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1. INTRODUCCION

Con la llegada de la Revolucién Industrial, se marcé el inicio de una era de impacto
ambiental’sin precedentes en la historia de la humanidad (Zalasiewicz et al., 2010; Uglietti
et al., 2015). Por ende, el mundo ha estado expuesto a las consecuencias adversas del
desarrollo incontrelado de multiples actividades humanas como la urbanizacién, el
transporte, la industriay la agricultura, entre otros; ocasionado la introduccion de agentes
contaminantes al mediojambiente (Ozkara & Akyil, 2018), generando impactos negativos

sobre los ecosistemas y'graves riesgos para la salud humana (Spiegel & Maystre, 2001).

Entre los agentes contaminantes se pueden encontrar los hidrocarburos (HC) también
conocidos como combustibles»fésiles (Sandoval & lizardi, 2019), son sustancias
conformadas principalmente de” ecompuestos con diferente solubilidad y volatilidad
(Velasquez, 2017), y constituidas” por atomos de carbono e hidrogeno que pueden
producirse de manera natural (Sandoval & lizardi, 2019). Los HC son usados alrededor del
mundo como generadores fundamentales“de diversas formas de energia (Velasquez,
2017). Su empleo se ha constituido en un-propulsor importante para el desarrollo de la
humanidad (Pardo et al., 2004) expandiéndoseé durante los Ultimos afios y volviéndose una
pieza clave, como motor de crecimiento economico €n varios paises del mundo (Castro et
al., 2014). La alta demanda de los HC, ha prévocada eventos catastroficos a nivel ambiental
debido a la contaminacion significativa (Benavides et‘al.,.2006) a ecosistemas acuaticos y
terrestres (Nustez et al., 2014), producto de les’derrames accidentales, siendo uno de los
problemas mas graves de la actualidad, sobre todo cuando_son de gran escala (Plohl &

Leskovsek, 2002) y es muy comun en paises productores (Veldsguez, 2017).

Los derrames de HC en suelo y agua impactan diferente de la siguiepté\manera: en el suelo,
dependiendo del tipo de suelo y de la cantidad de materia organica/MO) determinan el
destino de los HC y la extensién del dafio a las plantas (Yu et al., 2013). Serrano et al.,
(2013) reporta que la contaminacion por HC genera efectos adversos en las plantas, causa
el deterioro de la estructura del suelo, perdida del contenido de MO, perdidadesutrientes
minerales y fertilidad, generacion de lixiviados y erosion. En el caso del agua, los'HC tienden
a flotar debido a la diferencia de densidad que existe con respecto al agua, ocasionando
gue la entrada de luz y los intercambios de gases sean bloqueadas (Velasquez, 2017).

Dependiendo del peso molecular de los HC algunas pueden disolverse en el agua .
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degradarse, mientras que otros presentan la capacidad de depositarse en los sedimentos

(Mendelssohn et al., 2012).

La necesidad de eliminar (o reducir al minimo) el contenido de hidrocarburos provenientes
de la actividadédhumana ha llevado al desarrollo de diversas estrategias (Dias, 2012), es por
ello, que Sun etdalk, (2017) menciona que los procesos biolégicos son mejores para tratar
efluentes o matrices'contaminadas en términos de eficiencia y economia. Esta técnica se
basa en el aprovechamiento de las capacidades metabdlicas de ciertos organismos
(plantas, hongos y bacterias) para degradar, transformar o remover los contaminantes a
productos metabdlicos inocues (Volke, 2002) y esto recibe el nombre genérico de
biorremediacién (Jurado, 2011).

Entre esas técnicas de bigrremediacion surge la micorremediacion, que es la
biorremediacién mediante el uso de,hongos, dicha técnica demostré ser buena alternativa
para degradar una variedad de compuestos organicos y convertirlos en CO2 y H20O, debido
a las caracteristicas de su sistema enzimatico y su vigoroso crecimiento, que les permite el
desarrollo de su micelio y colonizar.diferentes sustratos, la hacen un recurso potencial para
remediar sitios contaminados (Morenget al., 2004). Dentro de esta gran variedad de hongos
existe un grupo conocido como lighinoliticos'y.son denominados como hongos de la
podredumbre blanca (HPB) de la madera.(Bogale;-2020). Los HPB son organismos
sapotréficos (obtienen sus nutrientes “ de\residuds+-organicos en descomposicion),
pertenecen al reino fungi, subreino Dikaria, filo Basidiomieota y subfilo Agarimicotina (Fig.
1). Este subfilo se divide en 4 clases y 18 érdenes. Los HPB-se pueden encontrar dentro
de las ordenes Agaricales, Auriculariales, Hymenochaetalesy Russulales, entre otros. Sin
embargo, la mayoria de los HPB pertenecen al orden poliporales (Pointing, 2001, Grigoriev
et al., 2011, 2014; Martinez et al., 2018).

Los HPB se caracterizan por su capacidad fisiolégica para degradar‘eficientemente la
lignina que se encuentra presente en algun sustrato como la madera, paja“de trigo, entre
otros (Ten & Teunissen, 2001). La lignina es un polimero complejo y heterogéneo (Hatakka,
1994). La lignina, después de la celulosa, es el mayor componente de la matefia vegetal y
la forma mas abundante de material aromatico en la biosfera. La madera y otrostejidos
vasculares contienen alrededor del 20-30% de lignina (Dence & Lin, 1992). La mayot/parte
de ésta se encuentra dentro de las paredes celulares, entremezclada con las hemicelulosas
y formando una matriz que rodea las ordenadas microfibrillas de celulosa. Este compuesto

provee de rigidez a las plantas superiores ya que actia como pegamento entre las fibras
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de celulosa formando la ldmina media (Kirk & Farrel, 1987). Ademas, protege a los

carbehidratos facilmente degradables (celulosa, hemicelulosa) de la hidrélisis enzimatica
microbiana (Fritsche y Hofrichter, 2000).

Class Order
] —» Agaricomycetes ——Agaricales (20)

[ Eungi

[ Amylocorticiales (1)

L. Atheliales (1)

[ Basidiomyeota ] . Auriculariles (2)

— Corticiales (1)

Agaricomycotina
(Agaricomycotiia)»

— Hymenochaetales (2)

— Polyporales (45)

— Russulales (5)

—» Tremellomycetes — Tremellales (1)

—p Dacrymycetes = — Dacrymycetales (1)

()= number of published WRF genomes

Figura 1. Diagrama simplificado del reino-Fungi (Kijpornyangpan et al., 2022)

La degradacion de la lignina se llevagsa cabo ‘por la secrecion de varias enzimas
extracelulares que son esenciales para la-transformacion inicial de la lignina y que en
conjunto logran su mineralizacion (Pointing, 2001). Dichas_enzimas son lignina-peroxidasa
(LiP), manganeso-dependiente peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac) (Glelska & Noszczynska,
2020; Bogale, 2020; Kathiravan & Gnanadoss, 2021). La degradacion de la lignina les
permite tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales finalmente representan su

fuente de carbono y energia (Ten & Teunissen, 2001).

Los hongos ligninoliticos han desarrollado un sistema enziméatico Unico y no especifico que
funciona en el ambiente extracelular (Davila & Vazquez, 2006) y gracias a estas enzimas
permiten la degradacion de compuestos organicos que tienen similitudes ¢on“la lignina
(Hatakka, 1994). Esta capacidad que poseen las ha llevado a la realizacién de una«ariedad
de investigaciones internacionales donde se ha descrito su capacidad para degradar
diversos contaminantes organicos como los HPA (Lee at al., 2014), suelos contaminados
con petréleo (Shahi et al., 2016), entre otros. No obstante, para poder degradar estos

compuestos se han propuesto multitud de materiales ligninoliticos o residuos organicos que
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sirvap”de soporte y alimento para el hongo, como pueden ser paja de trigo o maiz, pellets

de paja de trigo, bagazo de cafia, mazorcas de maiz, grano de trigo y sustratos de cultivo
de honges, entre otros (Eggen, 1999; Mauricio et al., 2014).

Por lo anterior,_ el propdsito de este proyecto es evaluar el crecimiento miceliar en suelo
contaminado eongpetrdleo crudo y el potencial de degradacién de hidrocarburos totales de

petroleo, empleandoilas especies Pycnoporus sanguineus y Ganoderma multipileum.
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2. ANTECEDENTES

El petr6leo es una fuente energética no renovable, que representa un consumo mundial del
33.1% (BP, 2012). Esta fuente energética aporta beneficios asociados a la generacion de
empleos y materia prima para las industrias, sin embargo, el mal manejo de este recurso
genera graves problemas ambientales (Leodn et al., 2009, Pernia et al., 2012), en cualquier
parte del mundo,_la_mayoria provienen de derrames accidentales y las disposiciones

inadecuadas (Infantefy Garcia, 2012).

En México, la actividad petralera tiene mas de 50 afios, (Hueseman et al., 1993) y durante
ese tiempo, el suelo y“los ecosistemas acuaticos se han visto afectados por la
contaminacién de hidrocarbufoes,sposicionandose como uno de los problemas ambientales
de mayor relevancia en este pais-(CNH, 2014), por ende, en los ultimos afios se ha
registrado un aumento significativo €n.€l numero de sitios contaminados sin remediar (Rojo,
2009).

En el sureste de mexicano, la explaracion y la perforacién petrolera dio inicio de manera
comercial durante la década de 1940zA finales de los afios cincuenta inicié la perforacion
en la region noroeste del estado de Tabasco y a partir de 1973 aumento la superficie por el
descubrimiento de importantes yacimientes petroleros en el area de Comalcalco-Terciario
y por tal razon, el estado se convirti6 comosarea produetiva por los volumenes de crudo y
gas que se extraian (West et al., 1976, Tudela 1989, Ortiz.2009). Dicha actividad petrolera
genero diversos problemas ambientales (Ortiz et al., 2012).

Las estadisticas oficiales del pais, mencionan que las emergencias ambientales por
derrames de petroleo empezaron a registrarse en Tabasco en el afio de 1992 (Gonzalez,
1995). De acuerdo con la PROFEPA durante el periodo de 1993 a/2009 ocurrieron en
México 7998 emergencias ambientales, de las cuales 1315 (16.44 %) sucedieron en
Tabasco (PROFEPA, 2011). Por otra parte, la Comision Nacional de.Hidrocarburos
describe que en el estado de Tabasco durante el periodo 2000 - 2013, ocup@ el segundo
lugar con un 30% en derrames de hidrocarburos confirmados y el primer lugar<con un 50%
en derrames no confirmados (CNH, 2014), entre los que se identifican sitioS,recién
contaminados (< 1 mes) y suelos intemperizados con un largo historial de contaminacion
(Ortiz et al., 2017). De acuerdo con Zavala, 2005 menciona que el activo 5 presidentes es
la que registra la mayor cantidad de derrames en el estado, ocasionando dafios a [0S

pastizales y a la vegetacion natural que la rodea.
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A raiz’'de estas problematicas diversos trabajos han reportado que los derrames causan

alteraciones a las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo (Cébron et al., 2011,
Rivera 2011y Trujillo et al., 2012). Pero mencionan que el grado de contaminacion
dependera del ecosistema y de las propiedades fisicas y quimicas del hidrocarburo, asi
como del tipo/de'emergencia (Garcia et al., 2006, Pinkus y Contreras, 2012). Generalmente
estas probleméticas, provocan la muerte de diversas especies animales, plantas (Ordofiez
et al., 2018). Asi como también, alteran la microflora y mesofauna del suelo (Carvazos et
al., 2014), y causan afectaciones a la salud humana (ATSDR, 1999).

Por tal razén diversas tecnologias han sido desarrolladas y aplicadas para remediar los
suelos contaminados, una de ellas es la biorremediacion. (Sanscatrtier et al., 2009; Hentati
et al., 2013; Hamzah et al., 2024). Este método se conforma de un conjunto de técnicas
gue emplea el uso de bacterias, plantas y hongos (Bamforth & Singleton 2005). Actualmente
los estudios se han enfocado principalmente en las bacterias y es poca la importancia que
se le da a los hongos para biorremediar, (Benavides Lopez de Meza,et al., 2006), sin
embargo, se ha reportado que los hongos ofrecen ventajas potenciales, por su capacidad
para degradar numerosos compugstos recalcitrantes, ya que son mas tolerantes que las
bacterias a altas concentraciones (e) contaminantes y han sido empleadas para la
biorremediacion histéricamente desde-el.siglo XIX (Tisma et al. 2010). Esta forma de

emplear los hongos en la biorremediacién’se-conoce-como micorremediacion.

Se han reportado que los hongos presentan 5/divisiones: \Basidiomicetos, Ascomicetos,
Glomeromicetos, Zigomicetos y Quitridiomicetos (Ruggiera“etial., 2015). De los 5 grupos,
los basidiomicetos, varios autores la han considerado un grupo,_muy interesante, por la
capacidad de adaptacion que les permite crecer en sitios perjudiciales donde actlan
constantemente como degradadores naturales (Choi et al., 2009) de la’lignina, celulosa y
hemicelulosa, que juntas se denomina con el nombre lignocelulosa (Howard et al., 2003).
Blanchette, (1995) menciona que este grupo se clasifica en hongos de podredumbre parda
(HPD) o blanca (HPB) y son totalmente diferentes puesto que los HRD, degradan
eficientemente los polisacaridos de la madera, pero la lignina presente solo Ja degradan
ligeramente convirtiéndola a lignina demetoxilada por eso su coloracion café, enncambio
menciona que los HPB descomponen todos los polimeros de la madera, incluida lalignina,

haciendo que la madera presente un aspecto blanco y fibroso.
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Las enzimas que generan los HPB durante la degradacion de la lignina y de las estructuras

similarés, a la lignina que contenga algun contaminante orgénico, ha permitido que se
emplee en una variedad de estudios de remediacion. Por ejemplo. se han realizado trabajos
donde las especies Trametes versicolor y Bjerkandera adusta son buenos candidatos para
degradar diversos compuestos xenobiéticos (Tisma & Zeli, 2010; Gothwal & Shashidhar,
2014), otros HPB se han empleado para la eliminacion de productos farmacéuticos (Marco
et al., 2009), la biodegradacion de COPs (Zhao et al., 2010), la degradacion de plaguicidas
(Diaz, 2011), la decoloracion de aguas residuales textiles (Echavarria et al., 2011),
degradacion de tintes industriales (Vera et al., 2012), la biodegradacion de resinas fendlicas
(Ponce et al., 2012), la biorremediacion de PCBs (Stella et al., 2017) y la limpieza de aguas

residuales (Kumar et al., 2018).

A nivel nacional son escasos los estudios enfocados en la micorremediacion de de suelos
contaminados con hidrocarburos, generalmente, la mayoria estan enfocados en pesticidas,
por ejemplo, el trabajo realizado por Cupul et al. (2014), quienes emplearon los HPB para
evaluar la actividad enziméatica en presencia de atrazina en el estado de Veracruz, México.
Por otra parte, Camacho et al. (2017), emplearon ocho especies de HPB para degradar
paraquat a escala laboratorio en els/estado de Chiapas, México. En cambio, existe una
amplia gama de estudios internacionales/donde ha’sido empleada de manera general en la
remediacion de suelos contaminados coen_hidrocarbures (Shahi et al., 2016; Hassain &
Bordjiba, 2018) y de manera especifica en HRPA(Chen et‘al., 2010; Arun & Eyini, 2011; Lee
et al., 2014; Taha et al., 2018).

Los estudios relacionados en la degradacién de hidrocarburos totales de petréleo
empleando HPB son altamente escasos, particularmente para las especies P. sanguineus
y G. mutipileum. La especie P. sanguineus ha sido empleada de forma general para
degradar HPA (Arun et al., 2008; Munusamy et al., 2008; Low et al. 2009; Thongkred et al.,
2011), antraceno y pireno (Zhang et al.,, 2015), colorantes (Annuar etsal., 2009) y
microcontaminantes farmacéuticos (Rodriguez et al., 2016). Por otra parte Jdajespecie G.
mutipileum se han realizado estudios estudios enfocados en la degradaciényde HTP
(Mohammadi et al., 2019), HPA (Punnapayak, 2009) y fenantreno y pireno (Ting etal.; 2011
Agrawal et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

13.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la degradacion potencial de las fracciones de hidrocarburos totales del petroleo
mediante la ‘aplicacion de la micorremediacion con hongos de la podredumbre blanca
empleando las especies Pycnoporus sanguineus y Ganoderma multipileum y su posible

implementacién de su uso en la biorremediacion de estos compuestos.

13.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar cultivos de ambas especies en medios de cultivo Agar de Dextrosa y Papa
(PDA).

= Evaluar el crecimiento miceliar de ambas especies en suelo mezclado con bagazo
de cafia y en suelo contaminade con HC mezclado con bagazo de cafia.

= Descartar la especie que haya obtenido un menor crecimiento miceliar en el suelo
contaminado con HC mezClado con bhagazo de cafia, mediante la aplicacion de
andlisis estadistico.

= Evaluar la eficiencia de la especie-de hongo para degradar hidrocarburos totales de
petroleo mediante una cinética de gencentracion y tiempo por medio del método
gravimétrico EPA 3540C por Soxhlet.

= Identificar la fraccion que mas degrada la especie ‘'de_hongo, mediante la aplicacion

del andlisis S.A.R.A. en columna cromatografica de silice,
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4. JUSTIFICACION

En MéxXico, la industria del petrdleo ha tenido un impacto negativo en materia ambiental.
Debido afla amplia gama de productos derivados del petréleo, no ha sido posible evaluar
cuantitativamente la contaminacion involucrada desde la fase de explotacidon hasta la
obtencion de los—productos petroquimicos basicos. Entre 2008 y 2013 se registraron
emergencias ambientales de hidrocarburos como: 171 emergencias con la gasolina magna
(27.3% del total), 142 (22:5%) con el diésel, 98 (15.6%) con combustodleo, 36 (5.7%) con
turbosinay 32 (5.1%) cen.otros contaminantes como acidos y bases. Para poder solucionar
estos impactos existen variasstécnicas para remediarlo y una de las mas eficientes es la
remediacion con hongos, conocida como micorremediacion. De esta técnica, los hongos de
pudricion blanca (HPB) han demostrado tener un alto grado de eficiencia para degradar HC
de hasta un 60% al 90% y una variedad de compuestos organicos con estructuras toxicas.
Ademas, los HPB cuenta con algunas-estudios que han mostrado su efectividad para
degradar contaminantes organicos como\ HTPs, HPA, fenantreno, antraceno, pireno,
Benzo[a]pireno, colorantes, tintesentre ‘otros. Del grupo de los HPB se eligieron a las
especies Pycnoporus sanguineus=y-Ganoderma, multipileum. para este proyecto, dichas
especies no cuentan con muchos estudios en lairemediacion de HTP, por ende, se evaluara
su eficiencia para degradarlos. Este proyectogeneraréapara el beneficio social, empresarial
y gubernamental nuevos conocimientos ys/Servird como, una propuesta para usar estas
especies de hongos y el sustrato para remediar sitios”centaminados por HC en nuestro

estado o en cualquier parte del mundo.

Estos hongos producen enzimas, que les permite degradar estos-eontaminantes, para ello
necesitan de un material vegetal que sea rico en hemicelulosa para poder producir las
enzimas, responsables para la biodegradacion de los HTP. En este‘caso sera usado el
bagazo de cafia que servird como soporte para el hongo, fuente de carbono y.de sustancias
nutritivas que aceleran la degradacion de HC, ademas de que en suelo ‘aumenta la
porosidad, la aerobiosis, retiene humedad y evita la erosion. Afortunadamente,en la region
Sur Sureste del pais (Campeche Chiapas, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco; Veracruz y
Yucatan) se encuentra el 56 % (32) de los ingenios en México. Durante la zafra 2011-2012
la region sureste produjo alrededor de 7°214,967 toneladas de cafa de azucar. De’'esos
cultivos se genera el bagazo, que es un subproducto de la cafia de azlcar y es considerado
un residuo y debido a que no se aprovecha del todo y por tal razén se le dara un uso en

este proyecto como sustrato para el crecimiento del hongo.
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5. MATERIALES Y METODOS

15.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Busqueda } ( —
bibliografica y Obtencion de
recopilacion de L Muestras
informacién

Hongos I Sustrato I Suelo [ Hidrocarburos ]
T, |
Herbario Obtel Bagazo de cafia L . S -
UJAT e qenigazucarero Division Academica de Ciencias Basicas

[ P. sanguineus ] I
T ~ NMX-AA-132-
Grados API

o SCFI-2006
G. multipileum
| |
[ Pretratamiento ]
| - I
Siembra en medio de Intemperizacion ]
cultivo PDA N I
-
Grados APl a
v fraccion pesada
[ Primer estudio preliminar ]1— [ Tamizado ] . |
T y | é g
Concentracion
Se realizara la mezcla de suelo y bagazo y se M- 021 - conocida de HC de
disefiaron 5 tratamientos (15%, 25% y 35%) RNAT - 40,000 ppm
triplicado para cada especie de hongo para la 00

-

cantidad de sustrato que requieren en peso
para crecer eficientemente en el suelo.

J Segundo_.estudio preliminar

\)l

Identificacion del %P/P en la que cada

hongo crece més rapido. Se realizara la mezcla de bagazo con suelo contaminado con
HC a 40,000 ppm y se disefiaron 2 tratamientos por triplicado
con los %P/P de bagazo de cadas€specie y se identificara que
especie tiene un mavor crecimientoen hidrocarburo.

\
5 tiempos de exposicion (1, 7, Hongo seleccionado, %P/P de bagazo, y Dis€fie.Experimental
15, 30 y 45 dias). Por triplicado concentracion de HC establecida para el suelo.

J/ -—
|

Analisis de Degradacion de I ‘ Analisis e interpretacion A&
slisi Conelusion
HTP por Soxhlet —' Analisis S.A.R.A. de resultados
J

Figura 2. Disefio experimental
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15.@3TENCIC')N DE MUESTRAS
15.2. NGOS

<
Las espe(ﬁe hongos, P. sanguineus y G. multipileum con codigos de registro CCG031
y CCGO025, ectivamente, fueron obtenidos del Herbario de la Universidad Juarez
Autébnoma de %{co de la divisibn Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBIol), con
coordenadas UT yQ 502850.00 E, 1989051.00 N.

Figura 3. Cepa de P. sanguineus

7 Figura 4. Cepa de G. multipileum
15.2.2 BAGAZO DE CANA @
1 <

-
El sustrato empleado en este proyecto %I baga@i cafia y fue obtenido del ingenio
azucarero Santa Rosalia (Figura 4), en eIC@:ipio éérdenas, Tabasco, México, con

coordenadas UTM 15Q 482051.30 E, 1998636.58 N. @merial se encontraba casi a

Figura 5. Localizacion del ingenio azucarero Santa Rosalia
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15.28 SUELO

El suelo"fue obtenido en el municipio de Cunduacan, Tabasco, México, con coordenadas
UTM 15Q.482051.70 E, 1998637 N (Figura 5). En el sitio se realiz6 un perfil edafoldgico de
140 cm de‘profundidad y un muestreo dirigido de 20 Kg de suelo de acuerdo con la NMX-
AA-132-SCFI=2006 (SCFI, 2006) de 0 a 30 cm de profundidad (Fig. 7-9). El perfil edafolégico
y los 20 Kg de suelas fueron transportados al laboratorio de suelos de la Division Académica
de Ciencias Basicas (PACB) para la identificacion de sus horizontes, y para su posterior

pretratamiento, respectivamente.

Figura 6. Localizacion del sitio de muestree’delhsuelo

Figura 7. Lugar del muestreo Figura 8. Presencia de  Figura 9. Muestreo de
manto freatico en el ntcleo suelo
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15.24 PETROLEO CRUDO
El petrolee crudo (PC) fue obtenido de un barril proveniente directamente de un pozo de
extraccions(Fig. 10). El PC en cuestion se encuentra en conjunto con agua congeénita, es
decir, facilmente se denotan las fases hidrocarburo — agua congénita. Se muestre6 un
volumen de 1L _.de PC entremezclado con agua congénita, para luego aplicarse el

pretratamiento en ellaboratorio de suelos de la DACB.

Figura 10. Barril de petréleo crudo con agua congénita
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15.@ETRATAM IENTO DE MUESTRAS

15.3. NGOS
.
15.3.1.ﬁ£EPARACION DEL MEDIO CULTIVO PDA

Para la realiz@) del caldo del medio de cultivo se tomé un matraz de 1L para preparar
700 ml, para ello es'pesaron 27.3 g de PDA. Como primer paso, se agregd 350 ml de agua
purificada al matM ‘seguido de los 27.3 g de PDA. Posteriormente se mezclo
vigorosamente para Qla formacion de grumos y una vez mezclado se agrego el resto
del agua. Finalmente s%(;é un tapén de algoddn y se colocé en la autoclave para su
esterilizacién a 120 °C por 5 min. Al término del proceso, se esperé a que la temperatura
disminuyera para poder trasﬁéa

@n un total de 10 cajas Petri y se establecieron 5 cajas

las cajas Petri. Se debe evitar que se enfrié de mas
debido a que se solidifica. Se re

por especie.

)

Figura 11. Agar dextrosa Figura 12. Matraz empleado Figura 13. Autoclave
y papa en la elaboracion de agar &

15.3.1.2 ACTIVACION DE HONGOS

Se tomé una cepa por especie de la coleccion de hongos del herbario de la esp&Si\ .
sanguineus (Fig. 14) y G. multipileum (Fig. 15) con cédigo de registro CCG031 y CCGé.§>
respectivamente. Para llevar a cabo este proceso, los materiales empleados y el sitio@
trabajo fueron esterilizados. Para la activacion, se emple6 el uso de mecheros y con ayuda
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de sa se recorté un cuadro de un 1cmde agar y se colocé en el centro de las cajas
Pet otal fueron cinco cuadros por especie, dando un total de 10 cuadritos. Al momento

de rese )nen la caja Petri, se sell6 inmediatamente y se coloco en oscuridad durante 15
dias. La ﬁg‘ Petri fue monitoreada cada dos dias para observar algun tipo de
contaminacié@)na vez que el micelio del hongo se propag6 en su totalidad la caja se

resguardé en r@acién a 4 °C para inhibir su crecimiento y emplearlo para futuros usos.

7,

F

Figura 14. Cepa de P. sangeuineu : igura 15. Cepa de G. multipileum

15.3.2 BAGAZO DE CANA ‘

(.

la sombra tal como se observa

<
El bagazo de cafia, fue secado a temper( amb
en la Figura 16. Una vez acabado el proceso@)agaz esguardado en bolsas negras

de polietileno para evitar alguna contaminacion y contact a humedad, hasta su uso.

Figura 16. Secado del bagazo de cafia O
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15.38 SUELO
15.3.3'1\PERFIL EDAFOLOGICO

El perfil edafologico fue sometido a un secado a temperatura ambiente a la luz del sol,
colocado sobre holsas negras. El periodo de secado fue de 9 h diarias (8:00 am a 5:00 pm),

hasta sequedadi’para poder diferenciar los horizontes que lo conformaban.
15.3.3.2 SUELO MUESTREADO

Los 20 kg de suelo fueran, secados bajo las mismas condiciones del perfil de suelo (Fig.
17). El suelo fue parcialmente removido para acelerar el proceso de secado.

Figura 17. Secado del suelo

Posterior al secado, se procedio al proceso deJnolido (Fig. 18) seguido de un proceso de
tamizado, usando un tamafio de malla de 2 mm de diametre’para eliminar los materiales de
mayor tamafio y o cualquier material que pudiera causar interferencia en los analisis. Se
resguardo en un contenedor de plastico, para reducir al mimimo su contacto con la

humedad.

Figura 18. Molienda del suelo
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15.3:3.3 DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS
A contintiacion, se describen los pardmetros fisicoquimicos realizados al suelo utilizado en
el proyecto; de acuerdo con las metodologias descritas en la NOM—021-RECNAT-2000.

Para cada método se realizaron 5 repeticiones.

15.3.3.3.1pH

Se realiz6 la medicion por triplicado en una relacion de suelo y agua de 1:2,
respectivamente, usando agua entre pH de 6.6 y 7.3 de acuerdo a lo descrito en el método
AS-02 de la presente nerma. Para ello se pesaron 5 g de suelo y se coloc6 en 10 ml de
agua, y se mezclo vigorosamente. Por otra parte, el potenciometro marca HANNA — HI 9813
-5 (Fig. 19), fue calibrado cofi-soelucion reguladora de pH 7. Por ultimo, se prosiguié a la
medicion del pH (Fig. 20) y los datos-obtenidos se compararon con los rangos reportados

en la norma como se describe en la’'Tabla 1.

A,

Figura 19. Potenciémetro Figura 20. Medicién del pH

Tabla 1. Rangos de clasificacion de pH reportados en la NOM—-021-RECNAT-2000

Fuertemente Acido <5.0
Moderadamente Acido 5.1-6-5
Neutro 6.6-7.3
Medianamente Alcalino 7.4-85
Fuertemente Alcalino >8.5
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15.3@.2 CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE)
a

Par luacion de la CE (Fig. 21) se us6 la muestra empleada para la medicién de pH,
se dejo ?)‘sar por 24 h y se filtré con papel Whatman #40. Finalmente, se colocé el
electrodo tenciometro HANNA — HI 9813 -5 en el liquido filtrado para la medicion de

la CE. Y los obtenidos se compararon con los datos reportados en la norma en la

Tabla 2. d\ .

Tabla 2. Rangos de clasificacion de la CE reportados en la NOM—OZl—R%T—ZOOO

Efectos despreciables de salinidad ?%0
Muy ligeramente salino 1.1-20
Moderadamente salino 2.1 @

Suelo salino 41— @
Fuertemente salino 8.1-16. )\

Muy fuertemente salino >16.0

Para la determinacion de %MO (Fig. 22 y 23), el suelo fue secado a peso cons

15.3.3.3.3MATERIA ORGANICA (%MO) 6
% se

peso la cantidad de 2 g de suelo, el cual fue colocado en vasos de precipitado @o
previamente pesado) y se registra el peso con el vaso (peso inicial). Primeramente, s
agrego la cantidad de 1mL de &cido nitrico, al término de la reaccion, se agrego 1 ml de
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permde hidrogeno y se observé la reaccion, al terminar se coloc6 en la estufa por 72h

:o constante y se registra el peso (peso final). Los datos obtenidos se calculan con

/ormula (Ec. 1).
L Pi — Pf

@ %MO = % 100
P1

P

Donde: \S\ .

Pi = peso inicial (rete + suelo)
Pf = peso final a peso @ ante (recipiente + suelo)

Ec.1

Figura 22. Reaccion de la MO del
suelo con H202

23. Término de la
rea@el H202
Los datos obtenidos son comparados con los rangos reportados én la norma en la Tabla 3,
para la clasificacion de la concentracion de la materia orgénica uelos minerales y

volcénicos.

Tabla 3. Rangos de clasificacion de la concentracion de materia organica reportado&a NOM-021—
RECNAT-2000

Clase Suelos Volcanicos Suelos no Volcéés
Muy bajo <4.0 <0.5
Bajo 4.1-6.0 06-1.5 d\
Medio 6.1-10.9 1.6-35 O
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0 o
Muy alto >16.1 >6.0 .
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15.3.3'3.4DENSIDAD APARENTE (DA)
Para lasteterminacion de DA se empled una probeta de 10 ml y se registré el peso,
posteriormente, se le agreg6 suelo hasta aforar y se dieron ligeros golpes sobre una
superficie parar ocupar los espacios vacios del suelo, nuevamente fue aforado y se repitié
el proceso hasta_el aforamiento. Los datos obtenidos deben calcularse con la siguiente

formula (Ec. 2):

1-2
= Ec.2
DA 10 ml

Donde:
1= peso del matraz con suelo
2= peso de la probeta

Tabla 4. Rangos de clasificacion de densidad aparente reportados en la NOM—-021-RECNAT-2000

Tipos de Suelos g/cm3
Organicos y Volcanicos Menor de 1.00
Minerales
Arcillosos 1.0-1.19
Francosos 1.20-1.32
Arenosos Mayor a 1.32

15.3.3.3.5DENSIDAD REAL (DR)

Para la determinacion de DR se tomaron matraCes de 25 ml previamente pesados. A uno
de los matraces se le adicion06 5 g de suelo, y se registro el nuevo peso, luego se le adicion6
agua hasta aforar y se registr6 nuevamente el peso y la temperatura. Por otra parte, se
tomo otro matraz y se le adicion6 agua hasta aforar, se registro el peso y la temperatura. El

calculo de DR se realiza con la siguiente ecuacién (Ec. 3):

v 4)—-(1) @3)—(2) pesodelaguadesplazada por particulasde suelo Ec. 3
S = —_ = .

pw pw densidad del agua
ps=(2)- (D) Ec. 4
, ps
Densidad real (ps) = Vs Ec.5

Donde:

1 = Peso matraz seco

2 = Peso matraz con suelo

3 = Peso matraz con suelo y aforado con agua
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4 = PeSo matraz con agua
pw = demsidad del agua
Vs = volumen de las particulas de suelo
ps= peso.de las particulas del suelo
ps = densidad'real

15.3.3.3.6 PORCENTAJE DE POROSIDAD (%P)

La norma mencionaque €l %P se determina mediante la relacion de DAy DR y se calcula

de la siguiente forma (Ec. 4):

(DR —D4) _ Ec. 6

100
DR

Porcentaje de porosidad (%P) =

15.3.3.3.7CAPACIDAD DE CAMPO (%CC)

Se Pesaron 50 g de suelo y se ¢olgeddentro un vaso con filtro con agujeros para permitir
el escurrimiento. Posteriormente elsuelo se humecto durante dos horas con agua potable.
Al termino, se dejo escurrir hasta finalizar el goteo e inmediatamente se pesaron 10 g de
suelo humedo (PSH) y se colocé en un‘crisol previamente pesado. Luego el crisol con el
suelo humedo se coloc6 dentro de‘una estufa a 105 °C durante 24 h para su secado (Fig.
24), al termino se dejo enfriar y se tomé-elpesodel suelo seco (PSS) hasta peso constante.

Los datos obtenidos se aplican en la siguiente ecuacion para hallar %CC.

PSH =~PSS

0 =
wee PSH

Donde:
PSH = peso del suelo humedo
PSS = peso del suelo seco

FAVOR DE |
LOSEC
UTILIZADS

Figura 24. Horno de Secado
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15.@.8TEXTURA (%A, %L y %R)

Para ?erminaci()n de Textura se emple6 el método del hidrémetro de Bouyoucos tal
?ila norma, para ello, se pes6 una cantidad de 50 g de suelo y se midi6é un
de agua, y estas se colocaron dentro de una licuadora y se licu6é por un

como d

volumen d
minuto, al ter@ la mezcla se vertié dentro de una probeta de 1 L. Finalmente, se toman

dos lecturas, a Ice?p s de haber colocado la mezcla dentro de la probeta y a las 2 h. En

cada lectura se mi({dgmperatura.

o —— T —

Figura 25. Bouyoucos Figura 27. Segunda lectura

i ura
Para el célculo de Textura se deben emple%ecu@es siguientes:

%L+ %R = ( +FcT1)’@ Ec.8
%R = (D2 + FcT2) * 2 Ec. 9
%A =100 - (D1 + FcT1) &C- 10

%L = 100 - (%A + %R) E&
Donde: ®

D1 = Medicion a los 40 s con el hidrometro
D2 = Medicion a las 2 h con el hidrometro )\

FcT1 = Factor de correccion de la temperatura a los 40 s

FcT2 = Factor de correccion de la temperatura a las 2h @

%R = Porcentaje de Arcilla 6

%A = Porcentaje de Arena

%L = Porcentaje de Limo %
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100% arcilla
(2 micrones)

4 "\VHA &
O VAVAVANAVAVAYA
&

Figura 28. Empleo _del triangulo de Textura

Una vez obtenidos los porcentajes_para cada tamafio de particula se procede a ubicarlos
en el tridngulo textural de forma ordenada (Figs 28). Primeramente, se ubica el %R, luego
el %A y por ultimo %L, en el sentido'de las flechas. Una vez ubicados, con ayuda de la

Figura 29 se determina qué tipo de suelg es.

0% ¢ ® 3 ® % B B v o 0%

arena % de arena limo

Figura 29. Triangulo de Textura con los tipos de suelo
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15.34 PETROLEO CRUDO
Debidosala mezcla heterogénea del petréleo crudo (PC) con el agua congénita, se realizo
la separacién de estas fases. En la Figura 30 se puede observar que las fases no estan
muy definidas_a comparacion de la Figura 31. Una vez que las fases se encuentran
separadas se-procedio a extraer el solamente el PC y se coloco en una botella de vidrio

ambar.

Figura 30. Fase del PC con agua Figura 31. Fase del PC
congénita mezclados separado del agua congénita

15.3.4.1 GRADOS API (°API)

Al PC se le realiz6 el analisis de grados API de acuerdo almétodo ASTM (2006) con
modificaciones para conocer el tipo de fraccion de hidrocarburoique se poseia. Para ello,
se realizd6 por el método directo por gravimetria. El PC fue Someétido a rangos de
temperatura en frio y en caliente. Para el calentamiento, se tomé un cristalizador con agua
y se calento sobre una plancha. Por otra parte, se llené un vaso de precipitado de 100 ml
con PCy se coloco dentro del cristalizador. Una vez caliente el PC, con ayuda'de una pipeta
y propipeta se coloc6 PC caliente dentro de un matraz de 50 ml previamente pesado (Fig.
32), hasta aforar. Inmediatamente el PC dentro del matraz era pesado y se registraba la

cantidad, e inmediatamente se media la temperatura.

Para el caso del enfriamiento el PC (Fig. 33) fue colocado en refrigeracion y nuevamente
se repitid el proceso anterior de pesaje y la medicion de temperatura.
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Figura 32. PC en matraz afo d:d) 5mL Figura 33. PC enfriado a 4 °C

Para calcular los grados API séﬂiza con la siguiente formula general (Ec. 12):

141.5 ; =
APl = — = 1315 {c®1‘ p=m/V
Donde: § ;

p = Densidad del hidrocarburo

m = Masa del PC en el matraz afora 7

V = Volumen del matraz ®—

15.3.4.2 INTEMPERIZACION ONHEN*;NG) 6‘

.z

El PC fue sometido a un proceso de int izaci

Ec. 13

ig. 34) que es practicamente la
volatilizacién de hidrocarburos de fracciones Iigeras@a este caso, el petréleo crudo
fue colocado en una bandeja pléstica a la luz del sol en un rango de horas de 9:00 am a

5:00 pm, este proceso se realizd hasta obtener la fraccion d ocarburo deseada, que

en este caso era la fraccion Iculo de grados API.

Figura 34. Intemperizacion del petroleo crudo ¢
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15.4°ESTUDIOS PRELIMINARES
Se realizaron dos estudios preliminares consecutivos con el objetivo de dar pauta a la
realizacign’disefio experimental. Dichos estudios son: primer estudios preliminar y segundo

estudio preliminar y se describen a continuacion.

15.4.1 PRIMER ESTUDIO PRELIMINAR

El primer estudio preliminar evalGa el crecimiento miceliar de la especie P. sanguienus y G.
multipileum en una mezcla,de bagazo de cafia con suelo sin contaminar. Una vez concluido
el estudio se seleccionararsel %P/P de bagazo de cafia en la que cada hongo obtuvo el
mayor crecimiento miceliar. Para ello se establecieron tres tratamientos por triplicado de
%P/P de bagazo de cafia conrespecto al suelo que fueron de 15%, 25% y 35%, para un

tamafio de muestra de 15 g. Las cantidades se observan en la Tabla 5.

Tabla 5. %P/P de bagazo de cafa con respecto.al suelo

%P/P de bagazo g %P/P de suelo g
15% 2.25 85% 12.75
25% 3.75 75% 11.25
35% 5.25 65% 9.75

15.4.1.1 PREPARACION DEL SUSTRATO

El bagazo de cafia se fragmento en un tamano de pafrticula de 2 a 3 cm?, tal como se
observa en la Figura 35, posteriormente se hidratdé por 12y al termino se escurrieron
hasta lograr un contenido de humedad del 70%. Finalmente, el’bagazo se pasteuriz6 por
inmersion al agua en un recipiente metdlico con capacidad de»10 L sobre una hornilla

durante 1h a 80 °C, al termino se escurrid y se enfrié en condiciones asépticas.

15.4.1.2 ESTERILIZACION DEL SUELO

Para poder llevar a cabo este estudio fue necesario esterilizar el suelo. Este proceso se
realizo debido a que nos interesa conocer si el hongo realmente puede crecer-en el’bagazo,
asi como evitar el contacto con otros factores, como los microorganismos autoctenas. Para

ello el suelo fue esterilizado por 30 min a 120 °C en una charola metélica.
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Figura 35. A: Bagazo Wﬁa sin triturar; B: Bagazo de cafia triturado
15.4.1.3 MEZCLA DE SUEL(@BAGAZO
A este punto se procedi6 a realiza Wezclas correspondientes dé %P/P de bagazo con

respecto a los %P/P del suelo. Para e@e coloco primeramente el bagazo en tazones de
vidrio estériles de 10 cm alto x 15 cm cho (Fig. 36), luego se agrego6 el suelo y se

procedio a realizar la mezcla, procurando suelo se homogenice con el bagazo. Se

debe observar que el bagazo no s hamedo.

Figura 36. Mezcla de suelo con el bagazo de cafia )

15.4.1.4 CRECIMIENTO MICELIAR DE LOS HONGOS IN VITRO @

Una vez preparadas las mezclas se procedi6 a colocarlo dentro de tubos de e 0 con
medidas 2.2 cm ancho x 15 cm largo, hasta alcanzar una altura de la mezcla de 12 (@:ig.
38). Una vez terminado de colocar las mezclas a todos los tubos se procedio a inocular |
tubos con cuadros de 1 cm de micelio de hongo por separado e inmediatamente se colné
un tapén de algodon para evitar la contaminacion de la muestra y para permitir eT
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intereambio gaseoso. Por ultimo, estas se incubaron en oscuridad a una temperatura de 28

+ 2 °cA(Fig. 39).

Para el cre€imiento miceliar a cada tubo se le trazaron dos lineas opuestas “A” y “B” y sobre
estas se midi6_el crecimiento del micelio cada dos dias (Fig. 37), hasta la base del tubo de
ensayo con ayudade un estereoscopio marca Zeizz Stemi DV4 (Fig. 40) (Gaitan-Hernandez
& Salmones, 2015).

Figura 40. Estereoscopio
usado en la medicién de
crecimiento

Figura 37. Tubos Figura 38. Tubos ¢oh/la Rigura 39. Tubos con
rotulados mezcla de suelo y bagazo crecimiento de hongo

15.4.1.5 ANALISIS ESTADISTICOS

Se elabor6 un disefio de dos factores, con un arreglo de 2x3#or triplicado, el factor A con
dos niveles que son las especies de hongos, P. sanguineus’y G. multipileum y el factor B
con tres niveles que son los %P/P de bagazo, 15%, 25% y 35%. Para determinar los efectos
de las especies y de los diferentes %P/P de bagazo, se realizé unanalisis de varianza
(ANOVA) multifactorial seguida de una prueba de rangos LSD. Ses€mple6 el paquete
estadistico Statgraphics Centurion© XVI. Para todos los casos se empled un nivel de
significancia de 0.05 (0=0.05).

Para el crecimiento miceliar, se evalu6 mediante la obtencion de la tasa de «€re¢imiento,
para ello, se estimé el valor de la pendiente y = mx + b, que sustituida en téfminos de
crecimiento miceliar la ecuacion queda de la siguiente forma: y = Ktx + C, donde Kt = tasa
de crecimiento, y = crecimiento mm/dia, x = dias transcurridos y C = factor constante

(Gaitan-Hernandez & Salmones, 2015).
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15.42 SEGUNDO ESTUDIO PRELIMINAR

Una vez concluido el primer estudio preliminar se procedio a realizar el segundo estudio
preliminar#Este estudio se realiz6 dependiendo de los %P/P de bagazo de cafia en la que
cada especie“haya un obtenido un alto crecimiento en el estudio anterior, estos pueden
coincidir en los mismos porcentajes, o simplemente que uno crezca en un menor %P/P de
bagazo o mayor.Seldescart6 el que obtuvo un crecimiento micelar bajo. Una vez obtenido

esos datos se procedio-hacer lo siguiente:
15.4.2.1 PREPARACION DEL SUSTRATO
Se realiz6 lo mismo que envel numeral 6.4.1.1
15.4.2.2 ESTERILIZACION DEL_SUELO
Se realiz6 lo mismo que en el numerals6.4.1.2
15.4.2.3 MEZCLA DEL PETROLEO'CRUDO (HC) Y SUELO

Una vez esterilizado el suelo, se_debe calcular la masa del hidrocarburo necesario para
contaminar el suelo total a utilizar"a”40,000 ppm.. Para este caso se emple6 una regla de

tres y queda de la siguiente forma:

Para:
mg myg 1 g
40,000 =40,000— .. 40,000 —#F ———= 40—
ppm Kg Kg . 1000mg Kg
Entonces:
1Kg—————40g x=27gdePC
675————x

Una vez calculada la masa se procedi6 a realizar la mezcla del hidrocarburo con‘el suelo a
contaminar, para ello se colocé la mitad de suelo en una charola metdlica y gradualmente
se agreg6 el PC, se mezcl6 y luego se agrego el resto del suelo hasta homogenizar ‘el PC

con el suelo, en su totalidad.
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15.472.4 MEZCLA DE SUELO CONTAMINADO Y BAGAZO DE CANA
Se realiz6,lo mismo que en el numeral 6.4.1.3
15.4.2.5 CRECIMIENTO MICELIAR DEL HONGO IN VITRO

Se realiz6 lo mismo que en el numeral 6.4.1.4

15.4.2.6 ANALISISESTADISTICO

Se elaboré un disefiosde dos factores con un arreglo de 2x1 por triplicado, el factor A con
dos niveles que son las especies de hongos P. sanguineus y G. multipileum y el factor B el
%P/P de bagazo de cafa. Para determinar los efectos de las especies y el %P/P de bagazo
de cafia, se realiz6 un analisis“de varianza (ANOVA) multifactorial seguida de una prueba
de rangos LSD. Se empled el paguete-estadistico Statgraphics Centurion © XVI. Para todos
los casos se empled un nivel de sighificancia de 0.05 (a=0.05). los datos obtenidos se

mostraran en el apartado de resultados.

15.5 DISENO EXPERIMENTAL

Una vez finalizado el segundo estudie-preliminar y con los datos obtenidos del %P/P de
bagazo cafia identificado y con la especie G. multipileum con el mayor crecimiento miceliar
en suelo contaminado, se procedio a realizar el disefio experimental. El disefio se llevo a
cabo en tazones de vidrio individuales de 15.cm de ancho X 10 cm de alto, para garantizar
la Normalidad estadistica para un tamafio de mtestra de 80/g para un 25% P/P de bagazo
de cafia. Se evaluo el potencial de remediacion de la especie del hongo, para degradar PC
de fraccién pesada a 40,000 ppm mediante una cinética de“caoncentracion de HTP con
respecto a diferentes tiempos que son: 1, 7, 15, 30 y 45 dias de exposicion, ademas se
evalud que fraccion del analisis S.A.R.A. tuvo mayor degradacion. Eldisefio se muestra en
la Tabla 6, con tres tratamientos por triplicado, cada tratamiento fue muestreado en los dias
1, 7. 15, 30y 45, dando un total de 36 UE.

15.5.1 PREPARACION DEL SUSTRATO

Debido a que son 36 UE corresponde un total de 20 g de bagazo por tazon, para‘ello, se
esterilizd un total de 720 g de bagazo de cafia en peso seco y su preparacion se realizd.de

la misma forma que en el numeral 6.4.1.1
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Tabla6” Tratamientos propuestos para la degradacion de PC

Tratamiento Tiempo Repeticiones Unidades
(Dias) P Experimentales (UE)
1 R1, R2, R3
T 15 R1, R2, R3
y 12 UE
Suelo + Hidracarburo 30 R1, R2, R3
45 R1, R2, R3
1 R1, R2, R3
T2 ¢ 15 R1, R2, R3
Suelo + Bagazo de Cafa#+ 12 UE
Hidrocarburo 30 R1, R2, R3
45 R1, R2, R3
1 R1, R2, R3
T3
15 R1, R2, R3
Hongo + Sustrato + Suelo + 12 UE
Hidrocarburo 30 R1, R2, R3
45 R1, R2, R3

T1=tratamiento 1, T2=tratamiento 2, T3=tratamiento 3

15.5.2 ESTERILIZACION DEL SUELO

Para este caso, corresponde un total de 6@ g de suele para cada tazén, dando un total de
2,160 g de suelo para las 36 UE. La esterilizacién se realizé de la misma forma que en el

numeral 6.4.1.2

15.5.3 MEZCLA DEL PETROLEO CRUDO (HC) Y SUEL®

Una vez esterilizado el suelo, se calcul6 la masa del hidrocarburo necesario para
contaminar el suelo total a utilizar a 40,000 ppm, en este caso fueron 2:160 Kg y el calculo

fue de la siguiente forma empleando una regla de tres:

Para:
mg mg g
40,000 =40,000— -~ 40,000— * — =40—
PR Kg Kg i 1000mg Kg
Entonces:
1000 g — — — —— 40g x = 86.4 de PC
2160g————>x
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La contaminacion asistida del suelo se realizé de la misma forma que en el numeral 6.4.2.3.

15.5. ZCLA DE SUELO CONTAMINADO Y BAGAZO DE CANA

.

Se realiz

ismo que en el numeral 6.4.1.3 y se muestran en la Figura 41y 42.

-
Figura 41. Bagazo humedecido @ o Figura 42. Bagazo mezclado con suelo contaminado

15.5.5 ACTIVACION DE G. mu|t|p®m EN MAIiZ PALOMERO

Para reducir el consumo del medi Itlvo PDA se realiz6 la activacién del hongo en
maiz palomero. Primeramente,

aroy de maiz y se hidraté por 12h en una
bandeja, al termino se colocé en fra de Vi rewamente esterilizados (Fig. 43) y se
esterilizo en autoclave por 15 min a 12 : Alfln se dejo enfriar y se inoculo el hongo
G. multipileum con un cuadro de aga cm ayuda de mecheros (Fig. 44),

posteriormente se dejo en oscuridad hasta p@gar e otalidad el maiz palomero, tal

como se observa en la Figura 45. @
S o ) a S i > 8 'k‘

Figura 43. Maiz palomero en Figura 44. Maiz palomero Figura 45. Mai omero con
frascos de vidrio esterilizado crecimiento del ho@

O
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15.56 CRECIMIENTO MICELIAR DE G. multipileum
Una vez'realizadas las mezclas se colocd en tazones de vidrio (unidades experimentales
“UE”) previamente esterilizadas con medidas de 15 cm largo X 10 cm ancho. El lugar de
trabajo y 4des™ materiales empleados fueron esterilizados para evitar algiun tipo de
contaminacion.enslas UE. Para el tratamiento tres se colocaron semillas de maiz palomero
con G. multipileum(de forma distribuida sobre la mezcla para que la propagacién del hongo
fuera uniforme en la UE (Fig. 46), posteriormente se selld6 con una pelicula plastica para
evitar algun tipo de centaminacion y se colocaron en oscuridad. A partir de los 7 dias se
realizaron agujeros en la'pelicula plastica, para favorecer la transferencia de oxigeno para

G. multipileum.

Figura 46. Tazones con la mezcla de Figura 47. Extraccion de muestra
suelo contaminado, bagazo y G. contaminada para su secado
multipileum

Al termino de los dias 1, 7, 15, 30 y 45, se realiz6 un muestregreompuesto de los tazones
procurando no remover la mezcla (Fig. 47). La muestra fue homaogenizada y se seco a
temperatura ambiente para retirar la humedad, luego se moli6 a un tamafio de poro de 2mm

y se resguardo para su posterior analisis.

15.5.7 ANALISIS DE DEGRADACION DE PETROLEO CRUDO

En este apartado se realiz6 el método gravimétrico EPA 3540C por Soxhlet, para conocer
la concentracion hidrocarburos totales de petréleo (HTP) para cada muestra."Una vez
obtenido la extraccién se emple6 el andlisis S.A.R.A. por medio de cromatografia~en

columna, para conocer que fraccion degrada mas el hongo G. multipileum.
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15 1 EXTRACCION DE HTP POR SOXHLET

Seto n los materiales que conforman el equipo de extraccion por Soxhlet, un tubo
cond z esferlco un tubo extractor Soxhlet, un matraz esférico de fondo plano de 125
mL el equi observa en la Figura 48. Luego se pesaron 5 g de muestra contaminada
de sueloy s ﬁ:é dentro un cartucho que contendrd la muestra para la extraccion de
HTP. El cartuchoeftoloco dentro del tubo extractor Soxhlet y el matraz se rellen6 con 100

mL de dlclorometal(

Figura 48. Equipo Soxhlet con los cartuchos O Fig 0 Extractos de HTP con diclorometano

Por ultimo, todo el equipo se coloco6 sobre una plancha térmi se regulo la temperatura
a 40 °C, que es la temperatura del punto ebullicion del diclo ?ano. Debido al tipo de
H

textura que presentaba el suelo, el tiempo de extraccion de @Jelo se establecio
para un lapso de 10 h.

Y

Una vez finalizada la extraccion, el extracto (Fig. 49) fue colocado en un vaso_ de precipitado
previamente pesado para facilitar la evaporacién del solvente, una vez §porado se
pesaba nuevamente el vaso de precipitado con la muestra de HTP y se an el peso.

Como siguiente paso se estimo cual seria la masa presente de HTP en 5 g de sx@ de la

5
o

.

siguiente forma:
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Para
40,000 40000mg 40000mg . 40 g de HTP l l
= _— _— = —_—
, ppm ’ Kg ’ Kg 1000mg Kg e en el suelo
Entonces:

En 5 g de suelo cuanto de HTP hay presente (Ec.14):

HTP i =-HTP 1opq; * MM = 401{% x0.005Kg =02 gde HTP  Ec. 14

Donde:

HTPsue10 = masa de HTP presente enuna cantidad de suelo
HTPww= HTP total en un kilograme’de suelo

mM = masa de la muestra de suelo-eontaminado

Descrito lo anterior, cada 5 g de suelo contiene 0.200 g de HTP. Por lo tanto, los extractos
de HTP de cada muestra se evaluaren‘de la siguiente forma (Ec. 15), para conocer la

cantidad de HTP presentes.

mEHTP Ec. 15
mM

HTRrpq =

Donde:

HTPra = HTP real presente en la muestra de"suele en mgkg?
mEHTP = masa del extracto de HTP evaporado-enmg

mM = masa de la muestra de suelo contaminado en-Kg

15.5.7.2 ANALISIS S.A.R.A. POR CROMATOGRAFIA EN'COLUMNA

Una vez obtenidos las extracciones de todas las muestras se procedi6 a realizar el analisis
S.A.R.A. primeramente se prepararon las columnas, para ello se tamaron pipetas Pasteur
de vidrio, se agrego6 una base de algodon dentro de la pipeta para evitarque el material se
salga, luego se agrego silica gel 2/3 partes de la columna previamente activaday en la parte

restante se agreg6 sulfato de sodio (Fig. 50).

Para la separacion de las fracciones de HTP se establecieron los siguientes selventes de

forma ordenada y se observan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Solventes empleados para cada fraccion S.A.R.A.
Fraccién S.A.R.A. Solvente
A
", Saturados Hexano *
L®Arométicos Tolueno?
/Besinas Metanol/Cetona
Qgﬁltenos Diferencia de Peso
*relacion 1:1. 1= Diaz-R{ t al., 2003; Caumette et al., 2009; Kristanti et al., 2011. 2= Kristanti et al., 2011, Reyes
et al., 2012, Rakhmatullin , 2020. 3= Diaz-Ramirez et al., 2003; Kristanti et al., 2011
Para llevar a cabo la sep on de las fracciones S.A.R.A., los solventes deben agregarse

de forma ordenada en la cgl}mna (Fig. 51), por lo que primeramente la fraccién de

saturados son los primeros en la extraccion con la aplicacion del hexano, una vez terminado
-

se agrega el tolueno para la extra@ de la fraccién de aromaticos y, por ultimo, se agrega

una mezcla de metanol/cetona en ufia cién 1:1 (v:v) para la extraccion de resinas.

Figura 50. Columna de silice Figura 51. Aplicacion de solvente para cada*®
fraccion
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Laa@nna de silice fue humedecida con hexano hasta el goteo, luego se agregé
cui mente en su totalidad la muestra de HTP ya evaporada, mezclado con hexano,
en la pé uperior de la columna. Para realizar la extraccion de la fraccion saturados se
agrego he@ la extraccion se recolecté en un vaso de precipitado previamente pesado.
Unavez que @bserva gue el solvente ya es transparente se procedi6 a extraer la fraccidon
de aromaticos“con. tolueno y nuevamente la extraccibn se recolect6 en un vaso de
precipitado. Una que el solvente se observa transparente se procedié a extraer la
fraccion de resinas @’ello se agregd6 la mezcla de metanol/cetona y la extraccién se

recolecté nuevamente @n vaso de precipitado. La fraccion de asfaltenos se obtiene por

diferencia de pesos de la a de las tres fracciones anteriores para una masa de HTP
conocida. Todas las fracci se evaporaron a temperatura ambiente, una vez
evaporadas, se anotaron los p ,Jpara su posterior analisis. En la Figura 52 se observan
las fracciones S.A.R. de izquierda echa.

Figura 52. Fraccién de Saturados, Aromaticos y Resinas O
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15.577.3 ANALISIS FTIR

Las muestras de fracciones SARA fueron analizados por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy “FTIR” por sus siglas en
ingles). Para-ello, se tomaron los tubos que contenia cada fraccion y se colocaron dentro
del equipo para’ser analizados. El equipo utilizado fue FTIR modelo Nicole is5 ZNSE con
detector AIR diamanymarca Thermo Scientific. Los espectros fueron tomados en los rangos
de 1152 cm™ a 1700 cm™.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

16.1 PERFIL EDAFOLOGICO

El sitio de muestreo del perfil edafoldgico con coordenadas UTM 15Q 482051.70, 1998637
se describio ‘de’ acuerdo con la notacion de color de la tabla Munsell y guia para la

descripcion de suelos (FAO, 2009). Se realizé entre las 10:00 am y 2:00 pm con una

profundidad de 140.€m. El sitio presentaba una alta densidad de vegetacion, por lo que el

lugar se tuvo que despejar. entre la vegetacion se encontraban arboles, trepadoras,

diversos tipos de pastosyentre otros. Y el perfil se describe en la Tabla 8.

Tabla 8. Descripcién del perfil edafologico

llustracion del perfil

Horizonte
(Ho)

Profundidad

(cm)

Descripcion

H1

Color base del suelo himedo 5BP 6/1 gris
azulado; formacion de esfera y chorizo se
establece que es un suelo limoso;
ligeramente plastico; firme; grietas finas y
superficiales. Color base del suelo en seco
5YR 6/4; muy duro; pocas moteas color 5YR
7/4; presencia de raices medianas (M) y
pocas (F); reactividad nula al &cido acético
(CHs"COOH); reactividad media al peréxido
de hidrogeno (H202); transicion gradual a la

siguiente capa de 6 cm.

H2

36 -90

Color baser™del suelo humedo 5RP 7/1,
morado-claro; gris; formacion de esfera y
chorizo; se establece’que es un suelo limoso;
ligeramente plastico; \firme. Color base del
suelo seco 5YR 7/2; muy dure; pocas moteas
color 10YR 8/8: presencia de raices finas (F)
y muy pocas (V) y raices gruesass(C) y muy
pocas (V); reactividad nula @l CH3-COOH;
reactividad media al H202; transi¢ién gradual

a la siguiente capa 10 cm.
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Color base del suelo himedo 5R 7/1 rojo-
claro, gris; formacioén de esfera y chorizo, se
establece que es un suelo limoso;
ligeramente plastico; firme. Color base del
H3 90 — 140 suelo seco 5YR 8/2; muy duro; pocas moteas

color 5YR 8/4; sin presencia de raices;
reactividad al CH3-COOH,; reactividad mucha

H S < al H20..

H = suelo humedo, S = suelo seco; H1 = horizonte 1, H2 = horizonte 2, H3 = horizonte 3

Para la realizacion del muestreo del.perfil, se empleé una hoja de campo, donde se tomaron
los datos principales al momento de las€alizacién de un perfil edafoldgico y se visualiza en
la Tabla 9.

En la Tabla 8 se observa la identificacion de 3 horizontes (H1, H2 y H3). Se identificé el
color de cada uno, en estado humede (H) y see0 (S), y se representan graficamente en la
tabla en los recuadros coloreados. Se.determino para los todos los horizontes de acuerdo
con las pruebas répidas in situ, que el suelo es limoso. debido a que se pudo realizar la
esfera y el chorizo, pero no fue imposible de-hacer el aro¢ En los horizontes H1 y H2, hubo
presencia de raices. Todos los horizontes préSentaron moteas en tonalidades naranjas y
no se observo evidencia de presencia de carbonatos (reacciényal agregar acido acético).
En cambio, la aplicacion del peroxido de hidrogeno se observO, reaccion en todos los

horizontes, por lo que esto es un indicador de presencia de materia organica en el suelo.
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LABORATORIO DE SUELOS E HIDROCARBUROS, Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco

Area de estudio (DACB)

@rfil edafolégico — Cunduacan

S

Coordenadas

MUESTRA:

Fecha Clima: Despejado

Coordenadas

Encargado (s)

Geogréficas Coordenadas UTM (15Q)

Latitud: 18° 4.579'N @Jitud: 93°10.177'0 X: 482051.70 Y. 1998637
Profundidad H1: 0-36cm O H2: 36-90cm H3: 90-140cm TOTAL: 140m
Drenaje aterial parental ‘ Subunidad
IPCION POR HORIZONTE
Horizonte H1 H2 H3
Longitud 36cm ¢ 54 cm 50 cm
Humedad al tacto Medio c : \ Medio Muy Alta
Matriz de suelo 5YR 6/4 5YR 7/2 5YR 8/2
Color Munsell Dull oran@ yight brownish - gray Light gray
Textura Limosa @‘ < Limosa Limosa
Agregados Sin presentia + in presencia Sin presencia
$ -
/ | +
Raices Diametro: M O . Sin presencia
Abundancia: F o > : p
Abunda@v
Biota Sin presencia . Sin preséngia - Sin presencia
5YR 7/4 10YR 8/8 5YR 8/4
Moteas
Dull orange Yellow oral @ Pale orange
Grietas Finas y superficial - Sin presencia - Sin presencia
Olor

Material antropogénico

Sin presencia -

Sin presencia c :

Sin presencia
Sin presencia i A Sin presencia

Materia organica visible Muy poca
REACTIVIDAD
CH3COOH Nula + Nula + 6 Nula
H202 Medio + Medio + Qedio
HCI Negativa - Negativa - @tiva

OBSERVACIONES:
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16.2PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL SUELO

La Tabla 10 muestran los resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo usado en

el experimento.

Tabla 10. Resultados obtenidos de cada parametro fisicoquimico del suelo

CIC

CE

DA

DR

PH | (cmolikg) | @Smyy MO | (giem3) | (grem3) | %P %CC YA oL %R
6.62 98 | 0.128 |.2.00 | 1.28 | 243 | 4717 | 4875 | 4165 | 5651 | 1.84
+0.04| +003 |+00074000| +0.04 | £002 | +1.76 | +0.01 |+249| +229 | +1.19

los datos estan representados por la'media * la DE; n=5

De acuerdo con la NOM-021=RECNAT-2000, el pH obtenido esté clasificado como un suelo
neutro ya que se encuentra dentro del rango de 6.6 — 7.3. El pH es una medida de los iones
hidrégenos del suelo y se influenciado-por la presencia de elementos &acidos (H*, Na*, AlF*?,
Ca'*?, Zn*?) frente a no acidos (Ca?%, Mg?*, K*, Na*, Al (OH),), retenidos dentro la capacidad
de intercambio catiénico. A valores de pH bajos <5.8 la disponibilidad de nutrientes, como
el fosforo, nitr6geno, calcio, magnesio,, disminuye, asi como la actividad microbiana vy
aumenta la toxicidad de algunos<€lémentos-eomo Al*3, que es muy toxico para las plantas.
En cambio, a valores altos de pH >745 la.disponibilidad de fosforo, hierro, manganeso, cobre
y zinc es limitada (Jackson et al., 2014; Pepper & Gentry, 2015; Singh et al., 2015)

El valor reportado de CE fue de 0.128 %0700 (dS/m)tla norma la clasifica con efectos
despreciables de salinidad. La CE se utiliza parajestimaria-concentracion de sales solubles
y es una medida de la salinidad. La presencia de sales €sté.relacionada con el material
parental del suelo, sin embargo, algunos autores coinciden que estos valores dependen de
la topografia, asi como la existencia de un alto drenaje en el sitio,)si no existiera, habria un
considerable nivel de salinidad. Se correlaciona directamente con las'propiedades del suelo
como la textura, CIC, materia organica, salinidad y las caracteristicasdel subsuelo (Brevik
et al., 2012; Singh et al., 2014; Tale & Ingole, 2015).

Por otra parte, los valores obtenidos del %MO fueron de 2.00% * 0.00%, de @cuerdo con la
NOM-021 de la Tabla 3, se consideran que el contenido de materia organi¢a del suelo
(MOS) es mediana ya que se encuentra entre los rangos 1.6% a 3.5%. Por lo general, los
valores la MOS se encuentran entre el 1% y 5% de la masa del suelo y estos valores
dependen del uso del suelo, de las condiciones climaticas, del material parental, del relieve;
la vegetacion, asi como del tiempo, entre otros. Por otra parte, la MOS ofrece beneficios al

suelo como la formaciéon de agregados, mejora de la infiltracién, retencion de agua, asi
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comoruna mejor plasticidad y su coloracion oscura ayuda la absorcion de la radiacion solar

y aumento de la temperatura, que a su vez beneficia a la actividad microbiana, germinacién
de semillas_y crecimiento de plantas. Ademas, la MOS contiene diversas sustancias que
contienen carbono y son la fraccién bidtica (raices, animales y microorganismos) y la
abiotica (residuos recién descompuestos o parcialmente descompuestos de la fraccion
bidtica y materia orgéanica altamente descompuesta: humus). Particularmente, la fraccion
abiotica se caracteriza por estar conformada por compuestos no humicos (20-30% de la
MOS), humicos (60-80% de la MOS) y el carbono negro conocido como black carbon o
char. La composicion de las sustancias no humicas se caracteriza por estar compuesta de
celulosa, hemicelulosa, preteinas, ligninas, azucares, almidén, polifenoles, ceras y grasas
(Hatten & Liles, 2019; Singh etal,, 2014).

Para la DA se obtuvo un valor de 1228 * 0.04 g/cm?, de acuerdo con la NOM-021 en la Tabla
4, segun estos valores se clasifica como un suelo francoso ya que se encuentra dentro de
los rangos 1.20 — 1.32 g/cm®. La DA\es la masa de suelo seco por unidad de volumen
expresado en g cm-3. Esta medida nos ayuda a conocer el potencial de la falta de
nutrientes, erosion y productividad-de cultivos, ademas de ser un indicador del
funcionamiento del suelo, aireacion ¢ infiltracion. La porosidad esta inversamente
relacionado con la DA, a medida que-aumenta la’DA,_disminuye la porosidad. La DA se
puede ver afectada por factores como la biota.del suel6,vegetacion y practicas mecanicas,
actividad pecuaria, maquinaria agricola, climawya estacién.del afio. (Almendro et al., 2018;
Upadhyay & Raghubanshi, 2020; Mobilian & Craft, 2022).

Los datos obtenidos para DR fueron de 2.43 + 0.02. La DR también conocida como
gravedad especifica 0 peso especifico es la densidad de las particulas con independencia
de su espacio poroso. Corresponde al cociente entre el peso de las(particulas y el volumen
gue estas ocupan en volumen de agua y sus unidades son en g cm.! La DR ayuda a
conocer la relacién de vacios, grado de saturacion y porosidad, ademas de, identificar y
clasificar el tipo de suelo. Arenas: 2.65 — 2.67, Arena limosa: 2.67 — 2-70, arcillajinorganica:
2.70 — 2.80, suelo con mica o hierro: 2.75 — 3.00, suelo inorganico: 1.00 — 2.604(Saibaba &
Rama, 2002; Bowless, 2012; Lozano, 2016)

Para el caso del %P, se obtuvo un valor de 47.17 + 1.76. El %P se refiere a la porcion-de
volumen del suelo que esta ocupada por el espacio poroso o los vacios y esta expresado

en porcentaje del volumen del suelo. Este pardmetro se encuentra condicionada por el
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tamafio, abundancia y distribucion de poros. Existen varias clasificaciones del tamafio de

poroy-pero las mas conocidas son 3 categorias: micro-(<2 nm), maso-(2-50 nm) y macro-
poros (>50 nm). El %P es importante ya que permite identificar el estado del flujo de agua
y aire, asi como la distribucion de los nutrientes en el suelo. Y se ve afectada por diversos
factores como\densidad del empaquetamiento, distribucién de particulas, forma de las
particulas y la cementacion, por otra parte, en términos hidrolégicos se ve influenciada por
la conductividad hidratlica, retencion de agua, infiltracion y la capacidad de agua disponible.
Por otra parte, la actividad biolégica, asi como las raices de las plantas dependen de la
porosidad (Zdravkov et\aly; 2007; Gonzalez 2012; Nimo, 2013; Rai et al., 2017; Indoria et
al., 2020)

Los datos en la %CC fueron de 48.75 + 0.01, Rai et al. (2017) reporta datos de %CC
obtenidos dependiendo de la textura de suelo en rangos de 0%, 0-25%, 25-50%, 50-75% y
75-100%, ya sea textura gruesa, media, fina o muy fina, dichos datos se reportan en la
Tabla 28 en el apartado de anexo 1. el.termino %CC es la cantidad de humedad del suelo
o el contenido de agua en el suelo después de una lluvia o riego en el suelo, generando un
drenaje de agua por accién de la' gravedad a partes mas profundas, después de ello, la tasa
de movimiento disminuye y a los 2 @"3)dias posteriores el valor de %CC se tornara casi
constante en toda la matriz. Este parametro favoréce a la absorcién de agua y nutrientes
para las plantas. Por otra parte, el %CC se_ve influenCiada por: la historia previa del agua
del suelo, textura y estructura del suelo, tipo™de arcilla, materia organica, temperatura,
manto fredtico (table water), profundidad de humedecimiénto, presencia de capas que

impiden y evotranspiracion (Kirkham, 2005; De Oliveira et al42015; Rai et al., 2017).

La textura es definida como el porcentaje relativo de la fraccién de‘arena (0.063-2mm), limo
(0.002-0.063 mm) y arcilla (<0.002) y es también conocida como comeo la distribucion de
tamafio de particulas del suelo. El suelo se clasifica de acuerdo con la textura y se realiza
mediante el uso del triangulo textural derivado de los Estados Unidos. De aguerdo con los
datos obtenidos para la textura del suelo, la fraccion de arena fue de 41.65-%\2.49, la de
limo de 56.51 + 2.29 y la de arcilla fue de 1.84 + 1.19. Se ubicaron los valores ep/€ltriangulo
textural y se identificod que el suelo es de textura franco-limoso. La textura infltencia el
movimiento del agua, solutos, nutrientes a diferentes profundidades, fertilidad, ademés se
asocia directamente con la porosidad, retencion de agua, difusion gaseosa coma la
aireacion y el flujo del agua. Existen particulas mas grandes que las arenas de las

fracciones anteriormente mencionadas y se denominan fragmentos gruesos y son la grava
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(2-64mm), adoquines (64 — 256 mm) y cantos rodados (>256 mm). (Tale & Ingole, 2015;
Rai et-al.; 2017; Hatten & Liles, 2019; Indoria et al., 2020; Upadhyay & Raghubanshi, 2020).

16.3 GRADOS API

Los grados API se realizaron de acuerdo con el método ASTM (2006) con modificaciones
para la obtencién 'de PC de fraccién pesada. En la Tabla 11, se muestran los datos
empleados para ‘la_elaboracién de la curva para generar la ecuacion de la pendiente
y=mx+b. para ello, sé graficaron los 11 datos de grados API con respecto a la temperatura

y la ecuacién de la recta se muestra en la Figura 53.

Tabla 11. Datos para el calculo de grados API para la obtencién de la ecuacion de la pendiente

Repeticiéon Densidad  Temperatura °API
1 0.9316 24 20.38
2 0.9281 27 20.96
3 0.92796 27.5 20.98
4 0.92786 28 21.00
5 0.92346 31 21.72
6 0.9210 33 22.13
7 0.91632 37 22.92
8 0.9146 38 23.21
9 0.91214 41 23.62
10 0.91078 44 23.86
11 0.9073 45 24.45
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y = 0.1897x + 18.763 A
R2 = 0.9912

0 5 10 15 20 25 30

Figura 53. Grados API

35

Una vez graficados los datos se"aobtuvo la ecuacion de la pendiente y = 0.1897x + 18.763,

siendo “x” la temperatura. Debide”a* que el método ASTM (2006) sugiere que las

temperaturas sean corregidas se realizaran los calculos para calcular la diferencia de la

temperatura observada con la sugerida en el célculo de grados API, que es a 15.5 °C. Una

vez realizado, se aplicé la ecuacion.de la recta sustituyendo la variable “x” para cada

temperatura normalizada y con ello se obtuvieron los grados API normalizados.

Tabla 12. Datos empleados para la obtencién de/grados APl'nermalizados y la obtencion de la ecuacion de la

pendiente

Repeticion Temperatura °AP[\T€mperatura °API
Normalizada™~, Normalizados
1 24 20.38 8.5 20.37
2 27 20.96 11.5 20.94
3 27.5 20.98 12 21.03
4 28 21.00 12.5 213
5 31 21.72 15.5 21.70
6 33 22.13 17.5 22.08
7 37 22.92 21.5 22.84
8 38 23.21 22.5 23.03
9 41 23.62 25.5 23.60
10 44 23.86 28.5 24.16
11 45 24.45 29.5 24.35
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Se graficaron los nuevos datos de la temperatura normalizada de la Tabla 12 con respecto

a lossgrados APl normalizados y se observa en la Figura 54.

25.0

45 y=0.1897x + 18763 5
Re=1 A

240 e
235 LA
23.0 A

A
225 e
22.0 A

21.5

210 e

20.5 ﬁf“
200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 54. Grados API normalizados

La aplicacion de la normalizacion’enteramente-estabiliza la ecuacion de la recta dando un
coeficiente de determinacién de R2="1.y.se obtiene la ecuacion de la pendiente y=0.1897x
+ 18.763.

Tabla 13. Estadistica descriptiva de los grados API'y Grados ARIshormalizados

X DE
Grados API 22.298 1.389
Grados API
18.76 1.383

normalizados

En la Tabla 13 se reportan la estadistica descriptiva para los grados API_y~grados API
normalizados. Por ultimo, se determina que el PC tiene un valor de grados APl.de 18.76 +
1.38 y de acuerdo con Marin-Garcia et al. (2016) este valor se encuentra dentro gdelyrango

10.0 - 22.3 y corresponde a la fraccion pesada.
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16.4°ESTUDIO PRELIMINAR 1
Como.semenciond antes, este estudio evalia el crecimiento miceliar de la especie P.
sanguineus y G. multipileum, en una mezcla de bagazo de cafa con suelo en tubos de
ensayo. En-la.Tabla 14 se muestran los crecimientos totales a lo largo del tiempo de
incubacion expresado en cm para cada especie, las mediciones se realizaron cada cuatro
dias para cada %(P/P) de bagazo de cafa al 15%, 25%, y 35%.

Tabla 14. Medias de longitud”crecimiento diario acumulado micelial de G. multipileum y P. sanguineus en
bagazo de cafia

Dias de incubacién (cm)

. %(P/P)
Especie

bagazo 4 8 12 16 20

G 15 2.7+048™ 5.10+0.35 7.3+0.00

multipileum 25 2.57+0.43\,4.75+0.54 8.15+0.40

35 2.35+0.23 «4.57+0.33 8.00+0.35 10.52+0.33

b 15 1.55+@25 3.16+0.26 5.81+0.42

sanguineus 25 1.93#0.20 3.65+0,20 6.36+0.19 8.66+0.05
35 2.01+0707.-3.584#020 6.16+0.15 8.76+0.16 10.6+0.00

Los datos estan representados por media £ DE! n=3

Por otra parte, en la Tabla 15 se muestran las medias de ‘crecimiento que se obtienen entre
los dias de medicién, es decir cada cuatro dias. Son practicamente la diferencia de cierto

dia con el dia siguiente y esa diferencia son estos valores.

Tabla 15. Medias de crecimiento micelial parcial cada 4 dias de G. multipileum y P. sanguineus en bagazo de
cafa

%(P/P) de Bagazo de Cafia (cm/di&)

Especie 15% 25% 35%
G. multipileum 2.43+0.002 2.75+0.13° 2.65£0:07°
P. sanguineus 1.93+0.142 2.12+0.04% 2.05+0.05%

Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa y estan representados por la media +
DE, p<0.05. n=3
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Son_eScasos los estudios para la comparacion de crecimientos miceliares en bagazo de

cafayya sea los crecimientos por cada numero dias o crecimientos entre los dias,
particularmente con las especies de hongos empleadas, Sin embargo, los estudios

compiladossreportan crecimientos miceliares para otras especies del mismo género.

Comparando les resultados para G. multipileum de la Tabla 14, las medias de crecimiento
para 15%, 25% Yy 135% (P/P) de bagazo fueron de 7.3 cm, 8.15 cm y 10.52 cm,
respectivamente. Bellere, (2018) reporta que obtuvo crecimientos de G. curtisii valores de
8.66 cm al sexto dia de.haberlas cultivado en medio de cultivo hecho de gelatina blanca
con agua de coco. Por otra'parte; Fletcher et al. (2019) reportaron crecimientos miceliares
de G, lucidum con un valorde 9.03 cm a los 12 de incubacién en medio de cultivo PDA, en
este contexto, Hernandez y Sénchez (2021) mencionan que obtuvieron crecimientos
miceliares de G. lucidum con un valonde 8.325 cm a los 12 dias de incubacion en medio de
cultivo PDA. Ademas, De Porto etal. (2011) menciona que obtuvo crecimientos con G.
lucidum 8 cm a los 15 dias de incubacion empleando sustratos como el aserrin y cascara
de cupoazu; Jo et al. (2009), reporta quesobtuvo crecimientos con G. applanatum un valor
de 0.84 cm a los 5 dias de incubacCion,en medio de cultivo PDA. Todos estos valores son
mayores a los obtenidos a los 12 yA5)dias afcomparacién con el obtenido por Jo et al.
(2009) a los 5 dias.

Para el caso de la especie P. sanguineus las medias crecimiento (Tabla 14) para 15%, 25%
y 35% (P/P) fueron de 5.81 cm, 8.66 cm y 10.6.cm, respéctivamente. De acuerdo a Shittu
et al. (2005) reportd que obtuvo para P. sanguineus un creecimiento de 8 cm a los 7 dias de
incubacién en medio agar dextrosa saboraud. Cruz-Mufoz“et al. (2015) reporté un
crecimiento de P. sanguineus de 7.98 cm en medio de cultivorEMaA (agar extracto de
mango) a los 15 dias de incubacion. Sharma & Jaitly (2017) reportaron’crecimientos para
P. sanguineus y P. cinnabarinus de 2.5 cm a los 15 dias de incubacion para ambas
especies. Por otra parte, Sutthisa & Sanoamuang (2017) reportaron un crecimiento para P.
coccineus de 3.30 cm a los 7 dias de incubacién en caldo de papa dextrosay Dulay and
Damaso (2020) reportaron crecimientos para P. sanguineus de 8.2 cm a los"4ydias de
incubacién en caldo de agar de papa con sacarosa. Portz et al. (2022) reportod crecimientos
para P. sanguineus de 4.22 cm a los 14 dias de incubacion en aserrin de eucalipta. ‘Por
ualtimo, Backes et al. (2023) reporté crecimientos para P. sanguineus de 8 cm a los 5dias

de incubacién en medio de cultivo PDA.

65



UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

W
La Figura 55 y 56 son la representacion gréfica de la Tabla 15. Relacionando, se observa

que paraJla especie G. multipileum al 15% P/P de bagazo es diferente del resto con un valor
de 2.43£0.00; en cambio los valores obtenidos para el 25% y 35% no presentan diferencias
significativas entre ellas. Por otra parte, para la especie P. sanguineus, todos sus valores

no presentargn\diferencias significativas, tal como se observa en la Figura 56.

2.2- .
2.8 _
27 21 .
m 5
5 S .
E 26/ . E o ]
25 i
19 .
2.4, . 1
15% 25%, 35% 15% 25% 35%
%P/P de bagazo de cafa %PIP de bagazo de cafa
Figura 55. Medias de Crecifmiento Figura 56. Medias de Crecimiento
miceliar de G. multipileum miceliar de P. sanguineus

Debido a que los datos cumplen fas—postulaciones de la estadistica paramétrica
(independencia, normalidad y homocedasticidad) serealizé6 un ANOVA multifactorial de dos
factores, para conocer las diferencias los %P/R de bagazo de cafia. Los datos son los

siguientes:

cm/dia
—

24 s

16% 256% 35%
%P/P de bagazo de cafa

Figura 57. Comparacion de medias de %P/P de bagazo de cafia entre especies
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La Figura 57, evalla el efecto del crecimiento con respecto a los diferentes %P/P de bagazo

de ‘eafia. Los resultados del ANOVA reportan que existen diferencias altamente
significativas+entre los diferentes %P/P de bagazo de cafia con un valor de p<0.0015. De
acuerdo a los datos, el 15% de bagazo de cafia fue la que present6 diferencias significativas
con respectofal resto, con un valor de 2.18 + 0.28 cm/dia. Por otra parte, los %P/P de 25%
y 35% no presehtaron diferencias y sus valores fueron de 2.43 £ 0.35y 2.35 + 0.33 cm/dia,

respectivamente, siendo el 25% P/P de bagazo con el mayor crecimiento miceliar.

De acuerdo con los autores citados es mas factible evaluar el crecimiento miceliar de una
especie de hongo, mediante“la.obtencion de la ecuacién de la pendiente y=mx+b, para ello
se grafica el crecimiento con respecto a los dias transcurridos, una vez obtenida la ecuacién
y=mx+b la ecuacién pasa a términos de crecimiento y = Kr x + C, siendo Kr la tasa de

crecimiento, asi como lo menciona~Zerkavis et al. (2001).

16

10 +
A r
7} YTOSToN 04333 ..-A L y=0.6969x-04167
_ =0. 81 R2 = 0.9842
€6 -~ = i
° N .
EE A 3 A
o . = .
c . g 4
sS4 o .
. —
3 24 2
A
2 L L L ! 0 1 1 1 ]
0 4 . 8 . 12 16 0 4 8 12
Dias transcurrllgos Dias transcurridos
y = 0.6744x - 0.4625
10 R2=0.992 .,.A C
S 6 o
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§ 4 B
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Dias transcurridos

Figura 58. Crecimiento miceliar con respecto a los dias transcurridos de G. multipileum
para los %P/P de bagazo de cafia del A: 15%, B: 25% y C: 35%
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Figura 59. Crecimiento miceliar con respecta a los dias transcurridos de P. sanguineus
para los %P/P de bagazo de cafa del A: 15%,B: 25% y C: 35%

La Figura 58 reporta las ecuaciones de la pendiente consSus respectivas tasas de
crecimiento para la especie G. multipileum y las Figura 59 reportan las ecuaciones de la
pendiente para la especie P. sanguineus. Las tasas de crecimiento Se muestran en la Tabla
16.

Tabla 16. Tasas de crecimiento de la especie G. multipileum y P. sanguineus

%P/P de bagazo (cm/dia)

Especies
15% 25% 35%
G. multipileum 0.575 0.696 0.674
P. sanguineus 0.533 0.572 0.558
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G. muftipileum obtuvo en al 25% (P/P) la mayor tasa de crecimiento con un valor de 0.696

cm/dia; de acuerdo a Hsieh & Yang (2004) mencionan que obtuvieron una tasa de
crecimiento.de 0.55 y 0.6 cm/dia para G. lucidum, Koutrotsios et al. (2019) obtuvo una tasa
de crecimiento, de 0.70 cm/dia para G. lucidum para un tiempo de incubacién de 43 dias,
Zhang et al. (2019) obtuvo una tasa de crecimiento de 0.57 cm/dia para G. lucidum en una
mezcla de casCara, de semilla de algoddn, salvado de trigo, harina de maiz y yeso,
Hernadndez & Sanchez (2021) reportan que obtuvieron una alta tasa de crecimiento de 0.70
cm/dia para un tiempo_de incubacién de 12 dias y por ultimo, Subedi et al. (2021) obtuvo
altas tasas de crecimiento’para G. lucidum valores entre 0.8 a 0.9 y 1.0 a 1.2 cm/dia para
un tiempo de incubacion de.euatro dias. El valor obtenido y comparado con el de los autores

se encuentra entre los mencignados en un rango de 0.55 a 1.2 cm/dia.

P. sanguineus obtuvo de igual manera una alta tasa de crecimiento al 25% (P/P) de bagazo
de cafia con un valor de 0.572 cmidia; de acuerdo con Labanjun (2005) obtuvo un alto
crecimiento para P. cinnabarinus de 1.28'cm/dia en medio de cultivo PCA (agar de recuento
en placa) a los siete dias de incubacion. Shittu et al. (2005) obtuvo una tasa de crecimiento
para P. cinnabarinus de 1.19 cm/dia.a-os siete dias de incubacién en medio de cultivo agar
dextrosa saboraud. Sharma & Jaitly(2017) reportaron tasas de crecimiento de para P.
cinnabarinus y P. sanguineus de 0.46-y.0.48 cm/dia respectivamente, a los 15 dias de
incubacién. Por dltimo, Mendoza et al.«(2020) obtuvo para P. sanguineus un alto de
crecimiento de 0.640 cm/dia a los 25 dias desincubacion’en medio de cultivo con agua de
coco. El valor obtenido con el de los autores se encuentra«en un rango de 0.46 a 1.28

cm/dia.
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16.5*ESTUDIO PRELIMINAR 2

Para la‘realizacién de este estudio se considerd seleccionar los valores obtenidos en las

tasas de erecimiento. Ambas especies obtuvieron un alto crecimiento miceliar al 25 %P/P

de bagazo ‘de cafia con un valor de 0.696 y 0.572 cm/dia, para la especie G. multipileum y

P. sanguineus; respectivamente, como se mencioné anteriormente. En este apartado se

evalud el crecimiento miceliar en suelo contaminado con HTP a 40,000 mezclado con

bagazo de cafia al25%, (P/P) y los datos se presentan a continuacion. En la Tabla 17 se

muestran los crecimientestotales a lo largo del tiempo de incubacién expresado en cm para

cada especie, las medicignes_se realizaron cada cuatro dias durante 16 dias para cada

especie.

Tabla 17. Medias de longitud de crecimiento miceliar de la especie G. multipileum y P. sanguineus a 40,000

ppm.
_ %(P/P) Dias de incubacion (cm)
Especie bagazo
g 4 8 12 16
G. multipileum 25 1.41+0.11 4.32+0.19 7.38+0.31 10.18+0.19
P. sanguineus 25 1.21+0.32 3.77+0.37 6.54+0.47 9.23+0.61

Los datos estan representados por la media + DE. n=5.

Por otra parte, en la Tabla 18 se muestran las ' medias de ‘crecimiento que se obtienen entre

los dias de medicion, es decir cada 4 dias. Son practicamente,la diferencia de cierto dia

con el dia siguiente y esa diferencia son estos valores.

Tabla 18. Medias de crecimiento miceliar parcial cada 4 dias de la especie G. multipileum y P. sanguineus a

40,000 ppm

_ %(P/P) de Bagazo de cafia (cm/dia)
Especie
25%
G. multipileum 252+0.1
P. sanguineus 2.43 £0.27
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Come“se menciond anteriormente en el primer estudio preliminar, los datos referentes al

crecimiento miceliar para compararlos con otros autores, son altamente escasos sobre todo
en crecimiento miceliar en suelo contaminado con HTP a 40,000 ppm, hablando de forma

general y especifica para las especies de hongo de la podredumbre blanca (HPB).

Comparando les resultados de la Tabla 17. Los siguientes autores reportaron crecimiento
miceliar en derivados_ de hidrocarburos usando diferentes especies de hongos de la
podredumbre blanca. dayasinghe et al. (2008) reportd crecimientos en Ganoderma lucidum,
Pycnoporus cinnabarinus*y Pycnoporus coccineus valores de 4.4 £ 0.5cm, 53+ 0.1cmy
7.3 £ 0.2 cm, respectivamente, a los 10 dias de incubacion en medio de cultivo PDA en
combinacién con tintes aromaticos. Por otra parte, Montejo-Mayo et al. (2020) report6
crecimientos miceliares para el HPB Trametes versicolor un valor de 8 cm a los 15 dias de

incubacién expuesto a un compuesto,organico volatil N,N-Dimetilcetilamina.

De acuerdo con los datos presentados™en la Tabla 18, para la evaluacion estadistica se
determin6 que los datos son independientes, pero no cumplieron con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, por lo que se.realizdé una prueba de Kruskall-Wallis para
conocer la diferencia entre medianas. Los datos estan representados por la mediana *

rango intercuartil.

G. multipileum

P. sanguineus }7 . «‘

| |
2.1 2.2 2.3 24 2.5 2.6
Crecimiento/Dia

Figura 60. Gréfico de caja y bigotes de medianas de crecimiento miceliar

Los resultados de la prueba demostraron que existen diferencias significativas entre las
especies ya que el valor de p=0.00860885. De acuerdo a la Figura 60, se puede observar.

que la especie P. sanguineus tiene una mayor distribucion de datos a comparacion de la
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espeeie G. multipileum. La especie G. multipileum tiene una menor distribucién, por lo que

hay ‘menos variabilidad, obtuvo un mayor crecimiento miceliar con un valor de 2.52 + 0.1

cm/dia, en cambio P. sanguineus obtuvo un valor de 2.41 + 0.27 cm/dia.

En las Figuras 61 y 62 se muestran las ecuaciones de la pendiente con sus respectivas

tasas de crecimiento de ambas especies.

20

12 12
y =0.7343x - 1.52
10 R2 = 0.9997 A 10 £ y=0.6708x - 1.52
R2 = 0.9998 A
— 8 ...’ —~ .o'
§ A 5°
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S 4 ..,A § 4 &
2 2 :
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0 1 1 1 1 ] 0 1 1 1 1 J
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Dias transcurridos Dias transcurridos
Figura 61. Tasa de crecimiento miceliat.dé G. Figurq 62. Tasa de crecimiento miceliar de P.
multipileum sanguineus

En la Tabla 19 se presentan las tasas de crecimiento obtenido para especie. Se observa
claramente que G. multipileum fue la que obtuvo la mayor.iasa de crecimiento miceliar con
un valor de 0.7343 cm/dia a comparaciéon de la especie PsSanguineus con un valor de
0.6708 cm/dia, por lo que se procedera a descartarla. Debido a laescasez de estudios para

la comparacion de tasas de crecimiento miceliar en HTP, no hubo un punto de comparacion.

Tabla 19. Tasas de crecimiento miceliar de ambas especies al 25% (P/P) defbagazo de cafia

%(P/P) bagazo de cafia (cm/dia)

Especies
25%
G. multipileum 0.7343
P. sanguineus 0.6708
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16.6 DISENO EXPERIMENTAL
Retomando los datos los resultados del primer estudio preliminar se determiné que el
disefio sefrealizara al 25% (P/P) de bagazo de cafa y respecto al segundo estudio
preliminar, s€ descart6 la especie P. sanguineus, por obtener el menor crecimiento miceliar

en suelo contaminado con HTP a 40,000 ppm y se seleccioné la especie G. multipileum.

Debido a la escasez_de estudios relacionados a degradaciones de HTP y de fracciones de
hidrocarburos aplicando/la especie G. multipileum, los resultados se compararon con otras
especies que fueron empleadas que pertenecen a al mismo grupo de hongos de la

podredumbre blanca, sin embargo, son pocos los estudios compilados.

16.6.1 DEGRADACION DE'HTP

A continuacion, en la Tabla 20 se.presentan las medias de extraccion de HTP para cada
tratamiento (T1 = suelo + HC; T2 = suelo + bagazo + HC; T3= suelo + bagazo + HC +
Hongo), tanto la masa de HTP en gramos'y en ppm. Se puede observar claramente que
tanto el T1 y T2 las degradaciones con respecto al tiempo es similar y menor que la
observada en el T3. En la Figura‘63.se representa graficamente los datos de la Tabla 20

para tener una mejor percepcion.

Tabla 20. Estadistica descriptiva de la degradacion.de HTP para cada tratamiento

Tratamientos Dias HTP extraido (@) HTP (ppm)

1 0.200 + 0.00 40,000 + 115.47
7 0.200 + 0.00 40,000 + 115.47

T1 15 0.199 + 0.00 39,800 + 200.00
30 0.198 + 0.00 39,800 + 305.50
45 0.198 + 0.00 39,800 + 115.47
1 0.200 + 0.00 40,000 + 200.00
7 0.200 + 0.00 40,000 % 230.94

T2 15 0.199 + 0.00 39,800 +'230.94
30 0.198 + 0.00 39,600+ 529.15
45 0.198 + 0.00 39,600 ¥ 446.33
1 0.200 + 0.00 40,000 +0700
7 0.181 + 0.00 36,200 + 34641

T3 15 0.173+0.00 34,533 + 808.29
30 0.166 + 0.00 33.133 + 642.91
45 0.159 + 0.00 31,186 + 230.94

Los datos estan representados por la media + DE. n=3.
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Figura 63. Cinéticade degradacion de HTP parael T1, T2y T3

Posteriormente se realiz6 el andlisis estadistico correspondiente. Los datos cumplieron los
postulados de la independencia, pero no cumplié los de normalidad y homocedasticidad,
por ello los datos fueron evaluados aplicande~la prueba de Kruskall-Wallis obteniendo un
valor de p=0.000071651, indicando.-que es_altamente significativo, para conocer la
diferencia entre medianas para cada- tratamiento.sCos datos estan representados por la

mediana * rango intercuartil.
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Figura 64. Gréfico de caja y bigote de degradacion de HTP
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De acuerdo a la Figura 64, se reporta que el T1, T2 y T3 obtuvieron valores de 39,800 £

400.00; 39,400 + 400 y 34,400 * 4,200, respectivamente. El T3 es la que contiene el hongo
y por lostanto es la que presentdé mas degradacion a comparacion del resto de los
tratamientos, sin embargo, su distribucion de datos es mucho mayor. Una de las razones
por las que se haya observado degradaciones en el T1y T2 puede deberse a la temperatura
(120 °C) al quefue-sometido el suelo durante el proceso de esterilizacion, esto resulta ser
similar a un tratamiento térmico de suelo contaminado por hidrocarburos, ya que se
emplean temperaturas mayores a 100 °C para la volatilizacion de los mismos (Vidonish et
al., 2016); sin embargo;-Zamani et al. (2015) reportaron en su trabajo una comparacion de
los niveles de HTP de un‘suéelo contaminado, esterilizado y no esterilizado, los resultados
de las concentraciones fueron.minimas con valores de 21.8 mg/Kg y 21.6 mg/Kg,
respectivamente. otra razon, pudiera estar asociada a la presencia de microbiota autéctona
que haya resistido la esterilizaciéngasi.como también puede estar relacionado a procesos
de sorcién de parte del bagazo de cafa o transformacion quimica de los hidrocarburos
(Pérez-Armendariz et al., 2003; Pérez-Armendariz et al., 2010). La degradacion del T3 esta
asociada a la presencia del hongo, /autores.como Kristanti et al. (2011) realizé un estudio
donde empled la especie Polyporus.sp. para remediar 3000 mg de petroleo crudo en 200 g
de suelo a una temperatura de 25 °€ por 60 dfas,la concentracién de HTP disminuyé a
menos de 1500 mg. Por otra parte, Castro.et al. (2022) reporta la aplicacion de bagazo de
cafia en biopilas para la degradacion de lodos aceitosos, los resultados mostraron
degradaciones de HTP del 40% a 60% a los'240 dias. Mohammadi-Sichani et al. (2019),
en su estudio empled hongos de la podredumbre blanca, entre_ ellas la especie Ganoderma
lucidum, para degradar HTP de un suelo contaminado proveniente de una refineria, los
resultados reportaron que el hongo obtuvo degradaciones del 67.7% a los 3 meses de
incubacién. Por ultimo, Yateem et al. (1997) empleo hongos de la_podredumbre blanca
(Phanerochaete chrysosporyum, Corolius versicolor y Pleurotus ostreatus) para remediar
un suelo contaminado con hidrocarburos con 31 g/Kg de HTP, C. versicoler fue el hongo
con un alto porcentaje de remocion del 77.1% a los 12 meses de incubacion. Cabe destacar
gue los estudios mencionados, los tiempos considerados para degradar son muy altas, y
dependera también de la fraccidon que se requiera degradar ya sea fraccion ligeraj. mediana

0 pesada.
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16.6/2 CINETICA DE BIORREMEDIACION Y TIEMPO DE VIDA MEDIA DE HTP
La aplieacion del andlisis cinético es clave para conocer el proceso de biodegradacion de
un elemento, asi como su velocidad y eliminaciéon. Para este caso, se trata un suelo
contaminade“por hidrocarburos. Las cinéticas son esenciales, porque también permiten
caracterizar la “‘cencentracion del contaminante sin degradar, en cualquier momento,
ademas de que permite conocer el nivel que probablemente estara presente en un futuro
(Zahed et al., 2011). lsa biodegradabilidad del petréleo crudo por lo general y de acuerdo
con diversos autores (Gearing & Gearing 1983; Heitkamp et al., 1987; Heitkamp & Cerniglla
1987; Venosa et al., 1996;Holder et al., 1999; Seabra et al., 1999; Winningham et al., 1999;
Grossi et al., 2002; Namkoonga et al., 2002; Hchener et al., 2003;) se explica aplicando la
cinética de primer orden y es similar a la pendiente de una recta y = mx +b (Ec. 16):

In[C] = —kt + In[Cy] Ec. 16

Aplicando la exponencial en ambos lados de la ecuacién, queda (Ec.17):

[€]'= [Cole~* =e. 17

Donde:

Co = concentracion inicial de HTP en suelo’(mg/Kg)

C = concentracion residual de HTP en suelo/aktiempod (mg/KQg)
k = constante de velocidad (tasa) de biodegradaCion (dias™)

t = tiempo (dias)

también se puede representar la ecuacion de primer ordén de la siguiente forma (Ec. 18),
la constante de biodegradacion (-k) sera la misma.

1n(C£0>=—kt Ec. 18
Se grafica el logaritmo natural de la concentracion de los HTP (C)/€on.respecto al tiempo
(t) y se obtendra un nuevo valor de la pendiente con el valor -k. Dado\que la reaccion de
primer orden son reacciones en descomposicion se puede calcular el tiempo de vida media
(Ec. 19). Este calculo nos permite conocer el tiempo requerido para transformar el 50% de
algun elemento y se calcula mediante la siguiente ecuacion (Sims et al., 1990; Zahed et al.,
2011; Agarry et al., 2015):

In(2) _ 0.693 e f)
K = X C.

t1 =
2

Donde:
k = constante de velocidad de biodegradacion.
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Para.€llo, se grafico el In [C] de HTP versus tiempo (t) y también In [C/Co] versus tiempo (t),

por tratamientos para conocer la pendiente de la recta y la constante de velocidad (-k).
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Una.vez obtenidas las ecuaciones de la pendiente se calcularon los tiempos de vida media

parareada tratamiento. Se mostrara el ejemplo siguiente:

y = —0.0001x + 10.596

Entonces:
—k = —0.0001
k =0.0001
Se aplica la ecuacion deyida media:
ta = 0093 _ 6930 dias
> 0.0001

Los datos obtenidos de las constantes de biodegradacion y los tiempos de vida media se

representan en la Tabla 21.

Tabla 21. Constante de velocidad de biodggradacion®y tiempo de vida media para cada tratamiento

_ In [C] In [C/CO] )
Tratamiento tiz (dias)
-k (d) -k (d%)

T1 -0.0001 -0:.0001 6930
T2 -0.0003 -070003 2310
T3 -0.0045 -0.0045 154

El T1 fue la que obtuvo la tasa de biodegradacion mas baja con{un'valor de 0.0001 sy un
tiempo de vida media de 6930 dias, este tratamiento esta conformado, de suelo méas HTP,
para este caso, Agarry et al. (2013) reportaron en su trabajo una tasacde degradacion de
un suelo contaminado un valor de 0.0144 d* para remediar HTP de fraccién‘ligera de 31.2
° APl y un tiempo de vida media de 48.1 dias. El T2 obtuvo una tasa de degradacion de -
0.0003 d?, esta se encuentra conformada por el suelo, bagazo de cafia“y HTP, Diaz-
Ramirez et al. (2013) realizaron un estudio donde empleo bagazo de cafia como-€nmienda
para degradar HTP de fraccion super ligera con 39.3 ° API, donde obtuvo una constante de
biodegradacién de 0.0103 d* y un tiempo de vida media de 67.5 dias. Por ultimo, el T3 fue
la que obtuvo la tasa mas alta con un valor de 0.0045 d* y un tiempo de vida media de 154

dias, demostrando que el hongo posee el potencial para degradar HTP de fraccion pesada:
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Dhailappan et al. (2022) realiz6 un estudio donde emple6 Pleurotus ostreatus para degradar

HTP+de un suelo contaminado a 12,000 ppm a los 21 dias de incubacion, obtuvo una tasa

de degradacion de 0.097 y un tiempo de vida media de 7 dias.

16.6.3 ANALISIS DE HUELLAS DIGITALES FTIR Y CALCULO DE iNDICE
RELATWO DE LOS GRUPOS FUNCIONALES POLARES (IRAP) A LOS
HTP

La espectroscopia®infrarroja por transformada de Fourier (Fourier transform infrared
spectroscopy “FTIR” por.sus siglas en inglés) es un método que permite determinar grupos
funcionales de un elemento“palimérico. Asi mismo, brinda informacion de la evolucion de
las reacciones en descomposicion, asi como una mejor perspectiva de los mecanismos en

descomposiciéon (Zhang et al., 2015)

Se seleccionaron los picos de absorcion de los grupos funcionales mas representativos
para la evaluacién de la abundancia relativa de los grupos funcionales de acuerdo con los
rangos propuestos por Morales-Bautista.et.al. (2016). Los picos fueron los siguientes: 1376
cm? para grupos saturados, 16007¢cm™ para_grupos insaturados (C=C), 1021 cm® para
grupos éteres (COC), 1152 cm para‘grupos sulfonilos (0=S=0) y 1700 cm™ para grupos
carbonilo-aromaticos (ArCOR).

De los grupos mencionados los éteres, sulfonilo- y carbonilo-aromaticos se caracterizan por
ser mas polares que los grupos saturados e-insaturados. Estos grupos pueden verse
implicados en la alteracion de la fertilidad del suelo, reduccion de la capacidad de campo,
alteracion de la capacidad de intercambio catidnico y generacion de repelencia al agua
(Morales-Bautista et al., 2016).

En la Tabla 22 se reportan los valores de la altura maxima de los¢picos para cada grupo

funcional por tratamientos.

Tabla 22. Valores de FTIR de las alturas maximas para cada grupo funcional

Tratamientos 0=S=0 COC SAT Cc=C ArCOR
D1T1 93.23 94.05 85.16 95.56 9448
D7T1 92.73 93.39 84.03 95.15 94:10
D15T1 91.17 92.06 82.66 93.60 9315
D30T1 91.26 92.02 82.62 93.56 93.06
D45T1 90.26 91.26 81.92 92.76 92.07
D1T2 90.64 91.08 82.35 92.94 91.66
D7T2 90.01 90.31 81.63 92.46 91.05
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D15T2 90.27 90.56 81.95 92.89 92.37
D30T2 90.65 89.78 82.00 92.76 92.81
D4572 89.22 90.23 81.49 92.3 90.85
D1T3 91.14 92.12 83.15 94.36 92.90
D7T3 91.21 91.95 82.98 94.13 92.55
D15T3 91.12 91.42 83.01 94.04 92.15
D30T3 91.19 91.41 82.80 93.81 91.73
D45T3 90.91 90.94 82.89 93.70 91.41

Los valores obtenidos™para cada pico, obtenidos en la prueba FTIR, se emplearon para
obtener el indice conocido,como indice relativo de los grupos funcionales polares (IRAP),
tal como lo propone Moralgs-Bautista et al. (2016). EI IRAP nos permite conocer la cantidad
de grupos funcionales polares en una muestra contaminada de HTP, y se calcula de la

siguiente forma (Ec. 20):

0 =S=0) (COC) (ArCOR

= 0,
IRAP [( SAT SAT SAT )]*10% Ec. 20

Donde:

0=S=0 = es la altura maxima a los 1152 em;!
COC = es la altura méaxima a los 1021 cm#
ArCOR = es la altura maxima a los 1700 cm’*
SAT = es la altura maxima a los 1376 cm™

Una vez calculado el IRAP, los datos fueron empleados enda ecuacion de la pendiente que
reporta Morales-Bautista et al. (2016) (Ec. 21), donde relaciona los °API con respecto al
IRAP, para la obtencién de los °API (Ec. 22).

y = —1.1688x + 82.703 Ec. 21
_y—82703 ce 2
X = 11688 c.
Donde:
y = IRAP
X = °API

Una vez obtenidos los valores de °API, se podréa calcular la repelencia al agua, empleando
la ecuacion de la pendiente para HTP de fraccion pesada, reportado por Marin-Garcia etal.
(2015) (Ec. 23).

Ec. 23
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y = 45.3991In(x) + 45.163 EC. 23

Donde:
y = Repelencia (segundos)
X = concentracion del crudo (°API)

A continuacign, se presentan los valores de %IRAP, °API y Repelencia al agua en la Tabla
23.

Tabla 23. Valores de IRAP, °API y Repelencia al agua

Tratamientos %IRAP °API Repelencia (s)
D1T1 331.329 2.127 79.43
D7T1 333,476 2.146 79.82

D15T1 334.358 2.153 79.98
D30T1 334.471 2.154 80.00
D45T1 333972 2.150 79.91
D1T2 331.973 2.133 79.55
D7T2 332.439 2.137 79.63
D15T2 333.374 2.145 79.80
D30T2 333.220 2.143 79.77
D45T2 331.697 2.130 79.50
D1T3 332423 2.134 79.57
D7T3 332.261 2.135 79.60
D15T3 330.912 2.124 79.35
D30T3 331.316 2.127 79.43
D45T3 329.666 2.113 79.13

Morales-Bautista et al. (2016) menciona que obtener valoresialtos de IRAP indican una alta
presencia de grupos polares, por lo que suelen ser mas freCuentes en fracciones pesadas
y extrapesadas, a comparacion de los crudos medios y ligeros: También menciona que la
el incremento del indice IRAP con respecto a los °API (Fig. 67) puede darse de forma lineal
en un rango de 41 — 65 IRAP, que incluye a los de hidrocarburos de 15 — 37 °API, de

acuerdo a la gréfica que reporta.

120 T—

¥ ExHC y =-1.1688x + 82.703
100 A non-linear R? = 0.9987
—_ 4 linear
g e HC /
o 60 MC
é \: SuLC
— 40 . CURTETTN -
20 A1
0 T T r T
0 10 20 30 40
°API

Figura 67. Relacion del IRAP con respecto a los °API tomado de Morales-Bautista et al. (2016)
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Moralés-Bautista et al. (2016) no mencionaron especificamente que valor de IRAP se

considéra un valor critico, sin embargo, menciona que la curva observada en la Figura 67
es no lineal, y el inicio de la pronunciacién de la curva puede representar la alta presencia

de los grupgs polares abarcando de los 15 — 3 °API.

Los valores de-IRAP obtenidos en el T1, T2y T3 (Tabla 23), ubicandolo en la Figura 67, se
reporta que es un hidrocarburo extrapesado ya que esta por arriba de un valor de 300% de
IRAP.

Los valores del indice IRAP del T1y T2 (Tabla 23) no se registré una disminucion, sino mas
bien un aumento en el indice’y esto se aprecia claramente en la repelencia al agua (Fig.
68), ya que es directamente preporcional. En cambio, el T3 registré una disminucion del

IRAP y esto se observa claramente en la repelencia de la Figura 68.

La repelencia al agua se define comoda-capacidad reducida del suelo para reabsorber agua
después de un periodo prolongado de\sequia, sin embargo, existen otros factores que
influyen en la repelencia, como la textura arenosa y la quema del suelo; sin embargo para
el caso de suelos contaminados” por_hidrocarburos esta repelencia suele presentarse en
suelos con periodos de sequia prolongados después de un derrame o también cuando el
suelo se encuentre muy seco antes de.un derrames(/Adams et al., 2008. Se sabe muy poco
de los impactos que ocasiona la repelenhcia al suelo contaminado por hidrocarburos
(Takawira et al., 2014).

Sin embargo, algunos estudios han demostrado las repercuSiones que esta ocasiona: se
ha reportado que la contaminacién por hidrocarburos puede alterar la capacidad de campo,
porosidad, densidad aparente, reduccién de la capacidad retener nutrientes cationicos
durante las precipitaciones, erosion hidrica y contenido Optimo ¢de).agua, inclusive en
concentraciones muy bajas de hidrocarburos (Roy & McGill 1998; Caravaca & Rolda, 2003;
Adams et al., 2008; Rahman et al., 2010). Por otra parte, puede ocurrir la compactacién del
suelo debido a la aglomeracion de asfaltenos, resinas y compuestos polares en altas
concentraciones, ya sea en crudo intemperizados, ocasionando un impedimento en la

infiltracién del agua, asi como de la penetracion y desarrollo radicular (Adams et ak,2008).

Algunos estudios han reportado la clasificacion de las clases de repelencia al agua-y_.son
las siguientes: Clase 0: humectable, no repelente al agua (infiltracion en 5 s); Clasest:
ligeramente repelente (5 s < WDPT < 60 s); clase II: fuertemente repelente (60 s < WDPT,

<600 s); clase lll: muy repelente al agua (600 < WDPT < 3600 s); clase IV: extremadamente
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repelente (WDPT > 3600 s), aunque también se reportan otras clases, que son las

siguientes: clase V: 1 h < WDPT < 2 h; clase VI: 2 h < WDPT < 3 h; Clase VII: 3 h < WDPT
< 4 h; clase+VIll: WDPT > 4 h (Orfanus et al., 2008; Helweke et al., 2018; Helweke &
Gozdowski2020)

De acuerdo a-los datos obtenidos, los valores de repelencia para cada tratamiento se
muestran en la Tabla 23, y los valores graficados en la Figura 68. Para el T1 se observa
que hay un aumento desde el dia uno hasta el dia 30 y luego disminuye ligeramente; para
el T2 se observa un aumento desde el dia uno hasta el dia 15 y luego disminuye ligeramente
hasta el dia 45.

Por ultimo, el T3 que es la que contiene el hongo se observa una disminucion notable de la
repelencia del agua del dia uno_con un valor de 79. 57 s hasta el dia 45 con un valor de
79.13 s, aunque la disminucién delarepelencia es minima, G. multipileum puede ser capaz
en reducir la hidrofobicidad del suelo, simembargo, como se ha mencionado anteriormente,
a medidas que se degradan las fracciones.saturadas, alifaticas y aromaticas, las fracciones

de resinas y asfaltenos aumentan.por la generacion de compuestos polares.

80.20
80.00
79.80
79.60

79.40

Repelencia (s)

79.20

79.00

78.80

78.60

D1 D7 D15 D30 D45
Dias

=Tl =A—T2 ——T3

Figura 68. Repelencia al agua por tratamientos
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16.64 ANALISIS S.A.R.A.
El petrélee crudo posee una estructura quimica compleja, ya que esta conformada de una
mezcla de«diversos compuestos, que por lo general son: gases disueltos, liquidos y sélidos.
Por tal razém;"se han propuesto diversas técnicas para el fraccionamiento del PC, siendo
las técnicas ‘eromatograficas la mas usada para la determinacion del tipo grupo de
hidrocarburos, especificamente para el fraccionamiento del PC en saturados (S),
aromaticos (A), resinas«(R) y asfaltenos (A), conocido también como andlisis SARA. En este
caso, los liquidos estan conformados por los saturados, aromaticos y resinas, mientras que

los sélidos por los asfaltenesy(Akmaz et al., 2011; Ashoori et al., 2017; Fakher et al., 2019).

La prueba del analisis SARA se-fealizd por cromatografia en columna de silice, mediante
la aplicacion de solventes organices, tal como se explica el numeral 6.5.7.2. Los asféltenos
se obtuvieron por diferencia de“peso con respecto a la suma de porcentajes de las

fracciones SARA.

Una caracteristica muy importante al mamento de fraccionar el PC, las fracciones SARA
tienen coloraciones propias, algunes autoresthan reportado dichas coloraciones para cada
fraccion. Las coloraciones obtenidas enel fraccionamiento del PC se muestran en la Figura

70. de izquierda a derecha: los saturados, aromatieos y resinas.

La fraccién de saturados son liquidos a témperaturasambiente y pueden ser incoloros,
ligeramente coloreados, o con tonalidades de amarillo"pélido. Contiene hidrocarburos no
polares de cadenas lineales, ramificadas o parafinas ciclicas“alifaticas (Zhang et al., 2015;
Karevan et al., 2022)

La fraccion de aromaticos son liquidos aceitosos a temperatura ambiente y no polares, su
coloracién va de amarillo a rojo y contiene por lo menos un anillo*aromatico de diferente
grado de condensacion, sustitucion alquilica y heteroatomos (sulfuros, exigeno y nitrégeno).
Los aromaticos son mas viscosos que los saturados al mismo nivel dé temperatura
(Caumette et al., 2009; Zhang et al., 2015; Karevan et al., 2022)

La fraccién de resinas es un liquido viscoso a semisolido y se caracteriza por tenérun lado
polar y no polar y funciona como puente que conecta los hidrocarburos no polares con los
asfaltenos altamente polares, su coloracion va de un café oscuro a un negro sélido.
Contiene un alto grado de condensacion y de heteroatomos comparado a la fraccion

aromatica. También se ha mencionado que la composicién de las resinas es cercana a los
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asfaltenos a excepcién de su peso molecular. Las resinas algunas veces pueden ser mas

polares gue los asfaltenos. (Keshmirizadeh et al., 2013; Zhang et al., 2015; Fakher et al.,
2019).

La fraccién‘de asfaltenos es un componente solido a temperatura ambiente y su coloracién
por lo generales«de un color negro, es altamente polar a comparacion del PC que en su
conjunto es no polar. Es insoluble en solventes n-alkanos como n-petano o n-heptano y
soluble en arométices, como tolueno o xileno. También se encuentra asociado con
heterodtomos (Zhang €t.ak, 2015; Fakher et al., 2019).

A continuacion, se repoftan“los porcentajes obtenidos para cada fraccion para cada

tratamiento y por dias en la Tabla 24.

Tabla 24. Valores de porcentaje para cada fraecion

% Fracciones

Tratamientos Dias , _
Saturados Aromaticos  Resinas Asfaltenos
65.00 9.50 20.00 5.50
_ 7 64.50 9.50 20.00 6.00
Tratamiento

1 15 64.82 9.29 20.10 5.77
30 65.15 9.09 20.20 5.55
45 65.65 9.09 20.20 5.05
1 65.00 950 20.00 5.50
_ 7 65.00 9550 20.00 5.50
Tratag”e”to 15 64.32 9.54 20.10 6.03
30 64.64 9.34 20.20 5.80
45 64.64 9.34 19.69 6.31
1 65.00 9.50 20.00 5.50
_ 7 60.77 8.83 24.30 6.07
Tratamiento 15 55.49 7.51 28.90 8.09
30 39.75 6.02 36.76 17.46
45 38.99 4.40 40.88 15.72

Por otra parte, en la Figura 69, se presentan graficamente los porcentajes de lasfracciones
SARA, para una mejor representacion de los datos. se observa claramente que la Suma de

las cuatro fracciones es un total de 100%.
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Figura 69. Porcentaje correspondie %I s fracciones S.A.R.A. por tratamiento y dia

l

Se observa en la Figura 69, que Ias entraciones de las fracciones del T1 y T2

de 9.5% a 4.40% del dia uno al dla e
de resinas y asfaltenos se observa un a
al 40.88% y de 5.5% al 15.72% del dia uno.al dia 45, respectivamente.

permanecen casi iguales en tod

paraC|on del T3. En el T3 se observa que
@ados de 65% al 38.99% y de aroméaticos
ct te. Sin embargo, para las fracciones

existe una disminucién de la con

-
o en s@oncentraciones con valores de 20%

Figura 70. Fracciones S.A.R con sus coloraciones caracteristicos *
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Por otra parte, en la Tabla 25y en las Figuras 71, 72, 73 y 74, se muestran los porcentajes

de biedegradacion (%B) para cada tratamiento, el calculo se realiz6 por medio de la

siguientesecuacion:
C; —Cy
%B = (<)« 100 Ec. 24
i

Donde:

%B = Porcentaje de biodegradacién

Ci = Concentracidn inicialde la fraccion

Ct = Concentracion de ladfraccion al tiempo t

Tabla 25. Porcentaje de Biodegradacion’para cada fraccion

% Biodegradacion
Tratamientos Dias

S A R A
1 0 0 0 0
7 0.76 0 0 -9.09
T1 15 0:27 2.14 -0.50 -5.07
30 -0.23 4.30 -1.01 -1.01
45 <301 4.30 -1.01 8.17
1 0 0 0 0
7 0 0 0 0
T2 15 1.04 -0.50 -0.50 -9.63
30 0.54 1.64 -1.01 -5.60
45 0.54 1,64 1.51 -14.78
1 0 0 0 0
7 6.50 6.94 -21.54 -10.49
T3 15 14.62 20.90 -44.50 -47.13
30 38.83 36.58 188.73 -217.63
45 40.00 53.65 -104.40 -185.87

Los estudios relacionados en la biodegradacion de fracciones SARA mediante el empleo

de la especie G. multipileum son altamente escasos, sin embargo, este estudio~sera una

aportacion de informacion para futuras consultas.
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Figura 71. Porcentaje de biodegradaciéon de saturados Figura 72. Porcentaje de biodegradacion de Aromaticos
Resinas 0 Asfaltenos
20
c 0 - - - ?S 0 - - a -
3 g -50
g 20 3 =Tl
g -40 =Tl > -100
o T L T2
2 -60 2 -150
& -80 T3 @ T3
2 K -200
- 00 250
-120 ,
D1 D7 D15 D D4
D1 D7 D15 D30 D45 > D30 °
Figura 73. Porcentaje de biodegradacién de Resinas Figura 74. Porcentaje de biodegradacion de Asfaltenos

De acuerdo a la Figura 71, se observa que la fraccion de"Saturados para el T1y T2 no se
observan degradaciones a comparaciéon del T3 que obtuve“un %B al dia 45 con un valor
del 40.00% este valor resulta ser menor al reportado por Ogborset al. (2008) donde obtuvo
un %B del 80%. Ogbo et al. (2008), empled la especie Pleurotusstuber-regium (Fr.) Singer
usando como sustratos aserrin y hojas de platano, para evaluar la biodegradacion de las

fracciones SARA.

Para la fraccién de aromaticos (Fig. 72) se pueden observar ligeras biodegradaciones para
el T1y T2, sin embargo, el T1 es la que supera al T2. El T3 supera a‘las anteriores
alcanzando un %B al dia 45 un valor del 53.65% al dia 45, este valor resulta ser.casi similar
al de Ogbo et al. (2008) reportando un %B del 60%.

Para la fraccion de resinas (Fig. 73) se observan que los porcentajes %B para todos las

tratamientos son negativas, siendo el T3 la mas representativa, alcanzando un %B del_-

88



UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

*

104.40%, para este caso Ogbo et al. (2008) reportd un valor %B del 60%. Sin embargo, al
dia 45/para el T2 se registré una %B de 1.51%.

Por dltimay para la fraccién de asféltenos (Fig. 74) de igual manera se observan %B
negativas para.todos los tratamientos, siendo el T3 el mas representativo, alcanzando un
valor de %B akdia 30 de -217.63%, a comparacion de Ogbo et al. (2008) obtuvo un %B del
30%. Sin embargo; para el T1 para el dia 45 se obtuvo un %B de 8.17%.

Ciertos factores puedensestar involucrados en la biodegradacion de las fracciones de
saturados y aroméaticos.para el T3, como se mencion0 anteriormente, esto puede deberse
a la esterilizacion del suel@ provocando su volatilizacién, sin embargo, esta volatilizacion es
minima, asi lo confirma Zamani et al. (2015) en su estudio y estos valores pueden
compararse en la Tabla 25 para el'T1, T2 y T3, siendo el T3 con mas %B de saturados y
aromaticos. Otro punto importante,”€s que para el T3, la presencia de bagazo de cafia
beneficia al hongo para degradar las fracciones, ya que esta, aparte de aportar la celulosa
como su alimento para la obtencién de energia, aumenta la porosidad del suelo en mas del
80% facilitando asi la respiracion del hongo y la.correcta distribucion de las hifas del hongo
(Chiu et al., 2009) Sin embargo, lasdegradacion de los hidrocarburos dependera de la

capacidad y eficiencia del hongo (Mohammadi-Sichani et al., 2019).

Estudios relacionados en degradacion deffraccion ‘'de‘resinas y asfaltenos son altamente
escasos, la mayoria de los estudios se han enfocado en la degradacion de compuestos
aromaticos. Sin embargo, son pocos los auttores los.que se han aventurado en la
investigacion de las fracciones pesadas y han reportado caracteristicas importantes para
estas fracciones. Una de ellas es cuando el suelo se encuentra eentaminado por PC, por lo
general se presenta una coloracion marrén oscuro y autores como.Jahhan & Abu-Ateih
(2009), BeSkoski et al. (2011) y Mohammadi-Sichani et al. (2019)_.mencionan que la
biodegradacion esta relacionada con la reduccion de esta coloracion. En este experimento
se observé dicho factor tanto al momento de la contaminaciéon del sueld, asi como su
disminucion de coloracion al momento del muestreo después del tiempo de biedegradacion.
Mohammadi-Sichani et al. (2019) menciona que la presencia de resinas y asfaltenos esta

relacionado con la coloracién del suelo.

Respecto a las %B negativas autores como Ogbo et al. (2008) han mencionado que .esto
puede deberse a la formacion de metabolitos que pueden llegar ser dafiinos o que haya

sucedido alguna mineralizacion incompleta de alguna fraccion. Esto también lo menciona
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Adongbede & Sanni (2014) en su investigacion, donde reportaron la formacion de

metabolitos secundarios en las muestras contaminadas y que ademdas estos son
indeseablés y que también pueden ser inofensivos. Hidayat & Tachibana (2013), menciona
que los metabolitos secundarios se originan cuando el metabolismo no fue completo, sin
embargo, und remediacion efectiva termina cuando el contaminante es transformado a CO..
Por ultimo, los®%B.de biodegradacion negativos obtenidos efectivamente sucede por el
aumento de su coneentracion durante la degradacion. EI comportamiento de estas dos
fracciones se debe a gue se ven enriquecidas conforme las fracciones de saturadas y
aroméaticas son metabolizadas, dando como productos compuestos polares (Liao et al.,
2009; Romero-Hernandez etal., 2021)

16.6.5 CINETICA DE BIORREMEDIACION Y TIEMPO DE VIDA MEDIA DE LAS
FRACCIONES SARA

Se realizaron las cinéticas de biorremediacion siguiendo las ecuaciones del numeral 7.6.2.
De igual forma se realizaron las cinéticas de reaccion de primer orden, ya que los autores
coinciden que una biorremediacion.se rige por ella. Se calcularon las cinéticas para el In[C]
y para el In[C/Co] donde: C = concentracion el tiempo, Co= concentracion inicial. Las gréaficas
se presentardn en el anexo en la seceion debido.a la cantidad de ellas, sin embargo, las
ecuaciones de la pendiente son mas relevantes y Se presentan en la Tabla 26, ya que estas

de igual forma nos permiten calcular el tiempo,de vida_media.

Tabla 26. Constante de velocidad de biodegradacion y tiempo de vida media de la forma In[C]

Fraccion | Tratamientos Ln[C]= -kt + In[Co] -K ty2 (dias)
T1 y =0.0003x + 4.1688 0:0003 2310
Saturados T2 y =-0.0001x + 4.1724 0.000% 6930
T3 y =-0.0129x + 4.1819 0.0129 53
T1 y =-0.0012x + 2.252 0.0012 577.5
Arométicos T2 y =-0.0005x + 2.2551 0.0005 1386
T3 y =-0.0174x + 2.2865 0.0174 39
T1 y = 0.0003x + 2.9956 0.0003 2310
Resinas T2 y =-0.0002x + 3.0004 0.0002 3465
T3 y =0.0159x + 3.0615 0.0159 43
T1 y =-0.0026x + 1.7689 0.0026 266
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Asféltenos T2 y= 0.0029X‘+‘1.7058 0.0029 238
T3 ‘ y =0.0279x + 1.6967 ‘ 0.00279 ‘ 24 ‘
Tabla 27. Cofstante de velocidad de biodegradacién y tiempo de vida media de la forma In[C/CO]
Fraccion | Tratamientos Ln[C/Co]= -kt -K ty- (dias)
T1 y = 0.0003x - 0.0056 0.0003 2310
Saturados T2 y =-0.0001x - 0.002 0.0001 6930
T3 y =-0.0129x + 0.0075 0.0129 53
T1 y,=-0.0012x + 0.0007 0.0012 577.5
Aromaticos T2 y = -0.0005x + 0.0038 0.0005 1386
T3 y=-0.0174x + 0.0353 0.0174 39
T1 y =40.0003x - 0.0001 0.0003 2310
Resinas T2 y =-0:0002x + 0.0047 0.0002 3465
T3 y =.0.0159x + 0.0658 0.0159 43
T1 y =-0.0026x +,0.0641 0.0026 266
Asféltenos T2 y =0.0029x +0.001 0.0029 238
T3 y = 0:0279x - 0.008 0.0279 24

De acuerdo con las tablas presentadas con las respectivas ecuaciones de la pendiente, se
calculo los tiempos de vida media, con la constante de biodegradacion -k. La constante de
biodegradacion para la cinética In [C] y In [C/CO] son las#mismas, tal como se ha
mencionado en puntos anteriores, las graficas se muestran en el-apartado de anexo 2. Otro
punto muy importante, es la comparacion de datos, por lo que«fesulta dificil una

comparacion con otras investigaciones de estos topicos ya que son altamente escasos.

Para todas las fracciones se observo que el T1y T2 obtuvieron altos tiempes de'vida media,
estos tratamientos como se ha mencionado no contenian al hongo, el T1 'solo era suelo
mas PC y el T2 era suelo mas PC y bagazo de cafia, por tal razén se obtuvieren dichos
valores de vida media. En cambio, para el T3, se observo que los tiempos de vida eran.muy
bajos, lo que quiere decir que el hongo es capaz de degradar las fracciones a un 50%: Para
Saturados obtuvo un valor de 53 dias, para arométicos un valor de 39 dias, para resinasde

43 dias y asfaltenos de 24 dias.

91



UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

*

16.6:6 MECANISMO DE DEGRADACION DE LAS FRACCIONES S.A.R.A.

Los preductos generados en la degradacién de las fracciones de los HTP se describen de
forma breve en el apartado de anexo 3 abarcando desde las enzimas involucradas en la
degradacion~de los HTP asi como también los productos generados después de la

degradacion.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiento miceliarsin vitro y la degradacion de
hidrocarburos totales de petroleo (HTP) a 40,000 ppm de fraccion pesada (18.7+1.38 °API) en suelo
empleando las especies Ganoderma multipileum y Pycnoporus sanguineus; utilizando bagazo de cafia
como fuente de energia. Se realizaron dos estudios preliminares: el primere,evalud el crecimiento
miceliar en suelo con diferentes proporciones de bagazo, mostrando un alto'crecimiento al 25% (P/P).
El segundo estudio evalué el crecimiento en suelo contaminado con HTP a 40,000 ppm con bagazo
de cafia al 25% (P/P), ambos estudios se analizaron mediante una prueba de Kruskall-Wallis. Los
resultados anteriores se emplearon para establecer 3 tratamientos y evaluar la cinética de degradacion
de HTP con respecto al tiempo (1, 7, 15, 30 y 45 dias). También se evalu la cinéticade reaccion de
primer orden y los tiempos de vida media para los HTP y las fracciones SARA. Los“tesultados
demostraron que ambas especies tienen la capacidad para crecer en suelo contaminado con
hidrocarburo asi como el potencial de degradar hidrocarburos de fraccién pesada.

Palabras clave: suelo, hidrocarburos, micorremediacion, cinética de primer orden, bagazo de cafia:

1. introduccién
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La Revolucion Industrial marco el comienzo de una era de impacto ambiental sin precedentes,
introduciendo contaminantes como los hidrocarburos (HC) al medio ambiente (Zalasiewicz et al.,
2010; Uglietti et al. 2015; Ozkara & AKyil, 2018). Debido a la alta demanda, se origina la introduccion
de grandes cantidades a ecosistemas acuaticos y terrestres (Nustez et al., 2014; Benguenab & Chibani
2021). Portal'razén, se ha propuesto la micorremediacion como una alternativa para remediar estos
impactos (Morene.et al., 2004). Dentro de esa gran variedad de hongos se encuentran particularmente
los hongos de la podredumbre blanca (HPB) (Bogale, 2020). los HPB han demostrado la capacidad
de transformar ufa variedad de contaminantes organicos, debido a que estos compuestos poseen una
estructura similar a.la lignina (Pointing, 2001; Davila & Véazquez, 2006). Diversas investigaciones
han demostrado que‘los*HPB son efectivos para degradar Antibidticos, tintes textiles sintéticos,
hidrocarburos policicliges .aromaticos (HPA), dicloro difenil tricloroetano (DDT), Bifenilos
policorados (BPCs), pentaclorofenoles (PCF), trinitrotolueno (TNT), pesticidas, polimeros sintéticos
como los “plésticos”, preservadores de madera, BTEX, Creosota, efluentes de la industria de papel
en el blanqueamiento, herbicidas, Nylon (Pointing, 2001; Korcan et al., 2013; Abdel-Hamid et al.
2013; Ellouze & Sayadi 2016; Kaehlishvili et al., 2016; Stella et al., 2017; Guo et al., 2018; VrSanska
etal., 2018; Lee et al., 2020; Xiao'& Kondo 2020). Sin embargo, para degradar estos compuestos, se
requiere un material vegetal como soporte en el suelo. Por lo tanto, se han propuesto varios materiales
ligninoliticos o residuos organicos como-soporte, entre ellos el bagazo de cafia (Eggen, 1998;
Mauricio et al., 2014).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el“crecimiento miceliar in vitro, la degradacion de los
HTP de fraccion pesada y las fraceiohes SARA _empleando las especies G. multipileum y P.
Sanguineus.

2. Materiales y Métodos
2.1. Obtencién de muestras

Se obtuvieron las cepas de hongos P. sanguinets.y.G. multipileum con cddigos de registro CCG031
y CCGO025, respectivamente, del herbario de la Universidad Juérez Auténoma de Tabasco. Por otra
parte, el bagazo de cafia se obtuvo del ingenio azucarero Santa Rosalia, en el municipio de Céardenas,
Tabasco. El Suelo se muestred de acuerdo a la NMX-AA-132-SCFE1-2006 (SCFI, 2006) en el
municipio de Cunduacéan, Tabasco. Por ultimo, el petroleo crude”(P€) se obtuvo de un barril
proveniente de un pozo de extraccion.

2.2 Pretratamiento de muestras

Ambas especies de hongos fueron resembradas en medio de cultivo agar dextrosa y papa, el cual fue
esterilizado a 120 °C por 15 min, para ser colocados posteriormente en cajas Petri. Para el caso del
bagazo de cafia se sometié a un secado a la sombra a temperatura ambiente y seé resguardaron en
bolsas negras de polietileno para su conservacion. Para el caso del suelo se realiz_un perfil
edafologico para evaluarlo en su forma himeda y seca, ademas se evaluaron los” pardmetros
fisicoquimicos como pH, conductividad eléctrica (CE), materia organica (%MO), densidad.aparente
(DA),densidad real (DR), porosidad (%P), capacidad de campo (%CC), capacidad de intercambio
cationico (CIC) and textura (%arena %limo, %arcilla), de acuerdo a las metodologias de laANOM-—
021-SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2000), por ende, el suelo fue secado a temperatura ambiente,
molido, tamizado a un tamarfio de malla de 2 mm y homogenizado y se resguardaron en frascos ambar.
Por altimo, el PC fue sometido a un proceso de intemperizacion, ya que su origen era de fraccion
ligera hasta la obtencion de fraccion pesada, para ello, el PC fue expuesto al sol por 8hrs durante dos
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semapas hasta la obtencion de la fraccion pesada. La fraccion del PC se evalu6 con el calculo de °API
de acuerdo con el método de la ASTM (2006) con modificaciones.

2.3 Primersestudio preliminar

Se evaluo el erecimiento miceliar de P. sanguineus y G. mutipileum en una mezcla de bagazo de cafia
con suelo sin contaminar, para ello se establecieron 3 tratamientos por triplicado dé %P/P de bagazo
de cafia del 155250y 35 % (P/P) con respecto al suelo, para un tamafio de muestra de 15 g. La
metodologia fue la siguiente:

El bagazo fue fragmentado a un tamario de 2 a 3 cm?, luego se hidrato por 12 horas y se escurrié hasta
obtener una humedad del 70%. %. Finalmente, el bagazo se pasteuriz6 por inmersion en agua en un
recipiente metéalico con capacidad de 10 L sobre una hornilla, durante 1 hora a 80 °C. Al finalizar, se
escurrid y se enfrié en condigiones asépticas.

El suelo fue esterilizado durante 30 minutos a 120 °C en una charola metélica para evitar covariables
que pudieran alterar la degradacién«del PC. Al terminar, se resguardé en frascos &mbar esterilizados
para evitar su contaminacién.

Posteriormente se realiz6 la mezcla de‘Suele con bagazo con respecto los diferentes porcentajes. Las
mezclas se colocaron en tubos de ensayptde 2.2 cm de didmetro por 15 cm de largo, evitando
compactar la mezcla. Todos los tubos fueron inoculados con cuadros de 1 cm de micelio de cada
especie por separado y se colocd un tapon de\algoddn inmediatamente para evitar su contaminacién
y permitir el intercambio gaseoso. LeS tubos se ineubaron en oscuridad hasta que el micelio propag6
en su totalidad el tubo a 28 °C. Los tubos'se rotularon con dos lineas opuestas “A” y “B” de arriba
abajo y se midio el crecimiento del miceho cada dos dias hasta la base del tubo con ayuda de un
estereoscopio (Gaitan-Hernandez & Salmanes, 2015).

Por ultimo, el crecimiento miceliar se obtuvo.mediante~la, ecuacion de la pendiente y=mx+b,
graficando el crecimiento cada dos dias con respecto a 10s dias transcurridos. La ecuacion de la
pendiente se convirtid a términos de crecimiento miceliar de TasSiguiente forma: y = Krx + C, donde
Kr = tasa de crecimiento, y = crecimiento mm/dia, x = dias transeurridos y C = factor constante
(Gaitan-Hernandez & Salmones, 2015).

2.4 Segundo estudio preliminar

Se evaluo el crecimiento miceliar en suelo contaminado con petréleo crude;y, se descarto la especie
con menor crecimiento. Para este caso el porcentaje de ambas especieS_presentaron un alto
crecimiento miceliar al 25% (P/P). El suelo fue contaminado a 40,000 ppm.\La metodologia del
crecimiento miceliar es la misma que el primer estudio preliminar.

2.5 Analisis estadistico de los estudios preliminares

Para el primer estudio se realizé un disefio de dos factores con un arreglo de 2x3 porstriplicado, el
factor A con dos niveles que son las especies de hongos y el factor B con tres niveles que son los
porcentajes del 15, 25y 35% (P/P).

Y para el segundo estudio se elaboré un disefio de dos factores con un arreglo de 2x1 por triplicado,
el factor A con dos niveles que son las especies de hongos y el factor B el porcentaje en peso del
bagazo.
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A amb0s estudios se les realiz6 un ANOVA multifactorial seguida de una prueba de rangos LSD. Se
empled el paquete estadistico Statgraphics Centurion © XVI.

2.6 Disefiosexperimental

La prueba se/llevo a cabo en tazones de vidrio individuales esterilizados, de 15 cm de ancho por 10
cm de alto, paraqgarantizar la normalidad estadistica. En este caso, el tamafio de la muestra fue de 80
g para un 25% (P/P)«de bagazo de cafia. G. multipileum fue la especie con un alto crecimiento miceliar
y se evaluo su potencial para degradar PC de fraccion pesada a 40,000 ppm. Se establecieron tres
tratamientos (T1 ='suele + PC; T2 = suelo + bagazo + PC; T3 = suelo + bagazo + PC + hongo) con
respecto a diferentes tiempos: 1, 15, 30 y 45 dias de degradacion, por triplicado, dando un total de 36
unidades experimentales:

El suelo fue esterilizado y posteriormente contaminado con PC a 40,000 ppm. Por otro lado, el bagazo
se humedeci6 al 70% y luego se'realizaron las mezclas de suelo contaminado con el bagazo. Ademas,
se activo G. multipileum en maiz palomero; para esto, el maiz se hidrat6é durante 12 horas y al final
se coloco en frascos de vidrio y selesterilizé en autoclave durante 15 minutos a 120 °C. Al finalizar,
se dejo enfriar y se inocul6 el hongo eon tn cuadro de agar de 1 cm2 con mecheros. Finalmente, se
dejo en oscuridad hasta que se propagdrenssu totalidad. Las semillas propagadas se usaron para el T3
y se colocaron de manera distribuida sobre lamezcla y se sellaron los tazones con una pelicula plastica
para evitar cualquier contaminacion. A los-7'dias, se realizaron agujeros en la pelicula pléstica para
favorecer la transferencia de oxigeno. Al final de cada dia establecido, se extrajeron muestras
compuestas para la cuantificacion de.HTP.

2.6.1 Andlisis de HTP

Se emple6 el método gravimétrico EPA "3540C por ‘Saxhlet con modificaciones. Las muestras de
suelo fueron secadas a temperatura ambiente'y homogenizadas, posteriormente se pes6 una cantidad
de 5 g de muestra y se coloco en un cartucho de papel filtro“Para el equipo Soxhlet se empled un
volumen de 100 mL de diclorometano grado* HPLC (marca J.T. Baker) como disolvente de
extraccion. Debido al tipo de textura que presentaba‘el suelo, €l tiempo de extraccion se establecio
para un lapso de 10 hrs. Una vez terminado el proceso, el extracto, fue evaporado a temperatura
ambiente y se calcul6 la concentracion.

2.6.1.1 Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado de dos factores con un arreglo.de 3x4 por triplicado.
El Factor A son los tratamientos (T1, T2y T3) y el factor B los dias de degradacién de HTP (1, 7, 15,
30y 45 dias), posteriormente los datos fueron analizados mediante una prueba-de Kruskall-Wallis.

2.6.1.2 Andlisis FTIR

Las muestras de fracciones SARA fueron analizados por espectroscopia infrarroja portransformada
de Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy “FTIR” por sus siglas en ingles).\Para ello, se
tomaron los tubos que contenia cada fraccion y se colocaron dentro del equipo para ser analizados.
El equipo utilizado fue FTIR modelo Nicole is5 ZNSE con detector AIR Diamon marca {Thermo
Scientific. Los espectros fueron tomados en los rangos de 1152 cm™ a 1700 cm™.

2.6.2 SARA analysis
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los extractos de HTP fueron fraccionados por analisis S.A.R.A. empleando la técnica de columna de
silice. L& columna estaba conformada desde la base con un tapén de algodon para evitar el
deslizamiento del material, luego se agregé silica gel 60-200 Mesh (J.T. Baker) 2/3 partes de la
columnas en €l espacio restante se agregé sulfato de sodio. Para el fraccionamiento, primeramente,
la columna fue humectada con hexano, para asegurar la firmeza del material y evitar la formacion de
burbujas. Para_eada fraccidén se selecciond un solvente como disolvente de extraccion de forma
secuencial por'polaridad creciente de la siguiente forma:

e Saturados:'Hexano

e Aromatices: Tolueno

e Resinas: mezcla de Metanol/Cetona a 1:1 (v:v)
e Asfaltenos: pordiferencia de peso

Inmediatamente el extracto de PC fue diluido en hexano y se agregé a la columna para la obtencién
de saturados, luego se agreg6 tolueno para la obtencion de la fraccion aromatica y, por altimo, se
agregd la mezcla de metanol/cetona para la obtencion de la fraccion de resinas. Para el caso de los
asfaltenos se obtuvo por diferenciasde.peso. Todas las fracciones fuero evaporadas a temperatura
ambiente para calcular la concentracién:de.cada fraccion.

2.6.3 Cinética de reaccion de primer orden?y tiempo de vida media

Los resultados obtenidos de la concentracion del extracto del petréleo crudo (HTP) asi como de las
fracciones S.A.R.A. de la especie G. multipileum, fueron evaluados para el calculo de la reaccién de
primer orden de la forma In[C]=-kt+Inf€s]. Las ecuaciones de la pendiente de las gréficas de la
reaccion de primer orden fueron empleadas-para el‘calculo del tiempo de vida media con la siguiente
ecuacion 1:

In(2) 0.693

t1
3 k k

3. Resultados

3.1 Parametros fisicoquimicos del suelo

En la Tabla 1 se presentan los resultados de los parametros fisicoquimicos del suelo descritos en la
NOM-021-SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2000). El valor de pH reporta.que es un suelo neutro.
El valor de la CE reporta que es un suelo ligeramente salino. EI %MO reporta.gue se trata de un suelo
con presencia media. La DA reporta que es un suelo francoso. Y los datos de lajtextura reporta que
se trata de un suelo franco-limoso.

Tabla 1. Parametros fiscoquimicos del suelo

cic CE [, DA DR . . . z )
PH | cmolikg) | @sim) | MO | @grem?) | @emd) | %P | %CC WA ) #R
6.62 98 | 0128 | 200 | 128 | 243 | 4717 | 4875 | 4165+ | 5651 | 184
£004 | +003 | £000 | £000 | +004 | +002 | 176 | 001 | 249 | +229(]\+119

Los datos estan representados por la media + DE; n=5

3.2 Primer estudio preliminar
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En las"Figuras 1 y 2 se presentan las tasas de crecimiento miceliar (Kr) para G. multipileum y P.
sanguineds a los 15, 25 y 35% (P/P) de bagazo, respectivamente, provenientes de la ecuacion de la
pendiente.
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Figura 1. Tasa de crecimiento miceliar.de.G..multipileum en bagazo de cafia al A: 15%, B: 25% and
C: 35% (P/P)
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Figura 2. Tasa de crecimiento miceliar de P. sanguineus en bagazo de cafiaal A: 15%, B: 25% and
C: 35% (P/P).
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En la-Tabla 2 se presentan las tasas de crecimiento de ambas especies y se puede observar que ambas
presentaron una alta tasa de crecimiento miceliar al 25% (P/P) con valores de 0.696 cm/dia y 0.572
cm/diagpara G. multipileum y P. sanguineus, respectivamente.

Tabla 2. Tasas de crecimiento de la especie G. multipileum and P. sanguineus

%(P/P) bagazo de cafia (cm/dia)

Rp=gles 15% 25% 35%
G. multipiteum 0.575 0.696 0.674
P sanguineus 0.533 0.572 0.558

3.3 Segundo estudio preliminar

En la Figura 3 se muestran las tasas de crecimiento miceliar para ambas especies al 25% (P/P) de
bagazo con sus respectivas ecuaciones de la pendiente y su tasa de crecimiento (Kr).

20

12
y=0.7343x- 1.52
R2 = 0.9997 A 10 § y=0.6708x- 1.52
R2=0.9998 A
& §°
- R A
'Eﬁ -
A >4 A
2
= A
L L L L J 0 L L L L J
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16
Dias transcurridos Dias transcurridos

Figura 3. Tasa de crecimiento miceliar de: A) G. multipileum “y=B), P. sanguineus en suelo
contaminado a 40,000 ppm

En la Tabla 3 se reportan las tasas de crecimiento (Kr) para ambas especiess G. multipileum fue la
especie que presentd una alta tasa de crecimiento con un valor de 0.743 cm/dia\a comparacioén de P.
sanguineus que obtuvo una tasa menor con un valor de 0.670 cm/dia, por esta razon, la especie fue
descartada, empleando G. multipileum en el disefio experimental.

Tabla 3. Tasas de crecimiento miceliar de ambas especies al 25% (P/P) de bagazo de.cafia

Especies y=Krx+C Kr (cm/dia)
G. multipileum y=0.7343x — 1.52 0.734
P. sanguineus y=0.6708x — 1.52 0.670
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3.4 Degradacion de HTP

En este punto, se consideraron los resultados obtenidos de ambas pruebas preliminares, estableciendo
el disefio astin 25% (P/P) de bagazo de cafia a 40,000 ppm empleando G. multipileum para evaluar la
degradaciéon de HTP de fraccion pesada. La cinética de degradacion se presenta en la Figura 4. EI T3
fue la que presentd la mayor degradacion, desde el dia 1 hasta el dia 45 con valores de 40,000 + 0.00
y 31,186 + 230.94 ppm, respectivamente, a comparacion del T1y T2 que presentaron degradaciones
muy bajas desde el'dia 1 al dia 45.
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40000 F [k r— S — R #
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T 34000 | - g
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Figura 4. Cinética de degradacion de HTP para ebT1, T24°T3

Los resultados de la prueba de Kruskall-Wallis (Figura 5) obtuve un valor de p<0.00000... indicando
que es altamente significativo. Los valores estan reportados por-la mediana + rango intercuartil. Se
observa que el T3 tiene una mayor degradacion de HTP, en cambio para el T1y T2 las degradaciones
fueron minimas y similares.
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Figura 5. Grafico de caja y bigote de degradacion de HTP
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3.4.1.€inética de reaccion de primer orden y tiempo de vida media de los HTP

La cinétiea de biorremediacién fue evaluada por medio de la cinética de primer orden, ya que los
autores cainciden que las degradaciones de HTP en suelos se rige por ese pardmetro. Para ello fueron
graficadoss€l In [HTP] con respecto a los dias transcurridos y se reportan en la Figura 6 para cada

tratamiento.

10.597
10.596
10.595
10.594
10.593
10.592
10.591
10.590

In HTP

T1 T2
10.598
A A 10508 Q.. A
... y =-0.0001x+ 10.596 : y =-0.0003x + 10.597
R? = 0.6341 | 10594 ¢ RZ=0.8776
10.592 |
N £ A
W - 10.590
© 10588 |
A A A 10.586 | A ~A
ey 10584 b ey
10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo Tiempo
T3
10.65
10.60" A y =-0.0045x + 10.553
1055 ... R?=0.8496
% 1050°L. A é 2
< 1045} A e
10.40 | A-...,
10.35 | SR
10.30 e e e L B —|
0 10 20 30 40 50
Tiempao

Figure 6. Cinética de reaccion de primer orden parael T1, T2 and T3

En la Tabla 4 se muestran las constantes de biodegradacion para cada tratamiento con sus respectivos
tiempos de vida media.

Table 4. Constante de velocidad de biodegradacién y tiempo de vida media para cada'tratamiento

Tratamientos In[C] = —kt + In[C,] -k (dh) t1r2 (dias)
T1 y=-0.0001x+10.598 -0.0001 6930
T2 y=-0.0003x+10.597 -0.0003 2310
T3 y=-0.0045x+10.553 -0.0045 154
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3.4.2 Analisis FTIR

Se seleceionaron los picos de absorcidén de los grupos funcionales mas representativos para la
evaluacigp’deda abundancia relativa de los grupos funcionales de acuerdo a los rangos propuestos
por Moralés-Bautista et al. (2016). Los picos fueron los siguientes: 1376 cm™ para grupos saturados
(SAT), 1600°¢m-_ para grupos insaturados (C=C), 1021 cm™ para grupos éteres (COC), 1152 cm*
para grupos sulfonilos (O=S=0) y 1700 cm para grupos carbonilo-aromaticos (ArCOR). En la Tabla
5 se reportan los Valores de la altura maxima de los picos para cada grupo funcional por tratamientos.

Tabla 5. Valores de FTIR.de las alturas maximas para cada grupo funcional

Treatments 0=S=0 CcocC SAT Cc=C ArCOR
D1T1 93.23 94.05 85.16 95.56 94.48
D7T1 92.73 93.39 84.03 95.15 94.10
D15T1 91.17 92.06 82.66 93.60 93.15
D30T1 91.26 92.02 82.62 93.56 93.06
D45T1 90.26 91:26 81.92 92.76 92.07
D1T2 90.64 91.08 82.35 92.94 91.66
D7T2 90.01 90.31 81.63 92.46 91.05
D15T2 90.27 90.56 81.95 92.89 92.37
D30T2 90.65 89.78 82.00 92.76 92.81
D45T2 89.22 90.23 81.49 92.3 90.85
D1T3 91.14 92.12 83.15 94.36 92.90
D7T3 91.21 91,95 82.98 94.13 92.55
D15T3 91.12 91.42 83.01 94.04 92.15
D30T3 91.19 91.41 82.80 93.81 91.73
DA45T3 90.91 90.94 82.89 93.70 91.41

D=dia 1, 7, 15, 30 y 45; T= tratamiento 1, tratamiento 2 & tratamiento 3.

Los valores obtenidos para cada pico, obtenidos en la prueba FTIR, se emplearon para obtener el
indice conocido como indice relativo de los grupos funcionales polaresy(IRAP), tal como lo propone
Morales-Bautista et al. (2016). EI IRAP nos permite conocer la cantidad.de'grupos funcionales polares
en una muestra contaminada de HTP, y se calcula de la siguiente forman la ecuacion 2:

0=5=0 coc ArCOR
)+ (5 )+

IRAP = [( SAT SAT SAT

)] * 100%
Donde:

0=S=0 = es la altura maxima a los 1152 cm™

COC = es la altura maxima a los 1021 cm*

ArCOR = es la altura méaxima a los 1700 cm™

SAT = es la altura maxima a los 1376 cm™

Una vez calculado el IRAP, los datos fueron empleados en la ecuacion de la pendiente que‘reporta
Morales-Bautista et al. (2016) (Ecuacion 2), para poder despejar “x” y obtener los °API (Ecuacion.
3).

y = —1.1688x + 82.703 Ec.3
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y—82.703
X = — Ec4d
1.1688
Donde:
y = IRAP
X = °API

Una vez obtenidos los valores de °API, se podra calcular la repelencia al agua, empleando la ecuacion
de la pendiente para HTP.de fraccion pesada, reportado por Marin-Garcia et al. (2015) (Ecuacion 4).

y = 45.3991In(x) + 45.163 Ec.5

Donde:
y = Repelencia (segundos)
X = concentracion del crudo (°APY)

A continuacién, se presentan los valores del %IRAP, °API y repelencia al agua en la Tabla 6 y en la
Figura 7 la repelencia al agua.

Tabla 6. Valores de IRAP, °API y Repelencia al agua

Tratamientos %IRAP °API Repelencia (s)
D1T1 331.329 2.127 79.43
D7T1 333.476 2.146 79.82

D15T1 334.358 2.153 79.98
D30T1 334.471 2.154 80.00
D45T1 333.972 2.150 79.91
D1T2 331.973 24133 79.55
D7T2 332.439 2.137 79.63
D15T2 333.374 2.145 79.80
D30T2 333.220 2.143 79.77
D45T2 331.697 2.130 79.50
D1T3 332.123 2.134 79.57
D7T3 332.261 2.135 79.60
D15T3 330.912 2.124 79.35
D30T3 331.316 2.127 79.43
D45T3 329.666 2.113 79.13

D=dia 1, 7, 15, 30 y 45; T= tratamiento 1, tratamiento 2 & tratamiento 3.

Los valores de repelencia de la Tabla 6 se encuentran graficados en la Figura 7, de.acuerdo a eso,
para el T1 se observa que hay un aumento desde el dia uno hasta el dia 30 y luego«disminuye
ligeramente; para el T2 se observa un aumento desde el dia uno hasta el dia 15 y luego.disminuye
ligeramente hasta el dia 45. Por ultimo, el T3 que es la que contiene el hongo se obsérva una
disminucion notable de la repelencia del agua del dia uno con un valor de 79. 57 s hasta el dia 45'con
un valor de 79.13 s.
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Figura 7. Repelencia al agua por-tratamientos

3.5 Andlisis SARA

En la Tabla 7 se reportan los valores de‘porcentaje para las fracciones SARA para cada tratamiento.
Para el T1, en todas las fracciones los poréentajes se mantuvieron similares para todos los dias. Para
el T2 las fracciones SARA reportaron muy~bajas disminuciones y solamente la fracciones de
asfaltenos registré6 un aumento. Por~Gltimo, el T3, para la fraccion de saturados registré una
disminucién del 65.00% al 38.99%, pata-afraccion,de aromaticos de 9.5% a 4.4%, sin embargo, para
la fraccidn de resinas reporté un aumente=-en- sus ‘cencentraciones del 20% a 40.88%, asi como la
fraccion de asfaltenos del 5.5% a 15.72%.

Tabla 7. Valores de porcentaje para cada fraccioh SARA

% Fracciones

Tratamientos Dias 4 )

Saturados Aromaticos Resinas Asfaltenos

1 65.00 9.50 20.00 5.50

7 64.50 9.50 20.00 6.00

Tl 15 64.82 9.29 20.10 5.77

30 65.15 9.09 20.20 5.55

45 65.65 9.09 2020 5.05

1 65.00 9.50 20.00 5.50

65.00 9.50 20.00 5.50

T2 15 64.32 9.54 20.10 6.03

30 64.64 9.34 20.20 5.80

45 64.64 9.34 19.69 6.31

1 65.00 9.50 20.00 5:50

7 60.77 8.83 24.30 6.07

T3 15 55.49 7.51 28.90 8.09

30 39.75 6.02 36.76 17.46

45 38.99 4.40 40.88 15.72
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En laTabla 8 y en las Figuras 8, 9, 10 y 11, se muestran los porcentajes de biodegradacion (%B) para
cada tratamiento y para cada fraccién SAR. El calculo se realizé por medio de la siguiente ecuacion

5:

Donde:

%B = Porcentaje de biodegradacién
Ci = Concentracién inicial'de la fraccion

o = (2

Ct

i

Ct = Concentracién de la fraccion al tiempo t

Tabla 8. Porcentaje de Biodegradacion para cada fraccion

)*100

Ec.6

% Biodegradacion

Tratamientos Dias
S A R A
1 0 0 0 0
7 0.76 0 0 -9.09
T1 15 0.27 2.14 -0.50 -5.07
30 -0.23 4.30 -1.01 -1.01
45 +1.01 4.30 -1.01 8.17
1 0 0 0 0
7 0 0 0 0
T2 15 1.04 -0.50 -0.50 -9.63
30 0.54 1464 -1.01 -5.60
45 0.54 1:64 151 -14.78
1 0 0 0 0
7 6.50 6.94 -21.54 -10.49
T3 15 14.62 20.90 -44.50 -47.13
30 38.83 36.58 83.73 -217.63
45 40.00 53.65 £104.40 -185.87

Los estudios relacionados en la biodegradacion de fracciones SARA mediante el empleo de la especie
G. multipileum son altamente escasos, sin embargo, este estudio sera una aportacion.deinformacion

para futuras consultas.

El T1y el T2 de la fraccion de saturados (Figura 8) y aromaticos (Figura 9), se observasque se
obtuvieron minimas biodegradaciones, sin embargo, el T3, las superd con valores de %B mas altas al
dia 45, ya que esta es la que contenia a la especie G. multipileum.
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Sin embargo, para la fraccion de resinas (Figura 10) y asféltenos (Figura 11) se observan %B en
negativos. Siendo el T3 el mas significativo con valores negativos mas altos.
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Figura 10. Porcentaje de biodegradacion de Resinas
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Figure 11. Porcentaje de biodegradacion de Asfaltenos
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3.5.2.Reaccion de primer orden y tiempo de vida media de las fracciones SARA

Se calcularon las cinéticas de biorremediacion para cada fraccion SARA y para cada tratamiento
graficando€l In [HTP] con respecto a los dias. En la Tabla 9 se reportan las ecuaciones de la pendiente
asi como la‘constante de biodegradacion (-Kk).

Table 9. Constante de velocidad de biodegradacién y tiempo de vida media de las fracciones

Fracciones  Tratamientos Ln[C]= -kt + In[Cq] -K ty2 (dias)

T1 y = 0.0003x + 4.1688 0.0003 2310

Saturados T2 y =-0.0001x + 4.1724 0.0001 6930
T3 y =-0.0129x + 4.1819 0.0129 53

T1 y =-0.0012x + 2.252 0.0012 577.5

Arométicos T2 y'=-0.0005x + 2.2551 0.0005 1386
T3 Y ==0:0174x + 2.2865 0.0174 39

T1 y = 00003x + 2.9956 0.0003 2310

Resinas T2 y =-0/0002x + 3.0004 0.0002 3465
T3 y = 0.0159x + 3.0615 0.0159 43

T1 y =-0.0026x+ 1.7689 0.0026 266

Asfaltenos T2 y =0.0029x + 17058 0.0029 238
T3 y =0.0279x + 1.6967 0.00279 24

4. Discusion

La comparacion de los resultados obtenidos con otros autores fue limitativa, debido a que los estudios
son altamente escasos. Es por ello que se realizaron comparaciones<«conespecies de la misma familia
y género en las tasas de crecimiento, degradacion de HTP y fraccionés,SARA.

4.1 Primer estudio preliminar

G. multipileum obtuvo al 25% (P/P) de bagazo de cafia la mayor tasa de crecimigento (Tabla 2) con un
valor de 0.696 cm/dia, de acuerdo con Hsieh & Yang (2004) mencionan que ebtuvieron una tasa de
crecimiento de 0.55 y 0.6 cm/dia para G. lucidum, Koutrotsios et al. (2019) obtuve una tasa de
crecimiento de 0.70 cm/dia para G. lucidum para un tiempo de incubacion de 43 diasy,Zhang et al.
(2019) obtuvo una tasa de crecimiento de 0.57 cm/dia para G. lucidum en una mezcla'de.cascara de
semilla de algodon, salvado de trigo, harina de maiz y yeso. El valor obtenido y comparado'con el de
los autores se encuentra entre los mencionados en un rango de 0.55 a 1.2 cm/dia.

P. sanguineus obtuvo de igual manera una alta tasa de crecimiento (Tabla 2) al 25% (P/P) de,bagazo
de cafia con un valor de 0.572 cm/dia, de acuerdo con Labanjun (2005) obtuvo un alto de crecimiento
para P. cinnabarinus de 1.28 cm/dia en medio de cultivo PCA (agar de recuento en placa) a los 7 dfas
de incubacidn. Shittu et al. (2005) obtuvo una tasa de crecimiento de 1.19 cm/dia a los 7 dias de
incubacion en medio de cultivo agar dextrosa saboraud. Sharma & Jaitly (2017) reportaron tasas de
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crecimiento de para P. cinnabarinus y P. sanguineus de 0.46 y 0.48 cm/dia respectivamente, a los 15
dias\desincubacion. Por ultimo, Mendoza et al. (2020) obtuvo para P. sanguineus un alto de
crecimienta de 0.640 cm/dia a los 25 dias de incubacién en medio de cultivo con agua de coco. El
valor obtenido’con el de los autores se encuentra en un rango de 0.46 a 1.28 cm/dia.

4.2 Segundofestudio preliminar

De acuerdo a las Figura 3 y a los datos presentados en la Tabla 3, no fue posible comparar los datos
debido a la escasez de,estudios. Por tal razon, dichos datos contribuiran a ser empleados en futuras
en consultas. Como-se_habia mencionado anteriormente en este apartado G. multipileum fue la que
presento un alto crecimiente miceliar con un valor de 0.743 cm/dia, mientras que P. sanguineus
obtuvo un valor més baje’de-0.670 cm/dia. Por tal razon, P. sanguineus fue descartada, para emplear
a continuacion la especie G.multipileum.

4.3 Degradacion de HTP

De acuerdo a la Figura 5, el T3"essla que contiene el hongo y por lo tanto es la que presenté mas
degradacion a comparacion del resto”de los tratamientos, sin embargo, su distribucion de datos es
mucho mayor. Las posibles razones por_las que se hayan obtenido degradacionesenel T1y T2 (Figura
5) puede deberse a la esterilizacion aplicada al suelo, debido a que fue sometido a una temperatura
de 120 °C, esto resulta ser similar a un tratamiento térmico de suelo contaminado por hidrocarburos,
ya que se emplean temperaturas de 100 °C en-adelante para la volatilizacion de los mismos (Vidonish
et al., 2016); sin embargo, Zamani et al«» (2015) reportd en su trabajo donde compard niveles de HTP
de un suelo contaminado, esterilizadoy no,esterilizado, los resultados de las concentraciones fueron
minimas con valores de 21.8 mg/Kg y 21.6.mg/Kgy respectivamente.

Por otra parte, las degradaciones en el T1'y T2 puedéen.estar asociadas a la presencia de microbiota
autoctona que haya resistido la esterilizacion, asi como tamhién puede estar relacionado a procesos
de sorcion de parte del bagazo de cafia o tranSformaci6n.quimica de los hidrocarburos (Pérez-
Armendariz et al., 2004; Pérez-Armendariz et al; 2010).

La degradacién de HTP del T3 esta asociada a la presencia del*hongo, autores como Kristanti et al.
(2011) realiz6 un estudio donde empled la especie Polyporus sp. para remediar 3000 mg de petrdleo
crudo en 200 g de suelo a una temperatura de 25 °C por 60 dias, la cancentracion de HTP disminuyé
a menos de 1500 mg/200g suelo a los 60 dias. Mohammadi-Sichani et.al¥(2019), emple6 hongos de
la podredumbre blanca, entre ellas la especie Ganoderma lucidum, para degradar HTP de un suelo
contaminado proveniente de una refineria, los resultados reportaron..gue el hongo obtuvo
degradaciones del 57.7% a los 3 meses de incubacion.

4.3.1Reaccion de primer orden y tiempo de vida media de HTP

El T1 (Tabla 4) fue la que obtuvo la tasa de biodegradacion mas baja con un valor d€ 0.0001 sy un
tiempo de vida media de 6930 dias, este tratamiento estad conformado de suelo mas HFP;ypara este
caso, Agarry et al. (2013) reporté en su trabajo una tasa de degradacion de un suelo contaminado un
valor de 0.0144 d* para remediar HTP de fraccion ligera de 31.2 ° APl y un tiempo de vidaaredia de
48.1 dias.

El T2 (Tabla 4) obtuvo una tasa de degradacion de -0.0003 s, esta se encuentra conformada por€l
suelo, bagazo de cafia y HTP, Diaz-Ramirez et al. (2013) realiz6 un estudio donde empleo bagazo de
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cafia.eomo enmienda para degradar HTP de fraccion super ligera con 39.3 ° API, donde obtuvo una
constante’de biodegradacién de 0.0103 d* y un tiempo de vida media de 67.5 dias.

Por ltimosel T3 (Tabla 4) fue la que obtuvo la tasa mas alta con un valor de 0.0045 d* y un tiempo
de vida media de 154 dias, demostrando que el hongo posee el potencial para degradar HTP de
fraccion pesada=Dhailappan et al. (2022) realizé un estudio donde empled Pleurotus ostreatus para
degradar HTP(de_un suelo contaminado a 12,000 ppm a los 21 dias de incubacion, obtuvo una tasa
de degradacion de”0:097 y un tiempo de vida media de 7 dias. Por lo tanto, el T3 comprueba que la
especie G. multipleumposee la capacidad para degradar HTP de fraccidn pesada a comparacion del
T1y T2 que no contepian el hongo.

4.3.2 Analisis FTIR

Los valores de IRAP obtenidos en el T1, T2 y T3 (Tabla 6), se reporta que es un hidrocarburo
extrapesado, ya que Morales-Bautista et al. (2016) mencionan en su estudio que obtener valores de
<3 a 15 °API se consideran extrapesado, y de acuerdo a los valores obtenidos de IRAP de la Tabla 6
estan por arriba de 300% con y arriba.de 2°API con va. Morales-Bautista et al. (2016) mencionan
que obtener valores altos de IRAP indican-una alta presencia de grupos polares, por lo que suelen ser
mas frecuentes en fracciones pesadas yrextrapesadas, a comparacion de los crudos medios y ligeros.

Los valores del IRAP del T1y T2 (Tabla 6) no'se registré una disminucion, sino mas bien un aumento
en el indice y esto se aprecia claramente enda-répelencia al agua (Figura 7), ya que es directamente
proporcional. En cambio, el T3 registrésuna disminucion del IRAP y de igual forma se observa en la
repelencia (Figura 7).

Se sabe muy poco de los impactos que ocasiona la repelencia al suelo contaminado por hidrocarburos
(Takawira et al., 2014). Sin embargo, algunes estudiosshan demostrado las repercusiones que esta
ocasiona: se ha reportado que la contaminacion ‘por hidrocarburos puede alterar la capacidad de
campo, porosidad, densidad aparente, reduccionsdejla capacidad retener nutrientes cationicos durante
las precipitaciones, erosion hidrica y contenido 6ptimo de agu@, inclusive en concentraciones muy
bajas de hidrocarburos (Roy & McGill 1998; Caravaca & Rolda, 2003; Adams et al., 2008; Rahman
etal., 2010).

Algunos estudios han reportado la clasificacion de las clases de repelenCiaal agua y son las siguientes:
Clase 0: humectable, no repelente al agua (infiltracion en 5 s); Clase k_ligeramente repelente (5 s <
WDPT < 60 s); clase II: fuertemente repelente (60 s < WDPT < 600 s); clase III: muy repelente al
agua (600 < WDPT <3600 s); clase IV: extremadamente repelente (WDPT >.3600 s), aunque también
se reportan otras clases, que son las siguientes: clase V: 1 h< WDPT <2 h; clase'VI: 2 h < WDPT <
3 h; Clase VII: 3 h < WDPT < 4 h; clase VIII: WDPT > 4 h (Orfanus et al., 2008; Helweke et al.,
2018; Helweke & Gozdowski, 2020)

Comparando los resultados obtenidos con las diferentes clases de repelencia al aguay'Se.determiné
para todos los tratamientos que el suelo es clase Il: fuertemente repelente, ya que los valores se
encontraron en un rango de 79.13 s a 80 s. el aumento de repelencia al agua en los TXy T2 esta
relacionado con el incremento de compuestos polares ya que los estudios de diferentesyhan
demostrado que las resinas y asfaltenos se ven enriquecidos a medida que se metabolizan la frageign
de saturados y aromaticos (Blumenstein et al., 2007; Carpentier, 2007; Romero-Hern&ndez et als;
2021).

3.5.2 Porcentaje de Biodegradacion
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De acuerdo a la Figura 8, se observa que la fraccion de saturados para el T1y T2 no se observan
degradaeiones a comparacion del T3 que obtuvo un %B al dia 45 con un valor del 40.00%, este valor
resulta ser-menor al reportado por Ogbo & Okhuoya (2008) donde obtuvo un %B del 80%. Ogbo &
Okhuoyar(2008), empled la especie Pleurotus tuber-regium (Fr.) Singer usando como sustratos
aserrin y hojas de platano, para evaluar la biodegradacion de las fracciones SARA.

Para la fraccion'de aromaticos (Figura 9) se pueden observar ligeras biodegradaciones para el T1y
T2, sin embargo,.el T1 es la que supera al T2. EI T3 supera a las anteriores alcanzando un %B al dia
45 un valor del 53:65% al dia 45, este valor resulta ser casi similar al de Ogbo & Okhuoya (2008)
reportando un %B del60%.

Para la fraccién de resinas’(Figura 10) se observan que los porcentajes %B para todos los tratamientos
son negativas, siendo el T3.la_mas representativa, alcanzando un %B del -104.40%, para este caso
Ogbo & Okhuoya (2008) reporté“un valor %B del 60%, en cambio, el T2 al dia 45 registré un %B
del 1.51%.

Por Gltimo, para la fraccion de asfaltenes (Figura 11) de igual manera se observan %B negativas para
todos los tratamientos, siendo el T3"elnas representativo, alcanzando un valor de %B al dia 30 de -
217.63%, a comparacion de Ogbo & Qkhuoya (2008) obtuvo un %B del 30%, sin embargo, para el
T1 para el dia 45 obtuvo un %B de 8.17%,

Ciertos factores pueden estar involucrados«en-la biodegradacion de las fracciones de saturados y
aromaticos para el T3, como se mencianoé anteriormente, esto puede deberse a la esterilizacion del
suelo provocando su volatilizacion, sin_embargo, esta volatilizacion es minima, asi lo confirma
Zamani et al. (2015) en su estudio y estes.valores pueden compararse en la Tabla 8 parael T1, T2y
T3, siendo el T3 con més %B de saturadas y aromatices. ©Otro punto importante, es que parael T3, la
presencia de bagazo de cafia beneficia al honge para degradar las fracciones, ya que esta, aparte de
aportar la celulosa como su alimento para la obtencion de.energia, aumenta la porosidad del suelo en
maés del 80% facilitando asi la respiracion del hongo y la correcta distribucion de las hifas del hongo
(Chiu et al., 2009) Sin embargo, la degradacion de los hidracarburos dependera de la capacidad y
eficiencia del hongo (Mohammadi-Sichani et al., 2019).

Respecto a las %B negativas autores como Ogho & Okhuoya (2008) han mencionado que esto puede
deberse a la formacion de metabolitos que pueden llegar ser dafiinos-Q ‘que haya sucedido alguna
mineralizacion incompleta de alguna fraccion. Esto también lo menciona’ Adongbede & Sanni (2014)
en su investigacion, donde reportaron la formacion de metabolitos secéindarios en las muestras
contaminadas y que ademas estos son indeseables y que también pueden sefinofensivos. Hidayat &
Tachibana (2013), menciona que los metabolitos secundarios se originan cuando el metabolismo no
fue completo, sin embargo, una remediacion efectiva termina cuando el contaminante es
transformado a CO.. Por ultimo, los %B de biodegradacion negativos obtenidos eféctivamente sucede
por el aumento de su concentracion durante la degradacion. El comportamiento_de_estas dos
fracciones se debe a que se ven enriquecidas conforme las fracciones de saturadas y aromaticas son
metabolizadas, dando como productos compuestos polares (Liao et al., 2009; Romero-Hernadndez et
al., 2021)

4.4.1 Reaccion de primer orden y tiempo de vida media de las fracciones SARA

Los datos obtenidos de los porcentajes de las fracciones SARA de la Tabla 7 se emplearon para
evaluar la cinética de primer orden para cada fraccion asi como su tiempo de vida media. Debido a la
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escasez de estudios de igual forma no fue posible comparar los datos, sin embargo, estos datos
contribuiran a futuras consultas.

Para todasdas fracciones (Tabla 9) se observé que el T1y T2 obtuvieron altos tiempos de vida media,
estos tratamientos como se ha mencionado no contenian al hongo, el T1 solo era suelo més
hidrocarbura-y-el T2 era suelo mas hidrocarburo y bagazo de cafa, por tal razon se obtuvieron dichos
valores de vida media. En cambio, para el T3, se observd que los tiempos de vida eran muy bajos,
para Saturados se«0btuvo un valor de 53 dias, para aromaticos un valor de 39 dias, para resinas de 43
dias y asfaltenos de 24\dias. Estos datos confirman que el hongo es capaz de degradar las fracciones
a un 50%. Obtener estos valores de vida para cada fraccion mas bajos que el obtenido para los HTP
de 154 dias, puede deberse.aque la ecuacion solo considera cuando solamente esa fraccion esta siendo
degrada por el hongo y 'ne~en conjunto con el resto de las fracciones, ya que cada fraccion, tiene
diferente composicién molecular.

Conclusiones

Este estudio confirma que los HPB; particularme P. sanguineus y G. multipileum, tienen la capacidad
de crecer en suelos de textura francoglimosa contaminado con hidrocarburos de fraccion pesada. A
pesar del reto que implico establecer los %(P/P) de bagazo de cafia para este tipo de suelo se determind
que disminuir la cantidad de bagazo seria\dificil llevar a cabo el crecimiento miceliar ya que se
producian la formacion lodos y se reducfa_la\formacion de poros sin embargo ambas especies
presentaron un crecimiento miceliar en.bagazo al 25% (P/P); P. samguineus estuvo casi a la par de
G. multipileum, sin embargo G. multipileum presento’una alta tasa de crecimiento. Por otra parte, en
la evaluacion de la tasa de crecimientoenSuelo contaminado P. sanguineus estuvo casi a la par de G.
multipileum, pero este Ultimo presentd una alta tasa de.erecimiento. P. sanguineus a pesar de haber
sido descartada, puede ser una alternativa para remediarshidrocarburos de fraccion pesada.

Por ultimo, el empleo de G. multipileum en la’degradacién“de HTP, el estudio demostrd que puede
degradar hidrocarburos de fraccion pesada y reducitlo en un'lapso de 45 dias de 40,000 a 31,000 ppm
y de acuerdo al tiempo de vida media solo le tomaria 154 dias reducirlo a la mitad de su concentracion
inicial. Por otra parte, el fraccionamiento SARA reveld que las frageiones se saturados y aromaticos
estaban siendo degradados, lo cual se ha reportado en una variedad de‘estudios que los hongos tienden
a degradar maés estas fracciones. No obstante, para la fraccion de resinas y.asfaltenos reveld que estas
aumentaban conforme transcurria el tiempo. Esto se ha reportado en ‘algtinos estudios ya que estas
fracciones se ven enriquecidas conforme se degradan la fraccion de saturades y aromaticos. Es por
ello que se recurri6 al célculo del IRAP ya que este parametro revela la-gantidad de compuestos
polares, y efectivamente los valores reportados superaban el 300% del IRAPy/indicando una alta
presencia de compuesto polares. Y esto era notorio en el porcentaje de biodegradacién, ya que para
estas fracciones se obtenian porcentajes negativos. A pesar de obtenerse estos resultados también se
demostré que G. mutipileum tiene la capacidad de reducir la repelencia al agua, pero'en cantidades
muy bajas.
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8. CONCLUSION

Este estudio confirma que los HPB, particularmente P. sanguineus y G. multipileum, tienen
la capacidad’de crecer en suelos de textura franco-limosa contaminado con hidrocarburos
de fraccion pesada. A pesar del reto que implico establecer los %(P/P) de bagazo de cafia
para este tipo de'suelo se determind que disminuir la cantidad de bagazo seria dificil llevar
a cabo el crecimientosmiceliar ya que se generaba la formacion lodos, provocando la

reduccién de porosidad en el suelo y por ende la disminucién del paso de la oxigenacion.

Es por ello que fueron establecidos tres porcentajes (15%, 25% y 35% P/P), para evaluar
el crecimiento miceliar masssignificativo. Ambas especies presentaron un alto crecimiento
miceliar en bagazo al 25% (R/P)sen suelo sin contaminar; P. sanguineus estuvo casi a la

par de G. multipileum, en cambieo"G-multipileum presentod una alta tasa de crecimiento.

Por otra parte, en la evaluacion del crecimiento en suelo contaminado P. sanguineus estuvo
casi a la par de G. multipileum, pero este Ultimo presentd un alto crecimiento. P. sanguineus
a pesar de haber sido descartada, puede ser una alternativa para remediar hidrocarburos

de fraccion pesada.

Por ultimo, el empleo de G. multipileum'en la degradacion de HTP, el estudio demostré que
puede degradar hidrocarburos de fraccionpesadagy reducirlo en un lapso de 45 dias de
40,000 a 31,000 ppm y de acuerdo al tiempo de vida )media solo le tomaria 154 dias
reducirlo a la mitad de su concentracion inicial¢ Por otra parte, el fraccionamiento SARA
reveld que las fracciones se saturados y aromaticos estaban siendo degradados, lo cual se
ha reportado en una variedad de estudios que los hongos tienden a degradar mas estas

fracciones.

No obstante, para la fraccion de resinas y asfaltenos revel6 qué.estas aumentaban
conforme transcurria el tiempo. Esto se ha reportado en algunos estudiosyya que estas
fracciones se ven enriquecidas conforme se degradan la fraccion de saturados y
aromaéticos. Es por ello que se recurrio al calculo del IRAP ya que este parametrorevela la
cantidad de compuestos polares, y efectivamente los valores reportados superaban el
300% del IRAP, indicando una alta presencia de compuesto polares. Y esto era netorio en
el porcentaje de biodegradacion, ya que para estas fracciones se obtenian porcentajes
negativos. A pesar de obtenerse estos resultados también se demostré que G. mutipiledm

tiene la capacidad de reducir la repelencia al agua, pero en cantidades muy bajas.
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9.RECOMENDACIONES

Debido a la cantidad de residuos agroindustriales que se generan en nuestra region,
se recomienda el uso de otros residuos agroindustriales locales de la region, que no
son aproyvechados de manera adecuada, por la mala gestion de residuos.

Elaborar pregramas para el aprovechamiento de los residuos agroindustriales.
Realizar estudios,bioquimicos a los desechos agroindustriales que evallen la cantidad
de lignina, celulosa y#hemicelulosa que contienen.

Ampliar la unidad experimental de crecimiento de ambas especies para conocer hasta
gué punto pueden ‘generar un cuerpo fructifero, en suelo contaminado con
hidrocarburos de fraccion pesada.

Aumentar los dias de expesicion de G. multipileum al suelo contaminado con
hidrocarburos de fraccién pesada cuantificar la degradacién de la fraccion de saturados
y aromaticos.

Los valores negativos obtenidos en-el porcentaje de biodegradacion de resinas y
asfaltenos demostraron que~G. multipileum aumentaba su concentracibn mientras
degradaba las fracciones de saturados y aromaticos. Por tal razon, se recomienda no
emplearlos para degradar estas fracciones.

Se recomienda el empleo de G. multigileum paraila disminucién de la repelencia en
suelo.

Realizar estudios que relacionen los parametros fisicoguimicos con la degradacion de
los hidrocarburos de fraccion pesada, para conocer si existieron cambios en dichos
parametros antes, durante y después de la degradacion.

Se recomienda realizar estudios bioquimicos que identifiqguen’las enzimas involucradas

en la degradacion de los hidrocarburos de fraccion pesada y reportar los resultados.
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11. ANEXOS

Anexo 1

Tabla 28. Cuadro definterpretacion de la humedad del suelo por Rai et al., (2017), traducido.

Cuadro de Interpretacion de la Humedad del Suelo
Deficiencia de Textura .
. Textura Fina 'y
humedad del moderadamente Textura media Muv Fina
suelo gruesa y
0 Al apretar, no.aparece agua libre en el suelo, pero queda a mano el contorno
hamedo de’larbola.
Forma una pelota-débil, se | Forma una bola, es Se quita facilmente
0-25 rompe facilmente’ cuando | muy flexible y se entre el pulgar y el
rebota en la manos* desliza facilmente. * indice. *
Formara una bola,(pero se | Forma una bolay se Forma una bolay se
deshace cuando rebota ‘en | desliza bajo presién. * | formara una cinta
25-50 la mano. * entre el pulgar y el
indice. *
Parece seco, ne” formard’| Quebradizo, se Algo flexible, se
50-75 una bola con la présion. * mantiene unido por la mueve bajo presion.
presion. * *
75 — 100 Seco, suelto, fluye entredos | En polvo, se Duro, dificil de
- dedos. desmoroha facilmente | convertir en polvo
* Exprima firmemente un pufiado de tierra para-hacer la prugba de bola.
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Figura 75. Reaccion de primer orden de la forma In(C) para cada fraccion del tratamiento 1
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Anexo 3

MECANISMO DE DEGRADACION DE CONTAMINANTES Y DE HTP POR HONGOS DE
LA PODREDUMBRE BLANCA

Los hongos..de la podredumbre blanca son conocidos por degradar la madera en
descomposicion, sin embargo, se ha sabido que pueden degradar todo tipo de plantas; esta
selectividad de losthongos hacia las plantas se debe a que en las paredes celulares se
localizan dos polisacéridos muy importantes, que son la celulosa y hemicelulosa, que son
la fuente de carbono-y“energia para el crecimiento del hongo. (Davila & Vazquez, 2006;
Kijpornyongpan et al., 2022)

Sin embargo, para poder tener acceso a ellas deben degradar primeramente la lignina (Fig.
75). La funcion principal de la lignina es proveer resistencia, rigidez a las paredes celulares
y tejidos de las plantas vasculares, ademas de proveer proteccién a los polisacéaridos de la
degradacion microbiana en la pared celular. Es importante mencionar que la lignina es
gquimicamente recalcitrante a la degradacién por parte de la mayoria de los organismos
debido a su compleja estructura® La ‘lignina es un polimero heterogéneo amorfo,
tridimensional, altamente complejos-altamenteramificado y se encuentra conformada por
grupos funcionales como hidroxilos, metoxi, carbonilos, y estructuras aromaticas, unidas a
una variedad de enlaces C-C y C-0O, juntocon otr@s_.eempuestos fendlicos como alcohol p-
hidroxicinamilico, alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamilico., y el alcohol 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamilico (Davila & Vazquez, 2006; Abdel-Hamid et-al., 2013; Hou et al., 2020).

Los HPB se caracterizan por poseer unicamente una de‘las'dos formas o ambas para
degradar la lignina, nombradas como degradacion selectiva y*no-selectiva. Los selectivos
son aquellos que remueven la lignina dejando intacta la valiosa celulosa y tienen mayor
interés bio-industrial. Los no selectivos o también conocidos como simultaneos son aquellos
gue degradan todos los componentes del material vegetal (lignina, celulosa y hemicelulosa).
Algunos ejemplos de HPB que degradan selectivamente bajos ciertas condiciones son,
Ceriporiopsis subvermispora, Dichomitus squalens, Phanerochaete chrysosporium y
Phlebia radiata. En cambio, para la degradacion no selectiva se han mencionado a

Trametes versicolor y Fomes fomentarius (Blanchette, 1995, Bogale, 2020)
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Figura 81. estructura parcial de la Lignina)(Davilay Vasquez, 2006)

Debido a la naturaleza compleja de la estructura ygda variedad de enlaces quimicos de la
lignina, su degradacion requiere la accién{de'varias €nzimas, dichas enzimas deben ser
extracelulares (Davila y Vazquez, 2006; Abdel-Hamid et al., 2013) (Fig. 76). Los HPB
poseen la capacidad de secretar enzimas extracelulares, siendo este su mecanismo
principal de degradacion. Algunos autores como Grelska” &, Noszczynska (2020) ,
Khatiravan & Gnanadoss (2021), Bogale (2020), mencionan” que sus tres enzimas
principales son lignina-peroxidasa(LiP), Manganeso — dependiente peroxidasa (MnP) vy
Lacasa (Lac), aunque autores como Abdel-Hamid et al. (2013) menciona que sus enzimas
principales son lignina-peroxidasa, Manganeso-dependiente peroxidasa\ y versatil-
peroxidasa (VP), por otra parte, Kathiravan & Gnanadoss, 2021, mencienan que las
enzimas mas reconocidas en los HPB son las Lac y las MnP y las menos comuhes son las

LiP y VP, dichas enzimas pueden trabajar en conjunto o independientemente.

La enzima LiP oxida particularmente unidades de lignina no fendlicas; MnP se fija“sebre
unidades no fendlicas mediante la oxidaciéon de Mn*2 a Mn*3 y VP comparten propiedadés

cataliticas con LiP y MnP, sin embargo, estas enzimas requieren H.O, para desencadenar
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.
su oxidacion y activar su ciclo enzimatico (;Jrado et al., 2011; Hou et al., 2020). Por tal
razﬁ( tran en juego las siguientes enzimas como glioxal oxidasa (GLOX), aril alcohol
oxidasa ratryl alcohol oxidasa; AAO), piranosa 2-oxidasa (glucosa 1-oxidasa),
celobiosa/aﬁgna oxidorreductasa y celobiosa deshidrogenasa, estas enzimas apoyan en
la degradacia la lignina, ya que reducen los radicales metoxi generados por LiP, MnP
y Lac. Ademésﬁee, las enzimas glioxal oxidasa, la glucosa oxidasa y la veratril alcohol
oxidasa produce y’ﬁddo de hidrégeno (H20-) requerido por las peroxidasas, ya que es
el precursor del rad idroxilo, el agente oxidante mas fuerte producido por los HPB
mediante la reaccion aber-Weiss catalizada por hierro (Jurado et al., 2011; Abdel-
Hamid et al., 2013). Dich@’anterior los HPB mineralizan la lignina a CO, y H.0O y es
degradado por la produccién dé)z y el sistema enzimatico celular (Hou et al., 2020). Ver

Figura 77.
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Figura 82. Ruta general de mineralizacion extracelular e intracelular de la lignina (Del Cerro et al., 2020).

154



UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

*

Las Lac catalizan la oxidacibn de una amplia gama de compuestos fendlicos, como
polifenoles”y, fenoles metoxi-sustituidos, asi como aminas aromaticas. Estas enzimas
pertenecen-a’la familia de oxidasas multicobre azules, ya que contienen cuatro atomos de
cobre catalitices_en su estructura molecular. Esta enzima se diferencia de las peroxidasas
ya que no requiere de H.O- para oxidar; las lacasas catalizan la reducciéon concominante
de cuatro electrones de~O, molecular a dos moléculas de agua (Jurado et al., 2011, Korcan
et al., 2013).

De acuerdo a Zhou et al. (2023) menciona que las enzimas mas comunes producidas por
Ganoderma spp. son LiP, MnP yac, sin embargo, puede existir la situacién en que algunas
cepas de Ganoderma spp. solo_pudedan secretar una o dos de las enzimas mencionadas.
Esto lo confirma Adaskaveg et al.(1990) donde menciona que solo produjo Lac, bajos
niveles de MnP y sin deteccion de la enzima LiP. Por otra parte, Zhang et al. (2005) evalu6
16 cepas de Ganoderma spp. y detect@.la-produccién de Lac y peroxidasas. Maganhotto
de Souza Silva et al. (2005) reporté que la especie Ganoderma spp. las cepas GASI3.4 y
CCB209 produjeron LiP, MnP y Lacssimultaneamente, mientras que las cepas CB364 y

GASI2, solo produjeron Lac.

Los HPB han desarrollado un sistema (ni€o_enzimatico. e inespecifico, debido a su modo
de accién mediante la generacién de radicales-libres, es‘decir, las enzimas anteriormente
mencionadas, le permite actuar cataliticamente sobre.una diversidad de sustratos
organicos. Esta caracteristica no especifica de los HPB ha.demostrado la capacidad de
transformar una variedad de contaminantes organicos, debide~ajque estos compuestos

poseen una estructura similar a la lignina (Pointing, 2001; Déavila & Vazquez, 2006).

Las publicaciones han demostrado que los HPB son efectivos para déegradar Antibioticos,
tintes textiles sintéticos, hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA), dicloro difenil
tricloroetano (DDT), Bifenilos policorados (BPCs), penta clorofenoles (PCF), _trinitrotolueno
(TNT), pesticidas, polimeros sintéticos como los “plasticos”, preservadores de\madera,
BTEX, Creosota, efluentes de la industria de papel en el blanqueamiento, herbicidas;,Nylon
(Pointing, 2001; Korcan et al., 2013; Abdel-Hamid et al., 2013; Ellouze & Sayadi 2016;
Kachlishvili et al., 2016; Stella et al., 2017; Guo et al., 2018; VrSanska et al., 2018; Lee et
al., 2020; Xiao & Kondo 2020).
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Figura 83. Rutas metabdlicas propuestas en la degradacion de ligninas, celulosa y hemicelulosa
(Kijpornyongpan et al., 2022)

Por otra parte, también se han reportado de forma general los mecanismos de degradacion

de los contaminantes organicos, sin embargo, hay autores que también han reportado los
mecanismos de degradacion para un contaminante en particular. La Figura'¢8 representa

el modelo de metabolismo de contaminantes organicos. Sin embargo, estas degradaciones
pueden llevarse a cabo tanto en matrices de suelo, acuosas o medios det cuitivo.
Particularmente en el suelo, se sabe que los HPB no crecen directamente sobre el suelop,
requieren de un material lignocelulésico (conocidos también como sustrato o residuos

agroindustriales) para poder crecer, ya que aporta soporte, aireacion y alimento al hongo
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COIG ha mencionado anteriormente, los estudios han propuesto una variedad de
mat

[ 5‘ como paja de arroz, desechos de algodon, salvado de trigo y arroz, paja triturada,

mazorc aiz, harina de soja, paja de cereal, cortezas de pino, aserrin, pulpa de café
y remolach@ltre otros (Dickson et al., 2019, Oviedo & Vinueza, 2020).
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Por etra parte, se han reportado los mecanismos de degradacion de hidrocarburos en

sueloes? De acuerdo con Dickson et al. (2019) en la Figura 79 (traducido) se presenta el

mecanismo.de degradacion de suelos contaminados con petréleo crudo.

Suelos contaminados
con petroleo

Tratamiento con hongos de la
podredumbre blanca

. i ; Mediadores REDOX
Co-oxidantes como Hidrocarburos de petréleo en contacto como alcohol veratrol

acidos grasos y oxalico con la hifa del hongo

L/ Enzimas Fungicas
Oxidacién 1. Lignina-peroxidasa Oxidacion
enzimatica directa 2. Mangqneso-pgromdasa enzimatica directa
. 3. Versatil-peroxidasa
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. » Abertura de anillos aromaticos:
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cadena larga y laterales;
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Figura 85. Mecanismo de degradacion de hidrocarburos'propuesto por Dickson et al. (2019).

Respeto a las fracciones SARA que confopman al petroleo crudo, para la fraccion de
saturados no se ha reportado un mecanismo grafico de degradacion empleando los HPB.
Sin embargo, Hidayat & Tachibana (2012) describen la biodegradacion de esta fraccion
empleando la especie Fusarium sp. (microhongo filamentoso e imperfecto); mencionan que
el sistema intracelular metaboliza los contaminantes a través de reaeeiones catalizadas por
citocromo P450 monoxigenasa y el epéxido hidrolasa para formar trans=dihidrodiol a través
del 6xido de areno. También, en la mayoria de los casos la biodegradacion aerébica de
hidrocarburos alifaticos comienza con la adicién de uno o ambos atomos_de oxigeno
diatdbmico mediante enzimas conocidas como monooxigenasas y dioxigenasas_y luego la
oxidacion de grupos metilo extraterminales a alcohol primario y aldehidos, ‘también el
hidrocarburo alifatico podria oxidarse a acido graso y eliminarlo mediante el metabalismo

de los acidos grasos en los lipidos celulares.
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Paras€l caso de la fraccion aromatica Korcan et al. (2012) reporta graficamente el

mecanismo de degradacion (Fig. 80). Se puede observar de igual forma que transforma los
contamipantes mediante la via de citocromo P450 por oxido de areno como lo menciona
Hidayat & Tachibana (2012).

O-Methyl
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OSulfate
Phenol
Mme Oxide m
“9.1.93 -lOH
n trans- D-rryaod-ol
Polycydlic
AH!yomath - PAH-Quinones ———————=— Ring Fission Products — CO,

Figura 86. Mecanismo de degradacién de*hidracarburos aromaticos (Christian et al., 2005)

Christian et al. (2005) mencionasgue los HPB, oxidan los HPA a las correspondientes
guinonas de los HPA y posteriormente los degradan aun mas a CO». La enzima citocromo
P-450 monooxigenasa incorpora una‘molécula de‘Osen la molécula de los HPA para formar
oxido de areno, posteriormente pasa por una‘isomerizacion espontanea para formar fenol,
con posterior conjugacion con sulfato, acido glucurénico, glucosa o xilosa. La otra via es la
hidratacion enzimética para formar trans-hidrodiol. Por(tra parte, las peroxidasas (LiP,
MnP, Lac) ionizan los compuestos aromaticos para formarsfadicales catiénicos arilos, que

se oxidan aun mas, para formar quinonas.

Para el caso de la fraccion de resinas y asfaltenos, no se han reportado mecanismos de
degradacion. Como se ha mencionado anteriormente, los estudios han.demostrado que las
resinas y asfaltenos se ven enriquecidos a medida que se metabolizan los<hidrocarburos
saturados y aromaticos (Blumenstein et al., 2007; Carpentier, 2007; Romero-Hernandez et
al., 2021). Por otra parte, Fernandez et al. (2008) menciona que el empleo defa.actividad
metabdlica de microorganismos para transformar estas fracciones da como.productos
grupos ceto e hidroxilo. Sin embargo, para poder medir la degradacion de reSipas y

asfaltenos lo hacen mediante la medida de produccion de CO- (Uribe-Alvarez et al., 2011).
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Anexo 6

Portada Interior

Micorremediacion de un suelo contaminado con hidrocarburos mediante el
uso de hongos de la podredumbre blanca

Cahuich-Flores”Samuel Guadalupe?, Lopez-Martinez Sugey?, Capello-Garcia
Silvia, Morales-Bautista Carlos Mario®, Ramirez-Alvarez Nancy*

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiento miceliar in vitro y la
degradacion de hidrocarburos totales,de petroleo (HTP) a 40,000 ppm de fraccion
pesada (18.7+1.38 °API) en suelo empleando las especies Ganoderma multipileum
y Pycnoporus sanguineus, utilizando\bagazo de cafia como fuente de energia. Se
realizaron dos estudios preliminares: elprimero evalud el crecimiento miceliar en
suelo con diferentes proporciones.de bagazo,,mostrando un alto crecimiento al 25%
(P/P). El segundo estudio evalud(el crecimiento en suelo contaminado con HTP a
40,000 ppm con bagazo de cafa-al.25% (P/P), ambos estudios se analizaron
mediante una prueba de Kruskall-Wallis. Los resultados anteriores se emplearon
para establecer 3 tratamientos y evaluar 1a cinética, de degradacién de HTP con
respecto al tiempo (1, 7, 15, 30 y 45 dias).(También‘se"evalué la cinética de reaccion
de primer orden y los tiempos de vida media para los"HTP vy las fracciones SARA.
Los resultados demostraron que ambas especies tienen’la capacidad para crecer
en suelo contaminado con hidrocarburo asi como el_potencial de degradar
hidrocarburos de fraccién pesada.

Palabras clave: suelo, hidrocarburos, micorremediacion, cinética _de primer orden,
bagazo de cafia.

Division Académica de Ciencias Biolégicas, Universidad Juarez_Autonoma de
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Resumen de la Tesis:

Lka contaminacién por hidrocarburos
hoy en dia es uno de los problemas
ambientales de mayor impacto, por
ende;y se ha propuesto la
micorremediacion como una alternativa
para degradarlos, siendo los hongos de
la’ podredumbre blanca (HPB) los mas
destacados,~Bichos hongos se han
reportado en ) una variedad de
investigaciones debido a que poseen la
capacidad enzimatica para degradar
efectivamente compuestos organicos.
Por tal razon, el objetive.de este trabajo
fue emplear las especies Pycnoporus
sanguineus y Ganoderma_multipileum
para conocer el potencial de
crecimiento miceliar in Witro .y de
degradacion de HTP a 40,000 ppm en
un suelo, usando el bagazo de’“cafna
como fuente de energia. la metodologia
empleada consisti6 en aplicar\'dos
estudios preliminares sucesivos; En.el
primer estudio se evaluo el crecimiento
miceliar en suelo con diferentes
proporciones de bagazo al 15, 25y 35
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% (P/P), los resultados mostraron un
alto crecimiento al 25% (P/P). En el
segundo estudio se evalué el
crecimiento en suelo contaminado con
HTP a 40,000 ppm con bagazo de cafa
al 25% (P/P), los resultados revelaron
que G. multipileum obtuvo un alto
crecimiento miceliar y una tasa de
crecimiento con valores de 2.52 + 0.1
cm/dia y 0.73 cm/dia, respectivamente,
a comparacion de P. sanguineus que
obtuvo 2.43 £ 0.2 cm/dia y 0.67 cm/dia,
respectivamente, esto dio pauta al
descarte de P. sanguineus. Los
resultados de los estudios preliminares
se tomaron para la elaboracion del
disefio experimental empleando G.
multipileum con bagazo de cana al 25
%(P/P), para ello, se realizé un disefio
completamente aleatorizado de dos
factores con un arreglo de 3x4 por
triplicado. EI Factor A son los
tratamientos (T1=suelo + bagazo,
T2=suelo + bagazo + hidrocarburo y
T3= suelo + bagazo + hidrocarburo +
hongo)/y el factor B los dias de
degradacion de HTP (1, 7, 15, 30 y 45
dias), posteriormente los datos fueron
analizados-mediante una prueba de
Kruskall-Wallis"Se evaluo la cinética de
degradacion .con respecto a los
tiempos, la cingtica de reaccién de
primer orden de la.forma In [c], y los
tiempos de vida media para los HTP
(Soxhlet) y las fracciones SARA
(Columna de silice).

Hidrocarburos de fraccién/pesada,
hongos de la podredumbreblanca,

Palabras claves de la Tesis: suelo, bagazo de canfa, cinéticade
reaccion de primer orden, tiempo de
vida media
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