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En suelo la contaminacion por una mezcla de hidrocarburos como el aceite residual automotriz (ARA), inhibe la
mineralizacion de la materia organica y causa perdida de su fertilidad. Una alternativa de solucion es el enrique-
cimiento del suelo y plantas que lo eliminen a una cantidad inferior de 4400 ppm, valor maximo aceptado por la
regulacion en México conocida como NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2003. El objetivo de este trabajo fue el
tratamiento de suelo contaminado por 35000 ppm ARA con P. vulgaris inoculado con A. vinelandii y P.
polymyxa para decrecer el ARA a un valor menor al maximo aceptado de la NOM-138. Las variables respuestas
para determinar la recuperacion del suelo en este ensayo fueron a) la concentracion inicial y final de ARA por
Soxhlet, y en b) P. vulgaris: el porcentaje (%) de germinacién, en la fenologia: altura de planta, longitud de raiz,
y la biomasa: peso fresco y seco, aéreo y radical a plantula y prefloracion. Los datos experimentales fueron
analizados por Tukey 0.05%. Los resultados indican que el enriquecimiento del suelo, facilito que P. vulgaris
con A. vinelandii y P. polymyxa a prefloracion, decrecieran el ARA a 1152 ppm, valor menor al maximo acepta-
do por la NOM-138 para la recuperacion de la fertilidad de ese suelo
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A soil polluted by waste motor oil (WMO) is inhibiting organic matter mineralization and caused losing its
fertility. An alternative solution is to enrich soil and a plant to eliminate WMO at concentration value lower than
4400 ppm, maximum value accepted by the Mexican environmental regulation called NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2003 (NOM-138). The objective of this research was to treat a soil polluted by 35,000 ppm
of WMO with Phaseolus vulgaris inoculated with Azotobacter vinelandii and Paenibacillus polymyxa to reduce
the WMQ's concentration at lower value than the maximum accepted by the NOM-138. The variable responses
for recovering soil ‘fertility of this experiment was a) the initial and final concentration of WMO by Soxhlet, and
b) for P. vulgaris the percentage (%) of germination, the phenology: height of plant, length of root; and biomass:
aereal and radical fresh/dry weight at seedlings and reflooring stages. Experimental data were analyzed by Tukey
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0.05%. Results showed that soil enriched to facilitate that P. vulgaris with A. vinelandii and P. polymyxa at e-
Keywords: flowering, could reducing ARA until 1152 ppm, lower concentration than the maximum allowed by NOM-138

Soil, for recovering soils fertility.
hydrocarbons,

biostimulation,

phytoremediation,

rhizobacteria.
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Introduccion

En un suelo agricola de México y el mundo, uno de
los contaminantes derivados del petréleo es el aceite
empleado en la lubricacion y refrigeracion de los
automotores, que al perder sus propiedades debe
reemplazarse, el resultado es conocido como aceite
residual automotriz (ARA), compuesto por hidro-
carburos alifaticos, aromaticos, bifenilos policlora-
dos. Para la disposicion final adecuada del ARA, en
México existe la regulacién ambiental conocida
como ley general de equilibrio ecoldgico y protec-
cién al ambiente’, “que obliga, a que ¢l ARA se
recicle y/o confinarse” para prevenir la contamina-
cién de suelo por algun derrame accidental o delibe-
rado**. Mientras que la regulacion en Mexico que
determina la maxima concentracion de mezclas de
hidroacrburos como el ARA, en el suelo del tipo
agricola es la NOM-138-/SSA1-2003* cuyo limite
méaximo es de 4400 ppm. Esta concentraciéon del
ARA causa cambios negativos dréasticos en las pro-
piedades fisicoquimicas del suelo, pues bloquea el
intercambio de gases, acidifica al pH, lo que inhibe
la mineralizacion de la materia organica (MO), con
la consecuente pérdida de fertilidad del suelo>”’. Por
lo anterior, una alternativa de solucion, es enrique-
cer el suelo con un abono organico animal del tipo
de la lombricomposta (LC) que contiene sales de
nitrogeno (N), fosforo (P) y un complejo fertilizante
mineral de N, P con otros macros y micronutrien-
tes®®, para la posterior siembra de una leguminosa
que eliminan los hidrocarburos™ con géneros y es
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pecies de bacterias que ayudan a la planta en la eli-
minacion de esos hidrocarburos™*. Al respecto
existe evidencia en la literatura de que plantas y
microorganismos pueden emplearse en la recupe
racion de suelo agricola impactado negativamente
con mezclas de hidrocarburos™™®. Con base en lo
anterior los objetivos de esta investigacion fueron
usar Phaseolus vulgaris inoculado con Azotobacter
vinelandii y Paenibacillus polymyxa en suelo con-
taminado artificialmente por 35000 ppm de ARA
para decrecerlo a un valor inferior al maximo per-
misible de la NOM-138.

Materiales y métodos

El experimento de realizd en el invernadero del
laboratorio de Microbiologia Ambiental del Institu-
to de Investigaciones Quimico Bioldgicas (11QB) de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hi-
dalgo (UMSNH), las condiciones micro climaticas
promedio fueron temperatura de 23.2 °C, luminosi-
dad de 450 pumolem?s™ y humedad relativa de
67%.

Se usé un suelo lateritico con pH 6.64, textura arci-
lla 40.56 %, arena 0.76 %, limo 37.8 %, capacidad
de campo 30.08 %, MO 2.57 %, capacidad de inter-
cambio cationico 4.61 mg/100 g. Este suelo se tami-
z6 con malla de No. 20, se solariz6 48 h a 70 °C,
gue evita plagas y enfermedades. Luego se conta-
mind artificialmente con 35000 ppm de ARA, di-
suelto en 0.1% (p/v) de detergente comercial la
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CORONAMPY "En Ia primera etapa el suelo en las
jarras de Leonard™ se enriqueci6 por 5 dias con LC
obtenido por donacién de la Facultad de Biologia de
la UMSNH, Morelia, Michoacéan, México; la LC de
bovino tenia la siguiente composicion quimica:
nitrégeno total 1.7 %, MO 34.9%, fosforo (P)
0.24%, magnesio (Mg) 0.49%, potasio (K) 0.63%,
calcio (Ca) 0.63, pH 7.2, luego de 15 dias, el suelo
contaminado artificialmente con ARA se enriquecio
con un fertilizante mineral (FEMI) con la siguiente
composicion (g/L): NH;NO; 10.0, K;HPO, 2.5,
KH,PO, 2.0, MgSO, 1.0, NaCl 0.1, CaCl, 0.1, Fe-
SO, trazas y 10.0 mL/L de una solucion de oligo-
elementos (g/L): HsBO;3; 2.86, ZnSO,*7H,0, 0.22
MgCl,*7H,0 1.81, pH ajustado 7.0"°. Al cumplirse
30 dias del enriquecimiento con la LC y el FEMI en
el suelo se sembraron semillas de P. vulgaris pro-
porcionadas por la Secretaria de Agricultura Gana-
deria y Desarrollo Rural Pesca y Alimentacion
(SAGDRPA) de México. El invernadero donde se
realizo el experimento tiene las siguientes dimen-

Resultados

siones: 8 m x 4 m 32 m?. Estas semillas se inocula-
ron con 1.0 mL de A. vinelandii y P. polymyxa am-
bas cepas fueron aisladas de las raices de una Opun-
tia sp, hoy son parte de la coleccion del laboratorio
de Microbiologia Ambiental del 11QB-UMSNH.
Ambos géneros y especies se prepararon en relacion
1:1 (v/v) en una concentracion bacteriana de
1.5x10% unidades formadoras de colonias (UFC)/
mL*?, durante el experimento en el suelo se con-
trol6 la humedad al 80% de la capacidad de campo®.
Las variables respuesta del experimento en P. vul-
garis fueron: el porcentaje de germinacion (%) a los
11 dias, la fenologia: altura de plantula (AP), longi-
tud radical (LR), y biomasa: peso fresco y seco,
aéreo y radical (PFA, PFR, PSA, PSR), cuando P.
vulgaris alcanzé el nivel de planta y prefloracion a
los19 y 33 dias para determinar la concentracion de
ARA por Soxhlet®, todos los datos experimentales
se analizaron estadisticamente por ANNOVA Tu-
key p<0.05%%

Tabla 1 Porcentaje de germinacion de P. vulgaris inoculado con A. vinelandii y P. polymyxa, en el tratamiento de un
suelo contaminado por 35000 ppm de aceite residual automotriz

*P. vulgaris en suelo

*Porcentaje de germinacion de P. vulgaris

Sin ARA irrigado solo con agua (control absoluto) 97.6""
Sin ARA alimentado con el FEMI al 100% (control relativo) 92.8°
Con 35000 ppm de ARA + LC + FEMI + P. vulgaris + A. vinelandii + P. polymyxa (T,) 100*

FEMI: fertilizante mineral, LC: lombricomposta *n=6; ** Valores con letra distinta tuvieron diferencia estadistica (ANOVA Tukey p<0.05),

111 dias después de la siembra, ARA aceite residual automotriz.

En la tablal, se muestra el porcentaje de germina-
cion de P. vulgaris a los 11 dias de la siembra, con
A. vinelandii y P. polymyxa en un suelo contamina-
do por el ARA. Ahi registro un 100% de germina-
cién, valor numérico estadisticamente diferente com
parado con los 92.8% y 97.6% de P. vulgaris en un
suelo sin ARA alimentado con un fertilizante mine-

ral al 100% o control relativo (CR) y de P. vulgaris
en el suelo sin ARA irrigado solo con agua o control
absoluto (CA), mientras que P. vulgaris en el suelo
con 35000 ppm de ARA o control negativo (CN) sin
ningun tratamiento de correccion o con plantas y
microorganismos las semillas no germinaron.
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En la tabla 2, se presenta la fenologia de P. vulgaris
con A. vinelandii y P. polymyxa, en el tratamiento
del suelo con 35000 ppm de ARA que registro
53.191 cm de AP, valor numérico estadisticamente
diferente en comparacion con los 67.141 cm de P.
vulgaris en el suelo sin contaminar con el ARA y
alimentado con el FEMI, ambos valores numéricos
sin diferencia estadistica en relacion con los 63.016

cm de P. vulgaris en el suelo sin ARA irrigada solo
con agua, en tanto que la LR de P. vulgaris poten-
ciado con A. vinelandii y P. polymyxa en el suelo
con ARA se registré 26.033 cm valor numérico sin
diferencia estadistica comparado con los 20.941 cm
y 25.8 cm de LR que se registraron de P. vulgaris
en el suelo usado como CR y de la fenologia de P.
vulgaris en el suelo CA respectivamente.

Tabla 2 Fenologia a prefloracion de P. vulgaris con A. vinelandii y P. polymyxa, en el tratamiento del suelo contami-
nado por 35000 ppm de aceite residual automotriz

P. vulgaris en suelo *

Fenologia (cm)

AP LR
Sin ARA irrigado con agua (control absoluto) 63.016™" 25.8°
Sin ARA alimentado con un FEMI al 100% (control relativo) 67.141° 20.941°
Con 35000 ppm de ARA + LC + FEMI + P. vulgaris + A. 53.191° 26.033°

vinelandii + P. polymyxa (T;)

FEMI: fertilizante mineral, LC: lombricomposta *n=6; **
Valores con letra distinta tuvieron diferencia estadistica (ANOVA Tukey p<0.05).

AP altura de planta, LR longitud radical

Tabla 3 Biomasa de P. vulgaris a prefloracion con A. vinelandii y P. polymyxa, en el tratamiento de suelo contamina-
do por 35000 ppm de aceite residual automotriz

. Biomasa (g)
P. vulgaris en suelo *
PFA PFR PSA PSR
Sin ARA irrigado solo con agua (control absoluto) 2843  1.251° 0481°  0.118°
Sin ARA alimentado con un FEMI al 100% (control relativo) 2592° 1671 0374  0.208°
Con 35000 ppm de ARA + LC+ FEMI + P. vulgaris + A. 2.957°  2189*  0.355°  0.194°

vinelandii + P. polymyxa (T,)

*n =6 FEMI: fertilizante mineral, LC: lombricomposta ** Valores con letra distinta tuvieron diferencia estadistica (ANOVA Tukey p<0.05).
PFA peso fresco aéreo, PFR peso fresco radical, PSA peso seco aéreo, PSA peso seco radical.

En el tabla 3, se muestra la biomasa de P. vulgaris
potenciado con A. vinelandii y P. polymyxa en el
tratamiento del suelo contaminado que registrd
2.957 g de PFA valor numérico sin diferencia esta-
distica comparado con los 2.592 g de P. vulgaris en
el suelo CR, en tanto que, el PFR de P. vulgaris
inoculado con A. vinelandii y P. polymyxa en el
suelo con ARA se registrd 2.189 g un valor numéri-
co sin diferencia estadistica comparado con los
1.671 g de PFR de P. vulgaris en el suelo usado
como CR, pero con diferencia estadistica en compa-
racion con los 1.251 g de PFR de P. vulgaris en el
97

suelo CR. El PSA de P. vulgaris inoculado con A.
vinelandii y P. polymyxa registr6 0.355 g valor nu-
mérico sin diferencia estadistica comparado con los
0.374 g de P. vulgaris en el suelo usado como CR,
ambos valores numéricos tuvieron diferencia esta-
distica en comparacion con los 0.481 g de P. vulga-
ris en el suelo CA, mientras que el PSR de P. vulga-
ris inoculado con A. vinelandii y P. polymyxa que
registré 0.194 g, valor numérico sin diferencia esta-
distica comparado con los 0.208 g de P. vulgaris en
el suelo CR, ambos valores numéricos fueron esta-
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disticamente distintos comparados con los 0.118 g
de P. vulgaris en el suelo usado como CA.

En la tabla 4, se presenta el efecto del enriqueci-
miento del suelo contaminado por ARA con la LC,
y el FEMI para la posterior siembra de P. vulgaris
inoculado con A. vinelandii y P. polymyxa. Ahi
luego de los 19 dias después de la siembra de P.
vulgaris, la concentracion de 35000 ppm de ARA,
se redujo hasta 15895 ppm, valor numérico estadis-
ticamente diferente comparado con los 34986 ppm
de ARA en el suelo referido como CN, mientras que
en el suelo luego de 24 dias de la siembra, P. vulga-
ris inoculado con A. vinelandii y P. polymyxa a
plantula, se registrd un reduccion del ARA hasta

2044 ppm concentracion inferior al limite maximo
de la NOM-138, este valor numérico fue estadisti-
camente diferente comparado con los 33832 ppm de
ARA en el suelo contaminado con el ARA sin tratar
por enriquecimiento ni con la siembra de P. vulga-
ris. En contraste 33 dias después de la siembra de P.
vulgaris con A. vinelandii y P. polymyxa se registrd
el maximo decremento del ARA hasta 1152 ppm,
concentracién menor a la maxima permisible por la
NOM-138, lo que indica que el suelo se recupero.
Este valor de 1152 es un valor numérico estadisti-
camente diferente en comparacion con los 29220
ppm de ARA en el suelo con ARA usado como CN.

Tabla 4 Concentracion de aceite residual automotriz en suelo tratado con P. vulgaris e inoculado con A. vinelandii y
P. polymyxa a nivel: plantula y prefloracion

Concentracion de ARA (35000 ppm)

Tiempo (dias)

Suelo con ARA enriquecido y siembra de P. vulgaris

0 35000

19 15895 (plantula)
24 2044%

33 1152*** (floracién)

Suelo con ARA (control negativo)
35000%
34986"
33832
29220°

* Valores con letra distinta tuvieron diferencia estadistica (ANOVA Tukey p<0.05), += valores inferiores al maximo de la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2003

Discusién

En la tabla 1, se muestra la germinacién de las semi-
llas de P. vulgaris sugiere la accién benéfica de A.
vinelandii y P. polymyxa que convirtieron los exu-
dados de las semillas de P. vulgaris en fitohormonas
que aceleraron y alcanzaron al 100% de germina-
cion de las semillas de la leguminosa?, mientras
esta reportado que esta clase de géneros y especies
de bacterias benéficas para plantas tienen la capaci-
dad para utilizar como fuente de carbono y energia
algunos de los hidrocarburos del ARA, con lo que
minimizaron o evitaron el efecto toxico del ARA,
gue inhiben la germinacion de las semillas, permi-

tieron que no tuviesen problema para emerger a
pesar de la contaminacién por el ARA 16182

En la tabla 2, se presenta el crecimiento radical de
P. vulgaris potenciado con A. vinelandii y P.
polymyxa que decrecieron la concentracion del
ARA, en parte porque el sistema radical de P. vul-
garis fue mayor cuando se potencio con A. vinelan-
dii y P. polymyxa, lo que indica que ambas bacterias
mediante conversion de los exudados de la raiz, en
fitohormonas mejoraron la absorcion del sistema
radical de la leguminosa por las sales de N, el P y el
K, del FEMI. Ademés de que contribuyeron a la
eliminacion del ARA, con lo que P. vulgaris tolero
mas su toxicidad, pues el crecimiento de P. vulgaris
con A. vinelandii y P. polymyxa en funcion de la

fenologia y biomasa fue sano**"?*#2 incluso
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mejor en algunas variables que misma la legumi
nosa crecida en el suelo sin contaminar por el ARA.
En la tabla 3 se muestra que los valores de la bio-
masa de P. vulgaris a nivel de las raices inoculadas
con A. vinelandii y P. polymyxa indirectamente
hicieron evidente la fitodegradacion del ARA en las
raices de la leguminosa®**'**® ademas de que am-
bos géneros y especies bacterianas estan reportadas
como capaces de hidrolizar y eliminar hidrocarburos
detectados en el ARA**2%224 19 que llevo al con-
secuente decremento de la concentracion de esta
mezcla. Al respecto Udom & Nuga® reportaron que
en suelo contaminado por mezclas de hidrocarburos,
sembrado con P. vulgaris se observd que genera un
sistema radical denso y abundante, que fue mejor
con la actividad benéfica de A. vinelandii y P.
polymyxa al mantener una eficaz absorcion minera-
les'*?*% mediante la conversion de los exudados de
raices de P. vulgaris en fitohormonas**'*?* de esa
manera mayor tolerancia al estrés causado por el
ARA™? en consecuencia P. vulgaris generé una
biomasa radical suficiente para la eliminacion del
ARA, que llevo a la recuperacion del suelo, util en
la produccion agricola’”*®% % o que se evidencid
al detectarse una concentracién de ARA, inferior a
la mayor aceptada por la NOM-138.

En la tabla 4, se presenta el enriquecimiento del
suelo con la LC y el FEMI que favorecieron la
siembra de las semillas de P. vulgaris potenciado
con A. vinelandii y P. polymyxa, con lo cual a los
primeros 19 dias, en especial a los 24 después de la
siembra a nivel de planta se observ6 un decremento
de la concentracién del ARA, en parte por la fitode-
gradacion que se reporta, realizan las raices de le-
guminosas cuando se siembran en un suelo impac-
tado por hidrocarburos, esta accion de eliminacion
del ARA puede ser mejorada mediante A. vinelandii
y P. polymyxa que se reportan hidrolizan algunos
99

arométicos que existen en el ARA’**?*% Por tanto
al reducir en el suelo el ARA a un valor 1152 ppm,
una concentracion inferior a la méaxima permisible
de la NOM-138, apoyan la utilidad de inocular le-
guminosas con A. vinelandii y P. polymyxa para
acelerar la relativa eficaz eliminacion del ARA en la
recuperacion de ese suelo, con fines agricolas o
recreativos'>*>*®, Mientras que el pobre decremento
de la concentracion del ARA en el suelo control
negativo, sin enriquecer con la LC y el FEMI, se-
guida de la siembra de P. vulgaris potenciado con
A. vinelandii y P. polymyxa, indican gque la atenua-
cion natural fue insuficiente'®?®? para resolver un
problema de contaminacion de un suelo agricola por
la mezcla de los hidrocarburos del ARA. Los resul-
tados de esta investigacién apoyan que un suelo
contaminado por 35000 ppm de ARA, requieren
acciones de restitucion de su fertilidad, mediante un
tipo de LC y FEMI adecuados para facilitar la fito-
degradacion de P. vulgaris potenciada por el efecto
benéfico de A. vinelandii y P. polymyxa que ademas
contribuyen a la eliminacion del ARA, hasta a un
valor inferior al méximo permisible de la NOM-
138, que en México sanciona la verdadera recupe-
racion de un suelo agricola para su reutilizacién en
la produccién agricola.
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