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ABREVIATURAS Y GLOSARIO

BTEX: B, benceno; T, tolueno; E, etilbenceno; X, xilenos (suma de isémeros orto-,
meta y para-) (NOM, 2012).

Contaminacioén: La presencia en el ambiente de uno o mas contaminantes o de
cualquier combinacién de ellos que cause desequilibrio ecologico (LEGGEPA,
1988).

Contaminante: Toda materia 0 energia en cualquiera de sus estados fisicos vy
formas, que al incorporarse o actuar en la atmésfera, agua, suelo, flora, fauna o
elemento natural, altere o0 modifique su composicién y condicion natural (LEGEEPA,
1988).

Contingencia ambiental: Situacion de riesgo, derivada de actividades humanas o
fendbmenos naturales, que puede poner en peligro la integridad de uno o varios
ecosistemas (LEGEEPA, 1988).

Ecosistema: La unidad funcional basica de interaccion de los organismos vivos
entre si y de éstos con el ambiente, en un espacio y tiempo determinados
(LEGEEPA, 1988).

Emergencia ecolégica: Situacion derivada de actividades humanas o fendmenos
naturales que, al afectar severamente a sus elementos, pone en peligro a uno o
varios ecosistemas (LEGEEPA, 1988).

Emision: Liberacidon al ambiente de toda sustancia, en cualquiera de sus estados

fisicos, o cualquier tipo de energia, proveniente de una fuente (LEGEEPA, 1988).
HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos o polinucleares (NOM, 2012).

Hidrocarburos fraccion ligera: Mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas

contengan entre cinco y diez atomos de carbono (C5 a C10) (NOM,2012).

Hidrocarburos: Compuestos quimicos organicos, constituidos principalmente por
atomos de carbono e hidrégeno (NOM, 2012).



Impacto ambiental: Modificacion del ambiente ocasionada por la accion del
hombre o de la naturaleza (LEGEEPA, 1988).

LMP: Limites Maximos Permisibles (NOM, 2012).

Residuos peligrosos: Son aquellos que posean alguna de las caracteristicas de
corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad, inflamabilidad o que contengan
agentes infecciosos que le confieran peligrosidad, asi como envases, recipientes,
embalajes y suelos que hayan sido contaminados cuando se transfieran a otro sitio
y, por tanto, representan un peligro al equilibrio ecolégico o el ambiente (LEGEEPA,
1988).

Restauracion: Conjunto de actividades tendientes a la recuperacién vy
restablecimiento de las condiciones que propician la evolucién y continuidad de los
procesos naturales (LEGEEPA, 1988).

Suelo contaminado con hidrocarburos: Aquel en el cual se encuentran presentes
los hidrocarburos, en una concentracién mayor a los limites maximos permisibles
(NOM, 2012).

Suelo: Material no consolidado compuesto por particulas inorganicas, materia
organica, agua, aire y organismos, que comprende desde la capa superior de la
superficie terrestre hasta diferentes niveles de profundidad (NOM, 2012).



RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de la biorremediacién asistida en la
descontaminacion del suelo contaminado por gasolina adulterada, esta
investigacion se realiz6 con un experimento ex situ, con cuatro tratamientos y un
control negativo, generando las siguientes condiciones: trasplante de pachifito
(Pachyphytum bracteosum), inoculacion del hongo Trichoderma harzianum, adicidon
de nutrientes y oxigeno, y la mezcla de todas las condiciones antes mencionadas,
en un suelo contaminado con gasolina adulterada con 195,000,000 ppm en macetas
de dos kilos. Su analisis se realizé con muestreos destructivos a los 30, 60, 90 y
120 dias, para identificar la presencia, ausencia o transformacion de los
xenobioticos organicos presentes en la estructura molecular de la gasolina
adulterada en el suelo contaminado empleando un infrarrojo IR, asi como el % de
supervivencia de las plantas, su biomasa, su altura y longitud de raiz. Confirmando
que a los 90 dias de tratamiento, el bioensayo que integra todas las condiciones,
transformé un alqueno en alcohol, lo que permite su posible solubilizacion en un
medio acido, ademas de aumentar la biomasa de Pachyphytum bracteosum,
revelando que es una especie tolerante a los xenobidticos organicos de la gasolina

adulterada.

Palabras clave: biorremediacion asistida, suculentas, aromaticos, franco-arcillosa, espectroscopia infrarroja.



1. INTRODUCCION

La extraccion de petréleo y el transporte de sus derivados, se convirtié en un tema
relevante en México cuando se sustituy6 el carbén por el crudo, tomando valor para
el gobierno e invirtiendo en infraestructura para obtener una produccién redituable,
pero considerando que la mayoria del producto se produce en zonas maritimas, se
tenia un problema para distribuirlo por el pais y exportarlo, el cual se resolvio,
transportandolo por oleoductos, pero, en las ultimas décadas la infraestructura se
ha visto afectada por desperfectos antropogénicos como robo a través de tomas
clandestinas (Alvarez, 2006), provocando emergencias y contingencias
ambientales, que representan un peligro, atentando contra el medio ambiente,
formando impactos negativos en: ecosistemas enteros, zonas urbanas, la economia

y la sociedad (Flores, et al., 2004).

La extraccion de combustible fue una incidencia a nivel nacional y los estados con
mayor numero de tomas clandestinas fueron: Puebla, Guanajuato, Jalisco,
Veracruz, Estado de México, Tamaulipas e Hidalgo (Chavarria, 2019). En el estado
de Hidalgo, uno de los municipios con agravios antropogénicos es el municipio de
Cuautepec de Hinojosa , que en un periodo de cinco meses reportd 55 incidencias
de robo de hidrocarburo (Administracion de Cuautepec de Hinojosa, 2020). Al
respecto, hay estudios de suelo realizados en la emergencia ambiental del 2019,
por la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente, que clasifico al contaminante
como un hidrocarburo de fraccion ligera (Cs a C1o) e hidrocarburos aromaticos
(benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) (PROFEPA, 2019).

Sin embargo, la atencidn que se da en estas incidencias tiene como objetivo
asegurar el bienestar del personal por ser sustancias volatiles e inflamables con
base a la clasificacion CRETIB, por lo que se tiene un area de oportunidad para
implementar acciones que minimicen y limiten la dispersion del contaminante. La
remediacion de las zonas afectadas en las emergencias ambientales deberia ser
prioridad para la salud publica, debido a los potenciales impactos negativos de los

xenobidticos que lo integran, ya que se distinguen por ser cancerigenos, e incluso,



mutagénicos, asi como su influencia dafiina en los organismos del suelo y las

plantas (Barran et al., 2012).

La descontaminacion ambiental aprovecha la capacidad metabdlica de
microrganismos tolerantes a contaminantes para remediar suelos, lodos o aguas
que contienen parametros toxicos (Rojas, 2011) y es viable con técnicas eficientes
como la biorremediacion asistida o dirigida, porque perfeccionan los procesos con
la Bioestimulacion o la Bioaumentacion de las poblaciones microbianas encausando
y acelerando el proceso de biodegradacion. Una técnica exitosa y asequible, es
emplear microrganismos eficientes como: las bacterias, microalgas y hongos que
utilizan el contaminante como fuente principal de alimento o que generan enzimas
que oxiden los toxicos. Ante esta situacion, la logistica de la investigacion se
sintetiza en el siguiente arbol del problema (Figura 1) (Brutti et al., 2018).

Degradacion de xenobidticos

Aumento de biomasa s
organicos

Trichoderma harzianum Pachyphytum bracteosum

Bioaumentacidn Biorremediacion asistida
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Figura 1. Arbol de problema de la investigacion sobre la contaminacién del suelo.



Seldrak (2023), refiere que los hongos son los microrganismos mas poderosos que
han fundado nuevos ecosistemas, constituyendo uno de los reinos mas amplios y
completos. Desde hace 1,000 millones de anos en la historia del planeta tierra, los
hongos han tenido un gran impacto, tanto en el ambiente como en la salud y
alimentacion humana, comiendo piedras, creando suelo, asimilando agentes
contaminantes, produciendo alimento, generando medicina como la penicilina, e
incluso, sobreviven en el espacio, y manipulan el comportamiento animal, influyendo
en la composicion de la atmosfera terrestre. Una de las cualidades que les permiten
sobrevivir en condiciones extremas, es la capacidad de moverse en multiples

direcciones al mismo tiempo para explorar su medio como un todo integrado.

Un genero sobresaliente por sus cualidades y por ende el mas estudiado es el
hongo saprofito filamentoso Trichoderma, este hongo es reconocido por sus
multiples usos que van desde: biofungicidas, biofertilizantes, fuentes de enzimas,
mejorador en la germinacién de semillas, eficiencia en el uso de nutrientes en
condiciones de estrés colonizando las raices de las plantas de manera interna y
externa, en la habilidad fotosintética e inductor de las defensas para responder al
estrés abidtico como: la sequia, salinidad, metales pesados e hidrocarburos
(Mukherjee et al., 2013). Por lo anterior, este hongo también es reconocido por su
capacidad para degradar compuestos xenobidticos de suelo contaminado con
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP).

Otros organismos que recientemente se emplean en la remediacién biolégica son
las plantas suculentas, el término suculenta proviene del latin “succus” que significa
jugo o jugoso, haciendo referencia a todas aquellas plantas que almacenan grandes
cantidades de agua en sus tejidos, algunas familias de las mas sobresaliente son:
agavaceae, crasulaceae, nalinaceae, euphorbiaceae y fouquieriaceae. Cerca del 80
% del cuerpo de estas plantas esta compuesta de agua y prosperan generalmente
en las zonas aridas del pais, aunque se localizan también en los llamados enclaves
xerofiticos, que son sitios pedregosos de poca retencion de agua o humedad. La
familia Crassulaceae es de distribucién cosmopolita, con mayor diversidad en Asia

Central, Sudafrica, el Mediterraneo y México. Se calcula que esta familia esta



integrada por unos 30 géneros con 1,400 especies aproximadamente, los géneros
mas destacados son Echeveria, Graptopetalum, Sedum y Pachyphytum
(CONAFOR, 2005).

Siendo Pachyphytum bracteosum, endémica del estado de Hidalgo, cuyo periodo
de floracion es de enero a abril, con hojas distribuidas en forma de roseta de color
gris-azulado. El potencial de las plantas de la familia Crassulaceae en la
biorremediacion, se fortalecio en el 2020, en actividades de restauracion, a través
del proceso de fitorremediacion de un suelo contaminado con arsénico (As), cobre
(Cu) y plomo (Pb), empleando las especies: Flor de pena (Echeveria elegans) y
Arbol de jade (Crassula ovata), por lo que se consideran tolerantes y Utiles en la
descontaminacion ambiental (Guzman, 2021). Incluso, se proponen en medidas de
mitigacion en las azoteas verdes como medio para capturar Hidrocarburos

Aromaticos Policiclicos (Arellano-Leyva, 2019).

Ademas de considerar organismos tolerantes en los procesos de descontaminacion
como los mencionados en los parrafos anteriores, también, se requieren parametros
fisicoquimicos del recurso natural afectado, en este caso, como el primer receptor
del contaminante es el suelo, se requiere un analisis previo para conocer: el pH,
nutrientes, temperatura, humedad, textura, estructura del suelo, concentracién o
pureza del contaminante, para determinar la supervivencia, adaptacion, desarrollo

y multiplicacion de los organismos (Brutti et al., 2018).

lturbe (2010), menciona que en la biorremediacion asistida se requiere un pH
intracelular entre 6.5 y 7.5, en cuanto a la temperatura, entre 20 a 35 °C
(dependiendo el organismo), ya que a medida que aumenta la temperatura, las
reacciones quimicas y enzimaticas también aumentan en las células. En relacién
con los nutrientes, comunmente no son disponibles, pero considerando que los
organismos estan hechos de compuestos organicos (CHON), para alimentarse
requieren carbono, por lo que el contaminante debe contener un 50% y en cuanto
al oxigeno, el suelo debe de tener al menos 1% para reacciones aerobias, si estas
condiciones no se cumplen, los microorganismos mueren y se tiene que seleccionar

otros organismos con cualidades anaerdbicas.



2. ANTECEDENTES

Los desperfectos antropogénicos en los oleoductos generan productos
comunmente denominados “huachicol”, sin embargo, la Real Academia Espafiola
define la palabra, como la actividad de traslado de combustible extraido ilicitamente
de ductos (RAE, 2023), por lo que se refiere a esta investigacion, se emplea el
término “gasolina adulterada”, refiriéndonos a la mezcla adulterada de
hidrocarburos que se extrae y comercia de manera clandestina, provocando la

contaminacién de los suelos por esta actividad.

Con base a su origen, la gasolina adulterada es un derivado del petréleo, un
compuesto organico con una estructura de carbono e hidrégeno (Hernandez et al.,
2004). En cuanto a sus propiedades fisicas, son compuestos no polares, es decir,
son particularmente insolubles en agua, sin embargo, como es una mezcla de
hidrocarburos, también, tiene compuestos aromaticos con algunos grupos

funcionales (Castellanos, 1999).

El problema con la contaminacion por hidrocarburos, es que el suelo acumula el
contaminante en una concentracién elevada que altera sus funciones y afecta
negativamente a los componentes asociados (aire, agua y organismos). Cuando las
sustancias peligrosas alcanzan un umbral de toxicidad en el suelo, se genera una
contaminacidn persistente, en comparacion a la del aire o el agua, es decir, los
terrenos contaminados representan un riesgo de toxicidad por la lixiviacién de las

sustancias peligrosas (Porta et al., 2019).

2.1 Xenobiéticos organicos

Los compuestos xenobidticos son elementos sintetizados por el humano,
generalmente proceden de la industria y tienen estructuras diferentes a los
compuestos naturales, por lo tanto, son toxicos por persistir en el medio ambiente,
la gran mayoria son cancerigenos y pueden actuar como interferidores hormonales.

Y los hidrocarburos adulterados son compuestos que se pueden clasificar como



xenobidticos, sustancias o compuestos que alteran las funciones de los organismos,
porque son extrafnos a él, provocando efectos nocivos a nivel celular y ecoldgico, ya
que actuan como interruptores hormonales en los procesos de crecimiento, asi
como del desarrollo (Castillo F., 2005). Debido a que son sustancias faciles de
lixiviar, acumular y dificiles de degradar (Porta Casanellas et al., 2019).

2.2 Generalidades de los xenobidticos organicos

En las emergencias ambientales, el primer receptor es el suelo y considerando que
es la base para el desarrollo de organismos que se alimentan de los compuestos
que lo integran, cuando se exceden los limites maximos permisibles de algun
elemento, se le considera un suelo contaminado, porque afecta los ciclos
biogeoquimicos naturales, asi como, la fertilidad, biodiversidad e incluso la calidad
del agua y el aire (INIFAP, 2020), ya que altera su capacidad de campo, textura,
disminucién de conductividad y aumenta su densidad aparente, lo que se refleja en

un suelo infértil (Morales et al., 2019).

Los contaminantes organicos son los que tienen enlaces C-H y se distinguen por un
elevado peso molecular y su polaridad, propiedades que determinan su
comportamiento en el suelo, asi como sus posibilidades de eliminacion. Es decir,
los compuestos de bajo peso molecular se pierden por volatilizacion, en cambio, los
de alto peso molecular son recalcitrantes y perduraran afios en el suelo, ya que una
molécula de peso molecular alto, con caracter no polar, constituyen uno de los
contaminantes organicos mas persistentes, como los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (Porta Casanellas et al., 2019), que son compuestos constituidos por
dos o0 mas anillos aromaticos condensados, en forma recta, angulados o racimados,
con la cualidad de desarrollar efectos genotéxicos (Mastandrea et al., 2005). Sin
embargo, los aromaticos unidos a ciertos grupos funcionales, les confieren cierta

polaridad, con la cual, se podrian hacer solubles en agua (Castellanos, 1999).



2.3 Biorremediacion asistida o dirigida

La remediacion bioldgica es una técnica que emplea plantas, bacterias, hongos y
microalgas, para eliminar, transformar o acumular contaminantes, en funcién de su
estructura, metabolismo y funcionamiento, con procesos como: biodegradacion de
compuestos organicos, bioacumulacion o biosorcion de metales, biotransformacion

de moléculas inorganicas, metales y metaloides toxicos (Acosta Pefialoza, 2022).

El empleo de microorganismos para reducir y tratar la contaminacion se remonta al
afo 600 a. C., y se atribuye el nacimiento de la biorremediacién con la manipulacion
de microorganismos para el tratamiento de aguas residuales, los primeros reportes
hacen referencia a los romanos, quienes disefaron y construyeron sistemas de
alcantarillado para la recoleccion de aguas residuales para su posterior tratamiento
bioldgico (Rincdn, 2004).

Hoy en dia tenemos bien definido el termino biorremediacion, como una alternativa
econdmica y eficiente para eliminar la contaminacion de forma natural (INIFAP,
2020). La biorremediacion o remediacion bioldgica utiliza agentes como
microorganismos y sus enzimas, debido a la capacidad natural de los
microorganismos para eliminar, transformar y acumular xenobidticos, ya que
muchos de los compuestos de los contaminantes se acumulan en cadenas troficas
(Acosta Pefaloza, 2022).

Los métodos comunes la clasifican con base a su aplicacion ex situ y in situ, lo que
implica su tratamiento fuera del sitio o en el sitio, sin embargo estos métodos tienen
tratamientos, en el caso de la biorremediacion in situ, existe la bioestimulacion y la
bioaumentacion. La primera involucra la estimulacion de la poblacion microbiana
con nutrientes y oxigeno, pero la bioaumentacion incorpora un microrganismo u

consorcio en el sitio contaminado (Rincén, 2004).

Un mecanismo exitoso en la descontaminacidon de hidrocarburos es la
biorremediacién asistida en comparacién con la biorremediacion intrinseca o
natural, un proceso que perfecciona a través de la bioestimulacion o la

bioaumentacion de poblaciones microbianas, su crecimiento, desarrollo vy



multiplicacion con la adicion de nutrientes, oxigeno, peréxidos y agua (Brutti et al.,
2018).

2.4 Descontaminacién con el hongo Trichoderma harzianum

De mesa et al., (2006), reporta que la descontaminacién de gasolina por
microorganismos saprofitos es eficaz, alcanzando un nivel de biodegradacion de
90% como resultado de utilizar los contaminantes como fuente de energia,
transformandolos en didxido de carbono, un radical metilo, agua, sales inorganicas,
metabolitos secundarios o biomasa (Acosta Pefaloza, 2022). Un microrganismo
con potencial, son los hongos, que se han caracterizado por su diversa capacidad
metabdlica, morfologia robusta, rapida colonizacién; ademas, de poseer altas
actividades enzimaticas oxidativas e hidroliticas (Juarez, 2020).

Por ejemplo, los hongos del género Trichoderma, tienen requerimientos
nutrimentales minimos, su crecimiento es favorecido por materia organica,
humedad y temperatura en un rango de 25 a 30 °C, ademas, de adaptarse a
condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Argumedo et al., 2009). Sin
embargo, en esta investigacion su capacidad de usar hidrocarburos como unica
fuente de carbono lo hizo sobre salir, ademas de tener la capacidad de utilizar
cosustratos para alcanzar una biorremediacidn eficiente (Juarez, 2020). Sus
genomas albergan genes de produccién de auxinas, giberelinas, acido abscisico,
acido salicilico o citoquininas que se relacionan con el crecimiento de hifas,
activacion de antioxidantes, asi como defensas bajo estrés abibtico y abidtico, lo
que le proporciona inmunidad a la planta huésped. Cuando se usan cepas solas o
en combinacién con compost organico producen cambios en la estructura y funcion
de las poblaciones microbianas generando sideréforos que ayudan en la rizosfera
solubilizando fosfatos que generan un desarrollo en el crecimiento de las plantas
(Woo et al., 2023).

Incluso, se ha reportado la capacidad que tiene Trichoderma harzianum (Figura 2),

para degradar hidrocarburos saturados y aromaticos (Argumedo et al., 2009).



Debido a que es una especie facil de aislar en medios artificiales, resistente a
radiacion UV, buen competidor en suelo, tolerante a variaciones ambientales,
también, se puede observar en la rizosfera como enddfito, favoreciendo la
supervivencia de bacterias promotoras de crecimiento y multiples mecanismos de
accion (De Medeiros et al., 2019). Ademas, son hongos saprofitos que remodelan
constantemente su genoma para mejorar su capacidad para colonizar y competir

con éxito en nuevos habitats (Woo et al., 2023).

Figura 2. Hongo Trichoderma harzianum activo en el medio de cultivo.

2.5 Descontaminacién con plantas suculentas Pachyphytum
bracteosum

Considerando que un solo microrganismo no tiene la capacidad metabdlica de
descontaminar muchos compuestos por lo que se requieren diferentes poblaciones
para una degradacion completa o la mineralizacion (Acosta Penaloza, 2022). Por
esto, afortunadamente, se cuenta con la biorremediacién asistida de suelos;
también, se basa en el uso conjunto de plantas con enmiendas del suelo y técnicas
agronomicas para eliminar, retener, o disminuir la toxicidad de los contaminantes.
Este grupo de fitotecnologias reune un gran numero de ventajas, porque no utilizan
reactivos o quimicos peligrosos, ni afectan negativamente a la estructura del suelo
(Esquinca, 2016).

El empleo de plantas para el tratamiento de aguas, sedimentos o suelos
contaminados se basa en las asociaciones de sus raices con microrganismos para

degradar, secuestrar o extraer los contaminantes a través de seis mecanismos;
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fitoextraccion, fitovolatilizacion, rizofiltracion, fitoestabilizacidn, fitoestimulacion y

fitodegradacion (Delgadillo-Lépez, 2011).

Comunmente las especies empleadas en la fitorremediacion tienen varias
caracteristicas especificas como: la alta produccién de biomasa, raices profundas,
rapido crecimiento, tolerancia para prosperar en sitios contaminados y buena

competitividad por luz, nutrientes o agua (Zimicz, 2016).

Una familia cosmopolita y con potencial en la remediacion de suelos con problemas
de salinidad, contaminacion por hidrocarburos aromaticos policiclicos y metales
pesados, son las plantas de la familia Crassulaceae (Guzman, 2021). Las
crasulaceas pertenece al orden Saxifragales dentro de las eudicotiledoneas,
generalmente son plantas crasas, de habitos herbaceos e incluso arbustivos,
perennes en su mayoria, con inflorescencias actinomorfas pequefias. También, se
distribuyen en diferentes habitats desde riscos, laderas, cafiadas y pedregales, en
ecosistemas humedos, calidos, secos o semisecos. Y México es uno de los centros
de diversidad con 417 especies, que representan el 25 % de esta familia a nivel
mundial (Reyes, 2011). En cuanto a sus usos se distinguen como plantas
ornamentales (CONAFOR, 2005). Y son endémicas en los estados de México,
Querétaro e Hidalgo, en las zonas semiaridas, se localizan 31 especies (CONABIO,
2021), destacando la especie Pachyphytum bracteosum (Figura 3).
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Figura 3. Pachyphytum bracteosum planta suculenta de la familia Crassulaceae,
endémica del estado de Hidalgo.
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2.6 ANALISIS CON ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

La espectroscopia infrarroja proviene del latin infra, que significa abajo y se
interpreta como abajo del rojo. La luz del infrarrojo es una longitud de onda ubicada
entre: la luz visible y a las ondas del microondas, se situa especificamente entre los
200 - 12,500 cm™ y de los 750 a 1,000 um del espectro electromagnético. Utiliza la
frecuencia (U) proporcional a la energia de la longitud de onda (A) comunmente

expresada U =1/A, cm™ (Ponce et al., 2023).

Esta técnica se emplea para: identificar la transformacion de reactivos en productos,
ver la desaparicion de los grupos o formacion de los nuevos, conocer la pureza de
un reactivo, su estructura, identificar compuestos desconocidos comparando
espectros de sustancias e identificar contaminantes, aditivos en materiales o
sustancias. El infrarrojo IR realiza un analisis con base a la informacion cualitativa y
cuantitativa de la estructura molecular a través de la vibracién de las moléculas,
determinando los grupos funcionales, caracterizando la estructura en un intervalo
de longitud de onda que va de 4,000 — 650 cm™ (Ponce et al., 2023).

Las moléculas absorben la radiacion infrarroja, causando una amplitud en la
vibracion de los enlaces atémicos en una longitud de onda, lo que permite
identificarlas porque se situan en un estado vibracional excitado. Para que la
molécula absorba la radiacion, debe de ser una molécula polar y que la energia sea
del mismo valor de vibracién que poseen las moléculas. Otros factores que influyen
son: su composicién quimica, atomos, enlaces y angulos de enlaces (Ponce et al.,
2023).

Cuando hay mayor absorcion, menor es la cantidad de energia que se detecta en
el espectro en forma de pico o banda de absorcidn, cuando la absorcion es nula o
cercana al 100 corresponde al cero, porque no hay registro de absorcion. Cuanto
mas fuertes y rigidos son los enlaces quimicos, mayor son las frecuencias (menor
longitud de onda), debido a que requieren mas energia para una vibracion de
alargamiento o flexion y es una técnica que se emplea en la industria como control
de calidad, para determinar contaminantes o tipo de contaminante (Ponce et al.,
2023).



3. JUSTIFICACION

Cuautepec de Hinojosa en el 2019 se convirtié en el municipio con mayor numero
de tomas clandestinas, contaminado la laguna de San Juan Hueyapan, debido a
que en esta laguna llegan todos los escurrimientos de la region (Lopez, 2019).
Considerando los antecedentes del municipio, es importante establecer actividades
gue minimicen o degraden la contaminacion que se generd por los hidrocarburos
extraidos de manera clandestina con una técnica practica para replicar de manera
sencilla. Una alternativa eficiente, es la técnica de biorremediacion asistida, las
ventajas que posee la biorremediacion son: bajo costo, facilidad de replicacion,
aprovechamiento de recursos y garantizar la reduccion de los contaminantes
(Martinez et al., 2021).

Empleando una simbiosis entre las especies vegetales y los microorganismos
presentes en la rizosfera, los microorganismos en ocasiones pueden disminuir la
toxicidad para las plantas, lo cual se logra a través de las enzimas o metabolismos
que tienen, convirtiendo los contaminantes en acidos, alcoholes, didxido de
carbono, e incluso agua (Martinez et al.,, 2021). Lo que permite conservar y
preservar los suelos, un recurso no renovable que tarda afnos o cientos de afos de
formacion, pues los contaminantes inhiben su correcto funcionamiento en un

ecosistema, interrumpiendo su funcionalidad (Brutti et al., 2018).



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

v' Evaluar la eficiencia de Trichoderma harzianum'y Pachyphytum bracteosum, en
la descontaminacion del suelo por gasolina adulterada, a través de la técnica de

biorremediacion asistida.

4.2 Objetivos especificos

v" ldentificar los xenobidticos organicos de la gasolina adulterada.
v Proponer a Pachyphytum bracteosum como una planta tolerante a xenobidticos

organicos de la gasolina adulterada.



5. HIPOTESIS

5.1 Hipétesis alternativa

Ha: La asociacion de Trichoderma harzianum y Pachyphytum bracteosum,

aumentaron la eficiencia en la degradacion de la gasolina adulterada en el suelo.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

La Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente de septiembre del 2021 a junio
del 2022 report6 la atencion de 766 emergencias ambientales, de las cuales 200
fueron por derrames de hidrocarburos, lo que representa un 26 % de las
emergencias reportadas (SEMARNAT, 2022). Un area con varios reportes en este
tema fue el municipio de Cuautepec de Hinojosa, ubicado entre los paralelos 19°
50" y 20° 06" de latitud norte; los meridianos 98° 09" y 98° 24" de longitud oeste,
con una superficie que representa 1.88 % del estado de Hidalgo. El municipio cuenta
con 99 localidades, incluida la llamada “El aserradero”, situada especificamente en
las coordenadas X:0981933, Y:195714 (Figura 4) y se encuentra a una altitud de
2,610 msnm. También, es importante mencionar que pertenece a una cuenca
exorreica de la region hidrologica del Panuco (INEGI, 2010) y cuenta con 23
acuiferos (CONABIO, 2021). El aserradero tiene un clima templado subhumedo con
lluvias en verano, una humedad relativa media (77.13%) con tendencia a semifrio
subhumedo con lluvias en verano y un rango de precipitacién entre 500-1100 mm,
predominando los suelos empleados en la agricultura (63.59%), bosque (22.23%),
pastizal (6.14%) y una zona urbana (5.02%), la localidad sufre dafios por fenbmenos
naturales como sequia y heladas, lo que genera un nivel bajo de biodiversidad.
Tiene una poblacion total de 732 personas, un indice de desarrollo humano del 0.69,
un indice educativo de 0.55, un indice de salud de 0.83, un indice de ingresos de
0.71 y un grado de marginacion medio (INEGI, 2010). Es decir, la localidad carece
de drenaje, telecomunicaciones, infraestructura para espacios -culturales y
recreativos. La comunidad realiza actividades como cultivo de maiz y cebada para
consumo familiar, asi como la cria de animales, aprovechamiento de arboles,
recoleccion de hierbas o plantas y como unica actividad econdmica tienen la
cosecha de productos agricolas. También, presenta conflictos sociales como
alcoholismo y drogadiccion, ademas, de tener inconvenientes relacionados a la
extraccion ilegal de hidrocarburos (Administracion de Cuautepec de Hinojosa,
2020).
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Figura 4. Mapa de Ubicacion de la rancheria “El aserradero” ubicado en el municipio

de Cuautepec de Hinojosa, en el estado de Hidalgo.
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6.2 Desarrollo del experimento

Su desarrollo se realizé en condiciones controladas en un invernadero, empleando
macetas de plastico con capacidad de 2 kilos de suelo contaminado, para
determinar el tiempo de degradacién de la gasolina adulterada con los organismos
tolerantes a los xenobiodticos, la investigacion considerd un cuidado semanal que
incluyd: riegos y registros de temperatura durante los cuatro meses de investigacion
(Severiano, 2022).

6.3 Biorremediacion asistida

La biorremediacion asistida en los suelos requiere ciertas caracteristicas para
realizarse de manera eficiente y uno de los primeros pasos, es determinar las
propiedades fisicoquimicas del suelo, debido a que los hidrocarburos alteran sus
caracteristicas o propiedades (Morales-Bautista et al, 2019), para confirmar los
parametros adecuados primero se realizé un analisis con base a la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de

fertilidad, salinidad, clasificacién de suelos, estudio, analisis y muestreo.

6.4 Analisis del suelo

Se determinaron los parametros basicos para diagnosticar la calidad del suelo
perturbado, con base a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que
establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos,
estudio, analisis y muestreo. Para realizar la caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas del suelo, la muestra se trasladé al laboratorio del AACAyF del

Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAP).

Primero, se prepar6 la muestra para su analisis 48 horas antes (AS-01),
determinando el pH con potenciometro en una mezcla suelo:agua 1:2 (AS-02),
posteriormente, se calculd la densidad aparente del suelo con el método del terrén

parafinado (AS-03), consecutivamente, se calculé el contenido de humedad del



suelo con el método gravimétrico (AS-05), también, se calculd el porcentaje de
materia organica (MO), a través del método Walkley y Black (AS-07), al mismo
tiempo, se evalud la textura con el método de Bouyoucos (AS-09) y el color
utilizando la carta Munsell de suelos (AS-22). En cuanto al nitrdgeno total, fosforo
asimilable, potasio, calcio, azufre, capacidad de campo y porcentaje de punto de
saturacion, se determinaron con recursos personales en el laboratorio central

universitario de la Universidad Auténoma Chapingo (Anexo 1).

6.5 Parametros toxicos

En cuanto a los parametros téxicos del suelo contaminado, se consideraron los
establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. En
funcién de los fines y las condiciones de la investigacion, se opto6 por la fraccion de
hidrocarburo pesada, estimando una densidad de 0.6500 g/cm® con base a la
calidad de la gasolina comercial (PEMEX, 2018), para asegurar el parametro de
esta variable independiente, se trabajé con 300 ml de gasolina adulterada en 2 k de
suelo por maceta, lo que representa una fraccion de hidrocarburo pesada, tal como
se puede observar en la descripcion del Cuadro 1, que puntualiza los limites

maximos permisibles de la Norma Oficial Mexicana 138.

Cuadro 1. Limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelos.

FRACCION DE
USO DE SUELO PREDOMINANTE (mg/Kg' BASE SECA)
HIDROCARBURO
Media 1200
Pesada 3000

6.6 Analisis con infrarrojo IR

En relacién, con el objetivo de probar que Pachyphytum bracteosum es una planta
tolerante a xenobidticos organicos presentes en la gasolina adulterada, se analizé

el suelo y las plantas con espectroscopia infrarroja en un espectrofotometro de



infrarrojo IR marca PerkinElmer: Spectrum GX FT-IR System con muestras solidas
purificadas con pastillas de bromuro de potasio (KBr) de grado infrarrojo de 4000-
450 cm-', para distinguir la presencia o ausencia de los grupos funcionales de los

xenobioticos organicos en las muestras (Ordofiez, 2020).

6.7 Variables respuestas

En la parte aérea como variables independientes, se considero: la supervivencia de
plantas en un medio contaminado, la biomasa total de la planta en gramos, la altura
y la longitud de raiz en centimetros (Marin, 2020). Para detectar diferencias
estadisticas significativas (P=0.05), se empled un analisis estadistico en el Softwar
SAS, especificamente, un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparacion de medias con la técnica de Tukey (Montgomery, 2007).

6.8 Disefno experimental

Con la finalidad de evaluar la eficiencia de Trichoderma harzianum 'y Pachyphytum
bracteosum, en la descontaminacion de gasolina adulterada, a través de la técnica
de biorremediaciéon asistida, se ensayaron cinco tratamientos mas un control
negativo (todos utilizando suelo contaminado), cada uno con 12 repeticiones,
replicando las técnicas mas exitosas de la biorremediacion asistida (Valenzuela et
al.,, 2021). Las condiciones empleadas en la investigacién fueron un arreglo

experimental a nivel invernadero:

Tratamiento 1) Inoculacién de hongo Trichoderma harzianum (H): en un medio
con suelo contaminado se inoculd mediante el riego el hongo (BIOADVISER, 2020),
especificamente, una cepa comercial en forma de polvo humectable de la marca
Palhogar un producto 100% organico, en una concentracion de 100 millones de
esporas por gramo, las dosis aplicadas se presentan en el Cuadro 2, (Pesantes y
Castro, 2016).



Cuadro 2. Concentracion de esporas empleadas en la inoculacion de Trichoderma
Harzianum.

Mes Concentracién Numero de esporas
1 8 gramos / 1 litro de agua potable 8 x 108
2 8 gramos / 1 litro de agua potable 8 x 108
3 10 gramos / 1 litro de agua potable 1x10°
4 25 gramos / 1 litro de agua potable 2.5x 109

Tratamiento 2) Trasplante de Pachyphytum bracteosum (P): en un suelo
contaminado se trasplant6 una planta (Figura5), procedente del vivero vivo interior,

el tamafo de los esquejes fue de cuatro pulgadas (Esquinca, 2016).

Figura 5. Plantas de Pachyphytum bracteosum empleadas en el tratamiento 2.

Tratamiento 3) Adicion de nutrientes y oxigeno (N): suelo contaminado mas
incorporacioén de fosfato calcico Ca3(PO*)? en el segundo mes, estiércol bovino en
el tercer mes (Alanya y Clemente, 2022), acidos fulvicos en el cuarto mes (Ojeda-
Morales et al., 2023), mas ventilacion con movimiento y perforacién del suelo
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Cantidad de nutrientes y oxigeno incorporado al suelo en el tratamiento
tres.
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ADICION CANTIDAD

Se adiciono oxigeno a través de la ventilacion con el
Oxigeno movimiento el suelo de la maceta, una vez por mes en los
primeros dos meses.
o El primer mes se incorporé 0.1 g de fertilizante molido por
Fosfato calcico Ca3(P0O4)2
maceta.
El segundo mes se mezclaron 300 g en seco con suelo

Estiércol bovino )
contaminado.

Acidos fulvicos Se aplicaron 200 ml por macetas en el ultimo mes.

Tratamiento 4) Adicién de oxigeno, hongo, planta y nutrientes (V+H+P+N): En
el suelo contaminado se integraron las tres condiciones antes descritas, aplicando
al mismo tiempo la incorporacion de oxigeno, la cepa del hongo, el trasplante de la
planta y la adicién de los nutrientes con el estiércol y acidos fulvicos (Marrero-Coto,
2012).

Tratamiento 5) Control negativo: con el objetivo de comparar las variables
respuestas de los tratamientos su utilizé esta condicion de suelo contaminado, que
tendria que ser testigo, pero resulté ser un medio contaminado que asegura la

veracidad de los resultados (Ramirez Rios, A., & Polack Pefia, A. M., 2020).

Con base a los tratamientos y sus variables dependientes e independientes, se
determind que un diseno completamente al azar representaria mejores resultados
y para asegurar su analisis se efectuaron muestreos destructivos a los 30, 60, 90 y
120 dias después del inicio del experimento, considerando tres muestras por

tratamiento y una muestra de suelo por maceta (Severiano, 2022).



7. RESULTADOS

Los resultados demostraron que el suelo cuenta con parametros dentro de los
rangos basicos para aplicarse la técnica de biorremediacion asistida (Cuadro 4),
debido a que tiene las condiciones fisicas y quimicas para el desarrollo de los
microorganismos elegidos para la descontaminacion del suelo afectado como
primer receptor (lturbe, 2010). En la interpretacion de la linea base del suelo, se
determiné la textura franco-arcillosa, en donde predomina el limo, que influye
directamente en su cualidad en aireacion, drenaje, disponibilidad de oxigeno y la
capacidad de retener agua, ya que las proporciones en las particulas son: 38 %
limo, 32.88 % arcilla y 29.12% arena. En cuanto al contenido nutrimental va de
medio para calcio (Ca) alto en nitrégeno total (Nt), fosforo asimilable (P), potasio (K)

y azufre (SOs4) por el contenido alto de Materia Organica (MO).

Cuadro 4. Resultados de propiedades fisicoquimicas del suelo, interpretados como

i linea base. i
ANALISIS RESULTADO INTERPRETACION
pH 7.54 Ligeramente alcalino
Densidad aparente 1.41 gcm? Moderadamente compactado
Humedad 23.72 % Medio
MO 9.3 % Muy alta
Textura Cr Franco arcilloso
Color Humedo: 5YR 5/2 Humedo: marrdn rojizo oscuro
Seco: 5YR 4/2 Seco: gris rojizo oscuro
N total 0.19 % Alto
P 83.84 mg kg’ Alto
K 956 mg kg™ Alto
Ca 2499 mg kg™ Medio
SO, 0.2me L Alto
C.C. 28.78 % Medio-alto
Punto de saturacion 49.19 % Alto

Fuente: Elaboracién propia.



Con relacion a la temperatura ambiente es importante considerar que el
experimento se realiz6 de agosto a noviembre del 2023 y en promedio la
temperatura en el invernadero fue de 35.82 °C, con una temperatura maxima de
47°C y una minima de 18°C (Cuadro 5).

Cuadro 5. Temperatura ambiente en el invernadero.

No. FECHA TEMPERATURA °C

1 11/ago/23 42
2 18/ago/23 18
3 25/ago/23 27
4 01/sep/23 42
5 8/sep/23 47
6 15/sep/23 45
7 22/sep/23 44
8 29/sep/23 40
9 06/oct/23 33
10 13/oct/23 28
11 20/oct/23 34
12 27/oct/23 24
13 03/nov/23 25
14 10/nov/23 41
15 17/nov/23 40
16 24/nov/23 43
17 01/dic/23 35
18 08/dic/23 10

8.1 Parametro toxico
Con base a la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, se

determind que 300 ml de gasolina adulterada con una densidad de 0.6500 g/cm?



equivalen a 650 mg/ml o 195,000,000 vg/ml en dos kilos de suelo, lo que rebasa a

una fraccion pesada.

8.2 Analisis con Infrarrojo IR

La espectroscopia infrarroja IR (Infrared Radiation) se emple6 para identificar los
compuestos o predecir la estructura quimica de la sustancia no conocida (gasolina
adulterada) a través de los grupos funcionales existentes en la molécula, para
determinar la presencia o ausencia de los xenobidticos organicos a los 30, 60, 90 y

120 dias de tratamiento.

En la linea base se identificaron los grupos funcionales del contaminante y el suelo
procedente de una toma clandestina y clausurada, determinando en las bandas del
infrarrojo del suelo frecuencias de estiramiento de los siguientes grupos: 1) Alqueno
(=CH) en una posicién de 3621 cm™',debido a que las bandas por encima de los
3000 cm' sugieren la presencia de insaturados alquenos o aromaticos. 2) Alcano (-
CHz) en la longitud de onda de 2872 a 2958 cm-' y 3) Carbonilo (C=0) en una banda
de absorcion de 1649 cm™' (Ponce et al. 2023), tal como se puede observar en el
espectro infrarrojo de la Figura 6.

En relacién con la huella dactilar que va de los 1500 a los 500 cm™', se identifican
bandas de un alcano con una tensién en la longitud de onda 1383 cm™ y un
sustituyente en posicion 1- y flexiones o tensiones fuera del plano en posicidn de la
longitud de onda 795 cm™', 693 cm™, 537cm™, 470 cm™ y 430 cm™".

Es importante especificar que el suelo testigo se tom6 a 100 m de la toma
clausurada, lo que nos revela que el contaminante se ha extendido de manera
horizontal, convirtiendo la muestra testigo en un control negativo en esta

investigacion, como primer resultado en el analisis con infrarrojo IR.

La comparacion entre el suelo y el contaminante nos muestra una diferencia en la
longitud de onda con puntos flexion y torsidon en la huella dactilar, lo que nos
confirma que es un compuesto hidrocarbonado, derivado de una mezcla de

alifaticos y aromaticos.
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Figura 6. Infrarrojo IR que compara la gasolina adulterada con el suelo procedente
de una toma clausurada, como linea base en la investigacion.

Comparando las bandas del espectro a los 30 dias con el inicial (Figura?7), las
condiciones con: planta, hongo y V+H+N+P, son diferentes en comparacién con las
condiciones nutrientes y control negativo. Lo que se puede interpretar como una
menor longitud de onda para alcanzar su momento dipolar del alcano (-CH3) en el
suelo contaminado, debido a que no hay una vibracién en la misma frecuencia de
estiramiento. Ademas de aparecer un enlace con diferencia de absorcion,
especificamente un alcohol (O-H), en donde al inicio se observaba un alqueno

(=CH) en la linea base, asi como la ausencia de un aromatico en un sobretono de
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flexion fuera del campo C-H, en un grupo de dos bandas pequefas caracteristicas

de un patrdén de sustitucion en el control negativo (Ponce et al., 2023).
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Figura 7. Analisis de los tratamientos a los 30 dias en comparacion con el control
negativo.

Los resultados de las bandas a los 60 dias, confirman a través del gréafico
dimensional, concretamente en la longitud de onda, comparando en paralelo todos
los tratamientos, el cambio de un alqueno (=CHz2) a un alcohol (O-H) y un sobretono
de un alcano en una frecuencia de longitud de onda de 2857 a 2961 cm™' (-CH3),
asi como un grupo carbonilo, en una longitud de onda de 1722 cm' (C=0) en todos

los tratamientos (Ponce et al., 2023).
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Figura 8. Analisis de los tratamientos a los 60 dias en comparacion con el control
negativo.

El espectro de los tratamientos a los 90 dias (Figura 9), verifica los cambios
observados desde los 30 dias en donde el grupo alqueno (=CH), se transformé en
un alcohol (O-H) en un estado libre sin asociar, comun en disolventes no polares en

una posicion entre 3640 — 3610 cm™! (Ponce et al., 2023).

Ademas, de formar un nuevo grupo funcional de acido carboxilico (O-H) en el
tratamiento V+H+N+P en una frecuencia por puente de hidrégeno, con patron de
sobretono de la torsion entre 2800-2200 cm-!, un sobretono de un alcano a 2911

cm y un alqueno a 1673 cm™! (Ponce et al., 2023).
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Figura 9. Analisis de los tratamientos a los 90 dias en comparacion con el control
negativo.

En esta ultima interaccion de la luz infrarroja con el suelo a los 120 dias (Figura 10)
de tratamiento en las diferentes condiciones, se reconocio la transformacion de la
posible estructura desconocida del contaminante denominado gasolina adulterada,
con la presencia de los siguientes tres grupos funcionales en el infrarrojo: 1) Alcohol
(O-H): En una longitud de onda con una amplitud de vibracién molecular de 3698 a
3622 cm™ y multiplicidad, presente en todos los tratamientos. 2) Alcano (-CHz): Con
una vibracion de tensién en un sobre tono de 2933 a 2924 cm™, en todas las

condiciones del experimento. 3) Carbonilo (C=0): En una posicion de 1500 a 1712
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cm, patron de sustitucion que generalmente oculta sefiales de aromaticos, solo en

el tratamiento con el hongo Trichoderma harzianum.
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Figura 10. Infrarrojo IR de los tratamientos a los 120 dias en comparacién con el
control negativo.

Lo que confirma que los cuatro tratamientos requieren mas tiempo para la
degradacion de la gasolina adulterada a través de la técnica de biorremediacion
asistida, pues la unica transformacion que se observé en los cuatro meses de
tratamiento fue la reduccion del grupo funcional organico alqueno a alcohol a los 30

dias con los tratamientos planta, hongo y V+H+P+N, asi como la de un alcano -CHs
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a un alcano -CHz a los 120 dias en todos los tratamientos incluido el control

negativo.

8.3 Variables respuestas

Con el objetivo de probar que Pachyphytum bracteosum es una planta tolerante a
los xenobidticos organicos: alquenos, alcohol y carbonilos, identificados en los
espectros de la gasolina adulterada, se analizaron los resultados de los muestreos
destructivos, especificamente: el porcentaje de supervivencia de las plantas en un
medio contaminado, biomasa, altura de planta y longitud de raiz, lo que indica, que
la planta tiene la capacidad de sobrevivir en parametros toxicos, ya que el
porcentaje de supervivencia se mantuvo al 100 % durante los cuatro meses de
tratamiento, por lo que se puede comprobar que Pachifito (Pachyphytum
bracteosum), es tolerante a los xenobibticos organicos de la gasolina adulterada

(Cuadro 6).

Pues a pesar de tener una disminucion en las variables biomasa, altura de planta y
longitud de raiz por el estrés del trasplante al afio y medio duplicaron sus

parametros.

Cuadro 6. Media de las variables a los 30, 60, 90 y 120 dias.

ALTURA DE
B'o("gl‘)“SA PLANTA

DIAS DE % DE (cm)
TRATAMIENTO  SUPERVIVENCIA

LONGITUD DE RAiZ
(cm)

PLANTA V+H+P+N PLANTA V+H+P+N PLANTA V+H+P+N

30 100 143.13 145.96 11.66 13.66 7.00 7.00

60 100 116.30 128.80 11.60 13.00 3.60 5.60

90 100 73.80 165.50 10.83 10.33 2.90 13.83




ALTURA DE
B'o(“:]')“SA PLANTA

DIAS DE % DE (cm)
TRATAMIENTO  SUPERVIVENCIA

LONGITUD DE RAiZ
(cm)

PLANTA V+H+P+N PLANTA V+H+P+N PLANTA V+H+P+N

120 100 93.93 135.30 12.60 13.00 1.83 6.00

Fuente: Elaboracion propia.

Al analizar las medias de los muestreos destructivos se observa una variacion entre
los parametros de las variables independientes: biomasa, altura de planta y longitud
de raiz en comparacion con el porcentaje de supervivencia, con un parametro

constante.

Con el objetivo de determinar las diferencias significativas entre los tratamientos, se
realizd un analisis de varianza con el método de Tukey en el Software SAS.
Comparando los tratamientos con el método de Tukey, la condicion de V+H+N+P y
planta son los unicos significativamente diferente en la variable biomasa, con una
desviacion estandar (o) de 29.04 para V+H+N+P y 31.39 para la condicién con
planta, lo que significa que el tratamiento V+H+N+P, realiza mayor captura de
carbono al tener un mayor crecimiento, sin diferencias entre los parametros de

biomasa (Cuadro 7).

Cuadro 7. ANOVA de biomasa con el método de Tukey.

ANOVA  V+H+N+P PLANTA

MEDIA 143.90 106.79
o 29.04 31.39

TUKEY A B

* Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto a la variable altura las diferencias son minimas presentando una.
desviacion estandar de 0.82 para el tratamiento V+H+N+P y 1.18 en el tratamiento
planta, que en términos de desarrollo es bueno en comparacion a los demas

tratamientos (Cuadro 8).

Cuadro 8. ANOVA de altura de planta con el método de Tukey.

ANOVA V+H+N+P PLANTA
MEDIA 13.4583  11.7082

o 0.82 1.18

TUKEY A B

* Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). Fuente: Elaboracion propia.

En relacion con el crecimiento de la raiz con base a la desviacién estandar, la
diferencia también manifiesta que el tratamiento V+H+N+P, favorece el desarrollo
radical con mayor tamafio, su desviacion estandar es de 2.00, lo que significa que
algunas plantas presentaron una longitud de raiz mayor que la media, en
comparacién con la planta que su desviacion estandar es de 1.91 y una media de

solo 3.86 (Cuadro 9).

Cuadro 9. ANOVA de longitud de raiz con el método de Tukey.

ANOVA V+H+N+P PLANTA

MEDIA 6.8333 3.8667

o 2.00 1.91

TUKEY A B

* Las letras diferentes indican diferencia indicadora (p<0.05). Fuente: Elaboracion propia.
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Un resultado sorprendente fueron los nuevos brotes en las plantas suculentas y la
germinacion de tres especies diferentes a los 90 dias de tratamiento, Unicamente

en las condiciones: V+H+P+N, planta y hongo.

Las especies identificadas en el tratamiento hongo y planta fueron las briofitas
Funaria physcomitriumy Bryum argenteum. Y el trébol (Oxalis spp.), nabo (Brassica
rapa), peine de bruja (Erodium cicutarium), Quelite (Amaranthus spp.) y Sanguinaria

(Polygonum spp.) (Figura 11) en el tratamiento nutrientes, V+H+P+N y planta.

Figura 11. Especies nuevas que germinaron en los tratamientos de
biorremediacion asistida.
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9. DISCUSION

En funcién a los resultados de la investigacion, se puede determinar que la
contaminaciéon por hidrocarburos, se expande considerablemente por capilaridad
debido a su nula viscosidad. Lo que complica el proceso de descontaminacion,
debido a que los hidrocarburos reducen la infiltracion, la evaporacion y la
disponibilidad de oxigeno (Cavazos-Arrollo et al.,, 2014), obstaculizando la
mineralizacibn de los hidrocarburos adulterados con la asociacién entre

Trichoderma harzianum'y Pachyphytum bracteosum.

Debido a que la textura franco arcillosa en combinacion con la gasolina adulterada,
reducen las condiciones de Oxido reduccion, frenando las reacciones
biogeoquimicas de biodegradacién, porque se acumula el contaminante en los
microporos de las arcillas, provocando anegacién, cuando el suelo esta humedo y
formando granulos dificiles de desintegrar ,cuando el suelo esta seco, alterando uno
de los procesos mas importantes en el ciclo de la vida, la germinacién de las semillas

(Espinoza Estrella, 2021).

Las moléculas identificadas con el infrarrojo IR en la estructura de la gasolina
adulterada, corresponden a un hidrocarburo aromatico, un derivado sustituido del
benceno con grupos funcionales organicos o xenobi6ticos organicos no polares,
especificamente: alquenos, alcohol y carbonilos, grupos funcionales insolubles en
agua, que bajo el tratamiento de ventilacion + hongo + planta + nutrientes
(V+H+P+N), sustituy6 un alqueno por alcohol en 30 dias, en comparacion con los
demas tratamientos y 120 dias antes, en comparacion con el control negativo. Es

decir la bioaumentacion asistida confirié cierta polaridad a la estructura quimica, lo



que le podria brindar una oportunidad para su posible degradacion. Dicho de otra
manera, no se puede estimar el tiempo y costos de tratamiento que se requiere para
su mineralizacién, debido a que la literatura reporta microensayos, lo que complico
su replicacion a escala, ademas, que los productos comerciales con microrganismos
exdégenos como el hongo Trichoderma harzianum, no tienen el numero requerido de
unidades formadoras de colonias y las cepas estan enfocadas para control
bioldgico. Lo que le toma tiempo al hongo para cambiar su preferencia de consumo,
pues esta confirmado que tiene la capacidad de transformar los contaminantes del
suelo como el petroleo, generando caminos micelares que les permite viajar a
lugares inaccesibles como los microporos de las arcillas para su degradacion,
debido a que son sobrevivientes curtidos de las alteraciones ecoldgicas,

prosperando en periodos de cambios catastréficos (Sheldrake, 2023).

Por otra parte, la investigacion demuestra que existen especies tolerantes a los
xenobidticos organicos de la gasolina adulterada, algo extraordinario, considerando
que los hidrocarburos tienen efectos letales en otros organismos, debido a que
impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera, impidiendo procesos
fisicoquimicos simultdneos como la evaporacion e infiltracion de manera lenta, lo

gue causa una mayor toxicidad en el suelo (De mesa, 2006).

Con base a los resultados de crecimiento, la especie Pachyphytum bracteosum es
competente para la biorremediacion porque prosperd y completd su ciclo bioldgico
en un ambiente toxico durante 18 meses (Figura 12), con una propagacion sexual y
asexual, ademas, de duplicar su tamafo, con una biomasa de 550.6 g, altura 21 cm

y longitud de raiz de 19 cm. Debido a su Metabolismo Acido de las Crasulaceas



(CAM acronimo en inglés), una caracteristica que le confiere grandes ventajas para
las zonas aridas o semiaridas y que la hacen una especie competitiva para la
biorremediacion asistida (Nobel, 1998), que en combinacién con la bioaumentacién
de nutrientes y oxigeno, mejoran la estructura del suelo optimizando las condiciones
de la textura, permitiendo la proliferacion de plantas pioneras, sobreviviendo y
prosperando a xenobidticos de la gasolina adulterada que superan los niveles
naturales, cumpliendo la primera ley de la termodinamica, transformando el

contaminante en biomasa (Arellano-Leyva, 2016).

Figura 12. Tamario de Pachyphytum bracteosum a los 180 dias de tratamiento.
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Otro organismo tolerante fueron las briofitas (Figura 13) , que se distinguen por
reiniciar su vida metabdlica después de 23 afios al tener contacto con el agua, ya
que tienen la capacidad de tolerar ambientes extremos, lo que les permite una
distribucion en todo el mundo, favoreciendo la colonizacién de otras plantas,
convirtiéendose en organismos esenciales en la formacion de suelo (Delgadillo-

Moya, 2022).

Figura 13. Briofitas identificadas que germinaron en los tratamientos de biorremediacion asistida.
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10. CONCLUSION

En la evaluacion de la eficiencia de Trichoderma harzianum y Pachyphytum
bracteosum en la biorremediacién asistida de suelos contaminados con gasolina
adulterada, se comprueba que, si existe una diferencia significativa pero no
relevante en comparacion con las condiciones individuales. Pues el unico cambio
significativo se confirmé a los 30 dias, con el tratamiento que integra: la ventilacion
+ hongo + planta + nutrientes (V+H+P+N), que sustituyo un alqueno por alcohol,
con lo cual, se podria mineralizar en el suelo al ser cometabolizado o metabolizado
por varios microrganismos, porque al cambiar la polaridad también cambian los
sitios de enlace donde pueden atacar los microrganismos, pero se sugiere aumentar
el tiempo de tratamiento quimico para cambiar el pH, también, se requieren analisis
en las plantas para determinar si la gasolina adulterada es almacenada o degradada
en un medio acido como el de las plantas crasulaceas, que tienen un metabolismo

CAM.

En cuanto a la comprobacién de que Pachyphytum bracteosum es una planta
tolerante a xenobidticos organicos de la gasolina adulterada, los resultados son
positivos porque el pachifito sobrevive en un medio que sobre pasa los parametros
maximos permisibles de contaminacion de la Norma Oficial Mexicana 138, debido
a sus grandes ventajas evolutivas, que le permiten sobrevivir en un medio toxico,
evitando su acenso en la cadena trofica, por ser una especie ornamental, con bajos
costos de mantenimiento y que deberia ser impulsada para su propagacion legal,

por ser una especie endémica del estado de Hidalgo.
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pome= .\

7 DE NOVIEMBRE DE 2023,
Mo, DE OFICIC: 193

vsuario: ANA LAURA HERNANDEZ
FROCEDENCIA: EL ASERRADERO, HGO,
TIPD DE MUESTRA: SUELD {1 MUESTRA)

pH N TolL. P K
N® CONTROL % mg kg-' mg hg-'
1418 7.54 0.19 B3.B4 956
Ca S0 C.C. F. DE SATERACION
N° CONTROL mg kg' me LA o %%
1418 2499 0.2 28.78 49,19

METODOLOGIA:
#H: POTENCIOMETRICO, RELACION SUELD-AGUA, 1:2,

NITROGENG TOTAL (N tot.): DIGESTADO COM MEZCLA DIACIDA ¥ DETERMINADO FOR ARRASTRE DE VAPOR.
FOSFORD ASIMILABLE (P OLSEM.

POTASIO (K): EXTRAIDO EM ACETATO DE AMONIO L0 N, pH 7.0, RELACION 1:20 ¥ DETERMINADO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE EMISION DE FLAMA

CALCIO (Ca): EXTRAIDD CON ACETATO DE AMONIC 1.0 N, pH 7.0, RELACION 1:30 ¥ DETERMINADD POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

AZUFRE [50:): DETERMINADD POR FOTOCOLORIMETRIA DE CLORUARD DE BARIO EN EL EXTRACTO DE LA
FASTA.

CAPACIDAD DE CAMPO [C. C.): OLLA DE PRESION A 0.3 Atm.
% DE PUNTO DE SATURACION (Pto. 5a.): DETERMINADO POR GRAVIMETRIA

IDENTIFICACION:
1418: 5N DATDS DE LA MUESTRA,

ATEMTAMEMTE.
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Figura 14. Resultados del analisis de suelo realizados en CHAPINGO.
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