa bacteriana a una concentración de 3 % (v/v), 

completando el volumen a 100 ml. Cada condición se realizó en triplicado, 

incluyendo un blanco (medio M9 + el porcentaje respectivo de petróleo diésel + 5 

mg/100 ml de cloruro de mercurio, HgCl2, como inhibidor de actividad microbiana). 

Sistema de captura y medición de CO2: En una botella por separado se 

colocaron 150 ml de NaOH al 0,01 M, conectada por un tubo a la botella que 

contenía el ensayo, para capturar el CO₂ producido. Ambas botellas se fijaron con 

ligas y se colocaron en un agitador horizontal adaptado a una plataforma móvil. 

Procedimiento del ensayo: La agitación se mantuvo constante durante 60 días. 

Se permitió un período de reposo de aproximadamente dos horas diariamente, 

durante el cual se oxigenó cada sistema con 20 ml diarios mediante jeringa 

conectada a un regulador de flujo Roller. Se realizaron lecturas del proceso desde 

el día cero y luego cada cinco días (12 lecturas en total). Para cada lectura se 

extrajeron 10 ml de la solución de NaOH 0,01 M, a los que se les añadió una gota 

de fenolftaleína al 1 % y se tituló con HCl 0,005 M hasta el punto de equivalencia, 

indicado por la desaparición del color rojo-violeta. 

Cálculo de la degradación y procesamiento final: Se aplicó la fórmula de 

Roverssi (2011), primeramente se restaron los valores del blanco a los de las 

muestras problema, luego se determinó la cantidad de NaOH que no reaccionó 

con el HCl de la titulación: 
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1𝑚𝑙𝐻𝐶𝑙 (
1𝐿

1000𝑚𝑙
) (

0.005𝑚𝑜𝑙𝐻𝐶𝑙

1𝐿
) (

1𝑚𝑜𝑙𝑁𝑎𝑂𝐻

1𝑚𝑜𝑙𝐻𝐶𝑙
) (

1𝐿

0.01𝑚𝑜𝑙𝑁𝑎𝑂𝐻
) (

1000𝑚𝑙

1𝐿
)  

 

Posteriormente se determinó los gramos de CO2: 

 

1𝑚𝑙𝑁𝑎𝑂𝐻 (
1𝐿

1000𝑚𝑙
) (

0.01𝑚𝑜𝑙𝑁𝑎𝑂𝐻

1𝐿
) (

1𝑚𝑜𝑙𝐻2𝐶𝑂3

2𝑚𝑜𝑙𝑁𝑎𝑂𝐻
) (

1𝑚𝑜𝑙𝐶𝑂2

1𝑚𝑜𝑙𝐻2𝐶𝑂3
) (

44𝑔

1𝑚𝑜𝑙𝐶𝑂2
) 

 

Al finalizar los 60 días, se pipeteó la mezcla de medio M9 y cepa que se 

encontraba por debajo de la capa de petróleo diésel en cada sistema. El 

sobrenadante, que contenía el petróleo diésel residual, se transfirió a tubos de 

centrífuga tipo Falcon y se centrifugó a 4 000 rpm durante cuatro minutos. 

Posteriormente, se midió el volumen (ml) de petróleo diésel restante y se calculó 

el porcentaje de degradación neto con la siguiente fórmula: 

 

% 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
(𝑚𝑙 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝑚𝑙 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝑚𝑙 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
∗ 100 

3.4.6. Determinación de la cinética de degradación 

Para el estudio de la cinética de degradación de los hidrocarburos se ajustaron los 

datos a un modelo cinético de primer orden, con gráficos de línea de tendencia 

(Smith, 1976), ya que este modelo es común en la degradación de compuestos 

orgánicos acuosos, como el petróleo diésel (Iqbal et al., 2019, 2017). Se realizó lo 

siguiente: 

• Se graficó ln (concentración en g de CO₂ acumulado/L) versus el tiempo en 

días, utilizando la ecuación: 

𝑙𝑛 (
𝐶𝑜

𝐶
) = 𝑘1 𝑡 

• Donde: C₀ es la concentración inicial de CO₂, C es la concentración de CO₂ en 

el tiempo t, k₁ es la constante de velocidad del proceso, t es el tiempo en días. 

• Se generó la línea de tendencia a partir de la gráfica, obteniéndose la ecuación 

(donde la pendiente representa k₁) y el coeficiente de determinación (R²) que 

evaluó el ajuste del modelo. Aunque el modelo de primer orden es el más 

utilizado, se observó que en algunos casos la cinética de segundo orden se 

ajusta ligeramente mejor a los datos experimentales. 

• La vida media (T1/2) para un proceso de degradación de primer orden se 



 

29 
 

determinó utilizando la siguiente ecuación: 

𝑇 1
2⁄ =

ln(2)

𝑘1
 

Esta metodología permite cuantificar la tasa de degradación y evaluar la eficiencia 

del proceso de biodegradación del petróleo diésel. 

3.4.7. Purificación de ADN genómico 

El kit utilizado fue Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification #K0722, 

EE. UU., siguiendo el protocolo del fabricante Thermo Scientific (2011), se usó la 

centrífuga HERMLE modelo Z216MK, Alemania, con 8.5 cm de radio del rotor: 

Preparación del lisado: 

• La cantidad de muestra requerida de cepa bacteriana fue ≤ 2×109 células, las 

cuales fueron cultivadas en caldo nutritivo y comparadas con la escala de 

McFarland, siendo menor al tubo número siete. 

• En un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml se pipeteó un mililitro de cepa para su 

posterior centrifugación a 7 253 rpm (5 000 x g) durante 10 min, desechándose 

el sobrenadante y obteniendo el pellet. 

• El cual se resuspendió en 180 μL de buffer de digestión más 20 μL de 

proteinasa K, se mezcló brevemente en un vórtex para una suspensión 

uniforme. 

• Se llevó a incubar a 56 °C con agitación ocasional por una hora, pasado el 

tiempo se añadió 20 μL de RNasa A, se agitó brevemente en el vórtex y se llevó 

a incuba a temperatura ambiente por 10 minutos. 

• Luego se agregó 200 μL de buffer de lisis y se mezcló en vórtex (~15 segundos) 

para conseguir una solución homogénea. 

• Se añadió 400 μL de etanol al 50 % al lisado y se mezcló en el vórtex. 

Unión de ADN: 

• Se tomó una columna de purificación insertada en un tubo de recolección y se 

cargó el lisado para su centrifugación por un minuto a 7 947 rpm (6 000 x g). 

• Luego se descartó el tubo de recolección y se colocó la columna de 

centrifugación en un nuevo tubo de recolección, para el próximo paso. 

Lavado de ADN: 

• Se lavó la columna con 500 μL del tampón de lavado I preparado con etanol 

(10 ml de solución de lavado concentrado I + 30 ml de etanol 96°) y se llevó a 

centrifugar la columna a 9 175 rpm (8 000 x g) por un minuto, se desechó el 

flujo del tubo recolección y se colocó en el mismo tubo. 
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• Se procedió a un segundo lavado de la columna con 500 μL del tampón de 

lavado II preparado con etanol (10 ml de solución de lavado concentrado II + 

30 ml de etanol 96°), se llevó a centrifugar a máxima velocidad ≥ 11 237 rpm (≥ 

12 000 x g) por tres minutos y se procedió a desechar el tubo de recolección 

para su elución. 

Elución de ADN: 

• Se transfirió la columna de centrifugación a un tubo de microcentrífuga estéril 

de 1,5 ml. 

• Se añadió 200 μL de buffer de elución y se incubó la columna a temperatura 

ambiente por dos minutos. 

• Luego se centrifugó a 9 175 rpm (8 000 x g) por un minuto a temperatura 

ambiente, el tubo de microcentrífuga contuvo el ADN purificado. 

• El tubo se cerró y rotuló para ser almacenado en el frigider (-20 °C), para su 

posterior uso. 

3.4.8. Análisis de pureza de ADN  

Para el análisis de la calidad de las muestras de ADN extraído se utilizó un 

espectrofotómetro/fluorómetro de la marca DeNovix DS-11, EE. UU. (DeNovix 

Inc., 2024) (Anexo 18), considerando los siguientes pasos: 

• Se tuvo en cuenta la bioseguridad y asepsia en todo momento. 

• La medición se realizó en la opción dsDNA (double strand DNA) del equipo. 

• Se midió el blanco pipeteando un μL del Elution buffer del kit de extracción de 

ADN usado en el panel óptico del DeNovix, se cerró con cuidado la tapa y se 

procedió a presionar la opción de blanco. 

• Se ingresó el nombre de la muestra (A, B, C, D, E, F y G). 

• Para poder medir la muestra se homogenizó previamente mediante pipeteo de 

entre 10 a 15 veces y se colocó un μL en el panel óptico. 

• La limpieza del equipo se realizó con el papel óptico especial después de cada 

medición del blanco y ADN. 

• Las lecturas obtenidas fueron transferidas a un USB para su posterior 

observación de las curvas a diferentes absorbancias. 

3.4.9. Análisis de integridad de ADN 

La integridad de la molécula de DNA se confirmó mediante electroforesis en gel 

de agarosa con el sistema de electroforesis Gelato, EE. UU. (Minipcrbio, 2023) 

(Anexo 19), todos los reactivos usados fueron de la marca GRiSP, Portugal: 

• Se preparó el gel a una concentración de 0,8 % (0,16 g de agarosa LE y 20 ml 
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de TBE 1X), se llevó a un microondas (~30 segundos) hasta disolver 

completamente y se dejó enfriar (~2-3 minutos). 

• Se colocó el peine de 25 pocillos en la bandeja, se procedió a verter la mezcla, 

se verificó la ausencia de burbujas y se dejó reposar 10 min. 

• Pasado el tiempo se retiró el peine, se limpió el desecho del gel. 

• Para correr se colocó la bandeja con el gel en la cámara tampón dentro del 

blueGel base cerca al extremo (-) y se agregó 30 ml de tampón TBE 1X hasta 

cubrir apenas el gel de agarosa, se eliminó las burbujas. 

• Se procedió a cargar las muestras de ADN con micropipeta (para los peines de 

25 pocillos contienen hasta siete microlitros). 

• En cada pocillo se agregó: cinco microlitros de muestra de ADN, un microlitro 

de GRS DNA loading buffer blue (6x) (colorante de carga) más 0,5 μL de Xpert 

Green DNA Stain DIRECT (colorante de ADN). Se colocó un ladder de 100 pb. 

• Se colocó la cubierta y se encendió el equipo a una carga de 75v por 20 min y 

se inició el corrido. 

• Finalmente, se vio en el transiluminador del mismo equipo para su evaluación. 

3.4.10. Secuenciamiento de ADN 

Una vez obtenido la pureza e integridad de las muestras de ADN se procedió a 

seguir los pasos que menciona el protocolo de rapid sequencing DNA V14 – 

barcoding (SQK-RBK114.24 OR SQK-RBK114.96) de la tecnología Flongle 

(Oxford Nanopore Technology, 2024), descripción general: 

Preparación de la biblioteca: 

• Se obtuvo 200 ng de ADN en un tubo de PCR, ajustando el volumen con agua 

de PCR libre de nucleasas a 10 μL cada cepa (siete muestras) por triplicado. 

• Código de barras de ADN: se procedió a la tagmentación del ADN utilizando el 

rapid barcoding kit 24 V14 (SQK-RBK114.24). 

• Agrupamiento y limpieza de muestras: se realizó el agrupamiento de bibliotecas 

con códigos de barras y limpieza con perlas AMPure XP (usando 276 μL para 

24 muestras). 

• Ligadura del adaptador: se conectó los adaptadores de secuenciación a los 

extremos del ADN agregándose al ADN barcodeado 0,5 μL del mix (1,5 μL de 

rapid adapter y 3,5 μL de adapter buffer). 

• Primado y carga de la celda de flujo: se primó la celda de flujo para poder cargar 

la biblioteca preparada para la secuenciación con el Flongle sequencing 

expansion (EXP-FSE002). 
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Secuenciamiento y análisis: 

• Se descargó el software MinKNOW versión 24.06.16 que permite la adquisición 

de datos, análisis en tiempo real, basecalling (llamado de bases) y transmisión 

de datos (Oxford Nanopore Technologies, 2024b). 

• Se usó el secuenciador MinION Mk1B con el adaptador flongle R10.4.1 flow 

cells (FLO-FLG114), la celda de flujo flongle fue verificado con anticipación 

mediante el software MinKNOW (> 50 poros activos). 

• Posteriormente se eligió la opción de “start sequencing” para el inicio. 

• El basecalling, la clasificación por código de barra y la corrección de errores en 

los single reads se realizó utilizando la última versión del algoritmo Dorado 

v.0.8.2 con el modelo de llamado de datos high-accuracy basecalling (HAC). 

• Una vez obtenidas las lecturas se usó la herramienta Flye de la plataforma 

Galaxy V.24.1.4. de código abierto para el ensamblado (Galaxy Project., 2024). 

• El archivo del Flye: graphical fragment assembly en formato gfa. se subió a la 

herramienta Bandage para la visualización de los contigs (Anexo 21). 

3.4.11. Ubicación taxonómica in silico 

• Para clasificar las lecturas se utilizó el software Kraken2 V. 2.1.3 (Wood et al., 

2019) disponible en la plataforma Galaxy V.24.1.4., utilizando la base de datos 

del Refseq standard-full V.2022.06.07. 

• Para una mayor consistencia se realizó la amplificación del gen 16S in silico 

con las lecturas de cada cepa con el software SnapGene V.8.0.0 utilizando los 

primers universales:  

Primer 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) 

Primer 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) 

• El archivo en formato .FASTA se cargó en el Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST) de la base de datos NCBI (National Library of Medicine, n.d.) 

obteniendo coincidencias de acuerdo con los límites taxonómicos propuestos 

por Yarza et al. (2014) (ver Anexo 23-29). 

3.5. Análisis estadístico e interpretación de datos 

Los datos se organizaron en tablas y figuras utilizando Excel. Para cada día se 

realizaron primero las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas: la 

distribución normal se evaluó mediante la prueba de Kolmogorov–Smirnov, y la 

homogeneidad se comprobó con la prueba de Levene, aplicando un nivel de 

confianza del 95 % (α = 0,05). Este procedimiento se aplicó tanto a los datos de 

producción de CO2 (expresados en g/L) como a los datos de porcentaje de ml 
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residual de petróleo diésel. 

En el caso de la producción de CO₂, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) 

para cada cinco días y para cada concentración de petróleo diésel (1, 3, 5 y 7 %), 

con un nivel de confianza del 95 % (α = 0,05). Posteriormente, se aplicó la prueba 

post hoc de Duncan, cuyos resultados se representaron en gráficos mediante 

letras que indican las diferencias significativas entre los grupos. 

Para los datos de porcentaje de ml residual de petróleo diésel, se realizó el mismo 

procedimiento estadístico aplicado únicamente al día 60, permitiendo evaluar las 

diferencias entre las cepas, el consorcio y el blanco a diferentes concentraciones 

de petróleo diésel (1, 3, 5 y 7 %). 

Todo el análisis estadístico se llevó a cabo en R (versión 4.4.1) y RStudio (versión 

1.3.959), herramientas de código abierto que facilitaron la determinación precisa 

de las diferencias significativas en el efecto degradador de las cepas y consorcios 

bacterianos en la biodegradación del petróleo diésel.
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Figura 7 

Producción acumulativa de CO2 (g/L), como efecto de la degradación de petróleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y 

consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2023.  

  

  

Nota. Cada color representa una cepa, consorcio y blanco: . 
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Figura 8 

Producción neta de CO2 (g/L), como efecto de la degradación de petróleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio 

de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2023. 

  

  

Nota. Cada color representa una cepa y consorcio: . 
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Figura 9 

Porcentaje de volumen residual de petróleo diésel al día 60, como efecto de la degradación a distintas concentraciones iniciales, por cepas 

y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2023.  

  

  

Nota. Cada color en las columnas representa una fracción del petróleo diésel, según el tratamiento evaluado: 
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Figura 10 

Ajuste cinético de primer orden ln(Co/C) en la producción neta de CO2 (g/L) hasta el día 60, como efecto de la degradación de petróleo 

diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2024.  

  

  

Nota. Cada color representa el valor de ln(Co/C) y la línea de tendencia por cepa y consorcio: . 
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Tabla 5 

Parámetros cinéticos de primer orden para la producción neta de CO2 (g/L) al día 60, por degradación de petróleo diésel a distintas 

concentraciones iniciales, usando bacterias endofíticas de Cannabis sp. Ayacucho 2024. 

Conc. ► 1 % petróleo diésel 3 % petróleo diésel 5 % petróleo diésel 7 % petróleo diésel 

Deformación k1 / día T1/2 / día R^2 k1 / día T1/2 / día R^2 k1 / día T1/2 / día R^2 k1 / día T1/2 / día R^2 

Cepa A 0,0734 9,44 0,8925 0,0539 12,86 0,7253 0,0371 18,68 0,7847 0,0508 13,64 0,8615 

Cepa B 0,0860 8,06 0,8857 0,0498 13,92 0,7435 0,0512 13,54 0,8537 0,0471 14,72 0,8494 

Cepa C 0,0691 10,03 0,8744 0,0528 13,13 0,7465 0,0482 14,38 0,8218 0,0493 14,06 0,8492 

Cepa D 0,0704 9,85 0,8817 0,0435 15,93 0,7056 0,0398 17,42 0,8154 0,0406 17,07 0,8618 

Cepa E 0,0878 7,89 0,9103 0,0608 11,40 0,7441 0,048 14,44 0,8513 0,041 16,91 0,834 

Cepa F 0,0762 9,10 0,8988 0,0515 13,46 0,7879 0,0461 15,04 0,8479 0,0399 17,37 0,8328 

Cepa G 0,0820 8,45 0,8852 0,0579 11,97 0,6732 0,039 17,77 0,7483 0,0428 16,20 0,8216 

Consorcio 0,0639 10,85 0,8910 0,0438 15,83 0,7464 0,049 14,15 0,8551 0,0397 17,46 0,8469 

Nota.  Los valores se obtuvieron ajustando los datos de producción neta de CO₂ al modelo de primer orden mediante la gráfica ln(Co/C) versus tiempo, donde Co es la concentración inicial y 
C la concentración en cada intervalo. Se calcularon la constante de degradación (k, en día⁻¹), el tiempo de vida media (T1/2 = ln2/k) y el coeficiente de determinación (R²) para cada tratamiento 
(1, 3, 5 y 7 % de petróleo diésel).   
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Tabla 6 

Identificación molecular de las bacterias endofíticas de Cannabis sp. 

degradadoras de petróleo diésel mediante análisis bioinformático Kraken2 

(genoma total) y NCBI BLAST (16S ARNr), Ayacucho 2024. 

 Kraken2 NCBI BLAST 

CEPA Nombre científico Nombre científico 
Query 

Cover 

E 

value 

Per. 

Ident 

A Pseudomonas 

citronellolis 

Pseudomonas 

citronellolis 

100 % 1e-160 96.82 % 

B  

A. calcoaceticus 

A. pittii 

A. oleivorans 

A. baumannii 

A. saifertii 

A. lactucae 

Acinetobacter calcoaceticus/baumanii complex 

A. calcoaceticus 

A. lactucae 

A. pittii 

A. oleivorans 

A. seifertii 

A. nosocomialis 

100 % 

100 % 

100 % 

100 % 

100 % 

100 % 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

86,53 % 

86,27 % 

86,02 % 

85,91 % 

85,61 % 

85,48 % 

C Pseudomonas putida Pseudomonas putida 100 % 7e-163 97,12 % 

D A. calcoaceticus 

A. oleivorans 

A. pittii 

A. baumannii 

A. saifertii 

A. lactucae 

Acinetobacter calcoaceticus/baumanii complex 

A. calcoaceticus 

A. lactucae 

A. pittii 

A. baumannii 

A. seifertii 

99 % 

99 % 

98 % 

99 % 

90 % 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

90,26 % 

88,00 % 

87,97 % 

87,06 % 

87,08 % 

E Pseudomonas sp. 

FDAARGOS_380 

Pseudomonas sp. 

FP215 

100 % 0,0 96,31 % 

F Acinetobacter 

calcoaceticus 

Acinetobacter 

calcoaceticus 

100 % 0,0 95,68 % 

G Acinetobacter 

schindleri 

Acinetobacter 

schindleri 

100 % 0,0 90,08 % 

Nota. Query Cover: indica el porcentaje de la secuencia alineada, E value: probabilidad de coincidencia 

aleatoria, Per. Ident: similitud entre las secuencias. La identificación completa de cada cepa se encuentra en 

los Anexos 23-29. 
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Figura 11 

Diferencias estadísticas (Test de Duncan) en la producción neta de CO2 (g/L) al día 05, como efecto de la degradación de petróleo diésel 

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2024. 

 
Nota. Se presentan solo los porcentajes con diferencias estadísticas según ANOVA.  Las letras (a, b, c, ab y bc) indican diferencias estadísticas según el Test de Duncan (p < 0,05). Los 
grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas señalan diferencias estadísticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta 
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadística para distinguirlo de ambos grupos. 
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Figura 12  

Diferencias estadísticas (Test de Duncan) en la producción neta de CO2 (g/L) al día 10, como efecto de la degradación de petróleo diésel 

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2024. 

 
Nota. Porcentajes con diferencias estadísticas significativas según ANOVA. Las letras (a, b, c, d, ab, bc, cd y abc) indican diferencias estadísticas según el Test de Duncan (p < 0,05). Los 
grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas señalan diferencias estadísticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta 
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadística para distinguirlo de ambos grupos. 
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Figura 13 

Diferencias estadísticas (Test de Duncan) en la producción neta de CO2 (g/L) al día 15, como efecto de la degradación de petróleo diésel 

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2024. 

 

Nota. Se presentan solo los porcentajes con diferencias estadísticas según ANOVA. Las letras (a, b, c, ab y bc) indican diferencias estadísticas según el Test de Duncan (p < 0,05). Los grupos 
con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas señalan diferencias estadísticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta 
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadística para distinguirlo de ambos grupos. 
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Figura 14 

Diferencias estadísticas (Test de Duncan) en la producción neta de CO2 (g/L) al día 20, como efecto de la degradación de petróleo diésel 

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2024. 

 
Nota. Se presentan solo los porcentajes con diferencias estadísticas según ANOVA. Las letras (a, b, c, d, ab y bc) indican diferencias estadísticas según el Test de Duncan (p < 0,05). Los 
grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas señalan diferencias estadísticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta 
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadística para distinguirlo de ambos grupos. 
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Figura 15 

Diferencias estadísticas (Test de Duncan) en el porcentaje de ml residual de petróleo diésel al día 60, como efecto de la degradación a 

distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp. “cáñamo”, Ayacucho 2024. 

 
Nota. Porcentajes con diferencias estadísticas significativas según ANOVA. Las letras (a, b, c, d, ab, bc, cd y abc) indican diferencias estadísticas según el Test de Duncan (p < 0,05). Los 
grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas señalan diferencias estadísticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta 
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadística para distinguirlo de ambos grupos.
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V. DISCUSIÓN 

El presente estudio se diferenció de otros trabajos al evaluar la biodegradación del 

petróleo diésel en un medio líquido en lugar de muestras de suelo por la limitada 

información existente sobre ambientes acuáticos. Esto adquiere relevancia debido 

a los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, refinerías petroleras 

y otros contaminantes antropogénicos que generan un riesgo directo para la salud 

y el ecosistema ( Sauvé y Desrosiers, 2014; Gulkowska et al., 2008). Este riesgo 

es particularmente importante en entornos agrícolas, donde se ha documentado 

la absorción y acumulación de compuestos tóxicos (metales pesados, 

hidrocarburos, hormonas, etc.), que repercuten en las diferentes propiedades 

fisicoquímicas del suelo, lo que conlleva al impacto en los cultivos destinados a la 

alimentación (Becerra et al., 2015; Casey et al., 2003). En este contexto, la 

fitorremediación se ha considerado una estrategia eficiente y rentable; Cannabis 

sativa L. “cáñamo industrial” destaca como planta hiperacumuladora natural 

gracias a su estructura superficial porosa e hidrófila (Pejic et al., 2011), pero el 

proceso de fitorremediación no se comprende del todo, especialmente en la 

relación planta-endófitos. Por ello, nuestro enfoque se dirigió a aislar bacterias 

endofíticas de Cannabis sp. y evaluar su capacidad de degradar diésel, un 

hidrocarburo comúnmente utilizado en actividades industriales. 

Para entender esta relación, se aisló bacterias endofíticas tolerantes a 2 % de 

diésel, se realizó un protocolo de desinfección superficial y enriquecimiento en 

medio M9 modificado (Iqbal et al. 2017; Zahid et al., 2015). Luego, se aplicó una 

fase de adaptación a concentraciones crecientes de diésel (5, 10 y 15 %), 

obteniendo siete cepas Gram negativas (Anexo 4). El predominio de Gram 

negativas concuerda con investigaciones como las de Iqbal et al. (2017) y Loureiro 

et al. (2018), quienes reportaron mayor frecuencia de bacterias con membrana 

externa rica en lipopolisacáridos, lo que facilita la emulsificación y la degradación 
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de hidrocarburos, que posiblemente podrían ser una ventaja en la adaptabilidad 

frente a las bacterias Gram positivas (Cabrera et al., 2010). 

Una vez obtenido las cepas, se estudió la producción de CO2, el cual mide de 

manera indirecta la biodegradación del hidrocarburo (diésel), siendo este la única 

fuente de carbono, ya que el CO2 es un subproducto de la actividad metabólica de 

los microorganismos durante la mineralización de hidrocarburos (Atlas y Bartha, 

1972), siendo este un enfoque ampliamente usado en diversos trabajos de 

biodegradación, permitiendo así una evaluación cuantitativa, para  lo cual se siguió 

la metodología de EPA 560/6-82-003 (EPA, 1982) y Bartha y Pramer (1965), 

adaptando algunos aspectos como Roverssi Sobrado (2011). Entre las 

modificaciones, está el reemplazo del uso de matraz por botellas de plástico 

conectadas a través de un tubo al capturador de CO2 facilitando la recolección del 

gas producido (Anexo 5), permitiendo así la conversión de los ml de HCl a gramos 

de CO2/L mediante la titulación, adicionalmente, se ajustó la concentración de HCl 

de 0,01 M a 0,005 M para obtener lecturas más precisas y mejorar la titulación, tal 

como se sugiere Johnson (2018) y Pedrero (2002) sobre la optimización de 

técnicas de titulación en sistemas de biodegradación. 

En la Figura 7 “Producción acumulativa de CO2 (g/L)”, con concentraciones 

iniciales de diésel de 1, 3, 5 y 7 %, a lo largo de 25 días por ser representativo (la 

curva se vuelve constante), se observa una evolución temporal típica de la 

actividad bacteriana, con las siguientes tendencias: fase exponencial (día 0 – 15), 

se registró un rápido incremento de CO₂, indicando alta actividad metabólica y 

ausencia de fase de adaptación, probablemente debido a la preadaptación 

(Margesin y Schinner, 2001). El blanco (medio M9 + diésel sin inóculo) muestra 

también un leve incremento, atribuible a reacciones fisicoquímicas, pero 

significativamente menor que en las cepas inoculadas. Estabilización (día 15 – 

25): varias curvas alcanzaron un pico y luego se estabilizan, lo que se asocia a la 

disminución de nutrientes y/o acumulación de metabolitos tóxicos, como lo 

describe Leahy y Colwell (1990). El agotamiento de las fracciones más simples 

del diésel (alifáticos de cadena corta) deja compuestos más recalcitrantes 

(hidrocarburos aromáticos policíclicos, etc.), dificultando la biodegradación (Head 

et al., 2006). Mientras que el efecto de la concentración de diésel fue: a menor 

concentración (1 y 3 %), se genera una mayor producción de CO₂ en menor 

tiempo, indicando una biodegradación eficiente. Mientras que al 5 y 7 %, las 

bacterias enfrentan mayor estrés metabólico, reflejado en una producción de CO₂ 
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menor. Estos gráficos y resultados se contrastan con el trabajo de Zhang et al. 

(1998), midieron la producción de CO2 de la degradación de biodiésel y diésel en 

un medio líquido por 28 días con curvas similares, otros trabajos relacionados a la 

degradación de hidrocarburos en tierra como el estudio de Labud et al. (2007) en 

donde se midió la producción de CO2 de hidrocarburos al 5 y 10 % (gasolina, diésel 

y petróleo) en mg C-CO2/kg de tierra muestran curvas semejantes, de igual 

manera se reportó en los estudios de , Barrios et al. (2015), Nápoles et al. (2015), 

Melo et al. (2014), Falchini et al. (2003) y Badalucco et al. (1994) .  

En la Figura 8 “Producción neta de CO2 (g/L)”, se aprecia de forma más clara la 

contribución puramente biológica, al descontar la degradación fisicoquímica. Esto 

confirma que la tendencia del día 0 al día 15 aproximadamente muestra un 

aumento acelerado de la producción de CO2 correspondiente a la fase exponencial 

que demuestra una mayor actividad por parte de las bacterias al asimilar la única 

fuente de carbono (petróleo diésel), omitiendo la fase de latencia y adaptación, 

demostrando que las bacterias estuvieron metabólicamente activas y que 

desarrollaron rutas metabólicas específicas para el diésel durante la 

preadaptación que se realizó con diésel al 15 %, seguida de un rejuvenecimiento 

en agar nutritivo, este resultado de la omisión de la fase de adaptación se mostró 

en trabajos como el de Loureiro et al. (2019) en donde se evaluó la degradación 

de diésel al 1 % por Pseudomonas sp. hasta el día 15, la cual fue contrastado por 

la descripción de Margesin y Schinner (2001) que mencionan la mejora de la 

expresión de enzimas claves para la biodegradación debido a una exposición 

inicial al contaminante en estudio, al igual que los estudios realizados por Das y 

Chandran (2011) y Atlas y Bartha (1972)  que señalan la eficiencia del tratamiento 

previo induce a enzimas como monooxigenasas y dioxigenasas necesarias para 

descomponer hidrocarburos. Mientras que las curvas del día 10 al  15 - 20 

aproximadamente tienden a mostrar una estabilización en la producción de CO2 

en algunas cepas, lo que demuestra una posible inhibición de la actividad 

metabólica, probablemente por la limitación de nutrientes o la acumulación de 

metabolitos secundarios que tienden a ser tóxicos como ácidos grasos o 

compuestos aromáticos, que según Leahy y Colwell (1990) estos efectos 

mencionados son típicos en sistemas donde la actividad bacteriana logra consumir 

de manera rápida los nutrientes disponibles hasta un cierto punto, logrando así un 

equilibrio metabólico. Finalmente se muestra que a partir de entre el día 15 - 20 al 

25 en algunas cepas existe una fase de declive por la disminución de producción 
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de CO2, que puede deberse al agotamiento de los compuestos más fáciles de 

degradar del diésel (hidrocarburos saturados), dejando así solo compuestos 

recalcitrantes tóxicos  y difíciles de degradar (hidrocarburos aromáticos 

policlínicos de alto peso molecular y componentes polares del petróleo crudo 

como los benzofuranos, benocarbazoles y benzotiofenos o debido al efecto 

inhibitorio por parte de metabolitos tóxicos acumulados, que se describieron por  

Head et al. (2006) en donde observaron que la presencia de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (PAHs) y compuestos sulfurados generan un estrés 

metabólicos que afecta la viabilidad bacteriana. Las curvas de las concentraciones 

al 1, 3 y 5 % de diésel en las cepas individuales y en consorcio, muestran una 

tendencia más alta en producción de CO2 en menor tiempo debido a un menor 

efecto tóxico por parte del diésel, estudios como el de Varjani, (2017) donde se 

demuestra una fácil degradación de hidrocarburos a concentraciones 

relativamente bajas, por su mayor disponibilidad y menor efecto a la permeabilidad 

celular. Mientras que las curvas al 7 % de diésel muestran una menor producción 

de CO2, principalmente en la fase inicial que podría ser por la toxicidad que genera 

el diésel a altas concentraciones, estrés osmótico, limitación en el transporte de 

nutrientes o inhibición metabólica y enzimática (Das y Chandran, 2011; Okoh, 

2006; Leahy y Colwell, 1990). Las curvas del consorcio muestran una mayor 

estabilidad a las diferentes concentraciones de diésel a lo largo del tiempo en 

comparación de las cepas individuales, lo que según Varjani (2017) sugiere una 

mayor eficiencia en las rutas metabólicas por las interacciones sinérgicas entre las 

especies, logrando degradar diferentes fracciones del diésel, tal como lo describe 

Tyagi et al. (2011) y Röling et al. (2002), los consorcios bacterianos demuestran 

ser más efectivos y estables por su colaboración metabólica a la hora de degradar 

hidrocarburos. Todas estas curvas son contrastadas por diversos trabajos como 

el de Loureiro et al. (2018) que obtuvo curvas similares en la evaluación de 

degradación del diésel al 0, 1 y 5 %,  por bacterias aisladas de lodos industriales. 

Otro trabajo es el de Gómez (2012), donde se observaron curvas de crecimiento 

bacteriológico en el proceso de degradación de hidrocarburos totales del petróleo 

mediante la atenuación natural, bioestimulación y bioaumentación en el suelo 

contaminado, al igual que el trabajo de Silva et al. (2012).  

Los gráficos en general muestran un comportamiento típico de la curva de 

crecimiento bacteriano y degradación de sustratos omitiendo la fase de adaptación 

(fase exponencial, estacionaria y declinación) que representan el ciclo de 
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crecimiento y agotamiento de recursos (Atlas y Bartha, 1972); estos resultados 

sugieren que el consorcio bacteriano es una opción para la biorremediación en 

concentraciones moderadas de diésel por su estabilidad.  

Todos estos resultados de CO2 se complementaron con la medición volumétrica 

del petróleo diésel residual al día 60, con el fin de obtener los valores porcentuales 

de: porcentaje de degradación bacteriana, porcentaje no degradado y el 

porcentaje de degradación fisicoquímica. Para una mejor visualización se realizó 

el grafico de columnas 100 % apiladas, que se muestra en la Figura 9 con cuatro 

sub gráficos al 1, 3, 5 y 7 %. El gráfico al 1 %, muestra una degradación completa 

100 % por parte de las bacterias individualmente y en consorcio; obteniendo una 

degradación bacteriana neta de 70 % y una degradación fisicoquímica del 30 %. 

El gráfico al 3 % mostró una ligera disminución en el porcentaje de degradación; 

siendo relativamente igual entre las cepas A, B, C, D, F y el consorcio (43,3 % y 

62,2 % de degradación), mientras que las cepas E y G mostraron un bajo 

porcentaje de degradación 12,2 % y 16,7 % respectivamente; el porcentaje de 

degradación fisicoquímico fue de 16,7 %. El gráfico al 5 % demuestra un 

porcentaje de degradación estable en todas las cepas individuales y en consorcio, 

variando entre 18,7 % a 28,0 %, siendo mayor por la cepa A con 36,7 % y B con 

33,3 %; mientras que el porcentaje de degradación fisicoquímico fue de 10,0 %. 

El gráfico al 7 % muestra un bajo porcentaje de degradación en todas las cepas 

individuales y en consorcio, los porcentajes de degradación está entre 11,0 % a 

16,7 %, mientras que el porcentaje de degradación fisicoquímico fue de 7,1 %. 

Todos estos resultados, tanto de la evolución del CO2 como la medición 

volumétrica final, tienen un cierto grado de relación y concordancia, habiendo 

algunos casos discordantes por factores externos. Por ello se realizó un mejor 

análisis evaluando la cinética de degradación, que permitió medir y describir como 

se da la variación de la velocidad de degradación del petróleo diésel y el tiempo 

de vida media, con el fin de saber cómo se comporta las bacterias frente al 

hidrocarburo (petróleo diésel) y poder identificar el potencial de cada cepa para 

lograr optimizar los procesos de biorremediación, la metodología se contrasta con 

Iqbal et al., (2019, 2017). El Anexo 11 contiene los datos de cinética de primer 

orden empleando ln(Co/C), que sirvieron para la obteniendo de la gráfica que se 

muestra en la Figura 10, con cuatro sub gráficos agrupados por las 

concentraciones de petróleo diésel (1, 3, 5 y 7 %), lo cual nos permite observar la 

relación y evolución que existe entre Co (Concentración inicial de CO2) y C 
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(concentración de CO2 en un tiempo t) a lo largo de 60 días, se observa que al 

igual que las curvas de CO2 visto anteriormente, el comportamiento de la fase 

inicial al día 20 se muestra un valor de ln(Co/C) menor por la mayor producción 

de CO2 (C), mientras que después de transcurrido los 20 días hay un aumento del 

valor de ln(Co/C) que demuestra una menor producción de CO2 (C), esto genera 

una línea de tendencia recta y casi perfecta típico de la cinética de primer orden, 

similar al reportado por Iqbal et al., (2019) que midió la cinética de primer orden 

de la degradación de fenol y benceno, permitiendo generar una ecuación y un 

índice de R2, gracias a esos datos se calculó k (constante de velocidad de 

degradación, pendiente de la ecuación “m”) y el tiempo de vida media T1/2 (tiempo 

necesario para la degradación al 50 %) que fue hallado mediante la ecuación 

ln(2)/k, todos estos datos se resumen en la Tabla 5. El cuadro resumen nos 

muestra que los valores de k tuvieron una tendencia en todas las cepas 

individualmente y en consorcio a disminuir por el aumento en la concentración del 

petróleo diésel del 1 % al 5 %, mientras que al 7 % se observando un ligera 

aumento en algunos casos, siendo más notorio en la cepa A, que nos indica que 

hubo un aumento de producción de CO2 a diferencia del 5 %, esto puede deberse, 

según Alexander (1999) a la mayor disponibilidad de diésel y componentes más 

fáciles de degradar, generando esta diferencia de k. El T1/2 tuvo un igual 

comportamiento, observando un aumento de días a que es necesario para 

degradar al menos el 50 % a medida que se aumenta las concentraciones de 

petróleo diésel. Las cepas B, E y G al 1 % de petróleo diésel tuvieron una k 

ligeramente mayor que las otras con un T1/2 menor, mientras que al 3 % la cepa 

A, E y G tuvieron un mayor k a diferencia de las demás cepas con un T1/2 

ligeramente menor, al 5 % la cepa B tuvo un mayor k a diferencia de las demás 

cepas con un T1/2 ligeramente menor, al 7 % la cepa A tuvo un mayor k a 

diferencia de las demás cepas con un T1/2 ligeramente menor. Mientras que el R2 

máximo al 1 % fue 0,9102, al 3 % fue de 0,7879, al 5 % fue de 0,8551 y al 7 % fue 

de 0,8618. Estos coeficientes de determinación indican que el modelo de primer 

orden explica de forma moderada los datos, pero no completamente, lo que 

sugiere que puede haber múltiples fases en el sistema que no se ajustan 

correctamente a la cinética de primer orden. El Anexo 12 muestra los valores de 

R2, para el cero, primer y segundo orden a las distintas concentraciones para cada 

cepa y consorcio, se puede ver que en algunos casos, que el valor de R2 de 

segundo orden es ligeramente mayor que primer orden, este resultado sugiere 
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que ambos modelos pueden ajustarse a los datos experimentales obtenidos del 

CO2 o puede ser un indicio de que ambos ordenes tienen características 

compartidas, este tipo de resultado podría estar relacionado con el ruido en los 

datos, la naturaleza del proceso biológico o que no sea estrictamente lineal ni 

cuadrática, tal como lo menciona Alexander (1999), que los procesos de 

biodegradación suele ser multifactorial, por diversos motivos como la 

disponibilidad del sustrato o factores ambientales que hacen que se produzca un 

equilibrio en las velocidades de reacción entre diferentes órdenes cinéticos. En 

estos casos diversos autores mencionan que se debe de priorizar el modelo más 

simple, primer orden, para garantizar la interpretación y evitar una complejidad 

innecesaria, este principio se basa en modelados estadísticos y científicos 

(parsimonia), Burnham y Anderson (2004) destacan que se debe seleccionar el 

modelos que dé un equilibrio al ajuste y a la complejidad, mientras que Motulsky 

y Christopoulos (2003) sostiene que la cinética de primer orden suele ser suficiente 

a menos que exista una buena razón para utilizar un modelo más complejo. La 

metodología empleada mide indirectamente el CO2 a través de una titulación de 

NaOH con HCl, esta medición está sujeta a presentar variabilidad por la presencia 

de fuentes adicionales de CO2 (ambiental o procesos no controlados) que podrían 

afectar al ajuste del modelado cinético, tal como lo menciona Alexander (1999), 

las mediciones indirectas pueden producir incertidumbre en sistemas con 

múltiples fuentes de carbono, afectando la cinética del orden.  

Una vez comprendido como es el comportamiento de la producción de CO2, su 

cinética de degradación y como tiene relación con los ml degradados (porcentaje 

de degradación), es necesario identificar a cada una de las cepas, para poder 

realizar un análisis estadístico y corroborar las diferencias significativas o no que 

se presenten entre las diferentes cepas. Para confirmar las diferencias 

significativas se realizó un análisis estadístico mediante ANOVA (Anexo 14 y 16) 

y la prueba de Duncan en la producción de CO₂ neta (días 5, 10, 15 y 20) y en el 

porcentaje de diésel residual (día 60), considerando distintas cepas y consorcio a 

diferentes concentraciones de petróleo diésel. Los datos cumplieron con los 

supuestos de normalidad y homogeneidad (Anexo 13 y 15), lo que permitió aplicar 

ambas pruebas adecuadamente. Los boxplots (Figura 11-15), mostraron que, en 

los días 5 y 10 hubo diferencias significativas en la producción de CO₂ entre las 

cepas y consorcio, sobre todo al 1, 3 y 5 %, indicando una activación metabólica 

temprana y diferencial entre cepas. En los días 15 y 20, las diferencias se 
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mantuvieron, aunque al 5 % no alcanzaron significancia estadística, lo que podría 

deberse a un equilibrio metabólico. Mientras que al día 60, el análisis del 

porcentaje de diésel residual reveló diferencias significativas (p < 0.05) en todas 

las concentraciones, reflejando que la eficacia degradadora depende tanto de la 

cepa como de la concentración del contaminante a diferencia del blanco. Las 

cepas con alta producción de CO₂ en etapas tempranas también presentaron los 

menores porcentajes de diésel remanente, lo cual refuerza su eficiencia a largo 

plazo. Estas diferencias se mostraron mediante la prueba de Duncan agrupó por 

letras (a, b, c…), donde los grupos con letras diferentes muestran diferencias 

significativas, mientras que los grupos que comparten varias letras, como “abc”, 

indican que sus medias no difieren significativamente entre sí (p ≥ 0,05), este 

solapamiento puede deberse a que las diferencias reales son pequeñas y la 

prueba de Duncan tiende a agruparlas estadísticamente a pesar de que existan 

diferencias numéricas sutiles. Es importante resaltar que la ausencia de 

diferencias estadísticas no implica igualdad funcional entre cepas, sino una 

limitación en la capacidad de detección del diseño experimental. El consorcio 

bacteriano presentó un rendimiento estable tanto en la producción de CO₂ como 

en la degradación de diésel en múltiples concentraciones. Este comportamiento 

apoya la hipótesis de sinergia microbiana, donde la interacción entre especies 

mejora la eficiencia metabólica dado por Varjani (2017) y Tyagi et al. (2011) . En 

conjunto, los análisis estadísticos confirman que la capacidad de biodegradación 

del petróleo diésel está influenciada por la concentración inicial del contaminante 

y por la fisiología metabólica propia de cada cepa o consorcio. La variabilidad 

observada entre tratamientos y a lo largo del tiempo evidencia que no existe una 

única estrategia degradadora, sino múltiples rutas condicionadas por el tipo de 

microorganismo y el ambiente. 

La identificación de las bacterias endofíticas de Cannabis sp. degradadoras del 

petróleo diésel, se muestran en la Tabla 6, en donde se tuvo como resultados los 

géneros Acinetobacter y Pseudomonas. Mientras que las especies de la cepa A 

al F fueron: Pseudomonas citronellolis, Acinetobacter calcoaceticus/baumannii 

complex, Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex, 

Pseudomonas sp. FDAARGOS_380, Acinetobacter calcoaceticus y Acinetobacter 

schindleri respectivamente; estas bacterias fueron concordantes a los estudios 

realizados por Iqbal et al. (2017), en donde se identificó a los géneros bacterianos 

Acinetobacter y Pseudomonas, endofíticas de Cannabis sativa irrigada con agua 
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residual de refinerías, específicamente A. baumanni que está relacionado con las 

cepas B y D (A. calcoaceticus/baumannii complex) y P. aeruginosa que está 

relacionado con la cepa E (Pseudomonas sp. FDAARGOS_380), identificadas por 

la amplificación por PCR del gen 16S ARNr; al igual que el estudio de Zahid et al., 

(2015) donde se identificó a las bacterias rizosféricas de Cannabis sativa irrigadas 

con agua residual de una refinería de petróleo, Pseudomonas aeruginosa y 

Acinetobacter junii, identificadas mediante el ARNr 16S; estos géneros 

bacterianos endofíticos fueron identificadas también en el estudio de Scott et al., 

(2018) y Afzal et al. (2015), más no las especies específicas, lo cual genera un 

aporte nuevo y que servirá como referencia para posteriores estudios, teniendo 

en cuenta que la comunidad endofítica esta influenciada por la naturaleza del 

suelo que está en contacto con la planta (Rashid et al., 2012; McInroy y Kloepper, 

1995). El grupo Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex también conocido 

como complejo ACB (por su implicancia en el aspecto clínico) acuñado por Gerner 

et al. (1991), en el cual está las cepas B y D, consta de seis especies: A. 

baumannii, A. calcoaceticus, A. nosocomialis, A. pittii, A. seifertii y A. lactucae; de 

las cuales A. calcoaceticus se encuentra principalmente en muestras ambientales, 

mientras A. baumannii mayormente es una especie relacionada con infecciones 

nosocomiales (Mancilla-Rojano et al., 2024; Villalón et al., 2015); en el estudio de 

Y.-S. Kang et al. (2011) el porcentaje de similitud de A. oleivorans basado en el 

gen ARNr 16S con las especias A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. baumannii, 

A. baylyi y A. beijerinckii es de 98,2 %, 97,4 %, 97,2 %, 97,1 % y 97,0 % 

respectivamente, comprobando así que los estudios genómicos complejos como 

el de Mancilla et al. (2024) muestran variaciones de tamaño y secuencia, lo cual 

resulta difícil vincular las secuencias consenso con las especies específicas que 

conforman este complejo. Estudios como el de Nemec et al. (2011) en el cual las 

especies como A. pittii y A. nosocomiales obtuvieron una cierta diferenciación por 

el crecimiento a diferentes temperaturas y su asimilación con el malonato, L-

tartrato levulinato o citronato que pueden ayudar con la diferenciación hasta cierto 

grado pero que no se puede confirmar, por ello que en este estudio se tomó en 

cuenta las cepas B y D como distintas y que están dentro de este complejo. 

Para realizar las comparaciones de los resultados obtenidos, no se encontró 

trabajos específicos realizados en un medio acuático, que hayan trabajado con el 

petróleo diésel y a concentraciones mayores, ya que la mayoría de trabajos suelen 

realizar la degradación de concentraciones menores al 1 %; otro aspecto que se 
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observó es que no se realizó muchos estudios de estas especies a nivel de 

degradación, en nuestro trabajo se tomó la evolución de CO2, ml restantes por 

volumetría y cinética de degradación, lo cual no se observó en otros estudios, por 

ello se tomó en cuenta los trabajos que más se aproximen a nuestro estudio, 

siendo esta una diferencia a tener en cuenta. 

Los estudios bases que se tomó en cuenta para el estudio demostraron lo 

siguiente: Zahid et al. (2015) evaluó el potencial de degradación de benceno con 

cepas rizosféricas del suelo de Cannabis sativa irrigada con agua residual de una 

refinería de petróleo, al identificar los géneros de Pseudomonas y Acinetobacter 

fue cultivado en un medio M9 a 1 000 mg/L (0,1 %) de benceno como única fuente 

de carbono, se evaluó mediante la densidad óptica, obteniendo una degradación 

de 85 y 70 % respectivamente en 72 horas, en nuestro estudio estos géneros 

obtuvieron un mayor porcentaje de degradación al 1 % de petróleo diésel en un 

T1/2 relativamente de nueve días, mostrando que las cepas endofíticas si tienen 

el potencial de degradación de compuestos más complejos como el diésel y a 

concentraciones mayores. Iqbal et al. (2017) teniendo como antecedente el 

anterior trabajo realizaron la evaluación pero en este con el benceno y fenol con 

cepas endofíticas de Cannabis sativa, pero de otro lugar de contaminación, los 

géneros de Pseudomonas y Acinetobacter presentaron una degradación completa 

a las concentraciones de 250, 500 y 750 mg/L, mientras que Pseudomonas 

presento una degradación de 72 % a 1 000 mg/L y Acinetobacter un 68 % de 

degradación a esa misma concentración de benceno con una velocidad constante 

de 1,86 x 102 por hora para Pseudomonas con un T1/2 de 1,5 días, estos 

modelados cinéticos y resultados fueron aplicados al presente estudio, obteniendo 

datos mayores, debido a la evaluación del diésel que a comparación del fenol y 

benceno tuvieron mayor grado de complejidad a la hora de degradación, además 

de ello se utilizó concentraciones más altas a mayor período, lo que nos ayudó a 

obtener mayores resultados que servirán de base para futuros estudios. 

De igual manera Iqbal et al. (2019) se enfocaron en el potencial de degradación 

que tienen estas bacterias y cómo estás afectan al crecimiento vegetal en lugares 

contaminados con petróleo, en donde se identificaron el género de Pseudomonas, 

el cual tuvo una degradación de 4 570 mg/L de diésel en un 69 % con una k de 

0,044/h en cuatro días, siendo casi la mitad del 1 % de petróleo diésel usado en 

nuestro estudio obteniendo la degradación al 100 % con un T1/2 de ocho a nueve 

días con una velocidad de 0,07 a 0,08 por día, lo que comprueba que nuestros 
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resultados fueron ligeramente mayores pero consistentes con los otros trabajos. 

Las cepas A, C y E, pertenecientes al del género Pseudomonas, con la cepa A 

identificada como Pseudomonas citronellolis, se contrastó con el trabajo de 

Bhattacharya et al. (2003) donde se obtuvo una degradación entre 65 a 96 % al 1 

% de TPH de lodo lodoso por P. citronellolis al día 15, siguiendo la metodología 

de Lal y Khanna (1996), mientras que en nuestro estudio obtuvimos una 

degradación al 100 % de petróleo diésel al 1 %, mostrando una mayor degradación 

del diésel, esto podría deberse a la composición que tuvo del TPH de lodo oleoso, 

a comparación del diésel que ya cuenta con una composición específica. Por otro 

lado, Remus et al. (2016)  evaluó la secuencia genómica completa y detallada de 

P. citronellolis relacionado a con la filósfera, degradación de alifato, terpenoides y 

la resistencia a antibióticos, el cual se encontró diversos genomas que permiten 

la degradación de hidrocarburos, siendo el genoma P3B5 la más representativa, 

lo cual es consistente con nuestro estudio demostrando que P. citronellolis si 

cuenta con la capacidad de degradar diversos hidrocarburos. Además Pardo et al. 

(2017) obtuvo una tolerancia de P. citronellolis entre las 24 – 48 horas a 

concentraciones altas de 1 200 mg/L de hidrocarburo aromático, demostrando que 

esta bacteria tiene propiedades de tolerancia a altas concentraciones, tal como se 

realizó en nuestro estudio en la fase de adaptación al 15 % de diésel. Asimismo, 

Koutinas et al. (2021) evaluó la biodegradación de aguas residuales, mediante el 

estudio de la producción de biosurfactantes y polihidroxialcanoatos por P. 

citronellolis SJTE-3, logrando metabolizar produciendo 93, 86, 85 y 88 % de DQO, 

n-dodecano, n-tetradecano y naftaleno respectivamente. Demostrando así con 

nuestros estudios la degradación de diésel al 1, 3, 5 y 7 % con un porcentaje de 

degradación de 100 %, 70 %, 46,7 % y 23,8 % respectivamente. Finalmente 

Varnava et al. (2024) evaluó el potencial de P. citronellolis en la generación de 

electricidad en una celda de combustible microbiana con agua residual aceitosa, 

obteniendo un resultado por cromatografía de gases una degradación de 74,3 % 

de agua residual lodosa y un 90 % de n-alcanos en 70 días, en comparación 

nuestros resultados demuestran que el T1/2  para degradar al menos la mitad de 

las concentraciones fue de 9,44, 12,86, 18,68 y 13,64 días para 1, 3, 5 y 7 % 

respectivamente, mostrando una mayor velocidad constante de degradación. 

La cepa C, identificada como Pseudomonas putida, fue evaluada, Obayori et al. 

(2009) reportaron que Pseudomonas putida demostró una mayor degradación de 

querosene, gasolina, diésel, aceite de motor y petróleo; obteniendo un crecimiento 
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logarítmico con un tiempo de generación de entre 3,07 a 8,55 días, degradando el 

aceite (50 mg/L) más del 70 % en 12 días. Nuestros resultados demuestran ser 

igual de eficientes a mayor concentración de diésel, al 3 % de diésel se obtuvo 

una degradación de 78,9 % con un T1/2 de 13,13 días. Por su parte Orijude (2019) 

obtuvo una degradación de 87,25 %, 80,25 % y 88,89 % para la degradación de 

aceite y grasas al 0,5, 1 y 1,55 %, obteniendo mayor porcentaje con las cepas de 

Pseudomonas putida mutadas con un porcentaje de degradación de 96,23 %, 

92,60 % y 99,38 %, en nuestro estudio hubo una degradación al 100 % de 1 % 

diésel, mientras que al 3 % hubo una degradación de 78,9 % infiriendo que, 

nuestras cepas al estar con pre tratamientos de adaptación las hacen más 

eficaces en el proceso de biodegradación al igual que las cepas mutantes. 

Asimismo, Paul et al. (2022) estudió la degradación de metano y de hidrocarburos 

de lodos de una refinería de petróleo, la degradación en 20 L con una proporción 

de inóculo 0,5 mostró un porcentaje de 57,07 % de HTP, 62,98 % de aceite y grasa 

y 91,9 % de fenol en 50 días, el presente trabajo realizó una medición de 60 días 

pero se observa una actividad hasta el día 30, con una degradación de 100 %, 

78,9 %, 32,7 % y 22,3 % para los porcentajes de petróleo diésel al 1, 3, 5 y 7 %, 

mostrando cierta concordancia, ya que el diésel suele tener compuestos más 

pesados a diferencia de la grasa y fenol. 

La cepa E identificada como Pseudomonas sp. FDAARGOS_380; se ha 

comprobado en diversos estudios que este género tiene un gran potencial para la 

degradación de diversos hidrocarburos. La cepa identificada (FDAARGOS_380) 

no tiene muchos estudios, su primera mención fue en el trabajo de Y. Kang et al. 

(2022) donde se caracterizó la microbioma de la superficie ocular en pacientes 

con queratitis, obteniendo que es portadora de genes resistentes a múltiples 

fármacos, por el cual en nuestro estudio fue una de las cepas con menor 

porcentaje de degradación al 3, 5 y 7 %, debido a que no se encuentra 

comúnmente en ambientes con hidrocarburos. Al igual que el estudio de Llanco y 

Reategui (2020), en donde se logró aislar los géneros de Pseudomonas y 

Acinetobacter degradadoras de hidrocarburo aisladas de suelos contaminados. 

Mientras que Delgadillo (2024) evaluó el efecto que ocasiona la bioestimulación 

en la degradación de petróleo diésel a través del empleo de diversos consorcios 

microbianos, identificando mediante PCR a Stenotrophomonas acidaminiphila, 

Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa. En su estudio, al emplear 

concentraciones del 5 % y 10 % de diésel, se alcanzaron tasas de remoción del 
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54,716 % y 83,662 %, respectivamente, en un período de 28 a 70 días. Estos 

valores superaron a los obtenidos en nuestro estudio con bacterias endofíticas de 

Cannabis sp., donde a una concentración del 5 % de petróleo diésel, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas sp. FDAARGOS_380 y el consorcio 

bacteriano lograron degradaciones netas del 22,7 %, 21,3 % y 26,7 %, 

respectivamente. A una concentración del 7 %, las tasas de degradación fueron 

del 15,2 %, 11 % y 14,3 % en un período de 15 a 60 días. La diferencia en los 

niveles de degradación podría atribuirse a la ausencia de bioestimulantes en 

nuestro estudio, lo que sugiere que la adición de estos compuestos podría mejorar 

significativamente la biodegradación. Sin embargo, cabe destacar que la 

producción de CO₂ fue mayor hasta el día 15, lo que indica una fase inicial de 

degradación más rápida. 

Las cepas B y D, identificadas como parte del complejo Acinetobacter 

calcoaceticus/baumannii complex, como se mencionó anteriormente este 

complejo involucra diversas especies por lo cual no se puede suponer que sean 

iguales. Y.-S. Kang et al. (2011) realizó un estudio de diferentes especies de 

Acinetobacter aisladas de un arrozal en Corea del Sur, de las cuales la mayoría 

está dentro del complejo A. calcoaceticus/baumanni complex, destacando que A. 

oleivorans tiene la capacidad de adherirse y poder desarrollarse en el gasóleo, 

obteniendo una similitud en su secuencia genómica de 98,2 %, 97,4 %, 97,2 %, 

97,1 % y 97,0 % con las especies de A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. 

baumannii, A. baylyi y A. beijerinckii; proporcionando así una evidencia clara de 

que este género tiene una gran potencial en cuanto a la degradación de 

hidrocarburos y demás compuestos químicos. 

La cepa F, identificada como Acinetobacter calcoaceticus, evaluada en contraste 

con Lal y Khanna (1996), quienes evaluaron el potencial de degradación de 

petróleo crudo de dos tipos de diferentes lugares de la india (Bombay High y de 

Gujarat) por A. calcoaceticus obtuvieron una degradación de 50 % de Bombay 

High y 29 % de Gujarat a una concentración de 1 000 mg de petróleo en 100 ml 

de medio sal mineral con 1 % de inóculo por 15 días; en nuestro estudio se obtuvo 

una degradación de 100 %, 73,4 %, 35,3 % y 24,7 % a las concentraciones de 1, 

3, 5 y 7 % de petróleo diésel, estos datos demuestran una mayor capacidad de 

degradar a concentraciones bajas. Sin embargo, las diferencias en la composición 

del petróleo crudo frente al diésel podrían influir en estas comparaciones. Por su 

parte Gkorezis (2014) aislaron A. calcoaceticus y A. oleivorans de raíces 
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asociadas a planta en la remediación de suelos y aguas subterráneas, las 

bacterias obtuvieron una degradación de 41 % y 40 % respectivamente a una 

concentración de 1 000 mg/Kg de aceite diésel, en nuestro estudio se obtuvo una 

mayor degradación a comparación que el investigador, demostrando así la gran 

capacidad que tienen las bacterias endofíticas de Cannabis sp. Asimismo, Ho et 

al. (2020) realizaron experimentos cono A. calcoaceticus en la degradación de 

diésel al 0,25, 0,5, 1 y 2 % logrando degradar entre 82-92 % en 28 días, 

encontrando genes específicos de degradación tales como alk M y xcp R, 

demostrando que esta bacteria si posee mediante los genes ser degradadora, en 

nuestro estudio obtuvimos una degradación de 100 % al 1 % de diésel y de 73,4 

% al 3 % de diésel lo que comprueba una degradación relativamente mayor. 

Finalmente, Sawadogo et al. (2024) evaluaron por el método gravimétrico la 

degradación de diésel, aceites usados SAE40 y SAE50 40 ml de petróleo 

ether/acetona (1:1 v/v) obteniendo una mayor degradación en consorcio con P. 

aeruginosa de 65,33 % en diésel tras 56 días, consistente con nuestros resultados, 

con una concentración de 100 % al 1 % de diésel y de 73,4 % al 3 % de diésel. 

La cepa G, identificada como Acenitobacter schindleri, fue contrastada con otros 

estudios; Jacob y Irshaid (2015) analizaron la degradación de tolueno en tierra (10 

g) en 99 ml de medio Stainer con 1 % de tolueno, A. schindleri tuvo un tiempo de 

generación medio de ocho horas al 1 % de tolueno y 19 horas al 2 % de tolueno, 

en nuestro estudio se obtuvo un T1/2 de 8,45 días al 1 % de diésel y 15,83 días al 

3 %, esto se debe a que el tolueno es un compuesto único y aromático, mientras 

que el diésel es una mezcla de diversos hidrocarburos alifáticos y aromáticos. Por 

su parte, Iskandar et al. (2021) realizaron un análisis sistemático y filogenético 

mediante el gen 16S ARNr, obteniendo A. schindleri de un compuesto de 

desechos clínicos, pero que a medida que se hizo el estudio se recalcó en el 

potencial de biorremediación que contiene, el cual se contrasta con nuestros 

resultados, siendo mejor degradador a concentraciones bajas. 

En cuanto al consorcio bacteriano, tuvo un comportamiento igual que las cepas 

individuales, en el trabajo de Zhang et al. (1998) en el que evaluaron la 

degradación de diésel a diferentes proporciones con el biodiésel por un inóculo 

mixto, obteniendo resultados a través de la evolución de CO2 un porcentaje de 

degradación de diésel puro (10 mg de carbono/L) de 18,2 % al día 28, este 

porcentaje subió a medida que el diésel se mezclaba con biodiésel, en el presente 

trabajo el consorcio tubo un mayor porcentaje de degradación a concentraciones 
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más altas de diésel 1, 3, 5 y 7 % con un 100 %, 60 %, 36,7 % y 21,4 % de 

degradación respectivamente. Asimismo, Pasqualino et al. (2006) hicieron un 

estudio de biodegradabilidad de biodiésel, diésel, gasolina y sus mezclas, en un 

medio con 225 ml de mineral nutritivo, 25 ml de inóculo mixto de un lodo activado 

con 10 a 20 g de carbono, obteniendo una degradación al día 28 para biodiésel 

en un 98 %, diésel 50 % y gasolina en un 56 %, estos porcentajes representan la 

evolución de CO2, mientras que en nuestro trabajo la degradación final fue directa, 

siendo el porcentaje de 60 % en diésel al 3 %. 
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VI. CONCLUSIONES 

1. Las cepas bacterianas endofíticas aisladas de raíces de Cannabis sp., 

especialmente la cepa A y F, mantuvieron una mayor eficiencia degradadora 

en comparación con otras cepas y consorcio a concentraciones de 5 y 7 % de 

petróleo diésel resaltando la importancia de seleccionar cepas específicas para 

optimizar procesos de biorremediación de hidrocarburos. 

2. El consorcio bacteriano endofítico de Cannabis sp. exhibió una capacidad 

degradadora estable en todas las concentraciones evaluadas (1, 3, 5, 7 %), con 

una producción constante de CO₂ y reducción del petróleo diésel residual, 

aunque no superó la eficiencia de cepas individuales en concentraciones altas, 

el consorcio es más adecuado para procesos de biodegradación a largo plazo 

debido a su estabilidad sinérgica. 

3. La degradación de petróleo diésel por cepas individuales y consorcio de 

Cannabis sp. se ajustó a una cinética de primer orden, típico en la degradación 

de compuestos orgánicos acuosos como el petróleo diésel, mostrando que la 

velocidad de degradación disminuyó y el tiempo de vida media aumentó 

progresivamente con las concentraciones del contaminante, lo que valida el 

uso de modelos cinéticos para predecir el comportamiento degradador en 

ambientes contaminados. 

4. Mediante secuenciamiento genómico completo y PCR in silico del gen 16S, se 

identificaron siete cepas endofíticas de Cannabis sp. con capacidad 

degradadora: Pseudomonas citronellolis (A), Acinetobacter calcoaceticus / 

baumannii complex (B, D), Pseudomonas putida (C), Pseudomonas sp. 

FDAARGOS_380 (E), Acinetobacter calcoaceticus (F) y Acinetobacter 

schindleri (G), destacando la alta similitud genética entre B y D, la novedad de 

especies poco reportadas como A. schindleri, mostrando una microbiota 

diversa con potencial funcional para la biodegradación de hidrocarburos. 
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VII. RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda emplear métodos más precisos para la cuantificación de la 

biodegradación del petróleo diésel, como cromatografía de gases y métodos 

gravimétricos con solventes para medir directamente el CO₂ producido, el 

volumen y composición del diésel residual, asegurando el control adecuado 

del blanco, con al menos cinco repeticiones. 

2. Evaluar métodos de desinfección del petróleo diésel que preserven su 

integridad química, evitando alteraciones que afecten los resultados de 

biodegradación.  

3. Se sugiere optimizar el sistema de “matraz agitado” para obtener datos más 

sensibles, como el uso de carbón activado para capturar el CO₂ presente en 

el aire de oxigenación y materiales de vidrio en lugar de plástico, para mejorar 

así la precisión y reproducibilidad de los ensayos.  

4. Se recomienda realizar la identificación molecular antes de los ensayos de 

biodegradación, lo que permitiría ampliar la diversidad de géneros y facilitar 

la comparación de especies. 

5. Considerar usar una mayor concentración celular cerca al límite ≤ 2×109, 

recomendado en la extracción de ADN genómico, de acuerdo a la escala de 

McFarland para garantizar una concentración, pureza e integridad óptima 

para el secuenciamiento. 

6. Realizar una comparación más profunda entre las concentraciones residuales 

y evaluar cómo estos datos influyen en el modelo cinético, aplicando fórmulas 

de cinética de mayor complejidad para un mejor ajuste de datos. 

7. Utilizar tinciones específicas para la visualización de ADN en el gel de agarosa 

y elegir un marcador de tamaño molecular (ladder) adecuado para fragmentos 

grandes de ADN genómico, con el fin de mejorar la estimación de tamaño y 

la comparación visual de las bandas obtenidas. 

8. Continuar con investigaciones orientadas a la identificación específica de 
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genes implicados en la biorremediación. Esto permitirá una mayor precisión 

en la identificación de especies dentro de complejos y grupos estudiados, 

potenciando aplicaciones biotecnológicas.  

9. Fomentar investigaciones sobre Cannabis sp. “cáñamo” con fines científicos 

solicitando a la UNSCH el otorgamiento de permisos necesarios, dada su 

relevancia en diversas aplicaciones industriales y ambientales. 

10. Investigar la fitorremediación de Cannabis sp. “cáñamo” y evaluar la 

composición química de cada parte de la planta. Esto permitirá determinar si 

la degradación de hidrocarburos es completa, parcial o meramente 

acumulativa, información esencial para su uso industrial. 
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Anexo 1. Composición de los medios de cultivo utilizados para el aislamiento, 

cultivo y biodegradación de petróleo diésel por bacterias endofíticas de Cannabis 

sp., Ayacucho 2023. 

Agar nutritivo Merck 

COMPONENTE UNIDAD (g/L) 

Peptona 

Extracto de carne 

Agar  

pH  

5,0 

3,0 

12,0 

7,0 ± 0,2 

Caldo nutritivo Microgen 

COMPONENTE UNIDAD (g/L) 

Digerido péptico de tejido animal 

Extracto de carne 

Extracto de levadura 

Cloruro de sodio 

pH  

5,0 

1,5 

1,5 

5,0 

7,4 ± 0,2 

Medio mínimo de sales minerales M9 

COMPONENTE UNIDAD (g/L) 

Na2HPO4 

KH2PO4  

NaCl  

NH4Cl*  

pH  

6,0 

3,0 

0,5 

1,0 

6,7 ± 6,8 

Nota. Para el medio mínimo de sales minerales: * Se añadió para probar fuentes carbonadas, complementando 
con un ml de MgSO4 y un ml de CaCl2 200 mM. Adaptado de Hammond et al. (2010), Miller (1972) y Rodríguez 
Rodríguez (2006).  
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Anexo 2. Constancia de donación de la muestra vegetal (raíz) de Cannabis sp. 

 

Nota. Este documento oficializa la donación de la muestra por la Dra. Janet Rossana Zegarra López, 
investigadora principal de la Universidad Nacional de San Agustín de Arequipa, para su uso en la investigación 
“Capacidad biodegradadora de petróleo diésel por bacterias endofíticas aisladas de Cannabis sp.”. Se adjunta 
con fines de respaldo legal y académico.  
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Anexo 3. Aislamiento, adaptación y selección de cepas bacterianas endofíticas 

de la raíz de Cannabis sp. degradadoras de petróleo diésel, Laboratorio de 

Microbiología Ambiental, Ayacucho 2023. 

 
Muestra vegetal recibida. 

 
Raíz desarraigada. 

 
Preparación de muestras. 

 

Trituración de la raíz. 

 
Esterilización UV de 

petróleo diésel. 

 
Pipeteo de petróleo diésel. 

 

      
Medio mínimo M9 con petróleo diésel al 5, 10 y 15 % para la adaptación y tolerancia. 

 

 
Crecimiento de cepas puras rotuladas y selladas conservadas a refrigeración. 
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Anexo 4. Caracterización morfológica macro y microscópica de siete cepas 

bacterianas endofíticas aisladas de la raíz de Cannabis sp. y adaptadas al 15 % 

de petróleo diésel, Ayacucho 2023. 

Cepa A: Pseudomonas citronellolis 

  

Colonias pequeñas a 24 h de crecimiento 

lento de color blancas – beige, lisa y 

redondas, observación al microscopio 

400X con tinción Gram, ampliado: bacilos 

Gram negativo. 
 

 

Cepa B: Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex 

  

Colonias pequeñas a 24 h de color crema 

– amarillenta, lisa, redondas y convexa, 

observación al microscopio 400X con 

tinción Gram, ampliado: cocobacilos 

Gram negativo que suele parecer 

diplococo por su disposición en pares. 
 



 

87 
 

 

Cepa C: Pseudomonas putida 

  

Colonias pequeñas a 24 h de color 

blanquecino, lisa, redondas y convexa, 

observación al microscopio 400X con 

tinción Gram, ampliado: bacilos Gram 

negativo. 

 
 

Cepa D: Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex 

  

Colonias pequeñas de color crema – 

amarillenta, lisa, redondas y convexa, 

observación al microscopio 400X con 

tinción Gram, ampliado: cocobacilos 

Gram negativo que suele parecer 

diplococo por su disposición en pares. 
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Cepa E: Pseudomonas sp. FDAARGOS_380 

  

Colonias pequeñas a 24 h de color 

blanquecino, lisa Y redondas, 

observación al microscopio 400X con 

tinción Gram, ampliado: bacilos rectos 

Gram negativo. 

 
 

Cepa F: Acinetobacter calcoaceticus 

  

Colonias pequeñas-medianas de color 

crema – amarillenta, lisa, redondas y 

convexa, observación al microscopio 

400X con tinción Gram, ampliado: 

cocobacilos Gram negativo que suele 

parecer diplococo por su disposición en 

pares. 
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Cepa G: Acinetobacter schindleri 

  

Colonias pequeñas de color crema – 

amarillenta, lisa, redondas y convexa, 

observación al microscopio 400X con 

tinción Gram, ampliado: cocobacilos 

Gram negativo que suele parecer 

diplococo por su disposición en pares. 
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Anexo 5. Sistema de matraz biómetro agitado modificado para captura de CO2 en 

la degradación de petróleo diésel por bacterias endofíticas aisladas de Cannabis 

sp., Ayacucho 2023. 

 

A: Filtro para la entrada de oxígeno 

B: Regulador del paso del aire 

C: Frasco para la mezcla problema 

D: Salida de CO2 

E: Tapa para la extracción de NaOH 

F: Frasco con NaOH capturador de CO2 

 

  

A 

E 

B 

F C 

D 
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Anexo 6. Evaluación de la biodegradación de petróleo diésel por bacterias 

endofíticas aisladas de la raíz de Cannabis sp., Laboratorio de Microbiología 

Ambiental, Ayacucho 2023. 

 
Agitador horizontal modificado para todos los sistemas  

 
Titulación 

 

Medición de ml residual de petróleo diésel, imágenes por cepa-concentración x triplicado. 
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Anexo 7. Datos completos de producción de CO2 acumulada (g/L) de la 

degradación de petróleo diésel por bacterias endofíticas de Cannabis sp., 

Ayacucho 2023. 

MEDICIÓN DE CO2 PRODUCIDO MEDIANTE TITULACIÓN ÁCIDO-BASE 

%Cepa Producción de CO2 (g/L) 

A 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 %-A1 6,60
E-04 

1,08
E-03 

1,40
E-03 

1,80
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

1 %-A2 6,38
E-04 

9,13
E-04 

1,29
E-03 

1,72
E-03 

1,93
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

1 %-A3 6,49
E-04 

1,00
E-03 

1,52
E-03 

1,83
E-03 

1,91
E-03 

1,95
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

3 %-A1 6,49
E-04 

8,69
E-04 

1,31
E-03 

1,79
E-03 

1,95
E-03 

1,97
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

3 %-A2 6,16
E-04 

9,90
E-04 

1,43
E-03 

1,82
E-03 

1,94
E-03 

1,96
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

3 %-A3 6,38
E-04 

1,11
E-03 

1,55
E-03 

1,84
E-03 

1,93
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

5 %-A1 5,72
E-04 

7,37
E-04 

1,11
E-03 

1,60
E-03 

1,90
E-03 

1,97
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,08
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

5 %-A2 6,60
E-04 

9,57
E-04 

1,40
E-03 

1,76
E-03 

1,91
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

5 %-A3 5,94
E-04 

7,04
E-04 

1,20
E-03 

1,66
E-03 

1,93
E-03 

1,98
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,10
E-03 

7 %-A1 6,82
E-04 

1,17
E-03 

1,52
E-03 

1,85
E-03 

1,95
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

7 %-A2 6,93
E-04 

1,12
E-03 

1,54
E-03 

1,79
E-03 

1,94
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

7 %-A3 6,49
E-04 

1,10
E-03 

1,51
E-03 

1,84
E-03 

1,93
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,04
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

B 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 %-B1 7,26
E-04 

1,41
E-03 

1,83
E-03 

1,94
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

1 %-B2 7,04
E-04 

1,40
E-03 

1,87
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

1 %-B3 7,37
E-04 

1,39
E-03 

1,84
E-03 

1,91
E-03 

1,95
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

3 %-B1 6,93
E-04 

1,21
E-03 

1,69
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

3 %-B2 6,38
E-04 

1,29
E-03 

1,89
E-03 

1,94
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,06
E-03 

2,09
E-03 

2,10
E-03 

2,10
E-03 

2,10
E-03 

3 %-B3 6,49
E-04 

1,28
E-03 

1,78
E-03 

1,93
E-03 

1,97
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

5 %-B1 6,93
E-04 

1,20
E-03 

1,79
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

5 %-B2 7,04
E-04 

1,29
E-03 

1,83
E-03 

1,97
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

5 %-B3 7,59
E-04 

1,30
E-03 

1,73
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

7 %-B1 6,93
E-04 

1,11
E-03 

1,68
E-03 

1,87
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 
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7 %-B2 8,03
E-04 

1,38
E-03 

1,87
E-03 

1,94
E-03 

1,96
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

7 %-B3 7,04
E-04 

1,23
E-03 

1,73
E-03 

1,95
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

C 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 %-C1 6,71
E-04 

1,14
E-03 

1,73
E-03 

1,91
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

1 %-C2 6,49
E-04 

1,28
E-03 

1,76
E-03 

1,93
E-03 

1,98
E-03 

2,01
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

1 %-C3 6,60
E-04 

1,24
E-03 

1,79
E-03 

1,90
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

3 %-C1 6,82
E-04 

1,19
E-03 

1,79
E-03 

1,91
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

3 %-C2 6,27
E-04 

1,00
E-03 

1,54
E-03 

1,87
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,09
E-03 

2,10
E-03 

3 %-C3 6,60
E-04 

1,10
E-03 

1,56
E-03 

1,88
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

5 %-C1 6,71
E-04 

1,07
E-03 

1,61
E-03 

1,91
E-03 

1,98
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,10
E-03 

5 %-C2 6,60
E-04 

1,13
E-03 

1,64
E-03 

1,90
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

5 %-C3 6,82
E-04 

1,22
E-03 

1,67
E-03 

1,93
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

7 %-C1 6,82
E-04 

1,21
E-03 

1,75
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

7 %-C2 7,48
E-04 

1,36
E-03 

1,76
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

7 %-C3 7,26
E-04 

1,18
E-03 

1,80
E-03 

1,94
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

D 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 %-D1 6,49
E-04 

1,17
E-03 

1,74
E-03 

1,95
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

1 %-D2 7,15
E-04 

1,38
E-03 

1,86
E-03 

1,94
E-03 

1,96
E-03 

1,97
E-03 

2,00
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

1 %-D3 6,93
E-04 

1,11
E-03 

1,72
E-03 

1,93
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

3 %-D1 7,81
E-04 

1,32
E-03 

1,87
E-03 

1,96
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

3 %-D2 5,94
E-04 

1,07
E-03 

1,65
E-03 

1,95
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,06
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,11
E-03 

2,12
E-03 

2,13
E-03 

3 %-D3 5,50
E-04 

1,02
E-03 

1,76
E-03 

1,94
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,10
E-03 

2,10
E-03 

2,11
E-03 

5 %-D1 7,37
E-04 

1,21
E-03 

1,80
E-03 

1,89
E-03 

1,95
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,07
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,10
E-03 

5 %-D2 7,15
E-04 

1,18
E-03 

1,65
E-03 

1,90
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,10
E-03 

2,10
E-03 

2,11
E-03 

5 %-D3 6,38
E-04 

1,07
E-03 

1,54
E-03 

1,88
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,05
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,11
E-03 

2,11
E-03 

2,12
E-03 

7 %-D1 6,38
E-04 

8,58
E-04 

1,22
E-03 

1,69
E-03 

1,95
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

7 %-D2 6,82
E-04 

1,06
E-03 

1,45
E-03 

1,78
E-03 

1,94
E-03 

1,95
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

7 %-D3 6,49
E-04 

1,07
E-03 

1,55
E-03 

1,85
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

E 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 
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1 %-E1 8,80
E-04 

1,32
E-03 

1,84
E-03 

1,95
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

1 %-E2 6,82
E-04 

1,25
E-03 

1,71
E-03 

1,90
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

1 %-E3 7,48
E-04 

1,29
E-03 

1,77
E-03 

1,80
E-03 

1,88
E-03 

1,94
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

3 %-E1 6,16
E-04 

8,80
E-04 

1,10
E-03 

1,55
E-03 

1,86
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

3 %-E2 6,05
E-04 

9,57
E-04 

1,25
E-03 

1,65
E-03 

1,89
E-03 

1,94
E-03 

1,95
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

3 %-E3 7,04
E-04 

1,00
E-03 

1,36
E-03 

1,71
E-03 

1,85
E-03 

1,90
E-03 

1,93
E-03 

1,94
E-03 

1,95
E-03 

1,96
E-03 

1,96
E-03 

1,96
E-03 

5 %-E1 7,37
E-04 

1,08
E-03 

1,62
E-03 

1,94
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

5 %-E2 7,48
E-04 

1,06
E-03 

1,73
E-03 

1,91
E-03 

1,96
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

5 %-E3 6,60
E-04 

1,05
E-03 

1,60
E-03 

1,93
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,06
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

7 %-E1 7,15
E-04 

9,68
E-04 

1,49
E-03 

1,82
E-03 

1,96
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,09
E-03 

2,10
E-03 

7 %-E2 7,48
E-04 

1,29
E-03 

1,72
E-03 

1,91
E-03 

1,95
E-03 

1,97
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

7 %-E3 7,37
E-04 

1,11
E-03 

1,75
E-03 

1,94
E-03 

1,94
E-03 

1,98
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

F 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 %-F1 7,81
E-04 

1,38
E-03 

1,84
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

1 %-F2 8,47
E-04 

1,30
E-03 

1,76
E-03 

1,90
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

1 %-F3 8,80
E-04 

1,43
E-03 

1,86
E-03 

1,89
E-03 

1,94
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

3 %-F1 7,48
E-04 

1,12
E-03 

1,57
E-03 

1,93
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,09
E-03 

2,10
E-03 

2,10
E-03 

3 %-F2 7,59
E-04 

1,22
E-03 

1,77
E-03 

1,91
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,09
E-03 

3 %-F3 8,58
E-04 

1,34
E-03 

1,80
E-03 

1,90
E-03 

1,94
E-03 

1,96
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,08
E-03 

5 %-F1 7,59
E-04 

1,19
E-03 

1,56
E-03 

1,87
E-03 

1,97
E-03 

2,00
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

5 %-F2 7,48
E-04 

1,29
E-03 

1,88
E-03 

1,93
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

5 %-F3 6,27
E-04 

1,24
E-03 

1,72
E-03 

1,88
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,10
E-03 

7 %-F1 6,16
E-04 

9,57
E-04 

1,47
E-03 

1,85
E-03 

1,96
E-03 

2,01
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

7 %-F2 6,27
E-04 

9,79
E-04 

1,45
E-03 

1,86
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

7 %-F3 6,05
E-04 

1,07
E-03 

1,50
E-03 

1,84
E-03 

1,94
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

G 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 %-
G1 

7,04
E-04 

8,91
E-04 

1,21
E-03 

1,53
E-03 

1,82
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

1 %-
G2 

7,26
E-04 

9,57
E-04 

1,31
E-03 

1,73
E-03 

1,90
E-03 

1,95
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

1 %-
G3 

7,15
E-04 

8,25
E-04 

1,12
E-03 

1,58
E-03 

1,87
E-03 

1,96
E-03 

2,00
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 
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3 %-
G1 

4,51
E-04 

7,26
E-04 

1,02
E-03 

1,47
E-03 

1,79
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

3 %-
G2 

4,29
E-04 

6,71
E-04 

1,05
E-03 

1,56
E-03 

1,90
E-03 

1,94
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

3 %-
G3 

5,50
E-04 

7,48
E-04 

1,07
E-03 

1,49
E-03 

1,82
E-03 

1,90
E-03 

1,95
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

5 %-
G1 

5,28
E-04 

8,14
E-04 

1,42
E-03 

1,83
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

5 %-
G2 

5,39
E-04 

8,47
E-04 

1,32
E-03 

1,87
E-03 

1,97
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

5 %-
G3 

5,72
E-04 

9,57
E-04 

1,56
E-03 

1,90
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

7 %-
G1 

6,93
E-04 

1,02
E-03 

1,36
E-03 

1,78
E-03 

1,93
E-03 

1,97
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

7 %-
G2 

6,16
E-04 

1,06
E-03 

1,35
E-03 

1,89
E-03 

1,96
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

7 %-
G3 

4,73
E-04 

7,70
E-04 

1,34
E-03 

1,86
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,04
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

Conso
rcio 

Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 

1 % - 
CONS

1 
7,70
E-04 

1,31
E-03 

1,75
E-03 

1,95
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

1 % - 
CONS

2 
7,92
E-04 

1,27
E-03 

1,77
E-03 

1,91
E-03 

1,98
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

1 % -
CONS

3 
7,26
E-04 

1,29
E-03 

1,84
E-03 

1,96
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

3 % - 
CONS

1 
6,71
E-04 

1,10
E-03 

1,62
E-03 

1,90
E-03 

1,96
E-03 

2,01
E-03 

2,06
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

3 % -
CONS

2 
7,81
E-04 

1,16
E-03 

1,72
E-03 

1,86
E-03 

1,95
E-03 

1,98
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

3 % -
CONS

3 
5,83
E-04 

8,14
E-04 

1,67
E-03 

1,72
E-03 

1,97
E-03 

2,00
E-03 

2,07
E-03 

2,09
E-03 

2,11
E-03 

2,12
E-03 

2,12
E-03 

2,13
E-03 

5 % -
CONS

1 
6,82
E-04 

9,13
E-04 

1,50
E-03 

1,85
E-03 

1,97
E-03 

2,02
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,07
E-03 

2,08
E-03 

2,10
E-03 

2,10
E-03 

5 % -
CONS

2 
6,93
E-04 

1,12
E-03 

1,54
E-03 

1,87
E-03 

1,98
E-03 

1,97
E-03 

2,01
E-03 

2,04
E-03 

2,06
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

2,09
E-03 

5 % -
CONS

3 
7,48
E-04 

1,20
E-03 

1,63
E-03 

1,84
E-03 

1,96
E-03 

1,98
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

7 % -
CONS

1 
8,03
E-04 

1,20
E-03 

1,69
E-03 

1,90
E-03 

1,97
E-03 

1,97
E-03 

2,04
E-03 

2,04
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

2,05
E-03 

7 % -
CONS

2 
6,49
E-04 

9,68
E-04 

1,41
E-03 

1,84
E-03 

1,96
E-03 

1,96
E-03 

2,01
E-03 

2,02
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

2,07
E-03 

7 % -
CONS

3 
6,38
E-04 

9,02
E-04 

1,40
E-03 

1,79
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

2,00
E-03 

2,05
E-03 

2,06
E-03 

2,06
E-03 

2,08
E-03 

2,08
E-03 

Blanco 
Día 
05 

Día 
10 

Día 
15 

Día 
20 

Día 
25 

Día 
30 

Día 
35 

Día 
40 

Día 
45 

Día 
50 

Día 
55 

Día 
60 
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1 %-
BL1 

1,10
E-04 

3,96
E-04 

7,15
E-04 

1,16
E-03 

1,43
E-03 

1,64
E-03 

1,88
E-03 

1,95
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

2,01
E-03 

1 %-
BL2 

1,32
E-04 

4,07
E-04 

7,26
E-04 

1,17
E-03 

1,44
E-03 

1,65
E-03 

1,87
E-03 

1,93
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

1 %-
BL3 

1,21
E-04 

3,85
E-04 

7,04
E-04 

1,14
E-03 

1,42
E-03 

1,63
E-03 

1,89
E-03 

1,94
E-03 

1,99
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

2,02
E-03 

3 %-
BL1 

2,53
E-04 

5,06
E-04 

8,03
E-04 

1,06
E-03 

1,31
E-03 

1,63
E-03 

1,93
E-03 

1,94
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

3 %-
BL2 

2,64
E-04 

4,84
E-04 

7,92
E-04 

1,03
E-03 

1,29
E-03 

1,61
E-03 

1,91
E-03 

1,93
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

3 %-
BL3 

2,42
E-04 

4,95
E-04 

7,81
E-04 

1,05
E-03 

1,30
E-03 

1,62
E-03 

1,90
E-03 

1,90
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

5 %-
BL1 

2,42
E-04 

5,83
E-04 

1,05
E-03 

1,42
E-03 

1,75
E-03 

1,85
E-03 

1,89
E-03 

1,91
E-03 

1,97
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

5 %-
BL2 

2,64
E-04 

4,40
E-04 

7,70
E-04 

1,05
E-03 

1,32
E-03 

1,56
E-03 

1,88
E-03 

1,90
E-03 

1,99
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

2,00
E-03 

5 %-
BL3 

2,53
E-04 

5,06
E-04 

9,02
E-04 

1,23
E-03 

1,53
E-03 

1,71
E-03 

1,87
E-03 

1,89
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

7 %-
BL1 

2,53
E-04 

6,16
E-04 

1,06
E-03 

1,35
E-03 

1,65
E-03 

1,86
E-03 

1,88
E-03 

1,90
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

1,99
E-03 

7 %-
BL2 

2,42
E-04 

6,05
E-04 

1,05
E-03 

1,34
E-03 

1,63
E-03 

1,85
E-03 

1,87
E-03 

1,89
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

1,98
E-03 

7 %-
BL3 

2,64
E-04 

5,94
E-04 

1,03
E-03 

1,33
E-03 

1,62
E-03 

1,84
E-03 

1,86
E-03 

1,87
E-03 

1,97
E-03 

1,97
E-03 

1,97
E-03 

1,97
E-03 
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Anexo 8. Datos de la Figura 7: producción acumulada de CO2 (g/L), como efecto 

de la degradación de petróleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por 

cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp., Ayacucho 2023. 

MEDICIÓN DE CO2 PRODUCIDO MEDIANTE TITULACIÓN ÁCIDO-BASE 

% - Cepa Gramos de CO2 producido 

1 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,00000 0,00065 0,00100 0,00140 0,00178 0,00194 

B 0,00000 0,00072 0,00140 0,00184 0,00194 0,00197 

C 0,00000 0,00066 0,00122 0,00176 0,00191 0,00198 

D 0,00000 0,00069 0,00122 0,00177 0,00194 0,00197 

E 0,00000 0,00077 0,00129 0,00177 0,00188 0,00194 

F 0,00000 0,00084 0,00137 0,00182 0,00191 0,00196 

G 0,00000 0,00072 0,00089 0,00121 0,00161 0,00186 

Consorcio 0,00000 0,00076 0,00129 0,00179 0,00194 0,00198 

Blanco 0,00000 0,00012 0,00040 0,00072 0,00116 0,00143 

3 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,00000 0,00063 0,00099 0,00143 0,00182 0,00194 

B 0,00000 0,00066 0,00126 0,00179 0,00194 0,00198 

C 0,00000 0,00066 0,00110 0,00163 0,00189 0,00199 

D 0,00000 0,00057 0,00105 0,00176 0,00195 0,00198 

E 0,00000 0,00064 0,00095 0,00124 0,00164 0,00187 

F 0,00000 0,00079 0,00123 0,00172 0,00191 0,00196 

G 0,00000 0,00048 0,00072 0,00105 0,00151 0,00184 

Consorcio 0,00000 0,00068 0,00102 0,00167 0,00183 0,00196 

Blanco 0,00000 0,00025 0,00050 0,00079 0,00105 0,00130 

5 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,00000 0,00061 0,00080 0,00124 0,00167 0,00191 

B 0,00000 0,00072 0,00126 0,00178 0,00198 0,00201 

C 0,00000 0,00067 0,00114 0,00164 0,00191 0,00198 

D 0,00000 0,00070 0,00115 0,00166 0,00189 0,00198 

E 0,00000 0,00072 0,00106 0,00165 0,00193 0,00197 

F 0,00000 0,00071 0,00124 0,00172 0,00189 0,00198 

G 0,00000 0,00055 0,00087 0,00143 0,00187 0,00198 

Consorcio 0,00000 0,00071 0,00108 0,00155 0,00185 0,00197 

Blanco 0,00000 0,00025 0,00051 0,00091 0,00123 0,00153 

7 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,00000 0,00067 0,00113 0,00152 0,00183 0,00194 

B 0,00000 0,00073 0,00124 0,00176 0,00192 0,00199 

C 0,00000 0,00072 0,00125 0,00177 0,00195 0,00198 

D 0,00000 0,00066 0,00099 0,00141 0,00177 0,00195 

E 0,00000 0,00073 0,00112 0,00165 0,00189 0,00195 

F 0,00000 0,00062 0,00100 0,00147 0,00185 0,00195 

G 0,00000 0,00059 0,00095 0,00135 0,00184 0,00195 

Consorcio 0,00000 0,00070 0,00102 0,00150 0,00184 0,00197 

Blanco 0,00000 0,00025 0,00061 0,00105 0,00134 0,00163 
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Anexo 9.  Datos de la Figura 8: producción neta de CO2 (g/L), como efecto de la 

degradación de petróleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y 

consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp., Ayacucho 2023. 

MEDICIÓN DE CO2 PRODUCIDO MEDIANTE TITULACIÓN ÁCIDO-BASE 

% - Cepa Gramos de CO2 neto producido 

1 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,000000 0,000528 0,000601 0,000686 0,000627 0,000506 

B 0,000000 0,000601 0,001001 0,001129 0,000781 0,000543 

C 0,000000 0,000539 0,000825 0,001045 0,000759 0,000550 

D 0,000000 0,000565 0,000821 0,001056 0,000781 0,000543 

E 0,000000 0,000649 0,000891 0,001056 0,000730 0,000506 

F 0,000000 0,000715 0,000972 0,001104 0,000759 0,000528 

G 0,000000 0,000594 0,000495 0,000499 0,000458 0,000433 

Consorcio 0,000000 0,000642 0,000891 0,001071 0,000785 0,000550 

3 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,000000 0,000381 0,000495 0,000638 0,000770 0,000638 

B 0,000000 0,000407 0,000763 0,000997 0,000891 0,000682 

C 0,000000 0,000403 0,000601 0,000840 0,000843 0,000693 

D 0,000000 0,000319 0,000550 0,000968 0,000902 0,000682 

E 0,000000 0,000389 0,000451 0,000447 0,000590 0,000568 

F 0,000000 0,000535 0,000733 0,000924 0,000869 0,000664 

G 0,000000 0,000224 0,000220 0,000253 0,000462 0,000539 

Consorcio 0,000000 0,000425 0,000528 0,000876 0,000781 0,000660 

5 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,000000 0,000356 0,000290 0,000330 0,000440 0,000381 

B 0,000000 0,000466 0,000752 0,000876 0,000744 0,000480 

C 0,000000 0,000418 0,000631 0,000733 0,000682 0,000447 

D 0,000000 0,000444 0,000642 0,000759 0,000660 0,000447 

E 0,000000 0,000462 0,000550 0,000741 0,000693 0,000436 

F 0,000000 0,000458 0,000730 0,000814 0,000660 0,000447 

G 0,000000 0,000293 0,000363 0,000528 0,000634 0,000447 

Consorcio 0,000000 0,000455 0,000568 0,000649 0,000620 0,000436 

7 % Día 0 Día 5 Día 10 Día 15 Día 20 Día 25 

A 0,000000 0,000422 0,000524 0,000477 0,000484 0,000304 

B 0,000000 0,000480 0,000634 0,000715 0,000576 0,000356 

C 0,000000 0,000466 0,000645 0,000726 0,000609 0,000348 

D 0,000000 0,000403 0,000389 0,000363 0,000433 0,000315 

E 0,000000 0,000480 0,000517 0,000605 0,000546 0,000315 

F 0,000000 0,000363 0,000396 0,000429 0,000506 0,000323 

G 0,000000 0,000341 0,000345 0,000308 0,000502 0,000323 

Consorcio 0,000000 0,000444 0,000418 0,000455 0,000502 0,000337 
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Anexo 10. Datos de la Figura 9: porcentaje de volumen residual de petróleo diésel 

al día 60, como efecto de la degradación a distintas concentraciones iniciales, por 

cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp., Ayacucho 2023. 

 ml residual de petróleo diésel 

Conc ► 1 % 3 % 5 % 7 % 

CEPA 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

A 0,0 0,0 0,0 0,6 1,4 0,7 1,6 3,2 3,3 5,5 5,5 5,0 
B 0,0 0,0 0,0 1,5 0,5 0,7 2,5 2,5 3,5 5,5 5,2 5,5 
C 0,0 0,0 0,0 0,4 0,5 1,0 3,2 3,5 3,4 5,5 5,0 5,8 
D 0,0 0,0 0,0 0,5 1,0 0,5 3,0 3,3 3,0 5,7 5,7 5,5 
E 0,0 0,0 0,0 2,0 2,1 2,3 3,5 3,0 3,8 5,8 5,8 5,6 
F 0,0 0,0 0,0 1,0 0,6 0,8 3,3 2,8 3,6 5,1 5,2 5,5 
G 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 2,0 3,9 3,7 3,1 5,7 5,5 6,0 

Consorcio 0,0 0,0 0,0 2,0 0,5 1,1 3,4 2,8 3,3 5,5 5,5 5,5 
Blanco 0,7 0,7 0,7 2,5 2,5 2,5 4,5 4,5 4,5 6,5 6,5 6,5 

1 % 
% degradación 
fisicoquímica 

% degradación 
bacteriana 

% no degradado 

A 30,0 70,0 0,0 
B 30,0 70,0 0,0 
C 30,0 70,0 0,0 
D 30,0 70,0 0,0 
E 30,0 70,0 0,0 
F 30,0 70,0 0,0 
G 30,0 70,0 0,0 

Consorcio 30,0 70,0 0,0 

3 % 
% degradación 
fisicoquímica 

% degradación 
bacteriana 

% no degradado 

A 16,7 53,3 30,0 
B 16,7 53,3 30,0 
C 16,7 62,2 21,1 
D 16,7 61,1 22,2 
E 16,7 12,2 71,1 
F 16,7 56,7 26,7 
G 16,7 16,7 66,7 

Consorcio 16,7 43,3 40,0 

5 % 
% degradación 
fisicoquímica 

% degradación 
bacteriana 

% no degradado 

A 10,0 36,7 53,3 
B 10,0 33,3 56,7 
C 10,0 22,7 67,3 
D 10,0 28,0 62,0 
E 10,0 21,3 68,7 
F 10,0 25,3 64,7 
G 10,0 18,7 71,3 

Consorcio 10,0 26,7 63,3 

7 % 
% degradación 
fisicoquímica 

% degradación 
bacteriana 

% no degradado 

A 7,1 16,7 76,2 
B 7,1 15,7 77,1 
C 7,1 15,2 77,6 
D 7,1 12,4 80,5 
E 7,1 11,0 81,9 
F 7,1 17,6 75,2 
G 7,1 11,0 81,9 

Consorcio 7,1 14,3 78,6 
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Anexo 11. Datos de la Figura 10: ajuste cinético de primer orden ln(Co/C) en la 

producción neta de CO2 (g/L) hasta el día 60, como efecto de la degradación de 

petróleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de 

bacterias endofíticas de Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

Petróleo diésel al 1 % PRIMER ORDEN ln(Co/C) 

T día Cepa A Cepa B Cepa C Cepa D Cepa E Cepa F Cepa G Consorcio 

5 -1,5686 -1,6987 -1,5892 -1,6358 -1,775 -1,8718 -1,6864 -1,7636 
10 -1,6987 -2,2083 -2,0149 -2,0104 -2,0919 -2,1785 -1,5041 -2,0919 
15 -1,8299 -2,3289 -2,2513 -2,2618 -2,2618 -2,3059 -1,5115 -2,2756 
20 -1,7405 -1,9601 -1,9315 -1,9601 -1,8921 -1,9315 -1,4271 -1,9648 
25 -1,5261 -1,596 -1,6094 -1,596 -1,5261 -1,5686 -1,3695 -1,6094 
30 -1,0986 -1,1527 -1,1838 -1,1314 -1,0986 -1,1421 -1,0647 -1,1939 
35 -0,1823 -0,0953 -0,2364 -0,2097 0,0339 -0,1252 0,0339 -0,449 
40 0,2231 0,3102 0,0339 0,0339 0,4055 0,3567 0,4568 -0,0953 
45 1,0986 1,6094 0,8362 0,9163 1,3218 1,0033 1,7918 0,6931 
50 1,4553 1,6094 1,0986 1,0986 1,7918 1,3218 2,0149 0,6931 
55 1,4553 1,6094 1,0986 1,0986 1,7918 1,0986 2,0149 0,6931 
60 1,4553 1,6094 0,9163 1,0033 1,7918 1,0986 1,7918 0,6931 

Petróleo diésel al 3 % PRIMER ORDEN ln(Co/C) 

T día Cepa A Cepa B Cepa C Cepa D Cepa E Cepa F Cepa G Consorcio 

5 -1,2432 -1,3083 -1,2993 -1,2622 -1,2622 -1,5824 -0,7097 -1,3524 
10 -1,5041 -1,9363 -1,6987 -1,7636 -1,411 -1,8971 -0,6931 -1,5686 
15 -1,7579 -2,2046 -2,0325 -2,1748 -1,4028 -2,1282 -0,8329 -2,0753 
20 -1,9459 -2,0919 -2,0369 -2,1041 -1,6802 -2,0669 -1,4351 -1,9601 
25 -1,7579 -1,8245 -1,8405 -1,8245 -1,6422 -1,7973 -1,5892 -1,7918 
30 -1,1314 -1,2528 -1,2622 -1,2238 -1,0647 -1,1939 -1,0415 -1,2432 
35 0,2657 0,0339 0,0690 -0,1823 1,0033 -0,1252 0,5108 -0,1823 
40 0,2231 -0,0953 -0,0953 -0,2877 1,0033 -0,1542 0,5108 -0,2364 
45 1,0986 0,3102 0,6931 0,2657 1,0033 0,5108 1,7918 0,2231 
50 0,6931 0,2657 0,568 0,0690 1,0033 0,3102 1,7918 0,1054 
55 0,5108 0,1823 0,4055 0,0000 1,0033 0,2231 1,4553 0,1054 
60 0,5108 0,1823 0,3567 -0,0645 1,0033 0,1054 1,2040 0,0690 

Petróleo diésel al 5 % PRIMER ORDEN ln(Co/C) 

T día Cepa A Cepa B Cepa C Cepa D Cepa E Cepa F Cepa G Consorcio 

5 -1,1735 -1,443 -1,335 -1,3946 -1,4351 -1,4271 -0,9808 -1,4191 
10 -0,9683 -1,9218 -1,7463 -1,7636 -1,6094 -1,8921 -1,1939 -1,6422 
15 -1,0986 -2,0753 -1,8971 -1,9315 -1,9071 -2,0015 -1,5686 -1,775 
20 -1,3863 -1,912 -1,8245 -1,7918 -1,8405 -1,7918 -1,7521 -1,7287 
25 -1,2432 -1,474 -1,4028 -1,4028 -1,3779 -1,4028 -1,4028 -1,3779 
30 -0,8615 -1,0415 -0,9933 -1,0296 -0,9555 -0,9933 -1,0296 -0,9555 
35 -0,0953 -0,2364 -0,2624 -0,3124 -0,1542 -0,3365 -0,3365 -0,1823 
40 -0,0953 -0,2624 -0,1823 -0,4055 -0,1823 -0,2624 -0,2624 -0,0953 
45 0,568 0,3102 0,5108 0,1054 0,3567 0,2231 0,4055 0,568 
50 0,5108 0,4055 0,5108 0,0000 0,3567 0,2657 0,3102 0,5108 
55 0,3567 0,3567 0,3567 0,0000 0,3567 0,2231 0,3102 0,4055 
60 0,2657 0,3567 0,2231 -0,0953 0,3567 0,1054 0,3102 0,4055 

Petróleo diésel 7 % PRIMER ORDEN ln(Co/C) 

T día Cepa A Cepa B Cepa C Cepa D Cepa E Cepa F Cepa G Consorcio 

5 -1,3437 -1,474 -1,443 -1,2993 -1,474 -1,1939 -1,1314 -1,3946 
10 -1,5616 -1,7521 -1,7693 -1,2622 -1,5476 -1,2809 -1,1421 -1,335 
15 -1,4663 -1,8718 -1,8871 -1,1939 -1,7047 -1,361 -1,0296 -1,4191 
20 -1,4816 -1,655 -1,7108 -1,3695 -1,6027 -1,5261 -1,5188 -1,5188 
25 -1,0176 -1,1735 -1,1527 -1,0531 -1,0531 -1,0761 -1,0761 -1,1206 
30 -0,1542 -0,3365 -0,2624 -0,1542 -0,2097 -0,2877 -0,2364 -0,0953 
35 -0,0953 -0,2624 -0,1823 -0,2624 -0,4055 -0,2624 -0,1823 -0,2877 
40 -0,1542 -0,2097 -0,1823 -0,2097 -0,383 -0,2624 -0,1542 -0,2877 
45 0,9163 0,568 0,568 0,6286 0,4055 0,6286 0,8362 0,3567 
50 0,9163 0,3567 0,5108 0,5108 0,2657 0,3567 0,6931 0,3567 
55 0,6931 0,3102 0,4055 0,4055 0,1823 0,3567 0,6931 0,2657 
60 0,568 0,2657 0,3567 0,4055 0,1054 0,3567 0,5108 0,2657 
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Anexo 12. Comparación de los índices de ajuste (R2) de modelos cinéticos de orden cero, primer orden y segundo orden en la degradación 

de petróleo diésel por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

Conc ► 1 % petróleo diésel 3 % petróleo diésel 5 % petróleo diésel 7 % petróleo diésel 

Cinética 
orden 
cero 
[A] 

1er 
orden 

ln(Co/C) 

2do 
orden 
1/[A] 

orden 
cero 
[A] 

1er 
orden 

ln(Co/C) 

2do 
orden 
1/[A] 

orden 
cero 
[A] 

1er 
orden 

ln(Co/C) 

2do 
orden 
1/[A] 

orden 
cero 
[A] 

1er 
orden 

ln(Co/C) 

2do 
orden 
1/[A] 

Cepa A 0,8401 0,8925 0,8032 0,6107 0,7253 0,6361 0,7315 0,7847 0,7453 0,8194 0,8615 0,7447 

Cepa B 0,7582 0,8857 0,7743 0,6153 0,7435 0,7864 0,7246 0,8537 0,8610 0,7595 0,8494 0,8028 

Cepa C 0,7462 0,8744 0,8019 0,6171 0,7465 0,7350 0,7274 0,8218 0,7737 0,7401 0,8492 0,8282 

Cepa D 0,7516 0,8817 0,8134 0,5693 0,7056 0,7275 0,7262 0,8154 0,8169 0,8347 0,8618 0,7981 

Cepa E 0,7943 0,9103 0,7949 0,6723 0,7441 0,7562 0,7347 0,8513 0,8643 0,7769 0,8340 0,7868 

Cepa F 0,8012 0,8988 0,8069 0,7029 0,7879 0,7447 0,7405 0,8479 0,8440 0,7611 0,8328 0,7752 

Cepa G 0,9077 0,8852 0,7409 0,4292 0,6732 0,6109 0,5921 0,7483 0,7843 0,7214 0,8216 0,7536 

Consor. 0,7867 0,8910 0,8311 0,6087 0,7464 0,7932 0,7879 0,8551 0,8730 0,7962 0,8469 0,8398 

Nota. Los valores expresados corresponden al coeficiente de determinación obtenido al ajustar la producción acumulativa de CO₂ a tres modelos cinéticos: orden cero, primer orden 
(ln(C₀/C)) y segundo orden (1/[A]), en diferentes concentraciones de diésel (1, 3, 5 y 7 %).
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Anexo 13. Prueba de normalidad y homogeneidad de los datos de producción 

neta de CO2 (g/L) por día, como efecto de la degradación de petróleo diésel a 

distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas 

de Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

PRODUCCIÓN NETA DE CO2  

PRUEBA DE DISTRIBUCIÓN NORMAL Y HOMOGENEIDAD DE VARIANZA 

DÍA 
PRUEBA DE KOLMOGOROV – SMIRNOV 

(p-valor) 

PRUEBA DE LEVENE  

(p-valor) 

05 0,4179 0,9437 

10 0,5097 0,9982 

15 0,2262 0,8118 

20 0,2593 0,05246 

Nota. Los resultados de la prueba de Kolmogorov–Smirnov indican que los datos siguen una distribución normal 
en cada uno de los días evaluados. Asimismo, la prueba de Levene muestra que las varianzas son homogéneas 
en todos los casos (p > 0,05), lo que sugiere que la dispersión de los datos es consistente entre los diferentes 
grupos evaluados. 
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Anexo 14. Prueba de diferencia significativa ANOVA en la producción neta de CO2 

(g/L) por día, como efecto de la degradación de petróleo diésel a distintas 

concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de 

Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

PRUEBA DE ANOVA (p-valor) 

 CONCENTRACIÓN DE PETRÓLEO DIÉSEL 

DÍA 1 % 3 % 5 % 7 % 

05 0,00282 0,00855 0,0018 0,109* 

10 2,31e-06 0,00114 0,00856 0,0458 

15 4,15e-08 3,67e-06 0,0967* 0,000977 

20 3,83e-06 5,11e-08 0,848* 0,0202 

Nota. Los valores marcados con * indican que no se encontraron diferencias significativas (p ≥ 0,05) entre los 
grupos comparados en esa concentración de petróleo diésel. Los demás valores (p < 0,05) reflejaron diferencias 
estadísticamente significativas según el ANOVA. 
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Anexo 15. Prueba de normalidad y homogeneidad de los datos de porcentaje de 

ml residual de petróleo diésel al día 60, como efecto de la degradación a distintas 

concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas de 

Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

PORCENTAJE DE MILILÍTRO RESIDUAL 

PRUEBA DE DISTRIBUCIÓN NORMAL Y HOMOGENEIDAD DE VARIANZA 

DÍA 
PRUEBA DE KOLMOGOROV – SMIRNOV 

(p-valor) 

PRUEBA DE LEVENE 

(p-valor) 

60 0,05141 0, 3646 

Nota. Los resultados indican que, a día 60, la distribución de los datos se aproximó a la normalidad (Kolmogorov–
Smirnov) y se cumplió la homogeneidad de varianza (Levene) con un p > 0,05. 
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Anexo 16. Prueba de diferencia significancia ANOVA de los datos de porcentaje 

de ml residual de petróleo diésel al día 60, como efecto de la degradación a 

distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofíticas 

de la raíz de Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

 

PRUEBA DE ANOVA (p-valor) 

 CONCENTRACIÓN DE PETRÓLEO DIÉSEL 

DÍA 1 % 3 % 5 % 7 % 

60 <2e-16 5,91e-07 4,98e-05 3,56e-07 

Nota. Los valores de p obtenidos mediante ANOVA indican diferencias altamente significativas (p < 0,001) entre 
los tratamientos para cada concentración evaluada. Los resultados confirman que, a pesar de algunas 
variaciones en la producción residual de petróleo diésel, existen diferencias significativas en la degradación 
según el tratamiento aplicado. 
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Anexo 17. Extracción, purificación y análisis de pureza de ADN genómico de 

bacterias aisladas de la raíz de Cannabis sp., Laboratorio de Inmunología y 

Microbiología Clínica, Ayacucho 2024. 

 
Extracción y purificación de ADN 

 
Rejuvenecimiento de las cepas en caldo nutritivo 

 

 

 

 
Columnas con filtros para la extracción y purificación de ADN 

 
ADN purificado 

 

 

 

 
Análisis de pureza del ADN 

 
Espectrofotómetro UV Vis-

fluorómetro DeNovix DS-11 

 
Pipetéo del ADN 
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Anexo 18. Resultados de la pureza de ADN (longitud de onda vs absorbancia en 

10 mm) mediante espectrofotometría UV-Vis/fluorómetro DeNovix DS-11 de las 

bacterias endofíticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2024. 

 

Datos de la pureza de ADN. 

Cepa [ ] ng/μL λ 230 λ 260 λ 280 λ 340 λ 260/280 λ 260/230 

A 29,563 0,249 0,5913 0,317 - 0,009 1,87 2,38 

B 21,912 0,203 0,4382 0,239 - 0,005 1,84 2,16 

C 18,855* 0,172 0,3771 0,203 - 0,001 1,86 2,20 

D 13,796* 0,148 0,2759 0,158 - 0,010 1,75 1,86 

E 10,597* 0,092 0,2119 0,111 - 0,009 1,91 2,31 

F 12,041* 0,094 0,2408 0,130 - 0,017 1,86 2,57 

G 9,584* 0,064 0,1917 0,100 - 0,006 1,91 2,97 

Nota. [ ]: concentración, λ: absorbancia, * debajo de la concentración mínima. 
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Anexo 19.  Resultado de la evaluación de la integridad del ADN purificado de 

bacterias endofíticas aisladas de Cannabis sp. por electroforesis Gelato minipcr, 

Laboratorio de Inmunología y Microbiología Clínica Ayacucho 2024. 

 
Pipeteo de las muestras de ADN en cada 

pocillo 

 
Gel de agarosa al 0,8 % con los peines 

 
Equipo Gelato minipcr 

 

 
Nota. Se empleó un gel de agarosa al 0,8 % corrido a 75V por 20 min. Carril M: Ladder de 100 bp; carriles 1 a 7: 
cepas A, B, C, D, E , F y G; carril N: Control negativo. 
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Anexo 20. Reporte de longitud y calidad promedio de lecturas, NanoPlot, del 

secuenciamiento con Flongle (Oxford Nanopore) bacterias endofíticas aisladas de 

Cannabis sp., Laboratorio de Inmunología y Microbiologia Clínica, Ayacucho 2024. 

 
Flongle Flow cell R10.4.1 

 
Adaptador Flongle y MinION MKB1 

 
Primado y cargado de la celda de flujo Flongle 

 

 

Resumen estadístico 

Medida Valor 

Número de lecturas 9 076 

Número de bases 50 361 271.0 

Longitud de lectura media 3 181,5 

Longitud media de lectura 5 548,8 

Desv. estand. de la longitud de lectura 6 655,5 

n50 10 773,0 

Lecturas > Q10 4 174 (46,0 %) 30,7 Mb 

Lecturas > Q15 59 (0,7 %) 0,6 Mb 

Nota. Se utilizó NanoPlot para analizar la relación entre la longitud de lectura y la calidad promedio de las 
secuencias, representando la distribución de lecturas en función de su longitud (eje x) y calidad (eje y). Las 
métricas n50 y los valores de Q (calidad) permiten evaluar la confiabilidad de las secuencias generadas. 
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Anexo 21. Visualización de contigs generados tras el ensamblaje del ADN de siete 

cepas endofíticas aisladas de Cannabis sp. con Flye y representados con 

Bandage, Ayacucho 2024. 

CEPA A 

 

CEPA B 

 
CEPA C 

 

CEPA D 

 
CEPA E 

 

CEPA F 

 
CEPA G 

 
Nota. Los colores representan diferentes segmentos del ensamblaje reflejando variaciones en cobertura, 

estructuras o regiones no resueltas, mientras que las formas reflejan la continuidad y organización del genoma. 

Los contigs más largos y curvos sugieren posibles replicones completos, mientras que los más fragmentados 

pueden indicar regiones menos cubiertas o estructuralmente complejas. 
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Anexo 22. Herramientas bioinformáticas utilizadas en la ubicación taxonómica in 

silico de las siete cepas bacterianas aisladas de la raíz de Cannabis sp. mediante 

Galaxy, SnapGene y NCBI BLAST, Ayacucho 2024. 

 

 

 

 

 

 

Ventana de la plataforma Galaxy de código abierto. 

Ventana del software SnapGene para el PCR in silico (16S). 

Ventana de la plataforma de código abierto NCBI para el BLAST. 
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Anexo 23. Ubicación taxonómica de la cepa A aislada de Cannabis sp. mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

3,55 29 29 U 0 unclassified 

96,45 789 2 R 1 root 

96,21 787 0 R1 131 567 cellular organisms 

96,21 787 0 D 2 Bacteria 

96,09 786 1 P 1 224 Proteobacteria 

95,97 785 2 C 1 236 Gammaproteobacteria 

94,87 776 0 O 72 274 Pseudomonadales 

94,87 776 0 F 135 621 Pseudomonadaceae 

94,87 776 38 G 286 Pseudomonas 

48,17 394 2 G1 136 841 Pseudomonas aeruginosa group 

44,87 367 367 S 53 408 Pseudomonas citronellolis 

NCBI BLAST 

Descripción Nombre Científico Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Pseudomonas citronellolis 

strain G5.80 chromosome, 

complete genome 

Pseudomonas 

citronellolis 

100 % 1e-160 96,82 % 

Pseudomonas citronellolis 

strain C12 chromosome, 

complete genome 

Pseudomonas 

citronellolis 

100 % 1e-160 96,82 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 94,87 % 

de las lecturas dentro del género Pseudomonas, con una alta asignación a Pseudomonas citronellolis (44,87 %). 

El análisis con NCBI BLAST, basado en la región 16S RNAr amplificada, confirmó la identificación de 

Pseudomonas citronellolis con un 100 % de cobertura de consulta y 96,82 % de identidad. La combinación de 

estos métodos refuerza la ubicación taxonómica de la Cepa A dentro de esta especie.  
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Anexo 24. Ubicación taxonómica de la cepa B aislada de Cannabis sp. mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

Bacteria 722 

Bacteria_Proteobacteria 720 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 720 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 706 

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 706 

Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 706 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter calcoaceticus 423 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter pittii 80 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter baumannii 61 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter seifertii 38 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter lactucae 16 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter nosocomialis 4 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter oleivorans 63 

NCBI BLAST 

Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex 

Descripción Nombre 

Científico 

Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Acinetobacter calcoaceticus strain 

ATCC 23055 16S ribosomal RNA, 

partial sequence 

Acinetobacter 

calcoaceticus

  

100 % 0,0 86,53 % 

Acinetobacter lactucae isolate QL-1 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

lactucae 

100 % 0,0 86,27 % 

Acinetobacter pittii strain XJ88 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

pittii 

100 % 0,0 86,02 % 

Acinetobacter oleivorans strain r303 

16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Acinetobacter 

oleivorans 

100 % 0,0 85,91 % 

Acinetobacter seifertii strain AS23 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

seifertii 

100 % 0,0 85,61 % 

Acinetobacter nosocomialis strain 

2014S01-097 chromosome, complete 

genome 

Acinetobacter 

nosocomialis 

100 % 0,0 85,48 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 97,78 
% de las lecturas dentro de la familia Moraxellaceae, con una asignación predominante al género Acinetobacter. 
La especie con mayor representación fue Acinetobacter calcoaceticus (58,65 %), seguida de otras especies del 
Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex. El análisis con NCBI BLAST, basado en la región 16S rRNA 
confirmó la identificación de Acinetobacter calcoaceticus, con un 100 % de cobertura de consulta y una identidad 
del 86,53 %, además de otras especies relacionadas con una identidad superior al 85 %. La combinación de 
estos métodos refuerza la ubicación taxonómica de la Cepa B dentro de dicho complejo bacteriano. 
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Anexo 25. Ubicación taxonómica de la cepa C aislada de Cannabis sp mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

2,57 96 96 U 0 unclassified 

97,43 3 639 6 R 1 root 

97,19 3 630 0 R1 131 567 cellular organisms 

97,11 3 627 0 D 2 Bacteria 

97,03 3 624 1 P 1 224 Proteobacteria 

96,92 3 620 12 C 1 236 Gammaproteobacteria 

94,59 3 533 0 O 72 274 Pseudomonadales 

94,59 3 533 2 F 135 621 Pseudomonadaceae 

94,54 3 531 89 G 286 Pseudomonas 

89,96 3 360 26 G1 136 845 Pseudomonas putida group 

88,43 3 303 1 773 S 303 Pseudomonas putida 

NCBI BLAST 

Descripción Nombre Científico Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Pseudomonas putida NBRC 

14164 DNA, complete genome 

Pseudomonas putida 

NBRC 14164

  

100 % 7e-

163 

97,12 % 

Pseudomonas putida strain L1-

5 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

Pseudomonas putida 100 % 7e-

163 

97,12 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 94,54 
% dentro del género Pseudomonas, con una alta asignación a Pseudomonas putida (88,43 %). El análisis con 
NCBI BLAST, basado en la región 16S ARNr amplificada, confirmó la identificación de Pseudomonas putida con 
un 100 % de cobertura de consulta y 97,12 % de identidad. La combinación de estos métodos refuerza la 
ubicación taxonómica de la Cepa C dentro de esta especie. 
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Anexo 26. Ubicación taxonómica de la cepa D aislada de Cannabis sp mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

Bacteria 444 

Bacteria_Proteobacteria 443 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 443 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 440 

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 440 

Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 440 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter calcoaceticus 248 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter pittii 51 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter baumannii 34 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter seifertii 17 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter lactucae 13 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter nosocomialis 2 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter oleivorans 54 

NCBI BLAST 

Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex 

Descripción Nombre 

Científico 

Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Acinetobacter calcoaceticus strain 

NCIMB13260 chromosome, 

complete genome 

Acinetobacter 

calcoaceticus 

99 % 0,0 90,26 % 

Acinetobacter lactucae QL-1 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

lactucae 

99 % 0,0 88,00 % 

Acinetobacter pittii PHEA-2 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

pittii PHEA-2 

98 % 0,0 87,97 % 

Acinetobacter baumannii strain 

SHOU-Ab01 chromosome, complete 

genome 

Acinetobacter 

baumannii 

99 % 0,0 87,06 % 

Acinetobacter seifertii strain AS79 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

seifertii 

90 % 0,0 86,08 % 

Acinetobacter nosocomialis M2 

chromosome, complete genome 

Acinetobacter 

nosocomialis M2 

97 % 0,0 84,34 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando la mayoría 
de las lecturas dentro de la familia Moraxellaceae, con una asignación predominante al género Acinetobacter. La 
especie con mayor representación fue Acinetobacter calcoaceticus (56,36 %), seguida de otras especies del 
Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex. El análisis con NCBI BLAST, basado en la región 16S rRNA 
confirmó la identificación de Acinetobacter calcoaceticus, con un 99 % de cobertura de consulta y una identidad 
del 90,26 %, además de otras especies relacionadas con una identidad superior al 84 %. La combinación de 
estos métodos refuerza la ubicación taxonómica de la Cepa B dentro de dicho complejo bacteriano. 
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Anexo 27. Ubicación taxonómica de la cepa E aislada de Cannabis sp. mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

Bacteria 212 

Bacteria_Proteobacteria 212 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 212 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Pseudomonadales 203 

Gammaproteobacteria_Pseudomonadales_Pseudomonadaceae 203 

Pseudomonadales_Pseudomonadaceae_Pseudomonas 203 

Pseudomonadaceae_Pseudomonas_Pseudomonas sp. FDAARGOS_380 98 

NCBI BLAST 

Descripción Nombre 

Científico 

Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Pseudomonas sp. FP215 

chromosome, complete genome 

Pseudomonas sp. 

FP215 

100 % 0,0 96,31 % 

Pseudomonas salmasensis strain 

POE54 chromosome, complete 

genome 

Pseudomonas 

salmasensis 

100 % 0,0 95,51 % 

Pseudomonas salmasensis strain 

SWRI126 chromosome, complete 

genome 

Pseudomonas 

salmasensis 

100 % 0,0 95,08 % 

Pseudomonas sp. FJ2-5-13 

chromosome, complete genome 

Pseudomonas sp. 

FJ2-5-13 

100 % 0,0 94,11 % 

Pseudomonas sp. 

FDAARGOS_380 chromosome, 

complete genome 

Pseudomonas sp. 

FDAARGOS_380 

100 % 0,0 93,80 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 95,75 
% dentro del género Pseudomonas, con una alta asignación a Pseudomonas sp. FDAARGOS_380 (46,23 %). 
El análisis con NCBI BLAST, basado en la región 16S ARNr amplificada, reveló como mejor coincidencia a 
Pseudomonas sp. FP215 con un 100 % de cobertura de consulta y 96,31 % de identidad, seguido de otras 
coincidencias con Pseudomonas salmasensis. La combinación de estos métodos confirma que la Cepa E 
pertenece al género Pseudomonas, aunque las discrepancias observadas sugieren la necesidad de estudios 
adicionales para precisar su ubicación a nivel de especie. 
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Anexo 28. Ubicación taxonómica de la cepa F aislada de Cannabis sp. mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

Bacteria 58 

Bacteria_Proteobacteria 58 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 58 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 58 

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 58 

Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 58 

Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter calcoaceticus 45 

Moraxellaceae|g__Acinetobacter|s__Acinetobacter pittii 4 

Moraxellaceae|g__Acinetobacter|s__Acinetobacter seifertii 3 

Moraxellaceae|g__Acinetobacter|s__Acinetobacter baumannii 2 

NCBI BLAST 

Descripción Nombre 

Científico 

Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Acinetobacter calcoaceticus strain 

ARu19 chromosome, complete 

genome 

Acinetobacter 

calcoaceticus 

100 % 0,0 95,68 % 

Acinetobacter calcoaceticus strain 

NCIMB13260 chromosome, 

complete genome 

Acinetobacter 

calcoaceticus 

100 % 0,0 95,55 % 

Acinetobacter calcoaceticus strain 

ATCC 23055 16S ribosomal RNA, 

partial sequence 

Acinetobacter 

calcoaceticus 

100 % 0,0 95,55 % 

Acinetobacter calcoaceticus strain 

UTMR2 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

Acinetobacter 

calcoaceticus 

100 % 0,0 95,55 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 100 % 
dentro del género Acinetobacter, con una alta asignación a Acinetobacter calcoaceticus (77,6 %). El análisis con 
NCBI BLAST, basado en la región 16S ARNr amplificada, confirmó la identificación de Acinetobacter 
calcoaceticus con un 100 % de cobertura de consulta y 95,68 % de identidad. La combinación de estos métodos 
refuerza la ubicación taxonómica de la Cepa C dentro de esta especie. 
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Anexo 29. Ubicación taxonómica de la cepa G aislada de Cannabis sp. mediante 

análisis bioinformático con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (región 16S 

ARNr), Ayacucho 2024. 

Kraken2 

Bacteria 517 

Bacteria_Proteobacteria 514 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 514 

Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 496 

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 496 

Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 496 

Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter_ 

Acinetobacter schindleri 

 

423 

NCBI BLAST 

Descripción Nombre 

Científico 

Query 

Cover  

E 

value  

Per. 

Ident  

Acinetobacter schindleri strain 

BDT2091 chromosome, complete 

genome 

Acinetobacter 

schindleri 

100 % 0,0 90,08 % 

Acinetobacter schindleri strain 

HZE30-1 chromosome, complete 

genome 

Acinetobacter 

schindleri 

100 % 0,0 89,95 % 

Nota. Kraken2 analizó el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 100 % 
dentro del género Acinetobacter, con una alta asignación a Acinetobacter schindleri (81,7 %). El análisis con 
NCBI BLAST, basado en la región 16S ARNr amplificada, confirmó la identificación de Acinetobacter schindleri 
con un 100 % de cobertura de consulta y 90,08 % de identidad. La combinación de estos métodos refuerza la 
ubicación taxonómica de la Cepa C dentro de esta especie. 
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Anexo 30. Decreto supremo N° 018-2022-EM sobre la comercialización de 

petróleo diésel ultra bajo en azufre, El Peruano. 

 

Nota. Adaptado del Decreto Supremo N° 018-2022-EM (2022), publicado en el diario oficial El Peruano, el cual 
establece disposiciones y plazos de adecuación para la comercialización de diésel con bajo contenido de azufre 
en el territorio nacional.  
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Anexo 31. Especificaciones técnicas del petróleo diésel B5 S-50 Ultra Petroperú. 

Nota. Adaptado de Petroperú (2024), en la que se describe las características, estándares de calidad y requisitos 
técnicos del diésel B5 S-50 Ultra utilizado en el mercado nacional.  
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Anexo 32. Decreto supremo N° 005-2019-SA – Ley N° 30681: Respaldo legal para 

el transporte de Cannabis sp. no psicoactivo. 
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Nota. Adaptado de Decreto Supremo N° 005-2019-SA - Ley N° 30681 (2019), que establece las normativas y 
condiciones para el transporte y comercialización de Cannabis sp. no psicoactivo. 
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Anexo 33. Matriz de consistencia. 

Título:  Capacidad biodegradadora de petróleo diésel por bacterias endofíticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2023. 
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEÓRICO HIPÓTESIS VARIABLES METODOLOGÍA 

P. General: ¿Cuál será la 
capacidad biodegradadora 
de petróleo diésel por 
bacterias endofíticas de 
Cannabis sp.? 
P. Específico: 

• ¿Cuál será la capacidad 
degradadora, a 
concentraciones de 1, 3, 5 y 
7 % del petróleo diésel, por 
cepas bacterianas 
endofíticas de Cannabis sp.? 

• ¿Cuál será la capacidad 
degradadora a diferentes 
concentraciones del petróleo 
diésel por el consorcio de las 
bacterias endofíticas de 
Cannabis sp.? 

• ¿Cuál será la cinética de 
degradación del petróleo 
diésel por cepas y consorcios 
bacterianos endofíticas de 
Cannabis sp.? 

• ¿Cuáles serán las bacterias 
endofíticas de Cannabis sp. 
degradadoras del petróleo 
diésel identificadas 
molecularmente?  

O. General: Evaluar la 
capacidad biodegradadora 
de petróleo diésel por las 
bacterias endofíticas 
aisladas de Cannabis sp. 
O. Específicos: 

• Evaluar la capacidad 
degradadora, a diferentes 
concentraciones de 1, 3, 5 y 
7 % del petróleo diésel, por 
cepas bacterianas 
endofíticas de Cannabis sp. 

• Evaluar la capacidad 
degradadora, a diferentes 
concentraciones del petróleo 
diésel, por el consorcio de las 
bacterias endofíticas de 
Cannabis sp. 

• Evaluar la cinética de 
degradación del petróleo 
diésel por cepas y consorcios 
bacterianos endofíticos de 
Cannabis sp. 

• Identificar molecularmente 
las bacterias endofíticas de 
Cannabis sp. degradantes 
del petróleo diésel.  

ANTECEDENTES 

• Antecedentes 
internacionales 

• Antecedentes nacionales 

• Antecedentes locales 
MARCO CONCEPTUAL 

•Hidrocarburo 

•Petróleo 

•Diésel 

•Microorganismos 
endofíticos 

•Cepa 

•Consorcio microbiano 

•Biodegradación 

•Biorremediación 

•Modelado cinético en 
biología 

BASE TEÓRICA 

• Clasificación y 
características de los 
hidrocarburos en el diésel 

• Contaminación por petróleo 
y derivados 

• Remediación del ambiente 

• Cannabis sp. 

• Identificación de cepas 
microbianas 

• Secuenciación de genoma 
completo (WGS) para la 
identificación microbiana 

• Enfoque bioinformático 

H. General: 
Las bacterias 
endofíticas 
aisladas de 
Cannabis sp. 
tienen la 
capacidad de 
degradar las 
concentracion
es de 1, 3, 5 y 
7 % del 
petróleo 
diésel, 
disminuyendo 
su capacidad a 
medida que 
aumenta el 
porcentaje de 
petróleo 
diésel. 

V. Independiente 
= Bacterias 

endofíticas de 
Cannabis sp. 

INDICADOR 

• Identificación 
molecular - 
Género y 
especie 

• Consorcio 
bacteriano - N° 
de géneros en el 
consorcio 

V. Dependiente 
= Capacidad de 
degradación del 
petróleo diésel. 

INDICADOR 

• Gramos de CO2 
producidos. 

• Porcentaje 
degradación - % 

• Cinética de 
degradación - 
orden  

TIPO DE INVESTIGACIÓN 
Experimental 
NIVEL DE INVESTIGACIÓN 

Aplicada 
MÉTODO 

• Preparación de reactivos y 
medios de cultivo 

• Obtención, transporte y 
manejo de la muestra vegetal 

• Aislamiento y cultivo de cepas 
bacterianas endofíticas 

• Adaptación y selección de 
cepas bacterianas con 
capacidad degradadora del 
petróleo diésel 

• Evaluación experimental de la 
biodegradación del petróleo 
diésel 
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