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Resumen 

La gasolina es un compuesto que, debido a su baja solubilidad en agua y alta 

estabilidad ocasionada por los anillos aromáticos que la componen, persiste en los 

ecosistemas por largos periodos de tiempo. Componentes de la gasolina son 

mutagénicos y carcinogénicos, por lo que la búsqueda de métodos de remoción es 

de gran importancia. Es por esto que, se plantea la biorremediación, como una 

técnica de bajo impacto ambiental y alto rendimiento para tratar sitios contaminados 

con hidrocarburos. Así mismo, entre los organismos que se han utilizado para 

remover e incluso degradar estos componentes se destacan los hongos, los cuales 

se han caracterizado por su diversa capacidad metabólica, morfología robusta, rápida 

colonización, entre otras características, además de poseer altas actividades 

enzimáticas oxidativas e hidrolíticas. Por otro lado, se ha reportado que algunos 

hongos son capaces de utilizar co-sustratos como la lignina y la celulosa logrando 

una biorremediación más eficaz. En el laboratorio de Biología Molecular de Hongos 

del CEIB se aislaron tres hongos con un alto potencial biotecnológico: un hongo 

ascomiceto halófilo; Aspergillus sydowii-like con la capacidad de crecer usando 

benzo(a)pireno y fenantreno como únicas fuentes de carbono, Pycnoporus 

sanguineus, aislado de una zona contaminada con petróleo al sureste de México, 

esta cepa demostró tener una lacasa con un alto potencial para la degradación de 

hidrocarburos de alto peso molecular, y Trichoderma atroviride que sobreexpresa una 

lacasa heteróloga que degrada compuestos xenobióticos. 

Los tres hongos se crecieron en diferentes concentraciones de gasolina magna (1, 

2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15%), los resultados demostraron que, las tasas de crecimiento 

en gasolina fueron mayores en comparación las tasas de crecimiento en medio de 

cultivo estándar (PDA), es decir, el micelio tuvo una cobertura mayor en el medio con 

gasolina que en el medio control; por otro lado el porcentaje de gasolina al cual ya no 

se detectó crecimiento fue 12.5% v/v para los tres hongos. Así mismo, el crecimiento 

en el sustrato ligninolítico se evaluó en dos concentraciones (1 y 2%), obteniendo los 

mejores resultados estadísticamente en 2% para los tres hongos, nuevamente las 

tasas de crecimiento fueron mayores en el sustrato ligninolítico en comparación con 

el control. Debido a estos resultados se decidió trabajar a una única concentración 
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de gasolina y sustrato ligninolítico, 10% y 2% respectivamente, con el hongo 

Trichoderma atroviride, que tuvo el crecimiento más eficiente estadísticamente en los 

experimentos en medio semi sólido. Consecutivamente, se realizaron los 

experimentos en medio líquido, utilizando una mezcla artificial de gasolina con los 

componentes más recalcitrantes del combustible: benceno, tolueno y xileno, para 

posteriormente comparar la remoción en tratamientos con y sin el sustrato 

lignocelulósico, mediante un análisis en HPLC, utilizando una fase móvil de 

metanol:agua. De igual forma del sobrenadante obtenido de los experimentos se 

cuantificó peso seco y actividad enzimática (lacasas y peroxidasas), donde 

únicamente el tratamiento que contenía al hongo y la mezcla de hidrocarburos resultó 

tener una remoción mayor en comparación del tratamiento que contenía el sustrato 

lignocelulósico, demostrando así la eficiencia de la cepa transgénica por si sola. 
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Introducción 

Características generales de la gasolina 

Los combustibles fósiles como la gasolina son la fuente de energía dominante en el 

planeta (Castillo-Hernández et al., 2011). La gasolina es una mezcla de 

hidrocarburos alifáticos, como los n-alcanos, iso- y ciclo- alcanos, que llegan a 

representar 65% de la composición total, contiene también hidrocarburos 

aromáticos, incluidos el benceno, tolueno y xileno, que representan el 35% de la 

composición restante (Méndez et al., 2016). Contiene 1000 ppm de azufre, el cual 

proviene la obtención de gasolina a partir de la destilación fraccionada del petróleo 

(Li et al., 2014). Su combustión genera monóxido y bióxido de carbono (Reyes et 

al., 2018). 

La gasolina se caracteriza por ser un líquido de coloración rojiza, es 

extremadamente inflamable, tiene una temperatura de ebullición entre 60 y 70 ° C, 

pH 6 y densidad de 680 kg/m3, la toxicidad aguda al ingerirse (LD50 > 5000 mg/kg) 

puede inducir el vómito, consecutivamente el ingreso en los pulmones puede causar 

neumonitis química, lo que resulta mortal, además de provocar irritación cutánea 

(LD50 > 2000 mg/Kg) que conlleva a la pérdida de la capa superficial de grasa de la 

piel, lo que puede conducir a padecer dermatitis; al inhalarse (LC > 5 mg/L) tiende 

a provocar somnolencia o vértigo, dolor de cabeza, irritación de ojos y tracto 

respiratorio, así como alteración del ritmo cardíaco. En cuanto a la toxicidad crónica 

que provoca, tiende a intensificar los efectos antes mencionados, y puede 

presentarse baja de presión sanguínea, pérdida parcial de la memoria y pérdida 

auditiva. En 1999, la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, 

por sus siglas en inglés) revisó la literatura mundial sobre la gasolina, y concluyó 

que los datos experimentales en animales proporcionan únicamente evidencia 

limitada de carcinogenicidad y los estudios epidemiológicos en humanos son 

insuficientes debido a la falta de datos complementarios que demuestren su relación 

con el cáncer. Sin embargo, gracias a la evidencia de estudios experimentales en 

animales y a la presencia de benceno y 1,3-butadieno en la gasolina, IARC concluyó 

que la gasolina es “posiblemente cancerígena” para los humanos, clasificada en el 
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apartado 2 B, es decir, en resumen, no se tiene evidencia de que presente cáncer 

en humanos, sin embargo, existe evidencia suficiente de carcinogenicidad en 

animales de experimentación (Wild, 2014).  

Contexto nacional de la gasolina 

Actualmente en México el consumo promedio de gasolina es de 125 millones de 

litros diarios, los cuales se dividen en los dos tipos de gasolina que existen: la magna 

(82%) y la premium (18%) (Solís y Pardo, 2017). Las diferencias principales entre 

ambas gasolinas son principalmente: el octanaje y el contenido de azufre; el 

octanaje se refiere a una escala que mide la capacidad antidetonante del 

combustible cuando se comprime dentro del cilindro de un motor, la medición está 

basada en el heptano y el isoctano, el heptano es el hidrocarburo que más detona 

por lo que se le asigna un octanaje de 0, por otro lado el isoctano, se le asigna un 

valor de 100, de modo que, por ejemplo, una gasolina de 95 octanos correspondería 

a una mezcla con el 95% de isoctano y el 5% de heptano. En resumen, a mayor 

octanaje, la combustión generada en el cilindro es más uniforme y controlada; 

mientras que, a menor octanaje, el combustible detona y explota en el motor, 

causando daño severo en los motores. En base a esto, la gasolina magna contiene 

un total de 87 octanos y la premium de 93 octanos. Por otro lado, el contenido de 

azufre para la gasolina magna es de 1000 ppm, mientras que la gasolina premium 

debido a su riguroso proceso de refinación no contiene este elemento o lo contiene 

en cantidades menores (<100 ppm) (Marino, 2016). 

Si bien la cantidad de plomo en gasolina no supera los 100 ppm, el tetraetilo de 

plomo (usado como antidetonante) puede ser absorbido por inhalación y por el 

contacto con la piel. Después de la absorción, este compuesto orgánico de plomo 

es rápidamente asimilado en el hígado a metabolitos de trialquilo que son tóxicos. 

Los metabolitos de trialquilo, son solubles en agua y pueden bioacumularse en 

algunos órganos, por ejemplo en el cerebro, se metabolizan lentamente a plomo 

inorgánico. Finalmente, cerca del 76% del plomo en estos compuestos se excreta 

como plomo inorgánico en la orina, 16% en las secreciones gastrointestinales y el 

8% en las estructuras epiteliales y el sudor (Zuleta et al., 2013). 
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Impacto ambiental por contaminación con gasolina 

Dentro de las emergencias ambientales reportadas para el año 2015 en México, el 

85.2% fueron provocadas por derrames de hidrocarburos y sustancias tóxicas, la 

gasolina se encuentra como el segundo contaminante que más genera emergencias 

ambientales. Para el 2016 se tiene conocimiento de que, tan solo en Querétaro 

existieron 58 lugares contaminados por el combustible (Curiel, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. El destino de la gasolina y cambios en las características de un sitio después de un evento 
de derrame: (A) muerte de la vegetación, (B) filtración del combustible, (C) estructura alterada del 
suelo, (D) volatilización, (E) percolación de hidrocarburos, (F) zonas aeróbicas, (G) disminución 
inicial de poblaciones microbianas y diversidad, (H) aguas subterráneas contaminadas con 
hidrocarburos. Esquema modificado de Truskewycz et al., 2019. 

Cuando el hidrocarburo entra en el suelo (figura 1), su destino depende de factores 

climatológicos, propiedades del contaminante y del suelo. El suelo tiene la 

capacidad de retener el hidrocarburo debido a que el contaminante dispone de una 

mayor superficie para adherirse (Truskewycz et al., 2019).  

Debido a esto, en una investigación (Curiel, 2019) se estudió la modificación de los 

asentamientos que presentaba el suelo debido a su contaminación con gasolina 

magna, el suelo analizado tenía propiedades de arcilla de alta compresibilidad que, 

en su estado seco fue expuesta a la gasolina y se monitoreó su efecto a los siete 

días de exposición y a los nueve meses para analizar la modificación en sus 

propiedades geotécnicas y la consolidación. En los resultados se observó una 

disminución en la gravedad especifica atribuida al recubrimiento de las partículas 

del suelo por la gasolina, en la granulometría y en los límites de consistencia no se 

Agua 
subterránea 
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observaron cambios significativos, el suelo contaminado se clasificó como arcilla de 

alta compresibilidad (CH) de la misma forma que el suelo natural, sin embargo el 

porcentaje de arcilla provocó una aumento en la actividad de las arcillas de 0.75 a 

0.78, la superficie especifica del suelo disminuyó de 691.51 a 514.06 m2 / g, por lo 

que se concluye que el suelo contaminado presentó mayor deformación en un 

periodo más largo (Chikere et al., 2011). 

Las descargas accidentales en los puntos de transferencia del combustible, así 

como instalaciones de almacenamiento inadecuadas, pueden presentar un riesgo 

de contaminación significativo para el ambiente. Debido a su alto contenido de 

componentes volátiles, se evapora una vez que es liberada al medio, y así, puede 

penetrar y contaminar el suelo y aguas subterráneas. Contiene componentes con 

potencial de bioacumularse (Tang et al., 2012). 

El objetivo de distintos trabajos científicos ha sido determinar los efectos de la 

contaminación por gasolina en las propiedades microbianas del suelo y la influencia 

de las características del suelo en estos efectos. Para ello, Labud et al., 2007 

también realizaron bioensayos de toxicidad y parámetros microbiológicos y 

bioquímicos en dos tipos de suelos (uno arenoso y otro arcilloso) contaminados a 

una tasa de carga del 5% y 10% de gasolina. Los suelos se mantuvieron bajo 

condiciones controladas, (50-70% de capacidad de retención de agua y a 

temperatura ambiente) durante seis meses y se monitorearon varios parámetros 

microbiológicos y parámetros de toxicidad a 1, 60, 120 y 180 días después de la 

contaminación. Los efectos tóxicos de la contaminación por hidrocarburos fueron 

mayores en el suelo arenoso. Los hidrocarburos de la gasolina inhibieron la biomasa 

microbiana, el mayor efecto negativo se observa en el suelo arenoso contaminado 

con gasolina. En ambos suelos, la contaminación por gasolina disminuyó la 

respiración microbiana. En general, la gasolina tuvo el mayor efecto inhibitorio sobre 

las actividades de hidrolasas involucradas en los ciclos de N, P y C en ambos 

suelos. Así mismo, en ambos suelos, se observó un efecto fitotóxico en la 

germinación de semillas de cebada y centeno en los suelos contaminados (Labud 

et al, 2007).  
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Algunos estudios han demostrado que la contaminación por hidrocarburos inhibe 

las actividades enzimáticas de los microrganismos en muestras de suelo. Como lo 

demostró Alrumman et al, en 2015, donde observaron que el grado de inhibición 

aumentaba significativamente con los niveles crecientes de hidrocarburos, y varió 

con el período de incubación. El suelo que analizaron tenía valores altos de biomasa 

microbiana y un alto número de bacterias heterotróficas, sin embargo, tenía las 

actividades bajas de deshidrogenasa y de fosfatasa. Los resultados también 

mostraron que los suelos tenían cantidades similares de bacterias degradadoras de 

hidrocarburos en algunos tratamientos del suelo, mientras que otros tratamientos 

con mayor humedad tuvieron un mayor número de hongos degradadores de 

hidrocarburos. Demostrando que, los hidrocarburos en suelo proporcionan una 

fuente de carbono opcional para el crecimiento microbiano (Alrumman et al, 2015). 

Efectos ocasionados por la contaminación por gasolina 

Los derrames de gasolina son tóxicos, particularmente para flora y fauna acuática. 

Las películas formadas sobre el agua pueden afectar la transferencia de oxígeno y 

por lo tanto a los organismos que viven ahí. La mezcla es altamente tóxica debido 

a la presencia de hidrocarburos aromáticos, como el benceno, tolueno y xilenos 

(Tang et al., 2012). 

A través de los años se ha investigado la toxicidad de la gasolina en los distintos 

ecosistemas, por ejemplo, se analizaron los efectos nocivos de la gasolina en larvas 

de pejerrey marino Odontesthes argentinensis, mediante pruebas de toxicidad y 

exámenes histopatológicos, encontrando que, la concentración letal media después 

de 96 h de exposición (CL50) fue igual a 5.48%, sin embargo, el examen histológico 

de las larvas expuestas a gasolina después de 96 h reveló lesiones en: las 

branquias, pseudo branquias y esófago, mismos que presentaron hiperplasia 

epitelial, por otro lado el hígado presentó dilatación de los sinusoides hepáticos, 

degeneración nuclear y binucleada de los hepatocitos. La toxicidad aguda de la 

gasolina resultó ser al menos cinco veces mayor a la del petróleo. Los resultados 

resaltan los efectos tóxicos de los hidrocarburos aromáticos en este ambiente 

(Mastandrea et al., 2010). 
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Aunque la gasolina es un contaminante importante de los ecosistemas acuáticos, 

hace falta información sobre los posibles efectos de este derivado del petróleo en el 

ADN de la biota acuática. Un estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos 

genotóxicos y mutagénicos de la gasolina diluida en agua al 5%, durante 

exposiciones agudas (6, 24 y 96 h) en la almeja asiática Corbicula fluminea. Se 

utilizó el ensayo cometa y la prueba de micronúcleos (MN) para analizar hemocitos 

y células branquiales de C. fluminea. Para las tres exposiciones, el ensayo cometa 

detectó daño en el ADN en hemocitos y células branquiales del molusco. La prueba 

de MN detectó un daño significativo en el material genético de los hemocitos tan 

solo después de 96 h de exposición. En general, los hallazgos indican que esta 

mezcla de hidrocarburos tiene efectos genotóxicos y mutagénicos en C. fluminea 

(Fedato et al, 2010).  

Mecanismos de degradación de gasolina 

Los hidrocarburos de la gasolina, ya en el medio ambiente sufren descomposición, 

lo que deberse a influencias físicas (dispersión), fisicoquímicas (evaporación, 

disolución, sorción), químicas (fotooxidación, autooxidación) y biológicas 

(catabolismo de hidrocarburos mediante plantas y microorganismos) (Zhang et al., 

2010). 

Tratamientos físicos y químicos 

Entre los métodos más usados para la remoción de gasolina se encuentran la 

incineración y la dispersión (Gómez et al., 2009). Estos métodos son costosos y 

muchas veces sólo parcialmente eficientes. En la mayoría de los casos no proveen 

una solución completa ya que pueden dar lugar a otros compuestos tóxicos que se 

acumulan en el ambiente y que todavía pueden afectar a otros organismos 

(Karpouzas & Singh 2006). 

El “Plan Nacional de Contingencia para Derrames de Hidrocarburos y Sustancias 

Nocivas Potencialmente Peligrosas”, que tiene como objetivo; la contención, 

recuperación y confinamiento del hidrocarburo, a través de actividades como la 

dispersión mecánica (chorros de agua) y dispersión química, además de proponer 
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la quema como respuesta alternativa. El plan establece bases y líneas de acción y 

coordinación general ante un incidente que resulte en contaminación ambiental, a 

fin de contrarrestar el daño a la vida humana y fauna, aves, zonas pesqueras, áreas 

ecológicamente sensibles y playas (Curiel, 2019). 

En situaciones de derrames en ríos y lagos ya se utiliza un “Kit de Derrames”, que 

está compuesto por mantas absorbentes de hidrocarburos, palas especiales y 

tambos de recuperación en los que se almacena el hidrocarburo y se dispone en un 

depósito, el cual es dispuesto bajo la legislación ambiental local vigente, relacionada 

con la disposición de residuos para su adecuada eliminación, que a su vez puede 

concluir con una incineración controlada (Pérez-Muñoz et al., 2019). 

Métodos biológicos 

También se han utilizado absorbentes como medida para separar el combustible de 

derrames en agua. Existen dos tipos: minerales y orgánicos, los minerales se basan  

principalmente en la arcilla, como las sepiolitas que se caracterizan por ser 

abrasivos al tener cristales de sílice en su composición, por lo que tienen una menor 

capacidad de absorción; por otro lado los absorbentes orgánicos, como la turba y el 

lirio acuático Eichornia crassipes, el cual es deshidratado y triturado para este fin, 

tiene un gran capacidad de absorción y brinda beneficios significativos en el cuidado 

del medio ambiente, gracias a su origen natural, que no limitan su capacidad de 

absorber y encapsular a derivados del petróleo, además de que también funciona 

con solventes, metales pesados, pesticidas y herbicidas (Li et al., 2016). 

El lirio acuático o jacinto de agua (Eichhornia crassipes) ya es utilizado para la 

elaboración de un polvo absorbente oleofílico, que absorbe derrames o fugas de 

hidrocarburos, aceites y otras sustancias industriales, tanto en superficies sólidas 

como el cemento o asfalto, así como en superficies acuosas como ríos y cuerpos 

de agua. Este producto tiene la capacidad de absorber hasta 25 veces su propio 

peso. Al momento de aplicarlo sobre una superficie sólida o acuosa, éste se integra 

con el hidrocarburo hasta formar un conglomerado, que permite manipularlo de 

manera sencilla. El lirio es una plaga e interrumpe con las actividades productivas 

en el sector primario en los ríos de México, sin embargo, su eliminación a través de 
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productos químicos como el glifosato provocan la descomposición de materia 

orgánica y la reincorporación de contaminantes, generando otro problema 

ambiental, por lo que la utilización de este polvo sorbente hecho a base del lirio 

acuático resulta ser una alternativa potencial para la recuperación de contaminantes 

(Carrión, 2012). 

Lu et al., en 2004 investigaron la capacidad de E. crassipes para la acumulación de 

oligoelementos como Ag, Pb, Cd y Zn, que mostró una bioacumulación en rango de 

5 a 60 mg/L de estos elementos. En este estudio se encontró que los iones 

penetraban en las plantas mediante un proceso pasivo, principalmente mediante el 

intercambio de cationes que ocurrían en la pared celular. Lu y colaboradores 

concluyeron que, el jacinto de agua se puede utilizar en “Ecotecnología” (tecnología 

ambiental) para construir humedales, que ayudan a prevenir la propagación de la 

contaminación por metales pesados en ambientes acuáticos. Asimismo, ya se han 

reportado altas tasas de remoción de metales pesados, cerca del 100% tanto en 

humedales naturales como artificiales (Bartha, 2017). 

La eficiencia del jacinto de agua en la degradación de sustancias orgánicas también 

ha sido investigada por Saurabh y Abhijit en 2017, quienes reportaron que es capaz 

de acumular altos niveles de hidrocarburos policíclicos aromáticos constituidos de 

más de tres anillos, su aplicación redujo aproximadamente el 45% del naftaleno en 

agua residual en 7 días. En este estudio se destaca el potencial del lirio de adsorber 

compuestos fenólicos y metales pesados simultáneamente. Los hallazgos recientes 

han sugerido que la adsorción de hidrocarburos por E. crassipes está dominada por 

las fuerzas de Van Der Waals (Bhainsa, 2006). Por lo tanto, la planta tiene la 

capacidad de adsorber otros compuestos como los inorgánicos y pesticidas 

(Evangelou y Schaeffer, 2007). 
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Sustratos lignocelulósicos promueven la degradación de hidrocarburos 

La adición de material de origen lignocelulósico se ha estudiado ampliamente en los 

últimos años, debido a que impulsa la producción de una gran variedad de enzimas 

que son capaces de degradar distintos xenobióticos (Pinos et al., 2018). 

Los componentes principales de los materiales lignocelulósicos son: la celulosa, la 

hemicelulosa y la lignina (Malherbe y Cloete, 2002). La celulosa es un polímero 

lineal de glucosa unida a través de enlaces -1,4, que es muy difícil de disolver en 

agua o hidrolizar en condiciones naturales. La hemicelulosa es un 

heteropolisacárido compuesto de diferentes hexosas, pentosas y ácido glucorónico, 

es más soluble que la celulosa. La lignina es un polímero altamente irregular e 

insoluble que consiste en subunidades de fenilpropanoides. La lignocelulosa es un 

sustrato complejo y su degradación no depende solo de las condiciones 

ambientales, sino también de la capacidad de degradación de la población 

microbiana (Carrera et al. 2001). 

Estudios recientes describen que, sustratos de origen lignocelulósico son 

potencialmente útiles como estimulantes para la biorremediación (Tabla 1). En 2008 

se reportó que un suelo contaminado con petróleo con más de 38,000 mg/kg de 

hidrocarburos totales de petróleo (TPH), fue tratado con composta de astillas de 

madera (Atagana, 2008), y en dos meses, el 68.8% de TPH fue removido en el 

tratamiento con la composta en comparación con el 10% en el tratamiento control. 

Sustrato 
lignocelulósico 

Tipo de contaminantes Porcentaje total 
removido 

Referencias 

Astillas de madera y 
retos de hojas 

Hidrocarburos del 
petróleo crudo 

100%  
 

Atagana, 2008 

Desecho de aves de 
corral 

Hidrocarburos extraídos 
de sedimentos marinos 

97.13% Chikere et al, 2012 

Estiércol de vaca 

Hidrocarburos 
provenientes de un 

manglar contaminado 
62.96% Orii et al., 2012 

Hojas de té, soja y 
cáscara de papa 

Diesel 53.5% 
Dadrasnia y Agamuthu, 

2013 

Bagazo de caña de 
azúcar 

Hidrocarburos del 
petróleo crudo 

100% Hamzah et al., 2014 

Tabla 1. Degradación de hidrocarburos con sustratos de origen lignocelulósico como estimulantes para la 

biorremediación 
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Las investigaciones más recientes han tratado de combinar ambos mecanismos 

(degradación de material lignocelulósico con microorganismos) para lograr mayores 

tasas de degradación (Arroyo y Rogel, 2010). La remoción de los hidrocarburos en 

los tratamientos con material lignocelulósico se atribuyó a la presencia de nutrientes 

en dichos materiales. Algunos grupos de investigación (Riojas et al., 2010) han 

sugerido que los nutrientes orgánicos, en particular el nitrógeno y el fósforo, 

optimizan la capacidad degradativa natural de los microorganismos. 

La mayoría de los hongos son capaces de degradar la celulosa. Sin embargo, su 

capacidad para la degradación de la lignocelulosa tuvo un gran impacto en la 

comunidad científica, ya que los hongos de podredumbre blanca producen enzimas 

muy potentes degradantes de lignina (Rouches et al., 2016). 

Las características estructurales de este hetero polímero vegetal imponen ciertas 

restricciones para su biodegradación. Siendo una molécula de lignina con un peso 

molecular de entre 600-1000 kDa, es evidente que su tamaño le impide poder ser 

degradada intracelularmente. Además, por el tipo de enlaces covalentes que 

presenta tampoco puede ser degradada por mecanismos típicos de hidrólisis. Por 

lo que, cualquier grupo de enzimas capaces de atacar la lignina, deben ser además 

de extracelulares, bastante inespecíficas (Bilal et al., 2017). 

Microorganismos capaces de remover gasolina 

El uso de microorganismos y/o sus productos para reducir, eliminar, contener o 

transformar los contaminantes presentes en suelos, sedimentos y agua, es parte 

del proceso de biorremediación (Corona e Iturbe, 2005). Este proceso involucra 

mineralización, transformación y/o alteración de dichos contaminantes. La 

presencia de microorganismos con las capacidades metabólicas apropiadas es un 

requisito importante para la biorremediación de hidrocarburos (Das y Chandran, 

2011). Se ha considerado a la biorremediación como uno de los métodos más 

apropiados para la restauración de sitios contaminados. Así, muchas de las 

propuestas para la recuperación de sitios contaminados especifican la 

biorremediación como la alternativa más viable (Randy et al., 1999).  
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Los enfoques para la implementación de la biorremediación dependen del lugar 

donde se encuentre el sitio contaminado, es decir, si el suelo a tratar está inmóvil 

en el medio ambiente o, si se va a excavar para su tratamiento en una instalación 

externa. Si está en el sitio, el término será remediación in situ y si se debe trasladar, 

se describe como ex situ, que involucra la excavación y remoción del suelo 

contaminado, lo cual es un procedimiento relativamente más costoso (Ledesma et 

al., 1994). 

Hongos como potenciales removedores de gasolina 

Los tratamientos de biorremediación que emplean hongos ofrecen la ventaja de 

ampliar la variedad de sustratos que pueden ser removidos, mediante las 

características únicas que poseen y su capacidad de proliferar en ambientes poco 

favorables para las bacterias. Los tratamientos de biorremediación fúngica pueden 

ser particularmente apropiados para la remediación in situ de suelos, donde los 

compuestos recalcitrantes (por ejemplo, hidrocarburos policíclicos aromáticos) y la 

biodisponibilidad son difíciles de controlar (Buttress et al., 2016). 

Los hongos lignocelulósicos han desarrollado un sistema enzimático no específico 

que funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo degradador de lignina está 

basado en la producción de radicales libres. Este sistema permite que las enzimas 

sean catalíticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos orgánicos. La 

amplia variedad estructural de los contaminantes que son degradados por estos 

hongos, les confiere uso potencial en biorremediación (Méndez-Matías et al., 2018). 

Los hongos de podredumbre blanca, juegan un papel importante en la degradación 

de madera y materiales orgánicos, lo que se debe principalmente a procesos 

relativamente inespecíficos utilizados para la degradación de la lignina (Mishra, 

2017). Esta degradación se lleva a cabo mediante enzimas como: peroxidasas y 

lacasas (Kinnunen et al., 2017). La reactividad de estas enzimas no específicas ha 

llevado a la aplicación de estos organismos, para la degradación de una gama de 

compuestos orgánicos. Grupos de investigación han estudiado ampliamente el 

metabolismo fúngico de los hidrocarburos de bajo peso molecular. La mayoría de 

los mecanismos degradativos son co-metabólicos, es decir, en donde se utiliza una 
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fuente de carbono alternativa para la energía y el crecimiento, mientras que el 

hidrocarburo se transforma como consecuencia del crecimiento del organismo 

(Francesc et al., 2019).  

Estos hongos lignocelulósicos comprenden un grupo de organismos cuya 

característica es su capacidad para mineralizar eficientemente la lignina. 

Probablemente, esta degradación selectiva les permite tener acceso a la celulosa y 

hemicelulosa, las cuales finalmente representan su fuente de carbono y energía 

(Vélez et al., 2020). La mayoría de los hongos lignocelulósicos pertenecen al grupo 

de los basidiomicetos y son los microorganismos más eficientes en degradar 

totalmente la lignina. Estos organismos secretan enzimas extracelulares que son 

esenciales para la transformación inicial de la lignina y que en conjunto logran su 

mineralización (Vélez et al., 2020). 

 

Enzimas relacionadas con la remoción de hidrocarburos 

A partir de los estudios realizados con hongos lignocelulósicos en los años setenta, 

se ha comprobado que la degradación de la lignina da lugar a productos que 

provienen de la ruptura de anillos aromáticos. Por esto, se pensó que las oxigenasas 

extracelulares podían estar involucradas en la transformación de la lignina (Kirk y 

Chang, 2009). Consecutivamente, tres grupos reportaron de manera independiente, 

el descubrimiento de una ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y 

compuestos modelo (Higuchi, 1993), y cuya actividad enzimática depende del 

peróxido de hidrógeno (H2O2). A esta enzima se le conoce ahora como lignino 

peroxidasa (LiP). Después se descubrieron también una peroxidasa dependiente de 

Manganeso (manganeso-peroxidasa) y otra enzima llamada versátil-peroxidasa, ya 

que posee tanto la actividad dependiente de manganeso como la actividad de 

lignino peroxidasa (Ellouse y Sayadi, 2016) 

Además de estas peroxidasas encontradas en hongos lignocelulósicos se detectó 

la producción de otra enzima, una fenol-oxidasa denominada lacasa. Esta enzima 

reduce el oxígeno molecular a agua, y a través la utilización de ciertos compuestos 
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redox, además puede ser capaz de ampliar su espectro de sustratos, logrando así 

la oxidación de porciones no fenólicas de la lignina (Dávila-Vázquez, 2006). Estas 

enzimas ligninolíticas (lacasas y peroxidasas) pueden actuar separadas o en 

cooperación, dependiendo de si el hongo es capaz de producir una o más. Además 

de estos sistemas enzimáticos, se ha considerado que la participación de 

compuestos de bajo peso molecular es también esencial en la degradación de la 

lignina (Seyma y Raziye, 2017). 

Degradación de BTX 

Los microorganismos que utilizan estos compuestos aromáticos como fuente de 

carbono, emplean unas rutas bioquímicas llamadas vías altas o periféricas que se 

basan en modificar los diferentes anillos aromáticos en protocatechuate y catechol. 

Es decir, la gran variedad de compuestos aromáticos que se pueden encontrar son  

convertidos a esas dos moléculas. A partir de estas dos moléculas en las que 

convergen todos los compuestos, ya se puede llevar a cabo el rompimiento del anillo 

mediante enzimas específicas. Esta segunda fase en la degradación se lleva a cabo 

en las vías bajas (Cruz-Narváez et al., 2019).  

Experimentos con enzimas purificadas demostraron que las enzimas ligninolíticas 

pueden degradar los hidrocarburos aromáticos (figura 2). Se ha observado que las 

enzimas ligninolíticas realizan una oxidación de radicales de un electrón, 

produciendo radicales catiónicos a partir de contaminantes seguidos de la aparición 

de quinonas. Un estudio (Ortega-Clemente et al., 2009) determinó la degradación 

de los hidrocarburos policíclicos aromáticos por trece cepas fúngicas 

lignocelulósicas, y descubrió que el grado de degradación varía según qué enzimas 

ligninolíticas se usen. La degradación máxima de naftaleno (69%) se observó por la 

cepa 984 que tenía actividad peroxidasa, seguida por la cepa 870 (17%) que mostró 

actividades de peroxidasa y lacasa (Dávila-Vázquez, 2006).  
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Figura 2. Vía del catabolismo de hidrocarburos aromáticos en hongos. 
Imagen modificada de Haritash y Kaushik, 2009. 

 

La degradación microbiana por hongos lignocelulósicos se ha estudiado 

intensamente durante los últimos años y debido a la estructura irregular de la lignina, 

estos hongos producen enzimas extracelulares con muy baja especificidad que 

sirven para la degradación de otros compuestos xenobióticos (Haritash y Kaushik, 

2009). 
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Antecedentes 

El laboratorio de Biología Molecular de Hongos del Centro de Investigación en 

Biotecnología de la UAEM, cuenta con una colección de hongos que tiene un alto 

potencial biotecnológico para la biorremediación de sitios contaminados con 

gasolina; 

Aspergillus sydowii-like es una cepa fúngica halófila y termotolerante, aislada a partir 

de una fermentación de bagazo de caña de azúcar en presencia de 2M NaCl 

Cuando se cultivó en diferentes sustratos lignocelulósicos tales como: paja de trigo, 

rastrojo de maíz, fibras de agave, bagazo de caña de azúcar y aserrín produce 

celulasas, xilanasas, manganeso peroxidasa (MnP) y esterasas. Los resultados 

obtenidos de este estudio respaldan el potencial de A. sydowii like para degradar 

los materiales lignocelulósicos y su posible aplicación biotecnológica, 

especialmente en sitios que tengan alta salinidad (Batista-García et al, 2014). En el 

laboratorio ya se ha demostrado que esta cepa es capaz de degradar a los HPAs 

fenantreno y benzo(a)pireno, en condiciones de alta salinidad (1.5M de NaCl). 

Además, Dantán-González et al. (2008) caracterizaron la actividad lacasa de una 

cepa de Pycnoporus sanguineus, que pertenece al filo de hongos filamentosos 

Basidiomycota, los que han sido ampliamente estudiados por su capacidad para 

degradar lignina, un componente principal de la madera y uno de los polímeros más 

abundantes en la naturaleza. Consiste en un polímero heterogéneo y altamente 

reticulado con similitud estructural con varios contaminantes recalcitrantes, como 

hidrocarburos aromáticos policíclicos. Este tipo de hongos son capaces de 

mineralizar la lignina secretando enzimas oxidativas, como las peroxidasas y las 

lacasas, que tienen una amplia gama de sustratos. Las lacasas son oxidasas que 

se encuentran en diferentes grupos de organismos (bacterias, hongos, plantas e 

insectos), aunque las lacasas fúngicas son las mejor estudiadas. Estas son enzimas 

glicoproteícas con masas moleculares de 50-103 kDa y que requieren oxígeno para 

oxidar fenoles. Esta cepa de Pycnoporus sanguineus, fue aislada de un sitio 

contaminado con petróleo en un área tropical ubicada en Veracruz, México. P. 

sanguineus es una cepa termo y halotolerante, fue capaz de crecer a 47 °C y en un 
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medio de cultivo que contiene NaCl 500 mM, tolera la presencia de 30,000 ppm de 

aceite maya crudo. En este estudio encontraron que esta cepa tiene una enzima 

lacasa que, inusualmente tiene dos isoformas activas, así mismo, mostró alta termo 

estabilidad, conservando el 40% de su actividad original después de 3 horas a 60°C 

(Dantán-González, et al., 2008). Los basidiomicetos son de interés porque pueden 

degradar los compuestos xenobióticos y, por lo tanto, pueden ser aplicables en la 

biorremediación de ambientes contaminados. 

Otro grupo atractivo de hongos capaces de hacer biorremediación son algunas 

especies de Trichoderma, ya que han sido consideradas como buenos sistemas 

para la expresión heteróloga de proteínas debido a que pueden llevar a cabo 

modificaciones postraduccionales eucariotas y mostrar buenas capacidades de 

secreción. Son productores eficientes de enzimas extracelulares que degradan una 

gran variedad de sustratos (Cázares-García et al, 2014). En un trabajo elaborado 

por Balcázar-López et al. (2016) evaluaron el potencial de una cepa transgénica la 

cual expresa la lacasa heteróloga de P. sanguineus para la transformación y 

eliminación de compuestos xenobióticos. La cepa modificada sobreexpresa una 

lacasa que degrada compuestos tóxicos mucho mejor que la cepa silvestre y elimina 

más eficientemente compuestos fenólicos presentes en aguas residuales, 

industriales, así como bisfenol A (un disruptor endocrino) del medio de cultivo. 

Además, la lacasa heteróloga expresada fue capaz de decolorar diferentes tintes, 

así como eliminar el benzo (a) pireno y el fenantreno in vitro, mostrando su potencial 

para la degradación xenobióticos. 

Por otro lado, un método de remediación que se ha usado con éxito es la adición de 

un polvo sorbente oleofílico hecho a base de lirio acuático, ya que éste absorbe el 

contaminante y puede minimizar el impacto medioambiental. La aplicación de 

absorbentes y/o surfactantes en zonas de contaminación, es una de las técnicas 

más empleadas para inmovilizar el contaminante (Cruz-Guzmán, 2007). La 

introducción de absorbentes de origen natural genera un impacto mínimo en el 

ecosistema tratado, el polvo sorbente actúa como una “esponja” reteniendo los 

contaminantes por absorción, separándolos del agua o del suelo contaminados, 
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posteriormente el complejo polvo-contaminante podría servir como complemento 

para el crecimiento (polvo) y degradación (contaminante) mediado por hongos.  
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Justificación 

En los últimos años, la contaminación causada por gasolina ha ido en aumento, 

debido a malas prácticas de almacenamiento y/o distribución, afectando al medio 

ambiente y la salud humana. Es por ello que se requieren de alternativas 

biotecnológicas para remediar este problema. La biorremediación se plantea como 

una estrategia de recuperación de ecosistemas, que utiliza microorganismos con 

alto potencial de degradación de los xenobióticos; para este fin, los hongos han 

demostrado ser excelentes colonizadores de ecosistemas gracias a su crecimiento 

micelial, y se han destacado también por su capacidad para la producción de 

enzimas oxidativas inespecíficas que degradan compuestos de gran complejidad 

como la lignina, y a su vez otros compuestos de estructura similar. Se ha reportado 

que algunos hongos son capaces de incrementar su potencial de bioremediación al 

co-metabolizar sustratos como la lignina (proveniente del polvo sorbente oleofílico) 

y la celulosa durante la biorremediación de sitios contaminados. 
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Hipótesis 

La adición del polvo sorbente oleofílico mejorará la capacidad de remoción de 

gasolina artificial tipo magna por los hongos Aspergillus sydowii-like, Pycnoporus 

sanguineus CeIBMD001 y Trichoderma atroviride Talcc3. 

 

 

Objetivo general 

Evaluar la eficiencia de remoción de una gasolina artificial tipo magna por 

Aspergillus sydowii-like, Pycnoporus sanguineus CeIBMD001 y Trichoderma 

atroviride Talcc3 en presencia de un polvo sorbente oleofílico. 

 

Objetivos particulares 

→ Determinar la concentración de gasolina magna tolerada por A. sydowii-like, 

P. sanguineus CeIBMD001 y T. atroviride Talcc3. 

→ Evaluar el crecimiento de A. sydowii-like, P. sanguineus CeIBMD001 y T. 

atroviride Talcc3 sobre el polvo sorbente oleofílico. 

→ Evaluar la tasa de remoción de una gasolina artificial con en el polvo sorbente 

oleofílico por los hongos: A. sydowii-like, P. sanguineus CeIBMD001 y T. 

atroviride Talcc3. 
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Materiales y métodos 

Material experimental 

 Polvo sorbente oleofílico 

Para los estudios de remoción de gasolina magna se utilizó el polvo sorbente 

oleofílico obtenido de lirio acuático seco y triturado, el cual se mantuvo en 

condiciones estériles para todos los tratamientos. 

 Gasolina magna 

Las características de la gasolina magna utilizada en este trabajo se muestran en la 

tabla 2. 

Descripción de gasolina magna 

Apariencia, olor y estado físico: 

 

Líquido a temperatura ambiente, olor característico, 

incoloro / amarillo. 

Punto de ebullición: 25 °C 

Punto de fusión: -70 °C 

- pH: 6 

- Solubilidad: Insoluble en agua. Soluble en alcohol, éter, cloroformo, 

benceno. 

Tabla 2. Características de la gasolina magna 

 Cepas 

Las cepas A. sydowii-like y P. sanguineus crecieron en medio agar-papa-dextrosa 

(PDA por sus siglas en inglés), mientras que T. atroviride Talcc3 creció en medio 

agar-papa-dextrosa adicionando de higromicina (50µg/ml) como marcador de 

selección que mantenga la lacasa. 

 

Aspergillus sydowii-like 

 

Pycnoporus sanguineus 

 

Trichoderma atroviride 
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Cinética de crecimiento en gasolina 

Para la evaluación de la cinética de crecimiento, se empleó agar dextrosa papa con 

gasolina magna a concentraciones: 1, 2.5, 5, 7.5 y 10%. Cada concentración se 

realizó por triplicado para cada cepa. En cajas Petri se vaciaron 20 ml de medio 

semi sólido, y se adicionó el volumen correspondiente a cada concentración de 

gasolina, se dejó solidificar y se colocó un disco de agar de 7 mm. Se dejaron crecer 

a 28 ºC, sin agitación durante 20 días. El crecimiento se midió a través del diámetro 

cada 48 h con una regla, en 4 puntos diferentes de la caja. 

De las mediciones obtenidas se calculó la tasa de crecimiento, a partir de la 

ecuación de la recta: y=mx+b, y el porcentaje de inhibición, utilizando la siguiente 

fórmula: (Crecimiento en cm del medio con gasolina) / (Crecimiento en cm del medio 

control) x100. 

Cinética de crecimiento con el polvo sorbente oleofílico 

Para la evaluación de esta cinética, se empleó agar dextrosa papa con polvo 

sorbente oleofílico al 1 y 2 %. Para cada concentración se realizó por triplicado en 

cada cepa. En cajas Petri se vaciaron 20 ml de medio semi sólido, y se adicionó el 

volumen correspondiente a cada concentración de polvo sorbente, se dejó solidificar 

y se colocó un disco de agar de 7 mm en el centro. Se dejaron crecer a 28 ºC, sin 

agitación durante 20 días. Posteriormente la biomasa fue medida del diámetro cada 

48 hrs con una regla, en 4 puntos diferentes de la caja. 

De las mediciones obtenidas se calculó la tasa de crecimiento, a partir de la 

ecuación de la recta: y=mx+b, y el porcentaje de inhibición, utilizando la siguiente 

fórmula: (Crecimiento en cm del medio con gasolina) / (Crecimiento en cm del medio 

control) x100. 

Cinética de crecimiento en gasolina con el polvo sorbente oleofílico 

Los medios de cultivo sólidos suplementados con la gasolina y polvo sorbente se 

prepararon de igual manera como las cinéticas anteriores, pero considerando 

únicamente las concentraciones 5, 7.5 y 10% para la gasolina, y las concentraciones 
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1 y 2% para el polvo sorbente oleofílico, de manera que para cada cepa se realizara 

por triplicado. 

De las mediciones obtenidas también se calculó la tasa de crecimiento, a partir de 

la ecuación de la recta: y=mx+b. Y también se calculó el porcentaje de inhibición, 

utilizando la siguiente fórmula: (Crecimiento en cm del medio con gasolina) / 

(Crecimiento en cm del medio control) x100 

Medición de actividades enzimáticas en medios líquidos 

Se preparó previamente un pre inóculo, se inocularon los hongos en matraces 

Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de PDA y cinco discos de agar para el caso de 

Trichoderma atroviride, que se creció durante 7 días a 28 ºC con una agitación de 

120 rpm. Posteriormente la biomasa fue licuada para homogenizar el pre inóculo, 

posteriormente se tomó 1 ml del pre inóculo para inocular los matraces para el 

posterior ensayo.  

Para estos experimentos se realizó la mezcla de una gasolina sintética al 10% 

(Anexo 1) elaborada a base de tres de sus componentes más tóxicos: benceno, 

tolueno y xileno (BTX) y se creció al hongo en medio mínimo líquido (Anexo 2).  

Se montaron cinco tratamientos:  

A) Medio mínimo + mezcla BTX + polvo sorbente oleofílico + hongo. 

B) Medio mínimo + mezcla BTX + hongo. 

C) Medio mínimo + mezcla BTX+ polvo sorbente oleofílico 

D) Medio mínimo + mezcla BTX. 

E) Medio mínimo + hongo + polvo sorbente oleofílico. 

Los cultivos se incubaron durante 12 días a 28 ºC y a 150 rpm de agitación. 

La medición de las actividades enzimáticas se realizó en microplacas de 96 pozos, 

se tomaron muestras de 4 ml, se centrifugaron a 4000 rpm y al sobrenadante se le 

determino la actividad utilizando un espectrofotómetro automatizado modelo Epoch 

(BioTek). La colecta de muestras se llevó a cabo como sigue: 
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1. Para los tratamientos A, B y E (que contenían la cepa), se colectaron 4 ml del 

sobrenadante, cada tres días y hasta alcanzar el día 12. Para los tratamientos 

C y D (que no contenían la cepa), se realizó la medición de tres puntos 

específicos: inicio, intermedio y final. 

a. Para los tratamientos que contenían el polvo sorbente y/o el hongo se realizó 

una filtración al vacío, para separar la materia orgánica del sobrenadante, la 

materia orgánica se almacenó para posteriormente medir el peso seco.  

2. Se colectaron 4 ml de sobrenadante por muestra y se centrifugó en tubos de 15 

ml a una velocidad de 4000 rpm durante 15 minutos. 

3. Se evaluaron las actividades enzimáticas de lacasa y peroxidasa utilizando 2 ml 

del sobrenadante recuperado. 

Cuantificación de la actividad enzimática de lacasas 

La determinación de la actividad de lacasa se monitoreo por la reacción del ácido 

2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfónico (ABTS por sus siglas en inglés) en buffer 

de acetatos 2M (pH 4.5). En presencia de enzimas oxidativas como las lacasas, el 

ABTS se oxida dando una coloración azul. El coeficiente de extinción molar para el 

ABTS es de 36,000 M-1 cm-1. La Δ Abs se determinó a 420 nm. 

La reacción se llevó a cabo en microplacas de 96 pozos, en las cuales se colocaron: 

• 200 μl del sobrenadante. 

• 90 μl de Buffer de citratos (Anexo 6). 

• 10 μl de ABTS a 30 mM (Anexo 7). 

La lectura se inició al momento de poner el sustrato, justo cuando comienza la 

reacción, tomando lecturas cada minuto durante 15 minutos. 

En este estudio los resultados se muestra la actividad volumétrica, que se define 

como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 μ mol de ABTS/mL/min, 

expresada en U/L. 
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Cuantificación de la actividad enzimática de peroxidasas 

La determinación de actividad de peroxidasas se realizó con el mismo protocolo que 

para las lacasas, con la diferencia de añadir 0.005% de peróxido de hidrógeno 

(H2O2). La medición se realizó a ΔAbs de 414 nm, por la formación del radical del 

ABTS (coeficiente de extinción molar de 36 000 M-1 cm-1). 

Las mediciones tanto para lacasas como para peroxidasas se expresaron como 

actividad volumétrica (U/ml), la cual se define como: la cantidad de enzima que 

produce 1 μ mol de producto por unidad de tiempo (t), en 1 ml. 

La reacción se llevó a cabo en microplacas de 96 pozos, cada pozo contenía: 

• 200 μl de sobrenadante. 

• 80 μl de Buffer de citratos (Anexo 6). 

• 10 μl de ABTS a 30 mM (Anexo 7). 

• 10 μl de H2O2 al 0,005% (Anexo 8).) 

La lectura se inició al momento de poner el sustrato, tomando lecturas cada minuto 

durante 15 minutos. 

Cuantificación del peso seco 

La materia orgánica almacenada previamente en la filtración de los tratamientos fue 

colocada en charolas de aluminio, y dispuesta dentro de un horno durante 72 horas. 

Al finalizar el periodo, se realizó el pesado en una balanza analítica. La pérdida de 

peso se calculó como gramos de peso seco por día. 

Determinación de los hidrocarburos BTX por HPLC 

Para determinar la remoción de los hidrocarburos benceno, tolueno y xilenos, se 

tomaron como 100% las mediciones del día 0. El procedimiento de la muestra que 

se inyecta al HPLC se llevó a cabo como sigue: se realizó una extracción líquido: 

líquido de la muestra con hexano (Hexano 70:30 medio de cultivo), se recolectó el 

hexano a través de una bureta, y se obtuvo una separación de dos fases, de las 

cuales se tomó únicamente la fase formada en la parte superior, es decir la fase 

orgánica, este paso se llevó a cabo dos veces por muestra para extraer la mayor 
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cantidad del hidrocarburo. Posteriormente, el hexano colectado se deja evaporar en 

un rota-evaporador para posteriormente agregar 1 ml de la fase móvil (Metanol-

agua) que utilizará la columna. La separación se realizó usando una columna C-18 

(0,25 mm de diámetro por 30 m de longitud, 0,25 μm de espesor de película) 

utilizando una fase móvil Metanol:H2O (70:30) con un bombeo de 0,8 ml/minuto, con 

temperatura de 30 ºC (Zhu et al., 2016). 
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Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados se sometieron 

primeramente a la prueba de ANOVA de dos vías en el programa GRAPHPad para 

determinar la fuente de variación utilizando un α=0.05%, posteriormente se realizó 

una comparación múltiple de medias para verificar si había diferencias significativas 

entre el control y los tratamientos, utilizando la prueba de Dunnett (Anexo 3). 
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a) 

b) 

Resultados 

Cinética de crecimiento en gasolina 

Se determinó la cinética de crecimiento de A. sydowii-like, P. sanguineus y T. 

atroviride en diferentes concentraciones de gasolina artificial con medio mínimo y 

medio PDA como control positivo. Los resultados se muestran en la figura 3. 
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 Días Días 
a) Cinética de crecimiento de A. sydowii-like, comparando 1%, 2.5%, 5% de gasolina contra el 
control (panel izquierdo) y 7.5% y 10% de gasolina contra el control (panel derecho). 
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 Días Días 
b) Cinética de crecimiento de P. sanguineus, comparando 1%, 2.5%, 5% de gasolina contra el 
control (panel izquierdo) y 7.5% y 10% de gasolina contra el control (panel derecho). 
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c) 
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 Días Días 
c) Cinética de crecimiento de T. atroviride, comparando 1%, 2.5%, 5% de gasolina contra el control 
(panel izquierdo) y 7.5% y 10% de gasolina contra el control (panel derecho). 
    Control     Gasolina 1%   Gasolina 2.5%     Gasolina 5%     Gasolina 7.5%    Gasolina 10% 

 
Figura 3. Cinética de crecimiento de a) Aspergillus sydowii-like, b) Pycnoporus sanguineus, c) 
Trichoderma atroviride, en diferentes concentraciones de gasolina. 

Con los resultados mostrados en la figura 3 se determinó la tasa de crecimiento y el 

porcentaje de inhibición. Los resultados se muestran en las Tablas 3 y 4, estos 

indican que A. sydowii-like puede crecer hasta en 10% de gasolina, presentando 

una inhibición de crecimiento máxima de un 11.31%. Por otro lado, en los medios 

suplementados con gasolina a 12.5 y 15%, la inhibición del crecimiento de A. 

sydowii-like es total, es decir de 100%, no hubo crecimiento. El porcentaje de 

inhibición se empezó a observar en la concentración 7.5%, mientras que la tasa de 

crecimiento fue más alta en la concentración 2.5% de gasolina. 

Por otro lado, para P. sanguineus se observa un porcentaje de inhibición máximo 

de 17.48%, siendo capaz de crecer hasta con un 10% de gasolina. De igual manera 

a las concentraciones 12.5 y 15% ya no se observa crecimiento e igualmente la tasa 

de crecimiento más alta fue a una concentración de 2.5% de gasolina. 

Finalmente, en T. atroviride se observa que puede crecer hasta una concentración 

de 10%, teniendo un porcentaje de inhibición máximo de 30.46%, y teniendo una 

tasa de crecimiento mayor en medio suplementado con gasolina al 5%, en 

comparación con su crecimiento en medio PDA. Igualmente, ya no se observa 

crecimiento en 12.5 y 15% de gasolina. 
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a) 

 A. sydowii-like P. sanguineus CeIBMD001 T. atroviride Talcc3 

PDA 0.292 0.715 0.860 

Gasolina 1% 0.284 1.096 1.010 

Gasolina 2.5% 0.315 0.850 1.365 

Gasolina 5% 0.285 0.910 1.650 

Gasolina 7.5% 0.288 0.616 0.750 

Gasolina 10% 0.255 0.590 0.598 

Gasolina 12.5% 0 0 0 

Gasolina 15% 0 0 0 

Tabla 3. Tasas de crecimiento a diferentes concentraciones de gasolina, en cm por día. 

 A.sydowii-like P. sanguineus CeIBMD001 T. atroviride Talcc3 

Gasolina 1% 0% 0% 0% 

Gasolina 2.5% 0% 0% 0% 

Gasolina 5% 0% 0% 0% 

Gasolina 7.5% 1.52% 13.75% 12.79% 

Gasolina 10% 11.31% 17.48% 30.46% 

Gasolina 12.5% 100% 100% 100% 

Gasolina 15% 100% 100% 100% 

Tabla 4. Porcentajes de inhibición. 

De acuerdo a estos resultados, y de acuerdo al análisis estadístico que arrojó 

diferencia significativa, se opta por utilizar al hongo que creció en menor tiempo y 

que tuvo las tasas de crecimiento más altas, para los experimentos en medio líquido: 

Trichoderma atroviride. 

Cinética de crecimiento en polvo sorbente oleofílico 

Se determinó la cinética de crecimiento de los tres hongos en polvo sorbente 

oleofílico con 1 y 2% en medio mínimo y en medio PDA como control. Los resultados 

se muestran en la figura 4. 
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 Días Días 
a) Cinética de crecimiento de A. sydowii-like en 1% de pso contra el control (panel izquierdo) y 2% 
de pso contra el control (panel derecho). 
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b) 

c) 
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 Días Días 
b) Cinética de crecimiento de P. sanguineus en 1% de pso contra el control, (panel izquierdo) y 
2% de pso contra el control (panel derecho). 
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 Días Días 
c) Cinética de crecimiento de T. atroviride en 1% de pso contra el control, (panel izquierdo) y 2% 
de pso contra el control (panel derecho). 

Figura 4. Cinética de crecimiento de a) Aspergillus sydowii-like, b) Pycnoporus sanguineus, c) 
Trichoderma atroviride, en polvo sorbente oleofílico 1 y 2%. 

Asimismo, con los resultados mostrados en la figura 4 se determinó la tasa de 

crecimiento y el porcentaje de inhibición. Los resultados se muestran en las Tablas 

5 y 6.  

Los resultados indican que A. sydowii-like puede crecer hasta en ambas 

concentraciones de polvo sorbente (1 y 2%), sin presentar inhibición alguna en 

ninguna condición para este experimento. Hay que hacer notar que la tasa de 

crecimiento mayor se observó en la concentración 2% en comparación con el medio 

control.  

Ahora bien, P. sanguineus presenta un porcentaje de inhibición máximo de 6.29%, 

en la concentración 1%, no obstante, en la concentración 2% no se observa 
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inhibición aparente, por el contrario, la tasa de crecimiento aumenta casi el doble en 

comparación con el medio control. 

Para T. atroviride se observa que puede crecer en ambas concentraciones 1 y 2%, 

sin presentar porcentaje de inhibición y con una tasa de crecimiento mayor en la 

concentración 2% en comparación con su crecimiento en medio PDA.  

 A.sydowii-like P. sanguineus CeIBMD001 T. atroviride Talcc3 

PDA 0.288 0.715 0.860 

PSO 1% 0.386 0.670 0.925 

PSO 2% 0.710 1.150 1.135 

Tabla 5. Tasas de crecimiento en concentraciones 1 y 2%, en cm por día. 

 

Tabla 6. Porcentajes de inhibición. 

Cuantificación de las actividades enzimáticas 

Se realizaron experimentos para determinar la actividad de lacasa y peroxidasa en 

el sobrenadante de los cultivos de T. atroviride TaLacc3 crecidos en medio líquido 

suplementado con 10% de los hidrocarburos BTX. Se tomaron muestras de los 

sobrenadantes de estos cultivos en los días 0, 3, 6, 9 y 12, para los tratamientos 

que contenían el hongo, y en los días 0, 6 y 12 para los tratamientos que contenían 

únicamente gasolina y polvo sorbente, con el fin de determinar qué porcentaje de 

gasolina se evapora por sí solo, y qué cantidad absorbe el polvo oleofílico, 

posteriormente se determinaron las actividades de lacasa y peroxidasa. 

Cuantificación de la actividad de lacasa y peroxidasa en cultivos de T. 

atroviride 

Para la cuantificación de lacasas se consideraron únicamente los tratamientos que 

contenían al hongo; Tratamiento A, B y E. En la figura 6 se observa que en los 

tratamientos que contenían el polvo sorbente oleofílico como única fuente de 

carbono se presentó la mayor actividad de lacasas al día 9 (10.96 U/L), mientras 

que para peroxidasas se observa en el día 3 (5.06 U/L).  

 A.sydowii-like P. sanguineus CeIBMD001 T. atroviride Talcc3 

PSO 1% 0% 6.29% 0% 

PSO 2% 0% 0% 0% 
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De manera general, en el tratamiento E, (Mm + polvo sorbente + T. atroviride) se 

observó la mayor cantidad de actividad enzimática de lacasas (figura 5 a), de igual 

forma en la cuantificación de actividad peroxidasas (figura 6 b), también fue el 

tratamiento E el que tuvo mayor actividad, en comparación con los otros 

tratamientos. 

a) 

 

b) 

 

 
Figura 5. Actividad volumétrica de los tratamientos A, B y E, para a) lacasas, y b) peroxidasas 

 

Cuantificación del peso seco 

Para evaluar de forma directa el peso seco se consideraron también los tratamientos 

que contenían al hongo; tratamientos A, B y E, así mismo también se tomó en cuenta 

que en los tratamientos se colocaron 0.6 g iniciales de polvo sorbente y 0.1 g del 

inóculo de T. atroviride, en la siguiente figura se graficó el peso seco descartando 

esos 0.7 g iniciales de polvo sorbente e inoculo. 

 
Figura 6. Peso seco de los tratamientos A, B y E 
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En los resultados obtenidos se observa que, el tratamiento con mayor peso fue el 

que tiene al polvo sorbente oleofílico como única fuente de carbono (E), en seguida 

está el tratamiento A que tiene al polvo sorbente oleofílico y a la gasolina, lo cual 

sugiere la toxicidad de ésta última y finalmente el tratamiento B que contiene como 

única fuente de carbono a la gasolina. 

 

Determinación del porcentaje de remoción por HPLC 

Con el objetivo de determinar el porcentaje de remoción de los hidrocarburos 

aromáticos por T. atroviride, se realizaron análisis por HPLC de los sobrenadantes 

de los cultivos de T. atroviride TaLcc3, suplementado con los hidrocarburos y/o con 

el polvo sorbente en distintos días del cultivo. Como se muestra en la figura 7, el 

análisis por HPLC muestra, los diferentes compuestos y sus respectivos porcentajes 

de remoción. 

Cabe recalcar el objetivo de cada uno de los tratamientos; el tratamiento A, tenía 

como objetivo descifrar el comportamiento de las tres variables juntas (mezcla BTX, 

hongo y polvo sorbente oleofílico), el tratamiento b tenía como propósito observar 

únicamente el comportamiento de la mezcla BTX con el hongo; en el tratamiento C, 

se pretendía dilucidar qué tanto de la mezcla BTX estaba siendo absorbida por el 

polvo sorbente oleofílico, finalmente el tratamiento D tenía como objetivo descartar 

el porcentaje de mezcla BTX que estaba siendo evaporado al solo contener la 

mezcla en el medio mínimo en las mismas condiciones que los demás tratamientos. 

Para el benceno, se observa una remoción máxima de 74%, para el día final de 

incubación. Por su lado, el tolueno llega a 70% de remoción en su último día. Y 

finalmente, el xileno llega hasta 80%. 

En ninguno de los casos se obtuvo un porcentaje total de remoción, es decir, un 

100%, sin embargo, se especula que fue debido al tiempo de incubación, ya que 

otros estudios demuestran una remoción total de este tipo de hidrocarburos hasta 

20 días después de iniciado el tratamiento. 
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a) 

 

 
 

Compuesto 

Porcentaje 

máx. 

removido 

Benceno 74% 

Tolueno 60.6% 

Xileno 

componente B 
79.9% 

Xileno 

componente C 
77.5% 

a)Gráfica de porcentaje descendente de la mezcla BTX en el tratamiento A (medio mínimo, 
gasolina, hongo y pso) 
b) 

 

 

 

Compuesto 

Porcentaje 

máx. 

removido 

Benceno 79.2% 

Tolueno 79.7% 

Xileno 

componente B 
90.7% 

Xileno 

componente C 
88.8% 

b)Gráfica de porcentaje descendente de la mezcla BTX en el tratamiento B (medio mínimo, 
gasolina y hongo). 
c) 

 

 

Compuesto 

Porcentaje 

máx. 

removido 

Benceno 22.9% 

Tolueno 26% 

Xileno 

componente 

B 

26.2% 

Xileno 

componente 

C 

16.4% 

c)Gráfica de porcentaje descendente de la mezcla BTX en el tratamiento C (medio mínimo, 
gasolina y polvo sorbente oleofílico). 
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d) 

 
 

 
 

 

Compuesto 

Porcentaje 

máx. 

removido 

Benceno 20.4% 

Tolueno 20.9% 

Xileno 

componente 

B 

20.6% 

Xileno 

componente 

C 

21% 

d)Gráfica de porcentaje descendente de la mezcla BTX en el tratamiento D (medio mínimo y 
gasolina). 

Figura 7. Grafica de remoción de la mezcla BTX en diferentes tratamientos 
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Discusión 

En el presente proyecto de tesis hemos podido determinar que, tanto como A. 

sydowii-like, P. sanguineus como T. atroviride TaLacc3 son capaces de usar 

gasolina y sus componentes más tóxicos como única fuente de carbono, llegando a 

crecer con concentraciones de hasta 10%. Además, se observó que el crecimiento 

de los hongos fue mayor cuando los medios se suplementaron con polvo sorbente 

oleofílico, lo cual sugiere que el uso de los componentes de la gasolina ocurre a 

través de un co-metabolismo. Estos resultados son relevantes, porque concuerdan 

con reportes anteriormente descritos, en donde hongos filamentosos tienen la 

capacidad de usar hidrocarburos como única fuente de carbono (Dávila, 2006). 

Como ya se ha mencionado, aunque son capaces de crecer tanto en gasolina 

magna como en gasolina artificial, es posible que, por un lado la preferencia por 

consumir lignina limite el consumo de gasolina magna, mientras que, por otro, la 

toxicidad de los componentes BTX de la gasolina artificial limiten la producción de 

las enzimas responsables de la remoción, dicho comportamiento ya fue descrito por 

Li en 2004, donde estudian la degradación de tricloroetileno utilizando gasolina 

como co-sustrato y observan que la degradación de la gasolina pasa a segundo 

término al tener una fuente de carbono más accesible (Li et al, 2004). 

Como era de esperarse, debido a su naturaleza transgénica, T. atroviride produce 

la lacasa de P. sanguineus, pero además sus propias peroxidasas, lo que 

suponemos que le dio mayor potencial para crecer mejor que los otros dos hongos 

probados, en presencia de gasolina. En un estudio con Trametes versicolor se 

demostró que éste degrada fenantreno, con 5 U/ml de actividad de lacasas, en el 

caso de este estudio se obtuvo una remoción de 27.6% para benceno y 30% para 

xileno con 2.41 U/ml. En este trabajo de Tesis se obtuvieron se alcanzó una 

actividad de lacasa de más de 10U/L y una remoción de hasta entre el 66 y el 85% 

de remoción de diferentes componentes en el medio BTX, lo cual seguramente se 

debe a la adición del polvo sorbente oleofílico. Ahora bien, se ha demostrado que la 

producción de enzimas ligninolíticas como las peroxidasas, en Bjerkandera adusta 

cultivado sobre materiales lignocelulósicos como la viruta de madera, alcanza 
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valores de hasta 5,0 U/g por lo que resaltan que la inoculación con este tipo de 

materiales puede favorecer la degradación de suelos contaminados con 

hidrocarburos (Quintero el al, 2006). 

Por otro lado, estudios con hongos de la podredumbre blanca tales como Pleurotus 

sp, han reportado hasta 18,72 U/L de actividad de peroxidasas cuando degradan 

hidrocarburos policíclicos aromáticos (Gómez et al., 2005). Estudios de 

biorremediación de aguas residuales reportan que P. ostreatus tiene actividad de 

Mn-Peroxidasa de hasta 0.45 U/L (Fernández y Henao, 2007), mientras que en este 

trabajo hemos obtenido hasta 0,34 U/L de actividad de peroxidasa durante la 

remoción de hasta un 60% de BTX. 

El mecanismo enzimático para la degradación de hidrocarburos para hongos 

aislados de ambientes contaminados con petróleo ha sido estudiado por Naranjo et 

al., en 2007, en el que reportan la producción de enzimas ligninolíticas, 

principalmente de lacasa y lignina peroxidasa. En nuestro estudio hemos observado 

que, efectivamente hay actividad de lacasa y peroxidasa en los sobrenadantes de 

los cultivos de T. atroviride crecido con gasolina artificial y con polvo sorbente como 

únicas fuentes de carbono. Sin embargo, la cantidad de enzima producida es menor 

cuando se encuentran en conjunto estas dos fuentes de carbono. Esto podría 

deberse a que se activen otras vías de degradación como la del citocromo P450, 

pero habrá que probarlo. 

Hay que hacer notar, que el objetivo de los tratamientos C y D fue evaluar el 

comportamiento de la gasolina artificial con el polvo sorbente oleofílico (Tratamiento 

C) y el comportamiento de la gasolina artificial por si sola (Tratamiento D), por lo 

que, después de realizar las extracciones con hexano se puede distinguir el aroma 

característico de la gasolina en los residuos de polvo sorbente, lo que podría 

concluirse es, que cierta cantidad de los hidrocarburos está siendo absorbida por el 

material lignocelulósico. No obstante, una vez que el polvo absorbe estos 

compuestos BTX, es probable que ahora el hongo se enfrente a la tarea de degradar 

un compuesto mayormente complejo (lignocelulosa y BTX), y le cueste más tanto la 
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producción de biomasa como la producción de enzimas para contender contra este 

nuevo complejo. 

Ahora bien, en la relación que existe entre el crecimiento y la producción enzimática, 

vale la pena mencionar que, en el caso del tratamiento A, recapitulando que este 

tratamiento incluye al polvo sorbente y los compuestos BTX, aunque hay una menor 

producción enzimática, el crecimiento que se observa es mayor, esto puede deberse 

a que el hongo active otras vías de degradación y asimilación como se ha 

mencionado anteriormente (CYP450). Por otro lado, si bien el crecimiento es mayor 

en el tratamiento A, pero no la actividad enzimática, es importante mencionar que 

en el tratamiento B, que únicamente contiene los hidrocarburos con el hongo, el 

crecimiento es menor, pero constante, lo que puede significar que el hongo si 

consume los hidrocarburos, pero en una tasa mucho menor en comparación con el 

consumo de lignina.  
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Conclusión 

Los hidrocarburos del petróleo son nocivos para la salud humana y los ecosistemas. 

Por este motivo, la remediación de sitios contaminados con petróleo es necesaria 

para restaurar la funcionalidad, ya sea para la preservación del medio ambiente o 

para el desarrollo urbano. 

Las tecnologías utilizadas actualmente para eliminar contaminantes de 

hidrocarburos de ambientes naturales son costosas y, a menudo, se llevan a cabo 

directamente en el sitio, lo que también resulta ser laborioso e ineficiente. Las 

tecnologías in situ, por su parte, tienen sus desventajas inherentes, por ejemplo; la 

capacidad solo para tratar tipos de suelo específicos, y en algunas ocasiones el sitio 

no puede reinsertarse a su ambiente nativo después de la remediación. 

Aunque estudios han demostrado que el lirio acuático E. crassipes puede trabajar 

en asociación con microorganismos para remediar las aguas contaminadas de 

petróleo crudo y, por lo tanto, servir como agentes de biorremediación (Omokeyeke 

et al., 2013). En este estudio no existió diferencia significativa entre el tratamiento A 

(que contenía al hongo y al polvo de lirio, junto con la mezcla BTX) y el tratamiento 

B (que contenía únicamente al hongo con la mezcla BTX) en la remoción de 

hidrocarburos, según los resultados por HPLC. Sin embargo, si se observó 

diferencia significativa en cuanto a la producción de las enzimas detectadas 

(lacasas y peroxidasas), por lo que sería interesante utilizar al polvo como 

estimulante para T. atroviride y así obtener las enzimas necesaria para aplicarlas a 

enfoques futuros. 

Entender a fondo la dinámica entre el polvo sorbente y los hidrocarburos es esencial 

para fundamentar experimentos a largo plazo. En los últimos años se ha vuelto 

tendencia utilizar mezclas sintéticas de hidrocarburos, como el BTX, que simulen la 

composición de las sustancias que se derraman accidentalmente en el ambiente, 

como por ejemplo el petróleo y la gasolina. 
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Anexos 

Anexo. 1 Mezcla BTX 

Los cálculos se realizaron para obtener el benceno, tolueno y xileno que se 

encuentra contenido en 10% de gasolina magna. 

En 10% de gasolina, hay: 

0.1108% benceno 

0.87% tolueno 

0.2676% xileno 

El volumen final de cada matraz será de 30 ml, por lo que 10% de gasolina serán: 

0.033 ml benceno 

0.261 ml tolueno 

0.080 ml xileno 
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Anexo 2. Medio mínimo 

Preparación de 1 L de medio mínimo 

CuSO4  7.8 mg 

FeSO4  18 mg 

MgSO4  500 mg 

ZnSO4  10 mg 

KCl   50 mg 

H2HPO4 1 g 

NH4NO3 2 g 
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Anexo 3. Análisis Estadístico 

1. Cuadro de análisis de varianza para A. sydowii-like en gasolina. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados 

Grados 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F P- Value 

Interacción 
Tiempo-Tratamiento 

12.5 
 

50 
 

0.3893  P<0.0001 

Tiempo (Días) 562 10 53.07  P<0.0001 

Tratamiento 29.3 5 8.29 (5,12) P<0.0001 

Total  603.8 65    

 

Test: Prueba de Dunnett, alpha 0.05 

Comparación Media Valor P Significancia 

Control vs. Gasolina 1% 0.465 0.7774 No 

Control vs. Gasolina 2.5% 0.616 0.5746 No 

Control vs. Gasolina 5% 0.656 0.4905 No 

Control vs. Gasolina 7.5% 0.908 0.1813 No 

Control vs. Gasolina 10% 1.25 0.0219 Si 

 

 

2. Cuadro de análisis de varianza para P. sanguineus en gasolina 

Fuente de variación Suma de 
cuadrado

s 

Grados 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F P- Value 

Interacción 
Tiempo-Tratamiento 79.4 50 

1.59  P<0.0001 

Tiempo (Días) 1540 10 154  P<0.0001 

Tratamiento 48.4 5 9.68 (5,12) P<0.0001 

Total  1667.8 65    

 

Test: Prueba de Dunnett, alpha 0.05 

Comparación Media Valor P Significancia 

Control vs. Gasolina 1% -0.0927 0.9998 No 

Control vs. Gasolina 2.5% 0.167 0.9989 No 

Control vs. Gasolina 5% 0.455 0.9463 No 

Control vs. Gasolina 7.5% 1.38 0.2188 No 

Control vs. Gasolina 10% 0.619 0.8123 No 
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3. Cuadro de análisis de varianza para T. atroviride en gasolina 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados 

Grados 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F P- Value 

Interacción 
Tiempo-Tratamiento 171 50 3.42 

 P<0.0001 

Tiempo (Días) 1294 10 129  P<0.0001 

Tratamiento 75.5 5 15.1 (5,12) P<0.0001 

Total  1540.5 65    

 

Test: Prueba de Dunnett, alpha 0.05 

Comparación Media Valor P Significancia 

Control vs. Gasolina 1% -0.462 0.9067 No 

Control vs. Gasolina 2.5% -0.245 0.9943 No 

Control vs. Gasolina 5% 0.0317 0.9999 No 

Control vs. Gasolina 7.5% 1.46 0.1949 No 

Control vs. Gasolina 10% 0.139 0.9997 No 

 

 

4. Cuadro de análisis de varianza para A. sydowii-like en polvo sorbente oleofílico 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados 

Grados 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F P- Value 

Interacción 
Tiempo-Tratamiento 66.0 20 

3.30  P<0.0001 

Tiempo (Días) 512 10 51.2  P<0.0001 

Tratamiento 75.2 2 37.6 (2,6) P<0.0001 

Total  653.2 65    

 

Test: Prueba de Dunnett, alpha 0.05 

Comparación Media Valor P Significancia 
Control vs. PSO 1% -1.44 0.0121 Si 

Control vs. PSO 2% -2.09 0.0019 Si 
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5. Cuadro de análisis de varianza para P. sanguineus en el polvo sorbente 

oleofílico 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados 

Grados 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F P- Value 

Interacción 
Tiempo-Tratamiento 11.1 20 0.556 

 P<0.0001 

Tiempo (Días) 733 10 73.3  P<0.0001 

Tratamiento 5.35 2 2.68 (2,6) P<0.0001 

Total  749.45 32    

 

Test: Prueba de Dunnett, alpha 0.05 

Comparación Media Valor P Significancia 

Control vs. PSO 1% 0.567 0.6073 No 

Control vs. PSO 2% 0.237 0.9165 No 

 

 

6. Cuadro de análisis de varianza para T. atroviride en el polvo sorbente oleofílico 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados 

Grados 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F P- Value 

Interacción 
Tiempo-Tratamiento 35.9 20 1.79 

 P<0.0001 

Tiempo (Días) 607 10 60.7  P<0.0001 

Tratamiento 8.26 2 4.13 (2,6) P<0.0001 

Total  651.16 32    

 

Test: Prueba de Dunnett, alpha 0.05 

Comparación Media Valor P Significancia 

Control vs. PSO 1% 0.455 0.6975 No 

Control vs. PSO 2% -0.242 0.4856 Si 
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