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Biorremediación de suelo contaminado con 55000 y 65000 de aceite residual automotriz y fitorre-

mediación con Sorghum bicolor inoculado con Burkholderia cepacia y Penicillium chrysogenum

Bioremediation of soil contaminated by waste motor oil in 55000 and 65000 and phytoremedia-

tion by Sorghum bicolor inoculated with Burkholderia cepacia and Penicillium chrysogenum
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En suelo una elevada concentración de aceite residual automotriz (ARA) una mezcla de hidrocarburos alifáticos y

aromáticos, provoca pérdida de su fertilidad. Una solución es aplicar la remediación química que es costosa y causa

contaminación colateral. En contraste una alternativa ecológica es la biorremediación (BR) por bioestimulación (BS),

seguida de fitorremediación (FR) con Sorghum bicolor y microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV)

para reducir el ARA a un valor inferior al máximo permisible por la NOM-138 SEMARNAT/SS-2003 de 4400 ppm/Kg

de suelo. Los objetivos de esta investigación fueron: i) BR de suelo contaminado con 55000 y 65000 ppm de ARA por

bioestimulación; y ii) FR con Sorghum bicolor inoculado con Burkholderia cepacia y Penicillium chrysogenum NOM-

138 SEMARNAT/SS-2003. Así en ese suelo la BS con una solución mineral (SM) y Vicia sativa como abono verde

(AV) redujeron el ARA de 55000 a 33400 ppm y de 65000 a 24300 ppm. Posteriormente la FR con S. bicolor con B.

cepacia y P. chrysogenum (MPCV), el ARA decreció de 33400 ppm a 210 ppm, y de 24300 a 360 ppm, ambos valores

inferiores al máximo permisible por NOM-138 SEMARNAT/SS-2003. Comparado con el mismo suelo control negativo

con ARA, sin BR y FR, ahí la atenuación natural no cambio la cantidad de ARA. Lo anterior apoya la integración de la

BR/FR en suelo impactado con elevadas concentraciones de ARA, como una opción ecológica en sustitución de reme-

diación química costosa y contaminante.
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In soil spill a high concentration of waste motor oil (WMO) it´s causing lost soil fertility, which is solved by remedia-

tion, but is expensive and polluting, an ecological alternative is bioremediation (BR) by biostimulation follow by phy-

toremediation (PY) with Sorghum bicolor using Burkholderia cepacia and Penicillium chrysogenum, promoting growth

plant microorganisms (PGPM) at concentration value below to the maximum according to NOM-138 SEMARNAT/SS-

2003 de 4400 ppm/Kg soil. The objectives of this research were a) bioremediation of soil contaminated by high WMO

concentrations by biostimulation with mineral solution and Vicia sativa as green manure (GM), and subsequent b)

phytoremediation by S. bicolor with B. cepacia and P. chrysogenum to reduce remaining WMO at concentration below

to maximum according to NOM-138 SEMARNAT/SS-2003. The results showed that biostimulation with mineral

solution and V. sativa reduced WMO from 55000 to 33400 ppm, and from 65000 to 24300 ppm. Follow by PY by S.

bicolor with B. cepacia and P. chrysogenum decreased WMO from 33400 ppm to 210 ppm, and from 24300 ppm to 360

ppm, compared to soil as negative control in which WMO did not change by natural attenuation. This suggests that to

integrate BR and PY is an ecological option instead to apply chemical technique expensive and causing environmental

pollution.
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Introducción

En el mundo y México el suelo contaminado con

hidrocarburos (HC) provenientes del petróleo, como

el aceite residual automotriz (ARA) es considerado

un problema ambiental grave. El ARA es una mez-

cla de moléculas insolubles de HC alifáticos, aromá-

ticos, policíclicos, halogenados y metales pesados,

generados durante el ciclo de lubricación de automo-

tores proceso que evita el desgaste de la piezas del

motor durante su funcionamiento (Dua et al. 2002).

En suelo para minimizar una elevada concentración

de ARA igual o mayor a 40000 ppm, se recomien-

dan primero métodos químicos, que tienen el incon-

veniente de su elevado costo y efectos secundarios

ambientales negativos. Sin embargo una alternativa

ecológica adecuada para solucionar este problema es

la biorremediación (BR) mediante una bioestimula-

ción (BS) doble y secuencial con compuestos inor-

gánicos y orgánicos de Nitrógeno (N), Fósforo (P) y

Potasio (K) (Smith et al. 1998, Graham et al. 1999)

con la intención de reducir la concentración del

ARA para permitir entonces la fitorremediación

(FR) con una gramínea de tipo del Sorghum bicolor

cuya capacidad de eliminar HC puede ser potenciada

con géneros de microorganismos promotores de

crecimiento vegetal (MPCV) como: Burkholderia

cepacia y Penicillium chrysogenum ambos oxidan-

tes de HC, similares a los componentes del ARA,

además los MPCV contribuyen a un sano crecimien-

to vegetal. Para que en el suelo se disminuya el

ARA, a un valor inferior al máximo permisible de

4400 ppm/kg de suelo, según la norma mexicana

NOM-138 SEMARNAT/SS-2003 para considerarlo

remediado e útil para su explotación agrícola.

Es posible por tanto evitar la remediación del suelo

impactado con alta concentración de HC mediante

acciones integrales de BR y FR. Al respecto (Ferre-

ra-Cerrato et al. 2007), reportaron la BR de un suelo

contaminado con 50000 ppm de combustóleo por

BS con SM y posteriormente la FR con Phaseolus

coccineus. Los resultados mostraron que la BS del

suelo y su FR minimizaron el combustóleo a 3500

ppm. Con la base a lo anterior, los objetivos de este

trabajo fueron: a) la BR de un suelo contaminado

con 55000 y 65000 ppm de ARA y su posterior b)

FR con S. bicolor inoculado con B. cepacia y P.

chrysogenum para disminuir el ARA restante a una

concentración inferior al valor máximo permitido

por la NOM-138 SEMARNAT/SS-2003.

Materiales y métodos

Esta investigación se realizó en el invernadero del

laboratorio de Microbiología Ambiental del Instituto

de Investigaciones Químico Biológicas de la

UMSNH. En el invernadero las condiciones micro-

climáticas promedio fueron temperatura de 23.2 ºC,

luminosidad de 450 μmol·m-2·s-1 y humedad rela-

tiva de 67%. El ensayo de biorremediación/fitorre

mediación del suelo impactado con dos altas con-

centraciones de ARA se dividió en dos fases. En la

primera se realizó la BS de la doble y secuencial BS

para disminuir la concentración de ARA y permitir

la segunda fase con la FR del suelo mediante la

siembra de semilla de S. bicolor coinoculado con B.

cepacia y P. chrysogenum para reducir el ARA re-

manente de la BS a un valor inferior al máximo

permitido por la norma mexicana NOM-138 SE-

MARNAT/SS-2003.

El suelo utilizado para el ensayo se colecto del hori-

zonte A, con una textura franco arenosa, pobre en
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materia orgánica de 1.5% y N orgánico de 39 Kg/ha,

y un pH 6.7 ligeramente ácido clasificado como de

tipo laterítico, este suelo fue ubicado a los 19º 39’
27’’ de latitud norte 100º 19’ 59’’ de longitud oeste,
con una altitud de 1820 msnm de un zona con clima

templado en un terreno agrícola denominado “La
cajita’’ de la Tenencia Zapata del municipio de Mo-

relia, Mich., México sobre el km 5 de la carretera

Morelia-Pátzcuaro, México. El suelo fue llevado al

invernadero donde se solarizó a 70 ºC/48h poste-

riormente se tamizó y contamino con 55000 y 65000

ppm de ARA. El ARA fue proveniente de un taller

mecánico eliminado por haber cumplido su ciclo de

un automotor, el ARA se disolvió en agua con de-

tergente comercial al 1.0% (p/v) (La Corona®) para

su emulsión y mezclado con el suelo (Sánchez-

Yáñez 2011). Después el suelo se colocó en el sis-

tema hidropónico de jarras de Leonard (Figura 1). El

ensayo se estableció bajo un diseño experimental

completamente al azar con 6 tratamientos y 6 repeti-

ciones (Sánchez-Yáñez 2007).

Figura 1 Diagrama de diseño de una jarra de Leonard

En la primera fase el suelo contaminado con 55000

y 65000 ppm de ARA y sin contaminar (control

relativo), la primera bioestimulación se inició con la

aplicación de la SM (en el reservorio de cada jarra

de Leonard se agregaron 500mL/15 días) con la

siguiente composición química (g/L) NH4NO3 10.0,

K2HPO4 2.5, KH2PO4 2.0, MgSO4 1.0, NaCl 0.1,

CaCl2 0.1, FeSO4 (todos los reactivos empelados

Simga-Aldrlch) trazas, ajustado a pH de 6.5 y 10.0

mL de solución de oligoelementos con la siguiente

composición (g/L): H3BO3 2.86, ZnSO4 7H2O 0.22:

MnCl2 7H2O 1.81; K2MnO4 0.09; (todos los reacti-

vos Sigma-Aldrich) ajustado a pH de 6.8. Mientras

que en el suelo en las jarras de Leonard se mantuvo

al 80% de capacidad de campo con agua potable por

14 semanas (Juárez-Cisneros & Sánchez-Yáñez

2014. A continuación se inició la segunda bioesti-

mulación en el mismo suelo contaminado con ARA

y se fertilizo con la SM en el mismo suelo sin ARA

o control relativo (CR), donde sembraron 10 semi-

llas de V. sativa en macetas de 2 kg, cuando la le-

guminosa alcanzó el nivel de plántula 20 días des-

pués de su siembra, cada planta se extrajo desde la

raíz, se barbechó e incorporó en concentración del

5% (p/p) en el suelo contaminado con ARA en las

jarras de Leonard, luego se dejó mineralizar por 30

días y entonces se determinó la concentración de

ARA por el método de Soxhlet (NMX-F-089-S-

1978) al igual que la concentración de Nitrógeno

total (Sánchez-Yáñez 2007). Finalmente se inició la

segunda fase, la FR de ese suelo para disminuir el

ARA a un nivel no tóxico, para ello en el suelo de

las jarras de Leonard se sembraron cuatro semillas

de S. bicolor inoculadas con B. cepacia previamente

cultivadas agar P. cepacia, ácido ázelaico triptamina

o PCAT (g/L): MgSO4 0.1, ácido ázaleico 0.20,

triptamina 0.2 g (disuelto en 2.0 mL de alcohol ab-

soluto): K2HPO4 4.0, KH2PO4 4.0, extracto de leva-
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dura 0.02, (todos los reactivos Sigma-Aldrich) a un

pH ajustado a 6.7, las cajas de PCAT se incubaron a

28-30 °C por 72h, en las cuales se agregaron 5.0

mL en solución salina estéril (NaCl 0.85% y deter-

gente 0.01%) para cosechar las células de B. cepa-

cia. Entonces por cada 20 semillas de S. bicolor se

empleó 1.0 mL B. cepacia con aproximadamente

600x10
6

UFC/1mL, posteriormente cuando S. bico-

lor alcanzó el nivel de plántula 22 días después de

su siembra, se inocularon 3.0 mL a nivel del cuello

de la planta con una suspensión de P. chrysogenum

crecido en agar papa dextrosa por 72h/30 oC cose-

chada con 5.0 mL de la solución salina estéril (NaCl

0.85% y detergente 0.01%) equivalente a 1x10
6

propagulos/planta. El S. bicolor se alimentó con la

SM descrita previamente por (Sánchez-Yáñez 2007)

y cuando alcanzo el estado fisiológico floración bajo

la premisa de que en esta etapa fisiológica la gramí-

nea alcanza su máxima actividad metabólica para

fitodegradar los HC del ARA, por ello en ese punto

se tomó el suelo de rizósfera de S. bicolor cuantifico

la concentración del ARA remanente por Soxhlet

(Aurand et al. 1987). Todos los datos experimenta-

les fueron analizados por Tukey al 0.05% (Hernán-

dez-Valencia & Mager 2003, Ferrera-Cerrato et al.

2007)

Resultados

En la Tabla 1 se muestra la BR del suelo contamina-

do con 55000 y 65000 ppm de ARA por BS con

SM/14 semanas e incorporación de V. sativa como

AV/4 semanas, ahí se observa que el ARA se redujo

desde 55000 a 33400 ppm, y de 65000 a 24300 ppm.

En suelo las concentraciones de ARA fueron altas

para lograr su reducción a un nivel inferior al máxi-

mo permisible por la NOM-138 SEMARNAT/SS-

2003 se continuo con la FR con S. bicolor inoculado

con B. cepacia y P. chrysogenum (Juárez-Cisneros

& Sánchez-Yáñez 2014.

Tabla 1 Biorremediación de suelo con aceite residual automotriz por bioestimulación doble y secuencial  con solución
mineral y Vicia sativa como abono verde, sobre su concentración

Fase 1 Suelo Concentración
inicial de ARA

(ppm)

Final bi-
oestimulación

(ppm)

Porcentaje (%) de
Biorremediación

Concentración de
nitrógeno total

Control absoluto 0.0
0.0c*

0.0
0.63c

Aceite residual automotriz +
solución mineral + Vicia sativa

55000 33400a 39.28 0.69b

Control negativo aceite resi-
dual automotriz

55000 55000b 0.0 -

Aceite residual automotriz +
solución mineral + Vicia sativa

65000 24300a 62.61 0.56d

Control negativo aceite resi-
dual automotriz

65000 65000b 0.0 -

*Tukey (0.05)= Letras iguales = sin diferencia estadística.
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Tabla 2 Fenología y biomasa de Sorghum bicolor inoculado con Burkholderia cepacia y Penicillium chrysogenum a
floración usado para fitorremediar el suelo con aceite residual automotriz remanente  de la bioestimulación

Sorghum bicolor ** Altura de
planta (cm)

Longitud
radical (cm)

Peso fresco (g) Peso seco (g)

Aéreo Radical Aéreo Radical

Control absoluto (agua)
43.30±2.95c* 21.69±2.62cd 7.41±1.95bc 1.70±0.58c 2.65±1.10c 0.53±0.20c

Control relativo 54.17±9.70a 21.18±2.62d 9.02±1.14ab 1.64±0.5c 3.91±0.64ab 0.51±0.25c

ARA 33400 ppm 56.00±3.65a 25.84±2.30ab 9.70±1.19a 2.32±0.69b 4.91±1.29a 1.11±0.31b

ARA 24300 ppm 46.10±3.08b 24.49±2.95bc 7.40±1.51bc 1.74±0.64c 2.55±1.04c 0.59±0.26c

*Tukey (0.05)= Letras iguales = sin diferencia estadística. **duración del ensayo 8 meses.

La fenología del S. bicolor inoculado con B. cepacia

y P. chrysogenum para la FR del suelo con el ARA

remanente y posterior la BS se muestra en la Tabla

2, ahí el valor de la altura de planta de S. bicolor a

floración fue de 56.0 cm en el suelo con 33400 ppm

de ARA; mientras que S. bicolor en el suelo con

24300 ppm de ARA fue de 46.10 cm; ambos valores

sin diferencia estadística   comparado con el valor de

la altura de S. bicolor usado como control relativo

(CR) de 54.17 cm y superior al de la altura de planta

de S. bicolor empleado como control absoluto (CA)

con 43.30 cm; lo que sugiere un efecto fitotóxico del

ARA remanente en la altura de S. bicolor cuando la

concentración de ARA fue de 24300 (Smith et al.

1998).

Respecto a la longitud radical la Tabla 2 muestra

que S. bicolor registró una de 28.7 cm en el suelo

con 33400 ppm de ARA. Mientras que S. bicolor

alcanzo una longitud radical de 25.84 cm, en el sue-

lo con 24300 ppm de ARA, estos valores fueron

estadísticamente diferentes y superiores a la longitud

radical de S. bicolor en el suelo sin ARA irrigado

solo con agua CA con una longitud radical de 21.69

cm y de S. bicolor crecido en el suelo sin ARA ali-

mentado con SM no inoculado con los MPCV (CR),

ahí la longitud radical fue de 21.18 cm.

En lo referente a la biomasa de S. bicolor usado en

la FR del suelo para reducir el ARA remanente pos-

terior, a la bioestimulación  mostrada en la Tabla 2,

en la cual se observó que el peso fresco aéreo  de S.

bicolor inoculado con B. cepacia y P. chrysogenu-

men en el mismo s suelo con 33400 ppm de ARA;

ahí  fue de 9.70 g. Entre tanto en ese suelo pero

24300 ppm de ARA de peso fresco aéreo fue de

7.40 g  el primer valor no registró diferencia estadís-

tica  comparado con el peso fresco aéreo de 9.02g

del S. bicolor utilizado como CR sin  inocular con

los MPCV y alimentado con una SM, este valor tuvo

diferencia estadística  respecto al peso fresco aéreo

de 7.41g de S. bicolor empleado como CA irrigado

solo con agua sin inocular en suelo no contaminada

con ARA.

Respecto al peso fresco radical, S. bicolor con B.

cepacia y P. chrysogenum en el suelo con 33400

ppm de 2.32 g; mientras que en el suelo con 24300

ppm de ARA el peso fresco radical fue de 1.74 g,

ambos valores estadísticamente diferentes a los del

S. bicolor usado como CA con 1.70 g, así como  al
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registrado en S. bicolor empleado como CR con

1.64 g.

El peso seco aéreo de S. bicolor doble inoculado

con B. cepacia y P. crysogenum fue de 4.91 g en el

suelo con 33400 ppm de ARA, valor sin diferencia

estadística comparado con el mismo valor en S. bi-

color en el suelo CR sin ARA alimentado con SM

con un peso seco aéreo de 3.91 g.

La Tabla 3 se muestra la sumatoria de la biorreme-

diación del suelo contaminado con las dos concen-

traciones de ARA: primero bioestimulado con la

SM, y en secuencia con la incorporación de V. sati-

va como AV, y finalmente su posterior fitorreme-

diación para minimizar el ARA restante a un valor

inferior al máximo aceptado por la NOM-138 SE-

MARNAT/SS-2003. Con la siembra de semilla de S.

bicolor inoculada con B. cepacia y P. chrysogenum

a floración. En el suelo con 33400 ppm la disminu-

ción del ARA fue de 210 ppm; en el mismo suelo

con 24300 ppm de ARA se disminuyó hasta 360

ppm, en comparación con la concentración de ARA

correspondiente de cada suelo empleado como con-

trol negativo; en los que la atenuación natural no

cambió la cantidad ARA en los 8 meses del ensayo.

Tabla 3 Fitorremediación de suelo con Sorghum bicolor inoculado con Burkholderia cepacia y Penicillium chrysogenum
para minimizar el aceite residual automotriz a un nivel inferior al máximo  establecido por la norma mexicana NOM-138

SEMARNAT/SS-2003.

Fase 2 Suelo Final bioestimulación
(ppm)

Final Fitorremediación
(floración) (ppm)

Porcentaje de biorremediación
(%)

Control absolute
0.0c* 0.0c

0.0

ARA + solución mineral + V. sativa+ S.
bicolor L. inoculado con

B. cepacia y P. chrysogenum
33400a 210a 99.61

Control negative
55000b 55000b

0.0

ARA + solución mineral + V. sativa+ S.
bicolor L. inoculado con

B. cepacia y P. chrysogenum
24300a 360a 99.44

Control negative
65000b 65000b

0.0

*Tukey (0.05)= Letras iguales = no existe diferencia estadística significativa.
Límite máximo permisible de HC por la  NOM-138 SEMARNAT/SS-2003= 4400 ppm

Discusión

La BR del suelo contaminado con 55000 y 65000

ppm de ARA por BS con la SM/14 semanas fue

evidente la disminución de cada concentración; lo

que sugiere que los compuestos de nitrógeno (N),

fosforo (P) y potasio (K) estimularon la actividad

de la microbiota nativa heterotrófica oxidante de la

fracción alifática y parcialmente de la aromática

del ARA (Vallejo et al. 2005, Gómez et al. 2009).

Mientras que en el mismo suelo contaminado con

ARA sin BS o control negativo de cada concentra-

ción de ARA, la atenuación natural no modificó
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esas concentraciones. En el suelo después la BS

con la incorporación de V. sativa como AV, se

indica que al enriquecerlo con compuestos orgáni-

cos de nitrógeno, fósforo y minerales; aumentaron

la actividad de la microbiota nativa para minerali-

zar el ARA (Asiabadi et al. 2014). En el suelo la

degradación del ARA por BS, fue variable al igual

que la concentración del N total, elemento básico

que se consumió mas cuando se contamino con

65000 ppm de ARA y menor con 55000 ppm, lo

que indica que en el suelo la heterogénea solubili-

zación de las fracciones alifáticas y aromáticas

ARA, provocó que su mineralización no fuese

proporcional a la concentración original del ARA

y del N total (Graham et al. 1999, Gómez et al.

2009).

En el suelo bioestimulado  con la SM y después

con la incorporación de V. sativa como AV,  fue

posible enriquecerlo con los minerales básicos

suficientes para reequilibrar la relación C:N, en

consecuencia se mejoró la actividad de las raíces

de S. bicolor para la mayor fitodegradación del

ARA, principalmente por la doble inoculación con

los MPCV; ya que está demostrado que P. chryso-

genum induce la formación de Lacasa un enzima

involucrada en el rompimiento de aromáticos si-

milares a los registrados en el ARA (Pérez-

Armendáriz et al. 2011, Asquit et al. 2012). Mien-

tras que se sugiere que a nivel de floración en las

raíces de S. bicolor se mejoró su actividad metabó-

lica para fitodegradar los HC, en parte porque las

raíces generan enzimas  involucradas en las sínte-

sis de la lignina, que contribuyen a la mineraliza-

ción de  una parte de la fracción aromática del

ARA, lo que a su vez aumentó su resistencia a la

fitotoxicidad del ARA. Estos resultados también

apoyan  que S. bicolor fue apoyado por B. cepa-

cia y P. chrysogenum microorganismos que trans-

forman exudados de la raíz en sustancias promoto-

ras del crecimiento vegetal, además de  que ambos

géneros y especies tienen codificado el usar HC

como los del ARA como fuentes de carbón y

energía, en especial a  nivel de su rizosfera, con lo

cual  potenciaron en S. bicolor una mayor fitode-

gradación del ARA lo que dio como resultado

bajar su concentración a valores menores a la má-

xima aceptada por la  NOM-130-

SEMARNAT/SS-2003 para considerar que el

mismo suelo contaminados con diferentes y relati-

vamente altas concentraciones de ARA fueron en

efecto biorremediados (Dua el al. 2012, Sánchez-

Yáñez 2011).

Otro aspecto interesante de la FR del suelo conta-

minado con  ARA es que S. bicolor desarrolla un

sistema radical con especial capacidad de penetra-

ción al interior del suelo, que mejora algunas de

sus propiedades físicas como el drenaje y airea-

ción; al inducir la formación de micro y macro

agregados  que favorecen los espacios poros de

esta matriz heterogénea (Pérez-Armendáriz et al.

2011), lo que facilito una mayor y eficaz minerali-

zación del ARA en su rizosfera por los MPCV que

se emplearon para potenciar esta acción depurado-

ra del suelo (Juárez-Cisneros & Sánchez-Yánez

2014).

La combinación de la biorremediación y fitorre-

mediación con el S. bicolor y los MPCV fue una

estrategia integral que permitió la remediación del

suelo contaminado con elevados niveles de ARA a

valores inferiores al máximo permisible por la

NOM-138 SEMARNAT/SS-2003 sin el riesgo de

causar un daño ambiental secundario en compara-

ción con los métodos químicos que dejan residuos
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tóxicos y tienen un valor económico relativamente

mayor (USEPA 1991).
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