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Resumen

Los derrames de diésel en México han generado gran cantidad de sitios
contaminados que deben ser atendidos. El lavado de suelos con tensoactivos
es una de las técnicas que ha reportado una buena remocion de hidrocarburos,
sin embargo, existe una preocupacién creciente debido al uso de tensoactivos
por su naturaleza no biodegradable, es por lo que se ha dirigido la investigacién
a alternativas bioldgicas extraidas de microorganismos y plantas, conocidos
como biotensoactivos. Estos tienen la caracteristica de reducir la tensién
superficial y ser biodegradables. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
remocion de diésel en suelo empleando un biotensoactivo obtenido de
Agapanthus africanus mediante la técnica de lavado de suelos. La metodologia
empleada abarcé la extraccibn con metanol, la semipurificacion y
caracterizacion del extracto en funcién de sus propiedades tensoactivas como
colapso de gota, indice de emulsificacion y estabilidad de la espuma, debido a
Sus caracteristicas, se eligid el extracto de raiz (ER) para el tratamiento. Se
realizo la intemperizacion del suelo a tratar, se caracterizo y contamind con 50
g/kg de diésel. Posteriormente se realizaron lavados de suelo a 6, 12y 24 h de
tiempo de contacto, asi como concentraciones 1, 2 y 3 CMC (concentracion
micelar critica). El ER logré remover hasta 94.32 % de diésel (3 CMC-24 h). Sin
embargo, los tratamientos de 2 y 3 CMC-12 h son los que cumplen con el limite
maximo establecido para suelo industrial/comercial de la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012. La extraccion de biotensoactivos de plantas y su uso
en el lavado de suelos es una opcion viable para remediar suelos
contaminados con hidrocarburos.

Palabras clave: Contaminacion de suelos, diésel, biotensoactivo,
Agapanthus africanus, lavado de suelos.



Abstract

Diesel spills in Mexico should be attended, soil washing using surfactants is a
technique that has reported high percentages of hydrocarbons remotion,
however, there is a constant concern between society about the use of this non-
biodegradable products, investigation has been directed to biologic extracts
from microorganism and plants known as biosurfactants, these compounds
reduce surface tension and are biodegradable. The objective of the present
thesis was to evaluate diesel remotion on a contaminated soil using a
biosurfactant extract from Agapanthus africanus by the technique of soil
washing. The methodology covered the extraction with methanol, semi
purification and characterization of the extract in function of its surfactants
properties like drop collapse, emulsification index and foam stability. The extract
from the root (RE) was selected for the treatment, the soil to be treated was
weathered, characterized, and contaminated with 50 g/kg of diesel.
Subsequently, soil washings were performed at 6, 12 and 24 h of treatment time
and 1, 2 and 3 CMC (critic micellar concentration). Although the RE achieved
94.32 % of diesel removal with 3 CMC and 24 h of treatment time, the
treatments that comply with the regulation are 2 and 3 CMC with 12 h of
treatment. The extraction of biosurfactant from plants and its use on soil
washing is a viable option to remediate hydrocarbon contaminated soils.

Keywords: soil pollution, diesel, biosurfactant, Agapanthus africanus,
soil washing.
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1. Introduccién

La degradacién del suelo es causada por procesos naturales como la
erosion y acidificaciéon del suelo (Ahmad et al., 2018). Algunas de las
actividades antropogénicas que impactan el suelo son la deforestacién, el uso
intensivo para el cultivo, la contaminacion por fertilizantes e hidrocarburos,

entre otros (Gomiero, 2016).

Dentro de estas causas, la industria petroquimica y actividades como
el almacenamiento, transporte y derrames son cruciales debido a los efectos
negativos que generan en los ecosistemas (Ramirez et al., 2017; Ossai et al.,
2020). Tan so6lo de 2020 a 2022, el numero de tomas clandestinas incremento
en el pais, se tiene registro de al menos 35,196 tomas (Ramirez, 2022).

Se han utlizado técnicas in situ y ex situ para reducir las
concentraciones de los hidrocarburos en suelo (Azubuike et al., 2016). Una de
estas técnicas ex situ es el lavado de suelos, en este tratamiento se adicionan
tensoactivos, los cuales de acuerdo con su origen se clasifican en quimicos y
biologicos, diferentes especies vegetales como Chelidonium majus vy
Helianthus annuus son fuentes de biotensoactivos (Marchut-Mikolajczyk et al.,
2018; Posada-Baquero et al., 2020). Asimismo, se han utilizado biotensoactivos
para mejorar la degradacion de contaminantes en suelo y agua, lo que los
convierte en un método viable para rehabilitar suelos contaminados con
hidrocarburos (Bai et al., 2019; Marcelino et al., 2020).

Agapanthus africanus (AA) es una planta ornamental que se ha
reportado produce saponinas, un grupo de biotensoactivos que, por su origen
microbiano o vegetal, no generen un impacto en otros seres Vivos en
comparacién con sus homélogos. A pesar de esto, no se ha utlizado esta
planta como fuente de tensoactivos para el lavado de suelos (Cawood et al.,
2015; De Anda et al., 2018, Idika et al., 2020). En este trabajo se realizaron
lavados de suelo con el extracto de Agapanthus africanus caracterizado y se

determiné la remocién de diésel en un suelo contaminado.

12



2. Antecedentes
2.1 Suelo

El suelo es el ecosistema que alberga el 25 % de la diversidad biolégica
mundial (Trap et al., 2016). Tiene funciones importantes como el cultivo, el
pastoreo, el soporte para las plantas, hogar para la fauna, entre otras. Sus
funciones biol6gicas e hidrolégicas se encuentran en riesgo por el uso excesivo
y manejo antropogénico, que provoca tanto su erosion como su degradacion
(Kirchhoff et al., 2017).

La contaminacion del suelo es el resultado de la acumulacién de
compuestos generados durante procesos naturales e industriales (Saha y Rao,
2017). Entre los contaminantes que degradan la fertilidad del suelo se
encuentran los plaguicidas, los metales pesados y los hidrocarburos

(Saravanan et al., 2020).

La intemperizacion también conocida como meteorizacion es el proceso
en el que se descompone el material geologico de la superficie terrestre a
través de alteraciones fisicas y quimicas que dan lugar al suelo (Arce et al.,
2015). Los suelos contaminados con hidrocarburos que ademas han pasado
por el proceso de intemperizacion se caracterizan por la acumulacion y la

persistencia de estos contaminantes (Velasco et al., 2003).
2.1.1 Normatividad para suelo

La NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 establece los limites méaximos
permisibles de hidrocarburos en suelos y los lineamientos para el muestreo en
la caracterizacion, asi como especificaciones para la remediacion. Dentro de
esta norma se especifica que el diésel pertenece a la fraccion media que es la
mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contienen entre 10 y 28 atomos de
carbono. De igual manera, se establecen los limites maximos permisibles de
1,200 mg/kg y 5,000 mg/kg para suelo agricola e industrial/comercial,

respectivamente.
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2.2 Contaminacion por hidrocarburos

Los hidrocarburos llegan al suelo a través de fugas durante la extraccién,
corrosion en tuberias o tanques de almacenamiento, extraccion ilegal,
derrames de pipas y en estaciones de servicio (Ranieri et al, 2016; Befkadu y
Chen, 2018), pueden trasladarse a través de la cadena tréfica, causando

mutaciones genéticas (Guarino et al., 2017; Patowary et al., 2018).

En las plantas, los hidrocarburos se transportan al sistema vascular y
deterioran tanto las células como los tejidos, tienden a acumularse en los
cloroplastos por lo que estas lesiones pueden inhibir la fotosintesis (Arellano et
al., 2017), no permiten el acceso a nutrientes y agua ya que restringen el
movimiento de la planta a través del suelo (Truskewycz et al., 2019). También
tiene efectos en el sector econdmico, cuando sucede un derrame, se requiere
de una inversion economica para remediar la zona afectada y evitar dafos a la
poblacién (Zhang et al., 2019).

2.2.1 Contaminacion por diésel

El diésel es un hidrocarburo derivado del petréleo crudo, compuesto de
un 25 % de hidrocarburos aromaticos como los alquilbencenos y naftalenos, el
otro 75 % esta compuesto de alcanos como las parafinas (Jimoh y Lin, 2019).

En la Tabla 1, se mencionan algunas de sus caracteristicas.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del diésel (Atmanli, 2016; Fayyazbakhsh y
Pirouzfar, 2016).

Propiedad Valor Propiedad Valor
Peso molecular 211.29 g/mol Viscosidad 2.8 cSt
Punto de ebullicion 190-280 °C Calor latente de 250 kJ/kg

vaporizacion

Densidad 840 kg/m? Relacion C/H 0.51

14



Los derrames de diésel se dispersan y evaporan debido a su naturaleza:
baja gravedad especifica, baja viscosidad y volatilidad moderada, sin embargo,
este contaminante puede persistir después de adherirse a sedimentos (Sardi et
al., 2016).

El diésel genera cambios en las propiedades fisicas, quimicas y
mecéanicas del suelo como la infiltracién, la humedad, la temperatura y los
nutrientes (Ghasemzadeh y Tabaiyan, 2017, Ramadass et al., 2017). Estos
cambios en las propiedades del suelo suceden debido a que los hidrocarburos
forman peliculas entre las particulas del suelo ocasionando hidrofobicidad y

repelencia al agua (Gordon et al., 2018).

La presencia de diésel en suelo desequilibra la relacion C:N:P debido a
su alto contenido de carbono, lo que provoca una competencia por los
nutrientes, reduce la disponibilidad para las comunidades microbianas e
impacta tanto el crecimiento como desarrollo de las plantas (Sutton et al., 2013;
Hawrot-Paw et al., 2020).

Uno de los procesos mediante los cuales se reduce este contaminante
del suelo es la atenuacion natural, que implica la transformacion a productos
inocuos a través de procesos naturales como la degradacion microbiana,
volatilizacion, sorcion e inmovilizacion. Sin embargo, este proceso puede no
funcionar si el sitio no tiene los microorganismos o nutrientes que degradan los
contaminantes (Megharaj y Naidu, 2017). Ademas, la tasa de degradacién del
diésel en el suelo es de hasta 12 meses, por lo que su remediacién es un
campo de gran interés. Se han estudiado y propuesto diferentes alternativas

para remover este contaminante del suelo (Baymar, 2020; Huang et al., 2020).
2.3 Tratamientos para suelos contaminados con diésel

Los métodos para la remediacion de suelos contaminados con diésel
pueden ser bioldgicos, quimicos y fisicos, a continuacion, se describen algunos
de los tratamientos reportados para remover este contaminante (Ossai et al.,
2020).

15



2.3.1 Tratamientos biolégicos

Uno de estos tratamientos es la bioaumentacién que consiste en afadir
microorganismos al suelo capaces de metabolizar un contaminante especifico,
algunos ejemplos son microorganismos genéticamente modificados y biomasa

autéctona enriquecida en presencia del contaminante (Bosco et al., 2020).

Otro ejemplo es la vermirremediacion, este tratamiento consiste en
introducir lombrices a suelos contaminados puesto que facilitan la remocion del
contaminante, transforman las propiedades quimicas del suelo, mejoran la
aireacion y hacen accesibles los contaminantes para los microorganismos
(Chachina et al., 2016).

2.3.2 Tratamientos quimicos

La oxidacion quimica transforma a los hidrocarburos de cadena larga en
compuestos menos complejos y biodegradables tanto en suelo como en aguas
subterraneas. Los procesos oxidantes mas utilizados son: el peréxido de
hidrégeno (H203), ion persulfato (S20g?), ion permanganato (MnOgs), 0zono
(O3) y el proceso Fenton (Apul et al., 2016; Zhou et al., 2019).

Por otra parte, la remedicacion electrocinética es un tratamiento que
utiliza bajos niveles de corriente eléctrica entre electrodos formando un campo
eléctrico en el suelo contaminado. Sin embargo, el proceso puede alterar el pH

y no es efectivo en bajas concentraciones de hidrocarburos (Lim et al., 2016).
2.3.3 Tratamientos fisicos

Entre estos tratamientos se encuentran la aglomeracion con carbén, gse
utiliza este tratamiento para recuperar el contaminante de los sedimentos,
puesto que el diésel actia como un aglutinante que une las particulas de
carbén. Es una técnica sencilla, econdmica, que requiere baja presion y

temperatura (Agarwal y Liu, 2015).
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2.3.3.1 Lavado de suelos

Es un proceso fisico ex situ e in situ que remueve contaminantes
organicos e inorgénicos del suelo (Olasanmi y Thring, 2020). El lavado facilita
el transporte de hidrocarburos del suelo a la fase acuosa mediante la aplicacion
de agentes extractores llamados tensoactivos que aumentan la solubilidad
entre las fases hidrocarburo-agua. Los hidrocarburos se separan del suelo
porque son absorbidos por las micelas que forman los tensoactivos (De Melo et
al., 2019; Liu et al., 2020).

La detergencia es una aplicacion de los tensoactivos, los cuales la
mejoran al reducir la tension interfacial entre la solucion y el suelo, el
contaminante se puede remover posteriormente por mecanismos de

desprendimiento (Attaphong y Sabatini, 2017).
2.4 Tensoactivos

Los tensoactivos son compuestos anfifilicos por lo tanto cuentan con una
parte hidrofilica y una hidrofobica. La parte hidrofilica puede ser un
carbohidrato, aminoacido, péptido ciclico, fosfato, acido carboxilico, una amina
0 un alcohol, mientras que la parte hidrofébica es una cadena larga de acidos
grasos, hidroxiacidos o a-alquil-B-hidroxilo (Santos et al., 2016; Elkhawaga,
2018).

Los tensoactivos se clasifican segun su estado de ionizacién en la
solucion acuosa como: aniénicos con el grupo hidrofilico negativo, catiénicos
con el grupo hidrofilico positivo, anféteros con caracteristicas aniénicas y
cationicas, finalmente, los no idénicos que no se ionizan en solucion acuosa
(Kamal et al., 2017; Santos et al., 2018).

A través de la adicion de tensoactivos al suelo, se puede mejorar la
remocion de hidrocarburos mediante los mecanismos de solubilizacion y
movilizacion. El primer mecanismo aumenta la solubilidad de los contaminantes
de caracter hidrofobo y los transfiere a la fase acuosa, esto sucede por debajo

de la concentracibn micelar critica (CMC) del tensoactivo, que es la

18



concentracion de tensoactivo que se requiere para la formacion de micelas.
Posteriormente, en la movilizacion se desplaza el hidrocarburo a través de una

reduccién en la tension superficial entre el agua y el contaminante como se

muestra en la Figura 1 (Scholz et al., 2018; Karthick et al., 2019).

Figura 1. Mecanismos solubilizacion y
movilizacion de los tensoactivos
(Adaptado de Karthick et al., 2019).

Una de las propiedades que caracteriza a los tensoactivos es el balance
hidrofilico lipofilico (HLB), el cual es un valor que se calcula a partir de la
estructura molecular del tensoactivo, ayuda a clasificar a los tensoactivos no
ibnicos de acuerdo con sus aplicaciones. El HLB del tensoactivo se compara
con los valores establecidos para el acido oleico (HLB=1) y oleato de sodio
(HLB=20), valores cercanos a 1 indican emulsiones estables en el sistema

agua-aceite y valores cercanos a 20 representan valores de emulsiones
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estables en aceite-agua (Linke, 2009; Jiménez et al., 2010). En la Tabla 2 se
mencionan algunas de las aplicaciones de los tensoactivos no ionicos de

acuerdo con su rango de HLB.

Tabla 2. Aplicaciones de los tensoactivos no ioénicos con base en su HLB
(Jiménez et al., 2010, Hong et al., 2018).

HLB Aplicacién

1-3 Cosmética, alimentos e industria farmacéutica
4-6 Emulsionantes para sistemas agua-aceite

7-9 Agentes humectantes

8-18 Emulsionantes para sistemas aceite-agua
13-20 Detergentes

Los tensoactivos tienen muchas aplicaciones, algunas industrias donde
se utilizan son: alimentaria, cosmética, farmaceéutica, detergentes, lubricantes,
asi como la remediacion de sitios contaminados, recuperacion y limpieza de

tanques de petroleo (Ferreira et al., 2017; Farias et al., 2019).
2.4.1 Biotensoactivos

Son tensoactivos de origen biologico, algunas de sus fuentes son los
microorganismos como: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Candida
lipolytica y otros provenientes de plantas como: Zea mays (Maiz) que produce
fosfolipidos y Polypodiophyta (Helechos) que genera glicolipidos. Algunas
plantas productoras de saponinas son: Quillaja saponaria (Quillay), Sapindus
mukorossi (Jaboncillo), Sida cordifolia (Escobilla), Camellia (Camelia) y
Agapanthus africanus (Lirio africano) (Ballesteros et al., 2013; Ahmad et al.,
2018).

20



Estas sustancias tienen mayor actividad superficial que los tensoactivos
guimicos, mayor biodegradabilidad, alta tolerancia a factores ambientales como
pH y temperatura (Lima et al., 2017 y Karlapudi et al., 2018).

2.4.1.1.1 Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundario que poseen propiedades
detergentes y producen espuma estable en agua (Sofla et al.,, 2016). La
presencia de saponinas en las plantas les permite defenderse contra
patdgenos y herbivoros, su estructura consiste en dos partes: una aglicona
llamada sapogenina conectada con una, dos o tres cadenas de carbohidratos
como se muestra en la Figura 2 (Ligor et al., 2018).

Carbohidrato

COOH

Aglicona

Figura 2. Estructura quimica de las saponinas.

Las agliconas pueden ser: (a) triterpenoides o (b) esteroidales. Las
primeras contienen un anillo furano y un anillo pirano. Por otra parte, las
triterpenoides son agliconas unidas a uno o mas carbohidratos como se
muestra en la Figura 3 (Zhao y Li, 2018; Nguyen et al., 2020).

o R
) % R

a)

[

Figura 3. Estructura quimica de las agliconas

triterpenoides y esteroidales.
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La concentracion micelar critica de estos compuestos varia entre
saponinas y sus extractos, por ejemplo, la CMC para la Quillaja saponaria
oscila entre 0.013 a 0.7 g/L (Bottcher y Drusch, 2017).

Se ha reportado el uso de saponinas para remover contaminantes como
metales pesados e hidrocarburos. En un estudio realizado por Cay (2016) se
utilizaron 25 mg de saponinas extraida de Camellia sp. por kilogramo de suelo
para mejorar la remediacion de cadmio en Amaranthus caudatus, logrando una
acumulacién de 74.28 mg de cadmio/kg de suelo. Por otra parte, Huang et al.
(2020) lograron una remocion de 30 % de diésel en suelo contaminado con 1

g/L de saponinas mediante lavado de suelos.
2.5 Agapanthus africanus

La familia Amaryllidaceae es un grupo de plantas perennes originarias
del sur de Africa que se cultivan alrededor del mundo. El grupo esta
conformado por 10 especies, de las cuales tres se consideran perennes y siete

de hoja caduca (De Souza et al., 2017).

Esta familia tiene la caracteristica de desarrollarse bien en condiciones
secas debido a su gran masa de raices (Singh y Baijnath, 2018). Los
principales componentes de Agapanthus africanus (Figura 4) son espirostano,
furostano, saponinas y sapogeninas (Balogun y Ashafa, 2019). Se han aislado
tres saponinas esteroidales de las raices de Agapanthus africanus (Agyare et
al., 2013).

Figura 4. Flor de Agapanthus africanus (Boshoff, 2016).
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Las hojas de AA se utilizan en la industria cosmética, es una especie
conocida por sus valores ornamentales y medicinales (Mwinga et al., 2019). De
igual manera, el extracto de Agapanthus africanus posee propiedades
antibacterianas, ademas se utiliza como antifangico contra Botrytis cinerea y

Sclerotium rolfsii en otras plantas vegetales (Sernaité, 2017)
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3. Hipdtesis

Las saponinas extraidas de Agapanthus africanus tienen capacidad
biotensoactiva que favorecera la bioremediacién de suelo contaminado con

diésel mediante la técnica de lavado de suelos.
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4. Objetivo general

Determinar la remocién de diésel mediante lavado en un suelo
intemperizado empleando un biotensoactivo de tipo saponinas obtenido de

Agapanthus africanus
4.1 Objetivos especificos

® Obtener y evaluar la actividad tensoactiva de los extractos metandlicos
obtenidos de raiz, tallo y hojas de Agapanthus africanus.

® FEvaluar los parametros de concentracion y tiempo de contacto en el
lavado de suelo contaminado con diésel utilizando el extracto de
Agapanthus africanus.

® Comprobar que el tratamiento que cumple con los limites maximos
permisibles establecidos por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 para

suelo agricola e industrial.
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5. Metodologia

5.1 Material biolégico y reactivos

Se obtuvo un lote de plantas de Agapanthus africanus en fase desarrollo
vegetativo con un proveedor en Querétaro, Qro, México. Todos los reactivos
empleados fueron de grado técnico, excepto aquellos para técnicas analiticas.

5.2 Suelo

El suelo fue extraido de las areas verdes aledafias al Parque
Biotecnoldgico de la Universidad Autonoma de Querétaro, Querétaro, mediante

un muestreo aleatorio estratificado.
5.3 Obtencidon de extracto

Se utiliz6 el método de maceracion, para ello la raiz, tallo y hojas de
Agapanthus africanus fueron lavadas con agua de la llave, se pesaron y
secaron a 60 °C en un horno (AP120 Dynamica) por 24 h. A la materia seca de
cada parte de la planta se le afiadieron 150 mL de metanol al 70 %, las
muestras se homogenizaron (Ultra turrax T25) durante 2 ciclos de 30 min cada
uno. Después se colocaron en la incubadora (Eppendorf AG 22331
Thermomixer, Brinkmann Instruments) con agitacion a 140 rpm por 24 h, se
filtraron usando papel filtro Whitman namero 1, las muestras filtradas se
colocaron en el rotovapor a 60 °C para remover el metanol y concentrar la

muestra (Chavez-Santoscoy et al., 2013; Mostafa et al., 2013).

La semipurificacion se realizd6 con la metodologia propuesta por
Tagousup et al. (2018) con ligeras modificaciones. En un embudo de
separacion, se afiadieron 10 mL de extracto y 10 mL de acetato de etilo, se
decanto, este procedimiento se repitié dos veces, la solucion se lavé con 10 mL
de butanol, finalmente se evaporé el solvente para obtener el extracto

semipurificado, este procedimiento se realiz6 para las tres partes de la planta.
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5.3.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

Para la TLC se utilizaron placas de silice gel Fzss como fase
estacionaria, como fase mévil CHCl;:MeOH: H,O (70:28:2, v/v). Las muestras
se aplicaron en las placas con capilares a 0.8 cm de altura. Se dejaron secar
las placas, se insertaron en la camara que contenia la fase mdvil,
posteriormente se esperd a que eluyeran las muestras, se retird la placa de la
camara cuando lleg6 a la linea de referencia, se observé a luz UV a 254 y 366
nm (Sanchez-Medina, 2010).

Posteriormente se calcularon los factores de retencion (Rf) de cada

extracto con la Ecuacion 1:

_ distancia recorrida por el compuesto desde el origen
distancia recorrida por la fase movil

5.3.2 Grupos funcionales
5.3.2.1 FTIR

Para identificar los grupos funcionales en el biotensoactivo se utilizé la
espectroscopia infrarroja de la transformada de Fourier (FTIR) (PerkinElmer
Spectrum 100) de 400 a 4000 cm 1. Se midi6 la absorbancia de cada uno de

los extractos en seco (Almansoory et al., 2019).
5.3.3 Cuantificacion de saponinas

Se preparé una curva de calibracién con concentraciones de 0.5, 2, 5, 8
y 10 mg/mL de reactivo saponinas (Sigma-Aldrich, sapogeninas 8-25 %). Para
la cuantificacion se prepararon soluciones con 1 mg/mL de extracto, se
colocaron 500 pL de esta solucién, 500 pL de vainillina al 4 % en CHCI3; (p/v) y
2.5 mL de H,SO, al 2 % (v/v). Estds muestras se calentaron a 60 °C por 15
min, después se colocaron en un bafio frio por 5 min. Se realiz6é un barrido para
determinar la longitud de onda adecuada, se leyo en el espectro UV-Vis, el

contenido de saponinas se reporté en mg/g (Le et al., 2018).
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5.3.4 Balance lipofilico hidrofilico (HLB)

Se calcul6 el HLB de la molécula propuesta por Cawood et al. (2015)
con el método de Davies que propone la Ecuacion 2, se utilizé la Tabla 3 para
determinar el aporte de cada grupo.

HLB =7 + X grupos hidrofilicos - Z grupos lipofilicos.............cccooiiiiiiiiinnn. (2)

Tabla 3. Aporte de grupos en el método de Davies
(Navarro, 2017).

Grupo Aporte del grupo
CH -0.475

-CH,- -0.475

Ester (libre) 2.4

-OH (libre) 1.9

-O- (éter) 1.3

-COOH 2.1

5.4 Evaluacion de la actividad tensoactiva de los extractos

5.4.1 Colapso de gotay vida media de la espuma

La prueba de colapso se realiz6 con una gota de petroleo crudo, se
midi6 el diametro de la gota, posteriormente se agregd una gota de cada uno
de los extractos acuosos por separado, se dej6 reposar durante 1 min,
transcurrido el tiempo, se midié6 nuevamente el diametro de la gota. Se registro
como + si el petroleo se esparcié de 0.5 a 1.5 mm respecto al control y como —
si el didmetro fue menor a 0.5 mm. Se realiz6 la comparacion con agua
destilada como control negativo y Tween 80 como control positivo, por
triplicado (Yalgin et al., 2018).

Para determinar la vida media de la espuma, se prepararon 60 mL de
extractos de raiz (ER), tallo (ET) y hoja (EH) a una concentracion de 0.4 %. Se
bombeo aire con una bomba a través de una columna graduada a un caudal de

35 mm?3/s. La generacion de espuma se detuvo cuando la espuma alcanz6 un
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volumen de 150 mL. Se inicié a contar el tiempo, se detuvo cuando la espuma
bajoé por la columna hasta 75 mL, el resultado se report6 en funcion del tiempo
(Yekeen et al., 2020).

5.4.2 Indice de emulsificacion

También conocido como E»s, se utilizaron 2 mL de diferentes solventes
organicos (CHClj, CgH1gy C;Hg) y 2 mL de cada uno de los extractos, se agitd
mecanicamente (Corning Vortex) durante 2 min. La medicién de la altura de la
emulsion se realiz6 después de 24 h y el resultado se expresd como porcentaje

de acuerdo con la Ecuacion 3 (Almansoory et al., 2019).

Altura de la emulsién>

Indice de emulsificacion = ( Altura total

Los resultados se compararon con agua destilada como control negativo.

5.4.3 Tension superficial y concentracion micelar critica

Para medir la tension superficial (TS) se utilizé el tensidmetro Kriss con
el anillo de Du Nouy, se calent6 el anillo hasta que estuvo al rojo vivo para
eliminar cualquier contaminante y se dejé enfriar a temperatura ambiente, se
sumergio en los extractos, se determind este valor a concentraciones de 0.01,
1, 5, 10 y 25 g/L, se graficé la concentracion vs la TS, la cual se reportd en
mN/m (Machale et al., 2019). La CMC se obtuvo mediante el método grafico, el
cual consistio en trazar dos lineas que pasaban por los puntos de la grafica de
concentracion vs TS, el punto donde se interceptan estas lineas representa la
CMC de cada extracto (Ayele et al., 2020).

5.4.4 Actividad hemolitica

Para esta prueba se utilizé sangre de ratas macho cepa Wistar de 275 a
325 g. Los eritrocitos se lavaron tres veces con solucion de Alsever (D-glucosa
120 mM, citrato de Sodio 30 mM, NaCl 7 mM y &cido citrico 2 mM), se
centrifugaron durante 4 min a 4 °C (Hermle Z 323 K, Lab-Tech
Instrumentation). Posteriormente, los eritrocitos se diluyeron en solucion

Alsever al 1 % (v/v) y se afadieron diferentes concentraciones (0.0001,
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0.000316, 0.001, 0.01, 1, 10 y 100 mg/mL) a los extractos. Las muestras se
incubaron a 37 °C durante 30 min (Eppendorf AG 22331 Thermomixer,
Brinkmann Instruments). Después se centrifugaron durante 4 min a 2,500 rcf, el
sobrenadante que contenia la hemoglobina liberada de los eritrocitos se midié
en un espectrofotometro a 415 nm. Una unidad hemolitica (UH50) se definio
como la cantidad de muestra necesaria para provocar una hemolisis del 50 %
(Garcia-Arredondo et al., 2014).

Adicionalmente, se llevd a cabo una prueba en donde se puso en
contacto Agapanthus africanus con suelo contaminado, sin la extraccién del
biotensoactivo, se midi6 el impacto de la contaminacién en la planta a través

del contenido de clorofila.
5.4.5 Remediacion de suelo contaminado

La remediacion se realizO con suelo intemperizado. Se realizaron dos
tratamientos: 1) AA con suelo contaminado y 2) AA con suelo control, por
triplicado cada muestra. Las muestras se mantuvieron a 25 £ 2 °C durante 30 d
(Mendarte-Alquisira et al., 2017).

5.45.1 Sintomas y clorofila de las plantas

Se registro los sintomas en las hojas y tallos de las plantas como: (1)
clorosis, (2) marchitamiento, (3) rizado de los bordes de las hojas al ser

expuestas al suelo contaminado (Balliana et al., 2017).

El efecto de diésel en las plantas se midi6 a través del contenido de
clorofila en las hojas, para ello se utilizaron 0.5 g de hoja fresca recortada, se
afiadieron 10 mL de acetona a 4 °C, se centrifugaron las muestras a 2,400 rpm
por 10 min. Se midié la absorbancia del sobrenadante a 645 nmy 663 nm en el
espectrofotometro UV-vis, se utilizé acetona como blanco (Gdurtler et al., 2018,
Baoune et al., 2019). Para calcular la clorofila a y b se usaron las Ecuaciones 4

y 5, los resultados se reportaron en mg/g (Ruiz-Santiago et al., 2019):

Clorofila A = (12.7 x lecturaggs) - (2.69 xlecturagss).......cocoveviiiiiiiiiianannn, 4
Clorofila B = (22.9 X I€CIUIragas5) . «uvv v (5)



5.5 Evaluacion del lavado de suelos

5.5.1 Contaminacion e intemperizacion de suelo

Se tamizé el suelo tomado de las areas verdes adjuntas al Parque
Biotecnologico (20.590499, -100.412633) en malla de 2 mm, posteriormente se
contaminé con 50 g de diésel/kg de suelo. Se colocaron 16 kg de suelo en
ciclos de 12 h a 4 °C (Vr08 Imbera) y de 12 h a 40 °C (AP120 Dynamica) por
tres semanas para su intemperizacion, a la par se tomaron muestras de 100 g
de suelo y se almacenaron (Corona, 2020). Las propiedades fisicoquimicas de
los suelos que se enlistan a continuacion fueron evaluadas de acuerdo con la
metodologia establecida en la NOM-021-RECNAT-2000 y otros autores.

5.5.1.1 Propiedades fisicas del suelo

La textura se obtuvo a través del procedimiento de Bouyoucos
establecido por la NOM-021-RECNAT-2000. Se pesaron 60 g de suelo, se le
afiadieron 20 mL de H,0O, al 35 %, se evaporo el peroxido de hidrogeno en el
horno y se repitié este paso para oxidar la materia organica. Posteriormente se
afiadieron 125 mL de agua destilada, 2.5 mL de oxalato de sodio al 30 % y 2.5
mL de carbonato de sodio (0.5 %) al suelo, se agito la muestra por 5 min, se
transfirié la solucién a una probeta de 1 L y se afor6 a un litro. Se agito
manualmente la muestra y se tomd la lectura de temperatura y densidad a los
40 s con el densimetro de Bouyoucos, se dejo reposar 2 h, nuevamente se
tomo la lectura de temperatura y densidad. Estos ensayos fueron realizados

por duplicado.

Para obtener la textura del suelo se corrigio la medicion de temperatura,
afiadiendo | 0.36| por cada grado centigrado arriba de 19.5 °C. La lectura
corregida de temperatura a los 40 s es igual al porcentaje de arcilla 'y limo (AL),
los porcentajes de arena, limo y arcilla se determinaron con las Ecuaciones 6, 7

y 8:
Yo arenNa = 100 - AL ....eieii i (6)

% arcilla =temperatura corregidaalas 2 h..................o, (7
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% limo=100-% arena-% arcilla.............coooiiiii (8)

La densidad aparente se obtuvo a través del método de la parafina, se
formaron cuatro terrones de suelo de 2 cm de didmetro cada uno, se les
amarraron hilos y se pesaron (peso humedo), se secaron a 105 °C por 24 h'y
se volvieron a pesar (peso seco). Posteriormente se calentdé parafina, se
sumergieron los agregados, se dejaron solidificar y se pesaron (peso parafina),
finalmente se pesaron los agregados sumergidos en un vaso de precipitados
con agua de la llave (peso de volumen desplazado) (Villasefior, 2015). Se
determiné la densidad aparente con las Ecuaciones 9, 10 y 11:

_ Peso pararfina - Peso seco
- 0.9 ................................................................

Vp

Vt=Peso de volumen desplazado - VP.....coeiieiiiiiii i

Da = Pesoseco ¢
a= Vi gy s

5.5.1.2 Propiedades quimicas del suelo

Para la determinacion de pH de los suelos, se pesaron 10 g de suelo, se
afiadieron 20 mL de agua destilada, se agit6 manualmente, se dejo reposar 15
min, se inserto el electrodo del potenciometro (Orion Star A211) en la solucién

y se registro el valor obtenido de pH.

La materia organica se determiné realizando una curva de calibracion a
partir de una solucién patrén de sacarosa al 5 % a concentraciones de 5, 10,
20, 25y 30 mL en 100 mL. Posteriormente se pesé 1 g de muestra de suelo
control y suelo contaminado, se afiadieron 5 mL de K,Cr,0O; y 10 mL de H,SO,
al 96 %, se aforaron y se dejaron reposar 24 h, pasado el tiempo se leyeron a
590 nm en el espectrofotometro y se calcul6 el contenido de materia organica

con la Ecuacion 12 (Aleman y Guido, 2016).

g > Lectura de absorbancia

[COl (@ - Pendiente de la curva masa de la muestra
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5.5.2 Lavado de suelo

El lavado se realiz6 con la metodologia propuesta por Zamudio-Pérez et
al. (2013) con modificaciones. Se colocaron 18 g de muestras de suelo
contaminado en frascos de vidrio de 355 mL, se afiadieron 30 mL de extractos
en concentraciones de 0.7, 1.4 y 2.1 mg/mL. Se mezclaron con agitacién de
200 rpm utilizando la incubadora para mantener la temperatura a 30 °C durante
6, 12 y 24 h. Se utiliz6 agua y Triton X-100 como control negativo y positivo,
respectivamente. Transcurrido el tiempo, se detuvo la agitacién, se dej6
sedimentar el suelo para la posterior decantacién de la solucion de lavado.

Estos ensayos fueron realizados por triplicado.
5.5.3 Cuantificacion de diésel

El diésel residual se determind por el método gravimétrico propuesto por
Mufioz (2021). Las muestras se centrifugaron a 3 rcf por 5 min para separar la
solucion de lavado del suelo. Se afadieron 100 mL de hexano al suelo y se
coloco en agitacion a 200 rpm por 2 h. Posteriormente, se evaporo el hexano
en el rotovapor y se peso el diésel residual. El porcentaje de remocion se
determiné de acuerdo con las Ecuaciones 13y 14:

diésel después del tratamiento

Diésel removido: T T T T T T T (13)
diésel inicial en el suelo

diésel removido
— — X
diésel inicial en el suelo

% remocion:
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6. Andlisis estadistico

El disefio experimental que se utilizé para el lavado de suelo fue factorial
(Tabla 4), de dos factores y tres niveles cada uno: tiempo de contacto (6, 12 y
24 h) y la concentracion de biotensoactivo (1, 2 y 3 CMC). Cada muestra se
realiz6 por triplicado. Se determinaron la CMC y el tiempo de contacto a la que
se removi6 la mayor cantidad de diésel, se examiné por analisis de varianza de

una via con prueba de Tukey p < 0.05 en el software Minitab.

Tabla 4. Disefio experimental factorial 3 de tiempo de contacto contra

concentracion.

Corrida Tiempo de Concentracion
contacto (h)

CMC (mg/mL)
1 6 1 0.7
2 12 2 1.4
3 24 3 2.1
4 6 1 0.7
5 12 2 14
6 24 3 2.1
7 6 1 0.7
8 12 2 14
9 24 3 21
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Bioética en la investigacion y buenas practicas de laboratorio

Durante la realizacion de este trabajo se cumplieron buenas practicas de
laboratorio y se siguieron los lineamientos establecidos por el comité de
seguridad e higiene de la Facultad de Quimica. Se utilizé equipo de seguridad
personal como bata, guantes y lentes, se realizo el registro de procedimientos y
resultados en la bitacora personal y de los equipos, respectivamente. Asi
mismo, se almacenaron y dispusieron de manera adecuada de los residuos y
reactivos empleados. El laboratorio tuvo los requerimientos de seguridad como

lavaojos, botiquin de primeros auxilios y manuales de equipos.
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7. Resultados y discusion
7.1Suelo

De acuerdo con el método de Bouyoucos, el suelo pertenece a la
fraccion franco arcillo arenoso, la caracterizacién se muestra en la Tabla 5. La
textura franca arcillo arenosa permite que se utilicen técnicas de remediacién

ya que el suelo no retiene el contaminante (Abdel-Moghny et al., 2012).

Tabla 5. Caracterizacién del suelo para el tratamiento

Parametro Valor obtenido Valor de Autor
referencia
pH 7.42+0.032 7.28 Candemir y Gllser,
2010
Conductividad 7.16+1.25° 2.10° Candemir y Guilser,
eléctrica (Ds/cm) 2010
Densidad 1+0.18¢ *1.55¢ Prieto-Méndez et al.,
aparente (g/cm?3) 2014
Textura Arena 77.10 %, ***Arena Chaudhari et al., 2013

limo 0.68 % y 67.25 %,
arcilla22.22% 1limo 5.75 %

Materia organica 2.95+0.06¢ **xg,38¢ Chaudhari et al., 2013
(9/kg)

Se muestra el promedio de 3 repeticiones. Letras diferentes en cada renglén se consideran

estadisticamente diferentes (p < 0.05).

Se ha reportado que la remocion de diésel mediante lavado de suelo
aumenta en el rango de pH de 7 a 10, debido a la naturaleza no iénica del
biotensoactivo, este parametro no deberia verse afectado (Huang et al., 2020).

Por otra parte, la conductividad se encuentra entre 0 a 20 Ds/cm, por lo que se
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trata de un suelo no salino, lo que no representa un inconveniente en el
tratamiento de lavado (Ali, 2010).

La biodisponibilidad del contaminante se ve impactada por la adsorcién
de diésel en la materia organica, lo cual afecta el proceso de remediacién
(Chen et al., 2020). Sin embargo, el uso de tensoactivos puede evitar esta
limitante (Taccari et al., 2012). Particularmente, las saponinas se unen
débilmente al suelo debido a la repulsién electrostatica entre la parte hidrofilica
de las moléculas de saponina y la superficie del suelo. Esto se convierte en una
ventaja en la remediacién de suelos con bajo contenido orgéanico (Soltaninejad
et al., 2016).

7.20btencidon de extracto

Se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 6 para las tres partes
de AA.

Tabla 6. Cantidad de extracto obtenido en las partes de la planta.

Parte de la planta mg/g de planta
Raiz 9.66+3.262
Tallo 6.16+0.292
Hoja 9.19+0.282

Se muestra el promedio de 6 repeticiones. Letras diferentes en

cada renglon se considera estadisticamente diferentes (p < 0.05)
Mientras que para Olea Europea se obtuvo 0.27 mg/g de extracto de
tallo/hoja mediante maceracion, con AA se extrajo casi 57 veces mas mg/g de

ET/EH (Dauber et al., 2022). El tiempo de extraccion es un factor importante,

se han reportado tiempos de hasta semanas, por lo tanto, se opté por la
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agitacion mecénica para reducir el tiempo de contacto entre la planta y el
solvente a 24 h (Cheok et al., 2014). La maceracion presenta las ventajas de
no requerir energia para el calentamiento, ademas esta extraccion facilita la
penetracion del solvente debido a que rompe la membrana lipidica y favorece
la liberacion de saponinas (Saleri et al., 2017).

7.3Caracterizacion del extracto
7.3.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

En la Figura 5, se muestran las placas de TLC con los tres extractos
aplicados, mientras que la Tabla 7 se reportan los factores de retencién (Rf) de
cada extracto.

Figura 5T y EH en placas de cromatografia a 254 nm (izquierda)
y 366 nm (derecha).

Tabla 7. Factores de retencion de los extractos de AA.

No. ER ET EH ER ET EH
254 nm 366 nm

1 0.27 cm 0.69 cm - 0.30cm 0.08 cm -

2 0.52 cm 0.89 cm - - 0.69cm -

Los extractos que presentaron los mismos valores de factores de

retencion (Rf) contienen compuestos similares (Sharma y Paliwal, 2013). El
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estandar de Quillaja saponaria presentdé Rf de 0.13, 0.17 y 0.21, mientras que
ET mostr6 una banda en 0.08 cm, que pueden asociarse a la presencia de
saponinas polares como los bidesmésidos en estas partes de la planta (Sastre
et al., 2016, Thalhamer y Buchberger, 2021).

7.3.2 Grupos funcionales

7.3.2.1  Espectroscopia infrarroja de la transformada de
Fourier (FTIR)

El FTIR para los extractos de raiz, tallo y hojas se muestra en la Figura
6. Las bandas encontradas se relacionaron al grupo hidroxilo (3329 cm™ty 3345
cm?, vibracion de tension), el grupo metilo (2929 cm?, tensién simétrica), los
grupos carboxilicos se encontraron en los picos de 2800 a 3000 cm, el grupo
alqueno (1630 cm™ y 1639 cm?, vibracion de tension), la sefial detectada entre
1039 y 1377 cm es caracteristica del grupo éter (vibraciéon de tension) (Yu y
He, 2018; Rani et al., 2021). Estas absorciones también han sido reportadas
por Almutari y Ali (2015), asi como por Machale et al. (2019). La presencia de
estos grupos funcionales en el FTIR de los extractos y la similitud con el
reactivo saponina sugiere la presencia de saponinas.
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Figura 6. FTIR del reactivo Quillaja saponaria, EH, ERy ET.

7.3.3 Cuantificacién de saponinas

39



En la Tabla 8 se muestra el contenido por parte de la planta, los valores
se presentan como contenido de sapogeninas, las cuales conforman parte de

este grupo.

Tabla 8. Contenido de saponinas en partes vegetativas.

Extracto Agapanthus africanus (mg sapogenina/ g extracto)

Raiz 0.70+0.90?
Tallo 0.20+0.032
Hoja 0.59+0.412

Se muestra el promedio de 3 repeticiones. Letras diferentes en cada renglén se

consideran estadisticamente diferentes (p < 0.05)

Huhman et al. (2005) extrajeron saponinas de Medicago truncatula
mediante maceracion y obtuvieron 0.69, 0.28 y 0.23 mg/g de saponinas en raiz,
tallo y hojas. Para Opuntia dillenii se reportd6 un promedio de 0.326 mg/g de
saponinas con extraccion por maceracion con etanol como solvente, mientras
gue para Opuntia ficus se obtuvo 0.18 mg/g de saponinas mediante el mismo
método de extraccién con metanol (Benyong et al., 2014; Dasgupta et al.,
2021). Agapanthus africanus presentd mayor contenido de saponinas que
estas tres plantas, la raiz contenia la mayor cantidad de saponinas seguidas de
hoja y tallo, respectivamente. La produccidén de saponinas varia entre 6rganos
y tejidos de las plantas, muchas especies almacenan saponinas en las raices
para protegerse de los microorganismos del suelo, a esto se adjudica que este

organo tenga mayor contenido del biotensoactivo (Faizal y Geelen, 2013).
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7.1.1 Balance hidrofilico-lipofilico (HLB)

El HLB se calcul6 a partir de la molécula propuesta por Cawood et al.
(2015), el valor obtenido fue de 20.05, de acuerdo con la clasificacion y
aplicaciones de los tensoactivos, este valor se encuentra dentro de los
detergentes. Los tensoactivos con HLB superiores a 13.5 han demostrado la
capacidad de solubilizar las proteinas de las membranas, lo que nos brinda una
idea del uso que se le puede dar a estos extractos (Urner et al., 2022).

7.2Evaluacion de la actividad tensoactiva de los extractos
7.2.1 Colapso de gota

Se midio el diametro de las gotas de petroleo crudo antes y después de
1 min de aplicacion de los extractos y los controles, en la Tabla 9 se presentan

los resultados.

Tabla 9. Colapso de gota de extractos y controles.

Muestra Agua ER ET EH Tween 80

Colapso de gota _ + + + +

Donde (+) el petréleo se esparcié de 0.5 a 1.5 mm respecto al control,
(-) menor a 0.5 mm

En la Figura 7, se muestra el colapso de gota por los extractos y los
controles: en el control negativo (d), se observé que la gota fue estable, es
decir, no aumenté su diametro debido a que las moléculas polares de agua son
repelidas por el petréleo crudo. Por el contrario, en las muestras a-c, se
observo una separacion debido a la presencia del tensoactivo que transporto
una parte del petréleo crudo al interior de la gota y provocé el aumento del
diametro (Adnan et al., 2021).
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Esto se debe a que los tensoactivos aumentaron la solubilidad del
petréleo al reducir la tension superficial entre la interfase extracto-hidrocarburo
(Vreysen y Maes, 2005). Finalmente, en la muestra e, no se observé la
separacion, sélo la solubilizacion o el colapso de la gota, el didmetro resultd
mayor lo que puede indicar mayor solubilidad del Tween 80 contra los
extractos. Por ello, se realizaron pruebas cuantitativas para determinar las

caracteristicas y potenciales usos de los extractos.

Figura 7. Colapso de gota en: a) ER, b) ET, c) EH,

d) Agua, control negativo y e) Tween 80, control positivo.

Por otra parte, se determind la vida media de la espuma, la prueba se
llevo a cabo en un tubo de 24 mm de diametro con concentraciones de 0.4 %
p/v para los extractos. Se utilizO agua como control negativo y no se observo

formacion de espuma. La vida media de cada uno de los extractos se muestra

en la Figura 8.
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Vida media (min)

Figura 8. Vida media de la espuma de
ER, ET y EH. Los valores son
promedios de 3 repeticiones * DE.

La vida media de la espuma fue de 3.06, 3.10 y 3.27 min para ER, ET y
EH, respectivamente, no hubo diferencia significativa de acuerdo con ANDEVA
de una via, sin embargo, la vida media de las saponinas de Sapindus
mukorossi es 2.5 min con una concentracion de 1.1 % y para laurilsulfato de
sodio (SLS) es de 1.33 min con 1.5 % (Liu y Chen, 2016). Por otra parte, Li et
al. (2020) reportaron que Span 20 obtuvo una vida media de 1.25 min con 0.4

%.

Los extractos de AA tuvieron una vida media mayor que la de
tensoactivos comerciales y saponinas de otras fuentes, la formacion de
espuma de los tensoactivos es una medida de su detergencia, la cual es una
de las propiedades que demuestra su eficacia para eliminar hidrocarburos del

suelo (Urumy Pekdemir, 2004; Petkova et al., 2012).
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7.2.2 Indice de emulsificacion

Para el porcentaje de emulsificacion, se ordenaron los solventes de

menor a mayor polaridad, en la Figura 9 se muestra la Ez4 para ER, ET y EH.
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Figura 9. indice de emulsificacion de ER, ET y EH.

El valor mas alto de porcentaje de emulsificacion fue de 64.69 % para
ER-Xileno, seguido de ET-Tolueno que presentd un 61.0 %. En cuanto al EH,
se obtuvo el resultado de 49.46 % con xileno. Un indice de emulsificacion del
30 % se considera actividad positiva por lo que los tres extractos presentaron
actividad emulsionante (Adnan et al., 2021). No se observaron diferencias
estadisticamente entre las partes de la planta, pero se encontré diferencia
significativa entre los tres solventes, esto coincide con lo reportado por Stancu
(2016) y se atribuye a que la produccién de emulsiones presenta variaciones

entre los diferentes sistemas.

Los extractos obtenidos de AA tuvieron la capacidad de formar una
emulsion entre la base acuosa del extracto y diferentes solventes inmiscibles
en agua. La diferencia en los porcentajes de emulsion puede deberse a la
naturaleza quimica de los solventes utilizados. Los hidrocarburos aroméaticos

(xileno y tolueno) tuvieron un alto porcentaje de emulsificacion, esto se asocia a
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la presencia de anillos de benceno que hacen a dichos solventes mas afines

hacia el tensoactivo (Alcantara et al., 2010).

Estos métodos son pruebas ripidas mas no selectivas puesto que

muestran la separacion de las interfaces,

la formacién de espuma vy

emulsiones, las cuales son caracteristicas de varios tensoactivos, no sélo de

las saponinas (Mishra et al., 2021).

7.2.3 Tension superficial y CMC

En la Figura 10 se muestran la tension superficial a diferentes

concentraciones de cada extracto.
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Figura 10. Tension superficial (mMN/m) vs

concentracion de extractos (mg/g) de AA.

Se observo una reduccion en la tensién superficial al aumentar la

concentracion de los extractos, lo que indica que se alcanzé la saturaciéon de la

interfaz por el biotensoactivo (Machale et al., 2019). EH, ET y ER redujeron la
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tension superficial hasta 43, 42.5 y 42.5 mN/m, respectivamente. En la Tabla
10, se muestra el promedio y el valor minimo de tensién superficial de los

extractos.

Tabla 10. Valor de la tension superficial de los extractos de AA.

Muestra TSedia TSmin
EH 49.57+1.152 42.67+2.082
ET 47.90+0.372 42.50+0.712
ER 52.13+0.30? 42.50+0.582

Se muestra el promedio de 3 repeticiones. Letras diferentes en cada

renglén se consideran estadisticamente diferentes (p < 0.05)

Los tensoactivos comerciales como Triton X-100 y Tween 80, reducen la
tension de 67.84 mN/m a 52 mN/m (Tang et al., 2014: Zhang et al., 2018). Los
valores de tension superficial de los extractos de AA indicaron que tienen una
ventaja sobre los tensoactivos sintéticos porque redujeron la TS a valores

menores que los compuestos comerciales.

Mediante el método grafico se obtuvieron los valores de CMC de cada
extracto, que fueron de 9.9, 8.75 y 0.7 g/L correspondientes a EH, ET y ER,
respectivamente. Este valor brinda un punto de referencia de la cantidad
necesaria de tensoactivo necesaria para el tratamiento, asi como un punto de
comparacioén con otras opciones comerciales, por ejemplo, la concentracién
micelar critica del Triton X-100 (130 g/L), lo que les brinda una ventaja a los
extractos, ya que se requiere menor cantidad de extracto para alcanzar la CMC

(Harendra y Vipulanandan, 2013; Johnson et al., 2021).

7.2.4 Actividad hemolitica
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La dosis letal (HD50) fue de 2.31 mg/mL para ET, 2.43 mg/mL para ER y
2.91 mg/mL para EH en las células sanguineas de ratas Wistar. En la Figura 11

se muestra la curva de concentracion contra porcentaje de hemolisis.
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Figura 11. Actividad hemolitica de ET, ER y EH.

En la Tabla 11 se muestran las medias y la estadisitca de esta prueba,
se confirma que los extractos de Agapanthus africanus producen hemolisis
dependiendo de la concentracion, sin embargo, estadisticamente no hay
diferencia significativa entre la actividad hemolitica de los extractos. Esta
actividad se debe a que la estructura de las saponinas causa una alteracion en

los carbohidratos de la superficie del eritrocito que genera su desestabilizacion

y hemolisis (Amini et al., 2014).

Tabla 11. Actividad hemolitica de los extractos de AA.

Muestra Media (ug/mL)
EH 2.260+2.032
ET 2.940+2.302
ER 2.670+0.732
Letras diferentes en cada renglon se consideran estadisticamente diferentes (p

< 0.05)
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A pesar de que la citotoxicidad de este compuesto es mayor a la de
tensoactivos comerciales como el Polisorbato 80 y el Triton X-100, a diferencia
de estos tensoactivos comerciales, las saponinas son compuestos
biodegradables que a bajas dosis no representan un riesgo para la salud
humana puesto que se utilizan como complementos alimenticios (Ménard et al.,
2012; Singh et al., 2017).

7.2.5 Remediacién de suelo contaminado
7.2.5.1 Signos en las plantas

En la Figura 12 se muestra los signos de la contaminacién en las hojas
de AA. La presencia de diésel cre6 una pelicula impermeable en el suelo
alrededor de las raices e interfirié con el crecimiento de las plantas. Al no tener
acceso a los nutrientes esenciales, provoco pérdida de pigmento en las hojas
debido a una deficiencia en la cantidad de clorofila que llevaron a la clorosis
tanto de las hojas como de los tallos (Bamgbose y Anderson, 2015, Gurtler et
al., 2018).

Figura 12. Clorosis y marchitamiento de Agapanthus africanus
en suelo contaminado.
7.2.5.2 Clorofila

La cantidad de clorofila a y b en las hojas de las plantas se muestran en

la Tabla 12. Al término del ensayo los contenidos de clorofilas a y b no

48



mostraron diferencias significativas entre las plantas con y sin diésel en el suelo

intemperizado de acuerdo con la prueba T-student.

Tabla 12. Contenidos de clorofila ay b en AA.

Suelo control Suelo contaminado
Clorofila a Clorofila b Clorofila a Clorofila b
252 +1.25 4.67 +2.01 5.82 + 3.57 422 +4.78

Galindo-Pérez et al. (2016) reportaron valores de 0.9 y 1.7 mg/g de
clorofila a y b, respectivamente, para Vicia faba con el mismo contaminante. El
diésel no tuvo un efecto en el contenido de pigmento evaluado como contenido
de clorofila, lo que puede implicar una tolerancia de la planta ante el

contaminante y otra posible aplicacion en la biorremediacion.
7.3Lavado de suelo

Se eligié el extracto de raiz para el lavado de suelo ya que mostro
mejores propiedades tensoactivas como mayor emulsion (64.69 %), ademas de
mayor contenido de saponinas (9.66 mg/g), se evalud el tiempo de contacto en
el lavado de suelo empleando diferentes concentraciones de extracto. En la

Figura 13 se observa los diferentes tratamientos.
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Figura 13. Remocion de diésel a 6, 12 y 24 h de contacto con el ER de
AA.

Se logré una remocion del 23.51 % de diésel durante las primeras 6 h
del periodo de lavado. La eficiencia de remocién aumento a 85.10 % con 12 h a
una concentracion de 3 CMC. El incremento en el tiempo de lavado aumenta el
tiempo de contacto entre extracto-suelo, favoreciendo los mecanismos de
micelizacion y solubilizacion del diésel en la superficie del suelo y su

transferencia hacia la solucion de lavado (Ayele et al., 2020).

El tiempo de contacto con mayor remocion de diésel fue de 94.32 % a 24
h y 3 CMC, sin embargo, de acuerdo con la prueba de Tukey, no existe
diferencia significativa entre este tratamiento y el de 12 h, por lo que se puede
lograr una remocion considerable desde la 2 CMC con el mismo tiempo de
tratamiento (70.03 %).

Se utiliz6 agua destilada como control negativo y Triton X-100 como

control positivo, la remocion con agua fue menor al 20 %, resulta similar a lo
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reportado por Moon et al. (2015), donde el control negativo obtuvo una
remocion del 21.62 %, lo que se atribuye a la agitacibn mecanica que induce
una mezcla a macroescala, generando la desorcién del contaminante de la
superficie del suelo al agua (Son et al.,, 2012). Por otra parte, el Tween 80
removi6 42.81, 71.72 y 96.91 % para 6, 12 y 24 h, respectivamente, a pesar de
tener una considerable remocion, se debe considerar que se utilizé una

concentracion mayor de este tensoactivo (50 g/L).

Los tratamientos a 2 y 3 CMC con 24 h de tiempo de contacto
cumplieron con los limites maximos permisibles establecidos por la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012 para suelo agricola y suelo industrial/comercial.

Dos de los tratamientos lograron cumplir con los limites que establece la
norma, el resto de los tratamientos podrian alcanzar los limites mediante
biodegradacion de los microorganismos propios del suelo o por atenuacion

natural (Serrano et al., 2008).
7.4Caracterizacion del suelo después del tratamiento

En la Tabla 13 se observan los parametros y los cambios observados

después del lavado de suelo.

51



Tabla 13. Caracterizacién de los suelos antes y después del tratamiento.

Suelo Suelo Suelo después del
inicial contaminado tratamiento

pH 7.422 7.882 7.592

D. A. (g/cm?) 1+0.142 1+0.072 0.97+0.082

M. O. (mg/qg) 1.692 3.85° 0.17¢

Se muestra el promedio de 3 repeticiones. Estos datos fueron analizados con
ANDEVA. Letras diferentes en cada renglon se consideran estadisticamente diferentes
(p <0.05).

El pH se mantuvo constante antes y después del tratamiento, de igual
manera, la densidad aparente del suelo inicial y el suelo tratado permanecio
estable, por lo que la contaminacién de suelo no representd un impacto en
estos parametros. Finalmente, se observd la disminuciéon de la materia
organica en el suelo tratado, debido a que el lavado de suelo favorecio la

transferencia a la fase acuosa (Haapea y Tuhkanen, 2006).
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8. Conclusiones

Se evalud la actividad tensoactiva en los extractos de hojas, tallo y raiz
de Agapanthus africanus, estos generaron emulsiones y se observaron algunos
de los grupos representativos de las saponinas. Por otra parte, las plantas en
suelo contaminado no presentaron diferencias significativas entre el contenido
de clorofila con respecto a las de suelo control, o que indica que son tolerantes
a estas concentraciones de diésel, lo cual podria atribuirse a la accion o efecto
sinérgico que tienen las saponinas. El extracto de raiz presenté el mayor

contenido de saponinas comparado con el tallo y las hojas.

Se evaluaron los parametros de concentracion de biotensoactivo y
tiempo de contacto en el lavado de suelo, las condiciones de 2 y 3 CMC-24 h
cumplen con el limite maximo para suelo industrial/comercial de la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012. La extraccion de biotensoactivos en plantas por
maceracion y su uso en el lavado de suelos podria ser una opcion viable para
remediar suelos contaminados con hidrocarburos como el diésel ya que
presentan altos porcentajes de remocion y tiempos de tratamiento mas cortos

en comparacion con otros tensoactivos comerciales.
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