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El suelo impactado por 85000 ppm de aceite residual automotriz (ARA), mezcla de hidrocarburos alifaticos y aromati-
cos, concentracion que de acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2003 (NOM-138), supera el limite maximo
permitido de 4400 ppm, en consecuencia, cualquier valor superior inhibe la mineralizaciéon de la materia organica
causando perdida de la fertilidad del suelo. Una alternativa de solucion para este problema, puede ser la bioestimulacion
(BIS) y la fitorremediacion (FITO) que reducen el ARA a un valor inferior al maximo establecido por esta noma. Los
objetivos de esta investigacion fueron: i) BIS de suelo contaminado por 85000 ppm de ARA, ii) FITO mediante P.
vulgaris con M. echinospora ylo S. griseus en el decremento del ARA a valor menor maximo reconocido por la NOM-
138. En la BIS, la variable-respuesta fue la concentracion inicial y final de ARA, en la FITO se sembr6 P. vulgaris
mediante la fenologia: altura de planta, longitud radical, biomasa: peso fresco/seco aéreo y radical de la plantula. Los
datos experimentales se analizaron por ANOVA/Tukey HSDP<0.05% con el programa estadistico Statgraphics Centu-
rion. Los resultados indicaron que la BIS del suelo por 85000 de ARA la decrecié hasta 29000 ppm en 150 dias, en la
FITO mediante P. vulgaris con M. echinospora M. echinospora ylo S. griseus la disminuyeron hasta 1492 ppm en 180
dias. Se concluye que la BIS/FITO del suelo contaminado por una relativa alta concentraciéon de ARA, fue la alternativa

para solucionar este problema ambiental.
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Soil impacted by 85000 ppm of waste residual oil (WRO), mixture of aliphatic and aromatic hydrocarbons, and a con-
centration that according to NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2003 (NOM-138) exceeds the maximum limit of 4400 ppm,
consequently, any higher value inhibits mineralization of organic matter and causes loss of soil fertility. An alternative
solution for this problem may be biostimulation (BIS) and phytoremediation (PHYTO) that reduce the WRO to a value
lower than the maximum established for this nom. The aims of this work were: a) BIS of soil impacted by 85000 ppm of
WRO, b) PHYTO by P. vulgaris with M. echinospora and/or S. griseus in the decrease of the WRO to the lowest max-
imum value recognized by NOM-138. In the BIS, the variable-response was the initial and final concentration of WRO
during the PHYTO P. vulgaris was planted through the phenology: plant height and root length; and biomass: fresh and
dry aerial and radical weight to seedling. The experimental data were analyzed by ANOVA/Tukey HSDP <0.05% with
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the statistical program Statgraphics Centurion. The results indicated that the BIS of the soil by 85000 of WRO de-
Key words: creased it to 29000 ppm in 150 days, in the PHYTO by P. vulgaris with M. echinospora and/or S. griseus decreased it to
Soil, 1492 ppm in 180 days. It is concluded that the BIS/PHYTO soil contaminated by a relatively high concentration of

WRO,

mineral solution, ARA, it was the alternative to solve this environmental problem.

P. vulgaris,
M. echinospora,
S. griseus,
NOM-138.
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Introduccion

El aceite residual automotriz (ARA), una mezcla de
hidrocarburos (HICO) alifaticos, aromaticos y poli-
ciclicos, productos derivados de la combustion in-
terna de automotores y maquinaria industrial. En
Meéxico se considera que el ARA causa un problema
ambiental cuando contamina el suelo en concentra-
ciones relativamente altas como 85000 ppm, que la
Ley General de Equilibro Ecolégico y Proteccion
Ambiental (LGEEPA) lo clasifica como un residuo
peligroso.! Mientras que la NOM-138-SEMARNAT
/SS (NOM-138) referente a la contaminacion por
HICO similares al ARA, estableciendo en el suclo
como limite méaximo permisible 4400 ppm? valor
total que incluye: la fraccion ligera con 200 ppm,
mediana de 1200 ppm y pesada con 3000 ppm. Con
85000 ppm provoca dafio ambiental, primero por la
insolubilidad del ARA, que inhibe el intercambio
gaseoso con la atmésfera, y segundo porque evita la
mineralizacion de la materia organica indispensable
para la vida microbiana del suelo, lo que causa la
pérdida de productividad vegetal®. En el suelo una
alternativa de solucion para la eliminacion del ARA
a valores inferiores al maximo establecido por esta
noma, es la bioestimulacion (BIS), una estrategia
que maneja diversas acciones quimico bioldgicas y
que se inicia con la aplicacion de un detergente
(DEGE) que solubiliza los HICO del ARA, seguida
de una solucion mineral (SOMI) que restablece el
balance de la relacion C (carbono): N (nitrogeno)del
suelo, por el exceso del ARA, mientras que otras

acciones complementarias son: la necesaria adicion
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de H>0;, una fuente disponible de O (oxigeno), que
asegura la oxidacion del ARA, asi como el empleo
de un extracto fungico crudo que contiene la lacasa
(EXFUC), que hidroliza parcialmente la fraccion
aromatica del ARA*y facilita que posteriormente se
oxide. En suelo impactado por el ARA, la BIS,
ademas requiere de ajustar la humedad al 80 % de la
capacidad de campo, e inducir a la microbiota autoc
tona heterdtrofa aerobia a la oxidacion eficaz del
ARA y concluirla por fitorremediacion (FITO) con
una leguminosa tolerante a los HICO del ARA co-
mo: P. vulgaris potenciada mediante M. echinospo-
ra y/o S. griseus, géneros de actinomicetos oxidan-
tes de algunos de los compuestos aromaticos exis-
tentes en el ARA>® para decrecerlos a un valor infe-
rior al maximo sefialado por la NOM-138. Con base
a lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron: 1)
BIS de suelo contaminado por 85000 ppm de ARA,
i1) FITO mediante P. vulgaris potenciado con M.
echinospora y/o S. griseus para disminuir el ARA a
un valor inferior al mayor permitido por la NOM-
138.

Materiales y métodos

Esta investigacion se realizé en un invernadero bajo
las siguientes condiciones microclimaticas prome-
dio: temperatura de 23.2 °C, luminosidad de 450
umol-m?s! y humedad relativa del 67%. Se uso
suelo agricola perteneciente a un sitio ubicado a los
19° 39° 27’ de latitud norte 100° 19° 59’ de longi-
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tud oeste, con una altitud de 1820 msnm de clima
templado en un terreno agricola denominado “La
cajita’” sobre el km 5 de la carretera Morelia-Patz
cuaro de la Tenencia Zapata del municipio de More-
lia, Mich, México. El suelo se solarizo por 24 h para
reducir y/o eliminar plagas y enfermedades, se ta-
mizé con una malla del No. 20 y contamind con
85000 ppm de ARA proveniente de un taller meca-
nico automotriz de la ciudad de Morelia, de acuerdo
con lo sefialado en la literatura’, para ello el ARA se
emulsifico en agua con el detergente la “Corona®”
al 0.5 % (p/v), finalmente 1 Kg de este suelo se
coloco en la parte superior de la Jarra de Leonard
Figura 1. Mientras que el recipiente soporte se lleno
con SOMI y/o agua en funcion del disefio experi-

mental planteado’.

Figura 1 Diagrama de la Jarra de Leonard’
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El ensayo se inici6 con: i) BIS secuencial del suelo
impactado por ARA, con el DEGE la “Corona®” al
0.5 % (p/v), se complementd con SOMI con compo-
sicion quimica (g/L): NHsNO; 10, K;HPO4 2.5,
KH>PO4 2.0, MgSO4 1.0, NaCl 0.1, CaCl, 0.1, Fe-
SO, trazas y 10.0 ml/L de solucién de microelemen-
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tos (g/L): HsBO; 2.86, ZnSO4. 7TH,O 0.22, MgCl.
7H,0 1.81, ajustada a pH 6.8-7.0, se adicioné H,O;
al 0.5%. Para la generacion del EXFUC se usaron
12.5 mL P. chrysogenum que se sembraron en ma-
traz de 500 mL, con 250 mL de caldo lignina resi-
dual de paja de trigo (LIREPATO) cuyo contenido
fue (g/L): LIREPATO 10.0, peptona de caseina 5.0,
extracto de levadura 1.3, KoHPO, 0.17, KH,PO4
2.61, MgSO04 1.5, NaCl 0.9, CuS0O4 0.05.0, 2.5 mL
del detergente la Corona® al 10% (p/v), y 1.0 mL/L
de una solucion de oligoelementos, ajustado a pH a
5.5 que esterilizé a 121 °C/20min*. El matraz con P.
chrysogenum se incubd a 30 °C/12 dias, luego el
medio de cultivo se filtro y centrifugo para eliminar
el hongo, posteriormente se usaron 100 mL de EX-
FUC/Kg de suelo impactado por el ARA, cada se-
mana hasta iniciar la FITO.® En tanto que en el sue-
lo la humedad se control6 al 80 % de la capacidad
de campo, que permitié la BIS secuencial, comple-
mentaria y acumulativa que redujo el ARA. Para la
siguiente fase, la FITO mediante P. vulgaris con M.
echinospora ylo S. griseus (aislados de nodulos de
Medicago spp. en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas (IIQB) de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) se cultivaron en
agar avena (AA) con la siguiente composicion
(g/L): avena 30.0, MgS04.7H,O 1.0, POsH,K 1.5,
Tecto al 10% 1.0, Agar 18.0, pH 6.8, se incubaron a
30 °C/72 h. Para inocular P. vulgaris con los acti-
nomicetos se realizd la siguiente operacion: por
cada 20 semillas de P. vulgaris (obtenidos del Labo-
ratorio de Microbiologia ambiental del IIQB-UMSN
H) se inocularon con 1.0 mL de cada género de acti
nomiceto crecido en agar AA, a una concentracion
celular por cuenta viable (CVP) en placa, por dilu-
cion de cada uno en detergente al 10% que se diluy6
en 99.0 mL de NaCl 0.85%, para asegurar la homo-
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genizacion y ajustarse a una densidad celular de
1.5x108 UFC/g, de M. echinospora y S. griseus mez
clados en una relacion 1:1 (v/v)® y realizar el disefio
experimental (Tabla 1) de bloques al azar con 3
controles: suelo sin ARA irrigado solo con agua o
control absoluto (CA), el suelo con ARA sin bioes-
timular, ni fitorremediar o control negativo (CN), el
suelo sin ARA alimentado con la SOMI o control

relativo (CR), y los 4 tratamientos para la fase de
FITO a) suelo con ARA bioestimulado y fitorreme-
diado con P. vulgaris sin inocular con M. echinos-
pora ylo S. griseus, b) P. vulgaris con M. echinos-
pora sembrado en suelo con ARA c) P. vulgaris con
S. griseus en suelo con ARA d) P. vulgaris inocula-
do con M. echinospora y S. griseus en suelo con
ARA.

Tabla 1 Disefio experimental de la bioestimulacion de un suelo impactado por 85000 ppm de aceite residual
automotriz con un detergente, solucion mineral, H202, extracto fungico crudo y fitorremediacion mediante
P. vulgaris con M. echinospora y S. griseus

Aceite resi- Bioestimulacion Fitorremediacién
t =150 dias t = 180 dias
dual automo- Solucio Det . Extract
Suelo* triz 85000 olucion ctergente Xtracto .
m mineral + H,0, fingico P. vulgaris
PP (SOMI) SOMI crudo
Control absoluto sin ARA, solo - - - - -
agua (CA)
Control relativo sin ARA 'y - 100% + + + +
solucién mineral (CR)
Control negativo + ARA, sin + - -
BIS ni FITO o (CN)
P. vulgaris sin inocular con + 50% + + + +
actinomicetos
P. vulgaris con:
a) M. echinospora + 50% + + + +
b) S. griseus + 50% + + + +
¢) M. echinospora/ + 50% + + +
S. griseus

*n=6, (+)=agregado, (-) = no agregado.

Los valores numéricos de los experimentos se anali-
zaron mediante ANOVA/Tukey HSD P<0.05% con

el programa estadistico Statgraphics Centurion.

Resultados

En Tabla 2 se expresa la BIS de suelo impactado
por ARA, con DEGE, una SOM]I, ¢l H,0» y el EX-
FUC, con el 80% de la capacidad de campo por 150
dias. En ese suelo la concentracion inicial de ARA
fue de 85000 ppm, decreciendo a 29000 ppm, am-
bos valores numéricos fueron estadisticamente dife-
rentes, comparados con los valores analogos en el

suelo impactado por ARA sin BIS o CN, ahi la ate

nuacion natural redujo el ARA de 85000 ppm a
59500 ppm.

En Tabla 3 se reporta la fenologia y biomasa de P.
vulgaris potenciado mediante M. echinospora y S.
griseus a nivel de plantula, durante la FITO de suelo
impactado por 29000 ppm de ARA, ahi P. vulgaris
con una altura de planta (AP) de 15.32 cm, una lon-
gitud radical (LR) de 14.25 cm, estos valores numé-
ricos sin diferencia estadistica comparados con los
15.67cm de AP y 15.25 cm de LR de P. vulgaris
alimentado con solucion mineral, sin poténciala con
M. echinospora y S. griseus en suelo sin ARA o
CR. Pero con diferencia estadistica comparados con
los valores de 13.15 cm de AP y 7.60 cm de LR de
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P. vulgaris sin potenciar con M. echinospora y S. griseus en suelo impactado por el ARA.

Tabla 2 En suelo concentracion de aceite residual automotriz bioestimulado mediante un detergente,
una solucion mineral, el H2O2 y un extracto fiingico crudo que contiene la lacasa por 90 dias

En suelo concentracion de aceite residual automotriz después

Suelo* + 85000 ppm de aceite residual automotriz de 150 dias de bioestimulacién (ppm)

Sin bioestimular (control negativo) 59500
Suelo bioestimulado con detergente 0.5% + solucién mineral + H,O, 0.5% + 29000°
extracto fiingico crudo

*n=6 **Letras distintas son estadisticamente diferentes (ANOV A/Tukey HSDP<0.05%).

Tabla 3 Fenologia y biomasa de P. vulgaris con M. echinospora y S. griseus durante la fitorremediacion de suelo
contaminado por 29000 ppm de aceite residual automotriz

Peso fresco (g) Peso seco (g)

or ok
Suelo con P. vulgaris AP (cm) LR (cm) 2610 Radical Adroo Radical

Sin ARA (control absoluto) 10.60°" 9.23¢ 0.75¢ 0.31¢ 0.09¢ 0.03f
Sin ARA alimentado + solucion mineral (CR) 15.67% 15.25° 1.96* 0.89° 0.23* 0.06°
ke 10 1

29000 ppm de ARA + solucién mineral 13.15" 7.60° 1300 0.49¢ 0.13" 0.04¢
H,0, + P. vulgaris sin inocular
29000 ppm de ARA + solucion mineral + H,0, 926 7.95¢ 0.89¢ 0.75¢ 0.13° 0.07°
+ M. echinospora
29000 ppm de ARA + solucion mineral+ H,O, 10.18¢ 8.67 1.06° 1.06" 0.14b 0.05¢
+ 8. griseus
29000 ppm de ARA + solucion mineral + H,0, 15300 14.25b 1.86° 1.18? 0.19° 0.10°

+ M. echinospora + S. griseus
AP Altura de planta, LG longitud radical
*n=6 **]etras iguales= sin diferencia estadistica segun Tukey (0.05)

Tabla 4 En suelo concentracion de aceite residual automotriz durante la bioestimulacion y posterior
fitorremediacion mediante P. vulgaris potenciado con M. echinosporay S. griseus

Suelo* ARA remanente en suelo (ppm)

Suelo con ARA sin bioestimular (control negativo) 59500™"

Suelo con ARA bioestimulado con detergente + solucion mineral + H,O, + extracto fungico crudo 29600°

Suelo con ARA bioestimulado y fitorremediado solo P. vulgaris 19500¢

Suelo con ARA fitorremediado con P. vulgaris en plantula potenciado con:

M. echinospora 7300°¢

S. griseus 6890°

M. echinospora + S. griseus. 1450**

*n= 6, **Letras distintas son estadisticamente diferentes (ANOV A/Tukey HSDP<0.05%),
+ = valor inferior al maximo aceptado por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 de 4400 ppm.

En tanto que P. vulgaris en suelo sin ARA o CR,
registrdé un peso fresco aéreo (PFA) de 1.96, valor
numérico sin diferencia estadistica con los 1.86 g de
PFA en P. vulgaris con la mezcla de M. echinospo-
ra/S. griseus en suelo impactado por el ARA, ambos
valores numéricos de PFA fueron estadisticamente
diferentes a los 1.30 g de PFA en P. vulgaris sin M.

echinosporal/S. griseus, en suelo impactado por
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ARA. Respecto al peso fresco radical (PFR) se re-
gistraron 1.18g en P. vulgaris con M. echinospora y
S. griseus, cuyo e valor numérico fue estadistica-
mente diferente a los 0.89 g de PFR en P. vulgaris
sin potenciar con estos actinomicetos, alimentado
con una solucion mineral sembrado en suelo sin
impactar por el ARA o CR, respecto al peso seco
a¢reo (PSA) fue 0.19 g en P. vulgaris potenciado
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con M. echinospora y S. griseus sembrado en suelo
impactado por el ARA, cuyo valor numérico no
tuvo diferencia estadistica con los 0.23 g de PSA de
P. vulgaris alimentado con la solucion mineral, sin
potenciar mediante M. echinospora y S. griseus
sembrado en suelo sin contaminar por el ARA, em-
pleado como CR. Mientras que se registro 0.10 g de
peso seco radical (PSR) en P. vulgaris potenciado
con M. echinospora y S. griseus, sembrado en el
suelo impactado por el ARA, este valor numérico
fue estadisticamente diferente a los 0.06 g de PSR
de P. vulgaris sin potenciar con M. echinospora y S.
griseus sembrado en suelo no impactado por el
ARA o CR.

En Tabla 4 los datos de suelo la concentracion de
ARA después de la FITO por P. vulgaris potenciado
mediante M. echinospora y S. griseus, se detecto la
mayor eliminaciéon del ARA, de 29600 ppm hasta
1450 ppm, valor inferior al maximo permitido por la
NOM-138, este valor numérico de concentracion
final del ARA, fue estadisticamente diferente al
registrado en el suelo usado como CN, ahi la mezcla
de HICO tunicamente se redujo desde 85000 ppm
hasta 59500 ppm derivado de la accion de la ate-

nuacion natural.

Discusion

En Tabla 2 se reporta la BIS del suelo mediante un
DEGE que eficazmente disolvio la mayor parte de
los alifaticos del ARA®® seguida de la BIS con la
SOMI que aport6 las sales esenciales de NHs" y
NOs™ para ajustar el desequilibrio C:N causado por
el exceso de ARA, mientras que los PO4** (fosfatos)
solubles aceleraron la eliminacion del ARA, apoya-
do por la BIS mediante el H,O, que suplié el O
indispensable para la continua oxidaciéon de esos
HICO®, en tanto que la BIS mediante el EXFUC que

contenia la lacasa se ha reportado puede ser util en
hidrolisis algunos de los aromaticos del ARA*’ y
que posteriormente se mineralizaron en productos
inocuos: CO, y H,O. Para lograr las acciones inte-
grales de la BIS, fue indispensable el ajuste de la
humedad del suelo al 80% de la capacidad de cam-
po, que facilitd la circulacion del agua y gases a
través de los poros del suelo, con la consecuente
mineralizacion del ARA, cuyo proceso es estricta-
mente aerobico. Lo que explica porque en un tiem-
po relativamente corto de 150 dias la concentracion,
se redujo de 85000 ppm a 29000 ppm como resulta-
do de la BIS secuencial, complementaria y acumula-
tiva por las acciones de BIS que se sefalaron pre-
viamente >!°

En la Tabla 3 se presenta la FITO del suelo conta-
minado por 29000 ppm de ARA, que se demostrd
por los valores de las variables respuesta en la feno-
logia y biomasa de P. vulgaris que fue potenciado
mediante la actividad benéfica de M. echinospora y
S. griseus: 1o que sugiere que ambos géneros de
actinomicetos transformaron los exudados de la
semilla y de las raices en sustancias promotoras de
crecimiento vegetal, que mejoraron la capacidad de
tolerar algunos de los efectos fitotoxicos de los HI-
CO del ARA.>!'"Ademas de que la literatura reporta
que tanto M. echinospora como S. griseus tienen
capacidad genética para hidrolizar ciertos aromati-
cos> del ARA, para potenciar a P. vulgaris a la
continua disminucion de la concentracion del ARA,
a un valor inferior al maximo aceptado por la NOM-
138'> en contraste P. vulgaris sin potenciar con
estos géneros de actinomicetos, o solo con un géne-
ro como en el caso de M. echinospora, en compara-
cion de la accion en combinacion con S. griseus,
que se explican porque el metabolismo de cada uno
de los géneros de actinomicetos son diferentes en la
oxidacion de HICO, en consecuencia se comple-

mentan para consumir una mayor diversidad y can-
42
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tidad de los HICO del ARA, en contraste cuando no
se utilizan actinomicetos para mejorar la FITO, el
ARA puede ser fitotoxico para P. vulgaris, pues la
raiz es incapaz de oxidar el ARA para decrecer el
ARA a una concentracion inferior al maximo valor
aceptado por la NOM-138, pues en ausencia de los
actinomicetos u otros géneros y especies de micro-
organismos que oxidan HICO, la hidrofobicidad del
ARA puede impedir la absorciéon de agua, asi como
el intercambio de gases en el sistema radical, lo que
puede causar una inhibicion del crecimiento de las
raices de P. vulgaris.'

En Tabla 4 la BIS de suelo impactado por 85000
ppm de ARA, mediante un DEGE que disuelve la
mayor parte de la mezcla de HICO, con una SOMI
que promovio su oxidacion, apoyado por el H,O»
como un fuente mediata de O, y el EXFUC que
contenia la lacasa una enzima extracelular fungica
altamente estable a las condiciones cambiantes fisi-
cas quimicas y biologicas para hidrolizar y dismi-
nuir parte la fraccién aromatica del ARA, mientras
haya un control de la humedad del suelo, para que la
condicion ambiental, sea la suficiente para que la
microbiota autoctona heterotrofica aerobia haya
decrecido el ARA hasta 29000 ppm, lo que facilito
la FITO mediante P. vulgaris potenciado con M.
echinospora y S. griseus ya que ambos géneros y
especies de actinomicetos tienen la capacidad de
oxidar HICO y acelerar la mineralizacion del
ARA*>!% hasta una concentracion de 1492 ppm
puesto que al hacer el analisis de lo que redujo en la
mezcla de HICO tanto la fraccion alifatica como
aromatica habia decrecido a un valor inferior al
mayor aceptado por la NOM-138 para considerar
que el suelo fue biorremediado.!%!?

Con base a lo anterior se concluye la BIS secuen-
cial, complementaria y con efecto acumulativo son
necesarias para la solucion de un problema de con-
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taminacion complejo, que no solo es dependiente de
la concentracion del ARA, sino también de aquellas
propiedades fisicoquimicas del ese ambiente, que
son determinantes para la eliminacion eficaz y rapi-
da de los HICO, del ARA se realice en un tiempo
que permita la reutilizacion de ese suelo con fines
de produccion agricola y/o recreativos, sin riesgo de

causar algun dafio en los seres vivos.
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