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En este trabajo se evaluo la sorcion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en las
raices de Cyperus laxus, planta de pantano nativa del sureste de México, que
crece enssuelos contaminados con hidrocarburos. La germinacion y crecimiento de
las plantas/(60 dias) y las pruebas de sorcion se realizaron bajo condiciones de
invernadero.«~La sorcion en las raices se cuantificé individualmente para
hexadecano,-fenantreno y pireno a concentraciones de 500 hasta 100 000 mg
kg™, utilizando uri"suelo modelo (agrolita contaminada con hidrocarburos), durante
siete dias de cultivo. Al final del cultivo, la sorcion en las raices de los
hidrocarburos evaluados incrementd al aumentar la concentracion inicial en el
suelo modelo, sienda_el’hexadecano el que presentd la mayor sorcion (4 397 mg
kg™) en una concentracion.de 100 000 mg kg™. El pireno presenté mayor sorcién
en las raices comparado con fenantreno. C. laxus fue capaz de remover los
contaminantes del medio a“valores mayores al 90 % en todas las pruebas. Para
el hexadecano, la sorcion en+as-raices represent6 el 0.11 % de la remocién, a la
concentracion mas alta en lasypruebas con hidrocarburos individuales. En la
segunda etapa, la mezcla de hidrocarburos (alifaticos:aromaticos; 1:1), la sorcion
de los hidrocarburos se cuantific6=a partir de concentraciones de 3 250 hasta
25 000 mg kg™*; siendo el compdrtamiento de la sorcién para cada hidrocarburo en
la mezcla, similar al obtenidez»de manera individual. Con respecto a los
microorganismos degradadores, A0s"valofes” obtenidos fueron hasta de 1 x 10°
células /g agrolita en las pruebas con hidro€arburos individuales y de hasta 4.9 x
10* células /g agrolita en la mezcla./Elvalor del'factor de concentracion en la raiz
vario dependiendo del hidrocarburo y(de la concehtracién en la agrolita. Para el
hexadecano el valor maximo obtenido fue/de une,.en ambas pruebas. Para los
hidrocarburos aromaticos, la mayoria de los valores\ebtenidos fueron superiores a
uno, siendo el pireno el que presentdo el mayor valer (7.7). La sorcion de
hidrocarburos en las raices, es una etapa importantesconsiderando que estos
pueden ser metabolizados y/o acumulados dentro de la planta. Como parte de los
mecanismos de fitorremediacion, los resultados de este trabajo.indican que para
Cyperus laxus, en el sistema utilizado, la sorciéon de hidrocarburgs‘en la raiz no fue
el mecanismo principal de remocion de los contaminantes, previniendo por lo
tanto, el paso de los hidrocarburos a otros niveles de la cadena tréfiea.
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Thig'work evaluated the sorption of aliphatic and aromatic hydrocarbons by roots of
Cyperus-Laxus, native swamp plant at southeast Mexico, growing at hydrocarbons
contaminated soils. Germination, growth of plants (60 days old) and sorption test
were condueted under greenhouse conditions. Sorption was quantified for
hexadecane, phenanthrene and pyrene individually to concentrations from 500 to
100 000 mg k§2, ‘using a model soil (perlite spiked with hydrocarbons) during
seven days of culture At the end of culture, sorption of hydrocarbons by roots was
rising by increasing theinitial concentration in the model soil, hexadecane showed
the highest sorption (4397 mg kg™) at 100 000 mg kg™. C. laxus was able to
remove contaminants to values greater than 90%. For hexadecane, sorption
represents 0.11% of removali’ at«the highest concentration. In the second phase,
the mixture of hydrocarbons (aliphatic:aromatics; 1:1), initial concentrations were
from 3 250 to 25 000 mg kg-1, the'sorption was similar to individual test. Values of
hydrocarbon-degrader microorganisms were until 1 x 10° cells / g soil at individual
test and 4.9 x 10° cells/ g soil formixture test. Root Concentration Factor depending
on the hydrocarbon concentrationvtested.\ Eor. hexadecane the maximum value
obtained was 1 in both tests. For aromatic hydroearbons most values were above
one, pyrene had the highest value (7.7). The sorption of hydrocarbons by roots, is
an important phase considering that they-can be metabolized and/or accumulated
within the plant. As part of the mechanisms of phytoremediation, the results of this
work indicate that in the case of C. laxus, in the model system used, the sorption
by roots of hydrocarbons was not the primary mechanism for removal of
contaminants, thereby preventing, the passage of contaminants.to other levels of
the trophic chain.
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Existen diferentes fuentes generadoras de contaminacion de suelos en México,
siendosla industria petrolera en su conjunto la que ha representado un gran
impacto en materia ambiental debido a la amplia gama de productos derivados del
petrdleo, ‘ocasionando una numerosa cantidad de sitios contaminados por
hidrocarburos;.€sto se refiere principalmente a la consecuencia de la alteracion del
ecosistema, provocando el desequilibrio de los recursos no renovables o
dificilmente renovables, modificando sus propiedades y/o caracteristicas
(Acevedo, 2000). Es‘por ello que desde hace algunos afios ha surgido el interés
por el saneamiento de’ los suelos contaminados. Los hidrocarburos son
compuestos organicos constituidos de carbono e hidrogeno, son productos
naturales de amplia distribacion; tienen muchos representantes (alifaticos vy
aromaticos), entre estos se encuentran los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(Rittmann, 2001). Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) son
contaminantes organicos de gran importancia debido a que algunos afectan el
equilibrio ecolégico y la salud*humana, su caracteristica quimica principal es su
estructura de varios anillos bencénicos que.pueden tener un origen natural (las
plantas y las bacterias son fuente de hidrocarburos) o derivado tanto de las
actividades que emplean petréleo como de combustiones incompletas, entre ellas
se encuentra la incineracion de residu0s urbanos e industriales, incendios
forestales, centrales térmicas, entre otros (Venkata, y'.col 2006). Uno de los
tratamientos para la remocion de compuestos organicos’ en,suelos contaminados
es la biorremediacion la cual se refiere a los sistemas que_utilizan organismos
vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para degradar, transfermar o remover
compuestos organicos toxicos a productos metabdlicos inocuos o menos toxicos.
Esta estrategia bioldgica depende de las actividades catabGlicas de los
organismos, y por consiguiente de su capacidad para utilizar los contaminantes
como fuente de carbono y energia. Aunque no todos los compuestos Qrganicos
son susceptibles a la biodegradacién, los procesos de biorremediacion 'se han
usado con éxito para tratar suelos, lodos y sedimentos contaminados ‘.con
hidrocarburos del petroleo (HTP), solventes, explosivos, clorofenoles, pesticidas;

conservadores de madera (creosota) e hidrocarburos aromaticos policiclicos
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(Volke y Velasco, 2002). Varios estudios han demostrado la conveniencia de la
aplicacién de la fitorremediacion a los suelos contaminados con hidrocarburos,
incluyendo los HAP.

La fitorremediacion es el uso de las plantas y/o de su rizésfera asociada para
remover contaminantes y es considerada como una alternativa atractiva, para
tratar areas extensas contaminadas por compuestos organicos. Las plantas
mejoran la biodispanibilidad de los contaminantes debido que a medida que crece
la raiz, penetra en el‘suelo exponiendo los contaminantes atrapados que pudieron
haber estado previamente‘inaccesibles (Venkata, y col 2006). El introducir plantas
a los sitios contaminados tiene el potencial de contribuir con varios mecanismos
indirectos a la remocion del”contaminante, como la sorcidon (retencién de una
sustancia por otra cuando estan_enscontacto; incluye los fendmenos de absorcion
y adsorcion) de estos en las raices. lva.sorcion puede ser influenciada por la etapa
del crecimiento de la planta ya.que las caracteristicas quimicas y fisicas de la raiz
cambian perceptiblemente durante la vida de la planta. La sorcibn de un
contaminante organico en las raices,de las_plantas es importante debido que los
hidrocarburos pueden acumularse en el “tejido de la planta o bien, ser
metabolizados dentro de este y de esta_manera no se transfieren a otro nivel de la
cadena trofica. Para el tratamiento de ‘zonas pantanosas contaminadas se ha
propuesto el uso de plantas nativas para aprovechar. los recursos del sitio.
Recientemente se ha estudiado la capacidad fitorremediadora de Cyperus laxus
Lam, especie que se encuentra creciendo en zonas pantanosas del sureste de
México, altamente contaminadas con hidrocarburos. Come. parte de los
mecanismos de fitorremediacion, en este trabajo se evaluo' la remocion de
hidrocarburos a través de la sorcidn en la raiz de C. laxus en un sistema modelo
utilizando agrolita como soporte.

Los hidrocarburos probados son moléculas modelo como fenantreno,” pireno y
hexadecano, los que se encuentran con relativa frecuencia en los suelos
contaminados y representan las fracciones (alifaticos y aromaticos) que. se
encuentran constituyendo en mayor proporcion al petroleo crudo. En los primeros

capitulos se mencionan los antecedentes y conceptos generales en la
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composicion de los hidrocarburos, las tecnologias mas recientes de
biorremediacion, los mecanismos de fitorremediacion, asi como también se
describegda funcion de las raices en la fitorremediacion. En los siguientes capitulos
(tres, cuatro.y, cinco) se muestra la justificacion, hipotesis y objetivos de este
trabajo. Los materiales y métodos se detallan en el capitulo seis. Para los ultimos
capitulos se presenta el analisis y la discusion de los resultados obtenidos en los
cultivos de sorcion{evaluados en las pruebas con hidrocarburos individuales, asi

como en mezcla y se‘presentan las conclusiones generales del trabajo.
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1.1,Contaminacién de suelos por hidrocarburos

El suelosconstituye un recurso natural que desempefia diversas funciones en la
superficie de la Tierra, proporcionando un soporte mecanico, asi como nutrientes
para el creCimiento de plantas y microorganismos. La matriz del suelo esta
formada por cinco componentes principales: minerales, aire, agua, materia
organica y organiSmos vivos. Los minerales son los principales componentes
estructurales y constituyen mas del 50% del volumen total del suelo. El aire y el
agua juntos ocupan el‘volumen de los espacios y usualmente conforman del 25%
a 50% del volumen total.» La proporcién relativa de aire/ agua fluctia
considerablemente con el contenido de humedad del suelo. EI material organico
ocupa entre 3% y 6% del volumen promedio, mientras que los organismos vivos
constituyen menos del 1% (Volke,4+Velasco, 2002). La contaminacion del suelo
suele ocurrir cuando éste recibe centaminantes de diversas fuentes (Beltrami,
2001) tales como los derivados'de: las industrias quimicas, minera, agroquimicos,
estaciones de servicio (productos combustibles como gasolina, diesel,
combustoleo, gasoleo), ferrocarriles;por mencionar algunos.

En México existe actualmente una“gran cantidad de sitios contaminados con
diferentes tipos de compuestos, tanto organiceS_como inorganicos, debido
principalmente a las actividades de la industria min€ra y petrolera, ademas de

derrames de residuos peligrosos.

1.2 Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP)

El término hidrocarburos totales de petréleo se usa para describir unaxgran familia
de varios cientos de compuestos quimicos originados de petroleo~crudo. El
petrdleo crudo es usado para manufacturar productos de petroleo, los ‘queypueden
contaminar el ambiente. Debido a que hay muchos compuestos quimicos
diferentes en el petréleo crudo y en otros productos de petrdleo, no es practico
medir cada uno en forma separada. Sin embargo, es util medir la cantidad total de
HTP en un sitio. Los HTP se han dividido en grupos de hidrocarburos. Estos

grupos se llaman fracciones de hidrocarburos de petréleo. La composicion exacta
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de |os productos de petréleo depende de: (i) de la fuente del petrdleo crudo (el
petroleo-crudo se deriva de los depdsitos subterraneos que varian completamente
en su composicion quimica) y (i) de las practicas de la refinacion usadas para
generar el"preducto (ATSDR, 2007). De la industria petrolera se obtiene crudo,
este se caractefriza por ser un liquido negro, viscoso y con una composicion
quimica sumamente compleja, conteniendo miles de compuestos, basicamente de
la familia de los (hidrocarburos. Los hidrocarburos como contaminantes son
compuestos predominantes (50-98% de la composicion), por lo que constituyen
uno de los grupos mas‘importantes, tanto por su abundancia como por su
persistencia en distintos compartimentos ambientales. Mayormente son alcanos
de cadena lineal (n-alcanos_o\-n-parafinas), alcanos ramificados (en menor
cantidad), cicloalcanos (o naftenos) y cantidades variables pero reducidas de
hidrocarburos aromaticos. La composicion elemental de un crudo esta
condicionada por la predominancia de los compuestos tipo hidrocarburo: 84-87%
de C, 11-14% de H, de 0-8% de’S, y de 0-4% de O y N y metales como el niquel y
el vanadio. Los principales compongntes‘se”subdividen y purifican en distintas
fracciones: (i) fraccion saturada (n-aleanos; aleanos ramificados con cadenas
alquilicas y las cicloparafinas), (ii). ‘fraccion” varomatica (monoaromaticos,
diarométicos e hidrocarburos arométicos policiclicos), (iii) fraccién de resinas y (iv)
fraccibn de asfaltenos que son menos abundanteS en donde se encuentran
hidrocarburos heterociclicos, hidrocarburos oxigenados y.agregados de alto peso

molecular (Vifias, 2005).

1.2.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP)

Durante la década pasada, se observo que las concentraciones de centaminantes
organicos persistentes (COP) en el ambiente se incrementd considerablemente.
Los HAP son de gran interés por su acumulacion como contaminantes de| suelo
(Denys y col, 2005). Son compuestos organicos, no iénicos, hidrofébicos(caon
varios anillos bencénicos condensados, y se forman como consecuencia de‘la

combustion incompleta de material organico y algunos tienen caracteristicas
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mutagénicas y carcindgenas (Gao, 2006). Debido a su caracter lipofilico pueden
acumularse en las capas lipidicas de las células de plantas y animales como
resultadosde la trasferencia a lo largo de la cadena alimenticia (Aina, 2006). Como
consecuenciapgran parte de la investigacion de la accién de los carcindgenos se
ha concentrade“en torno a los HAP. Cuando un compuesto ajeno penetra en un
organismo, éste_trata de eliminarlo, si el compuesto es de baja solubilidad en
agua, dicha eliminaciébn generalmente se dirige a la transformacion a un
compuesto mas hidrasoluble que se excreta sin dificultad. Se ha establecido que
los HAP se transformansen oOxidos de arenos, es decir epoxidos en los que
necesariamente ha sido destruida la aromaticidad de uno de los anillos. Un
epoxido tipicamente desarrolla_reacciones de sustitucién nucleofilica que abren el
anillo del epo6xido para dar un_preducto que contiene dos grupos funcionales
(Morrison 1998).

1.2.1.1 Fenantreno (Phe)

El fenantreno consiste en tres anillos bencénicos fusionados, su constante de
particion octanol-agua (pKow) €s de.4.46. En/la Tabla 1 se presentan las
caracteristicas principales del fenantreno

Tabla 1 Caracteristicas descriptivas del Fenantreno.

Férmula molecular Ci1a Hyg
Numero CAS 85-01-8
Masa molecular 178.22 g/mol
Apariencia Liquido
Punto de fusion 100 °C
Punto de ebullicion 340 °C
Densidad: 0.9800 g/ml
Solubilidad en agua 0.151 mg/l
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1.24.2. Pireno (PYR)

El Pireno censiste en cuatro anillos bencénicos fusionados, dando por resultado
una molécula aromatica plana. En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas
principales del’ pireno. Se forma durante la combustion incompleta del material
organico y por le~tanto puede ser aislado de alquitran de carbon junto con una
amplia gama de compuestos relacionados.

Tabla 2 Caracteristicas descriptivas del pireno.

Formula-molecular CieH1o
Numero CAS 129-00-0
Masa molecular 202.25 g/mol
Apariencia Sdlido incoloro
Punto de fusion 145-148 °C
Punto de ebullicién 404 °C
Densidad: 1.271 g/ml
Solubilidad enfagua 0.135 mg/l
PKow 5.32

1.2.2 Hidrocarburos alifaticos

Se subdividen en las siguientes familias: alcanosg/alguenos, alquinos y sus
analogos ciclicos (cicloalcanos). Las moléculas de los~alcanos s6lo presentan
enlaces covalentes, que enlazan los atomos iguales cuyas electronegatividades
apenas difieren, por lo que no son polares. Estos enlaces ‘'son direccionales de
modo muy simétrico, lo que permite que dichas polaridades débiles se cancelen;
como resultado, un alcano es no polar o ligeramente polar (Morrison 1998). Los
hidrocarburos alifaticos se consideran la fraccion del petréleo »faeilmente
biodegradable (Gallegos, 2000).
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1.242.1 Hexadecano (HXD)

El Hexadecano (también llamado cetano) es un hidrocarburo del grupo alcano con
la féormula/quimica CH3; (CH2) 14CHs. Consiste en una cadena de 16 atomos de
carbono con \tres atomos del hidrégeno enlazados a los dos de carbono del
extremo y dos, hidrogenos enlazados a cada uno de los otros 14 &tomos de
carbono. En la Tabla.3 se muestran las caracteristicas del hexadecano.

Tabla 3 Caracteristicas descriptivas del hexadecano.

Férmulamolecular CieHaa
Numero CAS 544-76-3
Masa molecular 226.44 g/mol
Apariencia Liquido incoloro
Punto de fusion 18°C
Punto de ebullicién 287 °C
Densidad: 7.8 g/mL
Solubilidad enagua 00009 mg/L a 25° C
PKow 9.07

1.2.3 Resinas o polares

Las resinas son agregados con una granscantidad“de-estructuras policiclicas de
alto peso molecular, semisélidas, muy adhesivas (leahy_y Colwel 1990, Alayon,
2004), que le confieren el color oscuro al petrdleo. Los ‘compuestos que forman
esta fraccidbn contienen heterodtomos como nitrégeno, azufre y oxigeno
adicionados al carbono e hidrogeno en su estructura molecular (Diaz-Ramirez
2004). Entre estos compuestos se han identificado porfinas, metalo-porfirinas
(niquel o vanadio en su estructura) y acidos nafténicos, piridinas; quinolinas,
carbazoles, tiofenos, sulfoxidos y aminas. Comprenden aquella fraccion/que se
solubiliza cuando el petréleo o bitumen se disuelve en un n-alcano, ‘pero se
absorbe en un material activo superficialmente. (leahy y Colwel 1990; “Diaz-
Ramirez 2004).
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1.24 Asfaltenos

Los asfaltenos estdn conformados por diferentes estructuras aromaticas,
aliciclicas i/ heterociclicas unidas por cadenas de hidrocarburos alifaticos de
longitud variahle, tiene una estructura molecular muy compleja, y son un grupo de
hidrocarburos delypetroleo que contienen diferentes proporciones de nitrégeno,
azufre y oxigenos (Rineda-Flores y col., 2002). Los asfaltenos son materiales
sélidos de apariencia_fina como polvo, su color va desde el negro hasta el café
oscuro, y se obtienen agpartir del petroleo crudo, residuos de petréleo o materiales
bituminosos, empleando disolventes parafinicos de bajo peso molecular como el
n-pentano y el n-heptano; son.solubles en tolueno y otros solventes aromaticos
(Centeno y col., 2004).

1.3 Tecnologias de Biorremediacion

Uno de los tratamientos para-la“remocién de compuestos organicos en suelos
contaminados es la biorremediacion,, la cual se refiere a los sistemas que utilizan
organismos vivos (plantas, hongos,/bacterias, .etc:) para degradar, transformar o
remover compuestos organicos toxicos a‘productesimetabdlicos inocuos o menos
toxicos. Esta estrategia bioldgica depende de las actividades catabdlicas de los
organismos, y por consiguiente de su capacidad para utilizar los contaminantes
como fuente de carbono y energia. La biorremediaCion estd ganando una
aprobacion mas amplia como tecnologia alternativa factible para el tratamiento de
los suelos contaminados con HAP. De hecho, la biorremediaecién.se considera un
medio seguro, eficiente, amistoso y econdmico de remover {os agentes

contaminantes de suelo (Volke y Velasco, 2002).

Se conocen varios tratamientos de biorremediacion como son: tratamiento.en fase
sOlida, biolabranza, adicion de fertilizantes, biorreactores, fitorremediacion,
biorremediacién usando enzimas y métodos combinados (pre-tratamiento quimico

seguido por la biorremediacion), ademas del uso de estrategias tales come
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bioeStimulacion, y bioaumentaciéon para mejorar las tasas de biorremediacion
(Venkatayy col., 2006).

1.3.1 Bioestimulacion

Implica la adici6n o la circulaciébn de soluciones acuosas (que contengan
nutrientes y/u oxigeno).a través del suelo contaminado, para estimular la actividad
de los microorganismos autéctonos y mejorar asi la biodegradacion de
contaminantes organicos o-bien, la inmovilizaciébn de contaminantes inorgéanicos in
situ (Volke y Velasco, 2002).

1.3.2 Bioaumentacion

La bioaumentacion, es decir, la adiecion de microorganismos que degradan a los
contaminantes, puede acelerar el proceso de degradacion. El proceso de
adaptacion microbiana es un proceso quesmejora la capacidad metabdlica de la
microflora nativa por la pre-exposicion” dé' suelos a concentraciones de
contaminantes mayores que las que se, encuentran en el sitio (Venkata y col.,
2006).

1.3.3 Biolabranza (landfarming)

La biolabranza es uno de los procesos de remediacion aceptados por la EPA para

el tratamiento y factibilidad de remediacion de los sitios. Se usa,para estimular la
microflora nativa del suelo, la cual puede tener Ilimitada su capacidad de
degradacion por factores tales como aireacién inadecuada, contacto.pobre de los
microorganismos con los contaminantes y nutrientes escasos (Venkata y col.,
2006). Las condiciones del suelo (pH, temperatura, aireacion) se contralan para
optimizar la velocidad de degradacion y generalmente se incorporan cubiertas,u
otros métodos para el control de lixiviados (Volke y Velasco, 2002).
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1.34 Composteo

La tecnologia de composteo implica la adicion de agentes organicos a la mezcla
de la composta incrementando la porosidad, mejorando el flujo de aire y
proporcionandowna fuente de facil asimilacion para el crecimiento de la biomasa.
La energia liberada durante la degradacion provoca la elevacion de la temperatura
presentandose cuatfo, fases microbioldgicas importantes (mesofilica, termofilica,
enfriamiento y maduracion). La etapa mesofilica tiene normalmente la diversidad
microbiana mas alta mientras que la etapa termofilica se caracteriza por las
bacterias formadoras de, esporas y los hongos termdfilos. La repoblacion
microbiana durante la fase de<enfriamiento se caracteriza por la presencia de los
hongos mesofilicos que soportan las temperaturas altas de la etapa termofilica. En
la etapa final del compostaje (maduracion), la mayoria de la materia organica
degradable es consumida por la poblacion microbiana y el material se considera
estable. Se ha demostrado que-eb composteo es eficaz en la biodegradacion de
HAP en escalas del laboratario y de” campo usando diversos tipos de
acondicionadores del compostaje talesscomo desechos de hollin, desechos de

hojas y alfalfa (Venkata y col., 2006).

1.3.5 Biorreactores

En los biorreactores se presenta una degradacion eficiente“de los contaminantes
atrapados en el suelo facilitando el contacto creciente con la fase del agua, que
contiene los nutrientes, las fuentes adicionales de carbono y\el oxigeno bajo
condiciones controladas y optimizadas. Los reactores utilizan Jlas bacterias
naturales (microflora nativa del suelo) o las inoculadas que tienen¢capacidades
especificas para metabolizar los contaminantes presentes en cualquierifase solida
o liquida bajo condiciones ambientales éptimas. Comparado a los sistemas de la
fase solida, los biorreactores facilitan la degradacion eficaz de contaminantes™en
menos tiempo. La ventaja principal del sistema de la mezcla segun la EPA incluye

el tratamiento on site. (Venkata y col., 2006).
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1.346 Fitorremediacion

La fitorremediacion es el uso de las plantas y/o de su rizésfera asociada para
remover contaminantes y es considerada como una alternativa atractiva para tratar
extensas areasecontaminadas. Las plantas mejoran la biodisponibilidad de los
contaminantes (debido que a medida que crece la raiz, penetra en el suelo
exponiendo los contaminantes atrapados que pudieron haber estado previamente
inaccesibles (Venkata'y col., 2006).

1.3.6.1 Mecanismos de fitorremediaciéon

Los mecanismos de fitorremediacion son fitofiltracion o rizofiltracion, fitoextraccion,
fitoinmovilizacion, fitoestabilizacion, fitodegradacion/ fitotransformacion,

fitovolatilizacion y rizodegradacion.

1.3.6.1.1 Fitofiltracion (rizofiltracién)

Es el uso de plantas para remover—-contaminantes del agua. La planta puede
asimilar los contaminantes en la biomasa y “aSieremover el contaminante. La
rizofiltracion se refiere al uso de las raices de plantas-cultivadas hidroponicamente
en agua contaminada, la cual es remediada a través de la absorcion, de la
acumulacion y de la precipitacion de contaminantess La asimilacion vy la
volatilizacion subsecuente de contaminantes puedeny ocurrir también. La
fitofiltracion también puede dar lugar a la recuperacion y ‘a_la reutilizacion del

compuesto (Venkata y col., 2006).

1.3.6.1.2 Fitoextraccion

La capacidad de plantas de asimilar los contaminantes inorganicos (principalmente
metales) del suelo es un mecanismo ampliamente utilizado en la remediacién. La
disposicion de la vegetacion que contiene el contaminante (especialmente

después de la incineracion) o la recuperacion del contaminante en la planta en
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ambos son mas atractivas que la disposicion del suelo contaminado (Arthur y col.,
2005).

1.3.6.1.3 Fitovolatilizacion

En este proceso fas compuestos volatiles se liberan a la atmosfera a través de la
transpiracion de la‘planta (Singh, 2003). Las plantas tienen una capacidad natural
para la asimilacionde-compuestos inorganicos (incluyendo metales) del suelo y
sedimentos. Algunos des€stos compuestos son nutrientes esenciales de la planta,
mientras que otros no tienen ninguna funcion fisiolégica en estas. Varios factores
contribuyen al éxito de la (fitovolatilizacion como mecanismo de remediacion
incluyendo el grado de contaminacion, la biodisponibilidad del metal y la capacidad
de la planta de absorber y acumwular los metales. La ruta mas comdn de la
asimilacion en las plantas es a traves-de la raiz, via una fase acuosa. Los iones y
las moléculas organicas se mugven a lasfaices desde suelo y con la transpiracion
de la planta (el transporte desdones del”agua del suelo en la raiz ocurre
simultdneamente con transporte del.agua), el'transporte difusivo y el transporte
microbiano. La membrana plasmatica sirve como’barrera a la asimilacion; ya que
los compuestos requieren cruzar la membrana plasmatica en el citoplasma de las

células de la raiz (Arthur y col., 2005).

1.3.6.1.4 Fitoinmovilizacion

Es un mecanismo en la cual las plantas utilizan las raicespara la fijacion o
inmovilizacion de los contaminantes en el suelo mineral (Carpena Yy, col., 2007,
Arthur y col., 2005).

1.3.6.1.5 Fitoestabilizacion

Algunas plantas pueden reducir la disponibilidad de metales toxicos en suelola
través de la formacion de complejos. Este proceso no remueve el contaminante

del suelo, sino que reduce el peligro inherente del contaminante. La remediacion
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porg€l retiro de contaminantes de un sitio no es siempre posible. En estos casos, la
estabilizacion proporciona una alternativa desde un punto de vista logistico y
técnico. El resultado es transformacion del compuesto peligroso a un compuesto
inerte (Arthurgy, col., 2005).

1.3.6.1.6 Fitodegradacion

Los contaminantes son-degradados a compuestos menos toxicos 0 no toxicos por
varios procesos metabalices dentro de la planta (Singh, 2003). Los métodos para
estudiar la fitodegradacion pueden implicar el crecimiento de plantas en suelos,
sistemas hidropdnicos o la utilizacion de cultivo de tejidos. En un sistema
hidroponico, la solucion tiene una concentracion conocida del contaminante y se
estudian la asimilacion, el metabolismo, y la exudacion de la planta. Este sistema
es aprovechado para definir el papeldesla planta en el proceso de la remediacién,
y es menos util en la determinacion de-a disponibilidad del contaminante a la
planta (Arthur y col., 2005).

1.3.6.1.7 Rizodegradacion

En este mecanismo el contaminante es transformado jpor los microorganismos en
la rizésfera, es decir, la zona de la raiz que tiene contacto con los
microorganismos del suelo (Singh, 2003). La rizosfera, =con gran numero de
microorganismos, es un ejemplo perfecto de la biodiversidad. Mientras que
cualquier especie individual es generalmente capaz de preducir unas o0 mas
enzimas que puedan realizar una reacciéon de la biotransformacion, un consorcio
de microorganismos en la zona de la raiz de una planta puede realizar muchas y
variados tipos de transformaciones enzimaticas. Las biotransformacionesdogradas
por los microorganismos pueden transformar los compuestos que pueden ser
téxicos a la planta, por ejemplo el caso de los compuestos alelopaticos liberados
por las plantas vecinas que estan compitiendo por el mismo espacio, nutrientes,
agua, y luz. Las plantas también se benefician de los microorganismos en su

rizosfera porque éstos pueden excretar enzimas que solubilizan ciertos nutrientes
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en el suelo. Ademas, la planta proporciona probablemente otros nutrientes para
atraer_bacterias en la zona a través de los exudados de la raiz o adentro de los
nédulos de Ja raiz (Singh, 2003).

Las biotransfermaciones que llevan a cabo los microorganismos en la rizésfera
pueden ser el resultado de la produccion y expresion de las enzimas intracelulares
exportadas a laumatriz del suelo o de la accién enzimatica dentro de las células.
Estas reacciones son_ntimerosas e incluyen la oxidacion, la reduccion, la hidrolisis,
la conjugacion, entre_otras. Cualquier especie microbiana puede ser capaz de
varios tipos de transformaciones y cuando mas de una especie esta presente, el
consorcio puede degradar colectivamente un compuesto organico totalmente.
Similarmente, un ensamble dé_varias especies de plantas, crecidas juntas, puede
favorecer a una rizésfera aun mas-diversa, que puede ser capaz de realizar una
amplia gama de transformaciones. ‘bioquimicas. Los métodos para estudiar la
rizodegradacion han incluidoZestudios de (i) metabolismo del suelo y (i)
aislamientos y cultivo de espécies individuales de microorganismos, tipicamente
bacterias y hongos. El método anterior preperciona datos en gran parte realistas
acerca del destino total de un compuesto“en~el suelo con variables que se
controlan tales como temperatura y humedad, entre,otros. El objetivo principal de
estos mecanismos es la eliminacion o ‘reduccion (de) hidrocarburos un el suelo

contaminado.

1.4 Funcioén de las raices en la fitorremediacion

La actividad fisiologica de las plantas (absorcion de agua y compuestos quimicos,
metabolismo en las células vegetales, liberacion natural de exudades, impacto
fisico y bioquimico en el entorno) es un paso clave en la fitorremediacion. Las
raices presentan una considerable efectividad en el proceso de extraccion de agua
del suelo, y posterior transporte a las partes aéreas del vegetal via xilema, La
transpiracion que ocurre a traveés de los estomas que es el motor de la absereion
de agua. Las plantas modifican el entorno fisico en el que viven, mejorando(la

estabilidad del suelo y contrarrestando la erosién hidrica (Lal, 2002). Los
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agregados del suelo se rompen a medida que las raices crecen y empujan el
material~que los rodea, mezclandolos y facilitando la aireacion. Las raices en
descompesicion pueden crear macroporos en los suelos que facilitan el transporte
de agua, gases y contaminantes a través del suelo. Asi mismo, los exudados de
las plantas actéan sobre las condiciones fisicoquimicas de los suelos del entorno
radicular, modificande pH, biodisponibilidad y absorcion de metales y compuestos
organicos. Schnoor yi«col. (1995), reconocieron inicialmente varios mecanismos
por los cuales las plantas pueden llevar a cabo la remediacion de los suelos:
sorcion, liberacion de“.exudados radicales y enzimas e incremento de la
mineralizacion en la rizésfera.

Es importante considerar que”las\earacteristicas de las raices pueden cambiar en
presencia de los microorganismos‘como es el caso de las micorrizas (hongos que
establecen asociaciones mutualistas'durante largos periodos con las raices de las
plantas y que pueden estar totalmente integrados en la estructura fisica de la raiz).
Estos hongos se benefician“captando ‘nutrientes de las raices, y a su vez
contribuye a la nutricion de la planta (Atlas+y. col., 2005). En muchas de estas
asociaciones se ha observado mejoras en Jaycaptacion de agua Yy de los
nutrientes minerales, principalmente ‘fésforo y«snitrdgeno, por tanto, la planta
probablemente obtiene beneficios de esta“asociacidn con los hongos micorrizicos
como: (i) una mayor longevidad de las raices absorbentes, (i) aumento en la tasa
de absorcion de nutrientes del suelo, (iii) absorcion selectiva de ciertos iones del
suelo, (iv) resistencia a fitopatégenos, (v) incremento en'la_tolerancia a ciertas
toxinas y (vi) amplio margen a la tolerancia de variableswambientales como:
temperatura, grado de humedad y pH (Atlasy col., 2005).
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1.5¢/Rutas de absorcion de agua

La absefrcién de agua consiste en su desplazamiento desde el suelo hasta la raiz,
y es la primera etapa del flujo hidrico en el sistema continuo suelo-planta-
atmosfera. Se producira de modo espontaneo si el potencial hidrico W) en la raiz
es menor que el del suelo (Garcia-Breijo y col., 2006). La entrada del agua se
encuentra en el suelo,y. se incorpora a la planta por la raiz a través de los pelos
radicales (extensiones\microscoépicas de las células epidérmicas de la raiz) que
permiten aumentar la (supérficie de contacto entre la planta y el suelo. Las
regiones mas maduras de Jaraiz tienen con frecuencia una capa externa de tejido
protector, denominada exodermis o0 hipodermis, que contienen materiales
hidrofébicos en sus paredes y gue:es relativamente impermeable al agua (Taiz y
col.,, 2006). La superficie de los pelos radicales esta cubierta por una capa
mucilaginosa que los hace viscosos, permitiendo una mejor adherencia a las
particulas del suelo, por lo tante-facilita“la/captacion del agua. Es imprescindible
que la concentracion de solutos en’el interior.de la raiz se mantenga por encima
de la del suelo ya que las moléculas de: agua penetran en ella, de lo contrario el
agua no entraria y la planta podria morir.“Una vez dentro de las células
epidérmicas, el agua se desplaza hacia'las zonas"més internas de la raiz por los
espacios intercelulares y después de atravesar la endedermis y el periciclo. El
agua alcanza los conductos del xilema por los que llega“al tallo y hojas (Garcia
Breijo y col., 2006).

La entrada de sales minerales se realiza a través de las raices.€n forma de iones.
Las necesidades de la planta por estos compuestos varian de una especie a otra,
pero todas precisan de K*, Na*, Ca’ y Mg", entre otras. La incorporacion se realiza
siguiendo cualquiera de las dos rutas conocidas: la apoplastica y la_simplastica

que se detallan a continuacion.
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1.54 Ruta apoplastica

Las sales minerales entran disueltas en el agua. Siguen la misma ruta a través de
los espacios _intercelulares rodeando las paredes celulares. Se puede incorporar
cualquier otronion disuelto, pero no es conveniente porque cada especie tiene sus
propias necesidades y una variacion puede ser perjudicial. ElI control del tipo y
cantidad de ioness@absorbidos se lleva a cabo en la endodermis. En la pared celular
se encuentra la banda de Caspary (franja en las paredes radiales de las células de
la endodermis impregnhada con suberina, sustancia hidrofébica similar a la cera),
gue actia como una barrera que impide el movimiento del agua y de los solutos.
Asi, a pesar de la importancia de la ruta del apoplasto en el cortex y en el cilindro
vascular de la raiz, el movimiente de agua a través de la endodermis se produce

por el simplasto (Figura 1).

Ruta celular
{simplasticay
-~ transmenbranal

) : | \\\-..

Cortera © Pelo radical

Glindro )
vascular / ——————  Rutaapoplastica

| ] 4 _

“E g Endodermis

i
o]
e Banda de Caspary

Figura 1 Corte transversal de raiz. Se destacan las rutas apoplastica y simplasticas (Fuente: Taiz'y
col., 2006).
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1.52 Ruta simplastica

En la ruta simplastica sélo entran los iones necesarios y no es precisa una
seleccién posterior. Los iones penetran selectivamente por transporte activo. Esto
se realiza en‘contra del gradiente de concentracion, esto es, pueden entrar iones
gue se encuentran en mayor concentracion en el interior de las células que en el
suelo. Esta ruta permite a las raices alcanzar concentraciones muy altas de ciertos
elementos. Aunque¥la~importancia relativa de las rutas no esta todavia bien
establecida, experimentosSymediante técnicas como la sonda de presion indican
qgue la ruta del apoplasto es particularmente importante en la absorcién de agua
por parte de las raices jovenés (Taiz y col., 2006).

1.6 Retencion de compuestos organicos en suelos

Uno de los primeros fenbmenossal gue son sometidos los compuestos organicos al
estar presentes en el suelo ‘es-la retengidn, influyendo en gran parte, en su
movilidad y biodisponibilidad. La_retencion _de los compuestos organicos en los
suelos depende de las caracteristicassfisicoquimicas de las moléculas y de las
propiedades del suelo (naturaleza quimica, origefry grado de humificacion). La
materia organica, en particular las macromoléculas htumicas, que contienen partes
polares (agrupaciones carboxilicas, fenodlicas, aminadas), y partes hidrofobas
(cadenas alifaticas), constituyen sitios potenciales pafa-la sorcion (Madrigal-
Monarrez y col., 2008). La retencion tiene dos posibles causas (Calvet, 1989): (i)
asociacion con compuestos organicos del suelo llamada “fijacion quimica” (ii)
sorcion de solutos desde un medio acuoso o una superficie solida.

El contacto que se produce entre la fase sélida y la acuosa genera interacciones
entre los componentes quimicos disueltos y el sélido; lo que provocasfembmenos
de sorcion, puesto que en el suelo, y particularmente en suelos porosos;.hay una
gran superficie de contacto entre la fase sélida y la acuosa. Para evaluarilos
fendmenos de sorcion se debe considerar la existencia de equilibrio entre fases'y
la proporcion de compuestos quimicos (sorbato) asociada a la fase sélida

(sorbente), resultado del contacto de dicha fase con una disolucion acuosa de este
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compuesto a cierta temperatura. La relacion entre las concentraciones de
compuestos quimicos en la fase sélida y acuosa, respectivamente, a una
determinada temperatura, se denomina isoterma de sorcion.

La sorcion de los hidrocarburos en suelos y sedimentos, generalmente es
controlada porsla naturaleza y el contenido de materia organica presente en los
geosorbentes (Luthy®y col., 1997), es un proceso clave que controla el destino y
transporte de los( hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en el medio
ambiente (Zhu y col.~2004). La sorcion también se lleva a cabo en las arcillas las
cuales son importantespara retener agua y en el intercambio catiénico de
nutrientes de las plantas.(Estas, estan compuestas de silicatos, la mayoria de
aluminio y agua, y estructuralmente en forma de hojas o laminas (Manahan, 2007).
Debido a su pequefio tamafio' y*morfologia laminar, estas particulas (arcillas)
presentan elevadas areas superficiales, pero ademas, la existencia de cargas sin
compensar atrae a iones y moléculas-de agua. Todas estas propiedades justifican
su alta reactividad superficial, ~responsable de los fendmenos de sorcion,
intercambio i6nico e hidratacion:. lvas arcillas*con espacios interlaminares o con
canales estructurales, pueden admitiry en el jnterior de su estructura, cationes
hidratados y otras moléculas. Estos minerales con superficies externas e internas
presentan tanto absorcion como adsoreion, donde Jla absorcion depende del
liguido empleado, mientras que la adsorcion estd mas influenciada por el tamafio,
forma y polaridad de las moléculas del liquido involucrade.

La dificultad en emplear el término correcto, deriva de que varios mecanismos de
sorcion tanto fisicos como quimicos, pueden tener lugar#€n. las superficies
naturales, segin como sea la atraccion entre el soluto y el sorbentey(Carretero y
col., 2007). Los fendmenos de sorcion de compuestos organicos e‘inorganicos en
las superficies de las particulas arcillosas pueden tener lugar en_la region
interlaminar y en los bordes (Carretero y col., 2007). Uno de los mecanismos de
sorcion fisicos se produce como resultado de la accién de las fuerzas de vanider
Waals, cuando dos atomos cualesquiera se atraen el uno al otro y crean‘una
fuerza deébil de atraccion inespecifica denominada interaccion de van der Waals:

Estas interacciones inespecificas son resultado de las fluctuaciones aleatorias

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

34



Sorcion de hidrocarburos en raices de Cyperus laxus Lam

2012

momentaneas en la distribucion de los electrones (Lodish y col., 2005) de
cualquier, atomo (fundamentalmente consiste en que los movimientos de los
electrones de un atomo no son independientes de los movimientos de los
electrones™del, otro atomo, Allinger y col., 1991), lo cual da origen a una
distribucion tramsitoria no equitativa de los electrones. Si dos atomos unidos en
forma no covalente, estan lo suficientemente cerca, los electrones de un atomo
perturbaran los electrones del otro. Esta perturbacion generara un dipolo
transitorio en el segunde atomo, y los dos dipolos se atraeran débilmente entre si.
Las interacciones de vam der Waals, en las que intervienen dipolos eléctricos
inducidos, en forma tranSitoria o permanente, tienen lugar en todo tipo de
moléculas, tanto polares como.no-polares. La fuerza de las interacciones de van
der Waals disminuye rapidamente-a medida que se incrementa la distancia; en
consecuencia estos enlaces no covalentes solo se forman cuando los atomos

estan muy cercanos entre si (Ledish y col., 2005).
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1.7 sotermas de sorcion

Se describe de manera conveniente y cuantitativa la sorcion de solutos en los
sélidos a temperatura y presion constante. Una isoterma de sorcion muestra la
cantidad de(serbato (soluto), sorbido en funcién de su concentracion de equilibrio.
Hay gran variedad, de formas de estas isotermas, dependiendo de la afinidad de
sorbente (sélido)#'por el sorbato. Son tres las ecuaciones de sorcion que
comunmente se utilizan-para explicar los datos de adsorcion (Bohny col., 1993): la

ecuacion de (i) Langmuir;(ii). Freundlich y (iii) Brunauer-Emmett-Teller (BET).

1.7.1 Langmuir

Se derivo inicialmente para la‘sorcion de gases por los sélidos. Dicha deduccién
se basO en tres suposiciones: (i))la energia de sorcion constante que es
independiente del grado de _superficie cubierta (es decir, una superficie
homogénea); (ii) la sorcidn en sitios especfficos, con ninguna interaccién entre las
moléculas de sorbato; y (iii) latsorcion smaxima es equivalente a una capa
monomolecular completa sobre todafas.superficies sorbentes y reactivas (Bohn 'y
col., 1993). La forma comun de la ecuacion (1) es:

Ecuacién (1)
X KCb
m_ 1+KC

Donde C es la concentracion de equilibrio de sorbato en cuestion, x/m es el peso
de adsorbato por peso unitario de sorbente; K es una constantesfelacionada con la
fuerza de enlace y b es la cantidad maxima de sorbato que puede sorberse, es

decir, una capa de monomoléculas completa (Bohny col., 1993).
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1.742 Freundlich

Si los datos, no concuerdan con la ecuacion de Langmuir, se puede emplear con
buenos resultados la ecuacién menos rigurosa de Freundlich. Freundlich encontré
que los dates\de adsorcion de muchas soluciones diluidas se podrian adaptar a
una ecuacion de la forma (Bohny col., 1993).

Ecuacion (2)

i — KCl/n
m

Donde K y n son constantes empiricas. Originalmente la ecuacion era empirica,
sin fundamento teodrico..~Sefiala que la energia de sorcidbn disminuye
logaritmicamente conforme 7aumenta la fraccion de superficie cubierta. La
ecuaciéon de Freundlich tiene ‘otras limitante mas: no predice la capacidad de

sorcion maxima (Bohny col., 1993).

1.7.3 Brunauer, Emmett y Teller (BET).

Ecuacién que trata sobre el fenomeno de ‘Sercidn de capas multiples, nombrada
en honor de quienes la dedujeron.’La"sorcion”de capa multiple es caracteristica
de las fuerzas de atraccion fisica o de-van der Waals. Esta ecuacion se emplea
para determinar el area superficial de solidos a pattir/de los datos de sorcion de
gas. La forma lineal de la ecuacién BET es:

Ecuacion (3)

P 1 +(C—1)P
V(Py—P) V,C V,CP,

Donde P es la presion de equilibrio a la que se sorbe el volumen V de _gas; Py es la
presidon de saturacion del gas; y C es una constante que se relaciona.con el calor
de sorcion del gas en el sélido en cuestién. Esta ecuacion se a aplicado a la

sorcion ionica de soluciones de suelo (Bohny col., 1993).
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1.8/Sorcion de hidrocarburos en plantas.

Los compuestos organicos se pueden sorber en las raices, asimilar, metabolizar, o
transpirar (volatilizarse) por las plantas. El primer paso es la sorcion (retencion de
una sustancia/por otra cuando estan en contacto; incluye los fenOmenos de
absorcion y adsoreion. Cuando los contaminantes se dispersan en suelos o aguas
subterraneas y entran en contacto con las raices, se pueden absorber o atrapar en
las paredes de la estruetura y de la célula de la raiz. La hemicelulosa en la pared
celular y la capa del lipido.de las membranas de la planta pueden atrapar los
compuestos organicos hidrofébicos con eficacia. La tendencia de compuestos
hidrofébicos a la particion en fases organicas no es el Unico mecanismo vinculado
a la presencia de compuestoS/en raices. La absorcion especifica en sitios
quimicos, la transformacion enzimatica por proteinas unidas a membranas son
otros mecanismos de importancia potencial. (Dietz, 2001)

El factor de la concentracién”de la raiz(FCR) se define como el cociente de la
concentracion del compuesto ofgénico absorbido en la raiz (mg kg™ del tejido fino
fresco de la raiz) y en la solucién/hidropénica (mg I). La hidrofobicidad esta
relacionada con el coeficiente de particién octanol-agua (pKow) de los compuestos
organicos, y el log FCR esta correlacionado consel pKy,. Cuanto mayor es la
hidrofobicidad del compuesto (medido *por pKow)i da tendencia es que la
concentracion sea mayor fuera de la fase acuosa.

Las propiedades de los contaminantes tienen en un gran_impacto en la sorcion,
algunos de estos factores son: (i) solubilidad en agua, ).(ii) caracteristica
polar/ibénica, (iii) coeficiente de particion octanol/agua. (Muchos de los
contaminantes en el suelo presentan valores bajos de Kow (<10) se\consideran
relativamente hidrofilicos, mientras que los que tienen un Ko altow(>10% son
considerados hidrofébicos y tienden a acumularse en superficies organicas como
suelos con alto contenido de materia organica y especies acuaticas (Volke'y_col.,

2002) (iv) quimica acido/base, (v) quimica oxido- reduccion (Piwoni y col., 1990):
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2. Antecedentes

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS 39



Sorcion de hidrocarburos en raices de Cyperus laxus Lam

2012

FloegCo y col., (2002) realizaron experimentos en cultivos hidroponicos con alfalfa
(Medicago sativa) resaltando los aspectos microbianos, toxicolégicos vy
fisiologices., ElI experimento fue realizado bajo condiciones de laboratorio,
utilizando ‘recipientes de 13x11 cm con 900 ml de solucion de Hoagland. Los
autores usarop“semillas germinadas en la obscuridad a 25°C en papel filtro en
cajas de Petri. Después de 5 dias se colocaron en el cultivo hidroponico, (sistema
modelo para la evaluacion de la capacidad de remocion del fenantreno) y asi
estudiar la interaccion_contaminante-planta; la solucién de nutrientes fue renovada
cada tercer dia. Los cultives fueron mantenidos a 22/28°C bajo fotoperiodo de 16
h, con 500 pmol m? s* defintensidad de luz y una humedad relativa del 60%. Las
plantas de 60 dias se expusiéfona:la solucion nutritiva con 50 mg™ de fenantreno,
y cultivadas por 30 dias. La cuantificacion se llevo a cabo mediante cromatografia
de gases usando una columna capilar. La temperatura de la columna fue de 100°C
por 2 minutos con una rampa en 20°C/min a 280°C y se mantuvo por 10 minutos.
La temperatura del inyector fue~de 280°%C. Utilizaron antraceno como estandar
interno. En este experimento observaron que.as plantas de alfalfa son capaces de
resistir una concentracién de 50 mg/l™.dée fenantreno y sobrevivir hasta el final del
ensayo.

Estudios realizados por Gao y Zhu=(2004) determinaron la asimilacion,
acumulacion y translocacién de fenantreno y pireno e€n suelo. Recolectaron suelo
a (0-20 cm) en forma horizontal con un pH 5.05 y 1.45%de"materia organica, libre
de HAP. Plantas a partir de suelo contaminado artificialmente con una mezcla pura
de fenantreno (133 mg kg™) y pireno (172 mg kg™*) en una‘stlucion de acetona
(10% cantidad total del suelo al ser rociado). El suelo fue tamizado,(malla de 3
mm) y secado al aire. Al evaporarse la acetona; los suelos rociados fueron
mezclados progresivamente con el suelo no contaminado y se homogenizaron. El
suelo tratado fue colocado en contenedores con 1 000 g de suelo Seco. Los
autores utilizaron semillas de amaranto, col de china, rabano, espinaca del ‘agua
dulce, soya verde, haba, lechuga, brécoli, pimiento, berenjena, centeno (plantulas

de 7-10 dias). Los tratamientos fueron: (i) recipientes con suelo limpio (if)
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recipientes sin planta con suelo contaminado (iii) recipientes sin planta con suelo
contaminado sin microorganismos.

Los resultados que observaron al final de los experimentos indicaron, que la
acumulacién.de fenantreno y pireno en el tallo y la raiz aumento6 con el incremento
de las concentraciones en suelo. Los resultados del Factor de Concentracion en la
Raiz del fenantrena.y del pireno para las plantas crecidas en suelos contaminados
con fenantreno inicial dé 133 mg kg™ y pireno de 172 mg kg™ fueron de 0.05-0.67
y 0.23-4.44, mientrasyel factor de concentracion en tallos (FCT) de estos
compuestos fue de 0.006-0.12, respectivamente. El factor de concentracion de
raiz del fenantreno y pireno-mestraron una correlacion positiva con el contenido en
lipidos en raiz, lo que indicaque\el contenido de lipidos en la raiz podria usarse

para predecir la acumulacién de‘estes compuestos.

Smith y col., (2005) evaluaron_ensayos para la seleccion de plantas con potencial
para su uso en fitorremediacién-de sueles contaminados con HAP. Usaron una
mezcla de 7 HAP (naftaleno,. fluoreno, acenafteno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno y pireno) a una concentracién de4~000 mg kg™>. Los suelos fueron
extraidos con el método Soxhlet (dicloarometanosy acetona 1:1 durante 6 h) para
determinar la concentracién inicial de hidrocarburos. Las especies usadas fueron
Dactylis glomerata (pasto ovillo), Festuca arundinaCea. (festuca alta), Festuca
rubra (festuca roja) and Lolium perenne (césped ingles).”Las legumbres probadas
eran Lotus corniculatus (“Loto de los prados” o “cuernecillo”), Trifolium pratense
(trébol rojo) y Trifolium repens (trébol blanco). El experimentosfue.de 15 dias, con
una concentracién de fenantreno inicial de 200 mg kg™ y 50 mg kg™ de pireno.

El naftaleno disminuyo cerca del 20% mientras que para los otros HAP._fue menor
la disminucién principalmente por el aumento en el peso molecular. Los<datos de
los autores, sugieren que un estudio de germinacion de las gramigeas y
leguminosas no predice el éxito del crecimiento posterior en suelo contaminado
con HAP y el crecimiento en el campo puede reducirse aun mas por condiciones

adversas presentes en el suelo.
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Xu ¥ col., (2005) estudiaron la capacidad de tres especies (maiz, centeno y trébol
blanco)“en cultivos individuales y combinados para mejorar la degradacion de
fenantreno y pireno en el suelo. Sus resultados mostraron que la presencia de
vegetacion mejoro significativamente la remocién de fenantreno y pireno. En el
caso del majz;~al final de 60 dias de tratamiento, las concentraciones del
fenantreno y pireno ‘en suelos tratados fueron reducidas de una concentracion
inicial de 52.52 md kg#* a 4.15 mg kg™ (92.10%) y 58.19 mg kg™* a 6.77 mg kg*
(88.36%), respectivamente, la tasa de remocién de contaminantes al cabo de dos
meses fue mayor para el.maiz, seguido de trébol blanco y centeno.

Esta investigacion indico la-posibilidad de que la mineralizacién del fenantreno y el
pireno en cultivos combinades, puede ser especialmente Util para la
fitorremediacion de los suelos ‘centaminados con HAP. Los autores mencionan
que el establecimiento de cultivos.combinados puede ser un método viable de
restauracion de los suelos contaminados con HAP y el éxito del sistema podria ser

superior al de muchas otras tecnologias de‘remediacion.

En aflos mas recientes, Gao y col.,(2006) realizaron experimentos de sorcion de
fenantreno en suelos contaminados con_metales (PbCl,, ZnCl,;, CuCl, ¢ 2H,0)
pesados; Este estudio examiné la sorcion“del fenantreno como representante de
los HAP por tres suelos contaminados con Pb, Zn 6 Cu (0-1 000 mg kg™), los
suelo fueron divididos en tres grupos, (i) suelo control antes de ser colectado, (ii)
suelo sin materia organica disuelta y (iii) suelo contaminado con los metales. Los
autores mencionan que la sorcion del fenantreno fue superior, después de la
adicién de los metales pesados. El aumento en la sorciébn del fenantreno en el
caso de suelos contaminados con metales pesados se atribuyd a“la disminucion
de materia organica disuelta (por sus siglas en inglées DOM) en la solucion y el
aumento de la materia organica del suelo (por sus siglas en inglés SOM)\como

consecuencia de la disminucién de materia disuelta en el suelo.
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2.1/Antecedentes de fitorremediacion de hidrocarburos con Cyperus laxus.

Gallegos#y col., (2000) llevaron a cabo un estudio en tres etapas para diagnosticar
el alcanceyy tipos de contaminantes del petroleo y sus derivados para restaurar un
sitio contaminado por hidrocarburos en el sureste de México. La concentracion de
hidrocarburos engel 75% del total del suelo analizado oscilé entre 10 y 50 000 mg
kg™ de hidrocarburos.totales y el 25% entre 50 000 y 434 000 mg kg. La segunda
etapa que evaluaren,~consisti6 en la identificacion botanica de las especies
encontradas en el sitie™y.la capacidad microbiana para la degradacion de
contaminantes. Tres especiessde plantas nativas seleccionaron para estudios de
invernadero: Cyperus laxus,Echinocloa colonum y Thypha dominguensis. C. laxus
fue la especie que mostré unajbaja sensibilidad a HTP asi como las mayores
eficiencias de germinacion de y creeimiento en el suelo contaminado.

Las tres especies germinaron y crecieron en cualquier concentracion de HTP (0 a
200 000 mg kg™). Sin embdrgo, en todas las concentraciones Cyperus laxus
siempre fue mas eficaz (68-90%)-que Echinocloa colonum con 32-52% y Typha
dominguensis con 38-48%. Dado-que la gemminacién de la semilla no era una
funcién de los HTP en el suelo, todo.el ciclo.de vida de las plantas nativas lo
estudiaron. E. colonum fue mas sensible que~C. laxus, debido a que su
crecimiento disminuyé considerablementer en 20 000.mg kg™, mientras que el
crecimiento de C. laxus decrecié hasta 38 500 mg k§™) lo que sugirieron mas
resistencia a los hidrocarburos. Dado que los consorcios‘microbianos aislados de
la rizosfera C. laxus fueron capaces de degradar hasta el 70% de HTP en 30 dias
en medio liquido, se propuso como alternativa una estrategia de fitorremediacion
para el tratamiento del sitio. Se sugirid que la tercera etapa fuera lasconstruccion

de una planta piloto en el terreno para los estudios de tratabilidad y reforestacion.
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Escalante y colaboradores (2005) evaluaron la fitorremediacién de hidrocarburos
en un_sistema modelo utilizando agrolita como soporte durante 180 dias de cultivo.
En el estudio se considero la adicion de un inéculo, aislado de la rizésfera de C.
laxus, para evaluar su efecto en la remocion de hidrocarburos. Como inéculo se
usé un consercio compuesto por 10 cepas bacterianas (Bacillus cereus,
Pseudomonas sp., Gordonia rubripertincta, Kocuria rosado, Arthrobacter oxydans,
bacillus-subtilis A, B.»Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, y dos cepas no
identificadas) y tres cepas de hongos (Penicillium janthinellum, Aspergillus carneus
y Aspergillus terreus). En la cinética de fitorremediacion la adicion del in6culo
mejoro las caracteristicas‘fenologicas: el crecimiento de la planta y de la raiz
aumento en las plantas inoculadas-y se observé una floracién temprana.

Con respecto a los microorganismos, los valores de cuenta total y el nimero de
degradadores de hidrocarburos fueron mayores en presencia de plantas. Las
plantas inoculadas alcanzaron-os valores mas altos de la tasa de remocion de
hidrocarburos antes de la floracién (0.51\mg de HTP g™ de planta seca d™); sin
embargo, se obtuvieron valores.similares._de. fitorremediacion para las plantas
inoculadas y no inoculadas (90 y 85%.respectivamente) a los 180 dias de cultivo.
Esto es, la adicion del indculo con microorganismos, degradadores mejoro la tasa
de fitorremediacion; y en cuanto a la soreién de hidrocarburos en las raices (24 a
33 mg de HTP g* de raiz seca) esta fue independiefite del tratamiento, es decir,
del in6culo adicionado.

Wei y colaboradores (2010) evaluaron la fitorremediacion de un suelo
contaminado por fenantreno y pireno con multiples especies” (Medicago sativa,
Brassica campestris, Trifolium repens) durante 70 dias de cultivo. €onsideraron
una concentracion inicial de 0 a 322 mg kg™ de los hidrocarburos afomaticos. Las
plantas que evaluaron en cultivos separados y en cultivos mixtosifueron: (M.
sativa-B. campestris, y B. campestris-T. repens). Después de los 70.dfas de
cultivo, las tres especies promovieron una remocion significativa en el suelo, M.
sativa y T. repens mostraron una mayor eficiencia para la remocion. Rara
Medicago sativa durante el cultivo separado fue removido 41.46% para fenantreno™“y

33.69% de pireno, Trifolium repens removié 38.75% para fenantreno y 36.29% para
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pireno. Sin embargo, en los controles no plantados la remocion fue mucho mas
bajo 22:57%-18.24% respectivamente. Para los cultivos mixtos se mejord
significativamente la eficiencia de remocion en comparacion con los cultivos
separados; teniendo un 74.87% para fenantreno y un 62.81% para pireno en el
cultivo con M_sativa y B. campestris, en el cultico con B. campestris-T. repens la
remocion fue 72.01%-68.44% respectivamente.

También evaluaron la“eficiencia de remocion, la cual varié considerablemente
entre las especies de_plantas y sistemas de cultivo. B. campestris, éste, tuvo la
menor capacidad para eliminar los hidrocarburos, mientras que M. sativa mostré
mayor capacidad para la reetperacion de fenantreno, y T. repens fue sin embargo
mucho mejor para la recuperacion de los hidrocarburos del suelo en cultivos

separados.

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

45



Sorcion de hidrocarburos en raices de Cyperus laxus Lam
2012

3. Justificacion
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En da actualidad, uno de los mayores problemas de contaminacion ambiental a
nivel mundial es la presencia de hidrocarburos en los diferentes ecosistemas.
Muchos dé Jos compuestos que constituyen el petréleo representan un alto riesgo
para la salud-humana. En particular, en el sureste de México se localizan sitios
altamente contaminados con hidrocarburos (mas de 200 000 mg de hidrocarburos
kg™ de suelo). En estos sitios se ha observado la presencia de plantas nativas las
cuales sobreviven bajorlas condiciones de estrés que imponen los contaminantes.
Por otro lado, se ha demostrado el uso de las plantas en la remocion de este tipo
de compuestos (EPA, 2000). Esto permite establecer que el uso de las plantas
nativas y sus microorganismes asociados constituyen una alternativa atractiva
para la restauracion o atenuacion-natural de suelos contaminados. Dentro de los
mecanismos de fitorremediacion (fiteextraccion, fitovolatilizacion, fitodegradacion y
rizodegradacion), la sorcion de los\compuestos organicos en las raices constituye
una etapa fundamental. La sercion‘es un proceso importante debido que los
hidrocarburos pueden acumularse en \el tejido de la planta o bien, ser
metabolizados en el interior y de'esta manera’no se transfieren a otros niveles de
la cadena trofica. Recientemente se hasestudiadola capacidad fitorremediadora de
Cyperus laxus Lam, especie que se encuentra creciendo en zonas pantanosas del
sureste de México contaminadas con* hidrocarburos. Como parte de los
mecanismos de fitorremediacion, este trabajo evalud la remocion de hidrocarburos
a través de la sorcién en la raiz de C. laxus en un sistema modelo utilizando
agrolita como soporte. Los hidrocarburos ensayados son moléculas modelo como
fenantreno, pireno y hexadecano, los que se encuentran con relativa frecuencia en
los suelos contaminados y representan las fracciones (alifaticos y aromaticos) que

constituyen en mayor proporcion al petréleo crudo.
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La sorcién de hexadecano, pirene y fenantreno en las raices de Cyperus laxus
dependera del coeficiente de partieibn ocatanol-agua y de su concentracién en la
agrolita.
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5.1/0Objetivo general

Evaluar_da_sorcion de hidrocarburos en la raiz de Cyperus laxus Lam. en un

sistema moadelo.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar la‘_sorcion de hexadecano, fenantreno y pireno de forma
individual en la raiz"de C. laxus en un sistema modelo utilizando agrolita
como soporte.

2. Determinar la sorcion”_de- una mezcla de hidrocarburos alifaticos y
aromaticos en la raiz de C.daxus.

3. Evaluar el factor de concentraeidn en raiz (FCR) de los hidrocarburos en C.

laxus.

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

51



Sorcion de hidrocarburos en raices de Cyperus laxus Lam
2012

6. Material y Métodos
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En @ste capitulo se presenta de manera esquematica y detallada la estrategia
experimental realizada durante el estudio de sorcion.

6.1 Estrategia experimental del estudio realizado

En este diagrama (Figura 2) se muestran los pasos seguidos para la realizacion de

las pruebas de sarcién para los hidrocarburos evaluados.

100
Semillas
C. laxus
v
Germinacion Sembrar en
en turba —>| “agrolita, las S Ensayos de sorcién
plantas de 60
dias
Extraccion de
hidrocarburos
Cada tratamiento 3 4

réplicas / 7 dias Cuantificacién de

lipidos en la raiz

Céalculo del factor de
concentracion
en laraiz

A

Anélisis estadistico

Figura 2 Estrategia experimental durante el estudio de sorcion.
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6.2Especie

Se usaron semillas de la especie nativa C. laxus, recolectadas de plantas maduras
crecidas en un pantano contaminado localizado al sureste del estado de Veracruz;

las cuales fueron secadas al aire y colocadas en bolsas de papel.

6.3 Condiciones'desgerminacion y crecimiento

La germinacion y proepagacion de las plantas se realizd bajo condiciones de
invernadero, con temperatura promedio de 28 °C y una humedad relativa
promedio de 73%. Las semillas (100) se sembraron en recipientes de plastico con

turba, con el cuidado necesario’para la obtencion de plantulas de 60 dias de edad.

6.4 Agrolita

Es un sustrato de origen mineral (silice, aluminio, hierro, sodio, potasio, calcio),
que retiene hasta 5 veces su_propio peso en liquidos y permite mejorar la
estructura, permeabilidad y aeracién de los.suelos, evitando la compactacion y
apelmazamiento. Para la realizacion del tratamiento se utilizaron granulos de 2.38
mm, el cual fue obtenido con un tamiz #8, posteriormente la agrolita fue lavada por
triplicado utilizando agua caliente de 60-100 °C. Se dejo secar en un horno a 60 °C
hasta estar completamente seca (2-3 dias). La densidad aparente determinada fue
de 0.1288 mg ml™,

6.5 Soporte

Para las pruebas con hidrocarburos individuales, el soporte ‘se preparo
contaminando 25 g de agrolita, para cada replica, en recipientes de_aluminio a
500, 1 000, 1 500 y 2 000 mg kg™ para los hidrocarburos fenantreno Y,pireno, a
6 250, 12 500, 18 750 y 25 000 mg kg™ con Hexadecano, En la mezcla se utilizé
una concentracion total de 50 000 mg kg™ alifaticos: aromaticos (2:1) en._¢inco
concentraciones de 6 250, 12 500, 18 750, 25 000 mg kg™ para Hexadecano-y
3125, 6 250, 9 375 y 12 500 mg kg™ para los arométicos respectivamente; cabe

destacar que para la contaminacion del soporte en ambos tratamientos se utilizd
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50 y/ml de diclorometano (solvente universal para HTP) en cada recipiente.
Después, de la contaminacion, el soporte fue colocado en la campana de
extraccion por 24 h, para la evaporacion total del solvente aplicado. El soporte ya
contaminado.fue colocado en recipientes de vidrio con capacidad de 250 ml para

Su posterior Us@.

6.6 Sorcion de hidreCarburos en la raiz

Se llevaron a cabo experimentos con los hidrocarburos individualmente y como
segunda etapa una mezcla, de fenantreno, pireno y hexadecano. En cada
recipiente se coloco una plantula de C. laxus de 60 dias de edad previamente
germinadas en turba adicionada con solucion Long Ashton modificada que
contenia una solucién de macroefementos de : (KNO3z. 808 mg I, Ca (NOs),-4H,0:
944 mg I, NaH,PO,4-H,0: 184 mg I*, MgS0,4-7H,0: 368 mg I'*)) y 1 ml de solucién
de oligoelementos: (MnSO44H,0: '2.23 _mg I*, CuS04-5H,0: 0.25 mg I,
ZnS0,47H,0: 0.29 mg I*, ~H3BO3: /310 mg I, NaCl: 590 mg I
(NH.)sMO7024-4H,0: 0.088 mg I, FeSO;#7H»O: 0.02 mg I, Los tratamientos
realizados fueron: (i) hidrocarburos' alifatico (HXD) y aromaticos (PHE, PYR) a
diferentes concentraciones y (i) la mezela de los hidrocarburos a diferentes
concentraciones bajo condiciones de invernadero durante siete dias, debido a que
en experimentos previos a 30 dias, el hexadecano no fueydetectable en todas las
concentraciones probadas. De cada tratamiento se realizaron tres réplicas por
concentracion. Los hidrocarburos fueron extraidos del soperte y las raices,

mediante el método Soxhlet y se cuantificaron por cromatografia®de gases.

6.7 Cuantificacibn mediante cromatografia de gases
6.7.1 Hexadecano

Se utilizé un equipo de cromatografia de gases VARIAN® 3900, usando,_Helio
como fase movil a una presion de 18 psi, se usé un detector FID a ‘upa
temperatura de 300 °C, el horno se usé a una temperatura inicial de 120 °C por un

minuto, se hizo un primer rampeo de 10 °C/min hasta 150 °C y se mantuvo por
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dos/minutos, después un segundo rampeo a 15 °C/min hasta 170 °C, se mantuvo
por 1.5 minutos. En el automuestreador se hizo un lavado de preinyeccion con

solvente (hexano), y 2 lavados de post-inyeccion con el mismo solvente.

6.7.2 Mezcla.de hidrocarburos hexadecano, fenantreno y pireno

Para los hidrocarburos aromaticos se uso bajo las mismas condiciones, utilizando
helio como fase mavil;i"el horno se trabajé a una temperatura inicial de 120°C por
un minuto, se hizo ungprimer rampeo de 10°C/min se hizo un primer rampeo de
10°C/min hasta 150°C*¥ se mantuvo por dos minutos, después un segundo

rampeo a 15°C/min hasta 200°C, éste se mantuvo por 10 min.

6.8 Determinacion de microorganismos degradadores por el método del nimero
mas probable (NMP)

La determinaciéon de microorganismos degradadores de hidrocarburos se realizo
mediante el método numero mas,probable utilizando azul de tetrazolio como
indicador del crecimiento y util para.la deteecién de diluciones positivas (Weren y
Venosa, 1996). Se inicié preparandos2_ml para cada tubo del medio nutritivo que
contenia (NaNOs: 3.5 g I, MgSO,: 0.2579,1-1, KCI 0.5 g I, KH,PO4: 12.8 g I,
KoHPO,: 1.0 g I'Y), que, posteriormente fueron esterilizados a 128°C y 15 Ib. La
preparacion de las diluciones consistié en adicionar 1#g de muestra en 9 ml de
solucién salina para obtener una solucién 107, seguida a’esta, se realizd seis
diluciones sucesivas de 10™. Se adicioné 500 pl de la diluciéfi’y_y 10 mg kg™ del
hidrocarburo como fuente de carbono. Los tubos fueron agitados en vortex e
incubados durante 14 dias en la estufa bacteriol6gica a 36 °C. Transcurridos los
14 dias se adicioné 500 pl de la solucion de azul de tetrazolio. Les tesultados
obtenidos fueron referenciados a tablas de probabilidad (Lorch y €ol) 1995)
obteniendo asi, el nimero mas probable de microorganismos expresado en/ml g™

de muestra.
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6.9, Cuantificacion de lipidos en raiz

La concentracion de lipidos se determind a partir de 2 g de raices (secadas
previamente durante 48 horas a 65°C), utilizando éter de petrdleo como agente de
extraccion, durante 8 horas mediante el sistema Soxhlet. Los lipidos extraidos se

cuantificaron gravimétricamente (Schwab, 1998).

6.10 Andlisis estadistice

El andlisis estadistico ‘se”realiz6 utilizando STATGRAPHICS Plus 5.1° y un
analisis Kruskal Wallis (p <0:05).
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/. Resultados y
Discusion
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En seste capitulo se describen detalladamente los resultados obtenidos en las
diferentes etapas de la investigacion. Se inicia con la sorcidn de los hidrocarburos
individuales, (hexadecano, fenantreno y pireno), posteriormente se detalla como
segunda etapa la sorcion de la mezcla de los hidrocarburos antes mencionados.
Se muestra también la cuantificacion de la poblacion microbiana capaz de
degradar hidrocarburos, el contenido de lipidos en raices de plantas de 60 dias y

se finaliza con la determinacion del factor de concentracion en la raiz (FCR).

7.1 Germinacién y crecimiento de plantas

Las semillas fueron depositadas en turba, la cual se utiliz6 como sustrato, lo que
se considera como todo materiahsolido distinto del suelo que permite el anclaje del
sistema radicular de la planta, desarrollando el papel de soporte; (Lopez y col.,
2008). La germinacion incluye una gran variedad de etapas que inician en la
absorcion de agua (semilla seca) para la rehidratacion de proteinas y organelos
celulares y termina con la elongacion del eje embrionario. Este proceso concluye
cuando la radicula (crecimiento visible) penetra y atraviesa las estructuras que
rodean al embrion. Dentro los requertimientos ambientales para la germinacion, el
agua, el oxigeno y la temperatura adeecuada sSon. necesarios y esenciales. En
ausencia de algunos de estos factores, la mayoria dedas semillas se mantendrian
en un estado quiescente (Herrera y col; 2006). Para Cyperus laxus, este proceso
se llevo a cabo entre los 5-8 dias después de la siembrajlogrando un 70% de
germinacion; en esta etapa, usando la turba como sustrate, se observé una
rizosfera con poca biomasa, esta observacion condujo a utilizar, posteriormente
una mezcla turba-agrolita (1:0.5); considerando que la agrolita permite una buena
respuesta por parte de los cultivos, los que manifiestan una alta eficiencia en el
uso del agua ya que presenta una amplia red de poros internos (Martinez y col.,
2006), proporcionando una mejor disponibilidad de nutrientes, agua y aireacion. El
objetivo fundamental en los sustratos es asegurar la produccion de biomasa'de_las
partes aéreas con la ayuda de un volumen limitado de sistema radicular, (Diaz
Serrano, 2004). En cuanto a la germinacién se obtuvo una eficiencia del 90-95%;

con respecto al crecimiento se observd un incremento en la produccion de
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biomasa radicular utilizando esta mezcla. Shirdam y col., (2009) utilizaron
plantulas,de Kochia scoparia y Linum usitatissumum utilizando como sustratos
turba, humus y fertilizante animal, las plantulas crecieron en condiciones de
invernadero a-temperaturas entre 25-30 °C, alcanzando plantas de 15 cm de altura

observandose Ja-mayor germinacion en presencia de turba (100%).

7.2 Sorcion de hidreCarburos en raices de Cyperus laxus

Con el fin de determinar, si los hidrocarburos pueden encontrarse en el tejido
radicular como una etapa previa a su transformacién y/o acumulacién en dicho
tejido, se evalud la presencia de hexadecano, fenantreno y pireno en la raiz de
Cyperus laxus, planta presente en pantanos con una larga historia de
contaminacion por hidrocarburos; fue seleccionada para este trabajo ya que es
capaz de crecer en suelos con una contaminacién hasta de 270 000 mg kg™ de
hidrocarburos totales del petréleo (Gallegos.y col., 2000). Estos hidrocarburos son
compuestos lipofilicos que a .€levadas jconcentraciones inhiben el desarrollo
microbiano debido a los dafios* en las ‘membranas celulares de las raices,
impidiendo el crecimiento normal de las_plantas cuando los hidrocarburos cubren
su entorno (LaGrega y col., 1996, Xu y eol2005; Olguin y col., 2007).

La sorcién de compuestos organicos no ignizados,‘ineluidos los HAP en el suelo,
es un proceso que tiene una gran influencia en el transporte, biodisponibilidad y el
destino en ambientes naturales; se ha aceptado que la sercion de compuestos no
ionizados se incrementa con el aumento de la materia organica~del suelo y arcillas.
Los suelos con alto contenido de materia orgénica sirven ,€0mo un enorme
sumidero de estos compuestos, y limitan la disponibilidad de los eompuestos.
(Gao y col., 2006). Los mecanismos de sorcion incluyen: i) la adsorcion, la cual
involucra la retencion sobre una superficie solida, esta retencién puedesdeberse a
fuerzas de enlace fisicas como fuerzas de London, van der Waals o de enlace por
puentes de hidrégeno; o bien fuerzas de enlace entre atomos como el ‘enlace
ionico o el covalente (Porta y col., 2003) y se determina midiendo cuanto soluto
puede ser adsorbido por un sedimento, suelo, roca u otro material; hablando de

las raices de las plantas, podria ocurrir una mejora en la biodegradacion en la
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rizosfera de los suelos, y ii) la absorcion la cual se produce cuando el liquido se
incorpera, al cuerpo del material, mecanismo en el que la retencion de
compuestos no ionizados por las raices, puede ser el resultado de la asimilacién

activa (Ryan.y-col., 2001).

7.2.1 Sorcion de‘hidrocarburos individuales

Los experimentos se.realizaron con plantulas de 60 dias de edad durante siete
dias de cultivo en condieiones de invernadero (25-38°C y 76% humedad). Los
compuestos hexadecano, fenantreno y pireno son hidrocarburos con bajo peso
molecular, y por lo tanto, tienden-a degradarse con mayor rapidez, que aquellos
con alto peso molecular, mientras“que su biodisponibilidad y la biodegradabilidad
depende de la complejidad de.Vsus estructuras quimicas y parametros
fisicoquimicos (Jiménez, 2005). Los compuestos evaluados, en el caso del
hexadecano, tiene una solubilidad de 0.0009 mg I* a 25°C y un coeficiente de
particion octanol- agua pKoy de 9.07. Para_les, hidrocarburos fenantreno y pireno
(arométicos de 3 y 4 anillos fusiopados “delbenceno, respectivamente), la
solubilidad y el pKow €s 0.151 mg Iy 5.32 respectivamente para fenantreno y,
para pireno tiene una solubilidad de 0.135/mg I y uh coeficiente de particion pKow
4.46. La cuantificacion de estos compuestos en la raiz, se realizO mediante
cromatografia de gases, con la finalidad de diferenciar 10s*compuestos probados
de otros compuestos que pudieran estar presentes en la raiz.

Con el método a punto, los resultados en la retencion de’_les hidrocarburos
evaluados fueron 4.3 min para hexadecano, 4.8 min correspondiente a fenantreno
y 6.5 min para pireno, cabe resaltar, que estos resultados fueron carroborados
mediante curva estandar. En la Figura 3 se muestra el cromatograma de la

mezcla.
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Figura 3. Cromatograma obtenido.€h la extraccion de los hidrocarburos en la raiz de C. laxus para

el tratamiento mezcla a una concentracion inicial de 6 250 mg kg™.

De manera individual, con HXD sg€) observd un incremento en la sorcion del
hidrocarburo en la raiz al aumentare-la*concentracion inicial en la agrolita, hasta
alcanzar un maximo a partir‘dé 75 000-mg kg™, posteriormente la concentracién
en las raices no aumenté (Figurat4A); notandose una tendencia de saturacion a
partir de esta concentracion. La capacidad maxima de la planta para sorber el
hidrocarburo fue alrededor de 4 “389 mg'.kg'. Cabe mencionar que las
concentraciones iniciales del hexadecan6 flieron de’25 000 a 100 000 mg kg™ ya
que en pruebas preliminares con concentraciones de“6.250 hasta 25 000 mg kg,
no fue posible cuantificarlo, tanto en agrolita como en‘raices, debido a las bajas
concentraciones residuales. Al término del cultivo, las plantas no se observaron
afectadas por la alta concentracién del hidrocarburo, mostrando tallos verdes,

saludables y firmes.
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Figura 4 Sorcién de hidrocarburos individuales en raices de Cyperus laxus después de siete dias

de cultivo (Hexadecano, (¢); Fenantreno, (m) y Pireno, (A).
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En JOs tratamientos con fenantreno y pireno (Figura 4B y 4C) se observé que la
sorcionp“de los HAP en las raices increment6 al aumentar la concentracion inicial,
sin observarse una saturacién a las concntreaciones evaluadas. Comparando con
los valores iniciales respectivos, los HC presentes en la agrolita disminuyeron
significativamente, siendo la remocion encontrada hasta del 99% para el
hexadecano.

Las concentraciones de los HAP en la raiz al final del cultivo variaron hasta en
dos érdenes de magnitud, esto indicd que la remocion del pireno en el soporte fue
viable, ya que su biodegradabilidad depende de su forma estructural de anillos
bencénicos (Wei y col., 2010)»La concentracion sorbida en el suelo para PHE y
PYR, en el tratamiento individdal-varié entre 4.80 a 55.15 mg kg™ y 430.45 a 1 606
mg kg™ respectivamente. Del miSmo modo la concentracion para HXD oscil6
entre 888 a 4 397 mg kg™. Las coneentraciones del HXD en la raiz de la planta
fueron la mas altas en todos los7casos, lo que indica que la planta es eficaz para la
sorcion de hidrocarburos de cadenas linealés en poco tiempo.

En los andlisis estadisticos realizados para _fenantreno y pireno no se observaron
diferencias significativas entre las_sconceniraciones removidas para estos
compuestos (Kruskall Wallis, p< 0.05).

Gao y Zhu (2004) investigaron la sorcion“a partir @de)jun suelo contaminado con
fenantreno y pireno en las raices y tallos de 12 especies (amaranto, col china,
rabano, espinaca de agua, soya verde, frijol, brécoli %..ecenteno, entre otras.),
utilizando una concentracién inicial de 133 mg kg™ y 172 mg kg* respectivamente.
Observaron una sorcién méxima de 1.65 mg kg™ para el fenantreno en la raiz,
mientras que para el pireno se observé una sorcién de 36.8 mg kg, evaluados
después de 45 dias respectivamente, concluyendo que al aumentar la
concentracion en el suelo, se incremento la acumulacion de fenantrena’y.pireno en
los tallos y raices de las especies evaluadas. Estos valores son para RHE, 33
veces y para PYR, 43 veces menores que los encontrados en este estudio((55.15
mg kg™ y 1 606 mg kg™ respectivamente) esta diferencia puede estar relacionada

tanto con la concentracion inicial como con la biodisponibilidad del compuesto en
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el sistema modelo utilizado comparado con el suelo, donde los fendmenos de
sorciop’son mas marcados.

Estudiossde Xu y col., (2005) realizados en un suelo contaminado con fenantreno
y pireno, observaron la capacidad de remocion de tres especies: maiz, trébol
blanco y centeno.después de 60 dias de tratamiento. La presencia de las plantas
mejoro significativamente la disipacion de los hidrocarburos evaluados en el suelo,
Al término de 60 dias,-en el tratamiento con maiz observaron una mejor remocion
de fenantreno y pirerio eh los suelos tratados disminuyendo de un 52.52 mg kg™ y
58.19 mg kg™ inicial ‘a+4.15 mg kgt y 6.77 mg kg*'. Se observé que las
concentraciones de pireno‘restantes fueron superiores a fenantreno en todos los
tratamientos al final de los 60.dias, ya que es mas dificil de ser removido. Asi
también, mostraron que la combinacion de las plantas fue favorable para
establecer una rizosfera en todo el.suelo. Comparando los resultados de ambos
trabajos con los obtenidos en.nuestro estudio, la planta evaluada mostré6 mayor
capacidad de remocion (4 389‘mg'kg™® para HXD) en un periodo corto (siete dias),
las concentraciones iniciales fueran’mayores.hasta en tres 6rdenes de magnitud y
la tendencia de remocién fue similar para losshidrocarburos fenantreno y pireno

siendo lamayor concentracion de hidrocarburo residual para el pireno.
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7.2:2 Mezcla de hidrocarburos

Durante“el/proceso de refinacion, el petrdleo crudo (mezcla de hidrocarburos,
generalmenté_como moléculas complejas, pero conteniendo pequefias cantidades
de oxigeno, azufre, nitrdgeno, niquel, y cromo) es separado en fracciones que
tienen puntos desebullicibn similares. Estas fracciones posteriormente son
modificadas por la‘cendensacion, polimerizacion, y procesos de alquilacion, para
la formulacion de produetos comerciales tales como nafta, gasolina, aceites y
combustible. La composicion de estos productos puede variar en funcién de la
refineria que participan, época del afio, la variacion en los aditivos o
modificadores, y otros factoresg(Diaz-Ramirez, 2003). Las fracciones se clasifican
en tres tipos: (i) parafinas, se define.como aquellos hidrocarburos unidos mediante
enlaces sencillos y otros saturados cen atomos de hidrogeno (ii) naftenos son
aguellos hidrocarburos cicloparafinicos en_los que todos los enlaces disponibles
de atomos de carbonos se engtdentran saturados con hidrogeno (iii) aromaticos
que estan compuestos por anillos bencénices, muy estable, que los hace
fisicamente diferente a las parafinas y/haftalenos (Gary y col., 2003). El interés de
conocer la composicion detallada de una-mezcla de hidrocarburos reside en que
muchas propiedades globales como densidad, punto.de congelacion, viscosidad,
presion de vapor, punto de inflamacién y indice de _acidez, pueden evaluarse
adecuadamente conociendo las propiedades de los compenentes individuales y su
proporcién dentro de la mezcla (Wauquier, 1994).

En esta investigacion, se prepar6 una mezcla de HC, evaluandose a una
concentracién hasta de 50 000 mg kg™ (alifaticos:aromaticos; 1:1), la proporcién
designada para los aromaticos fue del 25% de la mezcla total, para cada uno. Las
concentraciones iniciales fueron 3 125, 6 250, 9 375 y 12 500 mg Kkg* para los

aromaticos y el 50% correspondiente al HXD.
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Figura 5 Sorcion de hidrocarburos_em*raices de Cyperus laxus después de siete dias de cultivo.

Hexadecano (#) en la mezcla.

En este caso, los hidrocarburos evaluados mostraron un comportamiento similar
con respecto al tratamiento individual® Para el HXD, la concentracién en la raiz no
varié al final de la prueba (Figura'5) y seyobtuvo una sorcion maxima de 120 mg
kg™. Para los aromaticos la sorciér’méaxima.fue_obtenida para el pireno (2 000 mg
kg?) con respecto a la concentraciém inicial t6tal de 50 000 mg kg™*. Para el
fenantreno que se utilizd en el tratamiento.mezcla; no se observé un maximo en la
sorcion (Figura 6).
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Figura 6 Sorcion de hidrocarburos aromaticos en raices de Cyperus laxus después de siete dias de

cultivo. Fenantreno (m) y Pireno (A), en la mezcla.
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7.23 Remocidén de los hidrocarburos en el tratamiento individual

La cantidad.de HC removidos se obtuvo a través de un balance para cada unidad
experimental (UE):
Ecuacion (4)
HCi= HCR + HC(4i; + HCpjio
Donde:
HCi= HC adicionadoral inicio del experimento
HCr= HC residual (extraido de la agrolita por método soxhlet)
HC:ai.= HC sorbido por la raiz después del tratamiento
HCyio= HC biotransformado (ho_cuantificable)
Por lo tanto para calcular la fraecion del hidrocarburo removido (sorbido por las
raices y/o biotransformado en el medio) se considero:
Ecuacioén (5)
HCrem= HC, - HCgr== HC\5;; + HChio

Las plantas poseen un papel active.en la ‘transformacion de las fracciones que
componen a los HTP, asi como promugven el crecimiento de los microorganismos

gue los degradan.

En la Tabla 4, los resultados muestran la remocién para.€ada compuesto probado,
donde el valor mas alto en la raiz fue de 2.9 mg ' WE® para hexadecano,
alcanzando un valor de sorcion del 0.11 %. Cabe destacar, que de acuerdo a los
resultados a mayor concentracidén mayor remocion de hidrocarbure en la raiz para
los tres hidrocarburos evaluados. Sin embargo, para fenantreno Yy pireno se

observé menor sorcion con respecto a la concentracion inicial.
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Tabla 4 Balance de la fraccion sorbida de los hidrocarburos en forma individual.

HC Concentrai:ién "HC; *HC residual *HC i
(mg Kg™) mgUEY (%) mgUE® (%)
0 0 0 0 0 0
XD 25 000 625 16 256 0.19 0.03
50 000 1250 22 1.76 0.66 0.05
75000 1870 37 1.97 1.57 0.08
100.000 2 500 52 2.08 2.90 0.11
0 0 0 0 0 0
PHE
1000 810 0.22 0.02 0.03 0.004
1500 1620 1.29 0.07 0.13 0.007
2 000 3240 4.40 0.13 0.28 0.008
0 0 0 0 0 0
PYR 1000 810 12 1.48 0.04 0.004
2 000 3-240 21 0.64 0.04 0.001

*datos en unidades defmgUE™.
HC; hidrocarburo en concentracion inicial.
HCRresiqual €Xtraido de la agrolita-después del tratamiento

HC, 4, sorbido en lasfaiz después deltratamiento

7.2.4 Remocion de la mezcla de hidrocarbures (HXD, PHE y PYR)

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la“remocion para cada hidrocarburo
probado, donde el valor mas alto en la rajzfue de 0.27. mg kg™ para fenantreno, lo
que representd una sorcion del 0.34%, comparande” estos resultados con los
obtenidos de manera individual, los hidrocarburos arematicos mostraron una
mayor sorcién con respecto a la concentracion inicial, 7«Cabe destacar que la
concentracion de los hidrocarburos que fueron biotransformados (Ecuacion 5),
probablemente debido a la actividad dentro de la planta y/o.actividad de los

microorganismos de la zona rizésferica representd mas del 95%.
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Tabla 5. Balance de la fraccion sorbida de los hidrocarburos en la mezcla.

HC Concentracioén *HC; *HC esidual *HC a2
(mg kg™ mg UE™ (%) mg UE* (%)
0 0 0 0 0 0
6 250 157 0.10 0.06 0.01 0.007
HXD 12 500 313 0.14 0.04 0.02 0.006
18,750 469 0.23 0.04 0.05 0.010
25.000 626 0.32 0.05 0.06 0.009
0 0 0 0 0 0
PHE 3125 78 1.32 1.69 0.27 0.34
6 250 156 1.00 0.64 0.20 0.12
9375 233 0.67 0.28 0.13 0.05
12 500 313 0.69 0.22 0.14 0.04
0 0 0 0 0 0
PYR 3125 78 0.08 0.10 0.01 0.012
6 250 156 0.11 0.06 0.02 0.013
9375 233 0.18 0.07 0.04 0.015
12 500 313 0.25 0.08 0.05 0.010

*datos en unidades de mg UE™
HC,; hidrocarburo en concentracion inicial.
HCRresiqual €Xtraido de la agrolita después_deltratamiento

HC,4i, sorbido en la raiz después_del.tratamiento

Las plantas pueden mejorar las tasas.de degradacion de hidrocarburos aromaticos
estimulando el crecimiento y actividad ‘mierobiana o)mediante el incremento de la
biodisponibilidad de HAP en la rizésfera, por la presencia de exudados como
acidos organicos y/o carbohidratos en la raiz a causa.de una mayor interaccion

entre los microorganismos, nutrientes y los contaminantess(Parrish y col., 2005).

7.2.5 Cuantificacion de microorganismos degradadores por el método del nimero
mas probable (NMP)

El efecto rizosfera (incremento en el nimero de microorganismos_en el suelo
adyacente en las raices vs el suelo no rizésferico) y la comunicacién, planta-
bacteria ocurren en el habitat ecolégico de la raiz, donde la dinamica poblacional
microbiana es altamente influida por éste. Este efecto involucra al enriquecimiento
de la diversidad microbiana en el suelo, cuyo resultado inmediato es una mayer
actividad en la degradacion del contaminante por los multiples sistemas

enzimaticos que poseen los microorganismos (Mishra y col., 2001). La
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comunicacion especifica planta-bacteria involucraria sistemas complejos de
comupicacion, en los cuales la planta, al estar sometida a un estrés por un
contaminante organico, cambia sus patrones de exudacion de compuestos para
promover €l_erecimiento de microorganismos con las capacidades degradadoras
adecuadas. El.bmetodo del numero mas probable (NMP), es un método en el que
los microorganismaos*al ser enumerados selectivamente, son capaces de causar
una respuesta caracteristica (ej. produccion de metabolitos) que pueda ser
detectado con un reactivo especifico. Usualmente los colorantes de tetrazolio (azul
de tetrazolio), son redueidos por los electrones de la cadena respiratoria a
formazan insoluble (altamentercoloridos), por lo tanto, al estar reducido el azul de
tetrazolio este serd un indicador-sensible del crecimiento y es Util en la deteccion
de diluciones positivas (EscalanteEspinosa, 2005). Esta técnica ha sido utilizada
como una herramienta para estudiar.a respuesta de microorganismos ante el
contaminante y la capacidad de utilizarlo como fuente de carbono y de energia
(San Gabiriel y col., 2006).

De acuerdo a los resultados, la poblacion descélulas degradadoras de los HC fue
estimulada significativamente por la_presencia~del HXD, siendo un orden de
magnitud mayor en comparacion con ‘la poblacion de degradadores de HC
aromaticos evaluados (Tabla 6). En el caso de la poblacion de células observada
se encontrd en tres 6rdenes de magnitud mayor con fespecto al pireno (Tabla 6).
Esto probablemente se debi6é a que el HXD es un compueste facil de biodegradar,
aun asi, mediante la rizodegradacion se removio el 90% de"pireno.

El efecto directo de las raices se fundamenta en la secrecién_de exudados que
contribuyen en la proliferacion de microorganismos clave para la desintoxicacion y
la degradacion de contaminantes en el suelo (Davis y col,, 2002). Los
microorganismos son comunmente estimulados luego de la incorporacion de
hidrocarburos del petréleo (Atlas 1995) y se ha demostrado que existe correlacion
entre el nimero de microorganismos y el grado de contaminacion del suelo
(Wyszkowska y Kucharski 2001).
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Tabla 6 Cuantificacion por método NMP para los hidrocarburos individuales.

HTP HTP NMP
(mg Kg™) (células / g suelo)
HXD 0 1.10 x10° +0
25 000 1.10 x10°+0
50 000 1.10 x10°+0
75 000 1.10 x10°+0
100 000 1.10 x10°+0
PHE 0 3.82x10°+6.22x10°
500 5.51x10°+7.76x10°
1 000 3.67x10°+7.09x10°
1 500 3.70x10%+3.30x10"
2.000 7.38x10°+6.26x10°
PYR 0 1.04x10°+1.14x10°
1°000 4.30x10°+2.38x10°
2 000 4.70x10°+2.62x10°

Los microorganismos que habitanla rizosfera son diferencialmente estimulados o
inhibidos en funcion de la actividad fisiol6gica y capacidad de crecimiento de la
planta en presencia de contaminantes (Merklsy+col., 2005b). De acuerdo a los
resultados la especie Cyperus laxus. favorecio~en una forma consistente una
poblacién microbiana mayor en la agrolita<€ontaminada, lo que la convierte en una
planta potencialmente aplicable a estrategias de fitorremediacion (Escalante y col.,
2004). Los microorganismos degradadores de hidrocarburos presentes en el
experimento tuvieron un comportamiento creciente en las unidades
experimentales para cada hidrocarburo, mostrando mayor présencia de células
degradadoras en hexadecano en el tratamiento individual, debido que este
compuesto es constituido por una cadena lineal de C-H por lo tanto es accesible
su degradacion.

Los microorganismos que toleran elevadas concentraciones de hidrocarburos,
posiblemente han desarrollado mecanismos que les permiten mantener la
integridad de su membrana ante la presencia excesiva de hidrocarburos;
mecanismos tales como el incremento en la rigidez de la membrana por descenso

en el contenido de &cidos grasos insaturados, alteracion en la conformacién
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cis/trans de los fosfolipidos y sistemas de exclusion homélogos a los empleados
por las“bhacterias en la resistencia a antibioticos se han reportado (Ramos y
col.,1997)", En general se observd un numero bajo de microorganismos
degradadores~para el tratamiento donde se utiliz6 la mezcla de hidrocarburos

como fuente de“carbono (Tabla 7).

Tabla 7. CuantificaCionspor método NMP para la mezcla de hidrocarburos.

HTP NMP
(mg Kg™ (células / g suelo)
(X10%
0 6.77+1.14
12 500 4.90+3.26
25 000 1.76 £2.25
37 500 3.87 £1:27
50 000 1.10+0

7.2.6 Extraccion de lipidos en plantulas de 60 dias

En general, las raices de las plantas son el sitio mas importante_para la sorcion de
sustancias quimicas del suelo (Bell, 1992). Experimentos realizados sobre la
sorcion de productos quimicos no iénicos a partir de una solucién hidropdénica
mostraron que la sorcion se compone de dos etapas (Briggs y col., 2983): (i) El
equilibrio entre la concentracion de la sustancia en la fase acuosa en la raiz,de la
planta y la solucién externa, (ii) la sorcidon quimica sobre los soélidos lipofilicos 'de la
raiz. Estos solidos son los lipidos de las membranas y paredes de las células
(Mackay, 2001), que se definen como geoquimicos organicos que son solubles en
solventes no polares (McMurry, 2008) o débilmente polares, disolventes organicos
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como el hexano, benceno, o diclorometano. Los lipidos incluyen desde simples
moléculas de acidos grasos, los alcanos, y n-alcoholes de alquilo a las sustancias
mas complejas, como los esteroles, terpenos, hidrocarburos poliaromaticos,
grasas, ceras-y resinas. (Chilom y col, 2005). En este estudio los lipidos fueron
cuantificados meédiante extraccion en éter de petréleo durante 8 h en Soxhlet.

La cantidad de.lipidos extraida fue 0.01+0.001g (cuantificada por gravimetria)
después de la evaporacion del solvente de extraccion. Los compuestos organicos
lipofilicos tienen una 'mayor tendencia a la particién en los lipidos que se localizan
en raices de plantas de’compuestos quimicos hidrofilicos. Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), clorobencenos, bifenilos policlorados (PCB), y
dibenzo-p-dioxinos / dibenzofuranes (PCDD / F) han sido encontrados en niveles
elevados en las raices de las" plantas (Wild y col., 1992). Gao y col., (2004)
correlacionaron positivamente (p<0.05) el contenido de lipidos en la raiz de una
planta que crecia en la presencia de fenantreno y pireno, los valores de R? fueron
0.79 y 0.86 respectivamente, ‘concluyendo’ que el contenido de lipidos en la raiz
puede ser un buen predictor de laacumulacién de estos compuestos en la raiz.
Kohl y Rice, 1999, demostraron que la eliminacion de los lipidos incrementa el
caracter no lineal de las isotermas de'sorcion, asi como la capacidad de sorcién
de los suelos minerales. Asi mismo, propenen que(los lipidos presentan una gran

competencia para los sitios hidrofébicos en la materia‘orgénica natural.

7.3 Factor de concentracion en la raiz (FCR)

Para la evaluacion de la afinidad que tienen los hidrocarburos ‘localizados en el
suelo para ser sorbidos por las raices de la planta, se comparo la concentracion
del compuesto en las raices con respecto a la concentracion residuahen el suelo
modelo (agrolita), relacién conocida como factor de concentracién “en/la raiz.
(RCF por sus siglas en ingles). Estudios anteriores, como los de Briggs.y.col.,
(1982) adoptaron el concepto de Shone y Wood (1977) para definir el factor-de
concentracion de la raiz (FCR) como el cociente entre la concentracién del

compuesto en las raices y en el suelo, sobre una base de peso seco. El factor de
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concentracion en la raiz, involucra una relacion estrecha con el pKoy, que se
define.como coeficiente de reparto octanol-agua. Por lo tanto, el pKoy €S una guia
en la polaridad del compuesto y de su afinidad por el agua en comparaciéon con
sustancias organicas (Adams y col., 2008). Los compuestos con valores bajos de
Kow (<10) se consideran relativamente hidrofilicos, mientras que los que tienen un
Kow alto (>10%)) son considerados hidrofébicos y tienden a acumularse en
superficies organicas's«como suelos con alto contenido de materia organica y
especies acuaticas (Molke, y Velasco, 2002).

Ecuacion (6)

Concentracion en la raiz g
FCR = g

P m
ConcnetraciOn en suelo k_g

Para los hidrocarburos evaluados, hexadecano (HXD), fenantreno (PHE) y pireno
(PYR), el FCR calculado se muestra entla/'Figura 8. Para el HXD, se emplearon
concentraciones iniciales hasta de 100 000 mg kg™, el resultado obtenido indicé
que el FCR incrementa al aumentar-fa.coneéntracion inicial en la agrolita en el

tratamiento individual.
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Figura 8. Factor de concentracion en la raiz para HXD en tratamiento individual después de siete

dias de cultivo.
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Figura 9. Factor de concentracion entlasfaiz para los hidrocarburos aromaticos después de siete

dias en cultivos individuales: Fenantreno () y Pireno (A).

Para los hidrocarburos aromaticos, las=concentraciones iniciales fueron de 500
hasta 2 000 mg kg*; para el PYR se‘obtuvo un FCR de 2.25 en la menor
concentracion disminuyendo hastaun-FCR de”0.5 a una concentracion inicial de 1
500 mg kg™, (Figura 9). Para el fenantreno, el'\valoer maximo de FCR fue de 0.75,
disminuyendo hasta 0.31 al final de los siete dias de cultivo. Ya que estos son
compuestos aromaticos de tres y cuatro ahillos bencénicos, y por lo tanto, menos
susceptibles a la degradacién microbiana, posiblenente los microorganismos
presentes en la rizosfera no eliminan rapidamente dejandelos biodisponibles para
ser sorbidos por las raices. Gao y col., (2004) al final del cultivo 45 d, evaluaron
el factor de concentracion en la raiz de los hidrocarburos fenantreno y pireno en
12 especies (Amaranthus tricular Linn, Brassica parachnensis Barley, Raphnus
sativas L., Lpomoea aquatica Forsk, Glycine max Merr, Phaseolus “vulgaris L.,
Brassica chinensis L., Brassica oleracea L., Spinacea oleracea L., \Capsicum
annuum L., Solanium melongena L., Lilium multifiorum Lam.). Utilizaron un suelo
contaminado a una concentracién inicial de 133 mg kg™ para fenantreno y 172°fg
kg™, el resultado obtenido para fenantreno (0.05-0.67) fueron muy inferiores a los
de pireno (0.23-4.44) para el tratamiento S6, teniendo el FCR mas alto en la planta
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Glyeine_max Merr, con ambos hidrocarburos evaluados. Los resultados de este
trabajo’mostraron consistentemente que la acumulacion de pireno en la raiz fue
mayor qué fenantreno segun lo exhibido por las concentraciones de los FCR.

En la meZcla.de hidrocarburos, se utilizé como concentracion total 50 000 mg kg™
con una proporcion alifaticos: aromaticos 1:1, de la cual parten las siguientes
concentracione$:)6.250, 12 500, 18 750 y 25 000 mg kg* para hexadecano y
3125, 6 250, 9 375 y."12 500 mg kg™ para fenantreno y pireno respectivamente.
Con respecto al hexadecano, se observo un valor méximo de 1 para todas las
concentraciones evaluadas, indicando que el FCR fue independiente de la
concentracion inicial en latagrolita, ya que este es un alifatico de cadena lineal,
mas susceptible a la degradacion microbiana y aunado a las bajas
concentraciones usadas, posiblemente los microorganismos presentes en la
rizosfera lo eliminan rapidamente dejandolo poco biodisponible para la sorcién por

las raices.

8.00
6.00
o
O 4.00
o

2.00

*
<
<

0.00
0 6250 12500 18750 25000

Concentracién inicial (mg kg?)

Figura 10. Factor de concentracion en la raiz para la mezcla de hidrocarburos después de siete

dias de cultivo: Hexadecano (¢) Fenantreno (m) y Pireno (A).

Para los aromaticos, se observé un incremento en los valores del FCR
comparados con aquellos obtenidos en el tratamiento individual. Para (el

fenantreno fue 5.43 en las concentraciones mas altas y para el pireno se observo
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queral aumentar la concentracion inicial hubo un incremento notandose un maximo
de 7.74%a la concentracién inicial de 6 250 mg kg™ (Figura 10). Los resultados
obtenidas“en estos estudios indican que los compuestos menos polares (Ko mas
alto), fueron mas fuertemente sorbidos por la raiz de C. laxus, tal como se muestra
en las Figura.9-La sorcion de un contaminante organico en las raices de las
plantas es importante debido que los hidrocarburos pueden acumularse en el
tejido de la planta © bien, ser metabolizados dentro de este y de esta manera no
se transfieren a otro nivel de la cadena trofica (Adams y col., 2008).

Gao y col., (2006) realizaron un estudio comparando la sorcion de fenantreno y
pireno por la planta Loliumtmultiflorum Lam, utilizando dos tipos de soporte (agua
y suelo). Los valores del FCR~tendieron a disminuir con el aumento de las
concentraciones de hidrocarbufos en el suelo después de 45 dias,
especificamente el FCR para fenantreno fue mucho menor (0.14) que para pireno
(0.37), teniendo una concentracion ‘inicial de 43.50 mg kg™ para fenantreno y
272.1 mg kg* para pireno. ‘Comparandé los resultados, las concentraciones
evaluadas fueron mayores que las estudiadas por Gao y colaboradores, pero se
observd la misma tendencia ya que el FCR"disminuyd con el incremento en las
concentraciones iniciales, asi mismo,‘el'FCR paray fenantreno fue menor (5.43)
que para pireno (7.74). Para el HC hexadecano se observo para todas las
concentraciones evaluadas un valor maximo del FCR“de 1, indicando una similitud
con lo reportado por Escalante y col. (2009); mismos que,~realizaron un estudio
con plantas nativas, utilizando una mezcla de hidrocarburos_(hexadecano 50%;
pristano 14%; antraceno 18% y pireno 18%) a una concentraeion inicial de 4 000
mg kg™ para C. laxus y 1 000 mg kg™ para C. ligularis. Evaluaron €l FCR para
antraceno, encontrando que éste aumentdé durante el cultivo de plantas no
inoculadas, la concentracion de hidrocarburos en agrolita disminuy6ral<final del
experimento, aunque la concentracion de hidrocarburos en las raices s€ jmantuvo
constante.

En cambio, para las plantas inoculadas, el FCR durante el cultivo fue de 1, es
decir, las concentraciones de hidrocarburos tanto en la agrolita y las raices fueron

similares a los 90 y 150 dias.
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Para pireno, el FCR en las plantas no inoculadas siguio el mismo patron durante el
cultivosen comparaciéon con el antraceno, mientras que para las plantas
inoculadas, los valores de FCR fueron mayores con respecto a los no inoculados.
En el caso delhexadecano no se encontré en las raices, lo cual se atribuy6 a que
las concentraciones evaluadas fueron bajas en 150 d de cultivo.

Debido a su pequerio tamafio y morfologia laminar, las arcillas presentan elevadas
areas superficiales, y/probablemente, los fendmenos de sorcién de compuestos
organicos e inorganicos’'se presenten en la region interlaminar de las superficies
de las particulas arcillosas (Carretero y col.,, 2007). Cabe destacar, que para
probar los HC en suelos”.arcillosos con presencia de materia organica,
probablemente se obtendria anha~menor sorcidén de los hidrocarburos a la obtenida
en el sistema modelo (agrolita)*para la planta C. laxus, debido a que los

hidrocarburos posiblemente quedaran sorbidos en las arcillas y materia organica.
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8. Conclusiones
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Enda germinacion de las semillas de Cyperus laxus, se obtuvo una tasa de
germipacion alta, bajo condiciones de invernadero. El crecimiento de las plantas
de 60 dias, utilizadas en el suelo modelo (agrolita) contaminado, no fue afectado
por los hidrocarburos, pues las plantas se mostraron con tallos firmes y verdes.

Cyperus laxus#~fue capaz de remover los contaminantes del medio a valores
mayores al 90'%. En el tratamiento con compuestos usados de forma individual
hubo sorcién en las raices de los tres hidrocarburos evaluados. La sorcion se

incrementd al aumentar’la concentracion inicial de los hidrocarburos en el suelo
modelo. En particular, el'hexadecano presenté la mayor sorcion (4 397 mg kg_l)
en una concentracion de 100 000 mg kg_l. El fenantreno y pireno presentaron
valores de sorcion de 55.15 'mg kg_l y 1 606 mg kg_l, respectivamente en una

concentracion de 2 000 mg kg_l. La mayor sorcién, presentada por el pireno,
posiblemente se debi6 a su mayor valor de pkow.

Para el hexadecano, la sorcion-enslas raices represento el 0.11 % de la remocioén,
a la concentracion mas alta. Para la'mezcla’de hidrocarburos, la sorcion fue similar

al tratamiento individual, presentando elshexadecano una sorcibn maxima de 120
-1 -1
mg kg a una concentracion inicial de 25000 mg'kg . Por otra parte, los valores

-1 -1
de sorcion para fenantreno y pireno fueron 184 .mg kg y 1 957 mg kg

respectivamente a la concentracién méaxima de 12 500 mg-kg™.
. . - 6
Los microorganismos degradadores se cuantificaron en valores de 1x10 células/

g suelo, para el hexadecano a una concentracion inicial de 100 000 mg kg_l. En la
mezcla se cuantificaron hasta 4.90x10* células/ g suelo en la coneentracion inicial
de 12 500 mg kg™. Los valores del factor de concentracién en lasfaiz variaron
dependiendo del hidrocarburo probado y de la concentracion en la agrolita. Para el
hexadecano, el valor maximo obtenido fue de 1, tanto de manera individual como
en la mezcla. Para los hidrocarburos aromaticos, fenantreno y pireno, la ‘mayoria
de los valores obtenidos fueron superiores a 1, siendo hasta de 7.7 para pirene; o

que esta relacionado con su mayor lipofilicidad.
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Como parte de los mecanismos de fitorremediacion, la sorcién de hidrocarburos
en las”raices, es una etapa importante considerando que estos pueden ser
metabolizados dentro de la planta o bien acumularse. En el caso de C. laxus, en
el sistema“utilizado la sorcion de hidrocarburos en la raiz no fue el mecanismo
principal de remocion de los contaminantes, siendo probablemente que la
rizodegradacion,.actividad biodegradadora llevada a cabo por los microorganismos
rizésfericos, el mecganismo de remocién principal de los compuestos probados (sin
embargo, cabe destacar que la sorcidon cuantificada es significativa en el caso de
los compuestos aromatices en presencia de hexadecano) previniendo por lo tanto,

la transferencia de los contaminantes a otros niveles de la cadena tréfica.
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